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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABI — Applied Biosystems

Anti-DIG-AP — Juhbol szdrmazd anti-digoxigenin ellenanyag
alkalikus foszfatdz konjugédtuma

AP-PCR Tetszblegesen valasztott primerrel végrehajtott PCR
(Arbitrarily Primed PCR)

BLAST — Szekvenciak Osszehasonlitasara szolgald
programcsomag (Basic Local Alignment Search
Tool)

bp — Bézispar

CDP-Star — Alkalikus foszfataz kemilumineszcens szubsztratja

2-Chlor-5-(4-Methoxyspiro{1,2-Dioxetan-3,2'-(5'-
Chlor) Tricyclo[3.3.1.1.>"]Decan}-4-yl)-1-

Phenylphosphat,
CgaKl — Clarias gariepinus kontroll fragment 1.
CgaYl — Clarias gariepinus himivar-specifikus fragment 1.
CgaY2 — Clarias gariepinus himivar-specifikus fragment 2.
cM — Centimorgan (relativ genetikai térkép tavolsag,

értéke egy, ha két pont kozott az utodok 1%-aban
zajlik le rekombinécio)

CSD — Kromoszoémalis ivardeterminacié (,,Chromosomal
sex determination”)

CSPD — Alkalikus foszfatdz kemilumineszcens szubsztratja
Disodium 3-(4-methoxyspiro {l,2-dioxetane-3,2'-(5'-
Chloro) Tricyclo [3.3.1.1 7 ]Decan}-4-yl)

Phenylphosphat

DIG — Digoxigenin

DIG-11-dUTP — Digoxigenin-11-(2'-deoxyuridine 5'-triphosphate)

E.coli — Escherichia coli

ESD — Kornyezeti ivardeterminacié (,,Environmental Sex
Determination”)

EDTA — Etilén-diamin-tetraecetsav

Exol — Exonukleaz I.

FISH — Fluoreszcens In Situ Hibridizacio
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GH-2 —
GSD —

IPTG —
kb —
lacZ —
PCR —
PTEN —
PTP —

RAPD —
RFLP —

SAP —
SCAR —
SDS —
SSD —

SSR —

STR —
Taq polimeraz —

TSD —

TIGR —
TPT —
UBC —

VNTR —

X-gal —

2-es tipusu novekedési hormon génnel rokonsagot
mutato (GH-2) pszeudogén

Genetikai ivardeterminacio (,,Genetic sex
determination”)

Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranside
Kilobazispar

E.coli 3-galaktozidazt kodold gén

Polimeréaz lancreakcié (Polymerase Chain Reaction)
Foszfatdz és tenzin homoldg

Protein-tyrosine phosphatase (alternativ roviditése
TPT)

Véletlenszeriien felsokszorozott DNS polimorfizmus
(Random Amplified Polimorphic DNA)

fragmenthossz polimorfizmus (Restriction Fragment
Length Polymorphism)

Rakbol izolalt alkalikus foszfataz

Sequence Characterised Amplified Region
Natrium-dodecil-szulfat

Szocialis ivardeterminacio (,,Social Sex
Determination”)

egyszerll szekvencia ismétlédés (,,Simple Sequence
Repeat”)

rovid tandem ismétlodés (,,Short Tandem Repeat™)

Thermophylus aquaticus-bol izolalt héstabil DNS
polimeraz enzim

Homérseklettol fliggd ivardeterminacio
(,,Temperature-dependent sex determination”)

The Institute for Genomic Research

Tirozin foszfataz (PTP)

University of British Columbia

Valtozé szami tandem ismétlodés (Variable
Number of Tandem Repeats)
5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktozid



Bevezetés

1. BEVEZETES

Kutatomunkamat az MBK  Hal  Molekularis  Bioldgiai
Laboratoriuméban végeztem. A csoport egyik f6 kutatési teriilete azoknak a
mechanizmusoknak a megismerése volt, amelyek az ivar kialakuldsdban
jatszanak szerepet a halak egyedfejlodése soran. Ennek keretén beliil fontos
részteriilet az ivarhoz kotdtt DNS markerek azonositdsa halakbdl és az ivari
kromoszoma rendszerek vizsgalata ezen markerek segitségével.

A halaknal még csak kis mértékben érzékelteti hatdsat az emldsok és
madarak esetében egyre inkabb el6térbe keriild molekulédris bioldgiai
megkozelités, amely az A4llattenyésztés mas 4agazatathoz hasonldan a
halbiologia és a haltenyésztés szdmara is szamos hasznos modszert kinal.
Ilyen az emldsoknél mar régota alkalmazott molekularis szexalas is.
Halaknal csak néhdny ivarhoz kotott marker ismert (pl. Allendorf és
mtsai.,1994; Andreata és mtsai., 1993) és ezek sem altaldnosak, csak adott
halfajon alkalmazhatéak. Az ismert markerek tobbsége a Salmonidae
csaladba tartozd fajokbol szarmazik, a tobbi hazankban tenyésztett
haszonhalbol ezzel szemben munkdm kezdetéig még nem sikeriilt ilyen
markereket izolalni, holott jelentdségiik nyilvanvald. Egy molekuléris
szexalasi eljarast fel lehet hasznalni értékes tenyészegyedek ivaranak korai
meghatarozasara, tenyeszallomanyok ivarardnyanak bedllitasara, vagy ivari
csoportok létrehozasara. Jelentds szerepe lehet az egyes ivarok vizsgalatat
célzo kutatdsok megalapozasdban, vagy teljes genommanipulacioval
létrehozott egyivard (un. “monosex’) allomanyok gyors tesztelésében.
Utobbi fontossaga azon fajoknal gazdasagi szempontbdl is kiemelkedd lehet,
ahol a két ivar novekedési erélye jelentdsen eltér egymadstol, mint példaul a
leséharcsanal (Haffray és mtsai., 1998).

Kutatocsoportunk kisérletei alanydul a magyarorszagi halfauna talan
két legfontosabb taxondmiai csoportjat, a pontyféléket és harcsaféléket
valasztotta. Kollégadim korabban ivarspecifikus markerek izolalasa céljabol
pontyon (Cyprinus carpio L.), 16zsés diszméarnan (Barbus conchonius) és
zebradanion (Danio rerio), mig egylittmiikodéim tilapian (Oreochromis
niloticus) és ,,sarkanyhalon” (dragonfish, Scleropages formosus) végeztek
kisérleteket. Az ¢én f0 témdm a harcsafélék vizsgalata volt, ezért
disszertaciom talnyomd része az utobbi fajok vizsgalatabol nyert
eredményeken alapul, azonban kisérletet tettem ivarspecifikus DNS
markerek azonositasara egy a pontyfélékhez tartozé fajbol, a compobol
(Tinca tinca) is.



Bevezetés

Célunk olyan ivarhoz kotott DNS markerek azonositdsa volt,
amelyek lehetdvé teszik mar az egyedfejlédés kezdeti stadiuméban az ivarok
elkiilonitését és alkalmasak lehetnek a vizsgalt halfajok ivari kromoszéma
tipusanak megallapitasara (XX/XY vagy ZW/ZZ) is.

Az ¢én feladatom a markerek keresésében vald részvétel mellett a
megtalalt ivarspecifikus markerek izolalasa és jellemzése volt. Szintén én
végeztem a markerek DNS szekvencia meghatarozasat kovetden, azok
felhasznalasat olyan polimerdz lancreakcion (PCR) alapuld teszteljaras
kidolgozésara, amely gyors és akdr mar embriondlis korban is alkalmas az
ivarok elkiilonitésére. Feladataim kozott szerepelt még az izolalt
ivarspecifikus DNS marker taxondémiai alkalmazhatésdganak vizsgalata,
elsésorban a sziikebb rokonsagba tartozo harcsafajokon, de siker esetén
rendszertanilag tavolabb esd halfajokon is.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 AZIVAROS SZAPORODAS FORMAI AZ ALLATVILAGBAN

Az ivaros szaporodas képessége mar a rendszertanilag igen alacsony
kategoridkba tartozo csoportoknal megjelenik. Az eukariotdk legtobbjének
mar megvan ez a képessége (Charlesworth, 1991; Seidel, 2000) és
végeredményként minden esetben him és ndivart gamétik termeléséhez
vezet a fejlodés valamely ciklusaban. Az ivaros szaporodds eldnye az
ivartalannal szemben, hogy a gamétadk random kombinéacidja és genetikai
anyaguk atrendezddése (rekombindcid) minden egyes generacidban 1j
genotipusok letrejottét teszi lehedvé, melyek jobb eséllyel védekezhetnek a
koérokozok ellen (Charlesworth, 1991). A két ivar kialakuldsdhoz azonban
rendkiviil ~ valtozatos,  egymastél  jelentésen  eltérd  biologiai
mechanizmusokon keresztiil juthatnak el a kiilonboz6 €161ények.

Az eltér6 ivari egyedek fenotipusa is rendkiviil valtozatos az egyes
rendszertani kategoridkba tartozo fajoknal. A himnds fajok esetében a him és
ndivaru gamétikat ugyanazon egyed termeli. A szinkronizalt hermafroditak
esetében ez egyszerre torténik, vagy ugyanabban az ivarmirigyben (pl.: éti
csiga; Gomot-de Vaufleury, 2001) vagy kiilon ivarszervekben (pl.:
Caenorhabditis elegans; Madl, 1979).

Egy masik csoportnal, a szekvencialis hermafroditdknal, az egyedek
egyszerre csak egyféle ivarsejtet termelnek, de ez életiik soran valtozik.
Ennek megfelelden kétfélék lehetnek: a ,,protandrous” hermafroditak el6szor
himmé fejlédnek, majd késobb ndivarava alakulhatnak (Brusle” Sicard és
Fourcault, 1997; Godwin, 1994b) mig a ,,protogynous” hermafroditaknal
eldszor a noivar fejlédik ki, mely késdbb himivarava alakulhat (Shapiro €s
Rasotto, 1993; Reinboth és Brusle” Sicard, 1997)

Az ivarvaltas tobbféleképpen is megtorténhet, igy példaul a Pandalus
borealis (Pandalidae) nevli tengeri rakocska esetében az egyed fejlettségi
allapota hatdrozza meg, hogy az milyen ivarsejteket termel. A kistestli
himekbdl késébb nagytestii ndstények fejlddnek (Charnov, 1979).

Ugyanakkor 1étezik a szekvencidlis hermafrodita fejlédésnek egy
masik formdja is, ahol a kifejlett egyed ivara a szocidlis kdrnyezet hatasara
dol el (Social Sex Determination, SSD). Ennek egyik legszemléletesebb
példija a Crepidula fornicata nevii papucsos csiga, amelynek kifejlett
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néstényei akar 6-7 fajtarsukat is a hatukon hordozzék. A kisebb testli fiatal
egyedek kezdetben himekké differencialédnak, amelyek egy, vagy tobb
masik him egyeddel érintkezve elkezdenek ndivarava alakulni, de csak akkor
valnak teljesen azza, ha megsziinik kapcsolatuk a kifejlett ndivara egyeddel
(Coe, 1936).

A halak osztdlydban a hermafroditdknak mind a szinkronizalt a
,protandrous” és a ,,protogynous” valtozatai megtalalhatok (Devlin és
Nagahama, 2002).

Az ¢l6lények masik, talan legfejlettebb csoportjat alkotjak a valtivart
fajok, amelyeknél az egyed csak egyféle ivarszervvel rendelkezik, és egyféle
ivarsejtet termel ¢lete sordn. Az allatok és igy a halak tobbsége is ebbe a
kategoridba tartozik (Charlesworth, 1991, Uguz és mtsai., 2003).

2.2 AZ IVAR KIALAKULASAT MEGHATAROZO TENYEZOK AZ
ALLATOKNAL

A valtivart allatoknal az ivar kialakuldsat alapvetden meghatarozo
tényezoket két nagy csoportra oszthatjuk, amelyek elkiiloniilten hatarozzak
meg az egyes fajoknal, vagy nagyobb rendszertani egységeknél a kialakulo
fenotipust. Ennek alapjan vannak fajok, illetve nagyobb rendszertani
egységek, amelyeknél az ivart kornyezeti hatdsok dontik el. Ezeknél a
csoportokndl a zigdta fejlédése alatt hatd kornyezeti faktorok befolyasoljak,
hogy him- vagy ndénemi lesz az utéd. Egy masik csoportot képeznek a
genetikai ivar determinacioval (Genetic Sex Determination, GSD)
rendelkezd fajok, amelyeknél mar a megtermékenyitéskor elddl az utod
neme (Gilbert, 2000).

2.2.1 Kornyezeti ivardeterminacio

A kornyezeti  ivarmeghatdrozassal  (Environmental Sex
Determination; ESD) azoknal a fajoknal taldlkozhatunk, amelyeknél az ivar
kialakulasanak, vagy valtozékonysaganak idején a kornyezeti tényezdk
kozvetlen hatast gyakorolhatnak a fejloédé egyedre. Igy elsésorban az
alacsonyabb rendszertani kategoriakba tartozo, kiilsé egyedfejlédéssel
fejlodo fajok esetén, amelyeknél az anya nem biztosit védelmet a kiilsé
hatdsokkal szemben. Ezen fajok ¢letterének megfelelden az ivar
kialakulasaért, vagy megvaltozasaért felelds kornyezeti tényezok is tobbféelék
lehetnek (Gilbert, 2000; Uguz és mtsai., 2003).
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Az egyik ilyen lehetséges tényezd a szocidlis kornyezet (SSD),
amellyel kapcsolatban a legtobb informacionk a halaktdl szarmazik. Ebben
az osztalyban mind a ,,protandrous” (Godwin, 1994a), mind a ,,protogynous”
fajoknal (Sakai, 1997) megtalalhatd ez a stratégia, s6t a Gobio-féléknél
mindkét iranya ivaratfordulds is lehetséges szocidlis hatdsra (Sunobe és
Nakazono, 1993).

A vizsgalt populacidkban megtalalhatd egy Un. ltalanos ivar, amely
az egyedek fejlédése sordn eldszor alakul ki és amellyel az egyedek tobbsége
(4ltalaban a kisebb méretiiek) rendelkezik. Az ellenkezd ivart a populdcioban
egy, legfeljebb néhany nagytesti dominans egyed képviseli. Ha ez a
dominans egyed mar nem tudja fenntartani a dominancidjat vagy eltlinik a
populécidbol, akkor a rangsorban utana kovetkezd, legnagyobb egyed veszi
at a helyét, mikozben ivaratfordulason megy keresztiil, amely megtorténhet
né¢hany hét alatt (Godwin, 1994b), vagy né¢hany évig is elhuzodhat (Hattori,
1991). Maga a szabalyozas valdsziniileg a dominanciasorban levé egyedek
és az ivarok kozotti viselkedési interakciokon (stressz helyzeteken), a
populdcion beliili ivararanyon, illetve feromonokon vagy mdas kémiai
hatasokon keresztiil valésul meg (Devlin és Nagahama, 2002). Ezen
folyamatok molekuldris genetikai hattere igen kevéssé ismert.

Az SSD egy masik csoportjat képviselik azok a valtivart fajok,
amelyeknél az egyed csak egyféle ivarsejtet termel életében, de a kialakuld
ivar a kornyezetben talalhatd tobbi egyed ivaratol fiigg, mint példaul a
mélytengeri horgaszhalak (6rdoghalak). Ennél a fajnal feltételezhetGen a
kistestli himbdl nagytestli néstény lesz, amennyiben him élete soran nem
talalkozik ndsténnyel. Az ivarok taldlkozédsa esetén viszont a him szervesen
hozzaépiil a ndstényhez, vérkoreik egyesiilnek, mikozben a him teste
redukalodik. FElveszti feleslegessé valt szerveit (szemek, emészto- ¢&s
légzdrendszer) és szexudlis parazita életmodot folytat, mind a taplalékot,
mind az oxigént a ndstény biztositja szamara. A két test egyiitt egy
onmegtermékenyitd szinkronizalt hermafrodita egyedhez hasonldan é€l, azzal
a kiilonbséggel, hogy az ivarsejtek itt valdjaban két genetikailag kiilonb6z6
egyedtd]l szarmaznak (Anderson és Leslie, 2001). Ugyanezt a stratégiat
alkalmazza a Bonellia viridis nevii tengeri féreg, amelynél a néivart egyed
10 cm-es testtel és tobb, mint egy méteres tapladlkozd nyulvannyal
rendelkezik, ezzel szemben a him mindossze 1-3 mm-es €és a ndstény
,uteruszaban” telepszik meg. Ez egyben a legnagyobb ismert ivarok kozott
tapasztalhaté méretbeli differencia is (Baltzer, 1912).
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Az ESD egy masodik tipusa a hdmérsékletfiiggd ivarmeghatarozas
(Temperature-Dependent Sex Determination vagy TSD), amelyre érdekes
moddon a rendszertanilag magasabb kategoriaba tartozo gerincesek korében
talalhat6 a legtobb példa. Az 1970-es évektdl kezdve deriilt fény arra, hogy a
tekndsok nagy részénél és a krokodilfélék dsszes fajanal a tojasok inkubécios
homérséklete hatarozza meg a sziiletendd egyed ivarat (Charnov és Bull,
1977; Bull, 1980; Gilbert, 2000). Csupan par Celsius fokos
homérsekletvaltozas eltérd ivar kialakulasat eredményezheti.

Halaknal az ivarszerv a kikelést kovetd hetekben alakul ki (Piferrer és
Donaldson, 1989). Ebben az iddszakban, az érzékeny fajok esetében, az ivar
is befolyasolhatd aziltal, hogy egyes a szervezetben miikodé enzimek
aktivitasa fligg a kornyezeti hdmérséklettdl. Ilyen enzim példaul az
aromataz, amely kiemelkedd szerepet jatszik az ivari fejléddésben (a
tesztoszteron Osztrogénné alakitdsa soran). A gonokronisztikus (valtivarh)
ponty esetében az aromataz aktivitdsa mar a hdmérséklet kisebb foku (5°C)
valtozasanak hatasara huszad részére csokkenhet (Conover és Heins, 1987)
ami jelentdsen befolyasolhatja a fejlodd egyedek tesztoszteron €s 0sztrogén
szintjén keresztiil az ivar kialakulasat.

A homérsékleti hatas egyik legérdekesebb példajat a Menidia
menidia nevli tengeri halfaj tanulméanyozéisa szolgaltatta (Conover ¢s
Fleisher, 1986). E faj mérsékelt €govi populdcidiban az ivar szoros
Osszefliggést mutat a szaporodasi szezon kornyezeti homérsékletével. A
kezdeti alacsonyabb homérsékleti koriilmények koézott tobb ndivaru egyed
fejlédik (hosszabb és taplalékban gazdagabb ndvekedési periddust biztositva
szamukra), mig kés6bb magasabb hémérsékleten tobb a him egyed. Ezzel
szemben az északi teriileteken, ahol kiegyenlitettebbek a taplalkozési és
hémérsékleti viszonyok és nem szarmazik elény abbol, hogy a ndivaru
egyedek korabban sziiletnek, minden hdmérsékleten megkozelitdleg 1:1 az
ivararany (Manning és Kime, 1984; Baroiller és mtsai., 1995).

Mas esetekben, mint példaul az eurdpai tavi tekndsnél (Emys
obicularis) alacsony hdémérsékleten (25C°) csak him ivari egyedek
szliletnek, mig magas homérsékleten (30C°) minden egyed ndivara. A két
hatarérték kozotti hdmérsékleten pedig mindkét ivar megtaldlhato kiilonb6zo
ardnyban (Pieau ¢és mtsai.,, 1994). Ugyanakkor az amerikai alligator
(Alligator mississippiensis) esetében mindkét sz€éls6 homérsékleten (31,5 és
35 C°) néivaru egyedek sziiletnek, mig a kettd kozott mindkét ivar eléfordul
(33 C°-on csaknem minden egyed him), de a tekndsoknél is talalunk példat
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ilyen tipusu hdmérsékleti hatasra (Ferguson és Joanen, 1982; Rhen és Lang,
1999).

A TSD-re érzékeny halfajok esetében a homérséklet emelkedése az
utddcsoport ivarardnyat tobbnyire a himivar irdnydba tolja el, mig az
,»optimalisnal” alacsonyabb hdmérseklet az ikrasok fejléddését eredményezi
(Uguz és mtsai., 2003), de kis szamban vannak fajok, amelyeknél forditott
iranyba torténik az eltoldodas (Craig és mtsai., 1996.). BOven akadnak persze
olyan fajok is a halak kozott, amelyeknél a megvaltozott hémérséklet
hatasara nem taldltak kimutathatod valtozast a populdcio ivararanyaban (Eck
és Allen, 1993).

A halak és mas, vizes kornyezetben, kiilsé egyedfejlodéssel fejlodo
fajok esetében a kornyezet ivar kialakulasra gyakorolt hatasanak
ismertetésénél meg kell emliteni, hogy nemcsak a populacio osszetétele és a
hémérseklet, hanem a kiilonboz6 vizben oldott anyagok, szennyezddések is
hatéast gyakorolhatnak a kialakul6 ivarara a fajok egy részénél (Hayes, 2002;
Kime, 1995; Rubin, 1985).

Egyes halfajoknal példaul a homérséklet hatasdhoz hasonld
kovetkezmények figyelhetk meg a pH valtozasok hatasara is, ahol a magas
pH érték a ndi ivar, mig az alacsony a himivar felé tolja el a populacidok
ivararanyat (Rubin, 1985). Sok informdcié utal arra, hogy a kiilonb6zd
kornyezeti szennyezé anyagoknak is (mint példaul a kommunalis és ipari
szennyvizeknek, nehézfémeknek, szerves foszfatoknak és szerves klor
vegyiileteknek, peszticideknek és herbicideknek) van hasonlé hatasa (Kime,
1995; Sumpter, 1997), amelyek okozhatjdk az ivar atfordulasat,
interszexualis gonad fejlodését, ivarspecifikus fehérjék expressziojat, a him
gonad feminizaciodjat, az ivarérés elérehozatalat, vagy késlekedését. Ehhez
hasonlé hatads érheté el kiilonb6z6 hormonhatasu készitményekkel is,
amelyeket kontrollalt koriilmények kozott a halak ivaratforditidsara lehet
felhasznalni kiilonb6zo kisérletekben (Pandian ¢és Koteeswaran, 1998;
Yamamoto, 1969).

Az itt felsorolt kdrnyezeti tényezok azonban — szemben a hiilléknél
leirt hdmérsékleti hatassal — a halak esetében altalaban nem az elsddlegesen
ivart meghataroz¢ faktorok, de szélséséges esetekben teljesen atvehetik az
ivari fejlddés irdnyitasdt az amugy szabalyos hermafrodita, vagy
gonokronisztikus fejlédésii egyedekben, az elére meghatarozottol eltérd ivar
kialakulasat okozva (Devlin és Nagahama, 2002).
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2.2.2 Genetikai ivardeterminacio

A hermafroditak ¢és a valtivardak eddig felsorolt kornyezeti
ivardeterminacidéval rendelkezd csoportjainal 1ényeges, hogy az egyedek
genotipusosan semlegesek (egyformak) és az drokletes tényezOk szerepe az
ivar kialakuldsdban kevésbé fontos. Az evolucid eldreheladtival egyre
jobban eldtérbe keriil a genotipus ivart meghatdrozd szerepe, megszinik a
genetikai semlegesség is és a két ivar kozott tobb-kevesebb genetikai
kiilonbség leszd. Az evolucidsan ,,legfejlettebb fajok™, igy a gerincesek kozé
tartozd fajok tobbsége is valtivaru és elsdsorban az ivar kialakulasaért felelds
gének kombinacidja hatdrozza meg, hogy az egyed milyen tipust gamétakat
termel élete soran (genetikai ivarmeghatarozas). Ugyanakkor a hermafrodita
egyedek esetenkénti felbukkanasa bizonyitja, hogy a ,,biszexualis potencial”
ezeknél a fajoknal is megmaradt (Vaiman és Pailhoux, 2000; Zaparackaite és
Barauskas, 2003).

A genetikai ivardetermindcid legdsibb formajanak a poligénes
ivardeterminacié tekinthetd, amelynél az ivar(ok) kialakuldséért felelds
gének ¢€s azok kiilonb6zd valtozatainak ,konstellacidja” hatarozta meg a
kialakul6 ivart (Uguz és mtsai., 2003; Lee €s mtsai.,2004). Ennél fejlettebb
format képvisel az egyetlen gén iranyitasa alatt allo ivardeterminécid, ami
annak kovetkeztében alakulhat ki, hogy az 6si, az ivar kialakuldsdban
szerepet jatszd géncsoport egy tagja az idok folyaman olyan szerepre tett
szert az iranyitasban, amelyet az egyéb genetikai faktorok mar igen kevéssé
tudnak befolyasolni. A legelfogadottabb elmélet szerint, amelyet féleg emlds
¢s madar kromoszomak vizsgalata alapjan allitottak fel, az ilyen ,.egy
lokuszos™ genetikai rendszerek teremtették meg az ivari kromoszomak
kialakulasanak lehetdségét (kromoszomalis ivardeterminécio, CSD)

Az ivari kromoszomak egyetlen autoszoma parbol fejlédtek ki
folyamatos evolucios valtozasok utjan (Graves, 1995). Ez az emldsoknél
feltehetden mintegy 240-320 millié évvel ezeldtt kezd6dott meg, nem sokkal
azutan, hogy a madarak ¢és emldsok fejlddése szétvalt (Lahn és Page, 1999).
A madarak ivari kromoszomai ettdl fiiggetleniil alakultak ki, kortilbeliil 60-
100 milli6 évvel ezel6tt egy masik autoszoma parbol (Fridolfsson és mtsai.,
1998).

Az elmélet szerint egy autoszOman, amely az ivari fejlédésben
szerepet jatszd géneket hordozott, kialakult egy ivardeterminalé faktor.

Ennek kovetkeztében az egyik ivar kialakuldsahoz sziikségessé valt, mig a
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masikat akadalyozta. Az ezt kovetd idészakban az ivar kialakulas
folyamatdban szerepet jatszo gének az evolucids valtozasok soran a
kialakuld6  (ivardeterminalé faktort hordozo) ivari kromoszémakra
rendezddtek, aminek kovetkeztében azok mind szerkezetiikben, mind
génkészletiikben egyre jobban eltavolodtak egyméstél, valamint az
autoszomaktol (Charlesworth, 1991; Charlesworth, 1996). Ennek az
eltdvolodasnak az eredményeképpen csokkent, majd egyes szakaszokon
szinte eltlint a kromoszomak kozotti homologia és megsziintek a kozottiik
kialakul6 rekombinaciés események is (nem rekombindlodd régidk). A
rekombinacié hidnyaban az ivardeterminalo faktort hordoz6 kromoszéman, a
mutaciok felhalmozodasa kovetkeztében a nem esszencidlis gének
degradacioja indult meg, mig a két azonos ivari kromoszémat hordoz6 masik
ivarban az ilyen mutacidkat a rekombinéci6 eliminalni tudta (Charlesworth,
1991; Quintana-Murci és mtsai., 2001b). Ennek a folyamatnak az egyik
kovetkezménye az ivari  kromoszoémak  kozotti  méretkiilonbség.
Feltételezések szerint a halak esetében ezek a folyamatok az evolucid sordn
szamos ponton megindultak és kiilonb6zd sebességgel zajlottak le. Ennek
koszonhetden eltérden differencialddott ivari kromoszomak taldlhatok
azokban a fajokban, amelyek heterogametikus ivari kromoszomakkal
rendelkeznek. A gerincesek torzsén beliil e tekintetben a legnagyobb
valtozatossagot talan a halaknal talaljuk, ahol szinte az Osszes lehetséges
ivari kromoszoma tipus €s azok szamos kombinacidja megtalalhatd (Devlin
¢s Nagahama, 2002).

A helyzetet tovabb bonyolitja azonban, hogy a halakndl a
genetikailag meghatarozott ivarnak is két kiilonbozé forméjat irtdk le.
Eszerint a genetikai ivar lehet egy fOgén altal meghatarozott (Peichel és
mtsai.,2002), hasonléan az emldsoknél leirtakhoz, de allhat tobb gén
iranyitasa (poligénes szabalyozas) alatt is (Lee és mtsai.,2004). Az utobbi
csoportban feltételezhetéen egy-két elsddleges hatast gén miikddik, mig az
un. modositd gének kozvetve, vagy kozvetleniil befolyasoljak ezek
miukodését. Tobb ilyen mddositdo gén egylittes hatasa akar feliil is biralhatja
az els6dlegesen meghatarozott genetikai ivart. Feltételezhetden ennek
koszonhetd, hogy egyes fajok kiilonb6zd populdcidiban az ivararany
kiilonb6z6 mértékben eltér a normalis 50-50%-t6l és generdcionként a
genetikai hasadds kovetkeztében valtozik (Devlin és Nagahama, 2002).
Ennek egyik legjobban tanulmanyozott példdjat a Xiphophorus maculatus
(Xiphophoridae) esetében irtak le (lasd: 2.2.2.1. fejezet), de szelekcids
kisérletek eredményei alapjdn valdsziniisithetd, hogy a gerinces
modellallatként hasznalt zebradanié (Danio rerio) esetében is ilyen
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mechanizmusok dontik el az egyedek ivarat (Bartfai és Orban, személyes
kozlés).

Ismereteink a CSD rendszerekr6l meglehetdsen korlatozottak,
tobbnyire csak a kromoszéma rendszer tipusok azonositdsaig terjednek. Az
ivar kialakulasat meghatarozo molekularis folyamatok és a benniik szerepet
jatszo gének csak az emldsok, valamint a kutatdsok soran modellallatként
hasznalt ecetmuslica (Drosophila melanogaster) ¢és egy fonalféreg a
Caenorhabditis elegans esetében ismertek, mig mas rendszertani kategoriak,
illetve fajok esetén viszonylag kevés gén ismert és a kozottik levd
homolégia limitalt (Charlesworth, 1991; Charlesworth, 1996; Gilbert, 2000).

