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1. Eloszo

A XXI. szazadi, folyamatosan ndvekvd szdmu emberiség szamara kiemelten fontos a
megfeleld, biztonsagos élelmiszerhez vald hozzajutas. A Fold lakossdganak nagy része szamara
a hal jelenti az elsddleges fehérjeforrast. A halhis, mint egészséges taplalék, konnyen
emészthetd, tdpanyagokban gazdag élelmiszer, ami kedvezd zsirsavosszetételével a sziv- és
érrendszeri megbetegedések megelézéséhez is hozzdjarul. Az elmult évtizedekben a tengerek
¢és ocednok tulhalaszata aggasztd méreteket 61tott, ezért a novekvo igények kielégitésében a vizi
szervezetek tenyésztése, az akvakultira egyre nagyobb szerephez jut. Vannak régiok, ahol az
akvakultura-termelés szinte kizarolag haltenyésztésre korldtozodik. A fenntarthatd
er6forrasokra alapozott akvakultirabol szarmazé hal alkalmas lehet a novekvo fehérje igény
kielégitésére, a természetes halallomanyok és vizi 6koszisztémak megdérzése mellett. A modern
szemléletli haltenyésztés egyik alapkritériuma a biztonsagos tenyészallomany-utanpétlas. A
programozhaté halszaporitds napjainkban egyre inkabb a halak hatékony hormonalis
indukdlédsara tdmaszkodik. Ez a gyorsan fejlddé tudoményteriilet hatalmas szakirodalommal
rendelkezik, kiilonb6zo részteriileteibdl nagyszamu Osszefoglald cikk és konyv sziiletett. Az
utobbi idében azonban a termelés hatékonysaganak maximalizalasa mellett mas prioritasok is
elotérbe keriilnek. Ilyenek példaul a termelés kornyezetre gyakorolt negativ hatdsainak
csOkkentése (megljuld energia haszndlata, a termelés karbonldbnyom mértékének
figyelembevétele), vagy a genetikai er6forrasok €s a biologiai sokféleség megérzése. Ezeken
kiviil a fogyasztok szamara egyre fontosabb szempont az allatjolléti szabalyok betartasa is.
Ebbdl az aspektusbdl a tomegtermelést felvaltd, atgondolt és 1j termelési szemlélet kialakulasa
zajlik jelenleg a haltenyésztésen beliil, elsdsorban természetesen ott, ahol nem csak gazdasagi
faktorok jatszanak szerepet a termékelballitasban. Ez a szemlélet 0j, egyes esetekben specialis
kutatasi teriileteket nyitott meg, sikeres esetben a kifejlesztett 01j és Ujszerii technologiai
Iépéseket a termelési rendszerekbe is beépitik.

A korszerti haltermelési eljarasoknak nem csak az élelmiszerellatas szempontjabol lehet fontos
szerepe, de az a vizi 6koszisztémak meg6rzése és rehabilitacidja szempontjabdl is fontos lehet.
Az akvakultara kutatasok egy része kimondottan a természetvédelmi célu in situ és ex situ
konzervaciobiologiai vizsgalatokra fokuszal. Ezt tobbek kozott az is indokolja, hogy Freyhof
¢s Brooks (2011) szerint az eurdpai édesvizi halfajok kozel 80%-a endemikus (tehat
egyediilalloak Europaban és mashol nem talalhatdbak meg a vilagban), 37%-uk pedig
veszélyeztetett, amely kivételesen magas arany mas rendszertani csoportokhoz képest. Példaul
a vizinovények 7%-a, a lepkék 9%-a, a kétéltiek 23%-a, a hiillék 19%-a, a madarak 13%-a és
az emldsok 15%-a tartozik veszé€lyeztetett kategoridba. Annak ellenére, hogy egyes orszagok
nem rendelkeznek a tovabbi becslésekhez sziikséges trendadatokkal, a jelenlegi felmérések
alapjan Eurdpa édesvizi halfajai 17%-anal csokken, 6% esetében stabil az allomany mérete, de
minddssze 1%-nal tapasztaltak novekedést. A fajok fennmaradd 76%-anak esetében nem all
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 kipusztult édesvizi halfajbol 16 faj 2020-ban tiint el
véglegesen, minddssze egyetlen ¢év alatt. Az 6shonos halfaundkat veszélyeztetd tényezok
kozismertek, ilyenek példaul a vizek szennyezése, a duzzasztogatak épitése, a klimavaltozassal
Osszefliggd id6éjarasi anomaliak, a folyok kiszaradasa, Gjonnan megjelend parazitdzisok, az
¢éléhelyek degradacidja (élohelyek lecsapolasa) és az idegenhonos halfajok terjeszkedése. A
halak megovasara iranyuld6 munkdk (visszatelepitési programok, amelyek tudomanyos
munkakban megtalalhatoak) alulreprezentaltak. Seddon et al. (2005) szerint legalabb 699 allat-
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¢s novényfaj esetében indult visszatelepitési program, amelybdl csupan 20 foglalkozott
halakkal. A napjainkban alkalmazott visszatelepitési programok alapja, hogy a telepitendd
egyedek — jelen esetben halak — cléallitasat ellendrzott koriilmények kozott végzik. Ezek
lehetnek nyilvanos akvariumok, allatkertek, kutatohelyek stb. Ebben az esetben (ex situ
konzervacidbiologia) a tartasi koriillmények is befolyasoljak az egyedek mindazon adaptacios
képességét, amelyek a majdani visszatelepités sikerességét nagymértékben befolyasoljak. Az
ingerszegény, kiegyensulyozott kornyezet példaul gyakran szorul gazdagitasra. A korokozo- és
parazitaszegény kornyezet az immunrendszer rendellenes fejlodéséhez is vezethet. Ezért
sziikséges példaul az ex situ és az in situ konzervacidbiologiai tevékenységek Gsszehangolasa.
Ezeket a problémakat elsésorban tartas- és neveléstechnologiai fejlesztésekkel lehet orvosolni.
A masik hangsulyos szempont a genetikai aspektusbdl torténd tevékenység és szemlélet
menedzsment. Az ex situ konzervacio jellegébdl adéddan egy olyan beavatkozas, amely mar az
anyahalak kivalasztasa révén jelent6sen befolyasolja az utédgeneracido genetikai hatterét:
génsodrodas, beltenyésztés, mesterséges szelekcid révén a természetes szelekcio fellazulasa, a
genetikai sokféleség elvesztése, a beltenyésztési depresszid, a genetikai hattér modosulasa a
fogsagban torténd tartas soran, karos génmutaciok feldusulasa. Természetesen torekedni kell a
feltart problémak megoldasara, ezért olyan keresztezési programokat sziikséges inditani,
amellyel ezek a karos hatasok mérsékelhetok. Azonban azt is figyelembe kell venni, hogy
vannak olyan helyzetek, amikor a meglévd erdforrasok érdekében egyes elemeket nem lehet
kivaltani mesterséges beavatkozasokkal. Eklatans példa erre a Nagyvarad mellett talalhatod
Plispokfiirddi t6 (Baile 1 Mai) ,elvesztése” 2013-2015 kozott (Miiller, 2014), amelynek soran
emberi beavatkozas kovetkeztében az eltind tobol kipusztult a varadi maradvanycsiga
(Melanopsis parreyyssii) és a rakovitzcai kele (Scardinius racovitzai). Hazankban jelenleg a
kisméreti él6hely fragmentumokra szakadt lapi poc (Umbra krameri) példaja emlithetd,
amelynek populacidi rohamosan tiinnek el ¢l6helyeinek felszamolasa, valamint invaziv halak
(els6sorban az amurgéb (Perccottus glenii)) eléretorése miatt. A helyzetet sulyosbitja, hogy
reprodukcios sajatossagaibol adodoan — parban ivnak, generacios intervallumuk rovid, termelt
ikramennyiségiik kicsi, az in vitro fertilizacié (szaraz termékenyitési szaporitasi eljaras)
jelenleg még nem kidolgozott — az el6bb emlitett genetikai depresszios hatasoknak a megmaradt
allomanyok is nagyon kitettek. Az 0j problémak tehat (részben) 01j megoldasokat igényelnek.

1.1. Az értekezés felépitése

Az értekezés célja, hogy Osszefoglalja a hazai togazdasagi-, keltetohazi- és akvarisztikai
halszaporitasi gyakorlattol eltérd, alternativ modszerekkel torténd szaporitasi munkaim soran
kapott fobb eredményeimet. Az értekezés két f6 részbdl all. Az els6 részben azokat a fébb
modszertani eredményeket mutatom be, amelyek eldsegitették egy altalam kigondolt, de
csapatmunkaban végzett, 1) halszaporitdsi moddszer kialakitdsat. A  mesterséges
spermafelhelyezés (inszeminéacid) modszer alapja, hogy a spermiumok bioldgiai aktivitasukat
megtartva hosszabb ideig ,tarolhatok” a petefészek lebenyben az indukalt szaporitas (vagy
szaporodas) el6tt, valodi kiilsé megtermékenyitésti halfajokban. fvaskor (ovulacidkor) ilyen
esetben a gamétak egyiitt lirlilnek és vizaktivaciokor bekovetkezik az ivarsejt egyesiilés, azaz a
termékenytiilés. 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
keresztlil mutatom be a médszer technikai- és biologiai sajatossagait.

Az értekezés masodik részében a fokozottan veszélyeztetett europai angolna (Anguilla
anguilla) ex situ konzervaciobiologiai kutatds génmegOrzési munkainak himivarban elért
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legfébb eredményeit mutatom be. Ezek magukban foglaljak a hormonalisan indukalt ivarérlelés
folyamatat, az ivarsejt gy(ijtését, a spermamélyhtités modszerét, ezen technikak alkalmazasaval
torténd termékenyitési teszteket japan angolna ikra felhasznaldsaval, valamint a hibrid utédok
szarmazasellendrzésének modszereit. Fontos kiemelni, hogy az itt ismertetett munkaink eldtt
ebben a fajban nem irtak le sikeres szaporitast mélyhtitott sperma felhasznalasaval.
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2. Inszeminacié, mint uj halszaporitasi médszer (mesterséges
spermafelhelyezés petefészeklebenybe)

2.1. Bevezetés

2.1.1. A halak szaporodasi jellegzetességei

A csontos halak (Osteichthyes) mint vizi szervezetek életciklusanak minden fazisa, magaba
foglalva szaporodasukat is, vizhez kotott. Szaporodasi sajatossagaikat tekintve a fajok
tilnyomo része valtivari és azok tobbsége az ovipar (ikrarakok) csoportba tartozik. Harom
alcsoport tartozik ide, nevezetesen:

1) Ovulipar (valodi kiilsé megtermékenyitésii) fajok; az ivarsejtek egyestilése a két sziil6
testiiregén kiviil, a vizben torténik. Gazdasagilag jelent6s hazai halak tartoznak ebbe a
csoportba. A szakirodalomban (Wallace és Selman, 1981; Tyler és Sumpter 1996; Treasurer,
1981; Sivakumaran et al.,, 2003; Muchlisin, 2014) kétféle petefészek besorolas tipust
kiilonitenek el az alcsoporton beliil. Az egyik az ivarnyilassal valo kapcsolat alapjan torténd
felosztas:

(i) gimnovarium: nincs Kialakult oviductus; pl. angolnaalaktiak (Anguilliformes),
lazacfélék (Salmonidae), csikfélék (Cobitidae);

(if) masodlagos gimnovarium: van petevezet6, de nem all kézvetlen kapcsolatban a
petefészekkel; pl. tokalakuak (Acipenseriformes);

(iii) cisztovarium: a petevezetd Osszekoti a petefészket az ivarnyilassal; pl.
pontyalakuak (Cypriniformes).

A masik felosztasi tipus az oocitak fejlddése alapjan torténd kategoria bontas:

(i) szinkron petefészek/egységes morfolégiai képet mutato petefészek: ahol a
gonadban talalhato oocitak azonos fejlodési allapotban vannak; pl. siigér (Perca fluviatilis);

(ii) csoport-szinkron petefészek/nem egységes morfologiai képet mutato petefészek:
ahol az ovarium felépitésében legalabb két eltérd fejlédési allapotban 1évé ivarsejtcsoport vesz
részt szaporodasi iddszakban (vitellogenezis szakaszban, valamint previtellogenikus nyugalmi
fazisban); pl. eziistos tengeripér (Mugil curema);

(iii) aszinkron petefészek/heterogén morfologiai képet mutato petefészek: ahol az
oocitak osszes fejlddési allapota képviselve van; pl. ponty.

2) A zigopar csoportba olyan bels6 megtermékenyitésii fajok tartoznak, ahol a
megtermékenyitett ikra zigota allapotu embrio formaban keriil testiiregen kiviilre (Fitzpatrick,
2020); pl. skorpiohal-alakuak (Scorpaeniformes) rendjébe tartozd Helicolenus dactylopterus
dactylopterus (Sequeira et al., 2012).

3) Az embriopar csoportba azok a halak tartoznak, amelyek belsé megtermékenyitést
kovetden kiilonbozo fejlodési allapota embriot tartalmazo ikrakat tiritenek a vizbe (Wourms et
al., 1988); pl. egyes nyalkashal-alaktaak (Blenniiformes) rendjébe tartozo faj, mint Xenomedea
rhodopyga, Starksia fulva (Fishelson et al., 2013).
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A fentiek mellett Munehara et al. (1989) egy 10j szaporodasi stratégiat fedezett fel egy tengervizi
kolonteféle fajban (Alcichthys elongatus), amelyet ,,belsé ivarsejtegyesiilésnek” neveztek el, de
mégis az ovulipar, tehat kiilsé megtermékenyitésii csoportba soroltak. Ebben az esetben a himek
urogenitalis papillajuk segitségével a spermiumsejteket az ikrasok szaporitdszervébe juttatjak,
ahol akar egy honapig is életképesek maradnak. A spermiumsejtek az ovarialis folyadékban
uszva az ovulalt petesejtekhez jutnak, behatolnak a mikropiile nyildson és eljutnak az
ovoplazmaig. Ebben a fazisban a haploid spermiumsejt és az oocita még nem egyesiil. Amikor
az oocita és a mikropiile csatornaban 1évé spermium egyiittesen kijut a kiilvilagba (masodik
ivas), akkor vizaktivacio hatasara kovetkezik be a megtermékenyiilés. Ezt a folyamatot azdta
szamos mas halfaj esetében is leirtak (Abe és Munehara, 2005; Koya et al., 1993; Munehara et
al., 1991; Santos et al., 2013). Az utdbbi szaporodasi sajatossagnak részletesebb kifejtésére
azért keriilt sor, mert mintaként szolgalt az altalunk kifejlesztett indukalt 0j szaporitasi modszer
kidolgozasahoz.

A csontos halak kisebb része (~2-3%) elevensziil6, vivipar (Fitzpatrick, 2020). A spermiumokat
a tejesek valtozatos kialakulast ivarszerveik segitéségével (gonopdodium, urogenitalis papilla)
az ikrasok ivarvezetékeibe juttatjak, az embriok pedig a megtermékenyitést kovetden az ikrasok
testiiregén belill fejlédnek ki. A vehemkihordas sajatossagai alapjan lehet:
1) ovovivipar (fakultativ vivipar): szikkel taplalkozo alelevensziilok (pl. Gambusia spp.),
2) vivipar (obligat vivipar): szikplacentas elevensziilok (pl. Anablepidae) (Wourms et al.,
1988).

A legtobb csontos halban a here paros, hosszikas szerv, melyet a mesenterium rogzit a hasiireg
hati falara. Kordbban tubularis (csdves) €s lobularis (Iebenyes) tipust heréket kiilonboztettek
meg (Billard et al., 1982), jelenleg a csontos halak heréit morfologiai sajatossagaik alapjan 3
csoportba soroljak:

(i) csoves tipusu here, ami a lazacfélék (Salmonidae), a pontyfélék (Cyprinidae) és a
kajmanhalfél¢k (Lepisosteidae) fajaira jellemzo;

(ii) korlatlan spermatogonialis here tipus, a kalaszhalalaktak kladjan (Atherinomorpha)
kiviil az Gjuszosokra (Neopterygii) jellemzo;

(iii)  korlatozott spermatogonialis here tipus, ami egyes kalaszhalalakuak
(Atheriniformes), makrahalalaktak (Beloniformes) és fogaspontyalaktaak (Cyprinodontiformes)
jellemz6 herefelépitése (Uribe et al., 2014). A gazdasagi szempontbol jelentds, hazankban
eléforduld halfajokra, igy példaul a ponty, a harcsa (Silurus glanis), a busa-fajok
Hypophthalmichthys spp., az amur (Ctenopharyngodon idella) az Gj nevezéktan alapjan a
csoves tipusu here a jellemz6, mig a hazai siigérfélék, igy a siill6 (Sander lucioperca), a kosiillé
(S. volgensis) és a siigér lebenyes (korlatlan spermatogonialis) here tipussal rendelkeznek.

A halak spermiogenezisének sajatossagai részben eltérnek az hiillok, madarak, emlésok
ivarsejtképzodési folyamataitol. Egyfeldl a Sertoli-sejtek a pubertds korig osztodnak a
magasabb rendli gerincesekben, majd szamuk tovabb mar nem ndvekszik, addig a halak és
kétéltiick esetében teljes életidejiikben osztodoképesek maradnak (Schulz et al., 2005).
Masfeldl a halakban a Sertoli-sejtek cisztakat képeznek (cisztas spermiogenezis) amelynek
soran egy ilyen sejt koriildleli a spermatogdéniumot, ezaltal a szinkron modon fejlédd
csirasejtcsoport egyetlen spermatogoéniumbdl szarmazik (Schulz et al., 2005; Schulz et al.,
2010).
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2.1.2. Ivarsejtek biologidja

A kiils6 megtermékenyitéssel szaporod6 halfajok spermiumai a vizben, mint szaporodasi
kozegben aktivalodnak. Onmagaban az aktivalodas is tobb fiziologiai 1épéssort kovetden megy
végbe (Kholodnyy et al., 2020):

1. Az inaktiv spermiumok a szeminalis plazmaval egyiittesen kiszabadulva ozmokomfort
kornyezetbdl a kiilvilagra (jelen esetben az édesvizbe) jutnak, emiatt ozmotikus/ionos gradiens
jon létre a spermium plazmamembranon.

2. A gradiens lehetévé teszi a spermiumsejtek membrancsatornainak aktivalodasat és a
membranpolarizaciot, amelyek a kornyezeti feltételektél — példaul homérséklet, pH sth. —
erdsen fiiggd folyamatok.

3. A kalciumionok sejten beliili koncentracidja jelentésen megnd (a kiilsé ionok
bearamlasa a csatornahalézaton keresztiil és a bels¢ Ca?" raktarakbol torténd felszabadulds
miatt). A Ca®*-ionok részt vesznek kiilonféle enzimek aktivalasaban, valamint az ATP
szintézisében ¢és felszabaduldsaban.

4. A membrancsatorna kaszkad aktivitasa a ciklikus adenozin monofoszfatok szintézisét
is magaba foglalja, amelyek kozvetitoként hatnak és befolyasoljak a spermium sejt
flagellumaban 1év6 dinein karok miikodését.

5. Az ATP, a ciklikus adanozin monofoszfatok és a kalciumionok szabalyozzak a dinein
motorok miikodését a farokrégidban.

6. A membran két oldala kozott kialakuld gradiensek befolyasoljak az axonéma
integritasat és konzisztenciajat.

7. Egyensulyi helyzet jon 1étre a membranon 1évd gradiensek altal okozott aktivitds és a
sejtszerkezetek sériilése kozott. Késobb, a motilitasi periddusban, az ATP-tartalom csokken,
mert megljulasa mitokondrialis foszforilacioval joval lassabb aranyban megy végbe, mint a
felhasznalas iiteme. Ez a folyamat a bels6 ion-tartalom tovabbi beallitasaval kombinalva a
koncentracid fokozatos csokkenéséhez vezet, és a dinein aktivitas a vizaktivaciot kovetéen
néhany perccel megsziinik. Az eltelt id6 fajtol és kiilsé kornyezeti tényezOktol erdsen fligg
(Cosson, 2004; Kholodnyy et al., 2020). A legtobb csontos halfaj esetében kevesebb, mint 2
perc, de ebbdl tobbnyire csak 30 masodpercig tart a nagy aktivitasu mozgas (Billard et al., 1995;
Kime et al, 2001). A spermiumsejtek ¢letképessége, mozgasi aktivitasa kiilonféle
beavatkozasok révén meghosszabbithato, példaul a siigér sperma ivarsejtjeinek aktivitasa egy-
két perccel a vizaktivaciot kdvetden lecseng, azonban kozel izotonids sdoldatban az életidd
tobb, mint két oraig is fenntarthato (Lahnsteiner, 2011). A masik fontos megfigyelés, hogy az
ovarialis folyadék is hat a spermiumsejtek mozgasi képességére. Lahnsteiner et al. (1997)
aktiv és mikrovillusokat tartalmazo hamszovet boritja, ami fehérjék-, és az Gn. glikuronid
szteroidok szintézisében vesz részt. Ez alkotja az ovariadlis folyadékot. A petefészek
folyadéknak tobb funkcionalis feladatot tulajdonitanak kiilsé megtermékenyitésti fajokban,
mint példaul:

(i) megakadalyozza az ovulalt oocitak aktivalodasat, pontosabban a mikropiile
bezarddasat a vizfelvétel okozta megduzzadas alatt, valamint az ikrahéj megkeményedését a
protein szerkezet megvaltozasa miatt (Lam et al., 1978; Lahnsteiner et al., 1997);

(i) fenntartja az ikra termékenyiiloképességét, valamint megakadalyozza a
,talérést” (Lam et al., 1978);

(iii) ivaskor megkonnyiti az ikrak tdvozasat a hasiiregb6l (Yamamoto, 1963).

Vahid et al. (2019) 6sszefoglald munkajukban leirtak, hogy az ikra és az ovarialis folyadék,
mint mikrokornyezet milyen hatast gyakorol a spermiumsejtekre a megtermékenyitést
megelézden. A legtobb fajnal a vizaktivaciokor az ovarialis folyadék jelenléte fokozza a
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spermiumok teljesitOképességét a kizarolagos vizaktivacidhoz képest: meghosszabbitja a
spermiumok életképességét, nagyobb aranyt mozgoképességet indukal, valamint megndveli a
spermiumok sebességét. Magyar szerzok koziil Horvath et al. (2010) vizsgéalta a ponty ovarialis
folyadékanak hatasat a spermiumok mozgoképességére. Kisérletes eredményeik alapjan az
ovaridlis folyadék onmagéban nem, de higitva (desztillalt viz + ovarialis folyadék) a
spermiumokat nemcsak aktivalta, hanem a motilitasukat hosszl ideig igen magas értéken tudta
tartani. Kiinduldé allapotban a szeminalis plazma és az ovarialis folyadék ozmolalitasi
tartomanya hasonld; a ponty szeminalis plazma ozmomalitasa 254-346 mOsmol/kg (Alavi és
Cosson 2006), 262-270 mOsmol/kg (Shaliutina-Kolesova et al., 2016), mig a ponty ovarialis
folyadék ozmolalitasa 217 mOsmol/kg (Horvath et al., 2010). Afrikai harcsa esetében a
szeminalis plazma 222+5,8 mOsmol/kg (Steyn és Van Vuren, 1986), illetve az ovarialis
folyadék ozmolalitasa 295+21 mOsmol/kg (Kovacs et al., 2010). Ezzel szemben Eloffson et al.
(2006) kutatai eredményei alapjan az eurihalin (tag sotlirésti halak csoportjaba tartozo)
haromtiiskés pikoban (Gasterosteus aculeatus) éldhelytdl fiiggden valtozik az ovarialis
folyadék (édesviz: 208+25, brakkviz: 246426, tengerviz: 314+47 mOsmol/kg) és a szeminalis
plazma (édesviz: 266, brakkviz: 301 tengerviz: 347 mOsmol/kg) ozmomalitisa. A
pisztrangfélékben (Salmonidae) — ahol a K™-ion koncentracio-csokkenés valtja ki a
spermiumsejtek aktivalasat — az ovarialis folyadék szintén aktivalja a spermiumsejteket
(Rosengrave et al. 2009) ¢és mozgdképességiiket hosszl ideig fenntartja.

