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Abstract

From interspecific breeding of weatherfish (Misgurnus fossilis) eggs and crucian carp (Carassius carassius)
sperm, viable larvae were hatched. Two female fish were reared until their sexual maturation. The applied
PCR-RFLP genetic methods did not show male genom (C. carassius) in the juveniles so ginogenetical origin of
the two individuals was proven. Eggs from further reproduction of a female fish was fertilised by sperm of
weatherfish. Eight viable larvae were hatched (F1R1 generation). The results of chromosome preparation
suggested two F1R1 offsprings were tetraploid (4n=100) and two offspring hexaploid (6n=150). This is the
first result that describes hexaploid (150 chromosome number) M. fossilis.

A réticsik (Misgurnus fossilis) szaporodasanak egyik jellegzetessége az eltér6 ploiditasu
utédok létrejotte, melynek szabdlyszer(iségei kevéssé ismertek. A faj jelenleg elfogadott
kromoszéma szdma 2n=100 (Raicu és Taisecu 1972). Drozd et al. (2010) megfigyelése
alapjan a triploid, az 4tmeneti aneuploid és a tetraploid egyedek el6fordulasi gyakorisaga a
természetben 1:1:4. Diploid egyedeket nem taldltak. Az aneuploid kromoszéma-
szerelvénnyel rendelkezé egyedek a triploidok és a tetraploidok keresztezésekbdl
szarmazhattak.

Célkitlizésiink a faj egyik szaporodasbiolédgiai jellegzetességének és a poliploidizacios
képességének a vizsgalata.

Szaporitds

Két ikras réticsik anyahalat (testtomeg 17,8-23 g) hormonadlisan indukalt szaporitasi
eljarassal (Demény et al. 2009) ikrazasra birtunk, és a lefejt ikratételeket egy széles
karaszbol (Carassius carassius) szarmazé spermaadaggal termékenyitettiik. Egy ikratételbdl
3 életképes utdd kelt ki, melybdl 2 ikrast sikertlt felnevelni laboratériumi koriilmények
kozott (Buza et al. 2015). A kovetkezd évben a két ginogenetikus utdd (alaktanra réticsik
jegyeket mutattak) ikrait is réticsik apatol (testtomeg 24,5g) szarmazd spermaval
termékenyitettiik.

Kromoszémavizsgdlatok

A kromoszéma preparalasat a frissen kelt vagy néhany napos larvakbél Miskolci et al.
(2005) protokollja alapjan végeztiik. A sejtosztédas metafazisaban teriilt kromoszémakrol
késziilt digitalis képek alapjan tortént a kromoszémaszamlalas.
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Molekuldris genetikai vizsgdlatok

A genomidlis DNS-t az anyahalak tszoéjanak szovetébd], illetve a larvak fél testébdl
izolaltuk fenol-kloroformos eljarassal. A vizsgalatban szereplé fajok genomi DNS-ének
elkilonitésére egy 4j PCR-RFLP markert fejlesztettiink, génbanki szekvencidk vizsgalata
alapjan. A marker primer szekvenciait és jellemz6it az 1. tdbldzat tartalmazza. A PCR profil a
koévetkezé volt: 94 C°-on 3 perc el6denaturacié; 94 C°-on 1 perc, 60 C°-on 1 perc 72 C°-on
1 perc, 38 ciklusban; és 72 C°-on 10 perc végsé extenzi6. A PCR termékek kimutatasa
1,5%-o0s agar6z gélen (Promega) tortént, ethidium-brom festéssel.

1. tabldzat. Alkalmazott primerek és restrikcios endonukledzok
Table 1. Applied primers and restriction endonocleases in the experiment

. o PRC Restrikcios Emésztés utani
Primer neve Szekvencia 5'-3 ., . .
termék |endonukledz fragmentméretek
Rhodopsin 1F |[TCACCATCGAGCACAAGAAGT 583 b Taql M. fossilis :154 /429bp
Rhodopsin 1R |[CGACCATGCGGGTGACCT p 9 C. carasius: 7/147/197/231

Réticsik x széles kdrdsz (indukdlt ginogenetikus) szaporitds eredménye

Réticsik  ikratételeket széles kardsz spermiummal termékenyitve életképes,
morfolégiailag réticsik utédokat nyertiink: harom larva kelt ki 1210 ikrabdl (kelési arany:
0,24%), két ikras egyedet sikeriilt felnevelni ivarérett korig.

Ginogenetikus réticsik x réticsik tovabbkeresztezés eredménye

Kovetkezé évben egy ginogenetikus uton létrehozott és sikeresen felnevelt ikras
(testtomeg 11,57 g) indukalt szaporitasa soran kis mennyiségii ikrat nyertiink (ikratomeg:
0,42 g), amelyet réticsik spermiummal termékenyitve (30,34 %-os termékenyiilés) nyolc
utédot kaptunk (F1R1 generacio). Ezek koziil négyen kromoszéma-, illetve DNS-vizsgalatat
végeztlink, négy taplalkozo ivadék a nevelésiik soran elpusztult (tartasi hiba).

