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1. Bevezetés

A XXI. szazadi, folyamatosan névekvd szdmu emberiség szamara kiemelten fontos a
megfeleld, biztonsagos élelmiszerhez valdo hozzajutas. A Fold lakossaganak nagy
része szamara a hal jelenti az elsédleges fehérjeforrast. A halhus, mint egészséges
taplalék, konnyen emészthetd, tapanyagokban gazdag élelmiszer, ami kedvezd
zsirsavosszetételével a sziv- és érrendszeri megbetegedések megel6zéséhez is
hozzajarul. Az elmult évtizedekben a tengerek és Oceanok talhalaszata aggasztod
méreteket Oltott, ezért a ndvekvd igények kielégitésében a vizi szervezetek
tenyésztése, az akvakultira egyre nagyobb szerephez jut. Vannak régidk, ahol az
akvakultura-termelés szinte kizarolag haltenyésztésre korlatozodik. A fenntarthato
eréforrasokra alapozott akvakultirabol szarmazo hal alkalmas lehet a novekvo fehérje
igény kielégitésére, a természetes haldllomanyok és vizi 0koszisztémak megorzése
mellett. A modern szemléletii haltenyésztés egyik alapkritériuma a biztonsagos
tenyészallomany-utanpotlas. A programozhaté halszaporitdas napjainkban egyre
inkdbb a halak hatékony hormonalis indukalasara tamaszkodik. Ez a gyorsan fejlodo
tudomanyteriilet hatalmas szakirodalommal rendelkezik, kiillonb6zd részteriileteibdl
nagyszamu Osszefoglalo cikk és kdnyv sziiletett. Az utobbi idoben azonban a termelés
hatékonysaganak maximalizalasa mellett mas prioritasok is el6térbe keriilnek. Ilyenek
példaul a termelés kornyezetre gyakorolt negativ hatdsainak csokkentése (megtjuld
energia hasznalata, a termelés karbonlabnyom mértékének figyelembevétele), vagy a
genetikai er6forrasok és a bioldgiai sokféleség megbrzése. Ezeken kiviil a fogyasztok
szdmara egyre fontosabb szempont az allatjolléti szabalyok betartdsa is. Ebbol az
aspektusbol a tomegtermelést felvalto, atgondolt és 1) termelési szemlélet kialakulasa
zajlik jelenleg a haltenyésztésen beliil, els6sorban természetesen ott, ahol nem csak
gazdasagi faktorok jatszanak szerepet a termékeldallitasban. Ez a szemlélet 1j, egyes
esetekben specialis kutatasi teriileteket nyitott meg, sikeres esetben a kifejlesztett uj
¢s Ujszerll technologiai 1épéseket a termelési rendszerekbe is beépitik.

A korszerl haltermelési eljarasoknak nem csak az élelmiszerellatas szempontjabol
lehet fontos szerepe, de az a vizi Okoszisztémak megOrzése és rehabilitacidja
szempontjabdl is fontos lehet. Az akvakultira kutatasok egy része kimondottan a
természetvédelmi célu in situ és ex situ konzervaciobiologiai vizsgalatokra fokuszal.
Ezt tobbek kozott az is indokolja, hogy Freyhof és Brooks (2011) szerint az eurdpai
édesvizi halfajok kozel 80%-a endemikus (tehat egyediilalléak Eurdpaban és mashol
nem talalhatéak meg a vildgban), 37%-uk pedig veszélyeztetett, amely kivételesen
magas arany mas rendszertani csoportokhoz képest. Példaul a vizindvények 7%-a, a
lepkék 9%-a, a kétéltiiek 23%-a, a hiillék 19%-a, a madarak 13%-a és az emlésok
15%-a tartozik veszélyeztetett kategoriaba. Annak ellenére, hogy egyes orszagok nem
rendelkeznek a tovabbi becslésekhez sziikséges trendadatokkal, a jelenlegi felmérések
alapjan Europa édesvizi halfajai 17%-anal csokken, 6% esetében stabil az allomany
mérete, de minddssze 1%-nal tapasztaltak novekedést. A fajok fennmarado 76%-anak
esetében nem 4ll rendelkezésre elegendd adat az allomany-valtozas trendjének
értékeléséhez. Napjainkra legalabb 13 eurdpai halfaj pusztult ki, és tovabbi 5 faj
fennmaradasa kétséges. A 2021-ben megjelent ,,The World's Forgotten Fishes (A
vilag elfelejtett halai, World Wildlife Fund International)” cimi jelentés alapjan 80
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kipusztult édesvizi halfajbdl 16 faj 2020-ban tlint el véglegesen, minddssze egyetlen
¢év alatt. Az 6shonos halfaunakat veszélyeztetd tényezok kdzismertek, ilyenek példaul
a vizek szennyezése, a duzzasztogatak épitése, a klimavaltozassal Osszefliggd
iddjarasi anomaliak, a folyok kiszaradasa, Gjonnan megjelend parazitdzisok, az
¢léhelyek degradacidja (él6helyek lecsapoldsa) és az idegenhonos halfajok
terjeszkedése. A halak megovasara irdnyuld munkak (visszatelepitési programok,
amelyek tudomanyos munkakban megtalalhatoak) alulreprezentaltak. Seddon et al.
(2005) szerint legalabb 699 Allat- és novényfaj esetében indult visszatelepitési
program, amelybdl csupan 20 foglalkozott halakkal. A napjainkban alkalmazott
visszatelepitési programok alapja, hogy a telepitend6 egyedek — jelen esetben halak —
eldallitasat ellendrzott koriilmények kozott végzik. Ezek lehetnek nyilvanos
akvariumok, allatkertek, kutatéhelyek stb. Ebben az esetben (ex situ
konzervaciobiologia) a tartasi koriilmények is befolyasoljak az egyedek mindazon
adaptacios képességét, amelyek a majdani visszatelepités sikerességét nagymértékben
befolyasoljak. Az ingerszegény, kiegyensulyozott kdrnyezet példaul gyakran szorul
gazdagitasra. A korokozd- és parazitaszegény kornyezet az immunrendszer
rendellenes fejlédéséhez is vezethet. Ezért sziikséges példaul az ex situ és az in situ
konzervacidbiologiai tevékenységek Osszehangoldsa. Ezeket a problémakat
elsdsorban tartas- és neveléstechnoldgiai fejlesztésekkel lehet orvosolni. A masik
hangstlyos szempont a genetikai aspektusbol torténd tevékenység és szemlélet
menedzsment. Az ex situ konzervacio jellegébdl adodoan egy olyan beavatkozas,
amely mar az anyahalak kivalasztasa révén jelentdsen befolyasolja az utodgeneracio
genetikai hatterét: génsodrodas, beltenyésztés, mesterséges szelekcid révén a
természetes szelekcio fellazulédsa, a genetikai sokféleség elvesztése, a beltenyésztési
depresszio, a genetikai hattér modosuldsa a fogsagban torténd tartds soran, karos
génmutaciok feldusulasa. Természetesen torekedni kell a feltart problémak
megoldasara, ezért olyan keresztezési programokat sziikséges inditani, amellyel ezek
a karos hatdsok mérsékelhetok. Azonban azt is figyelembe kell venni, hogy vannak
olyan helyzetek, amikor a meglévé eréforrasok érdekében egyes elemeket nem lehet
kivaltani mesterséges beavatkozasokkal. Eklatans példa erre a Nagyvarad mellett
talalhatd Pilispokfiird6i to (Baile 1 Mai) ,elvesztése” 2013-2015 kozott, amelynek
soran emberi beavatkozas kovetkeztében az eltiind tobol kipusztult a varadi
maradvanycsiga (Melanopsis parreyyssii) és a rakovitzcai kele (Scardinius
racovitzai). Hazankban jelenleg a kisméretii él6hely fragmentumokra szakadt 1api poc
(Umbra krameri) példaja emlithetd, amelynek populacidi rohamosan tlinnek el
¢l6helyeinek felszdmolédsa, valamint invaziv halak (els6sorban az amurgéb
(Perccottus glenii)) eléretérése miatt. A helyzetet sulyosbitja, hogy reprodukcios
sajatossagaibol adodoan — parban ivnak, generacids intervallumuk révid, termelt
ikramennyiségiik kicsi, az in vitro fertilizacio (szaraz termékenyitési szaporitasi
eljaras) jelenleg még nem kidolgozott — az eldbb emlitett genetikai depresszios
hatasoknak a megmaradt allomanyok is nagyon Kkitettek. Az 0 problémak tehat
(részben) ) megoldasokat igényelnek.
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1.1. 1.1. Az értekezés felépitése

Az értekezés célja, hogy Osszefoglalja a hazai tégazdasagi-, keltetOhdzi- és
akvarisztikai halszaporitasi gyakorlattol eltérd, alternativ modszerekkel torténd
szaporitasi munkaim soran kapott fébb eredményeimet. Az értekezés két 6 részbol
all. Az els6 részben azokat a fébb modszertani eredményeket mutatom be, amelyek
eldsegitették egy altalam kigondolt, de csapatmunkiban végzett, j halszaporitasi
modszer kialakitasat. A mesterséges spermafelhelyezés (inszeminacido) modszer
alapja, hogy a spermiumok biologiai aktivitasukat megtartva hosszabb ideig
»tarolhatok” a petefészek lebenyben az indukalt szaporitds (vagy szaporodas) elott,
valodi kiilsé megtermékenyitésii halfajokban. Ivaskor (ovulacidkor) ilyen esetben a
gamétak egylitt lirtilnek és vizaktivaciokor bekdvetkezik az ivarsejt egyesiilés, azaz a
termékenyiilés. Ebben a fejezetben gazdasagilag jelentds- (ponty (Cyprinus carpio),
afrikai harcsa (Clarias gariepinus), dél-amerikai eziistharcsa (Rhamdia quelen)),
valamint egy laboratoriumi halfajon, (zebradani6 (Danio rerio) végzett
kisérletsorozatok eredményein keresztiil mutatom be a modszer technikai- €s biologiai
sajatossagait.