Fontos kiemelni, hogy az eddig foképp a sperma-ovarialis folyadék interakciot vizsgaltak,
amely vizsgalatok azonban finomitasra szorulnak, mert 6nmagaban a sperma két f6 része
(spermiumsejt tdmeg és szemindlis plazma) egyiittesen 1ép kapcsolatba az ikraval és az ovarialis
folyadékkal. Fontos lenne emiatt azt is megtudni, hogy dnmagaban a spermiumsejtek és az
ovarialis folyadék kozott milyen kapcesolat 1ép fel, feltételezve, hogy a szemindlis plazma (és
az ovarialis folyadék) Osszetétele kiilsé és belsé kornyezeti tényezoktdl is fiigg. Shaliutina-
Kolesova et al. (2016) példaul kimutattak, hogy a szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus
mykiss) szeminalis plazma fehérje koncentracioja az ivasi idészak alatt valtozik, a legmagasabb
érteket az ivasi id6 kozepén mutatta. A szeminalis plazma ion koncentracidja is valtozhat az
ivasi idészak alatt (Alavi és Cosson, 2006). Az eurihalin fajok esetében az édesviz-sosviz, mint
eltérd szalinitdsu és iontartalmi kornyezet a vese kivalasztason keresztiil jelentsen
befolyasolja az ovarialis folyadék Osszetételét, hogy azt Onchorhynchus keta keta (Hirano et
al., 1978), valamint haromtiiskés piké (Eloffson et al., 2006) fajokban kimutattak.

2.1.3. Halak szaporoddasanak szabadlyozdsa

Az alabbi fejezet Woynarovich és Horvath (1980); Horvath (1980), Horvath et al. (1984),
Horvath et al. (1985); Horvath et al. (2000), Horvath és Urbanyi (2000); Horvath et al. (2015)
munkdin alapul. A szaporodasra (ivasra) felkésziilt halban az ivarsejtek “végsd érése”
neurohormonalis kontroll alatt 4ll. A kdrnyezeti ingerek receptorokon keresztiil kémiai jelekké
alakulnak és a hipotalamusz-hipofizis-gondd tengely mentén szabalyozzdk a szaporodési
folyamatokat (ovuldcio, spermatermelés, nasztanc, ivadékgondozas stb.). A kdrnyezetbol
érkez6 jeleknek megfeleld erésségiieknek kell lenniiik ahhoz, hogy a gatl6 mechanizmusokat,
els6sorban az agytdrzsi dopaminerg rendszer; a GnRH neuronok preszinaptikus gatlasa a
dopamin D2 receptorok aktivacioja révén, kikapcsoljak. Ezzel parhuzamosan bekapcsoljak a
serkentd hormonalis szabalyozast (hipotalamusz — GnRH szekrécié = hipofizis — GtH
felszabadulas = ivarszerv — 17a-hidroxi,208-dihidro-progeszteron - ovulacié. Ez azonban
nem egyiranyu folyamat, mert abban feedback mechanizmusok is szerepet jatszanak, amelyek
mind sziikségesek ahhoz, hogy az ivasra érett hal szaporodni tudjon. Az ehhez tartozd
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kornyezeti tényezdoket "ivasi kornyezetnek" nevezziik, ami fajtol fliggden igen valtozo. A fajok
igénye az ivasi kdrnyezet irant a filogenezis soran alakult ki, azaltal, hogy az adott fajra nézve
mely kornyezet kedvezett leginkabb az utodok talélésének, a faj fennmaradasanak. Az ivasi
kornyezet tehat a halak allandé tartozkodasi kornyezetétdl akar 1ényegesen is eltérhet. Hazai
halaink kozott (a mérsékelt égdovon) az ivasi kornyezet rendszerint egy bizonyos szezonhoz
kotott idojarasi helyzet bekovetkeztekor alakul ki.

A halak ellendrzott koriilmények kozott torténd szaporitasat harom f6 csoportra lehet osztani,

1) Természetes ivatds: alapja, hogy az ivasi koriilmények megfelel6 mértékii mesterséges
masolatara az ivasra felkésziilt halak reagalnak. A mddszernek napjainkban is van
1étjogosultsaga, foképp azokban az esetekben, amikor egy uUjonnan megépitett vagy
rekonstrualt, frissen elarasztott tavat tavasszal allitanak tizembe és a természetes szaporodashoz
idealisak a feltételek. Ilyenkor a tavakban olcsé €s nagy mennyiségli ivadék allithato eld.
Laboratoriumi korilmények kozott természetes ivatassal szaporitjak példaul a zebradaniot,
amely egész évben szaporithato és ugyanazon par egy héten beliil akar tobb alkalommal is ivhat
(Eaton és Farley, 1974; Nasiadka és Clark, 2012), st optimalis koriilmények kozott rovid ideig
akar naponta is ivasra birhato (Spence és Smith, 2005; Nasiadka és Clark, 2012). Ilyen esetben
azonban az ikratermelés mennyisége és az ikra mindsége is csokken. Optimalis ikratermeléshez
két ivas kozott legalabb 7 nap pihentetést kell biztositani (Harper és Lawrence, 2016).

2) Félmesterséges ivatds: az ivas id6zitésére, a szaporodast kivaltd tényezok részbeni
helyettesitésére kiilonféle hormonkezeléseket alkalmaznak, majd az anyahalakat visszahelyezik
a természetes ivohelyeiket modellez6 kornyezetbe. Az ivasi kornyezet kivalasztasa azon az
alapon torténik, hogy az adott fajra nézve mely kornyezet kedvez leginkdbb az utddok
tulélésének, a faj fennmaradasanak. Napjainkban is hasznalt szaporitasi modszer, amelyet
példaul a fészekre ivatas soran alkalmazzak siillé esetében (Tamas és mtsai., 2006; Demska-
Zakes és Zakes, 2002), de az angolna (Anguilla spp.) szaporitasanal is altalanosan elterjedt
(DiBiase et al.,, 2015, Okamura et al., 2014, Mordenti et al., 2014). A szaporodas
hatékonysagaban (a megsziiletd utddok szdmaban) a feltételek optimalis voltatol fliiggden igen
nagy faji és egyedi kiilonbségek lehetnek (Horvath és Urbanyi, 2000).

3) Indukdlt keltetéhdzi/mesterséges szaporitds: a szaporodasra felkésziilt halakban
hormonkezeléssel helyettesitik a szaporodast kivaltdé kornyezeti tényezdket. Ennek hatasara az
ikra levalasanak folyamata és a spermiumok felhalmozddasa mesterséges kornyezetben, az
ivasi feltételek hidnyaban is bekovetkezik. Ezzel foloslegessé valt az ivasi kornyezet
lemasolasa, amely egyes halfajok mesterséges tartasakor egyaltalan nem, vagy csak
koriilményesen valdsithatd meg (Horvath és Magyary, 2007). A halakbdl kinyert
ivartermékekkel termékenyitenek, majd a megtermékenyitett ikrat ellendrzétt koriilmények
kozott keltetik. A széles korben alkalmazott és hatékony szaporitdsi modszer eredményes
miveléséhez nemcsak specialis technikai feltételrendszer (keltetéhaz stb.), hanem pontos
eléirasok szerint miikodo, szakaszokra tagolt szaporitasi technoldgia is sziikséges (Horvath és
Urbanyi, 2000). Gazdasagilag jelent6s halfajainkat (pontyfélék, csuka (Esox lucius), siilld,
harcsa stb.) jelenleg ezzel a modszerrel szaporitjak. A kiillonb6z6 szaporitasi modszerek
Osszefoglalasarol részletes magyar €s angol nyelvii leirdsok taldlhatok Horvath et al. (1984,
1985, 2000, 2015) miiveiben. Az egyik sajatsagos halszaporitasi almddszer is ide tartozik:

3a) Hormonalisan indukdlt ivarérlelés és szaporitds. A modszer alkalmazasa soran
az ivasra felkésziilt allapot eléréséhez ellendrzott koriilmények kozott torténd, hosszantartd
hormonalis kezelés is sziikséges (gametogenezis-indukcid), elsésorban angolna fajok (Anguilla
spp.) szaporitasakor alkalmazzak (Fontaine et al., 1964, Ohta et al., 1995; Mordenit et al., 2014;
lasd még 3. fejezet).
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A természetes ivatas soran a kdrnyezet befolyasolasa mellett nincs sziikség hormonkezelésre.
A félmesterséges €és mesterséges szaporitds soran a hipotalamusz-hipofizis-gonad tengely
mentén kiilonb6z6 szinteken lehet beleavatkozni a neuroendokrin szabdlyozasba az
ivasra/szaporodasra felkésziilt halban, hogy az ivarsejtek végso érését (elsésorban az ovulaciot)
elérjuk:

1) Gonadotrop releasing hormon (GnRH) vagy szintetikus gonadotrop releasing hormon
analog (GnRHa) készitmények hasznalata (Lam, 1982), gyakran dopamin receptor antagonista
vegyiiletekkel kombindlva (Peter et al., 1988; Horvath et al., 1997).

2) Természetes eredetli gonadotrop hormonok alkalmazasa kiilonféle halak agyalapi
mirigy-, illetve hipofizis-kivonatainak segitségével (Von Ihering, 1937; Janczo, 1953, 19544,
b; 1955; Woynarovich, 1954), vagy human chorion gonadotropin (hCG) kezeléssel (Sneed et
al., 1959).

3) Szintetikus szexual-szteroid kezelés (pl. 17-a, 20-B-dihidroxi-4-pregnen-3-one)
(Nagahama, 1997; ldsd még 3.2.2 fejezet).

A halszaporitasban alkalmazott kiilonbdz6 hormonok részletesebb jellemzésérdl 6sszefoglalok
taldlhatdak Zohar és Mylonas (2001), Yaron et al. (2009) ¢és Mylonas et al. (2010; 2017)
munkaiban.

2.1.4. Technikai megolddsok a szaporitisban (hormon bejuttatasi modszerek)

A halfajok szaporitasara kivalasztott hormonokat és hormonhatasi anyagokat exogén uton,
kétféle modon lehet bejuttatni a halakba: invaziv és nem-invaziv modon. Invaziv modszereknek
a sebészi modszerekhez képest ugyan kisebb beavatkozassal jard, de olyan eljarasokat
nevezziik, amelyek soran kisebb-nagyobb mértékben, de meg kell megsérteni valamely
szovetféleséget (pl. injekciod, kapszula-beiiltetés). A nem-invaziv médszerek alkalmazésa soran
nem idéznek elé sebzést, ehelyett alternativ hormonbejuttatasi eljarasokat, kezeléseket
alkalmaznak (Miiller et al., 20204, 1. abra).

/ INVAZIV KEZELES \ / NEM-INVAZiV KEZELES \

1. Hormoninjektalas 4, Szdjon at (per os) kezelés
‘ } 4a. Kopoltyun keresztili kezelés

1a. Intramuszkularis H 1b. Intraperitonealis

2. Implantatum
2a. Intramuszkularis [ 2b. Intraperitonealis ]
2aa. BAditas
nélkili kezelés

[\3. Hormontermeld sejtek beliltetése [& 6¢. Inszeminacid /}

1. abra. Halak hormonkezelési moddszereinek csoportositasa (Miiller et al., 2020a nyoman
modositva).

—

( 4b. Bélrendszerben felszivodo
(enteralis) kezelés

5. Rektalis kezelés

6. Petefészekmosas

6a. fizioldgias sooldat vivGanyag

6b. Implantatum

A

12



dc_1972 21

1) Hormoninjektalas: A cél az ovulaciot kivaltdo hormonpreparatumok bejuttatisa
injekcios ti segitségével. Az injekcidban a vivoanyag mindig folyadék, ami leggyakrabban
halfiziologias- (0,65% w/v NaCl), vagy human fiziologias sooldat (0,9% w/v NaCl).
Halszaporitas esetén bejuttatasi helytdl fliggden a hormoninjekcionak alapvetden két formaja
ismert:

1a)_lntraperitoneadlis: Az injektalas a hashartyan keresztiil a hasiiregbe torténik,
leggyakrabban a hastszok tovénél. A kezelés idoigénye kevesebb, €s kevésbé érzékeny a
hormonvivéanyag térfogatra (2-3 ml / testtomeg Kg), Szemben az intramuszkularis kezeléssel
(Harvey és Carolsfeld, 1993). A hasiiri kezelés hatranya, hogy rossz helyen alkalmazva vagy
nem megfeleld mélységig bevezetett tiivel a hormonadag a tapanyagcsatornaba keriilhet. A
kockazatot csokkentve altalaban a melluszo vagy a hasuszok pikkelymentes tovébe torténik az
injektalas.

1b) Intramuszkuldris: Az injektalas izomba torténik, leggyakrabban a faroknyélbe
vagy a hatiszok magassagaban a hatizomba. A kezelés elénye, hogy a hormonkezelés
konnyebben standardizalhato: beadasi hely, beadasi mélység. Ugyanakkor idéigényesebb és a
hormonadagok csak 1ényegesen kisebb mennyiségben adhatok be (~0,5 ml / testtomeg kg).
Lipscomb et al. (2018) beszamolt arrdl, hogy GnRHa + domperidon-kezelés esetén
hatékonysagban nem volt kiilonbség a hasiiregi és izomkozi bejuttatasi mod kozott a capaharcsa
(Balantiocheilos melanopterus) szaporitasakor. Azonban azonos hipofizis-mennyiségii
(csatornaharcsa-, (Ictalurus punctatus) ¢és pontyhipofizis) kezeléskor intramuszkularis
bejuttatassal jelentdsen jobb szaporitasi eredményeket értek el, mint intraperitonealis injektalas
soran.

2) Implantatum: A fiziologias soéoldatban feloldott és injektalt hormonok néhany perc
alatt bejutnak a vérkeringésbe ezt kovetéen metabolizdlodnak, lebomlanak és kiiirtilnek. A
GnRHa biologiai felezési ideje példaul kevesebb, mint 30 perc (Gothilf és Zohar, 1991).
Implantatumok esetében a hormonkészitményeket olyan vivéanyagba oldva juttatjak a halak
testébe, amelybdl a hormonok kis dozisban, de hosszu id6 (akar tobb hét) alatt szabadulnak fel
és jutnak a vérkeringésbe. Eldnye, hogy nagymértékben csokken a halakat érd stressz, mert
csokken a kezelések szama, tovabba az egyenletesen a véraramba juto kis hormonadagokkal jol
szimulalhat6 a természetes élettani miikodés (elkeriilhetd a ,,hormoncstics” a vérplazméban),
ezaltal jobb mindségli ivartermék nyerhetd. Hatranya viszont, hogy még nem all rendelkezésre
lizemi szintli gyartasuk, valamint a bejuttatast is egyedileg kell megoldani. A kezelt halaknak
emellett egy minimalis méretet is el kell érnilik ahhoz, hogy a pellet méretébdl adodoan a
beiiltetés ne okozzon egészségiigyi problémat. Emellett a beavatkozast kovetéen mindenképpen
sziikség van lokalis antibiotikum kezelésre (seb bevarrast kovetd fertdtlenités), hogy a fertdzés
esélyét csokkentsék. Az implantitumok/pelletek egy részét injekcios  tlivel,
hormonimplantatum-tiivel vagy trokarral juttatjdk a hasiliregbe vagy az izomszovetbe, masik
részét pedig altatasban, sebészeti Giton kell beiiltetni. Az igynevezett petefészekmosasi technika
esetén nincs sziikség invaziv beavatkozasra (Id. 5.b alpont). Az els6ként alkalmazott elnyujtott
hatéanyag leadasu vivoanyag a koleszterin volt atlanti lazacnal (Salmo salar — Weil és Crim,
1983), illetve a koleszterin és celluloz keveréke atlanti heringnél (Clupea harengus — Carolsfeld
et al., 1988). A modszer hatranya, hogy a hormonfelszabadulas mértéke pelletenként valtozo,
valamint a koleszterin, mint aktiv biomolekula és a szteroid hormonok prekurzora, befolyasolta
az ivarszervek mitkddését (Mylonas és Zohar, 2000). Azdta tokéletesitették a modszert és ma
mar tobbféle vivoanyaggal végeztek sikeres szaporitast/ivarérlelést kiilonféle halfajokban.
Ilyenek példaul a szilikongumi vagy szilasztik (tejhal Chanos chanos) — Lee et al., 1986a,b),
“water-in-oil-in-water” tipusti emulzio, példaul lipofilizalt zselatin és gyapotmag-olaj keverék
(A. japonica — Sato et al., 1997), karbopol (csuka Esox lucius — Szabo, 2008), etilén-vinil-acetat
kopolimer (kékuszoja tonhal Thunnus thunnus — Mylonas et al., 2007, Mugil cephalus — Aizen
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et al., 2005), biologiailag lebonthaté mikroszemcsék (potencialis alkalmazasi teriilet a diszhal-
szaporitas — Mylonas és Zohar, 2001). llyen, bioldgiailag lebonthatd mikrorészecskék példaul
a poli(tejsav) és a poli(tej-ko-glikolsav)) jelenleg terjeddben 1évé modszer a human
gyogyaszatban, igy varhatdo, hogy hamarosan a haltenyésztésben is alkalmazni fogjak
(Matejkova és Podhorec, 2019). Alkalmazzak még az ozmotikus pumpakat (tejhal — Marte et
al., 1987), vagy a nem lebonthaté implantatumokat, mint példaul a metakrilat kopolimert
(Plecoglossus altivelis — Hirose et al., 1990). A vivéanyag tipusatol és vizhémérséklettol
fliggben a hormonfelszabadulas idétartama 1-5 hét (Mylonas és Zohar, 2001).

2aa) Boditds nélkiili kezelés: A nyiltvizi életformaban €16, ketrecekben nevelt és
folyamatosan usz6 tonhalfajok (pl. kékuszoju tonhal) kiillondsen érzékenyek barmilyen
manipulaciora (pl. megfogas, altatas stb.). Esetilkkben a hormontartalmu implantatumot a
ketrecbe a halak k6z¢ lemeriild buvarok egy specidlis szigony segitségével ,,10vik be” a hatizom
mogé. Az implantatum kialakitdsa nemcsak a hormon bejuttatasat hivatott biztositani, hanem
azt is, hogy a hormon az izomszdvet meghatarozott mélységében szabaduljon fel, valamint a
retard vivéanyag ne essen ki id6 el6tt a halakbol (Mylonas et al., 2007).

3) Hormontermeld sejtek beiiltetése: A xenotranszplantacid vagy heterolog
transzplantacio €16 sejtek, szovetek vagy szervek egyik fajbol egy masikba torténd atiiltetését
jelenti (Dooldeniya és Warrens, 2003; Perera et al., 2017). A holland Leiden Egyetemen projekt
indult abbol a célbol, hogy az eurdpai angolna hormonalisan indukalt ivarérlelésére egy olyan
modszert dolgozzanak ki, amelyhez nincs sziikség heti hormonkezelésre tobb honapon
keresztiil. Az elgondolas alapja az volt, hogy olyan embriondlis sejtvonalakat vonjanak ki és
tiltessenek at zebradaniobol angolna ikrasokba, amelyek kimondottan az FSH-LH (GtH 1., GtH
I1.) termeléséért felelések. Ezaltal egy megemelt és folyamatosan magas vérplazma FSH szint
biztositja a vitellogenezis végbementét, barmilyen egyéb kezelés nélkiil. Az atiiltetett sejtek
jelenlétét hetente ellendrizték, egy hoénapos idétartam alatt. Ez id6 alatt morfologiai jelek
alapjan (szem-, és melltisz6index) sikeriilt bizonyitani az angolna kezdeti ivarérését, kimutattak
tovabba, hogy a kezelés hatasara novekedett a vitellogenin gén és fehérje expresszioja
(Schnabel et al., 2007).

4) Szdajon keresztili (per os) kezelés: Alapvetéen két részre bonthatok, a
hormonfelszivddas helye alapjan.
4a) Kopoltyun keresztiili  felszivodas: A  kopoltyulemezkék az élettani
sajatossagoknak koszonhetden (kiilsd 1égzés — oldott gazok cseréje) alkotjak a legkisebb
tavolsagot a kiils6 kornyezet és a vérkeringés kozott (1-5 um). A modszer alapja, hogy hormont
oldat formdjdban a szdjiregbe juttatjdk, majd a szijnyilast és a kopoltyufedoket
befogjak/lezarjak egy ideig, hogy a bejuttatott hormon felszivodjon. Ezzel a modszerrel Hill et
al. (2005) dimetil-szulfoxidban oldott lazac GnRHa + domperidonnal sikeresen szaporitottak
vOrds rojtosszaju halat (Epalzeorhynchos erythrurus). Az eljaras igazolhatéan hatott a
spermatermelés mennyiségének ndvelésére €s a spermamindség javitasara eziist razboraban
(Rasbora argyrotaenia) is (Adawiyah et al., 2019). Ezt a modszert kimondottan kisméretii halak
szaporitasara fejlesztették ki. A halak egyedi kezelése viszonylag sok 1d6t vesz igénybe, kis
méretiik miatt gondosabb eldkészitést és kezelést igényelnek.
4b) Bélrendszerben felszivodd (enterdlis) kezelés. Sok halfaj (példaul a
pontyalakuak) agasztrikus (,,gyomor nélkiili”) emésztdszerv-rendszerrel rendelkezik, igy
ezekben a fajokban nincs sdsavas-pepszines emésztd szakasz. A gyomor helyett béltdgulat
talalhato, amely csak szovettanilag tér el némiképp a tovabbi bélszakaszoktol. A
bélnyalkahartya és a hasnyalmirigy enzimjei 6,7-7,7-es pH-érték mellett bontjak a fehérjéket
(tripszin, erepszin), a zsirokat (lipdz) és a szénhidratokat (amildz, maltdz). Tengeri, Un.
szénhalak (Anoplopoma fimbria) szaporitasaval foglalkozé kutatoknak akadalyt jelentett, hogy
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a faj nagyon érzékenyen reagalt a hagyomanyos indukalt szaporitds miiveleteire, igy a kezelési
stresszt csokkentd eljarast dolgoztak ki. Solar et al. (1990) egy vékony csé segitségével szajon
keresztiil (per os) GnRH analog kezelést végzett, aminek hatdsara a halak leivtak. Pottyos
tengeri pisztrangban (Cynoscion nebulosus) bizonyitottdk a bélen keresztiili GnRHa
felszivodast, ami sikeres ivast valtott ki. Az intramuszkularis kezeléshez képest azonban
tizszeres hormonadagra volt sziikség (Thomas és Boyd, 1989). Sukumasavin et al. (1992)
sikeresen szaporitott thai pontyot (Puntius gonionotus) kiilonb6z6 mennyiségii GnRHa +
domperidon kombinacidval szajon at torténd kezeléssel. Ezt a modszert maig kevés helyen
alkalmazzak allomanyszinten (Tajvanon van példaul egy termeld, aki takarmanyba kevert
hormonnal sikeresen szaporit tejhalat (Harvey és Carolsfeld, 1993)). Kookaram et al. (2021)
takarmanyba kevert kitozan és GnRHa keverékkel petefészek novekedést és oocita fejlodést
indukalt aranyhalban (Carassius auratus). Tovabbi kisérlet sorozatokat igényel azonban még
halfajonként megtalalni azt a hormondoézis-kiiszobot, amely ovulaciot indukal. Szintén
szlikséges a hormonfelszivodas hatékonysagat ndvelo ,,védett forma” kialakitasa is.