2.2.2.1 Ivari kromoszoma rendszerek

A mendeli genetika ujrafelfedezését kovetden Clarence E. McClung
ismerte fel az ivari kromoszoéméak fontossdgat, és szamolt be elsdként
tudomanyos publikacidban, az X kromoszomak és az ivardeterminacio
kozotti kapcsolatrél (McClung, 1902). Elmélete az ivari kromoszémak
1étezésérdl késObb beigazolodott és mara mar tudjuk, hogy a genetikailag
meghatdrozott ivarral rendelkez0 fajok nagy része rendelkezik ivari
kromoszomakkal is, amelyek az ivar kialakuldsdban iranyit6 szerepet jatszo
géneket hordoznak.

Az azonositott ivari kromoszémaval rendelkezd fajoknal, az esetek
tobbségében az ivari kromoszomaparok kozotti méretkiillonbség (egyes
esetekben az egyik kromoszoma teljes hianya) tette lehetdvé az ivari
kromoszomak azonositdsat. Azoknal a fajoknal azonban, ahol az ivari
kromoszomak differencidloddsa kezdeti stddiumban van, a kiilonbség
kimutatasa gyakran nehézségekbe iitkozik, vagy csak kozvetett
modszerekkel lehetséges (Graves, 1995). A gerincesek kozott is szamos
olyan faj talalhat6, amely kevésbé fejlett, morfologiailag nem, vagy csak
nehezen elkiilonithetd ivari kromoszomakkal rendelkezik.

Az ivari kromoszomak vizsgalata soran, mara tobb eltérd
ivardeterminald mechanizmus valt ismertté. Az egyik ilyen kromoszomalis
ivarmeghatarozasi rendszer az ugynevezett dozisfliggd ivarmeghatarozas.
Ennek egyik legismertebb és legtobbet vizsgalt képviseldje az ecetmuslica
(Drosophila melanogaster). Ennél a fajnal az X kromoszémak autoszéma
készlethez viszonyitott ardnya (do6zisa) hatdrozza meg az ivart. Abban az
esetben, ha ez az arany 1, vagy anndl nagyobb az egyed ndivaru lesz

12



Irodalmi attekintés

fiiggetlentil attdl, hogy van-e Y kromoszomadja (tobb X kromoszoma esetén
kisebb abnormalitdsok tapasztalhatok), ha pedig 0,5 vagy attol kisebb, akkor
az egyed him ivarl lesz. A 0,5 és 1 kozotti arany interszex fenotipusokat
eredményez (Bridges, 1925; Gilbert, 2000).

Ugyancsak dozisfiiggd ivarmeghatarozassal rendelkezik egy masik,
modellallatként jelends faj a Caenorhabditis elegans (Madl, 1979; Gilbert,
2000), de jelenlegi ismeretek alapjan az sem kizart, hogy a madaraknal is
egy ilyen dozisfiiggd ivarmeghatarozas van (Ellegren, 2001) és nem a W
kromoszéman taldlhato(k) az ivart determindld gén(ek) (lasd késébb).
Halaknal is leirtak néhany fajt, amelyeknél XX/XO ivari kromoszomakat
figyeltek meg (pl.: Triacanthus brevirostris, Choudhury €és mtsai., 1982), sot
a Colisia lalius és a Lepidocephalichthys guntata fajok esetében ZZ7Z/70
kromoszémarendszert taldltak (Rishi, 1976; Sharma ¢és Tripathi, 1988).
Altalaban azonban ezekben az esetekben tovabbi vizsgalatok (pl. aneuploid
egyedek vizsgalata) sziikségesek annak eldontésére, hogy valoban
dozisfiiggd ivar-meghatarozas mitkddik ezekben a fajokban.

Egy masodik, alapjaiban eltér6 ivari kromoszoma rendszer a
komplementer ivarmeghatarozas (,,complementary sex determination”, vagy
haplodiploidia), amelynek legismertebb képviseldi a Hymenoptera fajok
(hangyak, méhek, darazsak — tobb mint 30 faj 4 csaladbol) (Holloway,
2000). Itt a him ivara egyedek megtermékenyités nélkiil, partenogenetikus
petékbdl fejlddnek ki. Kromoszoma allomanyukra nézve haploidok
(hemizigotak), igy csak egy ivari kromoszoémaval rendelkeznek, mig a
nbivartak megtermékenyitett diploid petékbdl fejlédnek két ivari
kromoszomaval (Dubinyin, 1977). Azonban azok a diploid egyedek,
amelyeknél az ivari kromoszoéman taldlhatdé ivart meghatirozo lokusz
homozigéta formaban van jelen, diploid himekké fejlédnek, amelyek
¢letképtelenek, sterilek, vagy steril triploid utédokat nemzenek (Holloway,
2000; Cook ¢és Crozier, 1995).

A harmadik ivari kromoszoma rendszerrel kapcsolatban a legtdbb
ismeretiink a két rendszertanilag legmagasabb osztalybol, a madarak és
emldsok osztalyabol szarmazik. E két osztalyban a legelfogadottabb nézetek
szerint az ivardetermindcids mechanizmusban a fOszerepet egy, csak az
egyik ivarban jelenlevé kromoszéma (Y vagy W) jatssza (heterogametikus
kromoszoma rendszer). Ennek jelenléte idézi elé6 madaraknal a néi, mig
emldsoknél a himivar kialakuldsat, mig hidnya az ellentétes ivari fejlédéshez
vezet. E kromoszomak homolog parja (X, vagy Z) normal esetben a
heterogametikus ivarban egy, mig a homogametikus ivarban két példanyban
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van jelen. A méhlepényes emldsok esetében a nénemii egyedek sejtmagjaban
a két X kromoszoma koziil csak az egyik mitkodik. A masik a maghartyahoz
tapadva erdsen fest6dd, inaktiv formédban van jelen (ez a Barr-testecske,
amely lehetdvé teszi a him és ndivara szovetek elkiilonitését mikroszkopos
modszerrel), igy a két ivar kialakuldsa sordn az X kromoszomas gének
dézisaban nincs kiilonbség (Lyon, 1961; Charlesworth, 1991; Heard és
mtsai., 1997). A madarak esetében ez a jelenség és a kulcsszerepet jatszo
gének nem ismertek, ezért nem zarhatd ki, hogy itt a kordbban ismertetett
dozisfiiggd ivarmeghatarozds egy valtozata mitkodik és a W kromoszéma
csak asszisztal a ndivar kialakulasahoz (Ellegren, 2002; Ellegren, 2001).

Fontos megjegyezni, hogy az ismertetett kromoszoéma rendszerek
nem feltétlenlil mutatnak szoros Osszefliggést a rendszertani kategoriakkal.
A madarak és emldsok osztalyan beliil ugyan egységes a helyzet: miga az
elébbieknél homogametikus himek és heterogametikus ndstények vannak
(ZZ/WZ), addig az emldsoknél éppen forditott a helyzet (XY/XX)
(Charlesworth, 1991; Quintana-Murci €s mtsai., 2001a). Az evolucio6 korabbi
faziasi soran kialakult osztalyok korében azonban az evolicidsan fejlettebb
fajok tilnyomo tobbségénél talalt ivari kromoszomak és kromoszoéma
rendszerek mar nem ilyen egységesek. fgy példaul az kétéltiiek Anura
rendjének 833 fajanal az igen ritka WO/OO (ndstény/him) tipus mellett mind
az XX/XY mind a ZW/ZZ ivar-meghatiroz6 rendszer képviseldi
megtalalhatéak voltak (Schmid és mtsai., 1991), de a rovarok esetében is
megtaldlhatd az Osszes ismertetett ivari kromoszoéma rendszer (Bridges,
1925; Holloway, 2000; Cook és Crozier, 1995; Traut és Marec, 1997;
Bianchi és Meliado, 1998; Panzera és mtsai., 1996).

A halaknal eddig tobb, mint ezerhétszaz halfaj kariotipusat hataroztak
meg, de ezek koziil mindossze 176 fajban talaltak jol elkiilonithetd ivari
kromoszomakat (Devlin és Nagahama, 2002), melyek kozott egyarant
el6fordulnak him heterogametikus (XX/XY), illetve néi heterogametikus
(ZW/ZZ), (az elobbi kétszer olyan gyakori, mint az utobbi), valamint
XX/XO ¢és ZZ/ZO kromoszoémakkal rendelkezé fajok is. Esetenként
ugyanazon csaladon beliil e kromoszéma rendszerek kozil tobb is
megtaldlhatd (Balarin, 1979). Tovabbi érdekesség, hogy 7 nemzetségbe
tartozo, a hermafroditizmus valamely vallfajat bemutatd 259 faj vizsgalata
soran 4 esetében talaltak ivari kromoszdémapart néhany populacidban (Devlin
¢s Nagahama, 2002).

Az ivari kromoszomaval rendelkezé gerincesek kozott tobbségben
talalhat6 a heterogametikus kromoszomarendszer két alaptipusa (XX/XY és
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Z7/ZW), de szamos olyan faj is ismert, amelyek ezen tipusok tobbé-kevésbé
szokatlan, moédosult valtoztaval rendelkeznek. Ezek az esetek tobbségében
valamilyen kromoszéma transzlokdcid, inszercid0 vagy mas, az
ivardeterminacioban fontos szerepet jatsz6 gén mutacidja kovetkeztében
jottek 1étre, majd rogziiltek a fajban, vagy populacioban (Almeida-Toledo és
Foresti, 2001). Ilyen példa a modosult ivari kromoszémak kozott is
kiilonleges esetnek szadmitdé vords bogémajom (Alouatta seniculus
stramineus, Platyrrhini, Primates) esete, ahol mind az X mind pedig az Y
kromoszoémanak két tipusa alakult ki (XiXyY:Y/XiXiXoXs) egy
autoszomalis transzlokacio kovetkeztében (Lima és Seuanez, 1991).

Egy masik érdekes valtozatot talaltak Eurazsia északi részének
uralkodod ragesalofajanal, a lemmingnél (Myopus schisticolor Lilljeborg). Itt
az X kromoszoma moédosult, igy a faj ndstényei kozott két kiilonbozéd
kariotipus létezik: az X*X és a modosult X*Y (Fredga, 1976). Az X*
kromoszomat hordoz6 embridk az Y kromoszoma jelenlétében is ndstények
lesznek, csakigy, mint az X*X genotipusi testvéreik. Kivételesen
eléfordulnak X*XY genotipusu egyedek is, amelyek akdr himekké, akar
pedig ndstényekké valhatnak aszerint, hogy a mutdns vagy a vad tipusu X
kromoszoma inaktivalodik benniik (Schempp €s mtsai., 1985).

Viszonylag gyakori az Y kromoszoma modosuldsaval kialakulo
XX/XY,Y, tipusu ivari kromoszomarendszer, amely megtalalhato a
ragcsalok Gerbillinae alcsaladjaban (Volobuev, 1996), az erszényesekhez
tartozé mocsari kenguru (Wallabia bicolor) esetében (Toder €s mtsai., 1997),
vagy az indiai muntjac szarvasoknal (Zhang és mtsai., 2001; Pathak és Lin,
1981). Természetesen a halaknal is megtalalhatdo mindkét tipust ivari
kromoszoma moddosulds. Példaul a Coregonus sardinella (Salmonidae;
Frolov, 1990) esetében XX/XY,Y, ivari kromoszomatipus talalhato,
azonban X X, tipusi kromoszoma modosulasok halaknal gyakoribbak
(Hoplias malabaricus, Erythrinidae: Bertollo és mtsai., 1983; 1997; 1998;
Brachyhypopomus pinnicaudatus Hypopomidae: Almeida-Toledo és mtsai.,
2000; Almeida-Toledo és Foresti, 2001).

Talalunk azonban példat halaknal W kromoszoéma moddosulasra is,
igy Nakayama ¢és mtsai. (1994) a ZW/ZZ tipusu ivari kromoszdémakkal
rendelkezé Leporinus elongatus halfajban tobb olyan himet azonositottak,
amelyeknek egyik ivari kromoszomaja atipusosnak bizonyult. A szerzdk az
atipusos ivari kromoszoémak megjelenését a két ivari kromoszéma kozotti
rekombinaci6 eredményének tulajdonitjak, mely a két klasszikus
heterogametikus rendszer kozotti atmenet egyik 1épésének tekinthetd.
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Hasonl6 rendszert irtak le a Appareiodon affinis (Parodontidae; Moreira-
Filho és mtsai., 1980), Scardinius erythrophthalmus (Cyprinidae; Koehler és
mtsai., 1995) és Trachinocephalus myops (Synodontidae; Ota és mtsai.,
2000) fajoknal is .

A legismertebb halfaj, amely kiilonleges ivari kromoszéma
rendszerrel rendelkezik a Xiphophorus maculatus nem sorolhaté be az eddigi
csoportokba. A X. maculatus ikrasai négy (XX, WY, WX és WW), mig
tejesei két (XY ¢és YY) kiilonb6zd ivari kromoszoémapart hordozhatnak
(Kallmann, 1973; Kallman, 1984; Kallman és Bao, 1987; Orzak ¢és mtsai.,
1980), tehat a két alaprendszer, az XX/XY és ZW/ZZ keveréke hatarozza
meg az egyedek genotipusos ivarat. Ezzel a rendszer eddigi ismereteink
szerint egyediilallo a maga nemében.

2.2.2.2 Azismert ivari kromoszomak f6 jellegzetességei

Az ivari kromoszomakrol rendelkezésiinkre all6 informécidk sok
esetben olyan jellegzetességeket mutatnak, amelyek a kromoszomalis
rendszerektdl fliggetleniil is jellemzik az ivari kromoszomadakat és szamos
parhuzam felallitdsara adnak lehetéséget. Igy példaul az emldsok, kétéltiiek
€s a Drosophila esetében is tobb publikacio azt sugallja, hogy az ivarhoz
kotott funkeiok sokkal gyakrabban 6rokléddnek az X kromoszéman, mint az
varhato lenne (Hurst, 1999; Wang, 2001; Graves, 2000). Erdekes modon
azonban nem csak az ovarium fejlédésében szerepet jatszé gének, hanem az
ivarsejtek fejlodésében és a spermatogenezisben szerepet jatszok, vagy a
szexualis orientacidért felelosek is. Jollehet ezeken kiviil szamos mas, az
ivartdl fiiggetlen testi sajatossagokért felelés gént is azonositottak rajta a
kiilonb6z6 fajokban (Hurst, 1999; Wang, 2001; Graves, 2000).

A legtdbb informécionk az ember X kromoszoméajardl van, amelyre
eddig mintegy 764 ismert gént térképeztek fel, €s tovabbi 464 Iétezését
jelezték eldre a human genom project szekvencia vizsgalatai alapjan (az
Ensembl molekuldris adatbazis 2004. szeptember 10. adatai szerint;
http://www.ensembl.org). Ugyanakkor ezek a szamok korantsem tekinthetk
véglegesnek, hiszen a szekvencidk elemzése még folyik és mérete alapjan
(150 Mb) akar 3-4 ezer gén is jelen lehet ezen a kromoszoman (Graves,
2000).

Az X kromoszéméval szemben az emlésok Y kromoszomaja
jelentdsen degradalodott, hossza megkdzelitéleg 60Mb, ami az emberi
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genom 2%-at reprezentdlja (Quintana-Murci, 2001b). A humin genom
project vizsgalatai szerint minddssze 81 ismert gén helyezkedik el rajta, és
szekvencidk vizsgalata alapjan csak tovabbi 79 létezését feltételezik (az
Ensembl molekularis adatbazis 2004. szeptember 10. adatai szerint;
http://www.ensembl.org ).

Az Y kromoszoma az 0Osszes emlds, valamint felteheten szamos
kétélth €és hal esetében a himivar kialakuldsat determinalo €s ezaltal a ndivar
kialakulasat gatlo faktort hordoz. A Drosophildban ezek a tényezdk ugyan az
autoszomakon taldlhatok meg, de az Y kromoszoma jelenléte itt is feltétleniil
szlikséges a him ivarjelleg zavartalan kifejlddéséhez (McElreavey, 1993;
Gilbert, 2000). Az Y kromoszéma kialakulasa sordn az eredetileg rajta
talalhatd gének nagy része elveszett, vagy mas kromoszomara helyezddott
at. Két pszeudoautoszomalis (rekombinal6do) régioval rendelkezik, amelyek
homolog parja megtaldlhaté az X kromoszoman. A két kromoszoma ezen
részei kozott rekombinacio is végbemehet.

A két pszeudoautoszomalis régid egy nem rekombindlodo régidt zar
kozre, amely embernél a kromoszoma 95%-at teszi ki. Az itt talalhato gének
nagy részének mar nincs felismerhetd homoldg parja az X kromoszoman.
Ugyanakkor szdmos a him ivar fejlddésében fontos szerepet jatszd gén
talalhat¢ itt, amelyek mutdcidja azoospermiat (a spermiumok hianyat), vagy
sterilitdst okoz (Quintana-Murci, 2001b; Lahn és Page, 1997). Koziiliik
némelyikrdl bizonyithatd, hogy autoszomarol keriilt az Y kromoszémara az
evolucio soran. Ezek mellett azonban vannak mindeniitt expresszalodo, Un.
haztartasi gének is ebben a régioban (Lahn és Page, 2000).

Az Y kromoszémak sajatossagai kozott sorolhatd fel, hogy a nem
rekombinalodd régiod szekvencidjaban valtozast csak a mutaciok okoznak,
ezek pedig generaciordl generaciora valtozas nélkiil adodnak tovabb, minden
him egyedben megtaldlhatoak, és igy arra is alkalmasak, hogy rokonsagi,
szarmazasi €s migracids vizsgalatokat végezzenek segitségiikkel a mutaciok
szama ¢s tipusa alapjan (Underhill és mtsai., 2000).

Lényegesen kevesebbet tudunk a madarak ivari kromoszomairol, bar
az eml6sokhoz hasonldan itt is nagy méretbeli kiilonbséget talalunk (kivéve
a lapos-mellli  futomadarakndl, Ratitae). Taldlhatdé rajtuk egy
pszeudoautoszémalis, valamint egy nem-rekombinalddo szakasz is (Solari és
mtsai., 1988). Azonban az Osszehasonlito genetikai térképek alapjan
bizonyithato, hogy nem ugyanabbdl az autoszoma parbol alakultak ki, mint
az emldsoké (Nanda és mtsai., 2000). Nem ismert az sem, hogy a Z
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kromoszéma autoszomdkhoz viszonyitott ardnydnak, vagy a W
kromoszomanak van-e dontd szerepe az ivar meghatirozasdban. Eddig
ugyanis nem sikeriilt aneuploid sex kromoszomaval rendelkezé egyedeket
talalni, illetve eldallitani (Fridolfsson és mtsai., 1998; Ellegren, 2000;
Graves, 2003), minddssze egyetlen publikdci6 szamol be olyan
mikroszatellit vizsgalatokrol, amelyek egy ZZW ivari kromoszdmakkal
rendelkez6 ndivard, nagy nadi poszatdt (Acrocephalus arundinaceus)
azonositottak (Arit és mtsai., 2004). Ez az eredmény azonban erdsen sugallja
egy, a W kromoszoman taldlhat6 ivar determinald gén jelenlétét.

A W kromoszéma szerkezetében sok hasonlésagot mutat az Y
kromoszomaval. Mivel szintén erdsen degradalddott, heterokromatikus
régiokban gazdag és kevés gént hordoz (Ellegren és Carmichael, 2001).
Id6kozben a tytk genom projekt eldzetes adatai is elérhetévé valtak,
amelyben az eddig ismert szekvenciak alapjan, a W kromoszéman mintegy
44 ismert gén talédltak, és tovabbi 474 jelenlétét feltételezik (az Ensembl
molekularis  adatbazis  2004.  Szeptember 10. adatai  szerint;
http://www.ensembl.org). Korabban minddssze négy gént térképeztek ide a
nem rekombinalodo régioba, ezek mindegyiknek 1étezik homolog parja a Z
kromoszoman (Schmid és mtsai., 2000; Ellegren, 2002). Koziilik az egyik
(ASW; Avian Sex-specific W-linked) csak a ndivarban expresszalodik, ezért
feltételezhetd, hogy ennek igen fontos szerepe van az ivardetermindcidban
(O'Neill és mtsai., 2000). Egy masik fontos j gén a FET-1, melyet him- és
ndivart gonad expressziods kiilonbségeinek vizsgalata sordn azonositottak, €s
szintén csak a ndivarban expresszalodik. A gén cDNS-ével végzett FISH
kromoszoma hibridizacios vizsgélatok soran pedig csak a W kromoszéman
talaltak fluoreszcens festddést (Reed es Sinclair, 2002). Ez az eredmény
szintén azt sugallja, hogy a W kromoszéman taldlhaté ivar determinal6
faktor.

A Z kromoszéma egy kdzepes méretli kromoszoma, amely a tytkban
7-10%-at adja a teljes genomnak. A tyuk genom projekt elézetes adatai
szerint ugyancsak 44 ismert gén talaltak eddig a Z kromoszoman, de csak
tovabbi 330 jelenlétét feltételezik (az Ensembl molekuléris adatbazis 2004.
Szeptember 10. adatai szerint; http://www.ensembl.org). Ezt megel6z6en 28
gént térképeztek erre a kromoszémara (Schmid és mtsai., 2000), amelyek
homoldgjai a legtobb esetben az ember 9-es kromoszoméjan taldlhatok
(Nanda és mtsai., 2000). Ezek talnyomorészt haztartasi gének, azonban itt
talalhato meg a DMRTI gén is, amely az emberben, a Drosophila
melanogaster-ben és a Caenorhabditis elegans-ban is csak a himivarban, a

18



Irodalmi attekintés

herében expresszalodik (Schmid és mtsai.,, 2000; Fridolfsson és mitsai.,
1998).

2.2.3 Az ivardeterminacios rendszer azonositasanak modszerei a
halaknal

2.2.3.1 Klasszikus eljarasok

A halak ivardetermindcidjarol kozvetett informaciot szerezhetiink a
kontrollalt kdrnyezeti koriilmények kozott végzett egyedi keresztezésekbol
szarmaz6 utddok fejlddésének €s a populacidk ivararanydnak nyomon
kovetésével. A kiilonbozo fejlodési stadiumokban és életkorokban, valamint
mesterségesen alakitott szocialis kornyezetben végzett ivarvizsgalatokkal
lehetéség van a szinkronizdlt ¢és szekvencidlis hermafroditizmus
azonositasara, €s jellemzésére.

Ha az ivarardny az 1:1-t8l jelentGsen eltérd és/vagy egyedi
keresztezésenként valtozik akkor az polifaktoridlis ivarmeghatarozas, vagy
kornyezeti befolyas jelenlétét valdszindsitik, amelyek elkiilonitése csak
Osszetettebb keresztezési és kontrollalt kornyezet-vizsgalati kisérletekkel

lehetséges (Devlin és Nagahama, 2002).

Ha az ivarardny nem kiilonbozik szignifikdnsan az 1:1-t6l és a
kornyezeti hatdsokat kizarhatjuk, akkor nagyon valészinl, hogy az egy
génen alapul6é ivarmeghatirozassal van dolgunk, 4m ez nem jelenti
feltétleniil azt, hogy az adott faj rendelkezik ivari kromoszoméval (Devlin
és Nagahama, 2002).

Az ivari kromoszomék azonositdsa mar nem ilyen egyszerli, mivel
sok halfaj esetében nincs kozottiik jelentés morfologiai kiilonbség. Az
azonositott ivari kromoszémaval rendelkez0 fajoknal az esetek tobbségében
méretkiilonbség (extrém esetekben az egy kromoszoma teljes hidnya)
figyelheté meg, mig ritkdbban csak a kromoszéméak heterokromatikus
szerkezetében, vagy festddésében lehet eltérés (Phillips és Reed, 1996;
Ozouf-Costaz és mtsai., 1990).

A nehezen elkiilonithetd ivari kromoszémakkal rendelkezd fajoknal

mas vizsgalatokkal, indirekt moédon lehet megkisérelni a heterogametikus
ivar (ivari kromoszéma rendszer) kivalasztasat. Ezt teszik lehetévé a halak
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¢és kétéltiiek esetében (Yamamoto, 1955; Golovinskaya, 1968; Richards és
Nace, 1978; Elinson, 1983; Horvath és Orban, 1995; Wallace és mtsai.,
1999) végrehajthatdé genommanipulacios eljardsok (in vitro fertilizacio, az
ivarsejtek genomjanak inaktivaldsa, a mdasodik polaros test kivalasanak,
illetve az els6 mitdtikus osztodas gatldsa, valamint a hormonalis
ivaratforditas), amelyek mas rendszertani kategoridba tartozo fajoknal nem,
vagy csak igen nehezen alkalmazhatdak. Ezekkel a modszerekkel lehetdség
nyilik gynogenetikus (csak anyai Orokitd anyagot hordozd), vagy
androgenetikus (csak apai eredetli Orokité anyagot hordozd) egyedek
l1étrehozasara is (Horvath és Orban, 1995; Pandian és Koteeswaran, 1998).

Gynogenezis esetén a zigota fejlodését altalaban inaktivalt genomu,
vagy heterospecifikus spermium felhasznalasaval inditjdk be. A spermium
genomjanak inaktivacidja UV, gamma, vagy rontgen sugarzassal, illetve
kémiai mutagénekkel (dimetil-szulfat, toluidin kék) végezhetd el. Ezek
megfeleld dozisban csak az 6rokité anyagot teszik irreverzibilisen tonkre a
tobbi sejtalkotdt nem. Ezt kovetden a zigéta diploid szintje a masodik
polaros test kivalasdnak, vagy a zigota els6 osztodasanak gatlasaval
visszaallithato. Az eldbbi esetben meiotikus gynogéneket kapnak, amelyek
nem homozigétak, mivel a petesejt haploid genomja és a mésodik polaros
test a kromoszomak véletlenszerli szétvalasa ¢és a rekombindciok
kovetkeztében nem egyforma. A masodik esetben kapott Un. mitotikus
gynogének teljesen  homozigotdk, mivel egy haploid genom
megduplazasaval jonnek létre (review: Horvath és Orban, 1995; Pandian ¢€s
Koteeswaran, 1998).

Az androgenezis a gynogenezis ,,forditott parja”. Ugyanis ebben az
esetben a petesejt genomjat semmisitik meg és a termékenyitéskor bejutd
spermium genomjanak megduplazasaval (az elsé osztodas gatlasaval) érik el
a homozigoéta diploid allapotot (review: Horvath és Orban, 1995; Pandian €s
Koteeswaran, 1998).

A gynogenetikus és az androgenetikus egyedek ivardnak fenotipusos
meghatarozasaval kozvetleniil is levonhatunk kovetkeztetéseket az ivari
kromoszoma rendszerre vonatkozdéan. A homogametikus ivara (XX, ZZ)
szild gynogenetikus, vagy androgenetikus utddainak ivara minden esetben
megegyezik a sziilld ivardval. A heterogametikus (XY, WZ) sziiloktdl
50%-ban him (Y'Y, ZZ) és 50%-ban n6 (XX, WW) ivart utdédok sziiletnek,
feltéve, hogy az X vagy Z kromoszéma nem hordoz olyan faktorokat,
amelyek mindkét ivar fejlédéséhez sziikségesek €s valamennyi genotipus
életképes. Az igy létrehozott egyedek normal tarsaikkal végzett keresztezése
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soran az androgenezissel létrehozhatd YY kromoszémas ,,szuper him”,
illeteve a gynogenezissel létrehozhato WW kromoszémas ,,szuper nd”
egyedek utédai ismét csak 100%-ban azonos ivartiak lesznek a
genommanipulalt sziildvel.

A gynogenetikus és az androgenetikus kisérletek nagy szazalékban
eredményeznek varatlan ivararanyt a létrehozott allomanyokban. Ennek
tobbféle magyarazat is lehetséges. A fentebb ismertetett életképtelen
genotipusok mellett okozhatja az inaktivalni kivant genom szennyezése,
modifikalo gén(ek) hatasa, a genom-donor ivaratfordult volta, s6t meég
kornyezeti tényezOk is kozrejatszhatnak a szokatlan ivarardnyok
kialakitasaban (Horvath és Orban, 1995; Pandian és Koteeswaran, 1998).

Egy masik lehetdség a hormonalis ivaratforditas (vagy hermafroditak
eldallitdsa), ami a halak tobbségénél mindkét irdnyban eldidézhetd (a
maszkulanizaciohoz altalaban 1 70-metil-tesztoszteront, mig a
feminizacidhoz 17B-0sztradiolt, vagy dietilsztilbosztrolt hasznaljak). Ezzel a
modszerrel mindkét ivarban vizsgalhaté az ivari kromoszémak
szegregacidja, azonban itt a kezelt egyedek ivara nem szolgaltat kozvetlentil
informaciokat, csak normal egyedekkel tortént keresztezést (Horvath és
Orbén, 1995; Pandian és Koteeswaran, 1998) kovetden az utdéd populacio
ivararanyainak elemzésébdl kovetkeztethetiink az ivari kromoszoma
rendszerre.

E moddszereken kiviil az ivarhoz kapcsolt markerek (nemhez kozott
pigment gének, fehérje vagy DNS polimorfizmusok) o6roklédésének
vizsgélataval nem csak az ivarok, hanem az ivari kromoszoéma rendszerek
azonositasara is lehetdség van, megfeleld genotipusti egyedekkel végzett
célparositasokkal.

2.2.3.2 Ivarhoz kotott tulajdonsagok, enzimek és gének

Az allattenyésztés gyakorlatdban az ivarok elkiilonitésére és
vizsgalatara el6szor nemhez kotott jellegeket hasznaltak olyan fajoknal, vagy
olyan életkorban, amikor a két ivar elkiilonitése mas modon nem lehetséges.

A nemhez kotott jellegek egy részét autoszomakon 6roklédd gének
hatdrozzak meg, de az ivarok eltérd fejlodése kovetkeztében fenotipusosan
csak az egyik ivarban jelennek meg. Egy masik csoportot képeznek azok a
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tulajdonsdgok, amelyeket egy, az adott fajban az ivari kromoszoémak
valamelyikéhez kotott gén hatdroz meg. Ezek aszerint, hogy az adott gének
az ivari kromoszoma mely részén helyezkednek el, tovabbi két csoportra
oszthatok. Az egyiket azok a gének alkotjak, amelyek az ivari kromoszomak
kicserélodésiik nem lehetséges), mig a masik csoport tagjai a homolog,
vagyis a rekombinal6do régidban lokalizdlodnak.