Az értekezés masodik részében a fokozottan veszélyeztetett europai angolna (Anguilla
anguilla) ex situ konzervaciobiologiai kutatas génmeg6rzési munkainak himivarban
elért legfobb eredményeit mutatom be. Ezek magukban foglaljak a hormonélisan
indukalt ivarérlelés folyamatat, az ivarsejt gyijtését, a spermamélyhtités modszerét,
ezen technikak alkalmazasaval torténd termékenyitési teszteket japan angolna ikra
felhasznalasaval, valamint a hibrid utédok szarmazasellendrzésének modszereit.
Fontos kiemelni, hogy az itt ismertetett munkaink elétt ebben a fajban nem irtak le
sikeres szaporitast mélyhiitott sperma felhasznalasaval.
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2. Anyag és modszer

2.1. Inszeminaci6, mint Gj halszaporitiasi médszer (mesterséges
spermafelhelyezés petefészeklebenybe)

Az egyes technologiai 1épéseket azonos, vagy hasonlé mddon végeztiik tobb kisérleti
ciklusban. Emiatt célszerlinek tartottam egységesen bemutatni az egyes modszertani
sajatossagokat, amelyek a vizsgalatokat jellemezték. A programozott ivasra
felkészitett és baditott ikrasok petefészek lebenyébe fecskenddn rogzitett szonda vagy
automata pipetta segitségével juttatjuk az eléz6leg gylijtott és mindségellenérzésen
atesett, egy-vagy tobb himtdl szarmazo, kevert sperma adagot/adagokat. A katéter
konnyen iranyithato, lehetdség van a petevezetékeken keresztiil célzottan a jobb vagy
a bal petefészek lebenyt kezelni, a hal méretétél fiiggéen 7-15 cm mélyre az
ivarnyilason-, valamint a petevezetén keresztiil (ponty, afrikai harcsa, dél-amerikai

eziist harcsa).

1. tablazat. Az inszeminaciéval kapcsolatos ismeretek osszefoglald tablazata.
‘nagykaracsonyi kisérlet (koi), Zattalai kisérlet, szemindlis plazma, mint vivd

anyagu

kisérlet, 4petefészeklebeny sperma-expozicios kisérlet,

Selektronmikroszképos vizsgalat, ®spermaiikra arany vizsgalatok, ’genetikai
soksziniiség ndvelés lehetbségének vizsgalata, Eszaporitas tejes jelenléte nélkiil. (tt
kg: testtomeg kg)

Ponty Afrikai De‘l.-amerlkal Zebradénié
harcsa eziist harcsa
Szaporitasi méd in vitro fertilizacio (szaraz termékenyitési eljaras) ivatas

talaltatas /

Spermagyiijtés baoditas, fejés herekivétel baoditas, fejés boditas, fejés
Beavatkozasok benzokain /
soran hasznalt " . benzokain szegfiiszegolaj MS-222
ey szegfliszegolaj
boditészer
Inszeminacio csecsem6 etetdszonda: hossz: 400 mm, kiils6 atméro: automata pipetta /
eszkoze 1,3 mm, belsé atméré: Imm (Galmed, Lengyelorszag) tivegkapillaris
Inszeminalt 2ml/tt kg *4° ~1 pl/ tejes, min-
1 ml/ ikrés 1 05ml/tt® wiltejes, min
sperma- 2 6 2ml/ttkg max: 0,4-1,4 pl
mennyisé 1ml/ttkg Lml/ttkg 0,4 ul/ tejes ®
yiseg 2ml/ttkg ® A ue
petevezetébe /
Inszeminacio egyik petefészek- mindkét petefészeklebenybe 1varr}y11as kozeypen
helye lebenybe véletlenszerii
eloszlas
Iva}‘ ny ilis bevarras nem volt ivarnyilas elzaras
elzarasa

2.1.1. A ponty fajban végzett kisérletek

Ponty, mint szaporitasi kisérletek modellhalfajban végzett kisérleteket terepei
koriilmények kozott, két halkeltetében végeztiik (Nagykaracsony és Attala).
hormonalis indukcié (pontyhipofizis kezelés (CPE)) protokollja a ponty keltet6hazi

A
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gyakorlatanak megfelelden tortént. Az eléadag 0,3 mg CPE / testtomeg kg, a dontd
adag pedig 1,5 ml homogenizatum (2,7 mg CPE / testtomeg kg) volt. A tejesekbdl
gyljtott spermat eldzetes vizsgalatok alapjan szelektaltuk és Osszekevertiik, majd
ebbbl a poolbdl juttattunk fel spermaadagokat a dontéadaggal parhuzamosan, tehat 12
ora -, valamint 2 6raval a programozott ovulécié el6tt (nagykaracsonyi kisérletek, 3
csoport, csoportonként 7-7 ikras). Az attalai kisérletben a dént6 hormonkezeléssel
egyiddben juttatunk fel spermat (n = 5 ikras), majd a fejt gaméta-tételeket (spermium
¢és ovulalt ikra egyiittesen) ketté valasztottuk és az egyik részre még nativ spermat
adtunk. A vizaktivacid/termékenyités, majd az ikrakezelés a keltethdzi szaporitasi
technologianak megfeleléen ment végbe (ragadosag elvétel Woynarovich féle oldattal
¢és duzzadast kovetden tannin oldattal).

2.1.2. Afrikai harcsaban végzett kisérletek

A hormonadlisan indukalt szaporitashoz szintén CPE hasznaltunk. A pontytol eltéréen
a kiszamitott hormon adagokkal egymenetben kezeltiik a halakat.

2.1.2.1. Sperma szemindlis plazma, mint hormonvivé anyag

A pontyban végzett kisérletek soran megfigyeltiik, hogy a petefészekben a sperma
szemindlis plazma felszivodott. Felmeriil annak a lehetdsége, hogy a felszivodod
szeminalis folyadék hatékony hormon vivOanyag lehet. A fokisérletben poritott
pontyhipofizist spermaval kevertiink Ossze, majd felkészitett-, egyedileg tartott
ikrasok petefészek lebenyébe juttattuk fel a keveréket (2 ml sperma + 5 mg CPE / tt
kg, n = 7). Gaméta fejéskor (spermium és ikra egyiittesen) a nyert ikratételeket ketté
osztottuk és az egyikre frissen gyijtott kevert spermat adtunk még a vizaktivaciot
megeldzben.

2.1.2.2. Sperma életképességének/termékenyitéképességének vizsgalata a
petefészekben az ido és a spermamennyiség fiiggvényében

Hormonalisan indukalt szaporitaskor afrikai harcsa fajban a vizhomérséklettol
fiiggden pontosan kiszamithat6 a beérési id6 (hormon kezelést6l ovulacioig). Ennek
ismeretében két kisérleti ciklusban vizsgaltuk; els6 kisérletsorozat: a kevert sperma
adagokat petefészek lebenyekben injektaltuk 5, 10, 15, 20, 25, 36 és 48 6raval (n =5
ikrds csoportonként) a programozottan kivaltott ovulacido el6tt. Masodik
kisérletsorozat: harom kiilonb6z6, 10 oraval a gaméta fejés eldtt petefészekbe
feljutatott sperma adag hatasat vizsgaltuk a termékenyitésre (2 ml sperma / testtomeg
kg (n =6), 1 ml sperma / testtomeg kg (n = 5), és 0,5 ml sperma / testtémeg kg (n=6)).
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2.1.2.3. Mélyhiitott sperma felhaszndldsa indukdlt ivatds esetén

Elékisérletben felolvasztottunk mélyhtitott afrikai harcsa szalmakat. Kicentrifugaltuk
a mintakat, igy lehet6ségiink adodott a kicentrifugalt spermiumpogacsa felszinérdl a
mesterséges szeminalis plazmat (higitdo és MeOH véddanyag) eltavolitani és ponty-,
valamint afrikai harcsa kicentrifugalt-, természetes szeminalis plazmajaval
Osszekeverni. Elokisérleti eredmények alapjan a ponty szeminalis plazmaban a
felolvasztott spermiumsejtek magasabb mozgodképességet értek el, igy a fokisérletben
mar ezt a kombinaciot hasznaltuk.