5) Rektalis kezelés: Mikolajczyk et al. (2002) 6sszehasonlitotta az oralis és a rektalis
hormonbejuttatdsi modszerek hatékonysadgat ponty fajban. Rektalis kezeléskor a
végbélnyilason keresztiil (~3 cm) vezettek fel egy hajlékony polietilén csovet, amelyen
keresztiil GnRHa-t és pimozidot juttattak a bélcsatorndba. A szdjon 4t torténd és rektalis
bejuttatasi modszer ugyanolyan hatékonyan emelte a vérplazma GtH II. szintjét a kezelést
kovetoen, tehat a bél eliillsé és hatulsé szakaszain a felszivodas kozel azonos mértéki volt.
Mivel kisérleteiket az ivasi idészak el6tt végezték, igy a szaporodasra még nem felkésziilt
pontyokat nem sikeriilt ovuléciora birni.

6) Petefészekmosds: Ezt a kifejezést a hormonkezelés katéteren keresztiili petefészekbe
juttatasara alkalmazzak (ovarian lavage, Watson et al., 2009a,b). Lényege, hogy katéter,
biopszia-mintavevé és etet6szonda segitségével a genitalis nyilason, majd a petevezetén
keresztiil kozvetleniil a petefészek-liregbe juttatjdk a hormonoldatot vagy szuszpenziot.

6a) Fiziologids sooldat vivéanyag: Egyes halfajok tulzott érzékenységet mutatnak
az invaziv hormonbejuttatasi modszerek irant, vagy kis testméretiikbdl adédoan technikailag
nehezebb az injekci6 alkalmazasa. Ezen halak szaporitasara dolgoztak ki egy nem-invaziv
hormonbejuttatasi modszert. Watson et al. (2009 a,b) egy katéter segitségével juttattak hCG
oldatot zold-pettyes gombhal (Tetraodon nigroviridis) és vordssavos tlizangolna
(Mastacembelus erythrotaenia) petefészeklebenyébe a petevezetén keresztiil. A hCG a
petefészek falan keresztiil felszivodott €s a szisztémas keringésbe jutva ovulaciot indukalt a
petefészekben. A halak egy részét sikeresen leszaporitottdk. Hazai halfajok koziil ezzel a
modszerrel, de pontyhipofizis-szuszpenzidval, sikeresen szaporitottak siillét (Németh et al.,
2012). A legfébb eredmény, hogy a szaporitas sordn nyert reprodukcios paramétereket tekintve
(fejt ikramennyiség, termékenyiilési arany) a kétféle modon kezelt halak (intramuszkularis és
petefészekmosassal kezelt csoportok) kdzott nem volt statisztikailag értékelhetd kiillonbség.

6b) Implantatum: Horvath Laszld professzor munkahipotézise szerint (Horvath,
személyes kozlés) a katéterrel nem-invaziv moddon, vagy injektalassal invaziv moddon,
petefészekbe bejuttatott nativ tojasfehérjét (baromfi) alkotd egyes alkotdelemeknek szerepe
lehet az ovuléciora kész petesejtek €lettani folyamatainak optimalizaldsaban, arra gyors pozitiv
hatést fejthet ki, ami az ovulalt hal egyedek szdméanak novekedésében, illetve parcialis ovulacid
esetén az ovulalt petesejtek mennyiségének novekedésében realizalodhat. Az exogén
tojasfehérje ovulaciot segité szerepe az oocita follikuluszaban a tojasfehérje osszetétele miatt
inkdbb a granulosa sejtréteg gyors fehérje szintézisének optimalizalasat segitheti és nem a
lassabb vitellogenezist, illetve szteroidogenezist, ambar ez a hatas sem zarhato ki. Afrikai
harcsaba nem fiziologias sooldatban, hanem tojasfehérje vivbanyaggal, katéter segitségével
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juttattunk be GnRHa + metakrop dopamin receptor antagonista keveréket. A beérési idében,
ikraprodukcidban és a termékenyiilési értékben statisztikailag igazolhatéan nem volt kiilonbség
(p>0,05) mas kisérletbe vont hormonbejuttatasi modszerektdl; intraperitonealis vagy
intramuszkularis injekcio, petefészekmosas fiziologids séoldat vivoanyaggal (Miiller et al.,

2020D).

6¢) (Sperma) inszemindcio: A dolgozat targya, emiatt a 2.2-2.4 fejezetekben kertil
részletes ismertetésre.

2.1.5. Mélyhiitott sperma felhaszndlasa (alkalmazdsa)

A spermamélyhiités, mint médszer lehetdvé teszi az értékes genetikai allomany révid és hosszi
tavl taroldsat a szelekcids programokhoz, a biodiverzitds megdrzéséhez, valamint indukalt
szaporitas esetén sziikségtelenné teheti az egylittes ivarszinkronizacidt (Yang et al., 2009;
Cabrita et al., 2010; Asturiano et al., 2017; Martinez-Paramo et al., 2017). A
spermamélyhiitésnek gazdag irodalma van, a halsperma fagyasztas torténeti attekintésérol,
fejlodésérol, alkalmazasi teriileteirél szamos Gsszefoglald tanulmany jelent meg (pl. Martinez-
Paramo etal., 2017; Asturiano et al., 2017). Jelenleg a valddi kiilsé megtermékenyitésii halfajok
esetében csak in vitro termékenyitési modszerrel lehet sikeresen alkalmazni. Ez a sajatossag az
ivarsejtek mélyhiitésének fiziologiai jellegébdl adodik. A spermiumok mélyhiitése soran el kell
kerlilni az intracellularis kristalyképzddést, amit fagyasvédoé adalékokkal oldanak meg. A
leggyakrabban alkalmazott védéanyagok — a metanol (MeOH) és a dimetil-szulfoxid (Me2SO
vagy DMSOQO) - szobahdmérsékleten citotoxikusak (eldsegitik a cellularis dehidrataciot,
destabilizaljak a membranokat és fehérjéket), emiatt a spermat felolvasztast kovetéen rovid
idon beliil fel kell hasznalni termékenyitésre, valamint a termékenyitést kovetéen célszerii
eltavolitani a folosleget (kihigitas). Kiils6 megtermékenyitésii halfajok (indukalt) ivatdsos
Szaporitasa esetében sajat vizsgalataink el6tt még nem publikaltak olyan moédszert, amiben
mélyhiitott spermat sikeriilt felhasznalni. Ezzel szemben életképes larvakat sikeriilt nyerni
mélyhiitott sperma felhasznalasaval bels6 megtermékenyitésti (vivipara) halfajoknal. Yang et
al. (2007; 2009) mexikoi kardfarku hal (Xiphophorus helleri) és X. couchianus fajok esetében
a mélyhiitott majd felolvasztott sperma centrifugalasdval elvalasztottak egymastol a
spermiumokat a sejten kiviili védéanyag és szeminalis plazma keverékt6l. Ezt kovetéen a
spermiumokat jra szuszpendaltadk mesterséges szeminalis plazmaval (eltérd ionos dsszetételd,
gliik6z és/vagy szarvasmarha magzati szérum (FBS) hozzdadasaval) és az ikrdsokba injektaltak,
amelyek termékenyiiltek és életképes utddokat hoztak 1étre.

16



dc_1972 21

2.2. Anyag és modszer

Az egyes technologiai 1épéseket azonos, vagy hasonldé modon végeztiik tobb kisérleti ciklusban.
Emiatt célszerinek tartottam egységesen bemutatni az egyes modszertani sajatossagokat,
amelyek a vizsgalatokat jellemezték.

2.2.1. Altaldnos médszertan

2.2.1.1. Mesterséges spermafelhelyezés/inszemindcio afrikai harcsa, ponty és dél-amerikali
ezistharcsa fajokban

A sperma bejuttatasat (befecskendezését) szilikon katéter (csecsemd etetdszonda) segitségével
végeztiik. A katéter paraméterei: hossz: 400 mm, kiilsé atmér6: 1,3 mm, bels6é atmérd: 1mm
(GALMED Wytwérnia Sprzetu Medycznego®, Lengyelorszag). Az etetdszonda segitségével,
kisérleti ciklusonként valtozé mennyiségben, kevert spermamintat fecskendeztiink kézvetlentil
az eldzdleg baoditott ikrasok petefészek lebenyébe, a hal méretétdl fiiggéen 7-15 cm mélyre a
genitalis nyilason, valamint a petevezetén keresztill. Az ivarsejt veszteségek elkeriilése
érdekében ponty fajban a hormonkezelést és a sperma petefészekbe injektalasat kovetden az
ivarnyilast bevarrtuk (Safil® green, USP 0 metric 3.5 sebvarrd szett) Antalfi és Tolg (1966),
valamint Horvath et al. (2015) moédszere szerint.

2.2.1.2. Statisztikai elemzés

A kiilonb6z6 kisérletek soran felvett paraméterek értékeit statisztikailag az SPSS v22 (IBM
Corp, 2013) programcsomag segitségével hasonlitottuk Ossze. Az alkalmazott statisztikai
probak az eredmények fejezetben keriilnek kozlésre.

2.2.2. Ponty modell fajban végzett kisérletek

A két kisérletsorozatban alapvetden 3 kérdésre kerestiik a valaszt:

1) Az inszeminacios modszer milyen mértékben hat az ikratermelésre?

2) A spermiumsejtek megtartjak-e termékenyitoképességiiket a petefészekben az ovulaciot
megel6z0 2 és 12 oras inkubacios id6 alatt?

3) Amennyiben sikeriil termékenyiteni, akkor az milyen aranyban tér el a kontroll
termékenytilési eredményektol?

2.2.2.1. A kisérleti koriilmények

Elsé kisérlet (helyszin: Ittzés Istvan maganvallalkozo, Nagykaracsony): a Szaporitasra
felkészitett 3-4 éves japan diszponty/koi (C. rubrofuscus , koi”) ikrasokat véletlenszeriien
valogattuk Ki a tenyészallomanybol és harom csoportot alakitottunk Ki, csoportonként 6-6 hallal
(testtomeg = 1059+281 g, n = 18). A harom csoportot harom, egyenként 3000 literes medencébe
helyeztiik. A tejeseket (n = 18) szintén véletlenszeriien valogattuk Ki és az ikrasoktol kiilon, egy
masik 3000 literes kadba telepitettiik. A fogadd vizhomérséklet 17 °C volt. A megvilagitas
természetszerii Volt (16/8 ora fény/sotét periddus). A kezelések eldtt (hormon indukcid, ivarsejt
gyljtés stb.) a halakat minden esetben 100 mg / | benzokain (etil 4-126 aminobenzoat,
Norcaine) oldattal altattuk a telepi gyakorlatnak megfeleléen.
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Masodik kisérlet (helyszin: Attala Fish Farm Kft., Attala): a szaporitasra felkészitett 10-15 éves
ikrasok koziil valogattunk ki 5 egyedet (testtomeg = 7840+£502 g). Az ikrasokat egy 10 ezer
literes kadban tartottuk, a betelepitéskori vizhémérséklet 17 °C volt. A megvilagitas
természetszerii volt (16/8 ora fény/sotét periddus). Az ikrasokat és a tejeseket egymastol
elkiilonitve tartottuk. A kezelések el6tt (hormon indukcid, ivarsejtgytijtés stb.) a halakat
szegfiiszegolajos oldatban (Syzygium aromaticum: 20 csepp / 10 liter viz) altattuk a telepi
gyakorlatnak megfelelen.

2.2.2.2. Tejesek hormonkezelése és a spermafejés

A két kisérlet sorozatban a tejesek kezelése azonos volt. A tejeseket egyszer kezeltiik 3 mg
acetonalt pontyhipofizis kivonat NaCl szuszpenzioval (CPE) / testtomeg kg dozisban, 12 6raval
az ikrasok kezelése elott (els6 kisérlet: kontroll: n = 6, testtomeg: 795,3+156,9 g, 1 csoport
(G2): n =6, testtomeg: 878,8+252,7 g, 2. csoport (G12): n = 6 testtdomeg: 745+146,2 g; masodik
kisérlet: n = 8, testtomeg: 8275+1594,4 g). Spermagyiijtéskor a boditott tejesek genitalis tajékat
szarazra toroltiik, majd a hasfal nyomasaval spermat fejtiink egyedenként kiilon 25 ml-es
falconcsovekbe (elsd kisérlet), vagy 250 ml-es iivegpoharakba (masodik kisérlet). A lefejt
spermamennyiségekbdl mintat vettiink. A sejtek mozgoképességét mikroszkop (200x nagyitas)
segitségével becsiiltiik. A kisérletekben csak a legalabb 80%-0S mozgoképességet elérd
spermamintakat hasznaltuk fel (els6 kisérlet: kontroll n = 6, G2 n = 5, G12 n = 6; masodik
kisérlet n = 8). A spermamintakat csoportonként pooloztuk, hogy azonos mindségi
(mozgoképességll) spermamintakkal végezziik a termékenyitési teszteket. Mindkét kisérlet
esetén a poolozott sperma tételeket megmintaztuk és Biirker kamra segitségével sejtszamot
mértiink. Az 1. kisérletben a G2 csoport 51,35 x 10° sejt/ml, G12: 12,59 x 10° sejt / ml a 2.
kisérletben pedig 70,49 x 10° volt.

2.2.2.3. Ilkrasok hormonkezelése

A ponty keltetéhazi gyakorlatanak megfelel6en kezeltiik a csoportokat (eléadag, dont6 adag,
lasd 2. abra), a hormonkezelés menete megegyezett az el6z6 fejezetben leirtakéval. Az el6adag
0,3 mg CPE / testtomeg kg, a dont6 adag pedig 1,5 ml homogenizatum (2,7 mg CPE / testtomeg
kg) volt.

2.2.2.4. A kiserleti beallitas

Az ikrasoknal harom kisérleti csoportot hoztunk létre, melyek két kezelt és egy kontroll
csoportbol alltak (2. abra). A kontroll csoportot a keltetdhazi szaporitas gyakorlatanak
megfelelden kezeltiik (Horvath et al., 2015). A G2 csoportnal a sperma adagokat a szamitott
fejésido elétt 2 oraval juttattuk fel az egyik petefészekzsakba. A G12 csoport esetén pedig a
sperma adagokat a szamitott fejésid6 el6tt 12 oraval juttatuk fel az egyik petefészeklebenybe.
A 2. kisérletben csak egy id6pontban juttattunk fel spermat: 12 éraval az ikrafejést megelézéen.
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2. abra. Sematikus Osszefoglalo abra a kisérletr6l. A hormonalisan indukalt szaporitas és
inszeminacio elemeinek idézitése a kisérletben szerepl6 csoportok esetében.

2.2.2.5. Gamétak gyiijtése és termékenyités

A keltet6hazi gyakorlatnak megfelel6en az ikrasokat ~260 napfoknal kiemeltiik (12 oraval a
dont6 adagu kezelést kovetden), nedves torolkozébe csavartuk és az ikrat (elsd kisérlet kontroll)
¢és az ikrat €s spermat egyiitt a spermamintakkal kezelt csoportok esetében (elsé és masodik
csoport) szaraz mianyag edénybe fejtiik le. A lefejt tételeket lemértiik és beldliik pszeudo-
gonadoszomatikus indexet (PGSI) szamoltunk (lefejt ikramennyiség / testtomeg fejés elott x
100 (%)).

Els6 kisérlet: a kontroll halak ikramennyiségét 6 tejesbdl szarmazd poolozott spermamintaval
kevertiik 6ssze (1-3 ml sperma / fejt ikratomeg) és ezt kovetden szaraz termékenyitési eljarassal
termékenyitettiink mindharom csoportb6l szarmazé tételeket azonos modon. A termékenyitési
folyamat Iépései megegyeztek Woynarovich (1961), valamint Horvath et al. (2015) altal leirt
1épésekkel. A kiduzzadt ikratételeket anyahalanként mintaztuk (masfél 6raval a termékenyitést
kovetden) és ikratételenként kétszeri ismétlésben ikramintakat vettiink petricsészékbe (32 — 93
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ikra / petricsésze, @ = 55 mm). Az ikratételeket 20 °C-on inkubaltuk és 48 oraval a
termékenyitést kovetden meghataroztuk a termékenytilési aranyt.

Masodik kisérlet: a kisérleti halakbol fejt gaméta tételeket (ikra és sperma) két részre osztottuk.
Egy adagot Woynarovich-oldattal aktivaltunk és termékenyitettiink, mig a masik gamétatételre
még egy adag friss spermat helyeztiink (térfogatmennyiség 10%-a), majd ezt kovetéen
termékenyitettiink (kontroll). Masfél 6ra duzzasztast kovetéen egyedenként 2-2 termékenyitett
ikramintat vettiink és petricsészében inkubaltuk tovabb (32 — 93 ikra / petricsésze).

Termékenyiilési szazalék = €16 embriot tartalmazo ikraszemek szdma /6ssz. ikraszam) x100
(%).

2.2.3. Afrikai harcsdaban végzett kisérletek 1. (A sperma szemindlis folyadék, mint
exogén hormon vivéanyag)

A pontyokkal végzett kisérletben megfigyeltiik, hogy a sperma alkotoelemeibdl a szeminalis
folyadék a 12 oras petefészek inkubacios id6 alatt felszivodott. Ezen megfigyelés alapjan harom
kérdésre kerestiik a valaszt:

1) A spermaval Osszekevert poritott pontyhipofizis kivalt-e ovulaciot (a sperma
szeminalis plazma alkalmas-e hormon vivéanyagként)?

2) A poritott pontyhipofizis befolyasolja-e a spermiumok életképességét petefészek
koriilmények kozott (milyen lesz a termékenyiilés)?

3) Amennyiben a halak beérnek ¢és lefejheték, ugy a Kinyert ikratételek
termékenyitOképességét lehet-e emelni hozzaadott friss nativ spermaadagokkal, in vitro
termékenyitéssel?

2.2.3.1. Anyahalak jellemzése

Az el6-, (Al) és fokisérletet (A2) a MATE (volt SZIE) Halgazdalkodasi Tanszékén végeztiik.
Mindkét kisérletben 14 honapos afrikai harcsakat hasznaltunk anyaallomanynak, amelyeket a
tanszék recirkulacios rendszerében neveltek kereskedelemi forgalomban 1évé teljes értéki
keveréktakarmannyal (Aller Performa 2-4). Mindkét kisérletben a halakat 30 I-es kadakban
tartottuk a hormonkezelést kovetden (vizcsere nélkiil) azonos fényviszonyok kozott (16/8 ora
fény/sotét periodus). A kezelések el6tt a halakat 100 mg/l benzokain oldattal boditottuk a
konnyebb kezelés érdekében.

2.2.3.2. Tejesek hormonkezelése és a spermakinyerés

A tejesek mindkét kisérlet soran azonos hormonkezelésben részestiltek és a spermakinyerés is
azonos modon tortént a tervezett fejés elott 20 oraval. A halak 3 mg CPE / 1ml 0,9% NaCl-
oldat / testtomeg kg dozist kaptak intraperitonealisan injektalva. Az Al-es kisérletben a halak
(n = 2) testtomege: 1308 és 1856 g volt, az A2-es kisérletben (n = 4) testtomeg: 1366+164,1 g
volt. Mivel az A2 kisérletben frissen Kinyert spermat is hasznaltunk, ezért a 2 tejes
hormonkezelése és a sperma kinyerése az ikrasok kezelésével egy id6ében zajlott.

A tejeseket tulaltattuk, majd a gerincoszlop atvagasaval eloltiik. A paros heréket kioperaltuk a
hasiiregb6l, majd vigyazva arra, hogy vizaktivacio ne kovetkezzen be, a heréket felvagtuk és
planktonhalén atpassziroztuk. A Kinyert spermaban a spermiumok mozgoképességét —
hasonldan a pontynal ismertetett modszerrel — mozgdképesség vizsgalatnak vetettiik ala. Mivel
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minden vizsgalatba vont tejes spermamintaja meggy6z6 mindséget mutatott (80%-nal nagyobb
becsiilt motilitas), igy minden mintat pooloztunk és felhasznaltunk az inszeminaciokor.

2.2.3.3. Ilkrasok hormonkezelése

Hasonldan a pontynal leirt modszerrel és eszk6zokkel (etetészonda + 2 ml fecskendd), szilikon
katéteren keresztiil juttattuk fel a sperma + CPE keveréket vagy a CPE + NaCl szuszpenziot a
petefészekiiregbe.

2.2.3.4. Kisérleti beallitasok

Az Al kisérletben a hormon vivéanyagat teszteltiik. Két kezelést alkalmaztunk:

1) A jobb petefészeklebenybe az ovulaciot kivaltd pontyhipofizis-NaCl szuszpenziot
juttattuk be (1 ml 0,9% NaCl oldat / 5 mg CPE / testtomeg kg), a bal
petefészeklebenybe pedig inszeminaltunk (2 ml poolozott sperma / testtomeg kg, n =
2, #1-2, testtomeg: 4. tablazat)

2) A halak masik részébe olyan poolozott spermamintat injektaltunk, amibe elézetesen
poritott pontyhipofizist kevertiink (2 ml sperma + 5 mg CPE / testtomeg kg, egyenld
aranyban megosztva a két petefészeklebenybe, n = 3, #3-5 ikrés, testtomeg: 4.
tablazat).

Az A2 kisérletben az ikrasok, a sperma mintaban szuszpendalt pontyhipofizis injektalasban
részesiiltek, hasonldéan, mint az Al-es kisérletben (2 ml sperma + 5 mg CPE / testtomeg kg,
egyenld aranyban megosztva a két petefészeklebenybe). Kontrollként friss spermaval is
termékenyitettiik a lefejt ikratételek felét, ezzel ellendrizve az injektalt és frissen kinyert sperma
kozotti kiillonbséget (2.2.3.5. fejezet).

2.2.3.5. Gamétak gyiijtése és termékenyités

Az Al kisérletben 10 oraval a kezelést kdvetden az ikrasokat kiilon-kiilon fejoedényekbe fejtiik.
A lefejt tételeket lemértiik és PGSI-t szamoltunk.

A fejt ikratsperma tételeket a vizaktivacio el6tt kevertiik majd pihentetett csapvizzel
(termékenyités el6tt egy nappal 20 liter csapvizet 20 °C-ra temperalva allni hagytuk)
termékenyitettiink. A termékenyitést kovetd otodik percben minden ikratételbol
véletlenszertien 3-3 mintat vettiink Ki petricsészékbe (atlag 113 ikra / petricsésze, @ = 55 mm)
¢és 20 °C-on inkubaltuk. A petricsészékben minden masodik oraban vizcserét hajtottunk végre
(~80%-0s vizcsere) a termékenyiilési arany meghatarozasaig. A termékenyiilési értékeket 12
Oras, gerinchuros embrio fejlettségi allapotban szamoltuk, ImageJ (Rasband, 2011)
programcsomag segitségével. Termékenyiilési arany = él6 embriot tartalmazé ikraszemek
szama / 0ssz. ikraszam) x100 (%).

Az A2 kisérletben a kezelést kovetden 10 oraval az ikrasokat kiilon-kiilon fejéedényekbe fejtiik.
A lefejt tételeket lemértiik és beldlik PGSI-t szamoltunk, majd az ikratételeket két részre
bontottuk. Az egyik termékenyitése megegyezett az Al csoportban leirtakéval, mig a masik
ikratételt ismételten kontroll tejesekbdl szarmazo spermamintaval kevertiik 6ssze. A kontroll
ikratételekben az ikramindséget kivantuk megvizsgalni, azaz nemcsak az inszeminacio utjan
sikeresen termékenyiilt ikramennyiség aranyat, hanem az osszes termékenyithetd ikraszemet.
A masodik ikratételhez (~15 g fejt gaméta; ikra és injektalt sperma keverék) 0,5 ml frissen
gyljtott nativ spermat adtunk. Vizaktivaciot koveté otodik percben minden ikratételbdl

21



dc_1972 21

véletlenszerien 3-3 mintat vettiink Ki petricsészékbe (atlag 56 ikra / petricsésze, @ = 55 mm).