Az elsé ilyen ivari kromoszoman o©roklédé tulajdonsag az
ecetmuslica fehér szemszine volt, amelyet a white (w) gén
oroklédésmenetének vizsgalataval irt le Thomas Hunt Morgan, megfejtve
ezzel az ivari kromoszomakhoz kotott gének jellemzdé oroklédésmenetét is
(Morgan, 1910). Szamos mas fajnal hasznaltak fel ezt az 6roklédésmenetet a
gazdasagi gyakorlatban is az utdédok nemének elérejelzésére.

Halakban a nemhez kotott oroklodéssel kapcsolatos — elsd
megfigyelések a kiilonbozd pigment génekkel voltak kapcsolatosak (Poecilia
reticulata, Oryzias latipes, Xiphophorus variatus, X. Xxiphidium, X
couchianus, X. milleri, X. montezumae cortezi, X. maculatus, (Yamamoto,
1969)). A kérdéses fajokbol a szint meghatarozd gének tobbségét azonban
mindmaig nem azonositottak.

A technikai fejlddés elérehaladtaval a figyelem egyre inkébb a
biokémiai, majd a molekuldris vizsgalatok felé fordult, aminek
kovetkeztében néhany enzimrdl sikeriilt kimutatni, hogy halakban nemhez
kotott 6roklodést mutatnak. Példaul Gellmann és mtsai. (1987) szivarvanyos
pisztrangot (Onchorhynchus mykiss) vizsgalva azt talaltak, hogy a
hexozaminidaz enzim Ilokusza (HEX-2) kapcsoltsigot mutat "az
ivardeterminald" lokusszal. Késdbb ugyanez a szerzOhdrmas bizonyitotta,
hogy a HEX-2 lokusz a szuperoxid dizmutdz enzim lokuszaval is kapcsolt
(Allendorf és mtsai., 1994). A Salvenius fontinalis és S. alpinus hibridjének
genomjat vizsgalva leirtdk, hogy a tejsav dehidrogenaz-1, az aszpartat
aminotranszferdz-5 ¢és a glikozfoszfat izomerdz-3 izoenzimek ivari
kromoszomahoz kapcsoltak (May és mtsai., 1989).

A DNS-szintli vizsgéalatok eredményeként is boviiltek ismetereink a
halak ivari kromoszomain lokalizalhaté markerekrdl. Igy példaul Devlin és
mtsai. (1991; 1994) Oncorhynchus tshawytscha ("chinook salmon",
Salmonidae) genomjabdl izolaltdk az OtY1l DNS markert, amely Y
kromoszomahoz kotdttnek bizonyult. Nakayama és mtsai. (1994) az un.
"szubtraktiv klonozas" modszerével két ivarspecifikus probat izoldltak
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Leporinus elongatus genomjabol, melyek koziil az egyik mind a Z, mind
pedig a W, mig a masik csak a W ivari kromoszoémahoz hibridizalt. Forbes
¢s mtsai. (1994) az Oncorhynchus kisutch-ban ("coho salmon", Salmonidae)
vizsgaltdk a novekedési hormon (GH) gének harmadik intronjanak
polimorfizmusat PCR reakcidval. Kideritették, hogy a GH-2 gén b allélje
csak himekbdl mutathaté ki és az "ivardeterminal6" (SEX) lokuszhoz
kapcsolt. Az 5S riboszomalis RNS egyik génjérdl is sikeriilt bizonyitani,
hogy szivarvanyos pisztrdngban az X kromoszomara lokalizalhato,
mégpedig abba a heterokromatikus régidoba, amely segitségével a
citologusok az X és Y kromoszomakat elkiilonitik (Moran és mtsai., 1996).
A medaka (Oryzias latipes) esetében is izoldltak egy ivarspecifikus
szekvenciat, amely segitségével késObb azonositottak a szex kromoszémakat
is (Matsuda és mtsai., 1997; 1998).

Az utobbi két évtized sordn szamos olyan gént és DNS markert
azonositottak, = amelyek  hiillékben, emldsokben, erszényesekben,
madarakban ¢és a mar emlitett, modellallatként hasznalt Drosophila
melanogaster, 1illetve Caenorhabditis elegans esetében bizonyultak
ivarspecifikusnak, de egyik sem bizonyult altalanosan alkalmazhatonak az
adott osztaly (gyakran rend, csaldd vagy csak faj) keretein tal. A két
gerinctelen faj, illetve az emlOsok esetében azonositottdk az ivar
kialakulasdban kulcsszerepet jatszo géneket is, amelyek sok esetben
autoszomalisan 6roklddnek, és csak az Oket iranyitd elsddleges ,.kapcsolok™
talalhatok az ivari kromoszémakon (Gilbert, 2000; Parkhurst és Meneely,
1994; Rhind és mtsai., 1995; Goodwin ¢és Ellis, 2002; Sinclair és mtsai.,
1990, Koopman ¢és mtsai., 1991; Kent mtsai., 1996; Arango, 1999; Werner,
1996; Zanaria ¢s mtsai., 1994).

Halak esetében a mas fajokban azonositott gének és markerek
tobbsége nem bizonyultak ivarhoz kotottnek, jelezve, hogy az adott
szekvencia nem 4ltalanosan szex kromoszémahoz kapcsolt az éllatvilagban,
vagy csak az evolucio késObbi szakaszaban lokalizadlodtak az ivari
kromoszéman. Egy ilyen markert izolaltak egy kigyofay W
kromoszomajarol. Az izolalt repetitiv elemrdl a Bkm-r6l, késObb kideriilt,
hogy madarakban, emldsdkben, s6t Drosophilaban is ivari kromoszoémahoz
kotott és f6 komponense a GA(T/C)A szekvencia ismétlddése (Singh és
mtsai., 1979). Az ismétlédé szekvenciat tartalmazo probaval végzett
Southern-hibridizaciéval guppibol (Poecilia reticulata) sikeriilt ugyan
ivarspecifikus szekvenciakat kimutatni, azonban sem X. maculatus-bol, sem
pedig szivarvanyos pisztrangbdl nem (Lloyd és mtsai., 1989).
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Az emldsok ivarhoz kapcsolt, illetve az ivar kialakuldsaban szerepet
jatszo génjei koziil az Sry (Tiersch és mtsai., 1991), a Zfy (Fukada és mtsai.,
1995; Husebye és mtsai.,, 1994; Bull és mtsai., 1988), és a Sox9 gének
(Chiang és mtsai, 1998; Chiang és mtsai, 2001) homologjait izolaltak
sikerrel kiilonb6zd halfajokbdl, stb. A homologok koziil azonban egyik sem
ivarhoz kotott.

Jelenleg az egyetlen gén, amely homologjai a Drosophila
melanogaster-ben  (Dsx), Caenorhabditis  elegans-ban  (mab3) ¢és
gerincesekben is megtalalhaté (madaraknal az X kromoszoman), és tudottan
fontos szerepet jatszik az ivari fejlédésben a Dmrtl (Raymond és mtsai.,
1998). Halaknal tilapiabol ¢és szivarvanyos pisztrangbol izolaltak
homologokat, amelyek a két ivarban eltéréen expresszalddnak. Tilapiaban a
himek ivarspecifikusan expresszaljak a tDMRTI gént, mig egy masik
homolog (tDMO) nyilvanul meg az ovariumban (Guan és mstai., 2000). A
szivarvanyos pisztrang heréjében 10-szer nagyobb expresszidt mutatott az
rtDMRTI, mint az ovariumban (Marchand ¢és mtsai., 2000). Azonban egyik
fajban sem az ivarhoz kétotten 6roklddnek a felsorolt gének (Guan es mstai.,
2000; Marchand és mtsai., 2000). Ugyanakkor a Oryzias latipes-bdl izolalt
DMRTI homoldgok egyike (DMY) az Y kromoszéman 6roklodik (Matsuda
¢s mtsai., 2002), és meghatdrozo, noha nem kizardlagos szerepet tolt be az
ivarmeghatarozasban (Nanda és mtsai, 2003; Swain, 2002). A DMY az els6
azonositott ivardeterminalo faktor halakban, ez annak ellenére fontos
felfedezés, hogy mas halfajokban nem talalhaté meg az ivarhoz kapcsolt,
elsédleges kapcsoloként miikod6 DMRT1 homolog (Kondo és mtsai., 2003;
Schartl, 2004).

2.2.4 Ivardeterminacio a harcsaféléknél

A halak az ivar kialakulasdban szerepet jatsz6 mechanizmusok
tekintetében a gerincesek koziil talan a legvaltozatosabb osztaly. Ha az egyes
csaladokban vizsgaljuk a szaporodasi formék megoszlasat, akkor azt talaljuk,
hogy gyakran egy csalddon beliil megtalalhatok ,,protandrous”,
»protogynous”, szinkronizalt hermafrodita és gonokronisztikus fajok is. A
fajok legtdbbje genetikailag meghatarozott ivarral rendelkezik (Price, 1984).

A harcsafélék ivardeterminacidjaval kapcsolatos ismereteink a
modellallatként ~ hasznalt  halfajokhoz  viszonyitva  meglehetdsen
korlatozottak, annak ellenére, hogy egyes fajok, mint példaul az Ictalurus
punctatus, vagy a Clarias gariepinus viszonylag gyakran szerepelnek
tudomanyos munkéakban.
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Ezidaig a harcsafélék rendjébe tartozdé mintegy 34 csaldd tobb, mint
2500 fajabol minddssze 12 csaladban végeztek citologiai vizsgélatokat,
Osszesen 36 fajon. A vizsgalt fajok, akércsak altalaban a halak itt sem
mutattak egységes képet az ivari kromoszomak tekintetében. Tiz esetben
nem talaltak differencidlodott ivari kromoszomakat, mig 9 esetben XY
tipusu, 17 fajnal pedig ZW kromoszoma rendszert azonositottak (Devlin és
Nagahama, 2002).

Gynogenetikus, androgenetikus és ivaratforditott egyedek, valamint
utddaik vizsgalatai alapjan tovabbi két harcsafajban XY (Liu és mitsai.,
1996b; Goudie ¢és mtsai., 1995; Bieniarz és mtsai, 1997) kromoszémakat
irtak le. Az altalunk is vizsgalt Clarias gariepinus esetén pedig a
heterogametikus ivari kromoszoémak mindkét valtozatat feltételezték. Liu €s
Yao (1995) hormonalis (17-a-metiltesztoszteron) kezeléssel a him
ivarfejlédés iranyba eltolt hermafrodita egyedek Onmegtermékenyitését
kovetden csak ndivara egyedeket kaptak. Egy masik kisérletben (Liu és
mtsai., 1996b) hormonalis ivaratforditassal 1étrehozott ikras (17-B-6sztradiol)
egyedeket normal himekkel keresztezve 3:1 aranyban kaptak him egyedeket,
illetve szintén 17-o-metiltesztoszteron segitségével atforditott tejes egyed,
normdl ikras egyedekkel keresztezve szintén teljesen ndivart allomanyt
eredményezett. Ugyanakkor Galbusera ¢és mtsai. (2000) mitotikus
gynogenezissel (lasd 2.2.3. fejezet) 1étrehozott egyedek kozott nem talaltak
olyan himeket, amelyek wvaloban gynogenetikusnak bizonyultak (nem
hordoztak apai eredetli DNS-t). Ezek a kisérleti eredmények egyontetlien az
XX/XY kromoszoma rendszer jelenlétére utalnak. Masok ettdl eltéréen a
Z7Z/ZW kromoszoma rendszer jelenlétét valdsziniisitik. Varadi és mtsai.
(1999) egy mitotikus gynogenezissel létrehozott allomanyban 43% ikras és
57% tejes egyedet taldltak. Ugyancsak a ndi heterogametikus rendszer
jelenlétét latszanak megerdsiteni Ozouf-Costaz €s mtsai. (1990) altal a faj
néivart egyedeiben talalt heteromorf kromoszémapar jelenléte is, amelyet a
kozeli rokon Heterobranchus longifilis (Clariidae) fajban ¢és a két faj
hibridjében is megtalaltak (Teugels és mtsai., 1992).

A harcsafélék csaladjai koziil csak a Mochokidae csaladban van az
eddig vizsgalt 10 fajban egységes ZW kromoszoma rendszer (Agnese €s
mtsai, 1990), mig a tobbiben tobbféle ivari kromoszéma rendszert irtak le
(igy példaul a Clariidae csaladban is), vagy a vizsgalt fajok egy részében
nem talaltak elkiilonithetd ivari kromoszémékat (Devlin és Nagahama,
2002).
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Ivardeterminacid szempontjabol a harcsa fajok koziil a legtobb
informacionk a csatornaharcsatol (Ictalurus punctatus) szarmazik, melyben
Liu és mtsai. (1996a) bizonyitottdk az Y kromoszoma jelenlétét. A
gliikézfoszfat izomerdz-B (GPI-B) enzim fehérjepolimorfizmusainak
vizsgélata sordn heterozigota himek ¢és homozigota ndstények
keresztezésekor taldltak szoros korrelaciot a tejesekben eléforduld izoforma
¢és a him ivar kozott, ami alapjan feltételezték, hogy az az "ivart determinald”
génnel egy kapcsoltsagi csoportba tartozik. Maés, az emldsoknék Y
kromoszéman 6roklédd gének homologjai ugyanakkor (lasd: 2.2.3.1.) ennél
a halfajnal sem az ivari kromoszéméan 6roklédnek (Tiersch €s mtsai., 1992).
Munkédmmal parhuzamosan e faj mikroszatellit géntérképét is elkészitették,
amelyen hét ivarhoz kotott mikroszatellit talalhatd, ezek az U6-os
kapcsoltsagi csoportra térképezddnek (Waldbieser és mtsai.,, 2001).
Ugyanennél a fajndl vizsgaltdk a hOmérséklet ivari fejlddésre gyakorolt
hatasat, amely mas halfajokhoz hasonl6an itt is megmutatkozott (1asd: 2.2.1.
fejezet), az ivar kialakuldsanak idészakaban. A magasabb hdmérséklet itt az
ikrasok irdnyaba tolja el a populéci6 ivararanyat (Patino és mtsai., 1996).

Hermafrodita novendékekrdl mindossze egy faj, a Heteropneustes
fossilis esetében szdmoltak be (Saxena és Bhatia, 1977), bar mesterségesen
mas fajok, igy a Clarias gariepinus esetében is létrehozhatok fertilis
hermafrodita (interszex) egyedeket (Liu és Yao, 1995).

2.3 GENETIKAI MARKEREK

Az elmult 20-30 évben a molekularis bioldgia és biotechnoldgia
rendkiviil gyors fejlédésen ment keresztiil. Ennek eredményeként olyan uj
technikak €s modszerek sziilettek, amelyek nagymértékben felgyorsithatjak,
az allattenyésztés, és ezen beliill a haltenyésztés fejlodését is. Ennek a
folyamatnak egyik fontos 1épése a gyakorlat szamara hasznosithatd genetikai
markerek fejlesztése.

A genetikai markerek olyan ,,jelek”, melyek segitséget nyujthatnak a
genomok megismerésében, lehetévé teszik a meglévd genetikai
valtozatossag felmérését, a kiilonbozé tulajdonsagok o6roklodésének
nyomonkovetését, egyedek, csaladok vagy populaciok orokitdanyaganak
analizisét. A genetikai markerek egyik csoportjat a fenotipusos
tulajdonsagok (pl. testforma, szin, pikkelyezettség, stb.) képezik, mig masik
csoportot a genotipushoz kapcsolt molekularis markerek jelentik. Ez utobbi
tovabbi két nagy csoportra oszthatd a fehérje-, valamint a DNS markerekre
(0sszefoglalasként 1asd: Orban, 2000, Varga, 2000).
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A fenotipusos markerek szdma limitdlt és a valtozataik szama is
alacsony, sOt a felhasznalt tulajdonsidgok gyakran szoros kapcsoltsagot
mutatnak egymassal. Ezenkivill a kornyezeti tényezOk is sokszor
befolyasolhatjadk a fenotipus megjelenését, ami csokkenti a morfologiai
markerek megbizhatdsagat. A fenti okok miatt a fenotipusos markerek altal
nyerhet6d genetikai informécid korlatozott. Ezen felismerésnek kdszonhetéen
a 50-60-as években a biokémiai markerek csoportjaba tartozd izoenzim és
mas polimorf fehérje markerek terjedtek el. Ezekbdl szintén kevés ismert,
kifejlesztésiik, illetve kimutatdsuk pedig munkaigényes. Nagy eldnyiik
viszont, hogy rendszerint kodominansan oroklédnek és gyakran mar a
fejlodés kezdetén is kimutathatdak (Markert és Moller, 1959).

A genetikai markerek alkalmazasaban az igazi forradalmi valtozas a
80-as évek elején kezdddott, amikor a DNS markerek kifejlesztése révén az
orokitdanyag kozvetlen vizsgélata valt lehetové.

A DNS markereknek szamos elényds tulajdonsaga van a fenotipusos
és fehérje markerekkel szemben. Igy példaul szamuk joval nagyobb, mivel
markerek 1étrehozdsa céljabol a  genomok valamennyi allélja,
polimorfizmusa felhasznalhatd, amelyek a kodold és nem kodolo régiokat
egyarant reprezentaljak. Tovabbi elény, hogy a DNS szekvencidk fajok
kozott és fajon beliil is nagyfoku variabilitdst mutatnak, mikdzben
kimutathatésagukat a kdrnyezeti és episztatikus hatdsok nem befolyasoljak
(0sszefoglalasként 1asd:Orban, 2000; Varga, 2000).

A DNS markerek koziil kordbban a markerspecifikus probaval
végzett hibridizdcion alapuld6 RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), az utobbi évtizedben pedig a PCR-alapu technikék terjedtek
legforradalmibb "ujitasa", amelynek Iényege, hogy a DNS egyes szakaszait
szelektiven sokszorozzak fel egy hoforrdsokban €16 baktériumbol, a
Thermophylus aquaticus-bol izolalt hdéstabil Taq DNS polimerdz enzim
segitségevel (Saiki és mtsai., 1985; Mullis és Faloona, 1987). Ez a felfedezés
szamos Uj markertechnika kidolgozasat tette lehetdvé, amelyek az eddig
ismertetett genetikai markereknél sok tekintetben eldnydsebbek. Ebben a
dolgozatban csak a munkdm soran felhasznalt PCR alapu markerek és
felhasznalasuknak lehetdségei keriilnek bemutatasra.

2.3.1 A RAPD markerek és felhasznalasi lehetéségeik

Két munkacsoport - egymastol fiiggetleniil - azonos elven miik6dé PCR
alapt technikat dolgozott ki, amelyet szinte egyszerre irtak le 1990-ben.
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Williams és mtsai. (1990) a ,,Random Amplified Polymorphic DNA”
(RAPD;), mig Welsh és McClelland (1990) az ,,Arbitrarily Primed PCR”
(AP-PCR) nevet adtak a mddszernek, amelyben ismeretlen DNS szakaszokat
sokszorozunk fel, egyetlen primert hasznalva a genom szdmos pontjardl egy
PCR reakcidban. A primerek rendszerint minddssze 10 bp hosszusagu (az
AP-PCR esetén hosszabb) random szekvenciak (amelyek GC tartalma 50 €s
80 % kozotti és palindrom szakaszokat nem tartalmaznak). A feltapadasi
homérsékletet szandékosan alacsonyra (35-40 °C) allitva elérhetd, hogy a
primer a genom tobb szaz pontjan feltapadjon. Ezen feltapadasi pontok koziil
azonban csak azok eredményeznek detektdlhatdé mennyiségli kettdsszala
DNS terméket, amelyekkel szemben megfeleld kozelségben (alt. max 1,5-2
kb) az ellenkezd szélon is taldl kapcsoldodasi helyet. Egyetlen RAPD
reakcidban legtobbszor 2-10 fragmentum amplifikalhato, amelyek mérete
altalaban 200 és 3000 bp kozott valtozik. A reakcioban keletkezett
termékeket agardz gélen elvélasztva egy fragment sorozathoz jutunk
(amelyben eldfordulhatnak az egyedre, a fajra, az ivarra, vagy mas
tulajdonsdgra jellemzd fragmentek 1is). A kiilonbozd genotipusok
mintdzataiban lathatdo polimorfizmusokat (bizonyos fragmentek hianya),
vagy a primerkotOhelyeken, vagy az amplifikdlt régioban meglévd
kiilonbségek (deléciok, inszerciok és inverziok) eredményezik (Orban, 2000;
Dinesh, 1993). Néhany szaz primer alkalmazasaval a genom tobb ezer
pontjardl amplifikalhatunk fragmenteket, ami genotipusos vagy fenotipusos
tulajdonsagok alapjan csoportositott DNS-ek 0Osszehasonlitd vizsgélatanal
elégséges lehet valamely tulajdonsagra specifikus markerek izolalasahoz.

A technika eldnye, hogy kivitelezéséhez nem sziikségesek a vizsgalt
genom szekvencidjanak részletes ismerete, széles korben alkalmazhato,
mivel ugyanazon véletlenszertien kivalasztott primerek barmely halfajbol,
s6t mas fajokbdl (allatokbodl, novényekbdl, gombakbol) izolalt DNS-en is
miikodhetnek. A reakciok kivitelezése egyszerii, a kimutatds nem igényli
izotop hasznalatat €s a tobbi molekuldris eljardshoz viszonyitva lényegesen
olcsobb. Ugyanakkor viszonylag gyorsan lehet vele eredményekhez jutni.
Mintaigénye rendkiviil kicsi (10-40 ng/reakcid), igy sziikség esetén par
hetes, vagy anndl fiatalabb ivadékokbol is nyerhetd néhdny reakciora
elegendd DNS az egyed elpusztitisa nélkiil. A kapott eredmények a
reakciokoriilmények szigorti allandosagat biztositva (felhasznalt anyagok
mennyisége, mindsége, reakcid hdomérséklete, hiités-fiités sebessége)
viszonylag jol reprodukalhatoak (Benter és mtsai., 1995).

Mas molekularis markerekkel szemben ugyanakkor hatranya, hogy
legtobbszor a RAPD  dominans-recessziv ~ 0roklésmenetet mutatd
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fragmenteket eredményez (a homozigota egyedeket nem lehet a
heterozigotaktol elkiiloniteni). Tovabba néhany esetben a bonyolult, sok
hasonl¢ fragmentbdl 4ll6 mintdzat nehézz¢ teheti az eredmények
kiértékelését. Ezen kiviil a kapott mintazatok fragmentjeinek mennyisége
nem Osszehasonlithatd, kvantitativ vizsgalatokra nem alkalmasak, mert a
véletlenszeriien felsokszorozott fragmentumok lehetnek kis ("single copy"),
kozepes vagy nagy kopiaszamban ismétlddé genomszekvencidk részei is
(Williams €s mtsai., 1990).

A RAPD modszer felhasznélhato (al)faj-, ivar- vagy egyed-specifikus
markerek azonositisara és tenyésztett valtozatok elkiilonitésére (Dines és
mtsai., 1993; 1996; Bardakci és Skibinski, 1994), természetes populdciok
genetikai diverzitdsanak felmérésére (Apostol és mtsai., 1996), korokozok
azonositdsara ¢és jellemzésére (Joachim, 1996) egyarant. Sikerrel
alkalmazzak a genetikai diverzitds becslésére és populécid analizisre (Foo,
1995) olyan esetekben, ahol a mikroszatellitek nem allnak rendelkezésre.
Felhasznaltak mar tenyészpopulaciok beltenyésztettségi fokanak vizsgélatara
emldsok (Kantanen és mtsai., 1995) és halak esetében is (Yoon és Kim,
2001; Bartfai €s mtsai., 2003), valamint genetikai térképek készitésére tobb
fajban (Williams, 1993a; Postlethwaith, 1994; McClean, 2002; Borowsky ¢és
Wilkens, 2002).

Eredményesen alkalmaztak a RAPD analizist hibridizacoinal, illetve
a genommanipuldci6 kiilonboz6 formaindl, igy androgenezisnél,
interspecifikus androgenezisnél és gynogenezisnél a sikeresség ellendrzésére
(Streit, 1994; Corley-Smith 1996; Chen, 1995; Bercsényi, 1998; Isoda,
2000). Néhany esetben pedig sikeresen hasznaltak ivar-specifikus DNS
markerek izolalasara ugy névényekben (Nakao, 2002; Urasaki, 2002), mint
allatokban (Bello, 1999; Hunt és Page, 1994; Lessells ¢s Mateman, 1998).

2.3.2 Mikroszatellit markerek és felhasznalasuk lehetéségei

A mikroszatellitek az eukariota genomban a kodolo és a nem kodolo
régioban egyarant eléforduld 1-6 bp hosszusagu ismétlddé motivumokbol
felépiild DNS szakaszok. Jeldlésiikre a mikroszatellit elnevezésbdl szarmazo
MS rovidités mellett az STR (Short Tandem Repeat) és SSR (Simple
Sequence Repeat) roviditéseket is hasznaljak. Kozos jellemzdjiik, hogy
nagyfokl polimorfizmust mutatnak, amely az ismétlddések szamaban
tapasztalhaté  eltérésekbdl szarmazik. Az ismétlédések szama a
duplazodastol a tobb tucatig terjedhet (2-40), mig a mikroszatellit
szekvencidk teljes hossza altaldban 50 és 500 bp kozott valtozik (Varga,
2000).
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Felfedezését az 1970-es évekre tehetjiik, ennek ellenére
fontossagukra csak tiz évvel késobb, hivtak fel a figyelmet Hamada és mtsai.
(1982). Az 6 kutatocsoportja tobb szaz (TG), szekvencia kopiat talalt, tobb
tizezer, gerinceseken elvégzett vizsgdlat soran. Késdbb tdbben is
megerdsitették, hogy a mikroszatellitek jelen vannak az eukariota
genomokban és a viszonylag gyakori spontan mutacidok miatt (mutdciods
ratajuk: 5x10-107), nagyfoka polimorfizmust mutatnak, ugyanakkor a
polimorfizmusok elég stabilak ahhoz, hogy nyomonkdvethetdk legyenek az
analizisek soran (Kashi és mtsai.,, 1997; Tautz és Renz, 1984; Hearne és
mtsai., 1992).

A mikroszatellitek tobbé-kevésbé egyenletesen oszlanak el a
genomban, becslések szerint minden 10 kb-ra jut egy ismétlodo szekvencia,
igy az eukariota genomokban megkozelitéleg 10*-10° mikroszatellit taldlhato
amely fajtél fliiggden valtozhat (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2001). Kimutatasuk az Oket hatarolé egyedi szekvencidk
felhasznalasaval lehetséges. Ezek altaldban konzervativ szekvencidk,
amelyekre specifikus primerek tervezhetok és igy a kozrezart ismétlodo
szekvencidk PCR analizissel kimutathatok. A felsokszorozott mintazat
egyszerl €és gyorsan attekinthetd, mivel csak egy ponton vizsgalja genomot.
A fragmentek kodominans oroklddésmenetet mutatnak (a homozigdta
egyedek elkiilonithetok a heterozigotaktol). Hasonloan a legtobb PCR alapti
technikdhoz a kimutatdsok mintaigénye kicsi és az eredmények jol
reprodukalhatok (Kashi és mtsai., 1997).

E technika legnagyobb hatranya, hogy az 0j markerek kifejlesztése
rendkiviil koltséges és munkaigényes feladat, mivel sziikséges azon DNS
szekvencidk pontos ismerete, amelyek alapjan az 1) mikroszatellitek
felsokszorozasara alkalmazhatd primereket megtervezhetjiik. Sok esetben
igy csak arra van lehetdség, hogy azokat a genomokat vizsgaljuk,
amelyekbdl mar izolaltak ilyen specifikus szekvencidkat. Jollehet korlatozott
mértékben van lehetdség arra, hogy a kozeli rokon fajokra adaptaljunk
mikroszatelliteket, azonban ennek sikeressége nagymértékben fligg a fajok
kozotti evolucios tavolsag mértékeétdl (Baratti és mtsai., 2001; Shepherd és
mtsai., 2002; Hille és mtsai., 2002).

A mikroszatellitek felhasznalasi lehetoségei nagyon széleskoriiek, igy
halak esetében is hatékony eszkozei a genetikai térképek készitésének
(Waldbieser és mtsai., 2001; McConnell és mtsai., 2000), de felhasznalhatok
szarmazasellen6rzési  vizsgalatokban (Bekkevold és mtsai., 2002),
populécidk genetikai vizsgalatara (Bartfai és mtsai., 2003; King és mtsai.,
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2001) vagy fajtak és vonalak megkiilonboztetésére is (Bartfai és mtsai, 2003;
Allen, 1995). Az allattenyésztési gyakorlatban a nemesitok munkdjat is
elosegitheti a MAS (Marker Assisted Selection) hasznalatan keresztiil. Bar a
mikroszatellit vizsgalatok alapjan végzett szelekcid koltségesebb, mint a
hagyoméanyos modszerek (Fésiis és mtsai,, 2000), azonban jelentésen
novelhetd veliik a szelekcio hatékonysaga.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1 FELHASZNALT ANYAGOK

A kisérletekben felhasznalt vegyszerek a SERVA és a REANAL cég
termékei voltak, mig a restrikcios endonukledzokat és az egyéb DNS
modifikacids enzimeket a Promega, az Amersham, a Minotech, vagy a
Fermentas cégektdl vasaroltuk.

A gyakran hasznalt molekularis biologiai eljarasokat (restrikcios
hasitas, kompetens sejt készités, transzformalas, baktériumkultarak
szaporitdsa) Sambrook és munkatarsainak (1989) receptjei szerint végeztem.

A kisérletekben szerepld pufferek és oldatok Osszetétele az MI.
mellékletben szerepel.

3.2 KISERLETI ALLATOK

Kisérleteimet a harcsafélék egyik legnagyobb csalddjaba, a Clariidae
csaladba tartozo fajokon kezdtem meg, késobb a harcsafélék 6t csaladjanak,
Osszesen tizenkét fajara és a pontyfélékhez tartozd compora (Tinca tinca)
terjesztettem ki.