Fokisérletben mélyhlitott afrikai harcsa mintdkat olvasztottunk fel, majd az
elOkisérletben felvazolt technikai Iépésekkel készitettiik fel inszeminalasra
(felolvasztas — centrifugdlas — mesterséges szeminalis plazma eltavolitasa —
mesterséges ponty szeminalis plazma 6sszekeverés), majd boditott ikrasokba (n = 9)
a hormonkezelést kovetden mindkét petefészek lebenybe katéter segitségével juttattuk
fel (2 ml elékészitett sperma / testtomeg kg). Ovulaciokor az ikrasokat lefejtiik, alap
paramétereket felvétele utan a nyert gaméta adagokat ketté bontottuk. Az egyik
ikratételt azonnal termékenyitettilk (vizaktivacid), mig a masik tételhez frissen
gyljtott spermamintat adtunk még hozza és ezt kdvette a vizaktivacio.

2.1.2.4. Spermium-oocyta kapcsolat ovaridlis kériilmények kozott

Két afrikai harcsa ikrasba az indukalt ovulacid el6tt spermat injektaltunk
hormonkezelésiikkel egy idében. A scanning elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz
az afrikai harcsa ikra €s spermium elegyet kozvetlentil a fejést kovetéen (nem volt
vizaktivacid) glutaraldehidben (5% 0,1 M foszfat pufferben) fixaltuk. Az ikraszemek

s

elektronmikroszkop segitségével (SEM) vizsgaltuk.

2.1.3. Zebraddanioban végzett kisérletek

Zebra danid6 modell halfaj két valtozataval dolgoztunk; egy vad-(AB), és egy
transzgénikus vonallal (Sonic hedgehog; Tg (shha:GFP), utddaik mikroszkop
segitségével jol elkiilonithetoek.

2.1.3.1. Genetikai soksziniiség niovelésének lehetisége ivatdsos szaporitds esetén

Kisérleti ivatd medencékben egy AB ikrast (n = 30) mindig ugyanaz a két AB tejessel
ivattuk, ugy, hogy a programozott (fényritmussal szabalyozott) ivas elott 1 6raval shha
tejesekbdl szarmazo spermaadagokat juttattunk fel automata pipetta és tiveg kapillaris
segitségével az ikrasok petefészkébe. A sikeresen ivo paroknal az ikrakat
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Osszegyljtottiik és Petri-csészékben 72 oraig inkubdltuk (larvakelés), majd
mikroszkopos vizsgalattal utodellendrzést végeztiink.

2.1.3.2. Ivatdsos szaporitds tejesek kizvetlen jelenléte nélkiil

fvato kadakba felkészitett zebradanié ikras csoportokat helyeztiink (n = 4 ikras /
csoport, kezelésenkénti ismétlés szam = 7) A halakat vagy egyaltalan nem kezeltiik
(negativ kontroll), vagy csak NaCl oldatot- (pozitiv kontroll), vagy a sooldattal
megegyez6 mennyiségli spermat juttattunk a petefészeklebenyekbe a fotoperiddus
vilagos szakaszanak kezdete el6tt 1,5-2 oraval (1. tablazat). Minden csoportot két
modszerrel ivattuk; az ikrdsokat egy atlatszo6 fallal valasztottuk el a tejesektdl (van
vizualis inger, illetve feromonhatés), illetve ivatas tejesek jelenléte nélkiil.

2.1.4. Dél-amerikai eziistharcsaban végzett kisérletek

A kisérleteket az Acquaviva Piscicultura in Rio Grande do Sul telepen, Brazilidban
végeztik. A 6 honapos anyahalak sajat szaporitasi és nevelési allomanybol
szdrmaztak. Harom kisérleti csoportot hoztunk Iétre, mindharom csoportban 7-7 ikrast
kezeltiink. A hormondozis azonos volt, 5,0 mg CPE / testtdmeg kg, és az ikrat az un.
»Szaraz eljarassal” termékenyitettiink. Az 1. csoportba tartozo ikrasokat
hagyomanyos-, keltetbhazi szaporitdsi moédon kezeltiik (kontroll), a 2. csoport
halainak petefészek lebenyébe a hormonkezeléssel egyidejiileg 6 tejestdl szarmazd
kevert spermat juttattunk katéter segitségével (2 ml sperma / testtomeg kg). A 3.
csoportban a poritott CPE-t spermaval kevertiik 6ssze, majd az ikrasok petefészkébe
injektaltuk (2 ml sperma + 5 mg CPE / testtomeg kg). Az ikratételek termékenyiilési
értéket Zuger iivegbdl kiemelt mintakbol szamitottuk.

2.2. Europai angolna spermamélyhiitése és termékenyitési teszt

2.2.1. Him ivaru angolndk ivarérlelése

A him ivara angolnak ivarérlelési és mélyhiitési munkait a volt Pannon Egyetemen
végeztiik (ma Magyar Agrar- és Elettudoméanyi Egyetem, Georgikon Campus). A
tejeseket véletlenszerlien farmangolnak koziil valogattuk ki (volt Aqua-Kultira Kft,
Korémi angolna farm), majd a laboratériumban, édesvizben tartottuk. A kisérleti
periodus alatt halainkat nem taplaltuk. Indukalt ivarérlelésiikhoz heti ismételt
Chorionic Gonadotropint (hCG) hasznaltunk (250 TU hCG [/ hét / hal).
Spermamélyhtitésre a 8. heti kezelést kovetden fejtiink spermat. Azokat a mintakat
valasztottuk ki, melyek atlagos becsiilt mozgoképessége elérte a 80%-ot. A 0,5 ml-es
miiszalma 400 pl kevert spermat, 400 pl véddanyagot (metanol) és 3,2 ml higitd
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oldatot (modositott Tanaka higitd; 137 mM NaCl and 76,2 mM NaHCOs)
tartalmazott.

2.2.2. Japadn angolna ikrdasok ivarérlelése és termékenyitési tesztek

Mindkét kisérleti helyszinen (Hokkaido University és Tokyo University of
Agriculture), japan angolnara kifejlesztett protokoll alapjan tortént az ikrasok
ivarérlelése ¢és indukalt ovulacidja. Az ikrasok tengervizi ivarérlelése soran
intramuszkularis injekcioban szaritott lazac hipofizis homogenizatumot kaptak heti
rendszereséggel 40 ng / g testtomeg adagban. A felkésziilt halakban az ovulaciot
egyszeri intramuszkularis 170,20B-dihydroxy-4-pregnene-3-one-nal valtottak ki 1 pg
/ testtomeg Kkg-os adagban. A termékenyitést un. szaraz termékenyitési eljarassal
végeztiik. A fejt ikratételekbdl 1 grammos mintakat vettiink ki (1700-1800 ikraszem),
amelyeket 5 cm atmér6jii 50 ml-es féz6poharba osztottuk. A kontrollokat 500 pl
el6higitott spermaval (mesterséges szeminalis plazma:sperma = 100:1)
termékenyitettilk. A mélyhtitott mtiszalmakat 40°C-os vizfiirddben felolvasztottuk
(13 mésodperc), majd az 1 g-os ikratételeket azonos modon termékenyitettiik, mint a
kontroll tételeket. 1 perccel késébb egy specidlis szlird segitségével az ikrakat
eltavolitottuk és 50 ml-es Falcon csévekben, mint inkubalé edényben, 23°C-on
keltettiik. A fejlodé embridkrol és larvakrol digitalis fotok késziiltek. A Tokyo
University of Agriculture University-n végrehajtott kisérleti ciklusban a
termékenyiilési értékek meghatarozasahoz eldkezelt tengervizet és a kovetkezd
eszkozoket hasznaltuk: 48 Iyuku plate (Iwaki Glass Co. Ltd., Tokyo, Japan), amelyet
lyukanként 1 ml sziirt tengervizzel toltottiik fel (polus nagysag 0,2 mm), amely
antibiotikumokat tartalmazott (Penicillin G potassium, 5000 IU/L; Banyu
Pharmaceutical Co. Ltd., Tokid, Japan, streptomycin sulfate, 0.05 g/L; Meiji Seika
Kaisha Ltd., Tokio, Japan) és 1 mg / | szarvasmarha-szérum albumin ,,V frakci¢”
(Nacalai Tesque, Inc., Kioto, Japan). 96 véletlenszertiien kivéalogatott ikraszem kertilt
a 2x48 lyuku plate-be (1 ikra lyukanként), 1 6raval a termékenyitést kovetden. Ebbol
szamoltuk a termékenyitési-, kelési-, larva deformacios aranyokat. Az ikraszemeket
23°C-os termosztatban inkubaltuk. A larvakat kelést kdvetden sztereomikroszkop
alatt vizsgaltuk a szikholyag felszivodasaig. A larvafejlodésrol digitalis fényképek
késziiltek. A kdvetkezd paramétereket szamoltuk:

Termékenyitési % = termékenylilt ikraszemek / Gsszes ikraszem x 100

Kelési % = kelt larvak szama / 6sszes ikraszemx 100

Larva deformacio 1: kikelt deformalt larvak szama/ 6sszes ikra x 100

Larva defromacio 2: kikelt deformalt larvak szama / kikelt larvak szama x 100

A larvadeformacioba azokat az egyedeket soroltuk, amelyek farka meggorbiilt,
és/vagy szivodémajuk volt.
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2.2.3. Genetikai analizis

......

