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eredeti tdgazdasagaikba

Lehoczky IstvarT, Iveli¢ Dugke’, Jablan Ineg, Treer Tomislav?,
Bakos Jano$, Jeney Zsigmond

'Halaszati és Ontozési Kutatéintézet (HAKI)
?zagrabi Egyetem, Agrartudomanyi Kar (UZFA)

Kivonat

Vizsgalataink soran magyar és horvat pontyfajtaketigai valtozatossagat
hasonlitottuk ©ssze annak érdekében, hogy eld@itkea HAKI ex-situ
génbankjabol szarmazé egyedekkel potolhatjuk-e bszId& habord soran
elveszett és dsszekeveredett ponty tenyészéllorkanya vizsgalatokhoz hat
mikroszatellit DNS markert alkalmaztunk, melyek nefgse utan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a génbanki &lloro&inyisszatelepitése
biztositani tudja a fajtak elvesztett genetikataZhtossaganak pétlasat és ezzel
az elveszettnek hitt fajtak biztos genetikai hétter

Bevezeb

A volt Jugoszlaviaban tenyésztett pontyfajtdk aszlédv habord soran nagy
valésziriséggel 6sszekeveredtek. Minden teny&sgly gondolta, hogy a tiszta,
horvat pontyfajtdk orokre dibtek. Ebben a helyzetben a HAKI (Halaszati és
Ontézési Kutatointézet) és az UZFA (Zagrabi Egyetégrartudomanyi Kar)
kutatoi felismerték a HAKI ex-situ ponty éb-génbankjdban mégzott
Jugoszlaviabol szarmazo fajtak jelesdgét.

A vildg szamos orszagaban alakitottak ki a gazdaspdontos halfajok
genetikai véaltozatossaganak mieggsére mindex, mind in-situ génbankokat.
Ezek a génbankokéképp fajtame@rzésre szolgalnak, hiszen a tenyésztett
halfajokat nem fenyegeti a kipusztulas veszély&kabinkabb az egyes fajtak
genetikai  allomanyanak bdddilése (bottleneck jelenség), valamint a
génsodrodas (genetikai drift). Eurpaban mindeenjgs pontytenyésétorszag
tart fenn génbankot. Csehorszagban iazmitu medrzésre helyezték aof
hangsulyt. Az egyes halfajok, fajtak, tajfajtak remgsi és fenntartasi helyéil a
nemesit, valamint a tenyésé&tgazdasagokat jelolték ki (Flajshans és mtsai.,
1998; Flajshans és mtsai.,, 1999). Mindemellett aetikai valtozatossag
megirzése érdekében kialakitottak e@x-situ génbankot is, ahol tobb faj
spermajat konzervaltdk. Lengyelorszagban (Irnazard®95), Ukrajnaban
(Serman és mtsai., 1999) és Oroszorszagban (Kirpkov, 1999) szintén
fenntartanak ponty génbankokat, ahol hazai és kiilféjtakatériznek.
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A HAKI méar tébb mint negyven éve tartja fenn a gillegnagyobhin-situ
ponty génbankjat. A génbank éiBeges feladata kezdetben a kilonboz
nemesitési, keresztezési és hibridizaciés munkakboizkséges kilénb6éz
genetikai hattdr pontyfajtak biztositasa volt. Késb, mivel a tenyését
gazdasagok eredeti allomanyai fokozatosaninek vagy mas fajtakkal
keveredtek, a génbank szerepe is megvaltozéttfeladatava a mégzés, a
kiilénbdsd pontyfajtak, tajfajtak eredeti genetikai hattéwald fenntartasa valt. A
génbankban ,fénykordban” 17 hazai és 15 kilfoldntpfajtat 6riztek (Bakos,
1975). Ezek kozil néhany az eredeti kialakulasiydsztési helyén ma mar nem
talalhatdo meg. Az utdbbi években a fajtadregs tAmogatasi rendszere atalakult,
ennek megfeléen a magyarorszagi tajfajtak fenntartdsadt az edredet
fajtatulajdonosok folytatjak. llyenek a hazai t@fix kozil a palkonyai, a
sumonyi, mig a kulféldi fajtak kézill jelen munkavéfizéséig ilyenek voltak a
nasicei és a poljanai fajtak is (Bakos és mts&971 Bakos és Gorda, 2001). A
génbankban fennmaradt a két tajfajta eredeti g@malhya, amely
Horvatorszagban valéstileg eltint. A két intézet egyttfikédve hajtotta végre
a két fajta genetikai vizsgalatat és visszatelspftélorvatorszagba.

Anyag és modszer

A genetikai mintdkat Magyarorszdgon a HAKI génbabkin fenntartott
nasicei és poljanai pontyfajtakboligipttiik (1. és 2. kép), mig Horvatorszagban
a mintagyijtés Poljanan és Nasicén tortént. A 4 fajta 6sszd0 egyedéh
gyijtottink farokiszé mintdkat, melyeket 96%-os ethanl tartésitottunk és
taroltunk a felhasznalasig.