2.2.4. Afrikai harcsaban végzett kisérletek I\. (a petefészeklebenybe injektalt sperma
termékenyitoképesség az idd fiiggvényében)

A Kkisérletsorozatban alapvetden arra kerestiik a valaszt, hogy a sperma bioldgiai
aktivitasat/termékenyité képességét mennyi ideig képes megtartani petefészek koriilmények
kozott.

2.2.4.1. Anyahalallomany kivalasztisa

A kisérleteket a MATE (volt Pannon Egyetem) Georgikon Campus hallaboratériumaban
végeztiik. A 36 honapos anyahalak sajat szaporitast €s nevelésii llomanyaikbol szarmaztak és
a kisérlethez felhasznalt egyedeket véletlenszeriien valogattuk ki.

2.2.4.2. Tejesek hormonkezelése, ivarsejt gyiijtés

A tejeseket (n = 21, testtomeg = 442,4+100,1 g) 5 mg CPE / testtomeg kg adagban kezeltiik
intraperitonedlis injektalassal, 24 ordval az ivartermék gyijtés eldtt. A spermagytijtés
megegyezett az 2.2.3. fejezetben leirtakkal. A gyiijtott sperma mindségellendrzését mikroszkop
alatt végeztiik (200x-os nagyitas, Olympus BX43, Olympus Corp., Tokyo, Japan) és becsiiltiik
a mozgoképes sejtek aranyat.

2.2.4.3. lInszeminacio

Minden ikras petefészeklebenyébe Osszesen 2 ml sperma / testtomeg kg mennyiséget juttattunk
fel egyenld ardnyban megosztva a két petefészeklebenybe; 5, 10, 15, 20, 25, 36 és 48 éraval (n
=5 ikras csoportonként, 3. abra) a programozottan kivaltott ovulacio eldétt.

2.2.4.4. [krasok hormonkezelése

Az ikrasokat mindkét kisérleti ciklusban 5 mg CPE / testtomeg kg adagban kezeltiik
intraperitonedlis injekcioval, 10 oraval az ikrafejés eldtt (3. bra).

2.2.4.5. Termékenyités

A gaméta fejést (ikra €s sperma egyiittesen) kovetden egyedenként a tételeket levegdztetett
csapvizzel termékenyitettiik, majd 5 perc mulva a termékenyitési tesztekhez ikratételeket
vettlink ki 3 ismétlésben petricsészékbe (atlagos ikra 1. kisérlet = 76,3+21.3, 2.
kisérlet=188,9+63,2 volt, petricsésze @ = 105 mm) és 25 °C-on inkubaltuk atfolyd vizen
(csepegtetd berendezés: vizatfolyasi sebesség 1700-1900 ml / 6ra) kelésig. Meghataroztuk a
termékenyitoképességet a termékenyitést kovetd 12. 6raban (szomitogenezis allapot), valamint
a kelési aranyt a 36. oraban.
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3. dbra. Sematikus Osszefoglalo abra a kisérletr6l. A sperma termékenyitOképességét 5-48 ora
kozott 7 kiilonb6zo inkubacids idopontban vizsgaltuk. Az ovuléciot kivaltd hormonkezelést 10
oraval a gamétagyijtés elott végeztiik.
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2.2.5. Afrikai harcsaban végzett kisérletek |11. (sperma ikra ardny vizsgalatok)

A kisérletsorozatban alapvetéen arra kerestilk a valaszt, hogy a 3 eltér6 mennyiségben
petefészekbe juttatott sperma adag milyen mértékben hat a termékenyiiléképességre 10 oras
inkubacio mellett.

2.25.1. Anyahalallomany kivalasztisa

A kisérleteket a MATE (volt Pannon Egyetem) Georgikon Campus hallaboratériumaban
végeztiik, az anyahalak sajat szaporitast és nevelésii allomanyaikbol szarmaztak. A vizsgalatba
vont egyedeket 36 honapos halakbol véletlenszeriien valogattuk ki.

2.2.5.2. Tejesek hormonkezelése, ivarsejt gyiijtés

A tejeseket (n = 10, testtomeg = 360,9+78,3 g) 5 mg CPE / testtomeg kg adagban kezeltiik
intraperitonedlis injekcioval, 24 oraval az ivartermék gylijtés eldtt. A spermagyiijtés
megegyezett a 2.2.3. fejezetben leirtakkal. A gyiijtott sperma mindségellendrzése megegyezett
a 2.2.4. fejezetben leirtakkal.

2.2.5.3. lInszemindcio

A kontroll halakkal egyiitt 4 kisérleti csoportot allitottunk be (4. abra). A termékenyitési
tesztekhez azonos poolozott spermamintat hasznaltunk fel.

1. csoport: az ikrasokat (n = 6) a hormonkezelést kovetden 0,5 ml sperma adag / testtomeg
kg adaggal kezeltiik, azonos mennyiségben megosztva a két petefészeklebenybe.

2. csoport: az ikrasokat (n = 5) a hormonkezelést kovetden 1 ml sperma adag / testtomeg
kg adaggal kezeltiik, azonos mennyiségben megosztva a két petefészeklebenybe.

3. csoport: az ikrasokat (n = 6) a hormonkezelést kovetden 2 ml sperma adag / testtomeg
kg adaggal kezeltiik, azonos mennyiségben megosztva a két petefészeklebenybe.

4. csoport (kontroll): az ikrasokat (n = 5) azonos spermamintaval termékenyitettiik 0,1 ml
sperma / g ikramennyiség adagban (4. abra).

2.25.4. Ilkrasok hormonkezelése

Az ikrasokat mindkét kisérleti ciklusban 5 mg CPE / testtomeg kg adaggal kezeltiik
intraperitonedlis injekcioval, 10 oraval az ikrafejés elott.

2.2.5.5. Termékenyités

A gaméta fejést (ikra és sperma egyiittesen) kdvetden egyedenként a tételeket levegdztetett
csapvizzel termékenyitettiik, majd 5 perc mulva 3 ismétlésben ikratételeket vettiink ki a
termékenyitési tesztekhez petricsészékbe (atlagos ikra mennyiség = 154,4+53,8 / petricsésze,
petricsésze @ = 105 mm) és 25 °C-on inkubaltuk &tfolyd vizen (csepegtetd berendezés:
vizatfolyasi sebesség 1700-1900 ml / ora) kelésig. Meghataroztuk a termékenyitéképességet
12. 6raban a termékenyiiléstdl szamitva (szomitogenezis allapot), valamint a kelési aranyt a 36.
oraban.
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4. abra. Sematikus Osszefoglalo abra a kisérletr6l. A harom kisérleti csoport egyedeit ugyanazzal
a kevert spermaval termékenyitettiik

2.2.6. Afrikai harcsdaban végzett kisérletek |\ . (A petefészeklebenybe jutatott
spermiumsejtek eloszldsanak vizsgdlata vizaktivdacio nélkiil)

A vizsgalat célja volt feltarni a petefészek lebenybe injektalt spermiumok eloszlasat, valamint
megvizsgalni, hogy vizaktivacio nélkiil 1étrejohet-e belsé megtermékenyités vagy belsd ivarsejt
egyesiilés.

A halak kezelése a MATE (volt Szent Istvan Egyetem) Szent Istvan Campus Halgazdéalkodasi
tanszékén, az ivartermékek eldokezelése az ELTE mikrobioldgiai tanszékén, mig az pasztazo
elektronmikroszkopos vizsgalatok az MTA Okolégiai Intézetében keriilt sor. Két afrikai harcsa
ikrasba (testtomeg: 509-478g) az indukalt ovulacid elétt hormonkezelésiikkel egy idében
spermat injektaltunk. Két ikrast, mint kontroll halakat (testtomeg 512-702 @), inszeminacio
nélkiil hormonkezeltik. Az indukalt ovulacié kivaltasanak 1épései megegyeztek a 2.2.3.
fejezetben leirtakkal. Mind a négy ikrasbol szarmazé gaméta tételbdl 1-1 g-ot kozvetleniil a
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kinyerésiiket kovetden vizaktivacid nélkiil glutaraldehid oldatban fixaltuk (5% 0,1 M foszfat
pufferben) 3-4 oraig szobahémérsékleten (20-21 °C). A fixalt mintakat kétszer mostuk foszfat-
puffer oldattal (pH 7) 85 °C-on, majd fagyasztva szaritottak (2x10 mbar, -60 °C, 6-8 éran
keresztiil). A liofilizalas utan a szaritott mintakat fémcsonkokra ragasztottak és arany porral
elektronmikroszkoppal (SEM) vizsgaltdk 5 kV gyorsito fesziiltséggel, és a mintakrol digitalis
fényképek késziiltek.

2.2.7. Afrikai harcsdaban végzett kisérletek \/. (mélyhiitott sperma felhasznaldsa
inszemindciohoz).

Mélyhitott sperma hasznalata kiils6 megtermékenyitésii halak esetén eddig csak in vitro
fertilizacioval (felolvasztast kovetéen azonnal) volt lehetséges. A kisérlet sorozatban
megvizsgaltuk, hogy a mélyhiitdtt spermamintdkat az ij modszerrel is lehet-e sikeresen
termékenyitésre hasznalni (a felolvasztast kovetd 10. 6rdban).

2.2.7.1. Anyahalak kivalasztisa

A 16 honapos afrikai harcsak a V’95 Kft. nagyatadi telephelyérdl szarmaztak és azokata MATE
(volt SZIE) Szent Istvan Campus hallaboratoriumaba szallitottuk. A 9 tejest és 17 ikrast egy 3
mS-es kadba telepitettiik. A ponty tejesek (n = 12) sajat nevelésii allomanyunkbol szarmaztak.

2.2.1.2. Tejesek ivarérlelése, sperma kezelés

Az afrikai harcsakat 3 mg CPE / testtomeg kg-al kezeltiik 24 draval az ivartermék gyjtése
elott. 4 afrikai harcsa tejest hasznaltunk az eldkisérletben (spermamélyhiitésre n = 2, testtdmeg
= 1340 ¢és 1466 g és szeminalis plazma gytijtésre n = 2, testtémeg = 1100 €és 1298 g, 5. dbra). A
fokisérletre 5 afrikai harcsa tejest (sperma mélyhtitésre n = 4, testtomeg = 743,5+£202,2 g és egy
tejest nativ spermamintaval valo “feliiltermékenyitésre” testtomeg = 1420 g). Ponty tejeseket
(n = 2, testtomeg = 489-506 g az eldkisérletben, valamint a fokisérletben n = 10, testtomeg =
578+207 g) 4 mg CPE / testtomeg kg adagban kezeltiik 24 6raval a spermafejés elott. A halakat
a kezelések elott 2-fenoxietanol (4 ml / 1) oldatban boditottuk. A gyiijtott spermamintakban a
szeminalis folyadékot a spermiumoktol torténd szétvalasztasahoz 1,5 ml-es centrifuga
csovekben centrifugaltuk 10 000 / perc fordulatszamon 10 percig 20 °C-on. A szeminalis
plazmat a felolvasztott €és centrifugalt mélyhiitott spermamintak el6kezeléséhez hasznaltuk fel
(lasd. 2.2.7.4. fejezet).

2.2.1.3. Spermamélyhiités

A sperma kinyerése a 2.2.2. fejezetben leirtak alapjan tortént. A mélyhtités megegyezett a
Miskolczi et al. (2005), valamint Kovacs et al. (2010) altal k6zolt modszerrel. A sperma és
higité (266 mM fruktoz oldat) 1:1 aranyt keverékét 20% metanollal egészitettiik ki (metanol
koncentracio 2,47 M, pH: 7,73). A mintakat 0,5 ml-es miszalmakba szivtuk fel (Minitiib,
Germany), melyeket 3 cm-re a folyékony nitrogén felszinétdl 3 percig el6hiitottiik, majd innen
keriiltek a folyékony nitrogénbe és felhasznalasukig nitrogén tartalyban taroltuk (-196 °C, Bio
10, Statebourne, UK). A mintakat 24 ora elteltével 40°C-0s vizfiirdében 13 masodpercig
felolvasztottuk. Minden minta mindségét Szamitégépes Spermavizsgald Rendszer (Computer-
assisted Sperm Analysis, CASA) segitségével ellendriztik (Sperm VisionTM v. 3.7.4.,
Minitube of America, Verona, USA, csatlakoztatva egy Olympus BX 41 mikroszkdphoz, 20x
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negativ faziskontraszt-objektiv alkalmazasaval). Ezt kovetden a mintdkat 1,5 ml-es
mikrocentrifuga csdvekben centrifugaltuk, elvalasztottuk a szemindlis plazmat a sejtes
elemektdl, (500 fordulat / perc, 10 perc, 20 °C), ezzel a szeminalis plazmaban 1év6
szobahémérsékleten toxikus metanolt eltavolitani (5. abra).

2.2.7.4. Felolvasztott sperma elokezelése

A felolvasztott mintakbdl a centrifugalast kovetden a sejtes elemeket nem tartalmazo szeminalis
plazmat, higitot és a sejten kiviili metanolt a mintakrol eltavolitottuk. Ezt kovetéen a nativ
gyljtott- €s centrifugalt afrikai harcsa €s ponty spermabdl szarmazd szeminalis plazmat
felhasznalva a felolvasztott spermiumokat az eredeti térfogatra higitottuk vissza (5. abra). A
hozzaadott afrikai harcsa és ponty szeminalis plazma gyljtése a 2.2.7.2. fejezetben leirtak
szerint tortént. Az Osszekeverést kovetden a sperma mindségét azonnal ellendritiik a CASA-
rendszer segitségével, majd a mintakat 20 °C-on 24 6raig taroltuk normal 1égkori nyomason. A
sperma mingségét S5 és 24 ora mulva szintén ellendriztiik. Biirker karma segitségével
meghataroztuk a poolozott mintak spermaszamat a fokisérletben (3,51 x 10° spermiumseijt /
ml).

2.2.71.5. Spermium mindségének ellendrzése

A spermamintdk mindségének ellendrzését CASA-rendszerrel végeztiikk. Mért paraméterek:
progressziv motilitas (%), a sebesség atlagolt utvonalra szamolva (VAP; um / s), a sebesség a
teljes megtett tvonalra szamolva (VCL; pm / s), a linearitas (LIN; %) és az atlagolt mozgasi
utvonal egyenestdl szamitott eltérése (STR; %). A spermamindség méréséhez hasznalt aktivalo
oldat 6sszetétele: 45 mM NaCl, 5 mM KCl és 30 mM Tris (pH = 8) (Saad et al., 1988). Minden
mintabol kétszer vettiink almintat, kétszer aktivaltuk és a kapott atlagolt eredményeket
hasznaltuk az elemzéshez.

2.2.7.6. lTkrasok hormonkezelése, inszemindcio, termékenyités

Az ikrasok hormonindukcidja megegyezett a 2.2.4.4. fejezetben leirtakkal. Minden kezelt ikras
petefészeklebenyébe dsszesen 2 ml elokészitett sperma / testtomeg kg mennyiséget juttattunk
fel egyenld aranyban megosztva a két petefészeklebenybe.

1. csoport (kontroll, NC csoport): 5 ikrast (testtomeg = 630,8+116,5 g) hagyomanyos
modon termékenyitettlink, majd 5 perc elteltével minden termékenyitett ikratételbdl 3 ismétlés

mellett petricsészébe helyeztiink ikramintakat (@ = 100 mm, atlagos ikraszam / petricsésze =
64,2) és 24 °C-on inkubaltuk.

Felolvasztott spermamintaval kezelt csoportok (6. abra): A kezelt ikrasokbol (n =9, testtomeg
= 596+148,4 g) nyert ivartermékbdl egyedileg, a vizaktivaciot megelézéen 2 mintat vettiink.

2. csoport (WA csoport, 6. abra): az ikrak lehetséges maximalis
termékenyitOképességének ellendrzése érdekében ezekhez az ikratételekhez (~15 g ikratétel /
anyahal) 0,5 ml frissen gy(jtott spermat adtunk, majd vizaktivaciot kovetéen az 5. percben
minden termékenyitett ikratételb6l 3 ismétlésben petricsészébe helyeztiink az ikramintakat (O
= 100 mm, atlagos ikraszam / petricsésze = 48,7) és 24 °C-on inkubaltuk.

3. csoport (PC csoport): a nyert gaméta tételekhez nem volt hozzaadott nativ sperma, a
vizaktivaciot kovetdé 5. percben (6. abra) ikratételenként 3-3 ismétlésben petricsészékbe
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véletlenszertien ikrakat valogattunk ki (atlagos ikraszdm / petricsésze: 55,5) és 24 °C-on
inkubaltuk.

Minden masodik oraban részlegesen vizet cseréltiink (~80% vizcsere) az Osszes ikratételen,

majd termékenyiilési aranyt (12 6raval a termékenyitést kovetden, szomatogenezis allapotban)
¢s kelési aranyt (36 oraval a termékenyitést kovetéen) szamitottunk.

2 n=4 / & hormon kezelés 9\ 2 n=10

& centrifugalas =

spermamintak elékészitése
inszeminaciohoz

szeminalis
plazma

5. abra. A felolvasztott spermamintak elokészitése inszeminacios kisérletekhez
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KONTROLL (hagyomanyos szaporitas) INSZEMINACIO
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(WA csoport) (PC csoport)

6. abra. A mélyhiitott és felolvasztott spermamintakkal torténd fokisérlet lefolyasanak sematikus
abrgja

2.2.8. Zebraddnioval végezett kisérletek |. (Genetikai soksziniiség novelésének
lehetdsége ivatasos szaporitds esetén)

Alapkérdésiink az volt, hogy amennyiben spermat inszeminalunk ivas eldtt 4116 ikrasokba, ugy
a termékenyitésben milyen aranyban vesz részt az injektalt sperma, valamint az ivasban
résztvevo tejes. A kisérletbe vont halak nagyobb szdma, az egyedek elkiilonitésére szolgald
fenotipusos bélyegek (vad tipus vs. transzgénikus vonalak) miatt zebradanié modellhalfajjal
dolgoztunk.

2.2.8.1. Zebradanio himek

Két zebradani6 vonallal dolgoztunk. A transzgénikus zebradani6 tejesek a Tg-2.4shh:gfpABC
vonalbol szarmaztak, amelyek sonic hedgehog szabalyzo génbeiiltetéssel rendelkeztek és
Karlsruhe Institute of Technology-tdl szarmaztak (Ertzer et al., 2007).

2.2.8.2. Szaporitasok (ivatas)

A sziil6i vonalak ellendrzése céljabol kontroll szaporitasokat hajtottunk végre 2 x 15 AB vad
ikras (SL = 26,14+1,3 mm) és 2 x 30 AB vad him beallitasaval (SL = 26,6+1,3 mm, 7. abra). Az
elsé szaporitaskor (szaporitas 1.) 1 ikras €és 1 tejes alkotott part, mig a masodik, harmadik és
negyedik szaporitaskor (Szaporitas I1.-1V.) ugyanazon ikrasokhoz ugyanazon 2 vad tejessel
alkottak parokat. A halak felkészitési ideje kozott eltelt napok szamat a 1. tablazat mutatja.
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1. tdblazat. A szaporitasok kozott eltelt napok szama

Ikrasol_( Szaporitas 1. Szaporitas II. Szaporitas III. Szaporitas IV.
csoportja
1. csoport:
#1.- #15. 0 1 ! 14
2. csoport:
#16.- #30. 0 ! w »

Egy liter térfogata szaporitd edényeket allitottunk be minden szaporitaskor (ZebTec, Tecniplast
S.p.a., Italy). A vizmindség paraméterek a kisérletek sordn az alabbiak voltak; vizhémérséklet:
25 °C; pH: 7.0+£0.2; atlagos vezetéképesség 525 uS / cm. Az ikrakat ivasi paronként
petricsészébe gyljtottiik (@ = 100 mm) 2 6raval a vilagos periodus kezdetétdl. Az ikratételeket
termosztatban inkubaltuk (vizhomérséklet: 25,5 °C, 14 / 10 6ra fény / sotét periodus) napi
vizcserével. Az inkubacié 72. orajaban Leica M205 FA mikroszkop alatt vizsgaltuk a
termékenytilést, valamint elvégeztiik az utodok szarmazas ellendrzését.

2.2.8.3. lnszemindcio

Tg-2,4shh: a gfpABC homozigéta donor tejesekkel végeztiik az inszeminaciot, de csak azon
ikrasok esetén, amelyek az els6 két vagy esetleg a harmadik szaporitas alkalmaval mar adtak
utddellendrzésre alkalmas ikrat (7. abra). MS-222-vel (4,2 ml MS-222 / 100 ml rendszerviz)
boditottuk a tejeseket a beavatkozasok eldtt. A boditast kovetden, ligyelve a vizkontaminaciora,
a spermat a hasfal gyenge nyomasaval, automata pipettara (20-200 pl, Gilson, termo) erdpsitett
G-1 tivegkapillarissal (hossza 90 mm, kiils6 atméré 1 mm Narishige Scientific Instrument Lab.,
Japan) gytjtottiik egy Leica M205 FA mikroszkop alatt. A spermaadagokat (~1 ul / tejes, min-
max: 0,4-1,4 ul) a boditott AB ikrasokba ugyanezzel az automata pipettaval juttattuk be
koriilbelil 3 mm mélyen petevezetékkozépre. A beinjektalt sperma adag eloszlas a
petefészeklebenyekbe véletlenszerii volt, majd a beavatkozast kovetdéen az ikrasokat
visszahelyeztiik az ivatd tartalyokba.

2.2.8.4. Az utodok szarmazas ellenorzése

Az ivatéstol (ikraszorastol) szamitott 72 6ra mulva a frissen kelt larvak szarmazas ellendrzését
Leica M205 FA mikroszkop LAS X (Leica Application Suite X) 3.4.2.18368 szoftverrel
végeztiik (Leica Microsystems CMS Gmbh). Amennyiben transzgénikus spermabodl szarmazott
az utdd, ugy zold fluoreszencia fehérje expressziojat lehet felismerni az EGFP2 sziir6n
keresztiil (a maximalis gerjesztési emisszios értékek 489 nm és 508 nm). Az elemzésbe nem
kertiltek be azok az ikrasok, amelyek nem termeltek ikrat vagy életképes larvat a harmadik és
negyedik kisérleti ciklusban sem (#8, #12, #14, #29), valamint azok, amelyek a kisérlet soran
elpusztultak (#4, #10, #20, #24).
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7. abra. A zebradanioval végzett kisérlet lefolytatasanak egyszeriisitett sematikus abraja

2.2.9. Zebraddnidval végzett kisérletek ||. (Ivatdsos szaporitds tejesek kozvetlen
jelenléte nélkiil)

Inszeminacid és indukalt szaporitas esetén ponty fajban egy alkalommal, mig afrikai harcsa
fajban harom alkalommal is megfigyeltiik, hogy ovulaciokor, az elszort ikratételek egy részét a
korabban feljutatott sperma képes volt termékenyiteni (2.3.1., 2.3.2. fejezetek).

Ebben a kisérletsorozatban azt vizsgaltuk, hogy:

1) hagyomanyos szaporitasi eljaras soran a felkészitett ikrasok ikrazasra birhatoak-e
tejesek jelenléte nélkiil (a tejes jelenléte kulcsingernek tekinthet6-e zebradani6 fajnal az
ovulacio kivaltasara),

2) a tejesek kozvetett jelenléte (vizudlis és feromonalis ingerek biztositasa) kivaltja-e az

crer

3) sperma 1nszeminélés modszere befolyasolja-e az elsd két pont esetében az ovulaciot.

2.29.1. Szaporito alapallomany

A kisérlethez felhasznalt ikrasok az 2.2.8. fejezetben is targyalt vad AB vonalbol szarmaztak
(SL = 10-28 mm), a szaporitd6 medencében elkiilonitve felhasznalt vad tejesek szintén (SL = 9-
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30 mm). Inszeminacidhoz a gyijtott sperma adagokat neutrofil-specifikus transzgénikus
zebradanio tejesekbdl gyijtottik (Tg (mpx: GFP) 1114 vonal, n = 15, SL = 19-25 mm).