A Clariidae csaladba tartoz6 tobb mint 100 faj Afrikdban és Dél-
Azsiaban Gshonos (Burgess, 1989), de szivossaguk és nagy kornyezeti
tolerancidjuk miatt szamos mas teriiletre is betelepitették Oket, példaul
Eurdpaba, Floriddba vagy Hawaii-ra. A csalad legfontosabb és leginkabb
elterjedt képviseldjét az afrikai harcsat (Clarias gariepinus; Burchell, 1822)
Afrikaban, Azsiaban, Européban, ezen beliill hazankban is, tenyésztik
(Huisman és Richter, 1987).

A Clariidae csaladba tartozd fajok jelentdsége kivaldo husuk és
intenziv tartasra valo alkalmassdga miatt egyre nagyobb. Tenyésztésiikkel
elsésorban olyan teriileteken foglalkoznak, ahol egész évben biztosithatd a
tenyésztéshez sziikséges 23-25 °C-os meleg viz. Az intenziv tartas
szempontjabol fontos tulajdonsaguk, hogy oxigén sziikségletiik egy részét a
1égkori oxigénbdl veszik fel, kisegitd 1égzdszerviikkel, az Uin. korall szervvel.
Emellett taplalék spektrumuk is igen széles (Teugels, 1984; 1996). Nemcsak
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az ¢l0 eleséget, hanem az allati eredetli melléktermékeket és a mesterségesen
Osszeallitott tapokat is szivesen fogyasztjak.

A Kkisérleteimben felhasznalt afrikai harcsa tenyészegyedeket az
Ujszentmargita-tukai Intenziv Haltenyészté Kft-t6l, és a szarvasi Szarvas
Fish Kft-tdl szereztiik be. A Heterobranchus longifilis (Valenciennes, 1840)
faroktisz6 mintdk ugyancsak a Szarvas Fish Kft-t6l szarmaztak. A Clarias
macrocephalus (Glinther, 1864) DNS mintdkat Dr. Graham Mair-t6l
(Pathumthani, Thailand) kaptam, mig a Clarias fuscus (Lacepéde, 1803)
mintikat Prof. Arlo Fast gylijtdtte szZamomra Hawaii-ban (USA). A Clarias
batrachus (Linnaeus, 1758), Hoplosternum thoracatum (Valenciennes,
1840), H. litorale (Hancock, 1828) és a Corydoras aeneus (Gill, 1858)
egyedekkel Pasaréti Gyula (Akvarium Magazin, Budapest) jarult hozza a
kisérletekhez.

A Silurus glanis (Linnaeus, 1758), Heteropneustes fossilis (Bloch,
1794), Ictaulurus punctatus (Rafinesque, 1818) és Tinca tinca (Linnaeus,
1758) farokuszd6 mintdk kiillonb6z0 magyarorszagi tenyészetekbdl
szarmaznak. A vOrdsuszos harcsa (redtail catfish;, Phractocephalus
hemiliopterus; Bloch és Schneider, 1801) mintdkat a szingapuri Rainbow
Fish Farm bocsatotta rendelkezésemre (1. tablazat).

3.3 TARTASI ES NEVELESI KORULMENYEK, SZAPORITAS

A kisérleti halallomany tartisa egy 100 m2 alapteriiletii allatszobaban
tortént, ahol a szoba homérséklete, illetve az akvariumfiitok szabalyozasa,
alland6 28°C-os vizhOmérsékletet tartott fenn, valamint fényprogram
biztositotta a 16 6rds nappali megvilagitast és a 8 6rds éjszakai idészakot.
Valamennyi viztartdlyban kozponti siiritett levegds rendszer biztositotta a
megfeleld oxigénellatast.

A tenyészallatokat ivaronként elkiilonitve 600 literes kéadakban
tartottam hetenkénti teljes vizcserével. Az afrikai harcsak szaporitasa a
Horvath és mtsai. (1984) altal kidolgozott eljarassal tortént: Az ovulacio,
illetve a spermiacio kivaltasa szaritott ponty hipofizis (4-5 mg/kg testtomeg)
0.65 %-os NaCl oldatban készitett szuszpenzidjanak hasiiregbe
injektalasaval tortént, mind az ikras, mind a tejes egyedeknél, az ovulacid
tervezett id6pontja el6tt 8-10 éraval.
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Az ovulalt anydk fejésével kinyert ikrdkat in vitro fertilizacidval
termékenyitettem meg, az apaallatok mitéti uton kinyert heréjének
szuszpenzidjaval. Az ivartermékeket eldszor (gondosan tigyelve, hogy vizzel
ne érintkezzenek) dsszekevertem, majd lem’ ikrdhoz kb. ugyanannyi allott
csapvizet adva indukéltam a spermiumokat. Egy perc varakozas utan lassan,
tobb Iépésben adagoltam a vizet, igy biztositva az ikra optimalis duzzadasat.
A kell6en megduzzatt és megkeményedett héju ikrakat ezutan a recirkulacios
rendszerbe helyeztem.

A larvak és novendék egyedek nevelése 5 literes milanyag
medencékbdl Osszeallitott recirkulacios rendszerben tortént 28°C-on.
Etetésiikre az els6 hetekben sorakot (Sanders Brand Premium Grade Artemia
Cysts, Sanders Brine Shrimp Co.) és Tetra Baby Fish Food L kishaltapot
(Tetra, Blacksburg), késébb TetraMin C (Tetra, Blacksburg) lemezes tapot
¢és kis, illetve nagy szemcsés, granuldlt Harcsa és Pisztrang ivadéktapot
hasznaltam (Haltap Kft, Szarvas). Az egyedileg, illetve kis csoportban
elhelyezett halak tartdsat és nevelését kezdetben 10-35 l-es, késobb
100-160 l-es iivegakvariumokban oldottam meg hetenként kétszeri
vizcserével. A novekedéssel parhuzamosan csokkentettem a medencében az
egyedszamot, vagy noveltem a medence méretét.

3.4 MINTAVETEL, DNS IZOLALAS

A RAPD analizisekhez ivarérett egyedekbdl boncolast ¢és az
ivarszervek vizualis ellendrzését kovetden gylijtott szovetmintakat
(faroktisz6) hasznaltam. A begyiijtott szovetmintak, annak méretétdl fliggden
200-600ul SET pufferben fagyasztva, vagy fagyasztas nélkiil jégen, néhany
esetben 96%-o0s etanolban, kdrnyezeti hdmérsékleten szallitva jutottak el a
laboratériumba, ahol felhasznalasig -20 °C-on taroltam Oket.

Az uszomintdkat SET pufferben 0,5 pg/ml Proteinase K enzim
(Sigma P-6556) hozzaadasaval egy éjszakan keresztiil 55 °C-on réazatva
emésztettem. A DNS-t fenol-kloroformos tisztitasi eljarassal izolaltam
(Sambrook ¢s mtsai., 1989), majd 1/10 térfogat Na-acetatot (pH 7,2), és 2,5
térfogat -20 °C-os, 96%-0s etanolt adtam hozza. Ezt kdvetéen -70 °C-on 30
percig vagy -20 °C-on egy ¢€jszakan keresztiil inkubaltam, majd 15 percig
centrifugéaltam (15000 rpm). A csapadékot 1 ml 70 %-os etanollal kétszer
atmostam, szobahdmérsékleten kiszaritottam, majd 100 pl 1xTE pufferben
oldottam fel, és 10 pl ribonukledz-A oldat hozzaadasa utan 30 percig 37 °C-

crer
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(a detektalashoz ethidium-bromidos festést alkalmaztam) agar6z (Sigma,
végzett becsléssel, vagy fotometrids méréssel (OD260) hataroztam meg. A
mintdkat 4 °C-on taroltam a tovabbi felhasznalasig. Az egyes fajokbol
rendelkezésemre all6 mintdk szamat az 1. tablazat mutatja.

3.5 MINTAGYUJTES ES  MINTAELOKESZITES  LARVAK
IVARMEGHATAROZASAHOZ

A larvak ivardnak molekularis meghatarozasahoz 1-2 cm-es
egyedekbdl végeztem a mintavételt a megtermékenyitést kovetd 3-5. héten a
faroktisz6 levagasaval, az egyedek elpusztitasa nélkiil. A szovetmintakat a
tovabbi feldolgozashoz 100 ul SET pufferbe helyeztem. Tekintettel a
begyljtott mintak rendkiviil kis térfogatara a mintdk feldolgozasat minden
esetben, a mintavételt kovetden azonnal megkezdtem. Az egyedeket az
ivarmeghatarozas ideje alatt egyedileg 50 ml-es Falcon csovekbe helyeztem
el, naponkénti vizcserével és folyamatos taplalékellatassal (sorak).

Az  ivarmeghatirozashoz ~a  szOvetmintdkat a  kordbbi
mintafeldolgozasokhoz hasonléan egy ¢éjszakan keresztill razatva
emésztettem SET pufferben 0,5 p/ml Proteinase K felhasznalasaval, 55 °C-
on. Ezt kovetden azonban a mintdk tovabbi tisztitasa nélkiil, 250 ul -20 °C-
0s, 96%-o0s etanolt adtam az oldathoz, majd 15 percig centrifugaltam 15000
rpm-en. A csapadékot szobahOmérsékleten kiszaritottam és 100 pl steril
desztillalt vizben oldottam fel. Az igy el6készitett mintakat 4 °C-on taroltam
a tovabbi felhasznalasig.

Az ivarmeghatéarozast kovetd felneveléshez az egyedeket ivaronként
csoportositottam és a korabban ismertetett médon neveltem fel.

3.6 RAPD ANALIZIS

Az azonos ivarhoz tartozo egyedek mintainak csoportositasaval him- és
néivara ,,DNS-poolokat” hoztunk létre ugy, hogy mind az egyedek szama,
mind a mintak koncentracidja azonos legyen. Az igy kapott pool-okat
hasznaltuk fel késébb az dsszehasonlito RAPD analizis sordn az ivarok
kozotti kiilonbségek keresésére. A csoportositott mintakkal kapott tn.
»feltételes pozitiv”’ eredményeket egyedi mintdkon végzett RAPD
vizsgalatokkal erdsitettem meg.
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1. tablazat: A kisérletekben szerepld fajok egyedszdma, taxondmiai
besorolasa €s beszerzésének forrasa

Név Egyedszam Csalad Szarmazasi hely
Clarias batrachus 6db Clariidae Akvarisztikai
kereskedelem
. . Hawaii,
Clarias fuscus 16db Clariidae (USA)
Szarvas Fish Kft
. V.
Clal'fza; > 100 db | Clariidae ujszentmargita-
gariepmus tukai Intenziv
Haltenyészté Kft
Clarias .. Pathumthani,
macrochephalus 6db Clariidae (Thailand)
g ZZ;;’ZZ“”CWS 20db | Clariidae Szarvas Fish Kft
Het?rg pheustes 10db Heteropneustidae fhagyarorszagl
fossilis tenyészetek
. : Akvarisztikai
Corydoras aeneus 6db Callichthyidae Kereskedelem
Hoplosternum . : Akvarisztikai
litorale 4db Callichthyidae kereskedelem
Hoplosternum . . Akvarisztikai
thoracatum 4db Callichthyidae kereskedelem
Rainbow Fish
Phrqcfocep halus 6db Pimelodidae Farm
hemiliopterus . ,
(Szingapur)
Ictalurus . hazai
punctatus 8db [ctaluridae tenyészetekbol
Silurus glanis 7db Siluridae magyarorszagi
tenyészetek
. . . magyarorszagi
Tinca tinca 100db | Cyprinidae tenyészetek
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A RAPD reakcidkat Bercsényi €s mtsai. (1998) altal leirt eljaras
alapjan végeztem, 25 pl végsd térfogatban. A kisérletekben hasznalt 10
bazishossziisagu (un. 10mer) oligonukleotid primereket az Operon
Technology (Alameda, CA, USA) és a UBC (University of British
Columbia, Vancouver, Canada) nevii cégekt6l szarmaztak (lasd: M2.
melléklet). A primerek pontos szekvencidja a kovetkezo internetes oldalakon
érhetok el:

UBC: www.biotech.ubc.ca/services/naps/primers.html
Operon Technology: www.westburg.nl/download/rapdweb.xls

A kisérletek soran harom kiilonb6zé PCR késziiléket hasznaltam: a
Perkin Elmer cég PCR1-es és GeneAmp PCR System 9700-as késziilékeit,
valamint az MJ Research TPC-100 késziilékét. Az utdbbi két késziilék
homérsékletvaltoztatasanak sebességét az elsé késziilékhez igazitottam
(koriilbeliil  1°C/méasodperc), hogy az eredmények Osszehasonlithatdoak
legyenek.

A RAPD reakciokat kovetden a mintakhoz 1/5 térfogatnyi TBE-stop
puffert adtam. A reakcidk eredményeket 0.5 pl/ml ethidium-bromidot, vagy
100,000x higitott Gelstar-t (FMC BioProducts) tartalmazo, TBE pufferrel
késziilt 2%-os agardz (Gibco) gélen valasztottam el. A RAPD mintdzatokat
UV lampan (ethidium bromid), vagy DarkReader-en (Cleare Chemichal
Research; a Gelstar esetében) lefényképeztem, és vizudlisan analizaltam. A
fragmentek méretének meghatarozdsdhoz molekulastly markerként a lambda
fag Pstl enzimmel emésztett genomjat, vagy eldre gyartott 100bp-os
fragment 1étrat (Roche) hasznaltam.

3.7 FRAGMENTEK KLONOZASA, SZEKVENALASA ES AZ
ADATOK ANALIZISE

A RAPD mintdzatokbol kivalasztott ivarspecifikus (CgaY1l; CgaY2)
¢s kontroll (CgaKl) fragmenteket, az elektroforézist kovetden a gélbol
kivagtam, majd Sambrook és munkatarsainak (1989) moddszerével vagy
QIAquick Gel Extraction Kit-tel (Qiagen) nyertem vissza a gélbdl. A DNS
fragmentumok mennyiségének meghatarozasa 2%-os agar6z (Gibco) gélen
ismert mennyiségli A fag DNS-hez hasonlitva, becsléssel tortént. A
fragmentek kloénozasat Topo TA Cloning kittel (Invitrogen), pCR2.1-TOPO
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vektoraba (lasd: M3. melléklet) ligalva és Topo 10F’ E.coli kompetens
(Invitrogen) sejtbe transzformalva végeztem.

Ezt kovetden 100 pg/ml ampicillint tartalmazé LB agar lemezekre
sz¢lesztettem, majd egy €jszakas 37 °C-os inkubalast kovetden 20-20 fehér
koloniabol, Sambrook és munkatarsainak (1989) receptje szerint, vagy
Plasmid Mini Kit-el (Qiagen) plazmidot izolaltam, amelyeket restrikcios
emésztéssel és/vagy PCR amplifikéacioval ellendriztem.

Az mindegyik fragment esetében 3-3 klon szekvenalasa tortént meg,
M13 forward és M13 reverse szekvenald primerekrdl kiindulva, mindkét
iranybol, BigDye Terminator v2.0 Cycle Sequening Kit (Applied
Biosystems) ¢s ABI Prism 377-es (Applied Biosystems) szekvenald
berendezés felhasznaldsaval, a gyartd ajanlésai szerint. A szekvencia adatok
tovabbi feldolgozéasa, és Osszehasonlitasa Sequencher software-rel (Gene
Codes Corp.) tortént.

3.8 SOUTHERN HIBRIDIZACIO

Minden esetben harom mikrogrammnyi genomi DNS-t emésztettem
10 U restrikcios endonukleazzal, 30 pul végso térfogatban, az enzim gyartdja
altal mellékelt puffer felhaszndlasaval, egy éjszakan keresztiil 37 °C-on.
Masnap reggel tovabbi 5 U enzimet adtam a reakcidhoz és még harom 6ran
keresztiil inkubaltam. A CgaY1 fragmentel végzett hibridizacio esetében Bgl
IT, Bspx I, BstE II, EcoR I, EcoR V, Hind III, Not I, Pac I és Sca I, mig a
CgaY2 hibridizacidknal Alu I, Bgl II, Bst UI, Dra I, Hae III, Hha I, Msp 1,
Rsa I és Sau 3A enzimeket hasznaltam.

Az emésztett DNS méret szerinti elvalasztasat 0,5 pg/ml etidium
bromidot tartalmazd 0,8%-os agar6z gélen végeztem 1xTBE pufferben,
4°C-os hdmérsékleten 16 oran keresztiil, 30 V fesziiltségen. Ezt kdvetden a
gélt UV lampan lefényképeztem, majd gélben torténd denaturalast és
renaturalast kovetden (Sambrook és mtsai., 1989) a DNS-t kapillaris blottal
Nytran-N-nylon membranra (Schleicher & Schuell) vittem at 20x SSC
pufferrel. A blottolast egy ¢jszakan keresztiil szobahOmérsékleten végeztem.
A blot szétszedése utan a membrant megszikkasztottam, majd a DNS-t UV
fénnyel (120 nJ/cm® Ultraviolet Crosslinker/Amersham) és/vagy 2 Oras
80 C°-o0s inkubacioval a membranhoz kotottem.

A hibridizaciokhoz minden esetben DIG-el jel6lt hibridizacios probat
hasznaltam, amelyet specifikus PCR-rel allitottam eld. A PCR reakcidban
plazmid DNS templatot, belsé specifikus primereket és DIG-ANTP mixet
hasznaltam, a specifikus PCR reakcioknal leirtakkal azonos koriilmények
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kozott 20 ul végsd térfogatban, vagy M13 és T7 szekvenald primereket
alkalmaztam Probe Synthesis Kit-tel (Roche) a gyartd eldirasai szerint. A
proba eldallitas és a jelolés sikerességének ellendrzéséhez, a RAPD
reakcioknadl leirtakkal azonos modon, a jelold reakciobol 2 ul-t, 1,5%-os
agardz gélen elvalasztottam és kontroll PCR reakcidohoz hasonlitottam.

A jelolt probaval végzett Southern hibridizaciot a Roche cég eldirasai
szerint végeztem. A felkotott DNS-t hordozé membrant 42 °C-on 3 6ran at
10-15 ml High-SDS-Hyb pufferben prehibridizaltattam. A hibridizaciot
3-5 ml térfogata 2 pl (200-500ng) probat tartalmazo friss High-SDS-Hyb
pufferben végeztem szintén 42 °C-on, minimum 16 6ran keresztiil.

A membranokhoz nem (specifikusan) kotédott proba eltdvolitasahoz
a membranokat kétszer mostam Ot percen keresztiil szobahOmérsékleten
2x mos6 oldatban, majd kétszer 5 percig, 68 C-on, 0.5x mos6 oldatban. Ezt
kovetden a hibridizalt probat kemolumineszcens kimutatassal detektaltam
Anti-DIG-AP és CSPD vagy CDP-Star szubsztrat (Roche) felhasznalasaval a
gyart6 eldirasainak megfelelden.

3.9 “ZOO HIBRIDIZACO”

Tizenkét  harcsafaj  genomialis DNS-ét teszteltem ,,zoo
hibridizacidéval” (Cutter és mtsai., 1992) az ivarspecifikus markerekbdl
készitett probakkal. A hibridizaci6 elOkészitése, a hibridizaciés probak
elkészitése €s a hibridizaci6 a South ern hibridizacional leirtakkal azonos
modon zajlott. A hibridizaciot kdvetd membran mosasokat azonban
engedékenyebb koriilmények kozott végeztem. Szigortbb koriilmények
k6z6tt a membranok harmadik és negyedik mosasa 68 °C-on tortént a
Southern hibridizacidk sordn, mig a ,,zoo hibridizaci6” esetében ezek
kevésbé szigortian 65 °C-on zajlottak.

3.10 RESZLEGES GENOMI KONYVTAR KESZITESE ES
VIZSGALATA

A CgaY1 marker feltételezett homoldg fragmentjének izolalasdhoz a
Clarias batrachus faj négy himivaru egyedének genomidlis DNS-ét BamHI
restrikcios endonukledzzal emésztettem, majd 0,8%-0s agar6z gélen TBE
pufferben elvalasztottam a fragmenteket. Ezt kdvetden a ,,zoo hibridizacié”
soran azonositott, a CgaY1l probaval hibridizalé fragmentnek megfeleld
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mérettartomanyt (~4500 bp) a gélbél kivagtam. A DNS-t GFX™ PCR DNA
¢s Gel Band Purification Kit-tel (Amersham) tisztitottam.

Az izolalt fragmenteket T4 DNS ligazzal (Stratagene), a gyartod
ajanlasanak megfeleléen BamHI enzimmel felnyitott ¢és SAP enzimmel
(Roche) defoszforilalt végli Bluescript KS+ plazmidba (Strategene) ligaltam
(lasd: M4. melléklet). Az igy kialakitott részleges genomikus konyvtarat
XL10-Gold® Ultracompetent E.coli sejtekbe transzformaltam, a gyarto
eldirasai szerint, majd ampicillint (150pg/ml), IPTG-t (20pg/ml) és X-gal-t
(40pg/ml) tartalmazo LA taptalajra szélesztettem a sejteket. A felnovekvd
kolonidk tobbsége (kb.: 98%-a) inszertet hordozott, azaz fehér szinli volt a
kék/fehér szelekcid soran.

A baktérium telepek analizisét kolonia hibridizaciéval végeztem a
Roche cég eldirasainak megfelelden. A hibridizaciés probat a Southern
technikaval detektaltam, Anti-DIG-AP és CDP-Star szubsztrat (Roche)
felhasznalasaval.

Az er6s hibridizaciot mutato kolonidkat atoltassal 6sszegylijtottem. A
benniik talalhatd inszert DNS hosszat koldnia-PCR-rel ellendriztem. A
reakcio Osszetétele a kovetkezo volt: 1x Promega PCR puffer, 200-200 uM
minden dNTP alkotébodl, 300-300 nM M13 forward és M13 reverse primer,
2 mM MgCl,, 1U Taq DNS polimeraz (Promega), 25 ul végsé térfogatban.
A ciklus koriilmények: 95 °C 2 perc, 56 °C 1 perc €s 2 perc 72 °C-on majd
35 ciklusban ismétlédve 30 masodperc 95°C-on, 30 mésodperc 56 °C-on és
1 perc 72°C-on. Ezt kdvetden 5 percig 72 °C-on végso szal szintézis.

Ezutan a kolonia PCR-rel nyert terméket szekvenalashoz készitettem
el6. Ennek soran 5 pl (~1pg DNS) kolénia-PCR termékhez 0,1 pl 10x SAP
puffert, 0.5 U ,,shrimp alkalikus foszfataz” enzimet, és 5U Exol enzimet
adtam, majd steril desztillalt vizzel 7 pl-re egészitettem ki. Ezt kdvetden 30
percig 37 °C-on, majd 15 percig 80 °C-on inkubdltam. Az eldkészitett
fragmenteket M 13 forward és M13 reverse szekvenald primerekrdl kiindulva
az ivarspecifikus fragmentek szekvenaldsandl leirtakkal azonos modon
mindkét irdnybdl szekvenaltam. A szekvendld reakcidk eredményének
leolvasasa ez esetben is ABI Prism 377-es késziileken tortént.

A leolvasott DNS szekvencidk vektorbol szarmazd végeinek
eltavolitasara és paronkénti Osszeillesztésére a Sequencher software-t (Gene
Codes Corp.) hasznéltam. Ezt kovetden ugyanezzel a programmal végeztem
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az egyes klonok szekvencidinak dsszehasonlitasat egymassal és a probaként
hasznalt CgaY'1 szekvenciaval. Az 6sszehasonlitdsok alapjan kivalasztottam
38 klont, amelyekhez szekvencidik alapjan az 5.11 fejezetben ismertetett
modon  specifikus primer parokat terveztem. A PCR reakciok
optimalizalasara az MJ Research TPC-100 késziilékét hasznaltam. Ennek
soran az annealing hémérsékletet 50 és 70 °C kozott, a Mg koncentraciot
1-5 mM valtoztattam. Az optimalizalt reakciokkal a RAPD analizisnél
ismertetett modon kialakitott csoportositott DNS mintdkon teszteltem az
egyes szekvencidk ivarspecifikus voltat.

A konyvtarbol szdrmazd DNS szekvencidkban, Tandem Repeats
Finder 2.02 software-rel (Benson, 1999) kerestem ismétlodd, mikroszatellit
tipusu szekvenciakat és felhasznaltam dket hasonld szekvencidk keresésére a
GenBank, BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) és a TIGR adatbéazisban
(www.tigr.org/tdb/tgi/) is.

3.11 MULTIPLEX PCR REAKCIOK

Mind az ivarspecifikus, mind pedig a kontroll fragmentek
felamplifikélasara specifikus primer parokat terveztem a konszenzus
szekvencidk alapjan Primer Premier 4 (Premier Software International)
software-rel, vagy az interneten elérhetd Online Primer3 programmal
(http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi). A PCR
reakciok optimalizalasara felhasznalt egyedi PCR reakciok Osszetétele
minden fragment esetében azonos volt: 1x Promega PCR puffer, 200-200
pM minden dNTP-b6l, 500 nM minden primer-bdl, 1-5 mM MgCl2, 0.75 U
Taq polimerdz (Promega, Madison, WI, USA) és 20 ng templat DNS, 25 ul
végso térfogatban. Az optimalizalas sordn az annealing homérséklet (50 és
70 °C kozott) és a Mg®" koncentracio (1-5 mM) beallitasa az Eppendorf cég
Mastercycler gradient PCR késziilékén tortént. A PCR ciklus koriilményei a
kovetkezdk voltak: amplifikdciot megel6zé denaturacid 94 °C 2 perc, ezt
kovette 30 ciklusban ismétlédve 94 °C 20 masodperc, annealing hdmérséklet
20 masodperc és 72 °C 1,5 perc. Ezt kovetden 72 °C 5 perc végsd szal
szintézis. A reakciok eredményének detektdlasa a RAPD reakcioknal
leirtakkal azonos modon tortént.

A multiplex reakciok beallitasahoz tobb primer par optimalizalt PCR
reakcioinak adatai alapjan kivalasztottunk a két ivar-specifikus és az egy
kontroll fragment felsokszorozast azonos koriilmények kozott lehetéveé tevo
primer parokat €s koriilményeket, majd a 2-2 primer part (pl.: CgaY1 és
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CgaK1, CgaY2 és CgaKl) egy reakcioban felhaszndlva duplex reakcidkat

« gy

crcr

(20-600 nm).

Ezen duplex reakcidk koziil egyet a késdbbiekben felhaszndltunk
larvak fenotipusos ivardnak eldrejelzésére. A reakcio dsszetétele a kovetkezd
volt: 0.9x Promega PCR puffer, 200-200 uM minden dNTP alkotobol,
500-500 nM Y1-5F és -1R primer, 30-30 nM K1-1F és -1R primer, 2 mM
MgCl,, 1U Taq DNS polimeraz (Promega), valamint 20 ng genomi templat
DNS, 25ul végsd térfogatban. Az optimalis ciklus koriilmények ennél a
duplex reakcional a kovetkezOek voltak: amplifikacidt megel6z6 denaturacid
94 °C 2 perc, majd 30 ciklusban ismétlédve 20 masodperc 94 °C-on, 1 perc
62,5°C-on ¢és 3 perc 72 °C-on. Ezt 72 °C-on 5 perces végso szal szintézis
kovette.

A duplex reakciok eredményeit Ujra Osszehasonlitottuk és kettd
0sszevonasaval harom primer part egy triplex PCR reakcioba tesztelve jra
optimalizaltuk a reakciodt, a duplex reakciokndl leirtakkal azonos méddon
addig, mig mindharom fragment kézel azonos intenzitassal sokszorozodott
fel.

A tesztelt primerekbdl a kovetkezdket valasztottuk ki és hasznaltuk a
késdbbiekben:

Y1-2F: 5’-CTGTTCATTGAAGCGACTTCTG-3;
Y1-1R: 5’-GAACTGAACCCCACATTTTGTC-3;
Y1-5F: 5’-CTGGCTTTTATAGTTAAGGGAC-3’
Y2-1F: 5>-TGACCCTAGACCAGGACGTAAC-3’;
Y2-1R: 5’-AACTCAGATCACACTGAATGCG-3’;
KI1-1F: 5’-AGTACATTGAGGACGAGGACGC-3’;
KI1-1R: 5’-CATTGTAACAAGAGGAGCCCAC-3".

A triplex reakcidelegy Osszetétele a kovetkezd volt: 0.8x Promega
PCR puffer, 200-200 uM minden dNTP alkotobol, 500-500 nM Y1-F2 és -
R1 primer, 60-60 nM Y2-F1 és -R1 primer, 30-30 nM K1-F1 és -R1 primer,
2 mM MgCl,, 1U Taq DNS polimeraz (Promega) valamint 20 ng genomi
templat DNS, 25ul végsd térfogatban. A optimalis ciklus koriilmények a
triplex reakcid esetén: amplifikaciot megel6z6 denaturdcio 94 °C 2 perc,
majd 30 ciklusban ismétlddve 20 masodperc 94 °C-on, 20 masodperc
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61 °C-on és 1 perc 72 °C-on. Ezt 72 °C-on 5 perc végsd szal szintézis
kovette.

3.12 AZ IVARSPECIFIKUS MARKEREK TESZTELESE LARVAK
MOLEKULARIS SZEXALASAVAL

A kordbbi tesztektdl kiilonalld kisérletben vizsgéaltam a CgaY1
szekvencia alkalmassagat populaciok egyedeinek ivarmeghatirozasara.
Ennek sordn egy tejes és egy ikras egyed keresztezésébdl szarmazd utod
generaciot vizsgaltam. A szaporitds, a mintavétel és a mintafeldolgozas a
korabban leirtakkal azonos modon tortént.