bélyegekre tervezett molekularis genetikai markerben, a két faj azonos génjében
talalhat6 pontmutaci6 kimutatasa (restrikcids fragmentumhossz polimorfizmus, PCR-
RELP) volt. Frissen kelt A. japonica és hibrid larvakat-, valamint felnétt A. anguilla
egyedeket hasznaltunk a genetikai elemzésekhez. Az utédokban jelenlévd eurdpai
angolna him ivar genetikai hozzéjaruldsanak ellendrzéséhez a primerpart ugy
készitették, hogy amplifikalja a genomikus tiisz6 stimulald hormon-béta alegység
(FSH) 100 bp-os fragmentumat. Az amplifikacibhoz a kovetkez0 primereket
hasznéltuk:  “FSH_Angolna Rsal F”  5-CAACAGGCCTGCAACTTCA  és
“FSH_Angolna Rsal R” 5'-CTCAGAGCCACAGGGTAGGT. A reakcidkeverék
0,1 pl Taq polimerazt s 0,2 pl puffert Dreaml szekvenciat tartalmazott. Az alapokbol
(100 pM / pl), 1,2 ul dNTP-bS1 (2 mM / pl; Fermentas) 1,5 ul templat DNS-t (30-140
pg / ul) hasznalva 12,75 pl térfogatban. Az FSH-specifikus PCR koriilmények 2 perc
94°C-on, majd 38 ciklus (30 masodperc 94°C-on, 30 masodperc 64,7°C-on és 30
masodperc 72°C-on), és egy ciklus végsé meghosszabbitas 5 percig 72°C-on. Az
Osszes amplifikaciot egy Eppendorf Mastercycler (EP 384), majd a PCR-termékeket
Rsal-dal kezeltiik. Ezutan restrikcids enzimet (Fermentas), 1 ul kozvetleniil 10 ul
DNS-fragmenseket  alkalmazva, elvalasztottuk 3%  agarozgélen  (Serva,
Németorszag), és etidium-bromiddal megfestettiik.

A hatékony genotipizalashoz SNP kimutatasara alkalmas, HRM (nagy felbontasu
olvadaspont elemzés) alapu vizsgalatot optimalizaltunk. Az FSH gén 100 bazispar
hosszisaglh PCR termékének felszaporitasa Rotor-Gene Q 5plex HRM platformon
tortént, Type-it HRM PCR Kit (QIAGEN, Hilde, Germany) és EvaGreen interkalalo
festék segitségével. A PCR reakciokat 17 ng teljes genomi DNS mintabol inditottuk,
2x HRM PCR Master Mix-szel késziilt, 10 ul térfogat reakcioelegyben a gyartd
felhasznalasi ajanlasait figyelembe véve. A primerek azonosak voltak, mint a PCR-
RFLP vizsgalatokban: FSH Angolna Rsal F” és “FSH_ Angolna Rsal R”. A
reakciokat a kovetkez6 homérsékleti profillal inditottuk. A 95°C-on 2 percig tartd
elodenaturalast kdvetden 40 ciklust alkalmaztunk az alabbi homérsékletekkel: 95°C,
15 masodperc, 60°C, 30 masodperc. Ezutdin az EvaGreen-nek megfeleld
fluoreszcencia tartomanyban felvettilk a HRM gorbét 65 és 90°C kozatt.
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3. Eredmények és értékelésiik

3.1. Inszeminacié, mint uj halszaporitasi modszer technikai és bioldgiai
alapjai

Kisérleteink soran kiilonbdz6 termékenyitési aranyban, de sikeriilt az ikrasok
hormonkezelésével egyidoben a petefészeklebenybe juttatott  spermaval
termékenyitett ikratételeket 1étrehozni ponty (minimum — maximum termékenytilési
arany (Tmin-max): 24,2-81,2%), afrikai harcsa (Tmin-max: 41-93,7%), dél-amerikai
eziistharcsa  (Tmin-max:  71,7-89,8%), zebradanid (Tmin-max: 0-84,3%) fajokban.
Amennyiben mindkét petefészeklebenybe spermat juttattunk, ugy a termékenyiilési
értékekben nem, vagy csak kissé maradtak el a hagyomanyos (in vitro termékenyités)
modszer alapjan kapott értékekhez képest. Ezen kiviil — a dolgozat targyfajain kiviil —
farkassiigér (Dicentrarchus labrax), amur (Ctenopharyngodon idella) és eurdpai
angolna (nem publikdlt adatok) fajokban is eredményesen alkalmaztuk a mddszert,
ivatasukkor életképes utodokat nyertiink.

Kisérleti eredményeink alapjan énmagaban a katéter (vagy pipetta) hasznalata nem
befolyasolta az ovulélt és kinyert ikramennyiséget a hagyoméanyos modon kezelt
halakhoz viszonyitva, amely arra utal, hogy a beavatkozas nincs negativ hatassal a
petesejtek végso érésére.

A modszer elonye az elterjedten alkalmazott hormoninjektalashoz viszonyitva, hogy
a hormonbejuttatashoz nincs sziikség injekciostiire (invaziv kezelés), ezért a
megfeleld atmérdjli és rugalmassagh katéter nem okoz szoveti sériilést, azaz nem-
invaziv kezelésnek mindsiil. Ennek a kés6bbiekben az Animal Welfare (az allattartas
altalanos alapelveirdl szol6 EGK 923/1978 szamu hatarozat) szempontjabol lehet
jelentésége.

3.1.1.1. Spermium életképességének/termékenyitiképességének vizsgdlata a
petefészekben az ido és a spermamennyiség fiiggvényében

Minden kezelt ikrds reagalt a hormonkezelésre, a bel6liik nyert relativ
ikramennyiségek kozott statisztikailag igazolhatd kiilonbség nem mutatkozott
(p>0,05, 5. tablazat). Az eltérd, 5-25 oras, kezelési csoportok kozott statisztikailag
igazolhat6 kiilonbség volt kimutathatd a termékenyiilési — és kelési aranyokban, de
nem volt trendszeri a sperma petefészekben toltott id6 fliggvényében. A kiilonbségek
az egyes csoportokon belill az egyes halak nagy egyedi variancianak tudhato be.
Ugyanakkor a 48 6ra inkubacios id6 alkalmaval a termékenytilési- és kelési értékek
mar nagymértékben visszaestek, ami tisztan mutatta a sperma biologiai aktivitasanak
/termékenyiiloképességének a hatarat (atlag kelési arany: 19,8-39,3% 5 és 36 h
csoportokban, mig 48 h csoportban 0,4%).

Masodik kisérleti ciklusunkban 0,5 ml inszeminalt sperma / testtémeg kg -0s adaggal
értiik el a legmagasabb termékenyiilést (azonban nem tért el szignifikansan a tobbi
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csoport értékeitdl p>0,05), ami jelzi, hogy az el6zd kisérleteinkben alkalmazotthoz
képest (2 ml inszeminalt sperma / testtomeg kg) a petefészekbe feljuttatando sperma
mennyiség jelentdsen csokkenthetd.

3.1.1.2. Spermium-oocyta kapcsolat ovaridlis kériilmények kézott

Az ovuldlt ikraszemek felszinén kozvetleniil a mikropiile régidban szadmos
spermiumsejtet  figyeltiink meg. Els6ként igazoltuk, hogy valodi kiilsd
megtermékenyitésii halfajban ugynevezett ,,belsd ivarsejt egyesiilés” létrejohet annak
ellenére, hogy természetes koriilmények kozott a két nem kozott nincs kozvetlen
kapcsolat - kozvetlen spermabejuttatas a n6i belsd ivarszervekbe - az ivas soran. A
folyamat alapja, hogy a petefészekben a spermiumsejtek az ovulalt ikraszemek
mikropiilén behatolva egészen az ooplazmaig hatolnak. A folyamat itt megall (nincs
gaméta Osszeolvadas), majd, amikor a beagyazott spermiummal az oocytak
kiszabadulnak a hasiiregbdl, a vizaktivaciora befejezodik a termékenyiilés folyamata.
Habar a petefészeklebenybe jutatott sperma és ezen keresztiil a spermium és
oocita/ikra kapcsolatot csak egy esetben vizsgaltuk (afrikai harcsa ikra: spermium
elektronmikroszkopos tanulmany), kozvetett informaciok alapjan azonban kétféle
kontaktus lehetOségét tételezziik fel:

1) Egyfeldl a szeminalis folyadékban mozdulatlan spermiumok a petefészek
ozmokomform kornyezetében sem fognak aktivalodni, igy hosszabb ideig képesek
termékenyitoképességiiket megtartva inaktiv allapotban tarolddni. Ovulacidkor a
follikularis tokbol kiszabaduld oocitak felszinére feltapadt, de még mindig inaktiv
spermiumok egyiitt {iriilnek a genitalis nyilason keresztil a kiilvilagba. Vizzel
érintkezve a spermiumok a kdrnyezd folyadék ozmolalitdsanak csokkenés miatt
aktivalodnak és megtermékenyitik a viz hatasara szintén aktivalodott irkaszemeket.

2) Az afrikai harcsa esetében a kiilsé megtermékenyitésti, de kopulacioval
szaporodd halakhoz hasonléoan (Alcichthys alcicornis; Blepsias cirrhosus
Trachelyopterus galeatus) ,,bels6 ivarsejt egyesiilés” is létrejohet a petefészek
lebenyen beliil. Feltételezhetden az ovarialis folyadék képes aktivalni a spermiumok
egy részét. Tovabbi vizsgalatokra van szilikség a jelenség fiziologiai hatterének pontos
feltarashoz.