A ginogenetikus dton létrehozott ivadékok kromoszémapreparaldsa azt mutatta, hogy
két egyed hexaploid és két egyed tetraploid volt. Fontos kihangsuilyoznunk, hogy a
természetbdl még nem irtak le tetraploidnal nagyobb kromoszémaszerelvénnyel rendelkezd
réticsikot. A réticsik és kardsz anyahalak, illetve utédaik DNS-mintazatanak
Osszehasonlitasa alapjan (1. dbra) apai karaszfragmentek nem detektalhatéak az utédokban.
Az alkalmazott PCR-RFLP moédszer egyértelmiien kizarta az apai C. carassius 6rokitéanyag
jelenlétét az utédokban, mivel a nuklearis 6rokl6dést marker csak az anyai allél jelenlétét
mutatta. A kisérletben szerepld kiilonb6z6 ploiditasu réticsikok kromoszémaallomanyat a
2. dbra mutatja.

A ploiditasi szint valtozasaval kapcsolatos eredmény magyarazataban japan kutaték az
azonos genusba tartozé6 M. anguillicaudatus fajon végzett megfigyelései segithetnek
(példaul: Arai et al. 1993; Morishima et al. 1995, 2002, Itono et al. 2006, Li et al. 2011).
Ennél a fajnal ginogenetikus utédok hozhaték létre tetraploid ikras ikrajanak ultraibolya
fénnyel besugarzott normal diploid csiknak, pontynak (Cyprinus carpio) vagy aranyhalnak
(C. auratus) a spermajaval (Arai et al. 1993; Morishima et al. 2002). Itono és munkatarsai
(2006) arrol szamoltak be, hogy a klonozott csikok diploid ikrdja a premeiotikus
endomitodzis citolégiai mechanizmusa utjan keletkezik. Ennek soran a kromoszémaszam
citokinézis nélkiil duplazédik meg a meidzis sordn, az oogdnia kezdete el6tt, és két, latszolag
normal meiotikus osztédas megy végbe. Tetraploid ikrasok és diploid tejesek keresztezését
kévetben a masodik sarki test lefliz6désének gatlasaval pentaploid egyedek jonnek létre. A
triploid és pentaploid kromoszémaallomanyt ikrasok ikrajabol életképes utdédok fejlédnek,
amennyiben normalis, haploid spermiummal lettek termékenyitve (Matsubara et al. 1995).
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Rhodopsin 1F-1R

38

Misgurnus fossilis Q
Misgurnus fossilis
Misgurnus fossilis &

¥ Carassius carassius &
Offspring 1
Offspring 1

&Carassius carassius &
aMisgumus fossilis @
nMisgumus fossilis @
il Offspring 1

ot
A
f._‘(;j.
w
S
w
=]
=
=
oD
.
=
=

VEEEEL

|

A B
1. dbra. A Misgusrus fossilis x Carrassius carassius keresztezés PCR-RFLP mddszerrel kapott termékei 1.5%
agaroéz gélen vizualizdlva. A: PCR termékek, B: fragmentek a PCR termékek restrikcidés endonukledzzal térténd
emésztése utdn
Figure 1. PCR products gained from Misgusrus fossilis x Carrassius carassius crossings visualized on 1.5%

agarose gel. A: fragments from the PRC reaction B: Fragments resulting from digesting of PCR products
with restriction endonucleases
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2. dbra. 150 kromoszémaszdmui (hexaploid), 100 kromoszémaszdmui (tetraploid) és 75 kromoszomaszdmu
(triploid) réticsikivadékok kromoszémakészlete

Figure 2. Chromosome set of hexaploide, tetraploide and triploide Misgurnus fossilis offsprings with chomosome
numbers 150, 100, 75 respectively

A ginogenetikusan létrehozott M. fossilis feltehet6sen polaris testeket ki nem 16k6
hexaploid utédokat (ikra: 3n, polaris test: 3n), valamint egy polaris testet tartalmazo
tetraploid utédokat (ikra 3n, polaris test) hozott 1étre. A kisérleteket tobbszori ismétléssel
végeztik (réticsik x széles karasz Kkeresztezést az ellendrzé réticsik x réticsik
termékenyitésekkel 8 alkalommal), ahol a tébb szdz ivadék kromoszdémavizsgélata
folyamatban van. Az eddig el6zetesen meghatarozott ploiditasi szintek alapjan a
réticsik x széles karasz keresztezés eredményeként tetraploid (2 egyed), triploid (4 egyed)
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és aneuploid utédok (2 egyed) keletkeztek, mig a réticsik x réticsik keresztezés tetraploid
(10 egyed) és aneuploid utédokat (2 egyed) eredményezett. A PCR-RFLP modszer itt is
egyértelmiien kizarta az apai C. carassius orokit6anyag jelenlétét az utédokban (20 egyed).

s

Az adatok pontositdsa és az elemszamok kib6vitése folyamatban van.

Tavolabbi terveink kozott szerepel, hogy ginogenetikus réticsik x réticstk F1R1
generacidjanak egyedeiben a fajazonos (réticsik) apai genom jelenlétét mikroszatellit
markerekkel detektaljuk, illetve flow citometriai vizsgalati adatokkal dsszevetve értékeljiik
a ploiditasi szinteket.
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