A kisérletben az ivar meghatarozasara duplex PCR reakciot
hasznaltam, amely a him ivard egyedekbdl kettd fragmentet (CgaY1l és
kontroll), a ndivara egyedekbdl pedig csak egyetlen kontroll fragmentet
sokszorozott fel. A PCR reakcio Osszetétele és reakcid koriilményei
megegyeztek a duplex reakciondl leirtakkal. Az annealing hdmérséklet 62,5
°C, a Mg2+ koncentracido 2 mM volt. A reakcidban az Y1-5F, az Y1-1R, a
K1-1F ¢és a K1-1R primereket hasznaltam. A tesztet kovetden az egyedeket
az eredmények alapjan ivaronként csoportositva neveltem 6t honapos korig.

A fenotipusos ivar megallapitdsit a ndvendékek szdvettani
vizsgalataval végeztem, Guerrero €s Selton (1974) mddszere alapjan. Ennek
soran az Ot honapos egyedekbdl boncolds sordn eltdvolitottam a mar
differencidlodott, de még éretlen és vizudlisan nem elkiilonithetd fejletlen
ivarszerveket. A frissen preparalt mintakat targylemezre helyezve 3-5 percen
keresztiil acetocarmin festékkel festettem meg, majd egy feddlemezzel
lepréselve elvékonyitott kenetet készitettiink. Ezt kovetden a kiértékelés
mikroszkop alatt 40-100x-0s nagyitason tortént.
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4. EREDMENYEK

4.1 IVARSPECIFIKUS DNS MARKEREK KERESESE HARCSA- ES
PONTYFELEK GENOMJABAN

Eloszor az afrikai harcsan végeztiink Osszehasonlito RAPD
vizsgélatokat ivar szerint csoportositott DNS mintakkal, a késdbbiekben
pedig tovabbi négy, a Clariidae csaladba tartozo harcsafajbol és a compobol
(Tinca tinca) kiséreltem meg ivarspecifikus markerek azonositasat hasonlo
eljarassal.

A vizsgalatok két 1épcsdben torténtek. Eldszor tobb (lehetdség szerint
legalabb 10 db) azonos ivaru egyed DNS-ébol képzett csoportositott minta
(,,pool”) vizsgalata soran kivalasztasra keriiltek azok a primerek, amelyek a
két ivarbdl kapott mintdzatokat Osszehasonlitva polimorfizmust mutattak,
azaz legalabb egy csikban eltéré mintazatot produkaltak. Az ikras és tejes
egyedek ,,pool-ozott” genomjan valamennyi harcsafajnal megkozelitéleg 300
primer tesztelése tortént meg, mig a compd esetében 100 RAPD primerrel
végeztem el 0sszehasonlitd analizist.

A primerek tobbsége az egyes fajok mindkét ivaraban azonos
mintazatot amplifikalt (1/A. dbra), de minden esetben megtalalhatéak voltak
olyan primerek is, amelyeknél a felsokszorozott mintdzat eltéré volt a két
ivarban. A Clarias gariepinus faj esetében 30, Clarias batrachus-nal 48, a
Clarias macrocephalus-nal 56, Clarias fuscus-ndl 76, Heterobonchus
longifilis-nél 50 és a compd esetében 6 primer esetén mutatkoztak
ugynevezett ,.feltételezett markerek™ (2. tdblazat), melyek eltéré mintazatot
eredményeztek a két ivarban.

A masodik lépcsében ezeket a primereket - a csoportositott mintdkban
is szerepld - egyedi DNS mintdkon vizsgaltuk, igy tesztelve a feltételezett
markereket. Ezen vizsgalatok soran két primer altal produkalt mintézat
mutatott szoros kapcsoltsagot a boncoldssal detektalt fenotipusos ivarral,
mégpedig mindkettd a Clarias gariepinus faj him egyedeiben. A masik 6t faj
genomjabol nem sikeriilt ivarspecifikus markert izolalni.
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2.tablazat: Ivarspecifikus markerek keresése harcsafélék és compod
genomjaban 6sszehasonlito RAPD analizissel

. DNS Analizalt Feltételezett Igazolt
Fa . .
minta/pool primerek marker marker
OPA 01-20
OPF1-20
OPM1-20
OPO1-20
OPQ1-20
. . OPA6
Clarias 10 tejes OPS11 30 2
gariepinus 10 ikras OPY 14
OPY16
OPE7
OPE12
UBC 101-200
UBC 701-800
Clarias 4 tejes OPAA 01-20 48 0
batrachus 2 ikras OPAB 01-20
OPAC 01-20
OPAD 01-16
Clarias 3 tejes OPAE 01-20
o 56 0
macrochephalus | 3 ikras OPAF 01-20
OPAG 01-20
. OPAG 01-20
Clarias fuscus 2 Fej ©s OPAH 01-20 76 0
2 ikras
OPAJ01-16
OPAO 01-10
OPBC 01-20
Heterobranchus | 10 tejes OPBD 01-20 50 0
longifilis 10 ikras OPBE 01-20
OPBF 01-20
OPBG 01-16
. . 50 tejes
Tinca tinca 50 ikrés UBC 701-800 6 0

Az afrikai harcsa genomjabol mindkét primer egy-egy him-specifikus
markert sokszorozott fel. Az els6 markert, egy megkozelitéleg 2600 bp
nagysagu fragmentet (CgaY1l) az OPO-0l-es RAPD primer amplifikalta
(1/B.abra), mig a kozel 500 bp nagysagu masodikat (CgaY2) az OPM-08-as
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(1/C. é4bra; Kovacs és mtsai., 2001). Az egyedeken végzett ellendrzés soran
kapott eredmények tovabbi megerdsitése céljabol mind az Gjszentmargita-
tukai Intenziv Haltenyésztd Kft (20 db), mind a Szarvas Fish Kft (20db)
populécidjabol szdrmazd ismert ivart egyedtdl szarmazd mintak vizsgalatat
végeztem el. A CgaY 1 marker mind a negyven him egyedben jelen volt, mig
a negyven ndivara egyed egyikébdl sem volt kimutathatdo. A CgaY2-t a
negyven tesztelt him egyed kozil kettd genomjabol nem sikeriilt
felsokszorozni, mig a 40 ndivara egyed koziil egynek a mintdzatidban sem
volt jelen.

A.) . B.) C.)
Q d d 9Mw Q d d MW @ d d QMW

l.4bra: A ,,poolozott” tejes és ikrds mintak Osszehasonlitd
RAPD analizise két him-specifikus markert azonositott az
afrikai harcsa genomjabol: 4: A legtobb primerrel végzett
vizsgélat ugyanazt a mintazatot mutatta mindkét ivar esetén
(akarcsak a példaképpen bemutatott OPO-08-as); B: Az
OPO-01-es primer mindkét tejes poolban egy szamfeletti
fragmentet (CgaY1; kb. 2.6 kb; nyilakkal jeldlve) amplifikalt,
amely az ikrasoknal hidnyzott; C: Az OPM-08-as primer
esetében szintén feltlint mindkét him poolban egy fragment, a
CgaY2 marker (kb. 500 bp; nyilakkal jelolve) amely a
ndivaru poolokbdl hianyzott. Az MW jelolés mindharom
panel esetén 100 bp-os molekulasuly markert jelol (New
England Biolabs).
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4.2 AZIZOLALT MARKEREK SZEKVENCIAINAK JELLEMZESE

Az agardz gélen elvalasztott RAPD mintazatokbol izoldltam és
plazmid vektorba klonoztam az afrikai harcsdban azonositott marker
fragmenteket (CgaY1 és CgaY2). Ezt kovetden a fragmentek mindkét
végérdl, a plazmid szekvendld primereirdl kiindulva hatdroztam meg a
bazissorrendjiiket (lasd: MS5. melléklet). Ennek eredményeként a révidebb
CgaY2 fragment esetében a teljes bazissorrendet sikeriilt kozvetleniil
meghatdroznom; mig a hosszabb CgaY1 fragment esetében a hidnyzo,
kozépsé DNS szekvencia meghatarozdsahoz két belsé primerrdl kiindulod
Ujabb szekvendlasra volt sziikség.

A CgaY 1 marker pontos hossza 2584 bp-nak, mig a CgaY2-¢ 458 bp-
nak bizonyult. A restrikcios hasitohelyek pozicioit es a PCR soran hasznalt
primerek feltapadasi helyeit a 2. (CgaY1) es 3. abrak (CgaY2) mutatjak.
Mindkét marker teljes DNS szekvencidjat elérhetdve tettilk a GenBank-ban
(hivatkozasi szamok: CgaY1 - AF332597; CgaY2 - AF332598).

.BspX1,1190
d [EcoRV,1390 _ECOR|,2146
Scal,9 : © Hindlll,1437 : ‘Hindlll,2463
r T T T T >| T T ! T T |I> T II ] | T T T T T I l< T T | | 4
OPO-01 Y1-2F Y1-5F Y1-1R OPO-01

FOOO 1 1 1 1 fsool

2. abra: A CgaY1 ivarspecifikus fragment sematikus abréja.
Az OPO-01 jelolések a RAPD analizis soran hasznalt 10 bp
hosszisagu primer feltapadasi helyeit mutatjak, mig az Y1-
2F, YI1-1R, illetve YI1-5F jelzések az azonos nevil, a
specifikus multiplex PCR reakcidk soran hasznalt primerek
feltapadasi helyét jelzik. A Bspxl, Eco RI, Eco RV, Hind III
¢s Sca I roviditések a Southern hibridizacié sordn hasznalt
restrikcids enzimek hasitasi helyét jelolik.

Mindkét ivarspecifikus szekvencia bazisosszetétele AT-gazdagnak
mutatkozott: az AT/(AT+GC) ardany 60,6% volt a CgaY1 illetve 60,2% a
CgaY?2 esetében. A DNS-szintli Osszehasonlitd vizsgéalatok soran egyik
fragment sem mutatott egyértelmli hasonlésdgot a GenEMBL vagy a TIGR
Zebrafish Index adatbazis szekvenciaival.
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Sau3A,97
: Hhal, 110
i i Mspl,116
i1 Sau3A127
©Alul134

Bgl 1154
: :Sau3A,155 Alul 258
Alul,24 A Sau3A,199: Alul,269 Rsal 363 Haelll, 436
| ol 11 | [ | il
T |—|—|/ T l T I T I N— T
OPO-M8 Y2-1F Y2-1R OPP-M8
| |100 | FOO | |300 | |400 |

3. dbra: A CgaY?2 ivarspecifikus fragment sematikus abraja. Az
OPM-08 jelolések a RAPD analizis soran hasznalt 10bp
hosszusagu primer feltapadasi helyeit, mig az Y2-1F, Y1-1R
jelzések az azonos nevii, a specifikus multiplex PCR reakciok
soran hasznalt primerek feltapadasi helyét mutatjak. A Bgl II,
Hae III, Hha I, Msp I, Rsa I, Alu I és Sau 3A roviditések a
Southern hibridizaci6 sordn hasznalt enzimek hasitasi helyét
jelzik.

A CgaY1 marker 3’ vége (198 bp) fehérje szinten alacsony (48-54%)
szekvencia homologidt mutatott tirozin foszfataz (PTP vagy PTEN)
génekkel. A marker 5° vége kilenc EST szekvenciaval mutatott hasonlosagot
(44-46%), koztiik a zebradaniobol szdrmazd zFF1 transzkripcids faktorral
(Lin és mtsai., 2000; Liu és mtsai., 2000),. A CgaY2 marker egy a Takifugu
rubripes-bdl szarmazo reverz transzkriptdz enzimmel (Poulter és mtsai.,
1999) mutatott fehérje szinten gyenge homologiat (39%) egy 254bp
hosszlisagu szakaszon.

A két ivarspecifikus marker mellett egy olyan fragmentet (CgaKl) is
kivélasztottam az OPO-0l-es primer altal amplifikalt RAPD mint4zatbol,
amely mindkét ivar minden egyedében jelen volt. Emiatt alkalmasnak t{int
arra, hogy pozitiv belsé kontrollként szolgaljon szexalasra alkalmas
multiplex PCR reakciok soran. A fragmentet (697 bp) izoldltam, klénoztam
¢s szekvendltam (lasd: M5. melléklet). Szekvenciajat ugyancsak elérhetové
tettiik a GenBank adatbazisaban (hivatkozéasi szdm CgaKl1 - AF332599).
Osszehasonlitva a GenBank-ban talalhatoé szekvencidkkal sem DNS, sem
fehérje szinten nem mutatott hasonldsagot egyetlen esetben sem.
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4.3 AZ IVARSPECIFIKUS MARKEREK VIZSGALATA SOUTHERN
HIBRIDIZACIOVAL

A markerek ivarspecifikussaganak megerdsitésére, valamint
kopiaszamuk becslésére Southern hibridizécios analizist végeztem. Ennek
soran mindkét esetben kilenc-kilenc restrekciés enzimet hasznaltam a
genomi DNS emésztéséhez.

A, B,

EcoRI BstEll Scal Sau3A Mspl Rsal £
——— —— —— —_—m
ed @d Qd S ed Q@ d od &
: L
s H -
1 .
w - i
- " gree
T -

4.abra: A két marker ivarspecifikussaganak tovabbi tesztelése
¢s kopiaszaméanak becslése C. gariepinus genomjaban
Southern hibridizacioval. A CgaY1 proba csak a himek
genomjaban adott jelet (A), mig a CgaY2 proba hibridizacios
képe mindkét ivarban azonos volt (B). A mintdk folott a
genomidlis DNS hasitasara hasznalt restrikcios enzimek ¢és a
mintdkhoz tartozé ivar jelzések lathatok. A membran jobb
szélén mindkét esetben 100pg PCR-rel amplifikalt marker
fragment (CgaY1l: 1.5kb, CgaY2: 345bp) szerepel pozitiv
kontrollként. A prdobaként hasznalt DNS-ek DIG-jeldléssel
ellatott CgaY1(A) és CgaY2 (B) fragmentek voltak. A
membranok mosdsa az Anyag es Modszer fejezetben
korabban ismertetett ,,szigoru” koriilmények kozott tortént
68°C-on.
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A CgaY1 markerrel végzett analizis soran a marker erds hibridizacios
jeleket mutatott a him genomban, de a néi genomhoz nem hibridizalt (4/A.
abra). A him genomban minden esetben tobb fragmentet kaptam annak
ellenére, hogy a felhasznalt restrikcids enzimek koziil négy (Bgl 11, BstE 11,
Not I és Pac I) nem hasitja a CgaY1 fragmentet (2. dbra). Ebbdl a ténybdl
arra kovetkeztethetiink, hogy a fragment tobb kopidban talalhaté meg a
himivara C. gariepinus egyedek genomjaban (Kovdacs és mtsai, 2001).

A CgaY2 probaval végzett hibridizaciohoz a CgaY1 esetében
alkalmazottaktol részben eltérd restrikcios enzimekkel hasitottam a genomi
DNS-t. A felhasznalt enzimek koziil 6t (Bgl I, Hae III, Hha I, Msp I és Rsa
I) kettévagta, mig tovabbi kettd (Alu I és Sau 3A) tobb helyen is hasitotta a
vizsgalt fragmentet (3. abra). A hibridizalast kovetéen minden esetben tiszta
mintdzatot kaptunk, azonban a varttol eltéréen, mind a him, mind a nd ivart
genomban azonos hibridizaciés mintazat jelent meg (4/B. dbra). Mindez azt
valoszinlisiti, hogy a CgaY2 fragment egyetlen — de szekvencia szinten
valamennyire eltérd - kopiaban taldlhaté meg a C. gariepinus faj him és nd
ivaranak genomjaiban (Kovacs €és mtsai, 2001).

4.4 AZ IVARSPECIFIKUS MARKEREK HOMOLOGJAINAK
KERESESE MAS HARCSAFAJOKBAN

Megvizsgaltam az afrikai harcsabol izolalt két ivarspecifikus marker
konzervaltsagadt rokon harcsafajokban. A két ivarspecifikus markert
hibridizaciés probaként felhasznalva ugynevezett ,,zoo hibridizaciot”
végeztem homolég DNS szakaszok azonositasdra mas harcsafajok
genomikus DNS-én.

Osszesen 6t csaladba tartozd (Clariidae, Callichthyidae, Siluridae,
Ictaluridae, Pimelodidae) tizenkét kiilonb6z0 harcsafaj mindkét ivarat
vizsgéltam (3. tablazat) a korabban optimalizalt kemilumineszcens modszer
alkalmazasaval szigoru és kevésbé szigorti hibridizacios kortilmények
kozott, mindkét probaval

A CgaY1 proba szigoru koriilmények kozott nem hibridizalt egyik
rokon faj genomjdhoz sem, mig kevésbé szigor koriilmények kozott végzett
,200 hibridizaci6” feltételezett homologok jelenlétét mutatta harom kozeli
rokon faj genomjaban (Heterobranchus longifilis, Clarias batrachus;
Clarias fuscus), mig a tobbi faj esetén tovabbra sem kaptunk hibridizal6d
fragmenteket (3. tablazat).
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3. tabldzat: A ,zoo hibridizdciok” soran kapott eredmények
Osszefoglalasa.
CgaYl
Hibridizalo fragment mintazat
Csalad Faj Szigora Enyhe
koriilmények koriilmények
Clarias gariepinus (Crelsglifian Crlse
gariep ivarban himivarban
Clarias fuscus - mindkét ivarban
. Csak a
Clariidae Clarias batrachus ) himivarban
Clarias Nincs Nincs
macrocephalus
Heterobranchus . A két ivarban
e Nincs -
longifilis eltéro
Hoplosternum Nincs Nincs
thoracatum
Callichthyid.
atientiyiaae Hop losternum Nincs Nincs
litorale
Corydoras aeneus Nincs Nincs
Silurus glanis L Nincs Nincs
Siluridae
Hete.r.o pheustes Nincs Nincs
fossilis
Ictaluridae Ictaulurus punctatus Nincs Nincs
Pimelodidae Phra.c.tocep halus - Nincs
hemiliopterus
CgaY2
Hibridizal6 fragment mintazat
Csalad Faj Szigora Enyhe
koriilmények koriilmények
Clarias gariepinus Mindkét ivarban | Mindkét ivarban
Clarias batrachus - Mindkét ivarban
Clariidae Clarias Mindkét ivarban | Mindkét ivarban
macrocephalus
Hetef”ol?ranchus Mindkét ivarban | Mindkét ivarban
longifilis
Hoplosternum Nincs Nincs
thoracatum
Callichthyid
atichiydae Hop losternum Nincs Nincs
litorale
Corydoras aeneus Nincs Nincs
Silurus glanis L Nincs Nincs
Siluridae
Hete.r.o pheustes Nincs Nincs
fossilis
Ictaluridae Ictaulurus punctatus Nincs Nincs
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A hibridizacidés mintazat csak két fajban mutatott kiilonbséget a két
ivar kozott, mivel a C. fuscus esetében mindkét ivarrdl kapott jel ugyanazt a
képet mutatta. A H. longifilis esetében egy 2,5 kb koriili fragment jelent meg
az EcoRI restrikcios enzimmel emésztett him genomban (5. abra), és hasonld
ivari kiilonbség mutatkozott Bgl II enzimmel emésztett genomok kozott is
(az utobbi eredményt nem mutatom be).
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5. abra: Harom, a Clariidae csaladba tartozo harcsafaj Eco RI
restrikcids enzimmel emésztett DNS mintdinak CgaY1
ivarspecifikus  markerrel végzett ,zoo hibridizacios”
mintazata.

A ,,zoo hibridizacio” egy lehetséges ivarspecifikus homolog
jelenlétét mutatta a him Heterobranchus longifilis genomban
(nyillal jelolve). A mintdk folott a fajok és a mintakhoz
tartozo ivarjelzések lathatok. A membran bal szélén 10 pg, a
jobb szélén 100 pg PCR-rel amplifikalt marker fragment
(CgaY1: 1.5 kb) szerepel pozitiv kontrollként. A membran
mosasa ,.enyhe” koriilmények kozott tortént. (2x mosd
oldatban 5 perc szobahdmérsékleten és 0.5x mos6 oldatban 5
perc 65 °C-on, kétszer ismételve).
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100pg Cga¥Y1

Q C. gariepinus

+O C. gariepinus
}C batracus

10pg CgaY1

6. abra: Zoo hibridizacié a C. batrachus hat ndvendék
egyedének genomikus DNS-¢én a C. gariepinus-ra nézve him-
specifikus CgaY 1 markerbdl készitett probaval.

Eco RI restrikcios enzimmel emésztett DNS mintakon,
CgaY1 ivarspecifikus markerrel végzett ,,zoo hibridizacio”
egy lehetséges ivarspecifikus homoldg szekvencia jelenlétét
mutatta a négy him egyed genomjaban (nyillal jelolve). A
membran bal szélén 100 pg, a jobb szélén 10 pg PCR-rel
amplifikalt marker fragment (CgaY1l: 1.5 kb), a masodik
savban him, a harmadik savban n6 ivaru afrikai harcsa mintak
lathatok  kontrollként. A membran mosésa ,enyhe”
koriilmények (2x moso oldatban 5 perc szobahdmérsékleten
¢s 0.5x mosé oldatban 5 perc 65 °C-on, kétszer ismételve)
kozott tortént.

A C. batrachus fajbol azonos koriilmények kozott vizsgalt hat
ndvendék egyed koziil négy him egyed Bgl II enzimmel emésztett genomja
esetében egy megkozelitdleg 4.5 kb nagysagt hibridizalo fragment jelenlétét
mutattuk ki, amely a ndivari egyedek esetében nem jelent meg, és
ugyanilyen kiilonbséget mutatott az EcoRI enzimmel emésztett genomok
esetén is (6. abra).
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A CgaY2 proba viszonylag erds hibridizaciot mutatott mar szigorti
koriilmények kozott is a vizsgalt Clariidae csaladba tartozo fajok (Clarias
gariepinus; Clarias macrocephalus;, Heterobranchus longifilis) mindkét
ivaraban. A mintazatok nagyon hasonldak voltak a C. gariepinus-ban kapott
mintazatokhoz és nem mutattak kiilonbséget a két ivar kozott (3. tablazat).

4.5 A MARKEREK PARHUZAMOS AMPLIFIKACIOJA MULTIPLEX
PCR REAKCIOKBAN

Az egyedek szexalasdra alkalmas teszt kidolgozasdhoz mind az
ivarspecifikus, mind pedig a minden egyedbdl felsokszorozhatd, monomorf
(kontroll) fragmenteket SCAR markerré alakitottam. Az ezekkel kialakitott
specifikus PCR reakciobol elészor duplex, majd triplex (7. abra) PCR
reakciokat hoztam létre, amelyeket Henegariu és mtsai. (1997) ajanlasa
szerint optimalizaltam

=

=
©
@]

o

CgaY2
CgaK1

wd @ @

7.4bra: Az afrikai harcsa molekularis szexdldsara alkalmas
triplex PCR teszt. A két ivarspecifikus és egy kontrol marker
egyszerre sokszorozhat6 fel egyetlen triplex PCR reakcioban,
amely harom fragmentet amplifikdl a tejes egyedekbdl
(~1.5kb, 486 bp és 345 bp), de csak egyet, a pozitiv kontrollt
(486 bp) az ikrasokbol. Az MW rovidités 100 bp-os
molekulastly markert jeldl; a 2-5. savban genomidlis DNS
mintdkkal, a 6-8. savban plazmid DNS mintakkal késziilt
teszt eredménye lathato.
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Mivel a triplex PCR reakcido a koriilmények valtozasara kissé
érzékenynek bizonylut, ezért a késdbbiekben a ,,robusztusabb” duplex PCR
reakciok koziil valasztottam ki egyet, amelyet a felhasznaltunk larvak
fenotipusos ivaranak eldrejelzésére. Ezen teszt a him genombol egy nagyobb
ivarspecifikus és egy kisebb kontroll fragmentet sokszoroz fel: az el6z6 a
CgaY1 marker egy 1010 bp-os szakasza, mig az utobbi a CgaK1 kontrollbol
szarmaz6 486 bp -os fragment (8. abra).

8. adbra: Az afrikai harcsa molekularis szexalasara felhasznalt
duplex PCR teszt. A reakcidban egy ivarspecifikus és egy
kontroll  markerre  tervezett specifikus  primerparok
felhasznalasaval egyiittesen sokszorozhatd fel egyetlen
duplex PCR reakcioban. A teszt két fragmentet amplifikal a
tejes egyedekbdl (~1.1kb és 486 bp), de csak a pozitiv
kontrollt (486 bp) az ikrdsokbdl. Az 1-3. savban a plazmid
DNS mintékkal, a 4-7. savban genomidlis DNS mintakkal
késziilt teszt eredménye lathatdo, mig az MW rovidités a
lambda/Pst I molekulasuly markert jeldli.
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4.6 A MARKEREK ALKALMAZASA A FENOTIPUSOS IVAR
ELOREJELZESERE

Megvizsgaltam a CgaY1 ivarspecifikus DNS markerrel végzett
molekularis szexalasi eljaras gyakorlati alkalmazhatosagat is egy a Szarvas
Fish Kft-tdl szarmazd, véletlenszertien kivalasztott tenyészpar utdodain. A
larvakat a megtermékenyitést kovetd 3-5 héten szexaltam, a mar kordbban
ismertetett specifikus SCAR primerekkel kialakitott, stabilan miik6dd duplex
PCR reakcioval, amely a CgaY | marker, valamint a CgaK1 kontrol fragment
megfeleld szakaszat amplifikalja fel (8. abra). A markertesztek soran a
vizsgélati csoportban megallapitott genotipusos ivararany 50-50%-nak
adodott (143 tejes/145 ikras). A larvakat a molekuldri szexalassal kapott
eredmények alapjan him- és ndivart csoportokra osztottam szét.

Az ivar szerint csoportositott egyedeket 6t honapon at neveltem,
ezalatt a tejesekbdl 16 (11%), mig az ikrasok koziil 13 (9%) pusztult el. A
nevelési iddszak végén 40-40 egyedet mindkét ivarbol random modon
kivalasztottam és egy masik kisérlet céljaira elkiilonitettem (ezen egyedek az
értékelésben nem szerepelnek). A megmaradt 87 tejes és 92 ikras egyed
fenotipusos ivarat szovettani vizsgalattal ellendriztem, a 9. abra az ezen
vizsgélat soran kapott eredményekre mutat tipikus példakat.

A szovettani vizsgdlatok sordn a molekularis teszt alapjan himnek
eldrejelzett 87 tuléld egyedbdl 80 egyed fenotipusa megegyezett azzal, amit
a molekularis szexalas eldrejelzett, mig 7 egyed fenotipusosan ndivarunak
bizonyult. A 92 ikras genotipusuként azonositott egyedbdl minddssze 2
egyed volt fenotipusosan tejes.

A markerteszt eredményétdl eltérd ivar fenotipust mutatd egyedekbdl
a szovettani vizsgalatok soran ujabb mintavételt végeztem ¢€s ezeket ismételt
markertesztben vizsgaltam duplex PCR reakcidval. Ennek sordn hét, a
korabbi markertesztben himként azonositott, de fenotipusosan ikras egyed
kozil 5 ismételten him genotipust mutatott és csak két esetben kaptam a
korabbi vizsgalatokétol eltérd eredményt. A markerteszt alapjan ikrasnak, de
fenotipusosan tejesnek azonositott két egyed koziil az egyik a korabbival
azonos ikras, mig a masik attdl eltéré him genotipust mutatott.
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9. dbra: Him (A) ¢és néivaru (B) Clarias gariepinus egyedek
gonadjanak elvékonyitott kenetei. Acetocarmin festést
kovetden (100x nagyitas) az eldbbin a herecsatornacskak
(nyillal jeldlve), mig az utobbin kiillonbozd fejlettségli oocitak
(nyilheggyel jelolve) figyelhetok meg .

Az adatok szerint tehat az elsé molekuléris szexalas 179 egyedbdl
170 esetében (95%) helyesen jelezte a fenotipusos ivart, mig a megismételt
teszttel a kilenc eltérést mutatd egyedbdl harom (két tejes és egy ikras)
esetében sikeriilt az elsd tesztreakcid hibajat javitani. Igy osszességében a
molekularis szexalasi reakcid hatasfoka kozel 97%-osnak bizonyult (4.
tablazat).

4. tablazat: A CgaY1 marker alkalmazasa ivar elGrejelzésére egy random
kivalasztott tenyészpar utodain.

Ivar Egyedszam HCIY§SCH Szézglékos
szexalva arany
Tejes 87 ) 94.2 %
Ikras 92 91 98.9 %
Osszesen 179 173 96,6 %
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4.7 MIKROSZATELLIT SZEKVENCIAK AZONOSITASA
HOMOLOG-KERESES SORAN

Kisérletet tettem a CgaYl marker Clarias batrachus-ban
megtalalhato feltételezett homologjanak izoldlaséara is. Ehhez egy részleges
genomikus plazmid konyvtarat hoztam létre, amelyet kolonia hibridizacidval
teszteltem, a zoo blottnal leirt ,.kevésbé szigort™ hibridizacios koriilmények
kozott. A hibridizacioban szereplé mintegy 6500-7000 db koloniabol a
hibridizaciés jelek erdssége alapjan 96 db-ot valasztottam ki tovabbi
vizsgalatra.

A kivalasztott  koloniakbol az  inszertet kolonia-PCR-rel
felsokszoroztam majd mindkét irdnybol szekvenaltam. A szekvencidk
Osszehasonlitdsat  kovetden  Osszesen 78  kiilonbozd  szekvenciat
azonositottam, amelyek koziil 55-nek a teljes szekvencidjat hataroztam meg,
23 esetében, pedig csak a hatarold szekvenciak keriiltek meghatarozéasra. A
klénok kozil a CgaY1l szekvencidhoz leginkabb hasonlonak (57%-o0s
egyezés) az A08-as klon bizonyult (Mellékletek: M6), de sem ez, sem a
tobbi 38 tesztelt klon, amelynek szekvencidira specifikus primereket
terveztem, nem mutatott kiilonbséget a két ivar kozott, poolozott DNS-en
végzett PCR reakciokban.