Amennyiben az inszeminalt ikras halak lefejt ivarsejteihez (spermium és ikra
egylittesen) tovabbi frissen fejt spermat is adagoltunk azzal a termékenyiilési értéket
nem lehetett novelni. Elképzelésem szerint a petefészekiiregbe ovulalt ikraszemek
mikropiile régidja kozelébe és/vagy a mikropiile csatornaba keriilt 10-12 oras
kapacitacion atesett spermiumsejtek azonnal termékenyitenek és meginditjak azokat
a kortikalis reakciokat, amely fizikalis akadalyt képez a hozzaadott friss spremiumok
behatolasara vizaktivaciokor. Fontos lenne a tovabbiakban vizsgalni azokat az 1j
aspektusokat is, amelyeket a sajatsagos uj kapcsolat teremt:

1) Eddig a sperma (spermiumsejtek és szeminalis plazma egylittesen) és az
ovaridlis folyadék kapcsolatat vizsgaltak. Azonban kisérleteink soran megfigyeltiik,
hogy a szeminalis plazma felszivodik a petefészekfalon keresztiill (emiatt is
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alkalmazhattuk sikeresen hormonvivéanyagként), igy fontos lenne az 0j gaméta
kapcsolatot; a spermium — ovarialis folyadék interakciot is megvizsgalni.

2) A spermakompeticié esetében az egyedek kozott és az egyeden beliili
hatasok is a kutatasok homlokterébe kertiltek. Nincsenek ugyanakkor ismereteink arra
nézve, hogy a petefészekben 1év6 ovarialis folyadék, mint kozeg szerepet jatszik-e a
spermiumok kozotti szelekcioban (a spermakapacitacio ideje akar 10-12 ora is lehet).
Mindenképpen sziikséges lenne ezért azt is megvizsgalni, hogy az inszeminalt
szaporitasbol szarmazé utddok életképessége eltér-e “normal” termékenyitésbol
sziiletett tarsaikéhoz képest.

3.1.2. Sperma szemindlis plazma, mint hormonvivé anyag

Afrikai harcsa és dél-amerikai eziistharcsa fajokban poritott ponty hipofizist frissen
fejt sperméaval kevertlink 6ssze és ezt a keveréket injektaltuk az ikrasok petefészek
lebenyeibe. Mindkét faj esetében azt talaltuk, hogy a szeminalis plazma
felszivodasaval egyiitt a GtH hormonok is atjutottak a petefészek szisztémas
keringésébe, majd 9,5 — 11 ora alatt és indukalta(ak) az oocitak végs6 beérését. Ezen
idészak alatt a spermiumok nem karosodtak, és a vizaktivaciot kovetden nagy
hatékonysaggal megtermékenyitették az ovulalt ikraszemeket (termékenytilési arany
afrikai harcsa: 41 — 93,7 %, dél-amerikai eziistharcsa: 71,7 — 89,8 %). Gyakorlati
halszaporitds soran ennek alapjan nem sziikséges a hormonkezelést és a
spermainjektalast kiilon menetben végezni, hanem egy id6ben, egy kezeléssel meg
lehet oldani. A kezelt halakban nem Iéptek fel immunologiai problémak (pl. hasiri
folyadék megjelenése a  petefészekiiregben), amelyek a  spermiumok
termékenyitoképességét (jelentésen) befolyasoltak volna.

3.1.3.  Sperma életképességének/termékenyitoképességének megorzése a
petefészekben az ido és a spermamennyiség fiiggvényében

Afrikai harcsa fajban végzett kisérleteink eredményei alapjan 5-36 6raval az ovulécio
elott a petefészekbe jutatott spermiumok még megtartjak termékenyitoképességiiket.
Ugyanakkor ennél hosszabb iddtartam, 48 ora, elteltével a termékenyiilési és kelési
értékek mar nagymértékben visszaesnek. Farkassiigérben azt figyeltiik meg, hogy a
petefészek lebenyekbdl visszanyert sperma életképessége hasonldan 40 ora koriili, ezt
kovetden azonban jelentds mértékben lecsokken, illetve megsziinik a spermasejtek
vizaktivaciot kovetd mozgoképessége (48+2 ora 0-5%,). Erdekes, hogy a két faj
kornyezeti igényeiben meglévé jelentds kiilonbségek (afrikai harcsa, Siluriformes
édesvizi szaporitas 25 — 27 °C vizhémérsékleten versus farkasstigér, Perciformes,
tengervizi szaporitas - 16 °C) ellenére is hasonld eredmények tapasztalhatok.
Pontyban és a dél-amerikai eziistharcsaban a keltet6hazi gyakorlatnak megfeleld
donté hormonkezeléssel egy id6ében (9,5-12 oraval az ovulacidot megelézden) a
petefészek lebenybe juttatott spermiumok sikeresen termékenyitették az ikratételeket.
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Az els6 kisérletsorozatok soran, pontyokkal végzett kisérleteinkben 1 ml / ikras vagy
1 ml / testtomeg kg spermamennyiséggel kezeltik a halakat, és csak az egyik
petefészeklebenybe injektaltuk a spermat. Ezt a mennyiséget afrikai harcsa és dél-
afrikai ezilistharcsaban 2 ml sperma/testtomeg kg mennyiségre emeltiink.
Harcsafélékben ez a mennyiség az, ami tapasztalataink szerint sperma visszafolyas
nélkiil feljuttathato petefészeklebenybe. A szakirodalomban fellelhetd spermium: ikra
aranyok alapjan azonban ez a mennyiség “sperma pazarlasnak” volt tekinthetd.
Afrikai harcsaban vizsgaltuk a petefészekbe fecskendezett kiilonbdz6 mennyiségi
spermaadagok hatdsat a termékenyiilésre. Eredményeik alapjan nem volt kiilénbség
az elért termékenyitési- és kelési eredményekben a kontroll és a petefészek lebenybe
juttatott 2 ml, 1 ml és 0,5 ml sperma / testtomeg kg mennyiségek kozott,. A
keltetéhazi, in vitro termékenyitési gyakorlat szerint a kivant sperma: ikratomeg arany
termékenyitéskor; 1:100. A 0,5 ml sperma/testtomeg kg kezelés esetén, 10% lefejt
ikratomeg/testtomeg kg-al szamolva, ez az ardny 1:200, ami a termékenyiilés
valoszinlisége szempontjabol kedvezobb, mint az iizemi javaslat. A lefejt ikra és a
brutté inszemindlt sperma mennyiség alapjan a becsiilt spermium: ikra aranyok: 30
377+4 262:1 (2 ml sperma/testtomeg kg), illetve 21 620+14 969:1 (1 ml
sperma/testtomeg kg) voltak. A nagy szorasértéket az eredményezte, hogy két ikras
csak kis mennyiségli ovulalt ikramennyiséget adott. A 0,5 ml sperma /testtomeg kg
esetében pedig az arany 2 418+635:1 volt. Elképzelhetd, hogy a 10 6ras idStartam
alatt, amig a spermiumok a petefészekiiregben tarolodtak a hal mozgasanak hatasara
egyenletesen oszolhattak el a petefészekredékben és ez okozhatta a kedvezdbb
termékenyitési értékeket. Fontos kiemelni, hogy a kontroll és a kezelt halak, bar
azonos spermaadaggal voltak termékenyitve, de a kezelés jellege miatt az ikras halak
beérésének ideje jelentds mértékben eltért a sperma injektalt halakhoz viszonyitva. A
kontroll halak hormonadlis indukciora bekdvetkezd oocita érése a nappali idoszakban
ment végbe, mig azonos mennyiségli spermaadaggal kezelt, de spermainjektalt halak
¢jjel. Mivel természetes kornyezetben szaporodasbiologiai szempontbdl az afrikai
harcsa (és a gazdasagilag jelentds halak dont6 tobbsége) a kora reggeli 6rakban ivnak,
igy a kora délutani provokalt occitaérést nehezitették az ellene hato stresszfaktorok.
Ejjel ugyanis nyugalmi allapotban vannak a halak, igy beérésiik is nyugodtabb
koriilmények kozott mehet végbe. Ebbol a szempontbol a kontroll halak beérése — bar
a kisérlettervezés ezt indokolta - gyakorlatidegennek tekinthetd, emiatt az igy kapott
eredmények bizonyos fenntartasokkal kezelenddk.

3.1.4. Mélyhiitott sperma felhaszndldsa indukadlt ivatds esetén

Nativ szeminalis plazmaval (centrifugalt ponty szeminalis plazma) higitottuk a
felolvasztott és centrifugalt afrikai harcsa spermiumokat. A spermainjektalt halak
mindegyikében sikeriilt ugyan termékenyiilést kimutatni, a kelési szazalék (18%)
azonban elmaradt a kezeletlen kontroll csoport értékeitdl (61%). A kisérlet soran azért
alkalmaztunk ponty szeminalis plazmat, mert ez tint a legeredményesebbnek a
spermagytijtés jellegébdl és elokisérleti eredményeink alapjan. Az afrikai harcsa

s
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az esetben a here szovetet fel kell sérteni, hogy a spermiumokat kinyerhessiik,
ugyanakkor nem lehet elkeriilni, hogy mas szdveti részek és vér ne keriiljon a
gyljtécsovekbe. Ponty tejesekbdl viszont a spermat fejéssel nyerjiik ki, igy csak az
esetleges bekeriild vizelet szennyezheti a mintat (katéteres fejéssel ez is
kikiiszobolhetd), igy homogénebb és tisztabb mintat kapunk. Elészor sikeriilt kiilsd
megtermékenyitésii halfajban mélyhiitott spermat felhasznalni petefészki expozicio
mellett, ami alapul szolgal (indukalt) ivatasos modszer gyakorlati felhasznalashoz.