2.2.9.2. Inszemindacio

A tenyésztartalyokbol kivalasztott Tg (mpx: GFP) homozigéta tejeseket MS-222-vel (4,2 mli
MS-222 / 100 ml rendszerviz) altattuk. A boditast koveté spermagyiijtés modszertana
megegyezett a 2.2.8.3. fejezetben leirtakkal. Ezt kovetéen a spermamintakat pooloztuk. A
kontroll halakhoz 0,9% izotdnias natrium-klorid-oldatot (Fresenius Kabi Deutchland GmbH)
hasznaltunk. Az AB ikrasokat 1 oraval a vilagos ciklust megel6zden kezeltiik. A spermat, vagy
a NaCl oldatot specifikus pipettacsucsokkal (Finnpipette, F1, Thermo Scientific Finntip™ 20
uL, CE jeloléssel) ~ 2 mm mélyen a petevezetékbe injektaltuk az altatott ikrasok genitalis
papilldjan keresztiil. Ezt kovetden az ikrasokat visszahelyeztiik a megfelel6 ivasi tartalyokba.

A kisérlet 7 kezelésb6l allt:

1. csoport (ABS x ABA&)

Hagyomanyos ivasi modszereket alkalmaztunk (abszolut kontroll, vad tipusu ndstény x vad
tipus him:). A zebradanié szaporitasa ~ 1,7 literes ivo tartalyokban (Sloping Breeding Tank,
ZebTec, Tecniplast Spa, Olaszorszag) tortént, amelyek ,.elnyujtott S alaka ivatd raccsal”
rendelkeznek, amely megkonnyiti és eldsegiti a zebradani6 ivast. Az ivatoracs perforalt, hogy
az ivas soran az ezen athulld termékenyiilt ikraszemekhez a feln6tt egyedek mar ne férjenek
hozza (8. abra). Az ivo teriilet egy atlatszo mlianyag fallal ketté oszthatd. A kiilonbozo kezelési
csoportok elrendezését, valamint kisérletbe vont csoportonként az egyedszamokat ivaronként a
2. tablazat mutatja. Az ivas minden esetben reggel, néhany o6raval a megvilagitasi szakasz
kezdete utan tortént, mivel a zebradanié végsé oocitaérését jelentdsen befolyasolja a
fotoperiddus.

2. csoport (negativ kontroll, (AB?))
A kovetkez6 kezelési sorozatban a zebradanio ivo tartalyokban nem voltak himek (n = 4 tejes /
ivato tartaly, 2. tablazat, 8. dbra). Az ikrasokat nem kezeltiik.

3. csoport (pozitiv kontroll; ABQ (inj.NaCl))
A boditott ikrasok genitalis nyilasan keresztiil 0,4 ul 0,9%-0s NaCl oldatot juttatunk be.

4. csoport (ABQ (inj.TG?))
A baditott ikrasok genitalis nyilasan keresztiil transzgénikus himek poolozott spermajabol 0,4
ul adagot juttatunk be ikrasonként.

5. csoport (negativ kontroll ABQ | AB3)
Az ikrasokat kiilon tartottuk a vad tipust himektél, minden egyes ivotartdlyban atlatszo
elvalasztoval (n = 4 ikrés és 6 tejes / ivotartaly). Az ikrasokat nem kezeltiik.

6. csoport (pozitiv kontroll II; AB? (inj. NaCl) | ABZ)
Az ikrasok kezelése megegyezett a 3. csoportéval, majd az ivatd tartdlyba visszatelepitett
ikrasok valaszfallal voltak elkiilonitve a tejesektol.

7. csoport (ABQ (inj. TGJ) | ABJ)
Az ikrasok kezelése megegyezett a 4. csoportok halaival, majd az ivatd tartalyba visszatelepitett
ikrasok valaszfallal voltak elkiilonitve a tejesektol.
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2. tablazat. A beallitott kisérleti elrendezések dsszefoglald tablazata

Ikrasok oy
és teiesek Ismétlések
Csop. Szaporitasi modok Jelolés 3 szama
szama /
ivato kad
1. Hagyomanyos ivatas ABPxABJ 49x643 7
2. Ikrasok Nem kezelt AB? 49 7
3. tejesek NaCl inszeminalt AB? (inj.NaCl) 49 7
4, nelkil Sperma inszeminalt ABQ(inj.TGJ) 40 7
5. mﬁﬂfés Nem kezelt ABQ|ABJ 49168 7
tejese . . -
6. egyméstol NaCl inszeminalt AB? (inj.NaCl) |JABZ 49|62 7
valaszfallal . ., -
7. clvalasstva Sperma inszeminalt ~ ABQ(inj.TGA3) |ABJ 49|62 7

8. dbra. A: Osszefoglal6 4bra a kisérleti elrendezésekrdl B-C: ivato tartily tipusok, B: perforélt

ABQ

Nem kezelt

4

Hagyomanyos
ivatas

ABQ

NaCl inszeminacio

ABQ

Tg sperma inszeminacié

l Qn=4 J'n=6
ABx ABJ
2 ‘ (1. csoport) ) ) v
g, R — o — e —
5 | === == ==
£ Q n=4 J Qn=4 Q n=4
z
AB©O AB? (inj.NaCl) AB%(inj.Tg)
(2. csoport) (3 csoport) (4 csoport)
[
;%% l Q n=4 d n=6 Qn4 O'n6 Qn—4 d n=6
AB? | AB AB? (inj.NaCl) | ABS AB(inj.Tg) | ABZ
A (5. csoport) (6. csoport) (7. csoport)

hajlitott ivatoracs, térelvalaszto fal nélkiil C: ivato tartaly térelvalaszto fallal
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2.2.9.3. [lkrainkubacio, az utédok szarmazas ellendrzése

Az ivast koveto 5. draban az ivatdtartalyok aljabol az elszort ikraszemeket 0sszegytijtottik. Az
ikrainkubalast termosztatban 100 mm atmér6ji petri csészékben végeztiik (vizOmérséklet =
25,5 ° C; pH = 7,0+0,2; és vezetoképesség = 525 uS, 14 / 10 6ra fény / sotét periddus, napi
vizcsere). A szarmazas ellendrzést 72 oras ikra-, €s frissen kikelt larvak esetében hajtottuk végre
Leica M205 FA mikroszkép LAS X (Leica Application Suite X) 3.4.2.18368 szoftver
segitségével (Leica Microsystems CMS Gmbh). Amennyiben transzgénikus himtdél szarmazo
spermébdl szdrmazott az utdd, ugy a zold fluoreszencia fehérje expresszidjat fel lehet ismerni
EGFP2 sziir6n keresztiil (a maximalis gerjesztési emisszios értékek 489 nm és 508 nm).

2.2.9.4. Reprodukcios paraméterek

Szamolt reprodukcios paraméterek a kovetkezok voltak:
Ikratermelés: ivatd kadban gyjtott ikraszemek szama / ikrasok szama (n = 4)

Termékenyiilési % = €16 embriot tartalmazo ikraszemek és a kikelt larvak szama a 72. 6raban /
gyujtott ikraszam) x 100.

2.2.10. Dél-amerikai eziistharcsdaban végzett kisérletek

A dél-amerikai eziistharcsa vagy jundia (Rhamdia quelen) egy Dél-Amerikaban Gshonos,
harcsaalakuak rendjébe (Siluriformes) tartozo halfaj. Tenyésztése Széles korben terjed,
kiilonosen Brazilia déli teriiletein, jo technologiai tiirésének koszonhetéen, valamint amiatt,
mert a fogyasztok kedvelik izletes, szalkamentes husat. Termelése jelenleg 2 500 tonna koriil
mozog (Ittzés, 2018). Célul tliztlk ki, hogy a dél-amerikai eziistharcsa indukalt szaporitasa
soran Osszehasonlitsuk a hagyomanyos eljarasnak és a spermainjektalas modszerének
hatékonysagat keltetdhdzi koriilmények kozott.

2.2.10.1. Szaporito alapadllomany, kezelések

A kisérleteket az Acquaviva Piscicultura in Rio Grande do Sul telepen, Braziliaban végeztiik.
A 6 honapos anyahalak a telep sajat szaporitasu és nevelésii allomanyabol szarmaztak. Egy
nappal a tervezett kisérlet el6tt atfolyd vizes kadakba telepitettik at a véletlenszerlien
kivalogatott anyahalakat. Harom kisérleti csoportot hoztunk 1létre (9. abra), mindharom
csoportban 7-7 ikrast kezeltiink. A hormondézis azonos volt mindharom csoportban: 5,0 mg
CPE/ testtomeg kg.

1. csoport: az ikrasokat hagyomanyos modon kezeltiik (kontroll)

2. csoport: a petefészek lebenybe a hormonkezeléssel egyidejiileg 6 tejestol szarmazo
kevert spermat juttattunk katéter segitségével (2 ml sperma / testtomeg kg)

3. csoport: a CPE-t spermaval kevertiik 6ssze, majd az ikrasok petefészkébe injektaltuk
(2 ml sperma + 5 mg CPE / testtomeg kg).

A megfeleld mennyiségili spermatermelés biztositidsa érdekében a tejeseket egyszer kezeltiik 2
mg CPE/ testtomeg kg adaggal, amit hasiiregi injektalassal juttattunk be. A spermagytjtést a
hormonkezelést kovetd 9 és fél 6raban végeztiik. Mind a hat tejesbdl fejt sperma motilitas értéke

34



dc_1972 21

80% feletti volt, igy minden tejesb6l szarmazd mintat felhasznaltuk és pooloztuk, hogy
egységes mindségli spermaval végezziik a kisérletet. A viz hdmérséklete 26+1 °C volt a halak
beérési ideje alatt.

2.2.10.2. Termékenyités, reprodukcios paraméterek

Mindharom csoport ikrasait boditast kovetden (szegfiiszeg (Syzygium aromaticum) olaj oldat:
10 csepp / 10 1 viz) lefejtiik. Az 1. csoportban levd ikrasok ikratételeit a poolozott
Spermamintaval in vitro termékenyitési eljarassal termékenyitettiik, majd mivel a dél-amerikai
ezlistharcsa ikrdk nem tapadnak (Sampaio €és Sato, 2006), kozvetleniil a Zuger-iivegbe
helyeztiilk. A masodik és harmadik csoportba tartozd ikrasokat eldzetes boditast kovetden
szintén lefejtiik — mivel nem volt sziikség nativ spermaadagok hozziadasara — keltetoviz
hozzaadasat kovetden az ikrakat rogton Zuger-iivegbe helyeztiik.

A kovetkez6 paramétereket vizsgaltuk:
- PGSI: lefejt ikra tomege / hal tomege fejés el6tt x 100
- termékenyiilési %: megtermékenytilt ikrak szdma / termékenyitett ikrak szama x 100, a
termékenytilési aranyt 24 oraval a vizaktivaciot kovetden hataroztuk meg.

KONTROLL (I. CSOPORT)
AL

Il. CSOPORT Ill. CSOPORT
(n=7) (n=7)

Vd
g /| 2 /
sperma-hormon mix

hormon kezelés
. és inszeminacid . s
inszeminacio (egyben)

sperma kiilon-kiilon
mindség-
ellendrzés
»pooling”
< 3 < Sy < oy
L) . e e . s L) LN
(s> viz aktivacio [ termékenyiilés CSL P (ST
5350 / v eiste it

9. abra. A kiilonb6z6 hormonkezelésekkel végzett, dél-amerikai eziistharcsaban lefolytatott,
szaporitasi kisérlet sematikus abraja
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2.3. Eredmények

2.3.1. Ponty fajban kapott eredmények

Minden kezelt ikrast sikeriilt ovulacidra birni, a gytijtott ivartermék mennyiségét tekintve a
kezelt és kontroll csoportok kozott nem volt statisztikailag igazolhatd kiilonbség (p>0,05, 3.
tablazat). Az elso kisérletben az 0sszes spermainjektalt és fejt ikratételébdl életképes embriot
sikeriilt nyerni. A petefészekben a spermatarolasi idot figyelembe véve — 2 vagy 12 oraval a
programozott ivartermék gyijtés el6tt — nem volt statisztikailag igazolhato kiilonbség (p>0,05)
a két kezelt csoport embrio-talélési aranyaban, ami arra utal, hogy a petefészekben a 12 6ras
spermatarolas nem csOkkentette a spermiumok termékenyitOképességét. Ugyanakkor nagy
egyedi kiilonbségek mutatkoztak a kezelt halak kozott a kisérleti csoportokon beliil, amely arra
utal, hogy mas, még nem azonositott tényezdk befolyésoljak az alkalmazott injekcios protokoll
sikerességét. A kontroll (hagyomanyos uton szaporitott) csoportban értiik el a legmagasabb
termékenyitési aranyt, amely statisztikailag igazolhatdéan feliilmulta az 10 szaporitasi
modszerrel elért eredményeket (p<0,05).

A masodik kisérletben a hormonkezelés sikeressége elmaradt az elsé kisérletsorozatban elért
eredményekt6l (egy halban nem volt ovulacid, két halat parcialis-, két halat pedig teljes
ovulaciora lehetett birni). Hasonlon az elsé kisérletsorozathoz, minden ivarterméket ad6 halbol
sikeriilt termékeny ikratételeket nyerni, de nagy egyedi kiilonbségekkel. A frissen nyert
ivartermékhez adott jabb spermatételek statisztikailag igazolhaté médon nem emelték a
termékenyitési aranyt (p>0,05).

Nem a fokisérlet eredményeihez tartozik hozza, de meg kell emliteni, hogy az egyik megel6z6
elokisérletben egy ponty ikrast masfél oraval a varhatdo ovulaciot megel6zéen sperma
inszeminaltunk, de a nem megfeleléen bevarrt ivarnyilas mellett teljes ikrakészletét elszorta. A
kad aljara tapadt ikraszemek termékenytilési értéke 52% volt. Ennek alapjan levonhat6 volt az
a kovetkeztetés, hogy tejes kozvetlen jelenléte nélkiil a felinjektalt sperma vizaktivaciokor
megtermekenyitette az ovulalt ikraszemeket.
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3. tablazat. Osszefoglal6 tablazat a pontyban végzett kisérleti eredményekrdl

kisérlet I. kontroll G1 G2 G3
(koi) (n=6) (n=6) (n=6)

Testtomeg 9 () atlagtszoras 950,7+185,5 1043,3+307,5 1141,7+348,9
PGSI (%) atlagtszoras 12,3+2,2 10+3,3 12,7+2,6
Termékenyiilési

A 0,
arany (%) atlag+szoras 85,8+4,2° 46,7+15P 41+15,7°
szempontos
allapotban
ki’sérlet II: . Inszeminalt Inszerr}inzilt +
(togazdasagi —4 hozzaadott
nemes ponty) (n=4) sperma (n = 4)
Testtomeg ? () atlag+szoras 7800+571,5
PGSI (%) atlagtszoras 7,494
Termékenyiilési

A 0,
arany (%) atlagtszords  69,32+18,93 54,79+21,59
szempontos
allapotban

PGSI = pszedo-gonadoszomatikus index. A kiilonb6z6 betiijelek a kezelések kozotti szignifikans
kiilonbséget jelolik (fliggetlen mintas t proba, p<0,05)

2.3.2. Afrikai harcsaban végzett kisérletek 1. eredményei (A sperma szemindlis
folyadéka, mint exogén hormon vivoanyag)

Az elOkisérletben (4. tablazat) eredményes termékenyiilést értiink el mind a kétféle kezeles
alkalmazasakor. Amennyiben a hormont és a spermatételeket kiilon-kiilon juttattuk fel a
petefészeklebenyekbe, jobb termékenyiilési aranyt értiink el, mint a hormon+sperma mix
kezeléssel, de az alacsony mintaeclemszamok miatt statisztikai elemzésre nem volt lehet6ség.
Az elOkisérlet ugyanakkor bizonyitotta, hogy a sperma szeminalisfolyadéka alkalmas
pontyhipofizis vivoanyagaként, mert a halak sikeresen ovulaltak, valamint a spermiumsejtek is
megtartottak életképességiiket €s sikeresen megtermékenyitették az ovulalt ikratételeket.

A fokisérletben a hormon+sperma kezelés hatasat vizsgaltuk az ikratermelésre, valamint a
termékenyitoképességre. Az eldkisérlethez hasonloan minden kezelt hal eredményesen ovulalt
€s a gamétagyljtés elott 10 oradval  bejuttatott spermiumok  megtartottdk
termékenyitOképességiiket. A gylijtott ivartermékekhez adott frissen fejt sperma adagok a
terméKenytiloképességet nem befolyasoltak (p>0,05).

Hasonléan a pontyban elvégzett eldkisérlethez, az eldkisérletben (Al) egy ikras, mig a
fokisérletben (A2) két ikras elszorta ikrakészletének egy részét a kad aljaba (becsiilt mennyiség
5-10 g/ ikras). A beldliik vett mintak alapjan a termékenyiilési arany 40-60% kozé esett. Afrikai
harcsa esetében is bizonyitottuk, hogy a spontan vagy részlegesen ovulalt és elszort
ikramennyiséget az elétte 10 draval feljuttatott sperma megtermékenyitette.
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4. tablazat. Osszefoglalé tdblazat az afrikai harcsaban végzett kisérleti eredményekrél

Termékenyiilési arany

(%)
Halak Test- PGSI atlagxszoras
sor- Kezelés tomeg o
szAma () (%) Kozvetleniill Hozzaadott
a fejést sperma
kovetéen  adagokkal
1 Pontyhipofizis NaCl 780 10,0 94,9+0,8 -
szuszpenzid jobb
gy petefészekbe,
< 2 Sperma inszeminacié bal 1078 10,2 80,5+4,1 -
2 petefészekbe
)
% 3 Inszeminacid 1244 111 73,4+0,6 -
5 pontyhipofizis+sperma i
4 keverékkel, mindkét 890 108 66,9451
5 petefészeklebenybe 1134 8,6 68,7+6,9 -
6 1322 7,3 91,1+2,6 90,3+4,1
7 518 13,0 76,7+3,9 72,746,3
< 8 640 92 93708  87,8+2,2°
5 b
5 9 Inszeminacio 1000 11,3 78,7+2,0 60,6+4,5?
,:% 10 pontyhipofizis+ sperma 464 10,1 83,7:i:2,3b 71,72, 7°
= ——  keverékkel, mindkét
11 petefészeklebenybe 778 9,0 57,8+9,7 76,7+10
12 1598 6,1 41+4,42 65,7+8,8"
1 s s 902,9 94 74,7 75,1
’gokfer’le‘f N 4 N N
atlag=szoras 427 23 18,4 11,5
A kiilonbozé betlijelek a kezelések kozotti szignifikans kiilonbséget jelolik (p<0,05, fliggetlen mintas t
proba)

2.3.3. Afrikai harcsaban végzett kisérletek I1. eredményei (a petefészeklebenybe
injektalt sperma termékenyitoképessége az ido fiiggvényében)

Minden kezelt ikras reagalt a hormonkezelésre, a beldliikk nyert relativ ikramennyiségek kdzott
statisztikailag igazolhat6 kiilonbség nem mutatkozott (p>0,05, 5. tablazat). Az eltérd, 5-25 6ras,
kezelési csoportok kozott statisztikailag igazolhatdo kiilonbség volt kimutathaté a
termékenytilési-, és kelési aranyokban (5. tablazat, p<0,05), de nem volt trendszerli a sperma
petefészekben t6ltott 1do fiiggvényében. A kiilonbségek az egyes csoportokon beliil az egyes
halak nagy egyedi variancianak tudhaté be. Ugyanakkor a masodik kisérleti ciklusban 48 o6ra
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inkubacios 1d6 alkalmaval a termékenyiilési-, és kelési értékek mar nagymértékben visszaestek,
ami tisztdn mutatta a sperma bioldgiai aktivitdsanak / termékenytiloképességének a hatarat.

5. tablazat. Osszefoglald tablazat a sperma petefészekben eltdltott ideje és a sperma inszeminalt halak
mért reprodukcios eredményei kozott. Az eltérd betiijelek a kezelések kozotti szignifikans kiilonbséget
jelolnek azonos paraméter esetében (Kisérlet 1.: p<0,05, ANOVA, Dunn's post hoc teszt. Kisérleti 2.:
fiiggetlen mintas t proba p<0,05).

Sperma Testtomeg PGSI Termékenyiilési Kelési arany
Kisérleti inkubacios (9) (%) arany (%0) (%)
sorozat ,ldo . - p - . ;s . -
petefészekben atlagtszoras atlagtszoras — atlagtszoras  atlagtszoras
(0ra)
5 690,5+259,0 10,8+3,9 65,7+11,3? 39,3+12,72
10 784,1x139,2 9,5+2,3 57,9+8,8% 31,6+9,1%
Kisérlet 1 15 648,4+248,7 8,6+2,8 41,1+29,0° 21,8+23,1%°
20 617,2+168,7 9,6+3,3 29,8426,3°  24,2+20,9
25 762,5£1454  8,8+4,1 44,6+25,5"  36,9+24,3%
36 458,6+116,8 12,6+3,0 26,5+33,7 19,8+24,12
Kisérlet 2.
48 483,7+183,7 11,742,4 2,5+4.4 0,4+0,7"

2.3.4. Afrikai harcsdaban végzett kisérletek II1. eredményei (Sperma-ikra ardny
vizsgalatok)

A kisérletek soran nem minden ikras reagalt a hormonkezelésre, azonban egy kontroll hal
adatait ki kellett venni az elemzésbdl, mert csak parcidlisan ovulalt (6. tablazat). A PGSI értékek
kozott csoportszinten statisztikailag igazolhatd kiilonbség nem volt kimutathato (p>0,05),
fiiggetlentil a kontroll és a kiilonbdz6 mennyiségben felinjektalt spermamennyiségektol (6.
tablazat). Az egyes csoportokon beliil ugyanakkor nagy individualis kiilonbségek adodtak. A
termékenytilési eredmények alapjan a csoportszinten statisztikailag igazolhat6 kiilonbség nem
volt kimutathat6 (p>0,05). A nyert ivartermékek relativ mennyiségéhez hasonloan a
termékenytilési és a kelési aranyokban iS nagy individualis kiilonbségek voltak az egyes
csoportokon beliil (6. tablazat).
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6. tablazat. Osszefoglald tablazat a kiilonbozd spermamennyiségii kezelések mért reprodukcids
eredményei kdzott.

Testtomeg PGSI Termékenyiilés Kelési arany
(9) (%) (%) (%)
Csoportok atlagtszoras  atlagtszoras atlagtszoras atlagtszoras
(n=4) (n=6) (n=5) (n=6)
Kontroll 437,3+42.6 8,8£1,5 51,1+14,8 21,4+18,7
05mispermal 393 3.77.4 9,0+4,9 75,0+15,1 42,5+9,1
testtomeg kg
L ml sperma/ 364,4+78,1 12,2415 62,3263 29,5+19,5
testtomeg kg
2mispermal 409 5.104,4 8,8+1,5 69,1+22,0 37,3+21,9
testtomeg kg

A kezelések kozo6tt nem volt statisztikailag igazolhato kiilonbség (p<0,05, ANOVA, Tukey post
hoc teszt)

2.3.5. Afrikai harcsaban végzett kisérletek 1V. eredményei (a petefészeklebenybe
Jjutatott spermiumsejtek eloszlasanak vizsgalata vizaktivacio nélkiil)

Az ovulalt ikraszemek felszinén kozvetleniil a mikropiile régidban szamos spermiumsejtet
figyeltiink meg. Elséként igazoltuk, hogy egy valodi kiilsd megtermékenyitésti halfajban a
Munehra et al. (1989) altal kordbban leirt, igynevezett ,,belsd ivarsejt egyesiilés” 1étrejohet,
annak ellenére, hogy természetes koriilmények kozott a két ivar kozott nincs kozvetlen
kapcsolat — kozvetlen spermabejuttatas a ndi bels6 ivarszervekbe — az ivas soran (10. abra). A
folyamat alapja, hogy a petefészekben a spermiumok az ovulalt ikraszemek mikropiile
az ooplazmaig hatolnak. A folyamat itt megall (nincs gaméta 6sszeolvadas), majd, amikor a
bedgyazott spermiummal az oocytak kiszabadulnak a hasiiregbdl, a vizaktivacié hatdsara
fejez6dik be a termékenyiilés folyamata.
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10. abra. Pasztaz6 elektronmikroszkopos felvételek vizaktivacio nélkiili ikra fixalasi allapotban;
A-B: spermiumok eloszlasa a mikropiile nyilas kornyezetében (inszeminalt ikras). C-D: az egyik
spermium a mikropiile nyilason betdrve elérte az ooplazma teriiletet (inszeminalt ikras). E: a
kontroll afrikai harcsa mikropiile régidja (nem volt inszeminacio).