Ugyanakkor a meghatarozott szekvencidk koziil 21 mikroszatellit
tipusu bazispar ismétlédéseket tartalmazott (Mellékletek: MS). Ezek koziil
18 wvolt alkalmas arra, hogy specifikus primerparok tervezésével
mikroszatellit markerré alakitsuk Oket (5. tablazat; Mellékletek: M7; MS). A
gazdafajban 16 mikroszatellit volt polimorf mig 15 specifikus fragmenteket
amplifikalt legalabb egy rokon fajban, tizenharom pedig legalabb haromban
a vizsgalt fajok koziil (Yue es mtsai, 2003).
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5. tablazat:

Homolog-keresés sordn azonositott Clarias
mikroszatellit markerek leirasa.
Azonosito Ismétlédés Termel
(bp)
Cha01 (GC)»(AC);s 246
Cha02 (AC)s 178
Cha03 (GGA)s 117
Cha04 (AQ)o 183
Cha05 (GT)s 150
Cha06 (CAA), 210
Cha07 (TG)5(CG)s 215
Cha08 (CA)s 153
Cbha09 (CA)GTTGCA-C(GT)yo 134
Chal0 (GT)ys 119
Chall (TG)13 250
Chal2 (TG)yGA(TG)s 138
Chat e S s
Chal4 (CA)sTA(CA), 177
Chal7 (CA)1sGA(CA),: 210
Chal9 (TG)a 252
Cha20 (TC)sGC(TC), 95
Cha21 (GT)s 129
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1 IVARHOZ KAPCSOLT DNS MARKEREK KERESESE
HALAKBAN

Ivarspecifikus DNS markereket kerestiink 6t, a Clariidae csaladba
tartozd harcsafaj, valamint a pontyfélékhez tartoz6 compd genomjaban.
Vizsgalatainkhoz a Michelmore és mtsai. (1991) altal kidolgozott eljarast
(,,bulk segregant analysis”) valasztottuk, amely leegyszeriisiti az egy adott
fenotipusos tulajdonsaghoz kapcsolt markerek azonositasat. A vizsgalt
tulajdonsagra nézve kiilonbséget hordoz6 (heterozigdta) sziil6kpartol
szarmaz6 egyedekbdl izolalt DNS mintdkat az egyedek fenotipusa (jelen
esetben ivara) alapjan csoportositva (Osszekeverve, ,,pool’-ozva) lehet
analizalni. Az igy kialakitott csoportokban az egyedek kozotti random
kiilonbségek ,kihigulnak”, mig a szelekcid alapjaul szolgalé fenotipusok
kozotti kiilonbségek megmaradnak, ,,felerdsodnek”. fgy a két csoport kozott
talalhato kiilonbségek nagyobb valdszinliséggel mutatnak a kivalasztott
fenotipussal kapcsoltsagot. A pool-ok kozotti kiilonbségek keresésére RAPD
analizist (Welsh and McClelland, 1990; Williams és mtsai., 1990; Williams
és mtsai.,, 1993b) hasznaltunk, mivel ez a technika lehetdvé teszi olyan
genomok vizsgalatat is, amelyekrdl semmilyen elzetes informaciéval nem
rendelkeziink. Emellett tovabbi elénye, hogy a genomok egyszerre tobb
ponton vizsgalhatok vele minden reakcioban, koltségei pedig viszonylag
alacsonyak.

Az altalam végzett vizsgélatokban a felhasznalt DNS mintdk, a
Clarias gariepinus és a Heterobranchus longifilis fajok kivételével, random
modon kivalasztott egyedekbdl szarmaztak. Az afrikai harcsa egyedek egy
tobb  beltenyésztési 1épésen atesett tenyészallomany egyedei, a
Heterobranchus longifilis egyedek pedig testvérek voltak. Igen nagy
kiilonbség volt az egyes poolokban szereplé egyedi DNS mintdk szdmat
illetéen 1is, aszerint, hogy az analizis végzésekor hany egyed allt a
rendelkezésiinkre. Ennek megfeleléen igen nagy valtozatossagot
tapasztaltam az elsddleges analizis soran talalt feltételezett markerek szamat
illetden is az egyes vizsgalt fajokban. A tiznél kevesebb egyed mintaibol
kialakitott poolok esetében mintegy megduplazddott azoknak a feltételezett
markereknek az aranya, amelyek ivarhoz kapcsoltsaga a késébbi egyedi
mintakon végzett analizisek soran nem igazolodott be, mivel az egyedi DNS
mintakbol szdrmazé random kiilonbségek nem higultak ki kell6 mértékben.
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Tapasztalataimmal 0Osszevetve az eredményeket megallapithatd, hogy
legalabb 8-10 egyedbdl szarmazd DNS-t tartalmazo csoportositott mintak
hasznalata ajanlott az analizisek soran.

Annak ellenére, hogy az ilyen megkozelités bizonyitottan alkalmas
ivarspecifikus markerek keresésére, hiszen korabban ndvényekben
(Mandolino ¢s mtsai., 1999; Martinez €s mtsai., 1999; Reamon-Buttner ¢s
mtsai., 1998; Zhang ¢s mtsai., 1998) és allatokban is (Bello és Sanchez,
1999; Griffiths és Orr, 1999; Lessells és Mateman, 1998) egyarant sikeresen
alkalmaztak, az altalam vizsgalt hat fajbol csak egy esetében vezetett
eredményre. Ehhez hasonld eredményekrdl mas szerzOk is beszamoltak
példaul az atlanti lazac (McGowan ¢és Davidson, 1998) vagy Tetraodon
nigroviridis (Li és mtsai., 2002) esetében. Ezen eredmények és mas
halfajokon elvégzett hasonlo kisérletek (Genhua Yue, személyes kozlés),
valamint a sajat tapasztalataim alapjan ugy tinik, hogy ha két-haromszaz
primerrel végzett vizsgéalat nem vezet eredményre, akkor valdsziniitlen, hogy
tovabbi primerek tesztelése megérné az erdfeszitést.

A megtalalt markerek kis szdmara ¢és a fajonkénti hatékonysag
vartnal alacsonyabb értékére tobb tényezo is magyarazatot adhat. Egyrészrol
a halak ivarmeghatdrozasa meglehetdsen plasztikus és masodlagos tényezdk
(moddositd gének, kornyezeti hatdsok) is befolydsolhatjadk, amelyek a
fenotipusos ivar megvaltozasahoz vezetnek. Ilyen egyedek jelenléte a
vizsgalati dlloményokban jelentdsen megnehezitheti, vagy lehetetlenné teheti
ivarspecifikus markerek azonositdsdt az daltalunk hasznalt eljarassal.
Masrészrol egyre tobb bizonyiték lat napvilagot, amelyek azt igazoljak, hogy
a halak 6sében a tobbi gerinces Osétdl valo elvalds utdn egy extra
genomduplikacié zajlott le (Wittbrodt és mtsai., 1998; Meyer 1999;
Aparicio, 2000; Nonaka, 2001), amelyet kdvetéen a megduplazédott genom
csak részben elimindlodott, mig a fennmaradd rész darabjai a genom
ujrarendez0dése  soran  kiilonb6z0  kromoszémakra  transzlokéalodva
fennmaradhattak. Ennek soran feltehetden az ivari kromoszémak 6seibdl
szarmazo darabok is atkeriilhettek autoszomakra. Igy az ivari kromoszémak
egyes szakaszainak homoldgjai nem csak az ivari kromoszémakon, hanem
autoszoémakon is jelen vannak. Az ilyen szekvencidk csak akkor alkalmasak
ivari kiilonbségtételre, ha az ivarhoz kotott homoldg valamilyen modszerrel
elkiilonithetd a tobbi homoldogtdl, ellenkezd esetben az ilyen szakaszokrol
képz8dd RAPD mint4zat nem lesz eltérd a ket ivarban.

Ugyanakkor a  komplex, tobbé-kevésbé moddosult ivari
kromoszomakat (lasd 2.2.2.1. fejezet) tartalmazd kromoszomarendszer is
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megnehezitheti a marker azonositds feladatat, ha nincs lehetdség a
kiilonb6z6 kromoszématipusok elézetes elkiilonitésére.

Az eldzetes citologiai ismeretek alternativajaként Osszehasonlitd
genom hibridizaciobdl (Traut €s mtsai., 1999) is szarmazhatnak az ivari
kromoszomak 1étezésére utald informdaciok, feltéve, hogy az ivari
kromoszémak kozott nagy mértékli differencia van, de andro- és
gynogenetikus  kisérletek, valamint ivaratforditdsok segitségével 1is
bizonyithatd az ivari kromoszomdkon alapuld ivarmeghatdrozas jelenléte
(Yamamoto, 1955; Golovinskaya, 1968; Horvath és Orban, 1995).

Tovabbi segitséget €s eldzetes informacidt nyujthat az ivarspecifikus
markerek kereséséhez, a kisérleti populdcion, fajon, vagy kozeli rokon fajon
beliili varhatd ivararany ismerete is, mivel a komplex ivari kromoszoma
rendszerek, illetve a polifaktoridlis ivarmeghatdrozas ¢és kiilonbozd
kornyezeti hatdsok is okozhatnak erdsen eltolodott ivararanyt (pl.:
ivaratfordulast), de a szekvencialis hermafrodita fajok esetében is gyakori a
dominans ivar alacsony egyedszama (lasd 2.2.1 és 2.1.3 fejezetek). Az elsé
két esetben jelentdsen csokken a markerkeresés eredményességének esélye,
a valodi hermafroditdk esetében pedig nem is varhato siker, mivel nincs
genetikai kiilonbség az ivarok kozott. Ugyanakkor tobb generacids, stabilan
oroklodé 1:1 ivarardny esetén feltételezhetd a  gonokronisztikus
ivarmeghatarozas ¢és tobb-kevesebb kiilonbség az ivarok genetikai
anyagaban (az altalunk vizsgalt populdciok kozil csak a C. gariepinus €s a
H. longifilis esetén volt ismert a populaciok stabil 50-50%-o0s ivararanya).

Az ivarspecifikus DNS markerek izolalasahoz a legnagyobb sikerrel
az azonositott, €s jelentds méretkiilonbséget mutatd ivari kromoszomakkal
rendelkezd stabil gonokronisztikus fajok kecsegtetnek.

5.2 A CLARIAS GARIEPINUS-BOL IZOLALT KET IVARSPECIFIKUS
MARKER

A kiilonb6z6 ivari DNS poolokon végzett O0sszehasonlit6 RAPD
vizsgélataink soran a harcsafélékhez tartozd Clarias gariepinus fajban két, a
him ivarra nézve specifikus fragmentet azonositottunk. A két fragmentet
izolaltam, klonoztam és meghataroztam bazissorrendjiiket.
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A markerek szekvencidjat az adatbdzisokhoz hasonlitva jelentds
DNS-szinti homolégidkat egyik fragment esetében sem talaltam.
Ugyanakkor figyelemre mélto, hogy a CgaY1 marker 3’ vége fehérje szinten
alacsony foku hasonlosdgot mutatott tirozin foszfataz (PTP vagy PTEN)
génekkel, amelyek emldsokben hormonélis szabdlyozas alatt allnak (Mauro
¢€s mtsai., 1994) és néhany koziiliikk specifikusan a tesztiszben expresszalodik
(Kaneko ¢és mtsai., 1993; Ohsugi és mtsai., 1997; Tokuchi és mtsai., 1999).
Ezek a gének feltehetden szerepet jatszanak a tesztisz fejlddésében (Ohsugi
és mtsai.,, 1997). Az irodalomban szamos TPT-szerii transzmembran
foszfatdz ismert, amelyek koziil az egyiket az emberi genomban az Y
kromoszomara térképezték (Chen és mtsai., 1999).

A CgaY2 marker egy Fugu rubripes-bdl szarmazd reverz
transzkriptazzal (Poulter €s mtsai., 1999) mutatott 470 bp-os szakaszon
alacsony mértékli hasonldsdgot. Az ehhez hasonlo virdlis, vagy inszercios
elemekbdl szarmazo6 evolucidsan visszamaradt degradalodott szekvenciak
viszonylag gyakoriak minden eukariota genomban. Azonban igen kevés
mukodoképes ezekbdl a génekbdl, inkabb csak az evolucid genetikai
fosszilidinak tekinthetok (Goodier és Davidson, 1994).

Nem meglepd, hogy a kontroll szekvencia nem mutatott jelentds
homologiat sem DNS, sem pedig fehérje szinten, hiszen az eddig
megszekvenalt eukaridta genomok tobbségének kevesebb, mint 5%-a
tartozik a kodolo régioba (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2001), és tudomasom szerint az eddig klonozott és szekvenalt
RAPD markerek koziill mindossze egy Penaeus vannamei-bodl izolalt
fragmentrdl irtak le, hogy kodold régiobol, egy ATPaz-zal rokon
szekvenciabol szdrmazik (Garcia és mtsai., 1996).

E munkét megel6zéen minddssze egyetlen kozlemény jelent meg,
amely halakon végzett RAPD kisérletekbdl szarmazo ivarspecifikus
markerrél szamol be, ezt Iturra és mtsai. (1997) izolaltdk szivarvanyos
pisztrangbol. Igy a mi markereink a mésodik és harmadik, csoportositott
DNS mintabol izolalt ivarspecifikus markerek halakban. Mi tobb, a CgaY'1
¢s a CgaY2 az elsé ivarspecifikus DNS markerek voltak, amelyek a
harcsafélékbdl szarmaznak, jollehet nem sokkal ezeket kovetden Waldbieser
¢s mtsai. (2001) torpeharcsabol (Ictalurus punctatus) is leirtak ivarhoz
kototten 6roklodd mikroszatellit markereket.
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53 A MARKEREK IVARSPECIFIKUSSAGANAK RESZLETES
VIZSGALATA

Mindkét, a Clarias gariepinus-bol azonositott RAPD marker
esetében tovabbi vizsgalatokat végeztem azok ivarspecifikussaganak
ellendrzésére. Ennek soran az eredeti RAPD primerek felhasznélasaval,
késébb pedig a megismert szekvencidk alapjan tervezett SCAR primerekkel
végeztem ellendrz6 PCR reakciokat wjabb egyedeken. Osszesen 40-40
egyedet vizsgaltam meg az egyes ivarokbol, amelyek koziil 20 a Szarvas
Fish Kft-t6l és 20 a tukai Intenziv Haltenyészté Kft-t6l szarmazott. A Cga¥Y'1
marker mindkét mintacsoportban, mind a RAPD, mind a SCAR vizsgalatok
esetén valamennyi vizsgalt him egyedben megjelent, mig a CgaY?2 marker
ketté egyednél hidnyzott. Ugyanakkor egyik marker sem volt kimutathatd
egyetlen ikras egyednél sem.

Az ivarhoz kotott oOroklodés tovabbi igazolasdra Southern
hibridizacidval is végeztem vizsgalatokat. Ennek soran mindkét markernél
tobb restrikcids enzimet hasznaltam, amelyek egy része, az izolalt markerek
szekvenciajat is hasitotta. Szigort koriilmények kozott a CgaY 1 marker csak
az afrikai harcsa himek genomjdhoz hibridizalt, de azoknal a restrikcios
enzimeknél is tobb fragment volt kimutathatd, amelyek az izolalt marker
szekvencijjat nem hasitottdk. Ez a tény arra enged kovetkeztetni, hogy a
fragment itt tobb kopidban taldlhaté meg. Ugyanakkor kevésbé szigort
koriilmények kozott mindkét ivarban megjelentek gyengén hibridizalo
fragmentek, mikdzben az ivarspecifikus mintdzatbeli kiilonbség megmaradt.
Ennek alapjan feltételezhetd, hogy a faj genomjaban jelen vannak tavoli
homologok, amelyek a masik ivari kromoszoman, vagy valamelyik
autoszoman helyezkednek el.

Meglepd, hogy a CgaY2 marker esetében a Southern hibridizacid
nem mutatott ivarspecifikus mintazatbeli kiilonbséget egyetlen restrikcios
enzimmel emésztett genom esetén sem, mikdzben RAPD-dal és specifikus
primerekkel vizsgalva csak a him genombol sokszorozhatd fel. Ennek
lehetséges oka, hogy a him ivarspecifikus fragment legalabb egy homologja
jelen van a néivard genomban, de a fragment egyik vége hidnyzik, egy
delécio kovetkeztében. Ezért kiilonbség mutatkozik a PCR-rel amplifikalt
termékekben, de nincs kiilonbség a Southern hibridizacids mintdzatban, ha a
delécid6 nem csak a RAPD primer, hanem az egyik specifikus primer
feltapadasi helyét is tartalmazza (ez mindossze 25 bp-os tavolsag).
Ugyanakkor a delécid6 nem lehet tal nagy, mert ebben az esetben a
hibridizal6 fragmentek mintdzatdban is kiilonbséget kellene taldlnunk.
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54 A CGaYl ES CGaY2 MARKEREK LEHETSEGES HOMOLOGJAI
ROKON FAJOKBAN

Irodalmi adatok szerint ezidaig valamennyi, a halaknal ismert
ivarspecifikus DNS markerek koziil, minddssze egyetlen egyrdl deriilt ki,
hogy tobb fajban is ivarhoz kototten taldlhatdé meg. Ez a marker egy a
,»chinook” lazacbdl izolalt (Du és mtsai., 1993) novekedési hormon génnel
rokonsagot mutatdé (GH-2) pszeudogén, azonban ez is csak kizarolag
Oncorhynchus genushoz tartoz6 fajokban tiinik Y kromoszomahoz
kapcsoltnak (Forbes és mtsai., 1994; Nakayama ¢és mtsai., 1999).

Remélve, hogy ehhez hasonlo eredményeket kapunk a harcsafélék ot
csaladjadban tartoz6 fajokon, vizsgaltam a markerek jelenlétét zoo
hibridizacidval. A tizenkét kozelebbi €s tavolabbi rokon faj koziil, mindkét
marker esetében csak a Clariidae csalddba tartozd fajokban sikeriilt
kimutatni feltételezett homoldgok jelenlétét.

A CgaY2 marker a csaladba tartozé valamennyi vizsgalt faj mindkét
ivarahoz hibridizalt, és a C. gariepinus-hoz hasonléan nem mutatott
kiilonbséget az ivarok kozott. Ugyanakkor a CgaY'1 proba nem hibridizalt a
csaladba tartoz6 C. macrocephalus faj genomjahoz, és hibridizacios
mintizata a tobbi ide tartozé faj esetén is csak kevésbé szigort koriilmények
kozott volt kimutathatd. A mintdzatok fajonként is eltérd képet mutattak. A
C. fuscus-ban nem mutatkozott kiilonbség a két ivarban, mig a C.
batrachusban csak a him ivaru egyedekbdl mutatott ki egyetlen homolog
fragmentet, a H. longifilis esetében pedig mindkét ivarban jelen volt, &m
eltérés mutatkozott az ivarok kozott egyetlen, markerként is felhasznalhaté
fragmentben, amely csak a him egyedek mintaibél mutathatd ki. Fontos
megjegyezni, hogy erds jeleket csak a C. gariepinus him egyedeinek
mintdiban kaptunk, még engedékeny hibridizacids koriilmények kozott is,
ami arra enged kovetkeztetni, hogy ez a marker hasonldésaga a mas fajokban
talalhato, feltételezett homoldgokkal nem igazan magas foku.

A CgaYl marker ,zoo hibridizacidos” eredményei fogddzot
nyujthatnak a csalddba tartoz6 fajok evoliciods, rokoni kapcsolatira
vonatkozoan is. Eredményeink arra utalhatnak, hogy a C. gariepinus faj ivari
kromoszomaja nagyobb fokii hasonlésdgot mutat az ivarspecifikus
mintazatot ad6 H. longifilus és C. batrachus fajokéval, mint a C. fuscus—
éval, amelyben szintén jelen vannak homolog fragmentek, de nem nemhez
kototten. A fenti gondolatmenetet folytatva az afrikai harcsa ivari
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kromoszémaja a legtavolabbi rokonsdgban feltételezhetéen a C.
macrocephalus-éval van, mivel itt egyetlen homolog sem volt kimutathato.
Ugyanakkor szem eldtt kell tartani, hogy az egyes fajokban taldlhato
kiilonbségek a fajok evolucios szétvalasat kovetden is kialakulhattak,
eltiintetve a kozelebbi rokonsagra utal6 jeleket. Eppen ezért ezek az itt vazolt
feltételezéseket csak mas, evolucids kapcsolatokat célzd vizsgalatok
eredményeivel 0sszevetve szabad alkalmazni.

5.5 AZ AFRIKAI HARCSA IVARI KROMOSZOMARENDSZERE
XX/XY TIPUSU

Az afrikai harcsat kedvezd tulajdonsagai miatt viszonylag gyakran
hasznaljak modellallatként a biologiai kutatdsokban. Kordbban szdmos
genom manipuldciét és hormondlis ivaratforditast célzd kisérletben is
szerepelt, azonban ezekbdl a kisérletekbdl csak kozvetett bizonyitékok
utalnak a faj ivari kromoszomarendszerére. Az ezekbdl levont
kovetkeztetések meglehetdsen ellentmondoak. Néhany koziilik arra utal,
hogy XX/XY kromoszoma rendszer van a fajban, mig masok ettdl eltéréen a
77/7ZW kromoszéma rendszer jelenlétét valdszinisitik (lasd: 2.2.4. fejezet).
A faj kromoszoma rendszerére vonatkozd kdvetkeztetéseket tovabb neheziti,
hogy a harcsafélék kozott mind him heterogametikus (Davis €s mtsai., 1990;
Le Grande, 1981), mind né heterogametikus (Agnese és mtsai.,, 1990;
Andreata és mtsai., 1993; Pandey ¢és Lakra, 1997) ivari kromoszoma
rendszereket tartalmazoé fajokat irtak le korabban.

Az altalunk azonositott ivarspecifikus DNS markerek és a veliikk
elvégzett kisérletek ugyanakkor kdzvetlen bizonyitékokat szolgaltatnak arra
vonatkozolag, hogy az afrikai harcsa genetikailag meghatarozott
ivardeterminacidval rendelkezik, amely az XX/IXY ivari
kromoszémarendszert kdveti és nem a ZW/ZZ rendszert.

Ezt a kovetkeztetést tovabb er@sitik az altalunk izolalt him-
specifikus CgaY1 markerrel egyiittmikodénk, Catherine Ozouf-Costaz
(Természettudomanyi Miuzeum, Parizs, Franciaorszag), Aaltal végzett
kromoszéma  hibridizaciés  vizsgalatok  (,,Fluorescent In  Situ
Hybridization™). E kisérletekben a CgaY1l marker a faj 56
kromoszémajabol csak a him kromoszomakészlet egyetlen metacentrikus
kromoszomajahoz (mindkét karon ugyanazon pozicidhoz) hibridizalt (10.
abra), annak kromoszomaparjahoz nem €s a né ivarban sem adott jelet. A
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CgaY?2 markerrel nem sikertilt jelet kapnia, feltehetGen annak alacsonyabb
kopiaszama és a fragment kisebb mérete miatt.

A ,,zoo hibridizaciok” eredményei szintén tovabb erdsitik ezt a
kovetkeztetést, mivel két kozeli rokon fajban is jelzik him ivarspecifikus
homologok esetleges meglétét, amibdl ezen fajokban szintén XX/XY
kromoszdmarendszer megléte feltételezhetd.

10. 4bra: CgaY1 markerrel végzett FISH kromoszéma
hibridizaci6, him C. gariepinus kromoszoéma készletén. A
CgaY1 proba egyetlen metacentrikus kromoszomahoz
hibridizal (a hibridizaciot Catherine Ozouf-Costaz végezte a
parizsi Természettudomanyi Mzeumban).
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5.6 MIROSZATELLIT SZEKVENCIAK A CLARIAS BATRACHUS
GENOMJABOL

Az azonositott homologok izolalasaval feltehetden olyan tovabbi
ivarspecifikus markerek lesznek izolalhatok, amelyek mind kutatdsi, mind
pedig gyakorlati szempontbol érdekes informacidkkal egészithetik ki
ismereteinket. Ezért kisérletet tettem a CgaY 1 marker Clarias batrachus-ban
megtaldlhatd homoldgjanak izolalasdra. Ehhez egy részleges genomikus
plazmid konyvtarat hoztam létre, amelyet hibridizacidval teszteltem. A
hidridizaciés jelek alapjan kivalasztott klonok koziil egy sem mutatott
nagyfokl hasonlosagot a CgaY1 szekvencidval. Ugyanakkor a szekvencidk
szamitogépes analizise sordn 21 db mikroszatellit tipusti ismétlddé DNS
szakaszt talaltam, amelyek koziil 18 volt alkalmas arra, hogy mikroszatellit
markerré alakitsuk Oket.

A fenti mikroszatellit markerek miikoddképességét egyiittmiikodom,
Genhua Yue (Temasek LifeSciences Laboratory, Szingaptr) tesztelte a
Clarias batrachus fajon, valamint tovabbi harom csaladba tartozo6 hat harcsa
fajon. A mikroszatellitek hatarold régiodira tervezett primerparok koziil 15
specifikus fragmenteket amplifikalt legalabb egy rokon fajban, tizenharom
pedig legalabb haromban a vizsgalt fajok koziil (Yue es mtsai, 2003).
Erdekességként szeretném megemliteni, hogy a fragmentek szekvenciainak
vizsgalatabol kidertilt, hogy azok nem minden esetben homoldgjai az eredeti
szekvenciaknak.

Az 4ltalam izolalt mikroszatellit markerekkel lehetdség nyilhat t6bb
Clarias faj genetikai analizisére. Alkalmazhatoak példaul genetikai térképek
készitésére, szdrmazasellendrzési és Oroklodési vizsgalatokra, populaciok
genetikai analizisére vagy fajtdk és vonalak megkiilonboztetésére, de
felhasznalhat6ak egyedi azonositasra, vagy a csalddba tartozd fajok
evolucios rokonsagi fokanak részletesebb és pontosabb vizsgéalatéra is.

5.7 GYAKORLATI HASZNALATRA ALKALMAS MOLEKULARIS
SZEXALASI ELJARAS KIDOLGOZASA

A rendelkezésiinkre 4all6 ivarspecifikus markerek birtokdban
indokoltnak tlint azok gyakorlati alkalmazhatésagadnak lehetdségét 1is
megteremteni. Tapasztalataik szerint a RAPD technika érzékeny a reakcid
koriilményekre (pl. a DNS mindségére, a reakcid sebességére, a hasznalt
késziilék sajatsagaira), és az egyedi mintdk vizsgalatakor tapasztalhatd

69



Kovetkeztetések €s javaslatok

esetleges 1ényeges mintazatbeli kiilonbségek is jelentdsen megnehezithetik
az mintazatok kiértékelését. A korabban Xiphophorus maculatus-nal és
Chinook lazacnal (Oncorhynchus tshawytscha) kialakitott PCR alapu teszt
eljardsokhoz (Coughlan és mtsai., 1999; Devlin és mtsai., 1994) hasonl6
teszt kidolgozasara volt lehetéség. Ezért az ivarspecifikus markereket és a
korabban izolalt kontroll fragmenteket SCAR marerekké alakitottam,
amelyekkel duplex és triplex PCR reakciokat dolgoztam ki az egyedi mintak
tesztelésére.

A triplex reakcid a him genombol 6sszesen harom (két ivarspecifikus
¢s egy kontroll) fragmentet sokszoroz fel, mig a duplex reakcid egy
ivarspecifikus és egy kontrol fragmentet amplifikdl. A ndéivarit genombol
viszont mindkét reakcid csak a kontroll fragment jelenlétét mutatja.

A kontroll és ivarspecifikus markerek egyiittes felsokszorozasa,
konnyen értékelhetd ¢€s felhasznalobardt modon teszik lehetéveé a faj
egyedeinek molekularis szexalasat, bar tapasztalatom szerint a triplex
reakcid tomeges alkalmazas soran nem bizonyult eléggé megbizhatonak,
azaz nem minden esetben amplifikalta fel a vart termékeket. Ezért
alkalmazasa esetén sziikséges a protokollok nagyon pontos betartasa. A
hétkoznapi gyakorlat szdmara véleményem szerint alkalmasabb az
egyszeriibb, kevésbé érzékeny duplex-teszt.

5.8 A GYAKORLATI FELHASZNALAS TAPASZTALATAI

Megvizsgaltam a kidolgozott tesztrendszer hatékonysagat a kifejlett
koru egyedek fenotipusos ivaranak larvakori eldrejelzésére is. Ennek soran
egy keresztezés utdédnemzedékében duplex PCR reakcioval (CgaYlés
CgaK1 markerek felhaszndldsaval) el6re jeleztem az egyedek varhatod
fenotipusos ivarat harom hetes korban, majd a két ivart egymastol
elkiilonitett csoportokban neveltem 6t honapos korig. Ekkor a gonddok
fejlettsége még nem tette lehetévé az ivarszervek egyszerli makroszkopos,
vizualis azonositdsat, de a szoveti differencidlodds mar megtortént az
egyedekben. Ezért valamennyi egyed ivarszervébdl szovettani vizsgélatokat
végeztiink, amellyel egyértelmiien elkiilonithetd a him és ndi ivarszerv.

A szdvettani vizsgalatok eredményét Osszevetve az eldrejelzések
adataival megallapithatd, hogy az altalam izolalt him-specifikus DNS
markerrel végzett molekularis teszt 96,6 %-os hatékonysaggal volt alkalmas
a fenotipusos ivar eldrejelzésére.
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Rendkiviil érdekes, hogy a vizsgalt egyedek 3,4 %-4ndl az elOrejelzett
genotipusos ivar eltért a visszaellendrzott fenotipus ivartdl, noha korabban
mas populaciokbdl szdrmazd 80 egyed vizsgéalata sordn a CgaYl-es
markerrel nem tapasztaltunk eltérést a genotipusos és fenotipusos ivar
kozott. Az eltérésre tobb lehetséges magyarazat adhato.

Egyik lehetséges magyarazat, hogy rekombinacié zajlott le az ivari
kromoszomak kozott a marker és az ivardetermindlé faktor kozotti
szakaszon. Ha elfogadjuk a feltételezést, mely szerint az eltérés
rekombinacids eseményeknek koszonhetd, akkor feltételezniink kell azt is,
hogy a rekombindnsok nem vagy csak igen kevéssé szaporodoképesek, €s
ezért nem terjednek el jobban a populdcioban. Amennyiben valoban
rekombinacié okozta az eltérést, gy az is feltételezhetd, hogy a marker az
ivardeterminald régiotdl mindossze 3,4 cM tavolsagban taldlhatd. Azonban
ennek igazoldsa csak ujabb, a rekombinacié gyakorisagat és a az ivarérett
rekombinans egyedek termékenységet vizsgald keresztezések révén lenne
lehetséges.