3.1.5. Az utédok genetikai soksziniiségének niovelésének lehetdsége

Programozott (fényritmussal szabalyozott) ivas el6tt transzgénikus tejesekbdl
szarmaz6 spermaadagokat juttattunk fel automata pipetta és iiveg kapillaris
segitségével el6zoleg baditott vad ikrasok petefészkébe. A sikeresen ivd paroknal az
utddellendrzés eredménye alapjan a transzgénikus spermabol szarmazo larvak aranya
ikrasonként 0 — 81,3% kozott mozgott, az atlag 36,1% volt. A fennmarado larvak az
ivasban résztvevd apaktol szdrmaztak. A nagy szoras tobb, de eddig még nem
pontosan azonositott okra vezethet6 vissza:

1) Egyes ikrasoknal az injektalast kovetden nyitva maradt a petevezetd, amely
utat engedett a vizkontamindcionak és ezzel egyiitt a spermamindség csokkenésének.

2) Az ikrasok szaporitd és vizeletkivalasztdo rendszerének anatomiai
sajatossagai miatt az urogenitalis nyilason keresztiil befecskendezett sperma a
hugyvezetéken keresztiil vizeletet képes ,,visszamosni”, ami csontos halakban rontja
a sperma mindségét.

3) A spermiumok minéségében és a spermiumok alkalmassagaban eddig még
nem azonositott kiilonbségek vannak, amelyek ,,spermiumversenyt” eredményeznek.

Kisérleteink eredményei alapjan a genetikai valtozatossag valoban novelhetd sperma
petefészekbe juttatasaval (indukalt) ivatasos szaporitas esetében. A modszert azonban
optimalizalni sziikséges (iranyitott spermafeljuttatds csak az egyik petefészek
lebenybe, sperma: ikra arany beallitasa stb.).

3.1.6. Sikeres utodlétrehozds ivas vagy ivatasos modszer alkalmazdsa
sordn, tejes jelenléte nélkiil

Nem figyeltiink meg spontan ikraszorast a kezeletlen halaknal. Kevés és terméketlen
ikrat szortak el azok a halak, melyek petefészek lebenyébe sooldatot juttattunk. A
petefészekbe juttatott fizioldgias sooldat ozmdzisos nyomadsa, vagy Onmagaban a
halak kezelése (kifogas, altatas, beavatkozas) is okozhatta néhany follikularis tok
megrepedést ¢és az ikrakiszabadulast. A petefészekbe injektalt spermaval kezelt
halakbdl statisztikailag igazolhatdan (p<0,05) tobb ovulalt ikraszemet lehetett nyerni
¢s az elszort ikratételek egy része termékenyiilt. A termelt ikra atlagos mennyisége:
16,1 ikra/ikras (tejes nélkiil) és 27,8 ikra /ikras (tejesek valaszfallal), mig a
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termékenyiilési atlag: 12,6% (tejes nélkiil) és 11,8 % (tejesek valaszfallal elvalasztva).
A kapott eredmények azt mutatjak, hogy a nagyobb ovulacids ratat nem csak a halak
kezelésébodl adodo esetleges mechanikai ingerekkel lehet magyarazni, hanem abban
fiziologiai okok is szerepet jatszhattak. A kutatds ujszerlisége miatt a témaval
kapcsolatos informdacidink jelenleg korlatozottak, igy csak feltételezésekre
szoritkozhatok. Kimutattak példaul, hogy a perzsa tok (A. persicus) és a kaszpi sebes
pisztrang (S. trutta caspius) sperma szeminalis plazma kiilonféle androgéneket
tartalmaz, mint példaul tesztoszteront, 11-ketotesztoszteront, progeszteront és 170,
20, 21-trihidroxi-4-pregnen-3-ont. Ezek a hormonok - feltételezve, hogy a tobbi
csontos hal sperma szeminalis plazméajaban is megtalalhatéak - a petefészekfalon
keresztiil felszivodva hatdssal lehetnek az ikras halak vérének hormonszintjére,
esetleg a hipotalamusz-hipofizis-gonad tengelyen keresztiil bekapcsolodhatnak a
neurohormonalis szabalyozasi folyamatokba, igy parcialis ovulaciot idézhetnek eld.
Amennyiben a jovoben sikeriil felderiteni ezeket a folyamatokat és megértjiik a
spontan oocita-felszabadulas specifikus mechanizmusait, akkor ezen ismeretek is
hozzajarulhatnak a szaporitas fejlesztéséhez (hagyomanyos hormonkezelés kivaltas).
Azok az ikrasok, amelyek lathattak a tejeseket egy valaszfalon keresztil ivasi
sikerességiik tekintetében (termelt ikraszdm ¢és termékenyiilési széazalék)
statisztikailag igazolhaté6 modon nem kiilénboztek a tejesek nélkiil spontan ikraszort
tarsaikéhoz képest (p>0,05). Tehat a tejesek vizualis jelenléte nem segitett el
nagyobb aranyu ovulaciot.

El6szor sikeriilt ,,ivasbol” termékeny ikrat nyerni kiilsé megtermékenyitésii halbol
tejes kozvetlen jelenléte nélkiil.

3.1.7. Dél-amerikai eziistharcsaban végzett kisérletek eredményei

A vizsgalt paraméterek (beérési id6, PGSI, termékenyiilési %) nem mutattak
statisztikailag igazolhato kiilonbséget a harom csoportban (p<0,05, ANOVA, Tukey
post hoc test). A beérési aranyokban, habar kiilonbségek mutatkoztak (1. csoport:
100%, 2. csoport: 85,7% és 3. csoport: 71,4%), de ezek nem voltak statisztikailag
igazolhatok (p> 0,05).

3.1.8. A mddszer felhaszndldasanak lehetséges teriiletei

3.1.8.1. Természetvédelmi célu halszaporitas

A degradalt élohelyeken szétaprozodott, kis 4allomanynagysagti populaciok
megsegitésére alkalmas, jol ismert stratégia 01j éléhelyek 1étrehozasa és betelepitése.
A genetikai sokféleség novelése érdekében két vagy tobb szomszédos-, zart-,
fragmentalt beltenyésztett populaciot lehet az ujonnan létrehozott ¢éldhelyre
betelepiteni. A betelepitési stratégia parban ivo halfajok esetén lehet tradicionalis
allomanymentés, amikor a két élohelyrol begyijtott ikrasokat és tejeseket telepitenek
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egylittesen egy Ujonnan létrehozott éldhelyre. Az inszeminacid a természetvédelmi
célzati allomanymentés/in Situ védelemben betoltott lehetséges elényeit az 1.
tablazatban foglaltam 6ssze. ]

Tradicionalis allomany Iranyitott szaporitas Uj modszerii szaporitas

mentés (sperma inszeminacio)
A B A B A B
populécié populacio populécio populacié populacié populacio
dd&d J33¢% d3d3d 24

stratégia
m

Tobb tejesbol szarmazo
sperma az A
Iranyitott keresztezés  populaciobol (sperma
gytjtést kdvetden a
tejesek visszatelepitése)

Random parvélasztas,
tobb a tejes

Sziiléi génhozzajarulas az

utddgeneracioban 11 11 1:1<
(2:8)
Mentett él6hely . Példa: 1 ikrés és 3-3 tejes Példa:
generacio genetikali esetén 2 lehetséges eset a B léciob ,1' , ,
hattere () 12 varidciébol: P e i 1 toioe
Tkras A populiciébol: tras s Ltejes
AAAA AA AB AB AB. BA szaporitas, A populacw 3
e ABl A ' kﬁl?}nbézs’i tejesbol
Tkras a B populaciobol; e iﬁg;gﬁ
BB,BB,BBiBA,BA, BA+BA+B/+BB

Sziil6k szama:

A 1: AL >1 AQ L AL L A 0: AL O
A populacié (3Q) ; : :
B populécié () BY1:BJ>1 BQ 1:BJ 1 BQ 1:BJ 1
Sziiléi génhozzajarulas az
utddgeneracioban 11 11 1:1<
(2:8) .
Parazita 4tviteli esély mindkét élhelyrdl  mindket ldhelyrsl  C5K @ B populdcio

¢él6helyérol

1) Hagyomdnyos halmentés esetén a kisszaml anyahal telepités (amely még
nem veszélyezteti az eredeti populaciokat) az alacsony egyedsiirliiség miatt kétséges
eredményhez vezethet, ha az ikrasok nem talalnak alkalmas tejeseket és nem tudnak
parba allni. A haltenyésztési gyakorlatban ivatasos modszer esetén nagyobb szamu
tejes betelepitésével igyekeznek névelni a parzasi esélyt (ikras:tejes = 1:2-5). Tovabbi
tejesek betelepitése azonban mar kart is okozhat, mert ez a szarmazasi populacioban
jelentds génkivonast eredményez. Mivel a parba rendez6dést nem lehet iranyitani, igy
amennyiben a két sziil6 azonos él6helyrdl szarmazik, akkor a rokonsagi fok novekszik
az utdodgeneracioban, emiatt csokken a szegregalt/izolalt populaciok kozotti egyesitett
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géncsere esélye. Egy masik lehetséges probléma lehet, ha a két populacioé ektoparazita
faunaja kiilonbozik és/vagy halak érzékenysége eltérd, mert igy az Gjonnan Iétrehozott
allomany parazita cserét is végrehajt.