- =

1.kép. Poljanai tikrésponty 2.kép.Nasicei tiikrosponty

A teljes genomikus DNS kivonasa a mintak fehérjatmanak Proteinaz-K
(Proteinase K from Tritirachium album Sigma-Aldrich) enzimmel valé
emésztése utdn magas sé koncentracié alkalmazaséméadt (Miller és mtsai.,
1988). A kivont mintakat fagyasztéban taroltuk #hdesznalasig. Felhasznalas
elstt a mintak DNS koncentraciéjat és a DNS é&ségét agar6z
gélelektroforézissel, valamint spektrofotométersséri"Spec Plus, Bio-Rad)
hasznaltunk. Sziikség esetén a mintat higitottulyy e Ujboli kivonas mellett
dontottink. Ezzel az eljardssal a PCR-hez szuksggesiyisé és midsédi
DNS-t tudtunk eallitani a mintakbol.

A genetikai vizsgalatokhoz alkalmazott mikroszatdlINS vizsgalatot mar
eddig is tobb kutatdcsoport alkalmazta magyar édfélkiii pontyfajtak
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jellemzésére, igy ezen markerek alkalmazasa viasgdban kézenfekvvolt
(Lehoczky és mtsai. 2005a és 2005b; Bartfai ésimt2@03). A vizsgalt hat
mikroszatellit I6kusz (Crooijmans és mtsai., 19@8ptében fluoreszcens (Cy5)
végjelolés primereket alkalmaztunk.

A PCR (GeneAmp 2700 PCR system, Applied Biosystegts)ciklusa egy
2 percen &t tartdé denaturdlé Iépés 94°C-on. Eztettévharminc cikluson
keresztil 40 masodperc 9€-on (denaturalas), 50 masodperc 55°C-on (primer-
annealing) és 90 masodperc 72°C-on (elongacioutéisé ciklus 10 perc 72°C-
on, amely lehélvé teszi aTaq polimeraz [Sigma-Aldrich] termindlis transzferaz
aktivitasanak kifeje@dését. Annak érdekében, hogy a kildribdakuszokon
medfigyelhessik az allélek véltozatait, a PCR t&ekét 7%-0s denaturald poli-
akril-amid gélen (32% formamid, 5% karbamid) vatetizk szét ALF Express Il
(Amersham Biosciences) fragmens analizalé beresdezéA PCR termékek
méretének meghatarozasa érdekében az amplifikaitékek mellett méret-
standardot (50,100,150,200,250,300,350,400,450 &9 Hp hosszusagu
méretstandardok, Amersham-Biosciences) és ismeretimétandard mintakat
futtattunk. A gélek értékeléséhez a Fragment Amaly$.03 (Amersham-
Biosciences) szoftvert alkalmaztuk.

Az allélfrekvenciakat, az allélek atlagos szamatnegfigyelt (H) és vart
(He) heterozigozitas értékeit minden fajta esetéeb&EAEPOP szoftvercsomag
segitségével szamitottuk ki (Raymond és Rouss@g)19

A Hardy-Weinberg egyensulytol valé eltérést (t mples a heterozigota
deficit valosziiségi (p) értékeit ugyancsak a GENEPOP szoftvercggaia
teszteltik. Az egyes l6kuszokon megjélergyedi alléleket a Convert 1.31-es
szoftverrel detektaltam (Glaubitz, 2004). A beltésgtettségi koefficiens értékek
(Fis -érték) kiszamitasdhoz és 6sszehasonlitdsahoamivdl az allélgazdagsag
(allelic richness-A kiszamitasahoz és az egyes l6kuszokon megfigfigiok
megszamlalasdhoz az F-Stat programot (Goudet, 1#8&)naltuk.A fajtaparok
kozotti Nei-féle 3 (Nei, 1972; Nei és mtsai., 1983) genetikai tavplsaték
kiszamitasahoz (eredményeink értékelése soransteialiuk az adatbazisunkat,
amelyben az eddig elvégzett mikroszatellit vizsgddaredményeit taroljuk) és a
beblik generalt "csaladfa" (dendrogram) elkészitéséfeeighbour Joining
modszer- NJ) a Populations (Langella, 1999) éseeview szoftverek (Page,
1996) segitségét vettiik igénybe.