Irodalmi adatokbodl ismert a halak ivardeterminicidos és a korai
differencidcios mechanizmusanak érzékenysége, amely lehetévé teszi a
genetikailag ~ meghatdrozott  ivar  mesterséges  feliilbiralatat, a
hormonkezeléssel végzett ivaratforditast (Pandian és Koteeswaran, 1998).
Szdmos halfajnal természetes koriilmények kozott is torténhet fenotipusos
ivaratalakulas szocialis €és mas kornyezeti faktorok hatasara akar kifejlett
egyedeknél is (Badura és Friedman, 1988; Shapiro, 1992; Harry és mtsai.,
1992). Mindezek alapjan elképzelhetd, hogy a genotipusos €s fenotipusos
ivar kozotti eltérés ennél a néhany egyednél is ivaratfordulds eredménye
lehet, ami esetleg a felnevelés soran kialakitott egyivari populacid
normalistdl eltérd szocidlis koriilményeinek hatdsara jott 1étre. Ennek a
feltételezésnek az igazolasa azonban csak az egyedek felnevelését kdvetden
lett volna lehetséges, ha az ilyen egyedeket normal egyedekkel keresztezve
vizsgalndnk az utdd populaciok ivari eloszlasat, azonban a kérdéses
egyedeket az ivarszerv vizsgalatdhoz fel kellett aldoznunk.

Az elOrejelzéstdl eltérd fenotipust mutatd egyedeket ujra
megvizsgalva az Osszes vizsgalt egyedhez viszonyitva minddssze az esetek
1,7 %-aban bizonyult eltérének az eredeti markerteszt eredménye. Ez az
eltérés kovetkezhet a teszt eredményének hibas értékelésébdl, de szintén
lehet a felnevelés soran tortént esetleges keveredés kovetkezménye is.
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5.9 JAVASLATOK AZ IVARSPECIFIKUS MARKEREK
HASZNOSITASARA

Az ivarspecifikus markerek felhasznalasara szamos potencialis
lehetdség van mind az alkalmazott, mind pedig az alapkutatasban. Az in vivo
mintavétel lehetséges mar nagyon korai fejlédési stadiumban (Kawakami és
Hopkins, 1996), vagy reprezentativ minta gytijtheté embrid/larva stadiumban
a populdciok ivarardnydnak  vizsgéilatira, akar par oOrdval a
megtermékenyitést kovetden is. A molekularis szexalds lehetévé teszi az
andro- vagy gynogenezis €s a hormonalis ivaratforditds eredményességének
korai igazolasat anélkiil, hogy ki kellene varni az utodok ivarérettségét, ami
egy generacidval lerdviditheti az ilyen kisérletekhez sziikséges 1dot (lasd:
2.2.3. fejezet).

Ugyanakkor az afrikai harcsa esetében hatarozott kiilonbség van a két
ivar novekedési ratajaban is (Henken €s mitsai., 1987), ami kihasznalhat6
genommanipulécioval és ivaratforditassal eldallitott YY kromoszomas
szuperhimek eldallitasaval (ezek utdédai mind XY himek lesznek). Ennek
soran fontos szerepe lehet a korai ivarvizsgalatoknak, igy a molekularis
markerek is fontosak lehetnek a halaszati felhasznalds szdmara is. Az
alapkutatasban lehet6vé valik az ivar fejlodés korai stadiumainak elkiilonitett
vizsgalata is. A markerek kiinduld6 pontot jelenthetnek az ivar
determinacidban és az ivarszervek kialakulasaban szerepet jatszo, vagy mas
a két ivarban eltéréen miikodoé gének azonositasaban, de segitséget nyujthat
a kiillonbozé ivarok hormondlis folyamatainak vizsgalataban is az
egyedfejlodés soran.

Az ivarspecifikus DNS markerekkel lehetdség nyilhat a mar ismert
ivart befolyasold kornyezeti tényezdk (homérséklet, pH) hatasanak
részletesebb vizsgalatdra, de az Ujabban felfedezett ivarra hat6 kémiai
hatdsok gyors vizsgélata is lehetséges a segitségiikkel. Kiilon kiemelném a
kiilonbozd herbicidek és mas hormonhatast szennyezd anyagok hatasanak,
kornyezeti telitettségének ¢€s kritikus hatarértékeinek vizsgélatat. Ezek az
anyagok ugyanis mar igen csekély dozisban is okozhatnak ivarfejlédési
rendellenességet azoknal az €16lényeknél, amelyek az anya szervezetén kiviil
vizes kornyezetben fejlddnek. Erre a jelenségre a béka fajok pusztuldsa
kapcsan figyeltek fel (Hayes, 2002), de a halak is a veszélyeztetett €161ények
kozott szerepelnek. Az ilyen tipust szennyezések ivarfejlodésre gyakorolt
hatasdnak mérésére lazacoknal ivarspecifikus markereken alapulé mérési
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rendszert dolgoztak ki (Afonso és mitsai., 2002). Az afrikai harcsan
kidolgozott tesztrendszerrel ez a faj is alkalmassa valt ilyen tipust
vizsgalatok végzésére, akir olyan gyengébb mindségli, oxigénben
szegényebb természetes vizekben is amelyek a lazacokkal végzett vizsgalata
nem lehetséges.
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6. UJTUDOMANYOS EREDMENYEK

Elvégzett vizsgalataim alapjan a kdvetkezd Uj tudomanyos eredményeket

kaptam:

1))

2)

3)

4)

S)

Osszesen 6t, a Clariidae csaladba tartozé harcsafajon és a compén
(Tinca tinca) végzett ivarspecifikus 6sszehasonlito RAPD vizsgalat
soran kimutattuk, hogy az OPO-01-es és az OPM-08-as primerek
mintazata kapcsoltsdgot mutat a detektalt fenotipusos ivarral, az
afrikai harcsa egyedekben. A masik 6t faj genomjabdl a vizsgalt
RAPD primerek nem amplifikéltak ivarspecifikus mintézatot.

Izolaltam ¢és plazmid vektorba kloénoztam az ivarspecifikusan
eléforduld fragmenteket és meghatdroztam bazissorrendjiiket. A
CgaY 1 marker pontos hossza 2584 bp-nak, mig a CgaY2-¢ 458 bp-
nak adddott.

Southern hibridizacié felhasznalasaval bizonyitottam, hogy a
CgaY1 marker a C. gariepinus-ban csak a himek genomjaban
fordul el6 (felteheten tobb kopiaban), mig az ikrasok genomjabol
teljesen hidnyzik. A CgaY?2 marker a Southern hibridizacidk soran
mind a him-, mind a ndéivari genomban azonos hibridizacids
mintdzatot mutatott.

Az izolalt fragmentekre specifikus primereket terveztem, és SCAR
markerekké alakitottam Oket. A SCAR primerek felhasznalasaval
duplex, majd triplex PCR reakcion alapuld teszteljarast dolgoztam
ki az egyedek molekularis ivarmeghatarozasara, amelyek a him
genombol kettd (egy ivarspecifikus €s egy kontroll), illetve harom
(két ivarspecifikus és egy kontroll), mig az ikrdsok genomjabol
csak egy fragmentet sokszoroznak fel.

Az ivarspecifikus markerekkel végzett részletes vizsgalatok
eredményeként megéllapithato, hogy az afrikai harcsa genetikailag
meghatarozott ivara, XX/XY ivari kromoszéma rendszerrel
rendelkezé faj.
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6)

7)

8)

Osszesen &t csaladba tartozd tizenkét kiilonbozd harcsa faj
vizsgalata sordn ,,zoo hibridizacidoval” megéllapitottam, hogy
mindkét marker csak a Clariidae csaladba tartozo fajok esetében
mutat hibridizaciés mintdzatot. Megéllapitottam hogy a CgaY2
viszonylag erds hibridizaciot mutatott a vizsgalt fajok (Clarias
gariepinus; Clarias macrocephalus;, Heterobranchus longifilis)
mindkét ivaraban és nem mutattak kiilonbséget a két ivar kozott,
mig a CgaYl prébaval végzett ,zoo hibridizacié” alapjan
feltételezhetd, hogy a marker homologja Heterobranchus longifilis
¢s a Clarias batrachus fajokban ivarspecifikusan , mig a C. fuscus
esetében ivartdl fliggetleniil van jelen.

Egy tenyészpar random kivalasztott utddcsoportjanak vizsgalta
alapjan megallapitottam, hogy a CgaY1 ivarspecifikus DNS
markerrel végzett duplex molekuldris szexalasi eljardas a
gyakorlatban 96,6%-0s biztonsaggal alkalmazhat6 a fenotipusos
ivar elérejelzésére.

A CgaY1l marker Clarias batrachus-ban  megtalalhato
homologjanak izolalasara tett kisérlet sordn 21 mikroszatellit tipusu
bazispar ismétlédést azonositottam. Ezek koziil 18 volt alkalmas
arra, hogy specifikus primerparok tervezésével mikroszatellit
markerré alakitsuk Oket. A markerek hatarold régidira tervezett
primerparok — azok konzervalt volta miatt - alkalmasak lehetnek
nem csak az afrikai harcsa, hanem tobb mas, a Clariidae csaladba
tartozo harcsafaj genetikai analizisére is.
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7. OSSZEFOGLALAS

A halak a kialakul6 ivar szempontjabdl nagyon Osszetett csoportot
alkotnak. Megtaldlhatd koztiik a hermafroditizmus kiillonb6z6é formai
éppugy, mint a genetikailag meghatarozott ivardeterminacié és a kdrnyezet
altal befolyasolt ivara fajok. A hattérben all6 meghatarozo génekrdl szinte
egyaltaldan nincsenek ismereteink és ivarspecifikus genetikai markerek is
csak kevés faj esetében ismertek.

A dolgozatban szerepld kutatds célja olyan ivarhoz kotott DNS
markerek azonositdsa volt, amelyek segitséget nyujthatnak az ivar
determinacio és a korai ivar differencidlodas megértésében és lehetové teszik
olyan molekularis teszteljaras kidolgozasat, amely gyorsan és egyszeriien
alkalmazhat6 - akar mar larva korban - az ivarok elkiilonitésére.

A vizsgalatok a harcsafélék Clariidae csalddjaba tartozoé fajokon,
valamint a pontyfélékhez tartozé compédn (7Tinca tinca) torténtek a him és
nbi genom Osszehasonlito RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
analizisével. E munka eredményeként két him ivarhoz kotott DNS markert
azonositottunk az afrikai harcsa Clarias gariepinus genomjabol, amelyeket
izolaltam és részletesen jellemeztem. A szekvencia adatok alapjan mindkét
fragmentre  specifikus (SCAR) primereket terveztem, amelyek
ivarspecifikussagat egyedi fenotipusos és DNS vizsgalatokkal is igazoltam.
Az eredmények a CgaY1 esetében tokéletes, mig a CgaY2-nél igen jo
0sszhangot mutattak a fenotipusos ivarral.

A tovabbi analizis soran a CgaYl markerrel végzett Southern
hibridizéci6 kizardlag a him ivarban mutatott jeleket, mig az ikrasoknal nem
volt megtalalhat6. Ugyanakkor a CgaY2 proba mindkét ivarban mutatott
hibridizal6 fragmenteket, annak ellenére, hogy a korabbi vizsgéalatok soran
(RAPD és specifikus PCR) ez a marker csak a him ivarban volt kimutathato.

Az elvégzett vizsgalatok azt bizonyitjdk, hogy az afrikai harcsa
genetikailag jol meghatarozott ivardetermindcioval rendelkezik, amely az
XX/XY ivari kromoszoma rendszert koveti. Mindezt megerdsitik azok a
FISH kromoszoma hibridizacids vizsgalatok is, amelyeket egyiittmiikdddnk
végzett el. Ennek soran a CgaY 1 marker csak egyetlen kromoszéma egyetlen
pontjaval hibridizalt a himivarban, mig a CgaY2 proba nem adott
hibridizaciés jelet sem a him, sem pedig a ndi kariotipus egyik
kromoszdméajara sem.

77



Osszefoglalas

A SCAR primerek és egy belsd kontrollként hasznalt, minden
egyedben megtalalhatd fragment felhasznalasaval ,,duplex és triplex PCR”
reakciokat alakitottam ki amelyek alkalmasak az egyedek ivardnak
molekularis meghatarozdsara, akar kozvetleniil a megtermékenyitést
kovetden. A kidolgozott tesztrendszerek gyakorlati alkalmazhatésagat is
teszteltem, egy tenyészpar random kivélasztott utédcsoportjanak vizsgalata
soran,. a duplex reakcio felhasznaldsaval, amely 96,6%-o0s biztonsaggal volt
alkalmazhat6 a fenotipusos ivar elorejelezésére. A markerteszt eredményétdl
eltéré gonadd fenotipust mutatd egyedeket ismételt vizsgalatnak vetettem ala,
mely az esetek tObbségében igazolta az eltérést. Az eltérést okozhattak a
CgaY1 marker és az ivardeterminald faktor k6zott lezajlott rekombinacios
események, vagy esetleg valamely kornyezeti hatas okozta ivaratfordulas.

Megvizsgéltam a markerek taxonomiai elterjedését kiilonbozo
harcsafajokban. Ennek soran o6t csaladba tartozd tizenkét kiilonbozo
harcsafaj genomjaban vizsgaltam a markerek homologjainak jelenlétét ,,zoo
hibridizacidéval” a markereket alkalmazva probaként. Mindkét marker csak a
Clariidae csaladba tartozd fajok esetében mutatott hibridizacids jeleket. A
CgaY1 proba, a Heterobranchus longifilis és a Clarias batrachus fajok
genomjahoz ivarspecifikusan hibridizalt, mig a C. fuscus esetében ivartol
fliggetlentil volt jelen. A CgaY2 azonban minden vizsgalt Clariidae fajban
hibridizaciét mutatott mindkét ivarban, amelyek mintdzatdban nem volt
kiilonbség a két ivar kozott.

Kisérletet tettem a Clarias batrachus genomjdban megtalalhato
ivarspecifikus homoldg izoldldsdra. Ennek soran, egy részleges genomi
konyvtarbol 21 mikroszatellit tipusti szekvenciat azonositottam, amelyek
kozil 18 volt alkalmas arra, hogy specifikus primerparok tervezésével
mikroszatellit markerré alakitsuk Oket. Ezek mikodését egylittmikodom
rokon fajokban is vizsgélta, és tobbségiik ezekben a fajokban is polimorfnak
bizonyult. fgy e konzervalt, t5bb rokon fajban is alkalmazhaté mikroszatellit
markerek jelentdsen megkonnyithetik a Clariidae csaladba tartozd - és
esetleg a veliik tavolabbi rokonsadgban 4ll6 - harcsafajok populdcidinak
analizisét is.

A harcsafélékbdl ismereteink szerint a CgaY1 és CgaY2 voltak az
els6 ivarspecifikus markerek, azota azonban mar torpeharcsabol szdrmazo
ivarhoz kapcsolt mikroszatellit markereket is leirtak. Emellett a CgaY1 lehet
a masodik olyan halakbdl izoladlt DNS marker, amelynek homolédgja tobb
fajban is ivarhoz kotott.
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Az izolalt markereknek fontos szerepe lehet a tovabbi kutatdsokban,
de a halaszat gyakorlataban is hasznosithat6. Alkalmazasuk lehetévé teheti a
faj novekedési ratdjaban kimutathaté ivari kiilonbség kiakndzasat,
populacidk ivarardnyanak bedllitdsat, andro-, gynogenezisek €és hormonalis
kezelések eredményességének korai igazoldsat, vagy az ivarkialakulast
befolyéasold kdrnyezeti és kémiai hatdsok gyors vizsgalatat.
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8. SUMMARY

Teleosts, as a class, are very complex in respect to their sex
determination and gonad differentiation. Most fish species are gonochorists,
some are sequential or true hermaphrodites. In the majority of the species
tested sex determination is based on genetic mechanisms, however there are
a number of species, where environmental and even social effects can
modify the genetically programmed sex. The literature on the genes
involved with sexual differentiation is very limited and sex-specific DNA
markers are have been described only in a few species.

The purpose of the research presented in my thesis was to identify
sex-specific DNA markers. Such markers would contribute to our knowledge
on sex determination and early sex differentiation. The use of these markers
allowed for the development of a molecular test method, which would be
applicable to fast and simple separation of the two sexes even during larval
development.

The studies were performed by using comparative RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) analysis on several catfish species of the
Clariidae family and on the tench from the Cyprinidae family. As a result of
these experiments two male-specific markers were identified and
characterized from the genome of Clarias gariepinus. On the basis of the
sequence data, specific primers (SCAR) were constructed for both fragments
and their sex-specificity was verified by individual phenotypic and DNA
analyses as well. According to the results, CgaY 1 was completely specific to
the sexual phenotype, whereas CgaY?2 showed very good agreement with it.

During the detailed characterization the CgaY1 probe generated a
signal in males at Southern hybridisation, but not in the females. On the
other hand, the CgaY2 probe generated signals in the genome of both sexes,
although the marker could only be detected in males by earlier analyses
(RAPD and specific PCR).

These studies confirm that Clarias gariepinus posesses genetic sex-
determination, which follows the XX/XY sex chromosomal system. This is
further supported by the results of FISH chromosome hybridisation analysis
performed by my collaborator. In these analyses the CgaY 1 probe hybridised
to one locus of one chromosome solely in males, whereas CgaY?2 failed to
hybridize to any chromosmes of either of the two genomes.
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Duplex and triplex PCR reactions were set up using SCAR primers and a
universal fragment present in each individual as positiv control. These PCR
reactions are applicable for molecular sex determination even following
fertilisation. Practical utilisation of this technique was also tested with the
duplex reaction on the offspring of a randomly selected breeding pair. My
data showed, that this method is applicable for forecasting the phenotypic
sex with 96.6% efficiency in African catfish. Individuals with unexpected
gonad type (i.e. ovary in those predicted as males on the basis of molecular
sexing) were subjected to repeated analysis, which confirmed the deviations
for most of them. Possible reasons for the deviations could either be
recombination between the two sex chromosomes at the CgaY1 locus or sex
reversal caused by environmental reasons.

I have studied the presence of possible homologs of these markers in
various other catfish species. The genome of twelve catfish species from five
different families were tested by ,,zoo hybridisation” by using the markers as
probes. The probes only hybridized to genomes of the clariid species. CgaY'1
showed sex-specific hybridisation signals on the genome of Heterobranchus
longifilis és a Clarias batrachus, but it sohwed the same pattern in both
sexes of C. fuscus. CgaY2 hybridised to the genome of all clariid species
tested, but produced indentical patterns on both sexes in each species.

Isolation of the male-specific CgaY1 homolog was attempted from a
partial genomic library of C. batrachus. This experiment yielded 21
microsatellite repeats, 18 of which were suitable for designing PCR primers
to the flanking regions. These markers were characterized by my
collaborator and they turned out to be polymorphic not only in C. batrachus,
but in all clariid species tested. Therefore, these conserved microsatellites
could be applied for the genetic analysis of the populations of these species.

According to our knowledge, CgaY1 and CgaY?2 were the first two
sex-specific DNA markers isolated from catfish, although some sex-related
microsatellite markers have been also described from another species since
then. Moreover, CgaY 1 might be the second such fish-derived DNA marker,
the homolog of which might be present in several species. Therefore, it
might have important role in future research and aquaculture as well.

The practical benefits of these markers are that they allow us to take
advantage from the growth rate difference between the sexes, to determine
sex ratio in a population, to verify andro- and gynogenesis at early stage, as
well as to use successful hormone treatment or to provide a rapid test for
environmental and chemical effects on sexual development.
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11. MELLEKLETEK

M1 A FELHASZNALT PUFFEREK ES OLDATOK

0.5x moso oldat:
1xTE puffer:
20xSSC:

2 x moso oldat:
Acetocarmin:

DIG-dNTP mix:

High-SDS-Hyb puffer:

LA- taptalaj:

LB- tapoldat:

Ribonukleaz-A oldat:;

SET pufferben:

TBE puffer:

TBE-stop puffer:

0,5xSSC; 0.1% SDS

10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; PH:7,2
3M NaCl,; 5M trinatrium citrat; pH 7.0
2xSSC ; 0.1% SDS

10mM carmin; 45% ecetsav

ImM dATP; ImM dGTP; ImM, dCTP;
0,65mM dTTP; 0,35mM DIG-11-dUTP
(Roche)

7% SDS; 50% deionizalt formamid; 5xSSC;
50mM Na-foszfat; 2% blocking reagens
(Roche); 0,1% N-lauroylsarcosin

1% bacto-trypton; 0,5% bacto-yeast extract;
1% NaCl; 10 mM MgClp; 10 mM CaCly.

1,5% baterioldgiai agar

1% bacto-trypton; 0,5% bacto-yeast extract;
1% NaCl; 10 mM MgClp; 10 mM CaCly.

10mg/ml RN-4z A; 10 mM Tris-HCI ; 15mM
NaCl; PH:7,5

10mM Tris/HCI, 50 mM EDTA, 200mM NaCl
; 0,5% SDS; pH 7,8

90mM TRIS; 90mM borsav; 5 mM EDTA;
pH:8,0

3xTBE; 20mM EDTA; 50% glycerol; 0,25%
bromfenolkék
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M2

A FELHASZNALT 598 RAPD PRIMER LISTAJA:

Sorozat Pl‘lmffl'ek Gyarté Darabszam
sorszama
4 101-200 University of‘B'ritish 100
Columbia
48 701-800 University of‘B'ritish 100
Columbia

A 01-20 Operon Technology 20
AA 01-20 Operon Technology 20
AB 01-20 Operon Technology 20
AC 01-20 Operon Technology 20
AD 01-16 Operon Technology 16
AE 01-20 Operon Technology 20
AF 01-20 Operon Technology 20
AG 01-20 Operon Technology 20
AG 01-20 Operon Technology 20
AH 01-20 Operon Technology 20
Al 01-16 Operon Technology 16
AO 01-10 Operon Technology 10
BC 01-20 Operon Technology 20
BD 01-20 Operon Technology 20
BE 01-20 Operon Technology 20
BF 01-20 Operon Technology 20
BG 01-16 Operon Technology 16
F 01-20 Operon Technology 20
M 01-20 Operon Technology 20
O 01-20 Operon Technology 20
Q 01-20 Operon Technology 20
Osszesen 598
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M3.

PCR2.1-TOPO VEKTOR FELEPITESE

lacZa ATG A
Hind i Sac| BamH| 5
M13 Reverse Primer | ! Kﬁ’"' T ik !
CAG GAA ACA GCT ATG ACL ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BSIID(I EcoR | EcioFH
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC cw GGC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG G TTC CCG CTT AAG ACG
EcoR V BsX1 Mot Xho! Nsil Xbal Apa
|

11
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG [CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG _ATA

Y
___ T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA|[CTG GCC GTC GTT TTA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Fa
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Mellékletek

M4.  BLUESCRIPT KS+ PLAZMID VEKTOR (STRATEGENE)
FELEPITESE.

BssHIl

T7 +
Sacl
BsiX|
l'rr_)

Sacll
5™ Fag|
blg’ y Notl
% Xbal
o, Spel
BamH|
%« Smal
y Pstl
pBluescript Il KS +/- EcoR |
phagemid EgoRV
Hind Il
Bsp1061(Clal)
SallfHime 11/ Ace]
ColE1 on Xhol
Eco01091(Drall)
Apal
Kpnl

T3 ¢

BssH Il

Ampiciny,
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Mellékletek

M5

Név:

AZ

MARKER SZEKVENCIAI

Cga Y1

GenBank Azonosito: AF332597
Hossz:2584 bp

1

61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581

GGCACGTAAG
TGTCAAACGG
CCTTCAGGAA
TTTCCTGAAA
CAATGCTCTC
GCCAGCTGAA
TTGCTTAACA
ATAGACTTGT
CTGCAGCACT
CTTGAAAAGC
CATGTAGAGA
AACACTTGCC
ACACAAGACC
CCCAATACAC
CAGGTGCTTG
TGTAGGAGCA
TAGAAATTAA
GCAGGTACAA
TGGGTAAAAG
CATACACTTG
TTCGAGACAG
CCCCCCCTGT
CCATATTTTG
ATTTACAAAG
TTAAACAAAA
TGTCATTATT
CTTCCATCAA
GCTGCAGCTC
ATCTTATCCT
TTTTAAAGTC
AATGATCCTT
TTCAGCAGTT
ATTTAAGTCC
GTTTAAATTG
AGGTTCCCCA
CTTCTTATCT
GTCTCCACAT
TTTAACTTTT
TATGCTTCGA
TGTGCTCTTT
GGACAAGGGT
AAAAGCTTTG
CTTTTTTGGT
TGCC

TACTAAATTG
AGTATGAGAC
AGGCAGTTAA
TACATTTTAA
ATGGTGGAGT
AGTGCGCCGA
CCACATTAAT
TGATGCCGGA
TGGTAGGGAG
AGGTTTGAAG
GTGATGGTAG
TACAGAGTGA
AAAGTAAGGA
AAACACCTAG
TCTAGTCTAA
TCAGGCCAGA
ACAGATTATT
ATGAAGCCTA
AGCAGATTCA
ACCACAAATG
CCGTAGCCTG
AAACATTATA
GGGAATAGAG
ATATCTGCAT
ATTCACAATA
CTTTGCTTCT
AAGACCTGCT
CATTAATTGT
TGGAATTTCA
TAAACCTTTT
GGTTATGTCT
CGTTGGGACC
CTTAACTATA
AACATTTATG
CTGGTCCAGT
CCCTTCCATC
ACTGGAAGTG
AGTTGGTAGA
AACCAGAAAA
TTTTTTTTAC
TTCTGTGGGG
TTAATGCAGC
TGTTTCCCTG

TAGCATCTAC
ATGGCTTAAT
AGCCAACAAC
ACGTTTCACC
TGAAGGCTCG
TCAAAGTGCG
GAAGAAATGC
AAACACCATC
CTCTGACTAG
CTCTCTAATG
GTTTCTTCAC
GCATAAATAA
GCACAGAATC
AGACCAACTT
TGTATTTAGC
GGCATCAGAA
TTAAAACAAA
GAAAAAAGAA
GTAACCTTTT
GGACACCTAC
CCACTCTGCT
TTCACAAAAG
ACTCATTAAT
GAAAAACAGT
ACCAATAACA
TACCTGAACA
ATTTAAGTGC
TTACTGCACC
CTGGATTGGG
TCTTTAAAAT
TTCTTACACA
AACTTTTCAG
AAAGCCAGTG
AAAAGAGCAT
GATAAGGACT
CCTTGATAAT
GTTGTCTTCG
TGACAAAATG
CATGCAGCAT
ATATCTCTCT
CAATGGGGAG
AACGTTAATA
TCAATGCCTA

111

AAGTAACTGC
TTGTGTTCTT
CCAGAAACTG
ACCATCTGTC
TCTAAGATAT
GTAGGTTTGA
ATGTATAATG
TGTTCATTGA
AAGATTTTGA
CCAGTTCCTT
TTGGTTTCTT
ATTAATACAG
TTTAATGGCA
CAAACATACC
CTTGCAGAAT
GTAGGCTACT
AAAGGCATTT
AACAGGATAC
CTGTGGACCT
AGGTATGTCC
CCTGATGCCT
AGAAACATTT
GAGCTGTTAA
GATGGTTTTA
CACTACCTGC
CTGACAACTT
TTAAACTAAT
TGATTGTGTT
AGCTACTGAG
TAATTCAATA
ACAGCAAAGG
CATATGATGG
AATAAGAAAT
TTTGCAAAAG
GTGTTTACCC
GCTCTGTTTT
CGCTGTGTGT
TGGGGTTCAG
CGTCAACATT
CTGTGGCTAA
TCAGGGTCTG
TATGATATTG
ATTTTGCTAC

TAAATTGTGA
GACTTTAGTT
TATTTGCTGG
AGACTTGGGA
TGGGCGGGAC
GATACAAGCC
AATTGTATTT
AGCGACTTCT
AGGAGGCACA
TGTAACATTT
CAATCTCTTG
CATTTCTGAT
GTTAGATTTA
TCAAGTTTGT
TAAACTGGAC
GCTGTCTCAA
AAGCATGTTG
TTACTGTCAG
TGGGTGCTGG
ACCTGTTCAA
CTGGCCCAAT
TTAGAAATGC
AGGGTGCCAG
ACCAAGTCCT
ACCCTACAGA
CTCCCTCCAC
TAACAAGTCT
CAGTTCATCA
ATGTTTTAAT
AATTCATTAT
CCTTAAATAT
TTCAAAGACC
TCACTCATAC
CACATTATTC
AGAAGTGAAA
TATTAGAATT
GCTAGATTAG
TTCCCACCAC
GGCTCTGAAC
TTTTACACTC
CCCACTCCTG
TTTTTAAAAG
CACACATACA

IVARSPECIFIKUS ES KONTROLL FRAGMENTEK

AGACTGTCCT
TCGTTGCACA
ATGTAGTGGC
CTGAAGGGAT
GTTGTTGGAC
TCTACCTATA
ATAATTTCAG
GAAACTATTG
TTTGGTTTGG
ATCCTCTCTA
AGCACATTTT
CCCATGTTGA
GAGCTACCTC
GGATTTTTTG
AGGTGGTGGA
AGTAAAGCTG
TGCATCAGAT
TGAGAAAGTT
GCTACATCAG
TCGATGCACC
ATTCCTACAT
TGCATCACAA
TCTGCTCAAG
ACATATAAGC
TATTAAGGCA
TCAAGAAATT
GATCTGATTG
AAGGAACACA
GATTTTAATG
ATAAAGTTAA
GACTCCAAGT
CAACTTCTAG
TTTGGTCATG
ATCCTCTCCG
CACCTTATTC
CGACTTTAAT
ATGTATGTAT
CGAACATTTT
ATTCCAGCGT
ACCCCTGAAA
AGATCCAGCT
TGATTGTGCT
TTAGCTTACG