2) Irdnyitott, ellendrzétt szaporitas / szaporitdsi program hajthatoé végre
példaul ivoketrec alkalmazasaval és ellenérzott sziilé kivalasztassal. Ebben az esetben
megakadalyozzak a wvéletlen parvalasztast, igy a sziilok szarmazasi helyérol
Iényegesen kevesebb tejest kell kivalasztani. Az ellendrzott ivasi stratégia hatranya
viszont, hogy az ebbdl eredd genetikai variabilitas tovabbra is korldtozott, mivel az
utodok genetikai allomanya az eredeti €l6helyrdl kivalasztott sziilok elérhetoségére és
termékenységére korlatozodik. A parazita csere ebben az esetben is fellépd lehetséges
probléma.

3) Az inszemindcios modszer alkalmazésa esetén attelepitéskor csak az egyik
populaciobdl van sziikség anyahal allomanyokra. Irdnyitott (ketreces) szaporités
esetén a masik populaciobol szadrmazod tejesekbdl csak egyszeri alkalommal
spermagytijtésre van sziikség, majd a tejesek visszatelepithetok. Fontos hangsulyozni,
hogy a tejesek 24 6ra mulva ismét képesek az eredeti mennyiségben spermat termelni,
igy eredeti élohelyiikon is képesek lesznek részt venni az ivasban (nincs allélvesztés
az egyik populacioban!). Az el6z06 két modszerrel szemben egy ikras ikramennyiségét
tobb tejes tudja megtermékenyiteni, igy az utdodok genetikai variabilitasa jelentdsen
novelhetd, ugyanakkor a klasszikus ex situ konzervacio kritikus pontjai
csokkenhetnek, mint példaul a genetikai sokféleség elvesztése, beltenyésztéses
leromlas, karos mutaciok felhalmozodasa, palacknyak hatas, genetikai degradacio.
Mivel az alapito sziilok egy allomanybodl szdrmaznak, igy nincs ektoparazita csere. A
szakirodalomban ismert a taxonok kdzotti parazitacsere is, ami jelentds, populacio
szintli problémat okozhat.

4) Vérfrissites élohelyen: Az inszeminacié modszerének alkalmazasaval
lehetéség lenne az izolalt, beltenyésztett populaciok genetikai diverzitdsanak
novelésére. Ebbol a célbol ivas eldtt mintazott tejesekbdl kiméletes modon (boditas)
lehetne spermat gytijteni, majd ivarsejt ellendrzést kdvetden rovid idejii taroloedénybe
helyezni (példaul az elsd 10 oran beliil fenntarthatdé a spermiumok termékenyitd
képessége mindségvesztés nélkiil, hlitéberendezésben/hungarocell dobozban
jégagyon. A tejesek a boditasbol |, felébresztve” visszatelepithetok eredeti
¢l6helyiikre. Ezt kovetéen a masik populaciobol kiemelt ikrasok egyik
petefészeklebenyébe lehet juttatni a gyiijtétt spermamintat/spermamintakat. Az
ikrasok ikraérésének meghatarozasara alkalmas eszkdzok (katéteres oocita érettség
vizsgalat) segitségével beazonosithatd a varhatd szaporodas ideje. Amennyiben ez
nem elegendd, Ggy az ivas provokalhatd hormontartalmu szerekkel. Az ivo ikras
ikratételét igy nem csak az ivasban résztvevo tejes fogja termékenyiteni, hanem a
feljuttatott sperma is. Ezzel a modszerrel megndvekszik az utdodgeneracio genetikai
diverzitasa. Mélyhitott spermamintak hasznalta is lehetséges (sperma génbank).
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3.1.8.2. Gazdasdgi célu halszaporitas

Az 0j modszer alkalmazasanak lehetOségét egyesesetekben gazdasagilag jelentds
halfajok termelésndvelési-, tenyésztési céli szaporitasaban is latom. Hazdnkban a
gazdasagilag jelentds halfajok keltetdhazi szaporitasanak alapja az in vitro
termékenyités (szaraz termékenyitési eljaras). Az ivatasos moddszer jelentOsége
kisebb. Kindban és mas 4zsiai orszagokban még mindig a tradicionalis ivatisos
modszerrel szaporitanak a legnagyobb mennyiségben. Ez azt jelenti, hogy ivatd
tavakban, medencékben, ketrecekben, ugynevezett hapakban, ¢és koralaka
betonmedencékben hormonalis indukcioval, de természetes titon hagyjak szaporodni
a halakat. A tengeri halak szaporitdsaban ez szintén elterjedt modszer (pl. farkasstigér,
aranydurbincs (Sparus aurata) stb.). Szaporitasuk szintén az ivatason alapul, ahol az
anyahalak felkészitését kizarolag a kornyezeti tényezOk befolyasolasaval
(vizhémérséklet, fényprogram mesterséges szabalyozasa) végzik. Az ivds vagy
spontan moédon kovetkezik be, vagy hormonkezeléssel segitik el6. A lebego,
megtermékenyitett ikraszemek begytijtését az ivaté medence elfoly6 vizére telepitett
ikrafogd berendezésekkel oldjak meg. Mivel az ivaté medencében az ikrasok tobb
tejessel is Osszeivhatnak, igy iranyitott keresztezés (szlikebb értelemben vett
tenyésztés) ezidaig csak korlatozott mértékben valosulhatott meg. Az altalunk
kifejlesztett modszerrel azonban ezekben az esetekben az ivararany megforditasaval,
egységnyi teriiletr6l tobb termékeny ikra gytijthetd, irdnyitott keresztezések hajthatok
végre az ivatd medencékben, a tdmeges halszaporitast pedig a tervszerli tenyésztés
alapjai valthatjak fel. Nagy genetikai értékii tejesek spermajaval tobb ikras ikratételét
is lehet egy id6ben termékenyiteni. Parban ivé halaknal a genetikai sokszintiséget is
novelni lehet ezzel a modszerrel (ivas vagy ivatds elétt 5-10 tejesbol szarmazo
spermaminta bejuttatasa), amit gazdasagilag jelentds halfajoknal is alkalmazni lehet.
Megoldhatd emellett a sperma manipulalasa is (példaul mélyhtdtt sperma
alkalmazasa) az indukalt ivatasos modszernél. Az j modszer beilleszthetd a
keltetéhazi szaporitasi technologiaba is, igy egységnyi teriiletrél nagyobb mennyiségli
termékenyiilt ikramennyiséget lehet eldallitani, hiszen spermainjektalas esetén nincs
sziikség tejes allomany fenntartasara.

Kiils6 megtermékenyitésii halak esetében az eredményes ivashoz (hormonalis
indukcié nélkiil), vagy ivatashoz (hormonalis indukciot kdvetén) minden esetben
minimum egy ikras és egy tejes jelenlétére van sziikség. Amennyiben az ikras halak
képesek spontan ikraleadasra (sok pontyféle, siillo, angolna, stb), valamint az ovarialis
folyadék nem aktivalja a spermiumsejteket akkor ivaskor/ivataskor nincs sziikség
tejes jelenlétére, amennyiben az ikraszoras el6tt (példaul hormonindukcioval
egyidében) spermat juttatunk a petefészekbe.

Bizunk abban, hogy a gyakorlatba hamarosan atiiltethet6vé, és széles korben
hasznalhatdva valik ez az Ojszerii szaporitasi modszer
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A hagyomanyos ivatés és petefészekmosasi szaporitasi modszerek kozotti elméleti

Osszevetés
Hagyomanyos ivatas Inszeminacié
lvar Egységnyi teriiletr6l lvar Egységnyi
arany megtermelhetd elvi arany teriiletr6l lehozhato
Q:d ikramennyiség Q.3 ikramennyiség
3 hal / egységnyi
yely'(klstorzses 12 n 21 on
ivatas)
5 hal / egységnyi 3:2
hely . '
(nagytorzses 2:3 2n v:%y 3n, vagy 4n
ivatas) )
Utédok o ’ ) 1k’ras oldalarol-
L limitalt, véletlenszer( korlatozottan -, tejes
genetikai i, . .
soksziniiséoe kombinacid oldalarél hatvanyozott
8 mértékben novelhetd
Tenyésztési korlatozott mértékben o
S irdnyithato
program iranyithaté
mélyhiitott
sperma ivatas esetén nem megoldhat6 felhasznalhatd
felhasznaldsa

3.2. Angolna spermamélyhiités és mélyhiitott eurépai angolna és japan
angolna ikraval végrehajtott hibridizacio

Modositott Tanaka higitd és 10% metanol véddanyag hasznalataval eldszor sikertilt
europai angolna mélyhiitott spermajaval sikeres termékenyitési teszteket végrehajtani
¢és ¢l larvakat létrehozni. Az elsd kisérleti ciklusban, a kontroll csoportban is
tapasztalt alacsony termékenytilési érték (<1%) jelezte, hogy az ikras felkészitése nem
volt megfeleld. Az eredmények azt mutatjak, hogy habar 50 éve sikeresen
szaporitanak angolnat Japanban, még igy sem lehet garantalni minden szaporitasi
ciklusban a j6 mindségli ikra és larva nyerést.