2.3.6. Afrikai harcsaban végzett kisérletek V. eredményei (mélyhiitott sperma
felhasznadlasa inszemindciohoz)

Az eldkisérletben a mélyhiitott afrikai harcsa spermamintat felolvasztottuk, majd centrifugalast
kovetden a spermiumsejtek felszinérdl eltavolitottuk a szemindlis plazma €s metanol higitd
keveréket. Ezt kovetden eredeti térfogatra higitottuk vissza nativ afrikai harcsa és ponty
centrifugalt szeminalis plazmaval. Ezen eldkészitett mintdk spermamindségét az 1d6
fiiggvényében vizsgaltuk 20 °C-os tarolasi hdmérsékleten. A mélyhfitott sperma progressziv
mozgoképesség, VCL, VAP és LIN értékei elmaradtak a nativ spermamintak értékeitdl.
Minden vizsgélt spermamindségi paraméter csokkent az id6 fiiggvényében, de még igy is, 24
oOras tarolast kovetden, 10% koriili mozgoképességet mértiink (13. abra, tajékoztatd adatok).
Meglep6 megtfigyelésiink volt, hogy az afrikai harcsa mélyhitott, és fajazonos szeminalis
plazmaval hozzaadott spermamintak progressziv motilitasi értékei elmaradtak a ponty
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szeminalis plazmaval kevert mintakéhoz képest (11. dbra, p<0,05). A kapott eredményekbdl
kiindulva a fOkisérletben a mélyhitott, felolvasztott és centrifugalt afrikai harcsa
spermamintakat ponty szeminalis plazma hozzdadasaval kezeltikk a sperma-inszeminaciot
megelézden.

A fokisérletben a ponty szeminalis plazmaval kezelt afrikai harcsa felolvasztott spermamintak
a kontroll csoporthoz képest statisztikailag nem befolyasoltak a csoportok beérését (100%), a
beérési id6t (10-11 ora), valamint az ikratermelést (PGSI kontroll: 10,5+4,2%; sperma
inszeminalt csoport: 12,4+3,1%; p>0.05, 7. tablazat). Minden sperma injektalt egyed
ikratételében termékeny ikrakat figyeltiink meg, ezek aranya azonban statisztikailag jelentdsen
elmaradt (p<0,05) a kontroll egyedek értékeitdl. A gyljtott ivartermékek termékenyiilési
aranyat friss sperma hozzaadasaval nem sikeriilt novelni (7. tablazat). Fontos kiemelni, hogy a
kezelést kovetéen nyomon kovettiik az anyakat — minden egyed talélte a beavatkozast — és egy
héttel szaporitasuk utan a felkinalt taplalékot mindegyik elfogadta.

7. tablazat. A fokisérlet Osszesitett eredményei

Kontroll csoport Sl:,‘e;;nil:;:g:lt
atlagtszoras (min-max.) S
(min-max.)
ée)s“"meg 630,8+116,5 506148 4
Z%S' 10,5+4,2 12,4+3,1
Mélyhiitott
Kontroll Mélyhiitott sperma +
csoport (NC) sperma hozzaadott
(WA) nativ sperma
(PC)
+14,42 - -
Termékenyiilési Kontroll 71+£14,4
(%) Spermainjektalt - 23,5+16,1° 17,6+13,7
—_ a
Kelési Kontroll, n =5 61+11,5 - -
0,
(%) Spermainjekialt i 17,7413,2° 12,549 35

abazonos paraméter esetében az eltérd betlijelek szignifikans kiilonbséget jelentenek a kontrollhoz
képest (p<0,05, fiiggetlen mintas t proba p<0,05))
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oh 24h Oh S5dh 24h
nativ felolvasztott  kicentrifugdlt és szemindlis plazmdaval
| sperma sperma feltdltott sperma
i1 Elékisérlet, hozzaadott afrikai harcsa szeminalis plazma I.
El6kisérlet, hozzaadott afrikai harcsa szeminalis plazma Il
El6kisérlet, hozzaadott ponty szeminalis plazma |.

24h
felolvasztott kicentrifugdlt &s szeminalis plazmaval i felolvasztott  kicentrifugélt és szemindlis plazmaval
sperma sperma feltsltott sperma © sperma sperma feltoltott sperma

[m]

L]

B ElSkisérlet, hozzdadott ponty szeminalis plazma I1.
B Fékiserlet, hozzaadott ponty szemindlis plazma I
=

Fékisérlet, hozzaadott ponty szemindlis plazma Il.

11. abra. Az el6kisérlet (n = 2 afrikai harcsa, n = 2 ponty) és a 6 kisérlet (n = 4 afrikai harcsa, n
= 10 ponty) spermiumparamétereinek atlagértékei. Minden oszlop az dsszesitett spermamintak
kumulativ atlagértékeit (két ismétlés) mutatjak (tajékoztatd adatok). *aktivalas csapvizzel

2.3.7. Zebradanioval végezett kisérletek |. (Qenetikai soksziniiség novelésének
lehetdsége ivatdasos szaporitds esetén)

Kisérleti eredményeink alapjan az inszeminacié modszer, dsszevetve a hagyomanyos ivatasi
szaporitasi technikaval, nem volt negativ hatassal az ikratermelésre. Az els6é kontroll
szaporitastol a III. spermainjektalasi modszerig nem volt statisztikailag igazolhato kiilonbség
az ovulalt ikraszemek szamat tekintve (p>0,05, 8. tablazat). A IV. szaporitasi ciklusban az
ovulalt ikraszemek szdma ugyan magasabb volt, de ezt nem a moddszer pozitiv hatasanak,
hanem az ikrasok jobb felkészitésének tudjuk be (1. tablazat). A termékenyiilési értékekben
ugyanakkor nem mutatkozott statisztikailag igazolhato kiilonbség (p<0,05, 8.tablazat).

8. tablazat. A vizsgalt szaporodasbiologiai paraméterek Osszesitése a 4 szaporitast kovetden

(atlagtszoras)

Kezelés Kontroll Inszeminacio

s Szaporitas II. + Szaporitas Szaporitas

Szaporitas I. kontroll 1. IV.
Szaporitas II1.

Ikrasok szama n=11 n=14 n=15 n=13
Ivararany 19 x 14 19 x 248 19 x 248 19 x 248
Tkraszdm 34,8+27,3° 68,6+36,7% 62,5+39,7% 97+81,8"
Termekenytilési 51 7,20 7a 43,3429,4° 394282 37,7+25,7%
arany (%)

Az eltéré betiijelek statisztikailag igazolhatd kiilonbséget jelolnek (p<0,05, egytényezds
ANOVA, Tukey post hoc)

Ezt kovetden azt vizsgaltuk, hogy az utdédgeneracioban melyik him 6rokitd anyaga vesz részt:
a véltelenszerii eloszlasban injektalt transzgénikus apatdl szarmazd sperma és/vagy az ivasban
résztvevd AB (vad) vonalu tejes. Fenotipusos jegyek alapjan (GFP fluoreszcenciaval
markerezett szonikus hedgehog szabalyozo elemek aktivaljak a fluoreszcens riporter gént, ami
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szinsziir6s mikroszkoppal vizualisan elkiilonithetd) mindkét tejes részt vett a termékenyitésben,
de valtozo arannyal (9. tablazat, 12. abra). A huszonot sikeres ivasi kisérletb6l 20 ikras vegyes
genotipusu utdodokat hozott létre, amelyek mind a transzgenikus, mind a vad tipust
utédgeneracio 1étrehozasat jelentették, de valtozo aranyban (min-max.: 3,8-84,3%).

1. tablazat. Osszesitett adatok a spermainjektalt transzgenikus és ivo tejes hozzajaruldsa az
utddgeneracidhoz a vizsgélatba vont és sikeresen szaporitott ikrasok figyelembevételével

« I11. szaporitas IV. szaporitas

. \g AB Q (Tg sperm. inj.)x 2ABJ AB Q (Tg sperm. inj.)x 2ABJ

e »n

z Q9 - R
E % Ikraszam Tul'eleSI Tg larva Ikraszam Tul?leSI Tg larva
= g arany (%) arany (%)

§ 72hpf (%) 72hpf (%)

1 157 54,1 48,2 143 87,4 24,8

2 31 83,9 3,8 71 54,9 20,5

3 - - - 48 33,3 81,3

5 15 60,0 0 - - -

6 - - - 63 33,3 71,4

7 - - - 67 62,7 28,6

9 30 60,0 16,7 - - -

11 99 2,0 0 - - -

13 27 14,8 25,0 - - -

15 28 25,0 14,3 14 - -

16 42 9,5 25,0 144 36,8 9,4
18 93 64,5 46,7 71 0 0

19 61 72,1 91 - - -

21 - - - 144 11,1 56,2
22 121 33,9 53,7 331 46,2 84,3
23 - - - 61 42,6 77,1
25 60 67 75,0 - - -

26 65 66,2 0 73 6,8 0

27 61 29,5 11,1 31 0 0

30 48 2,1 0 - - -

Jelolések: Tg sperm. inj.: transzgénikus spermaval injektalt ikrasok; hpf: termékenyiilés utani
1d6 oOraban; -: sikertelen ivas; Tg larva: transzgénikus sperméval termékenyitett ikrabol

szarmazo larva
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12. abra. A kiilonb6z6 ivasokbol szarmazé utdodok fenotipusos megjelenése a transzgenikus és a
vad tipust genotipusok markereként. A termékenyitéstdl szamitott 72. oraban fényképezett
embridkat tartalmazé ikraszemek és kelt larvak sotét mezében (bal oszlop) és fluoreszcens
mikroszkoppal készitett egyidejii képen (jobb 0szlop); a: AB x AB (#7 ikras, kontroll); b: Tg x
Tg (#1 ikras, kontroll), c: AB (inj.Tg) x AB (#21 ikras); d: AB (inj.Tg) X AB (#16 ikras)
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2.3.8. Zebra dinioval végezett kisérletek II. (Ivatdsos szaporitds tejesek kozvetlen
jelenléte nélkiil)

A kiilonboz6 kezelések statisztikailag igazolhaté modon hatéssal voltak mind az ikratermelésre,
mint a termékenyiilési aranyokra (p<0,05). Ahogy a 10. tablazatban is lathat6 a negativ kontroll
csoportba tartozo kezelt ikrasok nem ovulaltak, fliggetleniil a tejesek nélkiil (2. csoport = AB?),
vagy jelenlétiikben (5. csoport = ABQ | ABJ'). Amennyiben az ikrasok NaCl inszeminacion
estek at, ott mar volt “provokalt” ovulacié (3. csoport = AB? (inj.NaCl), 6. csoport = ABS
(inj.NaCl) | AB{d), a valaszfallal ellatott tejesek azonban nem tudtak termékenyiteni. A
csoportok kozott és azokon beliil is nagy individualis koriilmények voltak az ikratermelésben
(0-15,5 ikra/ikras/csoport), statisztikailag igazolhato kiilonbség azonban a két csoport kozott
nem volt (p<0,05). Az ikratermelés tovabbi névekedése volt megfigyelhetd sperma inszeminalt
halak esetében, (4 csoport = ABQ (inj.TGJ), 7.csoport = AB? (inj.TG3) | ABJ), az injektalt,
transzgénikus tejesekbdl szarmazo sperma, az ovulalt ikratételek egy részét termékenyitette
(10. tablazat). Az ikratermelést és a termékenyiilési aranyt tekitnve nem volt kiilonbség a két
kezelés kozott (p<0,05). Hagyomanyos ivatas soran az 1. csoport (ABQ x ABJ) termelte a
legtobb ikrat és ez a csoport érte el a legmagasabb termékenyiilési aranyt.

10. tablazat. A kisérletbe vont 7 csoport ikratermelésének és termékenyiilésének Osszesitett

eredménye
Ikrater'me!és (ikra / Termékenyiilési (%)
Csoport Jelolés ikrais)
atlagtszoras atlag+szoras
1 ABQxABJ 81,2+42,3° 81,3+10,4°
2 AB?Q 0 0
3 AB@ (inj.NaCl) 3,44+4,28 0
4. ABQ(inj.TGY) 16,1+11,6 12,6+9,2°
5 ABQ|ABJ 0 0
6 AB? (inj.NaCl) |ABJ 7,9+4.8° 0
7. ABQ(inj.TGJ) |JABS 27,8+20,6° 11,8+16,3°

AB: vad vonal; TG: transzgénikus vonal. Az eltér6 betlijelek statisztikailag igazolhato
kiilonbséget jeldlnek (p<0,05, egytényezé6s ANOVA, Tukey post hoc teszt)

Az eredmények azt mutattak, hogy a spermainjektalt ikrasok ovulalt, majd fejlodé embriot
tartalmazo ikraszemeit 100%-ban transzgénikus sperma termékenyitette.

2.3.9. Dél-amerikai eziistharcsaban végzett kisérletek eredményei

A beérési ardnyokban — ikrat ado / ovulalt ikrdsok szdma — kiilonbségek mutatkoztak (1.
csoport: 100%, 2. csoport: 85,7% és 3. csoport: 71,4%). A vizsgalt szaporodasbiologiai
paraméterek kozott (PGSI, termékenyiilési arany) nem volt statisztikailag igazolhato kiilonbség
a harom csoport értékei kozott (p<0,05, ANOVA, Tukey post hoc test, 11. tablazat).
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2. tablazat. Osszesitett adatok a kisérleti csoportok beallitisarol és reprodukcios paramétereirdl

(atlagtszoras, )

® £ s S
=] 2 —~ g
) A - LS
j: St 175} E [
g 3 ) S 7
= =2 o ]
1. csoport o 60574337  9:30 9,8+25 756493
(hagyoméanyos szaporitas, n=7)
2. csoport
(hormonkezelés €s inszeminacio 604,3+23 10 8,2+4,1 82,1+9.4
kiilon, n = 6)
3. csoport
(inszeminacid-spermavivoanyag, 594,3+31 10 10,2+£5,4 76,5+4,4
n=5)
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2.4. Eredmények értékelése

2.4.1. Inszemindcio, mint tij halszaporitdsi modszer technikai-, és biologiai alapjai

Kisérleteink soran sikeriilt az ikrasok hormonkezelésével egyiddében a petefészeklebenybe
juttatott spermaval termékenyitett ikratételeket 1étrehozni ponty, afrikai harcsa, dél-amerikai
eziistharcsa fajokban. Amennyiben mindkét petefészeklebenybe spermat juttattunk, tgy a
termékenytilési értékekben nem, vagy csak kissé maradtak el a hagyomanyos (in vitro
termékenyités) modszer alapjan kapott értékekhez képest. Ezen kiviil — a dolgozat targyfajain
kiviil — farkasstigér (Dicentrarchus labrax, Bodur et al., 2019), amur és eur6pai angolna (nem
publikalt adatok) fajokban is eredményesen alkalmaztuk a moédszert, ivatasukkor életképes
utdédokat nyertiink. Hormonkezelés nélkiil pedig spontan ikraszorast értiink el zebradanio fajban
(2.4.6. fejezet).

A sperma petefészeklebenybe juttatasanak eszkéze nagyobb méretti halakon (ponty, afrikai
harcsa, dél-amerikai eziistharcsa) a katéter volt, amelyet a boditott hal ivarnyilasan, majd
petevezeton keresztiil juttattunk a petefészeklebenybe. A katéter hasznalata a kisérleti-,
valamint a gyakorlati halszaporitds soran napjainkban mar altalanosnak tekintheté mindkét
ivarban. gy példaul oocita mintavétel soran ilyen modszer alapjan hatdrozzak meg az ikrasok
ovulaciora valo felkésziiltségét, vagy a kiilonbdz6 hormonalis kezelések id6zitését (pl. japan
angolna: Ohta et al., 1995; 1996; siill6: Zarski et al., 2011). Spermagytjtéskor pedig katéter
segitségével keriilik el a vizelettel vald kontaminalodast (Sarosiek et al., 2016), de
hormonkezelésre is hasznaljak (ponty: Mikolajczyk et al., 2002; T. nigroviridis: Watson et al.,
2009; siilld: Németh et al., 2012). Zebradanié fajban automata pipetta vagy automata pipettara
erdsitett livegkapillaris segitségével injektaltuk a sperma mennyiségeket a petevezetdbe.
Kisérleti eredményeink alapjan dnmagaban a katéter (vagy pipetta) hasznalata nem befolyasolta
az ovulalt és kinyert ikramennyiséget a hagyomanyos modon kezelt halakhoz viszonyitva,
amely arra utal, hogy a beavatkozas nincs negativ hatassal a petesejtek végsé érésére. A
modszer eldnye az elterjedten alkalmazott hormoninjektalashoz viszonyitva, hogy a
hormonbejuttatashoz nincs sziikség injekciostiire (invaziv kezelés), ezért a megfelel atmérdji
¢s rugalmassagu katéter nem okoz szoveti sériilést, azaz nem-invaziv kezelésnek mindsiil.
Ennek a késébbiekben az Animal Welfare (az allattartas altalanos alapelveirdl szold6 EGK
923/1978 szam1 hatarozat) szempontjabol lehet jelentdsége.

Habar a petefészeklebenybe jutatott sperma és ezen keresztiil a spermium ¢€s oocita vagy ikra
kapcsolatot csak egy esetben vizsgaltuk (afrikai harcsa ikra-spermium elektronmikroszkopos
tanulmany 2.3.5. fejezet), a kapott informaciok alapjan azonban kétféle gamétakapcsolatot
figyeltiink meg:

1) Egyfeldl a szeminalis folyadékban mozdulatlan spermiumok (ponty: Horvath et al.
2010) a petefészek ozmokomform kdrnyezetében sem fognak aktivalodni, igy hosszabb ideig
képesek termékenyitoképességiiket megtartva inaktiv allapotban tarolodni. Ovulaciokor a
follikularis tokbol kiszabaduld oocitak felszinére feltapadt, de még mindig inaktiv spermiumok
egylitt {lirtilnek a genitalis nyilason keresztiil a kiilvilagba. Vizzel érintkezve a spermiumok a
kornyezo folyadék ozmolalitasanak csokkenés miatt aktivalodnak és megtermékenyitik a viz
hatasara szintén aktivalodott irkaszemeket.

2) Az afrikai harcsa esetében a kiilsé megtermékenyitésti, de kopulacioval szaporodod
halakhoz hasonléan (Alcichthys alcicornis Munehara et al., 1989; Blepsias cirrhosus Munehara
et al., 1991; Trachelyopterus galeatus Santos et al., 2013) ,,bels6 ivarsejt egyesiilés” is
1étrejohet a petefészek lebenyen beliil. Feltételezhetden az ovaridlis folyadék képes aktivalni a
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spermiumok egy részét. Tovabbi vizsgélatokra van sziikség a jelenség fizioldgiai hatterének
pontos feltarashoz.

Kiilsé megtermékenyitésii halfajokban is, igaz nagyon ritkan, de talaltak fejlédé embridkat
tartalmazo ikratételeket. Hayakawa and Munehara (2001) arrél szamoltak be, hogy egy tengeri
halfaj, a Hemilepidotus gilberti petefészkében szempontos, tehat fejlédésben megallt, elpusztult
embriokat talaltak. Amerikai kutatok 1959-ben egy tiiskés piké ikrasban is talaltak
petefészkekben fejlodé embriokat (cit. Dean et al., 2019). Dean et al. (2019) pedig el6szor
sikeriilt szintén haromtiiskés piko ikrasbol kinyert embriokat kikeltetni és ivaréretté nevelni. A
belsé megtermékenyiilés tényét genetikai vizsgalatokkal is igazoltak, kizarva a ginogenetikus
¢s onmegtermékenyités valdszinliségét (a vizsgalt egyed hermafrodita volt). Arra a kérdésre
azonban, hogy ténylegesen hogyan mehetett végbe a belsd megtermékenyiilés csak
feltételezésekre szoritkoztak.

Amennyiben a sperma inszeminalt ikras halak lefejt ivarsejteihez (spermium ¢és ikra egyiittesen)
tovabbi frissen fejt spermat is adagoltunk, azzal a termékenyiilési értéket nem lehetett névelni
(2.3.1., 2.3.2,, 2.3.6. fejezetek). Elképzelésem szerint a petefészekiiregbe ovulalt ikraszemek
mikropiile régidja kozelébe vagy a mikropiile csatorndba keriilt 10-12 6rés kapacitacion atesett
spermiumsejtek vizaktivaciokor szinte azonnal termékenyitenek és meginditjak azokat a
fiziologiai reakcidkat (koortikalis reakcid, mikropiile elzarodas, perivitellinaris tér kialakuldsa
stb.), amely akadalyt allit a kés6bb hozzaadott friss spremiumok behatolasa elé. Fontos lenne a
tovabbiakban vizsgalni azokat az 0j aspektusokat is, amelyeket a sajatsagos uj kapcsolat teremt:

1) eddig a sperma (spermiumsejtek és szeminalis plazma egyiittesen) és az ovarialis
folyadék kapcsolatat vizsgaltak (Osszefoglald tanulmany: Zadmajid et al., 2019). Azonban
kisérleteink soran megfigyeltiik, hogy a szeminalis plazma felszivodik a petefészekfalon
keresztiil (emiatt is alkalmazhattuk sikeresen hormonvivéanyagként), igy fontos lenne az uj
gaméta kapcsolatot, a spermium — ovarialis folyadék interakciot is megvizsgalni.

2) a spermakompeticid esetében az egyedek kozott és az egyeden beliili hatasok is a
kutatasok homlokterébe keriiltek (Fitzpatrick, 2020). Nincsenek ugyanakkor ismereteink arra
nézve, hogy a petefészekben 1év0 ovarialis folyadék, mint kozeg szerepet jatszik-e a
spermiumok kozotti szelekcioban. Mindenképpen sziikséges lenne ezért azt is megvizsgalni,
hogy a sperma inszeminalt szaporitasbol szarmazo utddok életképessége eltér-e “normal”
termékenyitésbdl sziiletett tarsaikéhoz képest.