Mellékletek

Név: Cga_Y2
GenBank Azonosito: AF332598
Hossz: 483 bp

61
121
181
241
301
361
421
481

GAATTCGCCC
AGGACGTAAC
CAATAGTCAA
GCTGATGTAT
TTTAATCCAG
AACTGTAAAT
GGTGCCGGGT
AAAACAGACT
TTC

Név: Cga_ K1
GenBank Azonosito: AF332599
Hossz: 691 bp

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

GGGCACGTAA
CAGAGCACAC
GCTCTTGGCC
AAAACAATAT
AGAGAAGAAG
GAATTCTCCG
CGCTCCATCT
TTTATTTCCA
GGTGTTACTG
GCGCAACCGA
ACTCTCCCGC
TTTATCTCCT

TTTCTGTTCC
ATTACTATAA
ATTATCATTG
GTGTCTGTAT
GTTTCTGTTA
GCTTTAGATG
GCGCATTCAG
TTCTGAGTTT

GACCGATTGT
AGCCTGCGCT
ACTGTAACGT
GCTTGCTTAC
AACCCGGCGC
GCGCGCTCTC
CAAGCTCCAG
GCTCTACCTC
GTGGGTGATT
CGGCTTACCG
CACCTGAGGT
TTTTCAAGAC

CCCCCCCTTT
AGAATTTCAA
TGAATAACTG
CCAGGAGGAC
AACAGAGTAT
TGAGAGATCT
TGTGATCTGA
TTCTAAATTT

TTGACCGTGT
TTACTTAGTC
AGCCGCCACA
ATCAAACTGG
AGCTGCTGCA
AGCCCGGTGT
CTCCCGCAAC
CCTCGTTTTT
TCATTACCTT
TCGAACTCCG
AAAATCTGCG
CCTTACGTGC

TTATTGTCTG
ATGAATTAAA
CGATGCCTCC
TAGCTTCATT
ATTAAACTCC
AATATTTAAC
GTTTGTGGTC
GTTTTTAGCT

CGTAATCCAA
AGCTTACATT
CGCTCAAAAG
GGTGGTGGGG
GGTAACTGAG
AACCAGCTAA
CGAAGACTTT
AGAACCAAAA
ATGCCTGGGG
TCAGTGTTGA
GCTCAATTAG
C

112

TTGCGGCCTG
TTTGTGTCCG
TCCCCTACCA
AGAGCTACAT
TGATCCGTGA
AGTCCTAGCT
TTTATGTTAA
CGGGGAACAG

ACTTTGCTCG
GTAACAAGAG
CTATAAAATA
TAGTAACTGG
CGAATGACGG
AATCTCACCG
GAGTCTCCGT
GTTGTTCTGA
GGGCATGGAG
AGCGTCCTCG
TGTGCTACGC

ACCCTAGACC
TGTTTTTGTA
GTTAACCGAG
ACTCATCCTG
TAGTTTCATT
TCAGATCAGA
TTAAATTACT
AAAGGGTGAA

ATAGGCAGCG
AGCCCACATC
GCTAGGTACT
GGCAGAAAAG
AGAGGCAGGG
AAAATGCTCC
TTCCTCTCGT
TCTGTCAATT
GGTGACTGTG
TCCTCAATGT
AAATATTTTT



Mellékletek

M6 A CgaYl SZEKVENCIAVAL LEGSZOROSABB HOMOLOGIAT

MUTATO Clarias batrachus KLON SZEKVENCIAJA

Név: A08
Meéret: 325 bp
1 CCTAGTTGGA
51 ATGTGCTGTG
101 ACCATTGCAG
151 ATCACTAGTT
201 ATCAACAGGT
251 TTAAGATCAC
301 CCAAGCATCT

CTACAGAGGT
AATCTACAGT
GTTGCATCAG
GCAAGTTTCT
TCTGTTATAC
TTACATTGAT
ATTTCTGTGG

TCCTAGATGG
ATGTGAACTG
TCAGAAGAGA
GGTGGCAGCT
TGTAAATGTT
TATCAATTAA
GGATC

113

ATTAATGGAT
CTTGTATCTC
AGTTTAAGGT
GGCTACAGAG
ATAAATATAG
TAAACTGGTG

GGTGGAAGAT
TTTTTTTTTC
GCATGGCTGC
TAAAGGTAAT
CAAAGGTCAT
ATGTGCGCAC



Mellékletek

M7 A HOMOLOG-KERESES SORAN AZONOSITOTT CLARIAS

BATRACHUS MIKROSZATELLIT PRIMER SZEKVENCIAL

Azonosito gze:rﬁ)?iltl; Primerek (5°-3’)

Cha0l | AY169256 | b cGANCACCOCGGEACTCG
| vionss | AT
Chba04 | AY169259 | b TGGCAGGAGTGGTCCAGAT
Cba0S | AY169260 | b CCAGGAGACTTAGGGCACAT
Cha07 | AY169262 | b A GAGATGACGAGOTGCTOGAGTC
Cba08 | AY169263 | b 1A 1GANGGCACGTCATAACTGE
Cba09 | AY169264 | b 1 CGTOCAAAGACATGCAGAGTAG
Chall | AY169266 | b CrGOGCGGGTTTCAGAATGITAGG
Chal3 | AYI69268 | 1\ CTGOGCGOAGACGAGA
Chald | AY169269 | o CCxreaceTTTCCTCCTecTG
Chbal7 | AY169270 | b CACACCAGCAGTAACACGAGTC
Chbal9 | AY169271 | b GGCATGTOTTATAACATGTGAGG
Cba20 | AY169272 | b CCARACGOAGCGOACAGG
Cha21 AY 169273 E: AGTTGGCAGCTTGCTTTCCTCAA

: AGCAAACGCAGCGGGATTGTA

114




Mellékletek

M8 A CLARIAS BATRACHUS GENOMI KONYVTARBOL
SZARMAZO  MIKROSZATELLIT TARTALMU  KLONOK
SZEKVENCIAI

Név: Cbal1

GenBank Azonosito: AY169256
Meéret: 1035 bp

1 GNATCCGTCC TGCCTGTGCC TGTCTGCTGA TGTTCATCTG TACAACACGG
51 TATCATGTCT TATTGCACTC TATTATCATG GACAATCTCT GCGACATCCC
101 ATAATTCCAC TGACAGGACG AACACCCCGG CACTCGGAGG GGACTGGGTG
151 TAAATCTTTA GAGATGTTTC TCTTAACGTG ACACAGCGAT AATATTGTAA
201 ACTGTAGTTA TAAATATGGC ATCTATGCGC ACACACACAC ACACACACAC
251 RACACACACAA AGACAAAAGG CCTCCTCATC ATCTGTGGAA GTCATGTGAC
301 TGGGTGATGT CAATAACAAG CCAAATGTTG CTCATATGAC CATGGAGGCG
351 GAGTGARAAA GTCAGGGACA AGGTGTTCAC TCAGTGACTC ACAACTCACT
401 GAATCATTGA TTAACCAAAT CATTTAATCA CTGGTTCGCT GCTCAATGAA
451 CCACTGAATC TCASACTCAG TGAATCATTG AAGTCCCGAC TCATCAGATT
501 ATTTAAATCA CATGAACCGC TGCATCGCCA GCTGAATGAC TTCTATCGCT
551 GACCCAGTGA ATTACTGAAT CACAAAGTGA ATGGAACGCT GAATCAATGA
601 ATCACTGAAT CTCCGACTCA CTGAATCACT CACTCGGCAT CATGTCTTTG
651 TGATGGCGCA TGATGTGTTG GTTTTTCTCC GACGGTCTCC GGAAGCCCTT
701 GGAGCARAAC TGGCAACGAT GTGGATAATC CTTGGTGTGG ATGGAAATGA
751 CGTGGCGTTT GAATCCCGAG GCGTYTCCAG TGCTATAGTC ACAGTACTGA
801 CACTGATACA CACGCCGCTC CCTTGGTCCC TTGGCACCGA TCACCTTTTT
851 AATGATGGGA GCTCCGCCCA GAGCCAGCTG CGCCGCCCCG ATCGTCTTCT
901 TGGGCGGACT TCGCTCCTGC ATCTGTAACG AAGGCGCCGG TTGTTCTTCT
951 TGCTGTTCTG TCGCGTTCTG TTGCGTCTCC TGCTGCTGCT GTTCTTTAGT
1001 GTGAACGGAT AAAATGTGTC GACTCAACAC AAATG
Név: Cbal2
GenBank Azonositéo: AY169257
Meéret: 500 bp
1 GATCCAGAAT AATCGCGCGG CTTTAACCAG ATTTACGTCT TACGATCAGA
51 AAGAACCGGT AAAGAAATGA AACCTCGAGT GCGCTGATTA AAAAGTGACG
101 TGCAGTTTGG AAACCCTGGC TCGCCGATAA CAACTACCTG TTGATGAGCC
151 GTGCAAACGA TCCCGCCGGA GAGAGAGAGA AAGTCTGAAA TGCCACATGG
201 TTTTAAAAGC AAAGGTCACG ATCTAAAAGC AGATGGTGGA GTGAACAATC
251 GCCCTGCGAA CATCTCCACT CCCACTGCAG GTGTTTCCCT CCGAGCGGGA
301 CTGAGGGGCG CGGACTGTCT TCCCCCTGCC AGATAAAGGC CTTTTACACA
351 CACACACACA CACACACACA CACAACACTC TTGCATCTGA TTAGTGCTAA
401 NCAGCTGTCC TTTGTGAGTG CTGGAGCCAG TAACACGATG ACTCCCCTCC
451 GTNCGCCGGC CACCATAATC AGCCANATGG CACGAAAGCG TGACNGAAAA
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Mellékletek

Név: Cba03
GenBank Azonosito: AY169258
Meéret: 1057 bp

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051

GATCCCGTTC
GCCAATCAGC
CGGAGAGGAA
GCGGACTGCT
CCATGTCCGT
GAGTGCTGGG
AGCTTGGAAG
CAGCGTGGGT
TGAAAAATAA
GAAGTTTCAT
AAGAGGACTA
CTTCTGAGAA
ARATAGGCAG
CCAGAAAGCT
TGTTTGTTGC
GAAGGAGGAA
TCAAACAGAG
TGCTAATGAT
AATACAGACT
TGATGTGAGA
AATCACATAC
CTAGGTG

Név: Cbal4
GenBank Azonosito: AY169259
Meéret: 568 bp

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

AAGGGNANCA
TNATCGNANA
TCTGCGTTTA
TTTTTCAGGT
CACAAAAATG
AAGAAGTTTC
TAATCATTTT
ATATCAGGGT
ACTTGATGGG
GGTTACAACA
NAATATCTTT
CATCTATGAA

GTTAAAAGGC
TTCGAGCTTA
GGCGGGGGCT
CCGGCAGGAG
GKTGGTTAAA
CGTTTTAWTA
GTTTAACTTG
TAAGGTGGSC
ATAAATAAAA
TCATATTGAC
AACCACGCTG
TGGAGATGTG
CAAGCGGCTC
GTGTGAAATA
CGTTACTGTG
RARAAAACAT
CAGATTACTG
GATGTAACGT
ATTYTGGATT
GAGAGAGATC
ACCGAGTCAC

AANNCTGGGT
AGNCTTGNNN
TGCCTCGCAC
TTGTGTAGGN
TGTGGTAAAG
TTTGTCAGCT
CTGGGTTGTA
TGTGTTTTCC
CACTGAAACG
CACACACACA
CTCATTCCAT
AGNGATTT

GTCGCCTGCA
GGACCTCGGC
CGTGTCTCTC
GAATGCACAG
TTTACACGAA
TTTTTTTTCC
AACTGRAGTG
CTTGCCCGGA
CCMCAATACA
ACGCGTTCGA
CTGCAAATGG
CTGGTGTTCC
GATGGTTATC
TCTGCCTTTT
GCTGTCAGAG
GAAGCAGCAG
CAAAATAAAT
CTTGGARTTG
TKGTCAAAGC
AGACATCAGT
TCATTACTGT

NACCGGGNCC
ATNCGNAATT
ACCCCAANAA
AGATAAAACT
AAGACCATCA
TGAGTTATTT
ACCCATTCTT
TCCAGCGCAC
AGCACAAATT
CACACACACA
AAAANTAAGT

116

CGCGAGACTT
GGGGGCCATC
TTGGTGTCGG
CGCGTACGGW
TTACATCCGT
TAATTCCGCA
GACAGCGAGT
TATCTGTCTG
AATAAAATAA
ATTGGAGCTT
GTGAGTGCTG
TGAAGGTGTG
AGTCCTCGTT
CCCATTTARA
CATCAAGGGA
TTTAACTGTA
CCTTACACGC
ATGCAAATCA
TTCACTGTAA
GATCAGCAGA
TAATCAGCCC

CCCCCTNCGN
CCTGCAGCCC
CCATGACACT
GACATAAATA
TATTTTGCTG
CTACTTCATC
CAGATACATC
CCTGAGAAAT
ACTTCGGAAA
CACACACACA
GTGATCTGGA

CTATTTTGTA
GGCCAATTAG
TGCTTTGAAA
SKGTKRTATT
CAGGGTTGCC
CTGTCCATAG
GTAGCCGGAG
CCAAGCAAAC
AAGCATTATC
CGTACTAGAC
CTTTATTACA
ATTCAGGTTT
TATGTTTAAG
CATATTTGCT
GGAGGAGGAG
CATGCTCAGT
ATGTCTGCTG
ACAAGGCTTA
ATGTTGCTGC
ATCTCAGCTG
TCACATCAAT

NGTCGNACGG
GGGGGNATCC
TTCTGNACAA
TGAAAACACA
TTCTTTGACA
TGAAGATGAG
CTCCTCTTCC
CAGATCTGCA
AAAACAACTT
CACACATACA
CCACTCCTGC



Mellékletek

Név: Cbal5
GenBank Azonosito: AY169260
Méret: 644 bp

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601

GNATCCTTGT
AGCGGTGACC
TGAAAATCGT
CGCCAGCTAC
TTTTACTTTT
TGAGGTTGGG
GCGGTGCTGT
CTCGATTCCC
TACTCCGGTT
CGTTCCCAAA
TCTGTGCCCT
TGCCCTAAGT
CAGGATTAAG

Név: Cbal6
GenBank Azonosito: AY169261
Meéret: 314 bp

51
101
151
201
251
301

GATCCATGCT
CAGGAAAAGC
GATTCTCTAT
ACAACAAACT
CTTTACCTCA
CAATGTTGGT
TGGGTCACCT

Név: Cba07
GenBank Azonosito: AY169262
Meéret: 369 bp

51
101
151
201
251
301
351

GATCCTCGTC
CCCAGCTGAC
CAGAACGGTG
TCACAGACGC
TAAAACACAC
TGTGTGTGTG
TATATCTCAT
CCAGCACCTC

TAAAGTCACA
TCCGTTAGTG
TCTACACCCC
GATTCTTTTC
TACATGCAAG
AGTATTCATC
AGTGGTTAGC
GTCTTGGTGG
TCCTCCCACA
TTGCCTGTAT
GCGATGGATT
CTCCTGGGAT
CGGTATAGAT

TTAACATGCG
TTATGCGTCA
TACAAGAGAT
CTCAGTTTAC
TTTTGAATCA
CTCCAGCTCT
AATG

TGTGTTTGTG
CTTGTTTTTA
AGAATAAACG
ATCAAAGAGT
ACACACTCCT
TGTGTGCGCG
AAGTTATACT
GTCATCTCT

CAAAAAGAAA
TGTGTGTGTG
ATCTCCTTCT
AATGTTAAAG
TTACTGCCAC
GCTTGGTCTG
ACTGTCTCCT
TCTCCCCGTG
TTCCAAAGAC
TGTGTGAATG
GGCACCCTGT
AGGCTCCAGG
GATGAGTGAG

TAAAATAATT
TCTACCTATT
TACTCAGTTT
TTCTCTGCTA
ATGTGTATTC
GATGTCATTC

TCTCCTTCCT
ATTTGCTGGG
AGCAGAACAA
CCGAGTGCTG
GATACTCGTG
CGCGCTTAAC
ATAAAGTAGA

117

ACGTTTCCAG
TGTGTGTATG
CCTTTTTCTT
TGCAGATTAA
AGAAAAAACA
CCGGCTCAGC
TGCACCTCCA
CTTGGTGGGT
ACGTAGGTTA
AGTGAGTGTA
CCTGGTTGTA
CCCCCCGTGT
TGTGTGAGTG

AGCAAACCGC
GTTCCTGGAA
CATTTACAAC
AATGAGATGC
GCTGACCCTT
TCACAAGCCA

GCTCCGCCTC
CTGGAGGACG
CGTCCTGATT
TCGTGATCCT
TGTCTTATCA
TTACCTAAAG
AGTTATCTCA

TAAGCCAGAC
TATGTGTGTG
GTTTCACTCA
TTTGTGTTAT
GATATACCTC
AGGATGGTGA
GGGTCCA:GG
TTCCTCCGGG
GGCTAATTGG
TGTGTGTGTG
CCCTGCCATG
NCCCTGAATA
GATC

TGGCATAAGA
TACTGGAATA
AACAACAACA
GAAGTAAGAC
TCCACTGCAA
GTTCAGAGTC

CGCGTCGCGT
ACCTTGAGGA
GGGTTCTTCA
CCACTCCTTA
GCATCCAGTC
TTATAAAGTT
TACTGTGACT



Mellékletek

Név: Cbal8
GenBank Azonosito: AY169263
Meéret: 380 bp

1 GNATCCCATC
51 TAGGAACTCG
101 ATAACACATT
151 ATATCGATCT
201 ATGCGTTTAT
251 TTCATGACAA
301 TGTAATCACA
351 TGTGAAAATA
Név: Cba09

TAATAGCGTG
TTATAATATA
AATATTGTAA
ATATATACAT
GAAGGCACGT
CACACTGTAC
CACACACACA
TTATAATTAT

GenBank Azonosito: AY169264
Meéret: 420 bp

51
101
151
201
251
301
351
401

GATCCCTGCC
GAACTTGGTG
GTAGGCTAAT
TGTCCTGTGA
CCAACGCGTT
AAATCCCATT
TGAACAATAT
AAGCCTCCCG
CCCTTGAAAT

Név: Cball
GenBank Azonosito: AY169265
Meéret: 644 bp

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601

GNATCCTTGT
AGCGGTGACC
TGAAAATCGT
CGCCAGCTAC
TTTTACTTTT
TGAGGTTGGG
GCGGTGCTGT
CTCGATTCCC
TACTCCGGTT
CGTTCCCAAA
TCTGTGCCCT
TGCCCTAAGT
CAGGATTAAG

TCGGGTCCGC
GTTTCCACCT
TGGAGTCTCA
TAGACTGACA
ATATAGAATT
TGTATGACAT
ATAACATGTA
AAACAANAAA
GTACTACAGC

TAAAGTCACA
TCCGTTAGTG
TCTACACCCC
GATTCTTTTC
TACATGCAAG
AGTATTCATC
AGTGGTTAGC
GTCTTGGTGG
TCCTCCCACA
TTGCCTGTAT
GCGATGGATT
CTCCTGGGAT
CGGTATAGAT

TAGGATCTTC
CAGGCACTCG
TGAGCTGGAG
CTCAACTTAC
CATAACTGCA
ACGCCCTGTG
CACACACACA
AACAATATTT

CTGTGCGTAG
TTCTCATCTT
CACACAGTTG
TCCTGCCCAA
AGAGAGAAAG
TACCATAGGC
GCCAAAGGTG
TCTAGTTCTC

CAAAAAGAAA
TGTGTGTGTG
ATCTCCTTCT
AATGTTAAAG
TTACTGCCAC
GCTTGGTCTG
ACTGTCTCCT
TCTCCCCGTG
TTCCAAAGAC
TGTGTGAATG
GGCACCCTGT
AGGCTCCAGG
GATGAGTGAG

118

AGCTCCAGTC
TCATGTGACT
TCACATGACC
AATATATTTT
GAACCTTCTG
TTTCTGAGGA
CACACACACG

AGTTTTTTTA
TCCGTCCAAA
CACGTGTGTG
GGTGTACCCC
TTACTTTATA
TCCTACTCAC
ACGATATAAG
GTTAGAAGTT

ACGTTTCCAG
TGTGTGTATG
CCTTTTTCTT
TGCAGATTAA
AGAAAAAACA
CCGGCTCAGC
TGCACCTCCA
CTTGGTGGGT
ACGTAGGTTA
AGTGAGTGTA
CCTGGTTGTA
CCCCCCGTGT
TGTGTGAGTG

CCCAGGTGAC
AGGGCTCGAC
TATAGTGTAT
TGGACTTATG
TACGCTACTG
CCAGCGCTAA
ATGTACGTTG

CATTCTCTCA
GACATGCAGA
TGTGTGTGTG
GCCCTGTGCC
GCTAAGTCAN
AGGCTAAAAG
TAGAACTCAA
TCTGTGAATT

TAAGCCAGAC
TATGTGTGTG
GTTTCACTCA
TTTGTGTTAT
GATATACCTC
AGGATGGTGA
GGGTCCA:GG
TTCCTCCGGG
GGCTAATTGG
TGTGTGTGTG
CCCTGCCATG
NCCCTGAATA
GATC



Mellékletek

Név: Chall
GenBank Azonosité: AY169266
Meéret: 583 bp

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

GATCCATCCC
ACTCACTTCA
TCGGTGTAGA
TTATCTCTAA
CACTCAGCTT
TCACGCCTCA
AAATAAACAC
TGATTTTCTG
GTTTTTGTGT
GGGGCATTCT
TGAAACCCGC
TTCCGCTGCC

Név: Cbhal2
GenBank Azonosité: AY169267
Meéret: 258bp

51
101
151
201
251

TGAAACCCGC
TTCCGCTGCC
GTGCGTGTGT
CCTGGTTTTT
CATAAAANAA
GTGTGTGT

Név: Cbhal3
GenBank Azonositéo: AY169268
Meéret: 504 bp

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

CGGCTGGCCG
ATTCCATGCC
CACGCACTCA
CAGGAGTCAC
TGAGCATGAA
AGACGAGACT
TGTGCATTTA
GTATGTATGT
AGGAGTAAAG
GTCTCGCTGT
GGAT

AACAACTTCC
CTTGTCCCCT
AAATCTTAGA
CGAAGAGAGC
TCTTTGTACG
ACACCACCGC
ATTTTATAAT
CAGTAAAAAA
GTGTGTGTGT
GTGGTTTGAG
GCAGCACGCC
CTTTTGCCCT

GCAGCACGCC
CTTTTGCCCT
GGATGTGTGT
TGTTGGGCAC
ACATGGCANA

AAGAGTCAGA
TACTTCATAG
TCTCTAGATT
GCCATGTACA
TGTTCAGACG
AGAACCAGAA
TGTTCTGTAT
GTGTGTGTGT
TGTTACATAC
CTCTGATCAG

AGGTGCCAGT
TATATTTAAC
TTTATTTTGT
GATGGGCAGC
TTCTGCTCAG
GCTCGTCATT
TCAGTATTGT
CTCATTAATT
GTGTGTGTGT
CGTCGCTCGT
GGCTGTGTTT
GGATGTCAGC

GGCTGTGTTT
GGATGTCAGC
GTGTGACCTG
AGAAAGAATC
AACTCCAGGC

AAGACATCTG
TTTCCTGAAG
TGGGCTTGGT
GGATTTATTC
GACACATCAG
CAGGTGGCAT
GTATGTACTG
ATATACTGTA
AGCACGCAGA
GAAGCTTCCG

119

GTAACGAGAT
GTTAATCCCC
AATTAAGTTG
AGGGCTTTAG
GTGGATCAGA
CCATAGACGG
AACGTTGATG
GTGAGGAGAT
GGGACCCTCC
TCAGGGCATT
TCATCTCCGT
GTT

TCATCTCCGT
GTTGTGCCTG
CGTAAGAGTC
TGATGAATTG
TTCTGTGTGT

CCACTTGGTG
ATCATGTACA
CACGTTGGTC
CATCCATGAA
GTGAGAAATC
ACAGTGTACA
TATGTATGTA
TACTGTATGT
TGCAGTAGGA
TNCTCGCCTG

AATCAGTGTT
TTATGGATGA
CGAGATGGCA
TGTTTTCGTC
GCTTCAGTGT
AGGAGTCGCT
TTGTTCATTG
GGAAGAATCT
ATTTACTCTC
CCTAACATTC
TCCGCCTCGT

TCCGCCTCGT
CATTGTGTGT
AGGGATGATG
GAAAAAAATN
GTGTGTGTGT

TCACTTCCCC
GAGATGAGTT
ACGCTAACTA
CTAAATCTAA
ACCTGCGCGG
GTTACGACTT
TGTATGTACT
GTGAGTGTAA
GCCCTGGACA
GTGGCTCCCA



Mellékletek

Név: Cbhald
GenBank Azonosito: AY169269
Meéret: 305 bp

1
51
101
151
201
251
301

GATCCGCACT
CTGGGTGAGG
ACACACACAC
TCCCTACCAT
AATCCGTACT
AGGACAATAA
ATTCA

Név: Cbal7
GenBank Azonosito: AY169270
Meéret: 328 bp

1
51
101
151
201
251
301

GTTCCATACT
AGCCTCATTA
ACTGTGTGTC
GCACACACAC
CAACAGGAAC
GACTCGTGTT
TGTGTGTGTG

Név: Cbal9
GenBank Azonositéo: AY169271
Meéret: 270 bp

51
101
151
201
251

GATCCCATGC
GGTGGATGGG
CTATGTCAAC
TTTGAGCTCC
TGTGTGTGTG
CACATGTTAT

Név: Cba20
GenBank Azonosito: AY169272
Meéret: 429 bp

1
51
101
151
201
251
301
351
401

GATCCGCTTA
GATAGCACTC
ACTGAAGCTG
TCCTCCTCCT
ACCCACGGCC
TGTCAAAGCG
TGTGAAACAC
TCTCGCTCTC
ACGAAAAACC

CTCAGNACCT
AAGCTCACTG
ACACATACAC
TGTGACTTTT
AACGTACGAA
AAAAAAAACA

GGGGAACTCT
AGAACCGCCA
CAAGCAGACA
ACACACACAC
ATCAAGTTAA
ACTGCTGGTG
TGTGTGTGTG

CAGTACAGCA
TCCATCGGAA
CAATCCCATA
CACACAGTCT
TGTGTGTGTG
AACACATGCC

CACGTTCCCG
AGATAGGCTA
GGGCTTATTT
CCCCACCTCT
CACCCACAGT
CTGACTAATC
GCCATCATGC
TTTTCACCTC
ATTACAGTCT

TTGTTCTTCC
GCACACTGTA
ATCCCCTTCT
TGTTTGTTTG
TAAAACATGC
ATACAACAAA

AGNACATTTA
TAATAAAAGT
ACATACACTC
ACACACACAC
ACCTCTTAAC
TGCANCAGTG
TGTGTGTG

GGGCTAAATT
CCTAACACTT
TAGCCACACA
ATATTATGGA
TGTGTGTGTG

CTTCACTGTG
TTTGTTTCCT
GAAAGGGATC
TCTTTCGCTC
AAATTAATTT
AGTGGATTGG
CTAATAAAAG
ACCTGCTACT
CAAGGAGCA

120

ATCACCTTTC
ATACACACAC
TTCCTCTCTA
TCTTAATACA
ACACACACAC
AACAACACTG

TTTACTCATT
AGTCCAATTA
CAGTGCAAAC
ACAGACACAC
GTAAAGAAAT
TGTGTGTGTG

ACCCATAATC
ACACCCCATC
AATGGAGCAA
GATGTGTGTG
TGTGAGAGTG

CGGAGAAAGA
GGCCACATGG
TCTTCCTTTC
TGCCTCCTGG
TGACAAGGAA
GTTTCTGTAA
ACTGCCATTG
CCTGTCCGCT

CTCCTCCTGC
ACACACACAC
TGCTTTACCT
GCCGCACTCA
ACACCCGAAG
GGCCTCTCCA

TACATTTAAA
CTTCTGTATA
GAGGCATGCA
TGCACCACAG
CGATTCCATA
TGTGTGTGTG

AGGGCGTCAG
ATCAACACTT
ATTGCAATCA
TGTGTGTGTG
TGTGNGCCCT

AGGGCTCTTT
CTAGGTGCTC
CCTCACTCCT
AGCGCGACAG
CTTAAGATAA
GGCAGGGAGC
CGTCTCTCTC
CCGTTTGGAG



Név: Cha2l
GenBank Azonosito: AY169273
Meéret: 523 bp

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

CACGGGACGA
CGGATTGGCT
AGAAACTTCT
TGCTTTCCTC
GTCTCACTTC
AATCCCGCTG
AACCACCGTG
CCTCTCGCCA
AGAGGCCTGA
TTTAACGGCC
ACGGCTTGAG

TACTGTCACG
TAGTTTAATA
ATTTCTTAGT
AAAAAAATAA
GTTTATTCTT
CGTTTGCTTA
TACCAAACTG
CTCGGCACAC
AACTCTACGC
AATGTTTTTC
AAGGAGATGG

ATACCAATTA
TTCAATGCTA
ATTCAGGACC
ATAATGAATC
CCGTGTGTGT
ACATTGGGTT
CAAACCATGA
ATACAAGATG
TGGAAATCTC
TGCCATTGGC
ATC

121

CTGCACCATT
AAAGCATGTA
CTTCTGTCAA
CAAACTTACT
GTGTGTCACA
ACCATGAGGT
GACGTCCTGA
GATTGCTGTC
CAGCGTAAGC
TGCCACGGAT

ATCTTTGCAT
ATAAAATAAA
GTTGGCAGCT
TGTTCCACTT
AGTGTTGTAC
CACGTCTCCT
TGAGCCACAA
TCGAACACAA
CGAGACGTGG
GCCAGTCAGG