Ugyanakkor el6szor sikeriilt édesvizben ivarérlelt tejesek felhasznalasaval larvat
nyerni, igy eldszor bizonyitottuk, hogy habar a katadrom angolna természetes
ivohelye a tengerviz (Sargasso tenger), de nem sziikséges sosvizi korlilmény zart
rendszerben torténd indukalt ivarérlelésiikhoz.

A masodik kisérleti ciklusban eurdpai angolna mélyhiitétt spermajaval valod
termékenyités soran magas aranyban kaptunk deformalt, rendellenesen fejlédd
larvakat (kikelt deformalt larvak szama / kelt larvak szama x 100 = 70,1+15%). Ez a
jelenség nem altalanos a halsperma fagyasztasa soran, mert a mélyhtités altalaban nem
idéz eld larvafejlodési problémat. A sperma a mélyhiités folyaman ugyanakkor sok
karos tényezOnek van kitéve, ebbe beleértve a membransériilést, a véddanyagok
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»szobahomérsékleten” eldidézett genotoxikus hatdsait. Ezek a hatdsok
hozzajarulhattak a nagyobb ardnyltl rendellenesen fejlodé larvahoz. Ki kell
hangsulyozni, hogy a nagy egyedi kiilonbségek miatt a larvatorzulasok aranyaban
nem volt statisztikailag igazolhat6 kiilonbség a kontroll csoport eredményeihez képest
(32,528 %, p>0,05), de feltételezziik, hogy nagyobb elemszam bevonasa esetében
mar a kiilonbségek mar szignifikansak lehetnek.

A genetikai vizsgalatok (PCR-RFLP, PCR-HRM) bizonyitottak a hibridek diploid
jellegét, igy az esetleges nagyszamu haploid, torz larvak eléfordulésa is kizarhato. Az
altalunk hasznalt markerek (FSH Angolna F és FSH Angolna R) egyértelmi, gyors és
olcs6 detektaldsi lehetéséget nyujtanak a japan €s az eurdpai angolna fajok, tovabba
azok hibridjeinek elkiilonitésére is.

A hibridek embriofejlodése nem kiilonbozott jelentés mértékben a kontroll japan
angolna embrioktél. Igy példaul larvakeléskor mind a hibrid, mind a japan angolna
larvak hasonld szomitaszamokat mutatnak (57-58), jelezve, hogy a szomatogenezis
hasonlé mértékii, mikdzben a hibrid larvakban pigmentacié volt észlelhetd az iziileti
redoben a japan angolna larvakhoz képest. A megtermékenyités utan 34 oOrdval
sikeresen kikeltettiik a larvakat. Ebben a szakaszban normalis szivverést figyeltiink
meg. A masodik kisérleti ciklusban nem vizsgaltuk és hasonlitottuk 6ssze részleteiben
a larvak ontogenetikus fejlodését.

3.2.1. Az angolna spermamélyhiités felhaszndlasanak lehetséges teriiletei

Az angolna fajban végzett hazai spermamélyhiitési munkak alapul szolgaltak ,,lizemi”
mennyiségli irkatételek termékenyitésére alkalmas technologia fejlesztéshez. Japan
kutatok 2017-ben sikeres japan angolna spermamélyhiitési kisérleteket folytattak le 5
ml miiszalmat alkalmazva, ahol higito ASP volt, a véddanyag pedig metanol.
Japanban, ahol az angolna tenyésztésének és fogyasztasanak jelentésen nagyobb
tradicioi vannak, tovabbi fejlesztésekre nyilik lehetdség e témateriileten is. Eurdpai
viszonylatban, habar el6szor sikeriilt életképes utdodokat nyerni mélyhiitétt sperma
felhasznalasaval, ennek gyakorlati alkalmazasdhoz a faj indukalt szaporitasi
ki lehessen akndzni. Tisztdban kell lenni azzal a ténnyel is, hogy az angolna
szaporodasbeli sajatossagainak kdszonhetden a larvagenezis ideje nagyon hosszi (~6-
10 hénap), valamint a kontrollalt koriilmények kozott torténd larvatartas rendkiviil
bonyolult technologiai 1épések sorozatat igényli (taplalkozas kontra kivaldo mindségii
tartasbeli korlilmények fenntartdsa, G.n. Kreisel nevel6edény hasznalat, specialis
parazitak — Vibriosis — elleni védekezés stb.). Jelenleg az eurdpai fajban — irodalmi
adatok alapjan — a larva nevelését nem sikeriilt két honapnal til megoldani. A specialis
eszk0z- ¢és tudasigényl angolna larva zart rendszerli nevelése a gazdasagossagi
szempontokat is figyelembevéve tavolinak tlinik. A gazdasagilag jelentds halfajok
esetében is megfogalmazddott, hogy termelésiik volumene — kivéve a lazactenyésztést
— még nem biztositja azokat a specidlis tenyésztdi feladatokat, amelyeket a
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spermamélyhiités nagymértékben tamogatni tudna. Kisérleti eredményeink
jelentdségét igy elsésorban nem a szelekciot eldsegitd tenyésztéi munkakban latom,
hanem egyes, egyedi populaciok megérzésére iranyuld ex situ konzervaciobioldgiai
munkakban, ahol a spermamélyhiités a géntartalékok megérzésében nyujthat
segitséget. Mivel a leirt modszert , tiikorkisérletekben” a japan kutatok is sikeresen
alkalmaztak, igy feltételezhetben a tobbi angolna fajban is eredményesen
alkalmazhato.

A hibridizacios kisérletek jarulékos eredménye a két faj azonositdsat eldsegitd
genetikai vizsgalatok kidolgozasa volt. Emlitésre keriilt, hogy mar gyakorlatban is
sziikség volt ezt a modszert illegalis ivadékszallitmany fajazonositasa érdekében
felhasznalni. Mivel a Tavol-Keleten a faj gazdasagi értéke jelentésebb, nagy keresleti
piaccal rendelkezik, igy nem zarhatdo ki, hogy a jovoben is illegalis ivadék
szallitmanyokat probalnak majd becsempészni elsdsorban Kindba, ahol felnevelve a
japan piacra juttatjadk tovabb. Nem csak az ivadékok illegélis kereskedelme jelent
azonban problémat, hanem az illegalis Uton beszerzett angolndk kijutasa természetes
vizrendszerekbe is. Példaul az Uono folyobol (Niigata Prefektura, Japan) mar
kimutathat6 mennyiségben vandorolnak egylitt az eurdpai €s japan angolndk az
ivohely felé. Novekedési képességiik viszont erdteljesebb, mint az Gshonos fajé,
tovabba az is aggodalomra ad okot, hogy nem csak az ivasi viselkedést modositja a
japan fajban (ivasi vandorlas meginditasa), hanem az ivohelyeket elérd halak esetleg
hibridizalodhatnak is. Ezentul az élelmiszer eredet ellendrzésben is szerepet jatszhat
a genetikai fajazonositasi vizsgalat.
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4. Uj tudomanyos eredmények

Egy 10j halszaporitasi modszer kifejlesztésének alapjait tettem le. A modszer
alapja, hogy kiilsé megtermékenyitésii halfajok spermium sejtjei biologiai
aktivitasukat megtartva, hosszabb ideig ,,tarolhatdak™ a petefészek lebenyben
indukalt szaporitas (vagy szaporodas) el6tt. fvaskor (ovulaciokor) a gamétak
egylitt iiriilnek, és vizaktivaciokor bekovetkezik a termékenytilés.

Megallapitottam, hogy a sperma szeminalis folyadék alkalmas
hormonvivéanyag is lehet. A spermaban diszpergalt poritott pontyhipofizis
katéteres petefészek kezelése nyoman a kezelt halak ovulaltak, a petefészekbe
juttatott spermiumok megtermékenyitették a vizaktivalt ovulalt ikrakat.

Meghataroztam a spermiumok életképességének idejét afrikai harcsa
petefészek koriilmények kozott in vivo.

Megallapitottam, hogy a természetben el6 nem forduld gaméta egyesiilés
mesterséges koriilmények kozott 1étrejohet.

Elsoként igazoltam, hogy kiils6 megtermékenyitésii fajokban ivaskor/spontan
ikraszoraskor a tejes kozvetlen jelenléte nélkiil is lehet utddot nyerni,
amennyiben az ovulaciot megel6z6en spermat juttatunk az ikrasok
petefészeklebenyébe.

El6szor sikeriilt mélyhtitott eurdpai angolna spermaval sikeres termékenyitést
végrehajtani és annak hasznalataval életképes hibridet keltetni.

Kisérletes uton bizonyitottam, hogy a tengervizben szaporodd angolnak
tejeseinek esetében nincs sziikség tengervizi ivarérlelésre, az édesvizben
ivarérlelt halak az eltér6 ozmolalitasi kornyezet ellenére is
termékenyitéképes spermiumokat termelnek.
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