2.4.2. Sperma szemindlis plazma, mint hormonvivé anyag

Watson et al. (2009), valamint Németh et al. (2012) kisérleteikben a petefészekbe juttatott
hormonhatdst anyagok (hCG oldat és pontyhipofizis szuszpenzid) ovulaciot eredményeztek,
tehat a fiziologias NaCl oldat, mint hormon vivéanyag felszivodott a petefészekfalon keresztiil
és ezzel egylitt az alkalmazott hormonokat is a szisztémas keringésbe juttatta. Felmeriil annak
lehetésége is, hogy a sperma szeminalis folyadék hasonlé modon viselkedhet, azaz hatékony
hormon vivOanyag lehet. Afrikai harcsa €s dél-amerikai eziistharcsa fajokban poritott ponty
hipofizist frissen fejt sperméval kevertiink 6ssze és ezt a keveréket injektaltuk az ikrasok
petefészek lebenyeibe. Mindkét faj esetében azt taldltuk, hogy a szemindlis plazma
felszivodasaval egyiitt a GtH hormonok is atjutottak a petefészek szisztémas keringésébe 9,5-
11 ora alatt és indukalta(ak) az oocitak végso beérését. Ezen id6szak alatt a spermiumok nem
kéarosodtak, és a vizaktivaciot kovetden nagy hatékonysaggal megtermékenyitették az ovulalt
ikraszemeket (termékenyiilési arany afrikai harcsa: 41-94%, dél-amerikai eziistharcsa: 71,7-
89,8%). Gyakorlati halszaporitas soran ennek alapjan nem sziikséges a hormonkezelést és a
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spermainjektalast kiilon menetben végezni, hanem egy idoben, egy kezeléssel meg lehet oldani.
A kezelt halakban nem Iéptek fel immunologiai problémak (pl. hastiri folyadék megjelenése a
petefészekiiregben), amelyek a spermiumok termékenyitoképességét (jelentésen) befolyasoltak
volna.

2.4.3. Sperma életképességének/termékenyitéképességének megorzése a
petefészekben az ido és a spermamennyiség fiiggvényében

Afrikai harcsa fajban végzett kisérleteink eredményei alapjan 5-36 d6raval az ovulacio el6tt a
petefészekbe jutatott spermiumok még megtartjak termékenyitéképességiiket. Ugyanakkor
ennél hosszabb idOtartam, 48 ora, elteltével a termékenyiilési €s kelési értékek mar
nagymértékben visszaesnek. Farkassiigérben azt figyeltiikk meg, hogy a petefészek lebenyekbdl
visszanyert sperma ¢életképessége hasonloan 40 ora koriili, ezt kovetden azonban jelentds
mértékben lecsokken, illetve megsziinik a spermasejtek vizaktivaciot kovetd mozgdképessége
(48+2 6ra 0-5%, Bodur és mtsai., 2019). Erdekes, hogy a két faj kornyezeti igényeiben meglévéo
jelentds kiilonbségek (Siluriformes — Perciformes, édesviz — tengerviz, 25-27 °C — 16 °C)
ellenére is hasonlo eredmények tapasztalhatok. Pontyban és a dél-amerikai eziistharcsaban a
keltetohdzi gyakorlatnak megfeleld dontd hormonkezeléssel egy idében (9,5-12 oraval az
ovulaciot megeldzden) a petefészek lebenybe juttatott spermiumok sikeresen termékenyitették
az ikratételeket.

Az els6 kisérletsorozatok soran, pontyokkal végzett kisérleteinkben 1 ml / ikras vagy 1 ml /
testtomeg kg spermamennyiséggel kezeltiik a halakat, és csak az egyik petefészeklebenybe
injektaltuk a spermat. Ezt a mennyiséget afrikai harcsa és dél-afrikai eziistharcsaban 2 ml
sperma / testtomeg kg mennyiségre emeltiink. Harcsafélékben ez a mennyiség az, ami
tapasztalataink szerint sperma visszafolyas nélkiil feljuttathatdo petefészeklebenybe. A
szakirodalomban fellelhetd spermium:ikra aranyok alapjan azonban ez a mennyiség “sperma
pazarlasnak” volt tekintheté. Afrikai harcsaban vizsgaltuk a petefészekbe juttatott kiilonb6z6
mennyiségli spermaadagok hatdsat a termékenyiilésre. Eredményeik alapjan nem volt
kiilonbség az elért termékenyitési-, €s kelési eredményekben a kontroll és a petefészek lebenybe
juttatott 2 ml, 1 ml vagy 0,5 ml sperma / testtomeg kg mennyiségek kozott. A keltetdhazi, in
vitro termékenyitési gyakorlat szerint a kivant sperma:ikratomeg arany termékenyitéskor; 1:100
(Lajko és Tasnadi, 2001; Tamas et al., 1987). A 0,5 ml sperma / testtomeg kg kezelés esetén,
10% lefejt ikratomeg / testtomeg kg-mal szamolva, ez az arany 1:200, ami a termékenyiilés
valodszinlisége szempontjabol kedvezobb, mint az ilizemi javaslat. Rurangwa et al. (1998)
eredményei alapjan az afrikai harcsanal sperma: ikra arany in vitro fertilizacio esetén 15 000:1,
mig 3 000:1 aradny alatt mar csokken a termékenyiilési arany. Ezzel szemben a talzott
spermamennyiség (>15 000:1) részben mar csokkentette a termékenyiilést. Sajat vizsgalataink
soran nem volt teljesen egyértelm@ a spermium:ikra arany kiszamitasa, mert az ikras halak
eldlése nélkiil nincs informacionk a petefészek lebenyében maradt, de esetlegesen még le nem
fejt ikra és a bentmaradt spermiumok mennyiségérél. A lefejt ikra és a bruttd inszeminalt
sperma mennyiség alapjan a becsiilt spermium: ikra aranyok: 30 377+4 262:1 (2 ml / testtomeg
kg), illetve 21 620+14 969:1 (1 ml / testtomeg kg) voltak. A nagy szorasértéket az
eredményezte, hogy két ikras csak kis mennyiségii ovulalt ikramennyiséget adott. A 0,5 ml /
testtomeg kg esetében pedig az ardny 2 418+635:1 volt. Ennek alapjan sajat vizsgalatainkban
még kisebb spermium:ikra arany mellett is hasonlé termékenyiilést értiink el mint Rurangwa et
al (1998). Elképzelhetd, hogy a 10 6ras idotartam 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
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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 hormonalis indukciora bekovetkezd oocita érése a nappali idészakban ment végbe, mig
azonos mennyiségii spermaadaggal kezelt, de spermainjektalt halak éjjel. Mivel természetes
kornyezetben szaporodésbiologiai szempontbol az afrikai harcsa (és a gazdasagilag jelentds
halak dontd tobbsége) a kora reggeli 6rdkban ivnak, igy a kora délutani provokalt occitaérést
nehezitették az ellene haté stresszfaktorok. Ejjel ugyanis nyugalmi allapotban vannak a halak,
igy beérésiik is nyugodtabb koriilmények kozott mehet végbe. Ebbdl a szempontbdl a kontroll
halak beérése — bar a kisérlettervezés ezt indokolta — gyakorlatidegennek tekinthets, emiatt az
igy kapott csoporteredmény bizonyos fenntartasokkal kezelenddk.

2.4.4. Mélyhiitott sperma felhasznalasa indukalt ivatds esetén

A mélyhiitott sperma gyakorlati felhaszndlasat korlatozza, hogy jelenleg a jellegébdl adodoan
valodi kiilsé megtermékenyitésti halfajok esetében csak in vitro termékenyitési modszerrel
lehet sikeresen alkalmazni. Ez a sajatossag az ivarsejtek mélyhiitésének fiziologiai jellegébol
adodik. A spermiumok mélyhlitése soran ugyanis el kell keriilni az intracellularis
kristalyképzodést, amit fagyasvédé adalékokkal akadalyoznak meg. A leggyakrabban
alkalmazott védéanyagok, igy példaul a metanol vagy a DMSO szobahdmérsékleten toxikusak
(elosegitik a cellularis dehidratacidt, destabilizaljak a membranokat és fehérjéket), igy a
spermat a felolvasztast kovetden rovid idon beliil fel kell hasznalni, tovabba a termékenyitést
kovetden el kell tavolitani a folosleget (kihigitas). Ezzel szemben életképes larvakat sikeriilt
nyerni mélyhitétt sperma felhasznalasaval bels6 megtermékenyitésii halfajoknal. Yang et al
(2007; 2009) mexikoi kardfarku halfajok (X. helleri, X. couchianus) felolvasztott spermajanal
centrifugalasaval valasztottak el a spermiumokat a sejten kiviili védéanyag és a szemninalis
plazma keverékt6l. Ezt kovetéen a spermiumokat mesterséges szeminalis plazmaval Gjra
szuszpendaltak és injektaltak az ikrasokba. A kezelt ikrasok termékenyiiltek és életképes
utédokat eredményeztek. Ezen moédszertan alapjan 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 tlint a legeredményesebbnek az
elokisérleti eredményeink alapjan. Az afrikai harcsa spermagytijtése ugyanis a hasiiregbdl
a spermiumokat kinyerhessiik, ugyanakkor nem lehet elkeriilni, hogy mas szoveti részek és vér
ne keriiljon a gytjtdcsovekbe. Ponty tejesekbdl viszont a spermat fejéssel nyerjiik ki, igy csak
az esetleges bekeriil6 vizelet szennyezheti a mintat (katéteres fejéssel ez is kikiiszobolhetd), igy
homogénebb ¢és tisztabb mintat kapunk.

A modellkisérlet azonban feltétleniil alapul szolgalhat ahhoz, hogy ivatasos mddszer esetén is
alkalmazni lehessen mélyhiitott spermat.
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2.4.5. Az utodok genetikai soksziniiségének novelésének lehetisége

Feltételeztiik, hogy a parban és csoportosan ivé halak utodainak genetikai bazisat is jelentdsen
kiszélesithetjiik, ha a termékenyitésben tobb tejestdl szdrmazd spermium vesz részt; a
petefészekbe jutatott ,,idegen” sperma, valamint az ivasban résztvevo tejesbdl szarmazé sperma
egylittesen jarul hozza az utddgeneracid kialakitdsdhoz. Programozott (fényritmussal
szabalyozott) ivas elott transzgénikus tejesekbdl szarmazo spermaadagokat juttattunk fel
automata pipetta €s liveg kapillaris segitségével eldzéleg boditott vad ikrasok petefészkébe. A
sikeresen ivo paroknal az utddellendrzés eredménye alapjan a transzgénikus spermabol
szarmazo larvak ardnya ikrasonként 0-81,3% kozott mozgott, az atlag 36,1% volt. A
fennmarado larvak az ivasban résztvevé apaktol szarmaztak. A nagy szoras tobb, eddig még
nem azonositott okra vezethetd vissza:

1) egyes ikrasoknal az injektalast kovetden nyitva maradt a petevezetd, amely utat
engedett a vizkontaminacionak és ezzel egylitt a spermamindség csokkenésének;

2) az ikrasok szaporito és vizeletkivalasztd rendszerének anatdmiai sajatossagai miatt az
urogenitalis nyilason keresztiil befecskendezett sperma a hugyvezetéken keresztiil vizeletet
képes ,,visszamosni”, ami csontos halakban rontja a sperma minéségét (Dzyuba et al., 2019);

3) a spermiumok mindségében és a spermiumok alkalmassagaban eddig még nem
azonositott kiilonbségek vannak, amelyek ,spermiumversenyt” eredményeznek (Taborsky,
1998).

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

2.4.6. Sikeres utodlétrehozds ivds vagy ivatisos modszer alkalmazdsa sordn, tejes
jelenléte nélkiil

Hormonindukalt szaporitasi eljaras esetében ponty és afrikai harcsa fajokban néhany esetben
megfigyeltik, hogy szaporitds eldtt az ikrasok petefészek lebenyébe jutatott sperma
megtermékenyitette a spontan elszort ikratételeket. Zebradanio fajban pedig kisérletsorozatot
allitottunk be annak vizsgélatdra, hogy hormonindukci6 nélkiil, kizarélag csak a kdrnyezeti
ingerekre tamaszkodva, lehetséges-e tejesek kozvetlen jelenléte nélkiil is ovulaciot kivaltani
ikrasoknal. A halakat vagy egyaltalan nem kezeltiik (negativ kontroll), vagy csak NaCl oldatot-
(pozitiv kontroll), vagy a soOoldattal megegyez6 mennyiségli Spermat juttattunk a
petefészeklebenyekbe. Minden csoportot két modszerrel ivattuk; az ikrasokat egy atlatszo fallal
valasztottuk el a tejesektdl (van vizualis inger, illetve feromonhatas), illetve ivatas tejesek
jelenléte nélkiil. Nem figyeltiink meg spontdn ikraszorast a kezeletlen halaknal. Kevés és
terméketlen ikrat szortak el azok a halak, melyek petefészek lebenyébe sooldatot juttattunk. A
petefészekbe juttatott fiziologids sdoldat ozmozisos nyomasa, vagy Onmagaban a halak
kezelése (kifogés, altatas, beavatkozas) is okozhatta néhany follikuléris tok megrepedést és az
ikrakiszabadulast. A petefészekbe injektalt spermaval kezelt halakbol statisztikailag
igazolhatoan (p<0,05) tobb ovulalt ikraszemet lehetett nyerni és az elszort ikratételek egy része
termékenyiilt. A termelt ikra atlagos mennyisége: 16,1 ikra / ikras (tejes nélkiil) és 27,8 ikra /
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ikras (tejesek valaszfallal), mig a termékenyiilési atlag: 12,6% (tejes nélkiil) és 11,8% (tejesek
valaszfallal elvalasztva). A kapott eredmények azt mutatjak, hogy a nagyobb ovulaciés ratat
nem csak a halak kezeléséb6l adodo esetleges mechanikai ingerekkel lehet magyarazni, hanem
abban fiziologiai okok is szerepet jatszhattak. A kutatés ujszeriisége miatt a témaval kapcsolatos
informacioink 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 17a, 20, 21-trihidroxi-4-pregnen-3-one-t (Hajirezaee et
al., 2012, 2013, Jamalzadeh et al., 2014). Ezek a hormonok — feltételezve, hogy a tobbi csontos
hal sperma szeminalis plazmajaban is megtalalhatoak — a petefészekfalon keresztiil felszivodva
hatassal lehetnek az ikras halak vérének hormonszintjére, esetleg a hipotalamusz-hipofizis-
gonad tengelyen keresztiil bekapcsolodhatnak a neurohormonalis szabalyozasi folyamatokba,
igy parcialis ovulaciot idézhetnek el6. Amennyiben a jovOben sikeriil felderiteni ezeket a
folyamatokat és megértjiilk a spontan oocita-felszabadulas specifikus mechanizmusait, akkor
ezen ismeretek is hozzajarulhatnak a szaporitas fejlesztéséhez (hagyomanyos hormonkezelés
kivaltas). Azok az ikrasok, amelyek lathattdk a tejeseket egy valaszfalon keresztiil ivasi
sikerességiik tekintetében (termelt ikraszam ¢és termékenyiilési szazalék) statisztikailag
igazolhatdé modon nem kiilonboztek a tejesek nélkiil spontan ikraszort tarsaikéhoz képest
(p>0,05). Tehat a tejesek vizualis jelenléte nem segitett el6 nagyobb aranyt ovulaciot.

El6szor sikeriilt ,,ivasbol” termékeny ikrat nyerni kiilsé megtermékenyitésii halbol tejes
kozvetlen jelenléte nélkiil, ami részben ellentmond a Horvath et al. (1980; 2015) altal felallitott
természetes ivast kivalto kornyezeti tényezé-modellnek. A felallitott modellel szemben a
természetszerl szaporitds esetén az alapvetd tényezok biztositasa mellett, a kivaltd tényezok
koziil a tejes jelenlétére nincs sziikség sperma inszemindlds esetén ahhoz, hogy életképes
utédokat nyerjiink (13. abra). Spontan ovulaciordl a szakirodalomban is talalhatok adatok.
Stagey et al. (1979) aranyhal (C. auratus) szaporitas soran figyeltek meg spontan ikraszorast
hormonalis kezelésben nem részesiilt ikrasoknal. Hormonkezeléssel provokalt ovulacié esetén
angolna (Anguilla sp: Soernsen et al., 1984; Lokman és Young, 2000; Butts et al., 2014; DiBiase
etal., 2016; Kottmann et al., 2020), siill6 és siigér (Zarski et al., 2015), valamint ponty (Horvéth
etal., 2015) fajokban jellemz6 a tejesek nélkiili ikraszoras. S6t, éppen az ikraszoras elleni 01jitas
— mint magyar modszer — a pontyok ivarnyilasanak bevarrasa (Antalfi és Tolg, 1966; Horvath
et al., 2015), ami mar a siillé szaporitasban is altalanosan elfogadotta valt (Zarski et al., 2015).
Egy nem publikalt elokisérletiinkben nekiink is sikeriilt ivatd ketrecbe helyezett 3 vadponty
ikrast csoportban leivatni hormonalis indukciot kovetden, de tigy, hogy az elszort ikratételeket
az elézbleg injektalt sperma megtermékenyitette. A becsiilt termékenyiilés 50% koriil alakult,
igy a gyakorlati kisérletek is megkezdddtek ebben az irdnyban.
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13. abra. Halak természetes-, és indukalt ivasanak kivaltasanak lehetséges modjai, ponty
modellen

a: a ponty természetes szaporodasanak kornyezeti feltételei Horvath et al., 1985; 2015
nyoman modositva. (A) Alapvetd tényezok: (1) hdmérséklet (2) oldott oxigén (3) fény. (B)
kivaltd tényezok: (1) kedvezden valtozo 1égkori nyomas (2) tejesek jelenléte (3) ivasi
szubsztrat jelenléte

b: Inszeminacidos mddszer esetén a parcialis ovulacionak koszonhetéen nincs sziikség ivo
tejes jelenlétére (részleges) ikranyerés-, parcialis ovulacio kivaltasara (modositott dbra: Dr.
Lefler Kinga Katalin)

c: indukalt ivatas esetén a hormonkezelést kdvetden a parok az elére eldkészitett ivo
kornyezetben szaporodnak (Horvath et al., 1985; 2015 nyoman modositva)

d: indukalt ivatas esetén a hormonkezelés és spermainszeminaciot kovetden az ikrasoknak
nincs sziikségiik tejes(ek) kozvetett jelenlétére, hogy a spontan elszort ikratételek
termékenyiiljenek (modositott abra: Dr. Lefler Kinga Katalin)

2.5. A modszer felhasznalasanak lehetséges teriiletei és elonyei

2.5.1. Természetvédelmi célu halszaporitis

A modszer eldnyeit kitekintésekkel, de els6sorban a Lapi Poc Fajvédelmi Mintaprogramban
(2008-2021) szerzett tapasztalatok (Tatar et al., 2010; Miiller et al., 2010; Miiller, 2014; Miiller
et al.,, 2015; Tatar et al., 2017; Miiller et al., 2020c) alapjan kivanom bemutatni. Az
inszeminacié a természetvédelmi célzati allomanymentés/in situ védelemben betoltott
lehetséges elonyeit a 12. tablazatban foglaltam 6ssze. A degradalt él6helyeken szétaprozodott,
kis allomanynagysagu populaciok megsegitésére alkalmas, jol ismert stratégia 01j él6helyek
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l1étrehozasa ¢€s betelepitése (Tatar et al., 2017). A genetikai sokféleség novelése érdekében két
vagy tobb szomszédos-, zart-, fragmentalt beltenyésztett populaciot lehet az ijonnan 1étrehozott
¢lohelyre betelepiteni. Lapi poc esetében a tervezett attelepitést 80-85 km-es sugara kornek
megfeleld, ugynevezett konzervacios egységen beliil célszerli elvégezni, mert igy még nem
sériil a természetes genetikai struktira (Takacs et al., 2015a,b). A betelepitési stratégia parban
ivo halfajok esetén lehet tradiciondlis dllomanymentés, amikor a két ¢éléhelyrdl begytjtott
ikrasokat és tejeseket telepitenek egyiittesen egy tjonnan létrehozott éldhelyre.

1) Hagyomdnyos halmentés esetén a kisszamu anyahal telepités (amely még nem
veszélyezteti az eredeti populécidkat) az alacsony egyedstliriiség miatt kétséges eredményhez
vezethet, ha az ikrdsok nem taldlnak alkalmas tejeseket és nem tudnak parba allni. A
haltenyésztési gyakorlatban ivatasos modszer esetén nagyobb szamu tejes betelepitése esetén
egyiitt novekszik a parzasi esély. Ezért az ikras:tejes (:J) arany csoportban ivo ponty esetén
1:1,5-3 (Horvath et al., 2015), parban ivé harcsa esetén 1:2 (Horvath et al., 1984), siill6
szaporitasakor pedig 1:1,2 (Horvath et al., 1984). Tovabbi tejesek betelepitése azonban mar kart
is okozhat, mert ez a szarmazasi populacioban jelentds génkivonast eredményez. Mivel a parba
rendezddést nem lehet iranyitani, igy amennyiben a két sziil6 azonos €l6helyrdl szarmazik,
akkor a rokonsagi fok novekszik az utddgeneracioban, emiatt csokken a szegregalt vagy izolalt
populaciok kozotti egyesitett géncsere esélye. EQy masik lehetséges probléma is eldfordulhat,
ha a két populacio ektoparazita faunaja kiilonbozik, akkor az Gjonnan Iétrehozott allomanyon
beliil parazita csere is megvalosulhat az egyedek kozott. Ez a telepitett halak
kornyezetalkalmazkodasa mellett jelentds halegészségiigyi kockazatot is magéaba rejthet.

2) lranyitott, ellendrzott szaporitdas vagy szaporitasi program hajthaté végre példaul
ivoketrec alkalmazasaval és ellendrzott sziilo kivalasztassal (Toth et al., 2016; Toth et al.,
2020). Ebben az esetben megakadalyozzak a véletlen parvalasztast, igy a sziilok szarmazasi
helyérdl lényegesen kevesebb tejest kell kivalasztani. Az ellendrzott ivasi stratégia hatranya
viszont, hogy az ebbdl ered6 genetikai variabilitas tovabbra is korlatozott, mivel az utédok
genetikai allomanya az eredeti ¢l0helyrdl kivalasztott sziilok elérhetdségére és termékenységére
korlatozodik. A parazita csere ebben az esetben is fellépd lehetséges probléma.