A visszatelepitési munka soran intézetiinkben at&gajta egyedeit
mesterségesen szaporitottuk. 100.000 db haromnidpedt adtunk at a két
halgazdasag képvigehek, hogy visszatelepithessék ezeket eredeti
tégazdasagaikba. Az élyisszatelepitési kisérlet logisztikai hibak misdinos
kudarcot vallott. A HAKI és az UZFA ko6zétti Ujabb gwittmikodés
eredményeként 2007-ben a harom horvat pontyfageewdisszakerult szarmazasi
helyére. Az Ujratelepitési program mindkét gazdasAgsikeres volt. A halakat
azbta tobb alkalommal elléniztik és megbizonyosodtunk réla, hogy jol
fejlédnek, egészségesek és jo alapot szolgaltatnak eggjeegy anyaalloméany
kialakitasahoz.
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Eredmények

A két intézet koz6s munkajanak légh eredménye, hogy a horvat fajtak
stabil, életképes allomanyai visszakeriltek azokbaalgazdasagokba, ahol
eredetileg tenyésztettéiket (3. kép). A kétnyaras pontyok egészségeseldlés j
alkalmazkodtak a "régi-uj" kérulményekhez.

3. kép.Nasicei tikros pontyok a vIogatéasztaI_ona DcMiI]'oanban talalhat6
Nasice halgazdasagban

A genetikai vizsgalatok soran kiderilt, hogy mindgy@nbankban, mind a
horvét togazdasagokban tartott fajtak allomanyarstzkansan eltérnek a Hardy-
Weinberg egyensulytdl és a vart heterozigoztakeékténajdnem minden esetben
meghaladjdk a medfigyelt heterozigozitas értékeketi a beltenyésztésre utald
jel. A génbankban fenntartott fajtdk genetikai @a#ttossaga meghaladja a
horvatorszagi tdgazdasagokban tartott fajtakét. @nbanki fajtak atlagos
allélgazdagsaga (A meghaladja a horvatorszagi farmokrél szarmazé
allomanyokét (1. tdblazat), ami azt jelzi, hogy att tenyésztett fajtdk a
beltenyésztésnek/nem tervskertenyésztésnek koszonbeh elveszitették
genetikai valtozatossaguk egy részét.
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1. tAblazat: Az egyes fajtak I6kuszonkénti- és atlagos allélgasdga

Fajta
Lokusz Nasicei Ge_nbgnkl Poljanai G?”b"’?“k'
Nasicei Poljanai
MFW1 8,7 11,0 8,5 11,1
MFwW4 7.3 6.1 7.4 10,7
MFW6 5,6 5,4 8,6 7,5
MFW7 7,8 7,5 9,1 10,6
MFW16 4,6 9,4 4,4 10,6
MFW28 7.8 9,5 10,4 8,5
Atlag 7,0 8,1 8,1 9,8

Mind az atlagos I6kuszonkénti allélszam, mindigeaz egyedi allélek
szama magasabb a génbanki allomanyok esetében &@lazat). A
beltenyésztettségi koefficiens  JFminden esetben magasabbnak bizonyult a
horvatorszagi fajtak esetében. A magasabb beltetetées®g oka nagy
valésziriséggel abban keresendhogy a haboru utéani fajtafris§iszaporitasok
soran kevés anyahalat hasznaltak. A vizsgalatokkbaysagat jelzi, hogy a
besorolo (assignment) teszt soran az egyedek 9at4sikerilt besorolnunk sajat
fajtajaba.

2. tablazat Az allélek szama az egyes fajtak és I6kuszokéesetirojelben az
egyedi allélek szama

Fajta
Lokusz Nasicei Génbanki  Poljanai Génbanki
Nasicei Poljanai
MFW1 10 11 (3) 10 (4) 14 (4)
MFwW4 10 (2) 7 8 (1) 13 (2)
MFW6 6 7 10 (3) 10 (3)
MFW7 10 (2) 9 (1) 11 (1) 13 (3)
MFW16 6 (1) 11 (5) 6 (1) 14 (4)
MFW28 9 11 (1) 13 (1) 10 (1)
> 51 (5) 56 (10) 58 (11) 74 (17)
Atlag 8,5 9,33 9,6 12,33

A fajtaparok kozotti Nei-féle genetikai tavolsagtékektdl készilt NJ
csaladfa az 1. abran lathatd. Erdekes megfigydhoigy a horvat fajtak
genetikailag kozelebb alnak mind az azsiai fajtakhonind pedig két
vadpontyfajtankhoz, mint a magyarorszagi tenyéstgakhoz.
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Ukrar

Amuri vadponty

Fresinet

Dunai vadponty

Tiszai vadponty
Koi

Vietnami
Nasice

Génbank Nasicei
Génbank Poljanai

Poljanai

Szarvasi 15-0s
Tatai tikros
' Szarvasi 22-es

4| Sumonyi

Felssomogyi

Nagyatadi
Mérichelyi
Szegedi

1. 4bra. Pontyfajtdk NJ csaladfaja

A genetikai vizsgalatok igazoljak, hogy a génbankilomanyok
visszatelepitése biztositani tudja a fajtdk ehattzjenetikai valtozatossaganak
poétlasat és ezzel az elveszettnek hitt fajtk bigenetikai hatterét.
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