3) Inszemindcios modszer alkalmazasa esetén attelepitéskor csak az egyik populaciobol
van sziikség anyahal allomanyokra. Iranyitott (ketreces) szaporitas esetén a masik populaciobol
szarmaz6 tejesekbdl csak egyszeri alkalommal spermagyiijtésre van sziikség, majd a tejesek
visszatelepithetok. Fontos hangstlyozni, hogy a tejesek rovid 1d6 alatt ismét képesek spermat
termelni, igy eredeti él6helyiikon is képesek lesznek részt venni az ivasban (nincs allélvesztés
az egyik populacioban!). Az el6z6 két modszerrel szemben egy ikras ikramennyiségét tobb tejes
tudja megtermékenyiteni, igy az utddok genetikai variabilitasa jelentdsen novelhetd,
ugyanakkor a klasszikus ex situ konzervacio kritikus pontjai csokkenhetnek, mint példaul a
genetikai sokféleség elvesztése, beltenyésztéses leromlds, karos mutaciok felhalmozoddasa,
palacknyak hatas, genetikai degradacié (Beardmore, 1983; Fernandez és Caballero, 2001;
Woodworth et al., 2002; Fuller és Doyle, 2018). Mivel az alapito sziilék egy allomanybol
szarmaznak, igy nincs ektoparazita csere. A szakirodalomban ismert a taxonok kozotti
parazitacsere is, ami jelentds, populaci6 szintii problémat okozhat. igy példaul a Thelohanellus
nikolskii (Myxosporea) alfaj eurdpai ponty vs. koi ponty (Molnar, 2002), vagy Anguillicolloides
crassus fert6zés A. japonica és A. anguilla, A. rostrata kozott (EI-Shehabi et al., 2018; Sprengel
és Luchtenberg, 1991).
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3. tablazat. Mentett allomanyok szaporitasaval és kitelepitésével foglalkozo modszerek Osszevetése

Uj médszerii

. Tradicionalis Iranyitott iy
Parameéterek . . . rox szaporitas
allomany mentés szaporitas . s
(inszeminacio)
A B A B A B
populécid populacié populécié populacié populécié populacié
@344 dJd384¢ e & & 9 334 248

\\\ // / / / b :::::".--_>“
Szaporitasi /
keresztezési

Tobb tejesbol
szdrmaz6 sperma az A

Random parvalasztas, o . populaciobdl (sperma
tobb a tejes Irdnyitott keresztezés gyljtést kovetden a
tejesek
visszatelepitése)
Sziilok szama:
A populéci6 (39) AQ 1: Ad >1 AQ 1:AS 1 AQ 0. AJ O
B populacié (4Q) BQ1:BJd>1 B?1:.B41 B?1:.BA1
Sziil6i génhozzajarulas
az utodgeneracioban 11 11 1:1<
(2:9)
Mentett éldhely I. Példa: 1-1 ikras és 3-3 T An
. o . ; Példa:
generacio genetikai tejes esetén 2 B laciobol
hattere (?3) lehetséges eset a 12 poptrac

szarmazo 1 ikras és 1

variaciobol: tejes szaporitas, A
Ikras A populaciobol; -
AAAA AAABAB. AB, BA popqlam? 3 k’ulonb(’)zo

AR tejesbol szarmazo

sperma részvétele
mellett
BA+BA+B/+BB

Ikras a B populaciobdl;
BB,BB,BB,BA,BA,

BA
Sziil6i génhozzajarulas
az utodgeneracioban 11 1:1 1:1<
(2:9) :
Parazita atviteli esély mindkét éldhelyrdl  mindkét éléhelyrsl  ©S2K @ B populdci6

¢lghelyérsl

4) Veérfrissités élohelyen (14. dbra): Az inszeminacié modszer alkalmazasaval lehetdség
lenne az izolalt, beltenyésztett populaciok genetikai diverzitasanak novelésére. Ebbdl a célbol
ivas eldtt mintazott tejesekbdl kiméletes modon (boditas) lehetne spermat gytijteni, majd
ivarsejt ellendrzést kovetden rovid idejii tdroldedénybe helyezni (példaul az elsé 10 6ran beliil
fenntarthat6 a spermiumok termékenyitd képessége mindségvesztés nélkiil, hiitéberendezésben
vagy hungarocell dobozban jégagyon (Pires et al., 2019)). A tejesek a boditasbol ,,felébresztve”
visszatelepithet6k eredeti él6helyilikre. Ezt kdvetéen a masik populaciobol kiemelt ikrasok
egyik petefészeklebenyébe lehet juttattni a gyijtott spermamintat vagy spermamintakat. Az
ikrasok ikraérésének meghatarozasara alkalmas eszkozok (katéteres oocita érettség vizsgalat)
segitségével beazonosithato a varhato szaporodas ideje. Amennyiben ez nem elegendd, ugy az
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ivas provokalhat6 hormontartalmu szerekkel (Horvath et al., 2015). Az ivo ikras ikratételét igy
nem csak az ivasban résztvevo tejes fogja termékenyiteni, hanem a feljuttatott sperma is. Ezzel
a modszerrel megnovekszik az utodgeneracio genetikai diverzitasa. A 2.4.4. fejezetben leirtak
alapjan lehetséges olyan spermamintak hasznalata is, amelyeket korabban mar mélyhitottek és
felolvasztottak (spermabank hasznalata).

Sperma inszemindaciot kovetéen az ,B’ ikrasok
visszakeriilnek az eredeti él6helyiikre

Sperma inszeminacio B, .,
------------------------------ —

A
’,
LN, tank
9 / Mélyhdlitdtt sperma
™4
’ € ——mmmmmmm——— e ————
populicié Sperma inszeminacié  Gylijtétt és poolozott sperma

Sperma inszeminaciot kévetéen
az A’ ikrasok visszakeriilnek az
eredeti él6helyiikre

14, abra. Az inszeminacios szaporitasi modszer alkalmazasanak lehetésége terepi munka
esetében. A befogott tejeseket (kék nyilak) a spermagyfijtést kvetden vissza lehet engedni eredeti
¢l6helytikre. A befogott és baditott ikrasok (vords nyilak) egyik petefészeklebenyébe poolozott
nativ (t6bb tejestél szarmazd spermaminta), vagy mélyhiitott spermat lehet inszeminalni, majd
hormonkezelést kovetéen szintén az eredeti él6helyre visszatelepithetéek. Az ikrasok sajat
populacidjukbdl fognak tejest valasztani és leivni, de a bejuttatott sperma is részt vesz az
utodgeneracio kialakitasaban.

2.5.2. Gazdasdgi célu halszaporitds

Az j médszer alkalmazasanak lehetdségét egyes esetekben gazdasagilag jelentés halfajok
termelésnovelési-, tenyésztési célu szaporitasaban is latom (13. tablazat). Hazankban a
gazdasagilag jelentds halfajok keltet6hazi szaporitasanak alapja az in vitro termékenyités
(szaraz termékenyitési eljaras, Horvath et al., 2015). Az ivatasos modszer (néhany gazdasagban
a siillét ivatjak: Tamas és mtsai., 2006; Demska-Zakes és Zakes, 2002) jelent6sége kisebb. Az
édesvizi akvakultura dssztermelésében az azsiai pontyfélék termelése igen jelentOs, az amur, a
pettyes busa, a fehér busa (és hibridjeik), valamint a ponty egyiittes termelése 17,8 millio tonna,
amelybdl csak Kina részesedése 80% (Cao és mtsai., 2015). Kinaban és mas azsiai orszagokban
még mindig a tradiciondlis ivatdsos modszerrel szaporitanak a legnagyobb mennyiségben. Ez
azt jelenti, hogy ivaté tavakban, medencékben, ketrecekben, ugynevezett hapakban, és koralaku
betonmedencékben hormonalis indukcidval, de természetes titon hagyjak szaporodni a halakat
(Horvath és mtsai., 2015). A tengeri halak szaporitasaban ez szintén elterjedt modszer (pl.
farkassiigér, aranydurbincs (Sparus aurata), stb.). Szaporitasuk szintén az ivatason alapul, ahol
az anyahalak felkészitését kizarolag a kornyezeti tényezdk befolyasoldsaval (vizhomérséklet,
fényprogram mesterséges szabalyozasa) végzik. Az ivas vagy spontan mdodon kdvetkezik be,
vagy hormonkezeléssel segitik eld. A lebegd, megtermékenyitett ikraszemek begytijtését az
ivatdo medence elfolyo vizére telepitett ikrafogd berendezésekkel oldjak meg. Mivel az ivatd
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medencében az ikrasok tobb tejessel is Osszeivhatnak, igy iranyitott keresztezés (sziikebb
értelemben vett tenyésztés) ezidaig csak korlatozott mértékben valosulhatott meg (Bodur et al.,
2019). Az altalunk kifejlesztett modszerrel azonban ezekben az esetekben az ivararany
megforditasaval (2 ikras és egy tejes), egységnyi teriiletrdl tobb termékeny ikra gytjthetd,
iranyitott keresztezések hajthatok végre az ivaté medencékben, a tomeges halszaporitast pedig
a tervszerl tenyésztés alapjai valthatjak fel. Nagy genetikai értékii tejesek spermajaval tobb
ikras ikratételét is lehet egy iddben termékenyiteni. Parban ivé halaknal a genetikai
sokszintiséget is novelni lehet ezzel a modszerrel (ivas vagy ivatés el6tt 5-10 tejesbol szarmazd
spermaminta bejuttatasa), amit gazdasagilag jelent6s halfajoknal is alkalmazni lehet.
Megoldhato emellett a sperma manipulalasa is (példaul mélyhiitott sperma alkalmazasa) az
indukalt ivatasos modszernél. Az 0 modszer beilleszthetd a keltetOhazi szaporitasi
technoldgiaba is, igy egységnyi teriiletrél nagyobb mennyiségii termékenytilt ikramennyiséget
lehet eldallitani, hiszen spermainjektalas esetén nincs sziikség tejes allomany fenntartasara.

A pettyes farkashal (Anarhichas minor) halaszata jelent6s, évi 10-15 ezer tonna (FAO, 2021),
nevelése recirkuldcios rendszerben viszonylag konnyli, piaci értéke magas. Széles korii
elterjedésének azonban egyik akadalya, hogy jelenleg még nem kidolgozott iizemi szinti
szaporitasa. Valosziniileg belsd megtermékenyitéssel vagy belsd ivarsejt egyesiiléssel
szaporodik. A fajt nem sikeriilt ivatasos modszerrel (még tejes jelenlétében sem) leivatni zart
rendszerben (Santana et al., 2020). Raadasul a kis mennyiségi lefejt sperma csak rovid ideig
tarolhatd 4 °C-on (maximum 24 06raig), termékenyitOképességét hamar elveszti, nincs
kidolgozva olyan higitd, amivel az inaktiv spermiumok hosszabb ideig tarolhatoak lennének
(Kime and Tveiten, 2002). Az ikrasok az ovulalt ikrat elszorjak, de az egy kadban tartott tejes
vagy tejesek nem fogjak azokat megtermékenyiteni. Egyetlen szaporitasi eljarasuk az, ha
hormonalis indukciot kovetden megprobaljak az ikrat lefejni €s in vitro termékenyiteni. A
hormonalis indukciot kovetden azonban a reagalod halak genitalis apparatusanak megnyilasa
lassu (2-10 6ra) és nagyon nagy az idéintervallumban meglévé kiilonbség, tehat a folyamat nem
szinkronizalhat6. Amennyiben nem sikeriil az alkalmas idépontot észrevételezni, ugy az ikras
elszorja ikrait, amelyek a vizaktivaciot kovetd egy percben mar nem termékenyithet6k (Beirdo
személyes kozlés). Az altalunk kidolgozott modszer azonban megoldast jelenthet a faj
szaporitasara, mert az ivarnyilas alakjdnak megvaltozidsa jezi az inszeminacid idejének
programozasat, hogy az elkovetkezendd 2-10 6ras intervallumban barmikor spontan elszorodo
ikraszemek biztonsagosan termékenytilhessenek.

Kiils6 megtermékenyitésii halak esetében az eredményes ivashoz (hormonalis indukcio nélkiil),
vagy ivatashoz (hormonalis indukciot kovetdn) minden esetben minimum egy ikras és egy tejes
jelenlétére van sziikség. Amennyiben az ikras halak képesek spontan ikraleadasra (sok
pontyféle, siill6, angolna stb.), valamint az ovarialis folyadék nem aktivalja a spermiumsejteket,
akkor ivaskor vagy ivataskor nincs sziikség tejes jelenlétére, amennyiben az ikraszoras elott
(példaul hormonindukcioval egyiddben) spermat juttatunk a petefészekbe.
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4. tablazat. A hagyomanyos ivatas és inszeminacid szaporitasi modszerek kozotti elméleti
Osszevetés kiilsd megtermékenyitésii halfajok esetén

Hagyomanyos ivatas Ivatas elétt inszeminacié
Egységnyi (s
Ivar tertiletrol Ivar Eg¥§ cenyl
. . . teriiletrol
arany megtermelhetd arany lehozhaté
Q:4 elvi §:d ikramennyisé
ikramennyiség yIseg
3 hal / egységnyi
Irlely, (kistorzses 12 N 21 on
ivatas)
5 hal / egységnyi )
hely (nagytorzses 2:3 2n 3'24\_/f 9y 3n, vagy 4n
ivatas) '
ikras oldaléarol
Utodok genetikai limitalt, véletlenszeri korlato_zottan n(’)vrelheto
sokszinlisége kombinéciod tejes oldalarol
hatvanyozott mértékben
novelhetd
Tenyésztési korlatozott mértékben TSR
R iranyithat6
program iranyithato
mélyhlitott ivatas esetén nem S
. , felhasznalhato
sperma hasznalat megoldhato

Bizunk abban, hogy a gyakorlatba hamarosan atiiltethetové és széles kdrben hasznalhatdéva
valik ez az ujszer( szaporitasi modszer. Priyadarshi et al. (2020) kiilon kiemelték az altalunk
kifejlesztett szaporitasi modot a harcsafélék szaporitasa fejlodésének torténeti attekintése soran
(15. abra).

The present study: Administration of 40 mIU kg body weight oxytocin | VS recorded in simple spawning facilities;
after 12 hours Ovatide injection induced voluntary captive spawning in C. ﬁ Fertilization and hatching rates above 80%;

magur Oxytocin influenced sexual competition
Muller et al. (2018) observed that ovarian lavage of testicular

extracts and carp pituitary extract into ovaries of C. gareipinus The males were sacrificed to collect semen from
resulted in fertilized eggs. 2018 the testes for ovarian lavage.

Series of attempts including administration of Nano-particle conjugated eurycomanone (a plant derived aphrodisiac),
conjugated Steroidogenic acute regulatory protein (StAR) gene expression construct, 17a-methyltestosterone and
pheromones injection improved reproductive capacity in male C. batrachus (Bhat et al., 2019; Rathor et al., 2017; Saha et
al., 2018; Sharma et al., 2014).

Viverios et al. (2003) observed in vitro release of
sperms from testis of C. gareipinus incubated in
oxytocin 2003

Viveiros et al. (2001; 2003) could obtain viable
semen by stripping C. gareipinus 2001

Linhart & Billard (1994) extracted viable
semen from testis of live Siluris glanis 1994

In vivo administration of 5 IU kg* of oxytocin simultaneously
with carp pituitary extracts did not improve strippability of
males.

Volume of stripped fluid obtained was small. Number of viable
spermatozoain stripped fluid lower than intratesticular semen

Only 1/200t"to 1/50% of intratesticular spermatozoa could be extracted
in the study

LinPe method (Peteret al., 1988) | 1988 /' Both hypophysation (Zonneveld et al., 1988) and administration of LinPe

based hormonal preparations (Manickam & Joy, 1989) in catfish induced final

Hypophysation (Houssay, 1931)| 1931 gonadal maturation in female. Males sacrificed for artificial fertilization.

15. abra. Kronologiai tablazat a harcsafélék indukalt szaporitasa kutatasainak mérfoldkoveirdl
(Priyadarshi et al., 2020 nyoman)
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3. Europai angolna tejesek indukalt ivarérlelése,
spermamélyhiitése és termékenyitési tesztjei

3.1. Bevezetés

Az eurOpai angolna alloményok folyamatos csokkenése egyike a legjobban dokumentalt
folyamatoknak. A folyamatos ivadéksziikséglet tilhalaszatukhoz vezetett, ami mellett mas
tényezok (pl. éléhelyvesztés, szennyezések, parazitézisok, mint példaul a Anguillicoloides
crassus uszoholyagparazita kartétele, felmelegedés hatasa az 6ceani aramlatok erdsségére stb.)
is veszélyeztetik allomanyaikat (Sprengel and Luchtenberg, 1991; Lobodn-Cervia, 1999;
Pedersen and Dieperink, 2000; Dekker, 2000; Robinet and Feunteun, 2002; Knights, 2003;
Belpaire et al., 2009; ICES, 2017; Correia et al., 2018). Becslések szerint az elmult 30 évben
egyes természetes el6fordulasi teriileteken allomanyaik 99%-kal csokkentek (Correia et al.,
2018), mas becslések szerint az északi-tengeri allomany nagysaga mindosszesen csak 1,6% az
1960-1979. évi allapothoz képest, mig mas teriileteken ez az érték 8,7% (ICES, 2017). Annak
ellenére, hogy tobbféle megovasi- vagy fajmegérzési program is indult, allomanyuk
megerdsitését neheziti, hogy nincs kidolgozva a faj indukalt szaporitasat kovetd larvanevelés
ellendrzott koriilmények kozott. Az Gsszes, Eurdpaban talalhatd angolna természetes ivasbol
szarmazik. Az angolnanevel telepeken csak a természetbél befogott iivegangolnak
tovabbnevelése folyik/folyt. 2002 oktoberében az ICES (Nemzetkozi Tengerkutatasi Tanacs)
egyértelmill figyelmeztetést tett kozz¢, miszerint az angolna allomény biologiai értelemben
nincs tobbé biztonsagban. A WWF (Természetvédelmi Vilagalap) a 10 leginkdbb
veszélyeztetett faj kozott tartja szamon, majd 2007-ben a szervezet nyomasara felkeriilt a
CITES (Egyezmény a Veszélyeztetett Vadon El6 Allat- és Novényfajok Nemzetkozi
Kereskedelmérdl) II. Fiiggelekébe. Az angolnat az IUCN (Természetvédelmi Vilagszovetség)
Voros Listas fajként tartja szamon, 2008 6ta “critically endangered” kategéridban.

Az angolna a (fakultativ) katadrom halak csoportjaba tartozik, ami azt jelenti, hogy hosszantartd
édesvizi életciklust kdvetden (vagy europai partok mentén sos vagy brakkvizi életforma) a
Sargasso-tengerbe vandorolnak szaporodni (Tsukamoto et al., 1998). A tobb ezer kilométeres
vandorut alatt fejlédnek ki az ivarszervei, igy Europaban csak ivarilag éretlen halak talalhatoak.
Egy esetben figyeltek meg spontan ivarérést ikras halban egy finn akvariumban (Palstra et al.,
2020). A tobbi halfajtol eltéréen, ahol az ovulacio egy vagy két hormonkezeléssel
kiprovokalhatd (ivas elotti szaporodasi fazis, az ivarszervek preovulacids petesejteket
tartalmaznak), az angolna esetében a gametogenezis egészét kell indukalni a trofoplazmatikus
szakasztol a preovulacios oocitakig. Ez csak ismételt hormonkezeléssel valosithatd meg, ami
tobb honapos felkészitést igényel, majd ezt kovetden — szigoru idozités mellett — lehet az
ovulaciot kivaltani (a 16. abran mutatom be az altalunk sikeresen alkalmazott protokollt, Miiller
et al., 2016). Elészor francia kutatoknak sikeriilt angolnabdl hormonalis indukcidt kdvetden
ikrat nyerni (Fontaine, 1964). Azdta szamos eurdpai kutatonak sikeriilt ovulalt és/vagy embriot
tartalmazo ikrat nyerni (Amin, 1997; Anonymus, 1983; Boétius and Boétius, 1980; Dufour et
al., 1988; Fricke and Kaese, 1995; Miiller et al., 2003; Palstra et al., 2005), majd sikeres keltetést
kovetden 2-55 napig sikertilt életben tartani a larvat, sot a larvak kezdeti taplalasara is torténtek
siekres kisérletek (Bezdenezhnykh and Prokhorchik, 1984; Prokhorchik, 1986; Prokhorchik et
al., 1987; Pedersen, 2004, 2003; Tomkiewicz and Jarlbaek, 2008; Tomkiewicz, 2012; Mordenti
et al., 2013; Vilchez et al., 2014a, 2014b; Miiller et al., 2016 (16.-17. abra); Sorensen et al.,
2016; Marohn and Hanel, 2016; Sellyei et al., 2017; Jéhannet et al., 2017; Lund et al., 2021). A
larva fazis a természetes vandorlasi id6t figyelembe véve 180-290 nap lehet (Lecomte-Finiger,
1994), ami jelzi, hogy a fajjal végzett, nagy eréfeszitésekkel teli kutatasok még nem fejezédtek
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be.
Petefészek
1dé biopszia minta hisztolégiai minta Hormonkezelés Vizhé Petefészek
N AN T F(°C) allapot
- 4 g | |
N - "
< L N A Y J
it 20 mg pontyhipofizis / ttkg / hét ¢
o0
<
%.° 20 mg pontyhipofizis / ttkg
15°C
< :
~N 20 mg pontyhipofizis / ttkg
< :
: 17alpha, 20beta-dihydroxy-4-pregnen
! 3-one
a (DHP) 2 mg/ ttkg
<
o Ovulacié

16. ébra. Az eurdpai angolna sikeres larvanyerést megel6z6 hormonkezelési protokollja
ikrasokban (h — o6ra, ttkg — testtomeg kg) (MATE Szent Istvan Campus, volt Szent Istvan
Egyetem, Godolls, 2016, sajat abra).

a-e: az indukalt ivarérlelés jellegzetes petefészek biopszia (bal oszlop) és hisztologiai képei
(jobb oszlop — sejtméretek; Miiller et al. (2003) és Horvath et al. (2011) nyoman).

a: kortikalis alveolus allapot vége, korai vitellogenikus fazis eleje (sejtatmérd biopszia
képen (SB) ~ 350-400 pm, hisztologiai képen (SH) ~150-280 um;),

b: korai és k6zép vitellogenikus fazis kozott (SB: 500-600 pm, SH: ~350-440 um),

c: késoi vitellogenikus fazis (SB: ~700 pm, SH~500-600 pm,

d: vandorl6 nukleusz allapot SB: 750-800 um, SH~ 560-600 pum, germinalis vezikulum
breakdown SB: ~800 pum

e: ovulalt ikraszemek, duzzadt ikraatmér6: ~1000 um,

f: indukalt ivarérlelés el6tti angolna felnyitott hasiirege, GSI<1%,

g: ivarilag elérehaladott allapotban 1év6 angolna felnyitott hastirege, GSI =10%,

h: ovulaci6 elétti allapot, GSI>40%.

Az eurdpai angolnaval szemben, az angolna genus masik fajanak, a japan angolnanak (A.
japonica) mesterséges szaporitasa és nevelése sokkal elébbre tart. Yamamoto és Yamauchi
(1974) és Yamauchi et al. (1976) voltak az elsok, akiknek sikertilt indukalt ivarérlelést kovetéen
szaporitani €s angolna larvakat keltetni. Ezt kovetden szamos publikacio jelent meg az indukalt
ivarérlelés fejlesztésérdl (ljiri et al., 1995; Kagawa et al., 1995; Lin et al., 1991; Satoh et al.,
1992; Tanaka et al., 1995), mig végiil (Ohta et al., 1996, 1997a) irtak le azt a protokollt, amit
ma is altalanosan hasznalnak indukalt ivarérlelésiikkor és szaporitasukkor. Sok évnyi
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larvanevelési kisérletezést kovetden (példaul Okamura et al., 2009a, 2009b, 2002; Tanaka et
al., 2003, 2001) szamoltak be elészor arrdl, hogy sikeriilt indukalt szaporitasbol szarmazo
larvakat tivegangolna korig nevelni. ljiri et al. (2011) pedig arrél szamoltak be, hogy bezartak
a ciklust, azaz fogsagban szaporitott halak utodait ivarérett korig nevelték és azokat sikertilt
ismételten szaporitani. Jelenleg 4-5 generacios allomanyok vannak Japanban, a larvanevelés
nehézségei miatt azonban az éves termelés csupan 1 000-1 500 egyed (Tsukamoto, szdbeli
kozlés).

3.1.1. A Kutatds elozményei, hazai angolna indukalt ivarérlelési kisérletek

3.1.1.1. Szaporité anyahalallomany helyzete

Az angolna eredendéen a Fekete-tenger feldl a Duna-vizrendszerébe ritkan felvandorlo és
eléfordulo halfaj (Herman, 1887). Szamottev$ hazai allomanyai egyértelmiien az 1961-ben
megkezd6dd, majd évenkénti iivegangolna (angolna juvenilis alak) telepitéseknek
koszonhetok, amelyek jelentds allomanyokat alakitottak ki nagy folyoink, a Balaton, a
Velencei-to és a Fert6-td vizrendszerében. Az utolsd Balatoni telepités 1991-ben tortént 700
000 ivadékkal, mely egyuttal az utolsé hazai telepités volt (Viragh, 1997). Mivel jelenleg a
természetes bevandorlds elenyészé mértékii, igy az eldregedd alloményok utanpoétlas hijan
egyre fogynak. A jelenlegi angolna allomany a legoregebb Eurdépa mads, a kozelmultban
vizsgalt, allomanyaival Gsszevetve (a legfiatalabb egyedek is minimum 30 évesek). Mindez
azonban az allomanyok testhosszaban egyaltalan nem tiikkr6zédik vissza (Durif et al., 2009;
Acs, et al., 2013; Miiller, 2011), tehat azonos testnagysagnal sokkal idésebbek a Balatonban
talalhato egyedek, mint elterjedési teriiletén beliil mas vizteriileteken.

A magyarorszagi vizekbdl szarmaz6 angolnak erdsen fert6zottek Anguillicoloides crassus
uszoholyagféreggel. Ezt a fonalférget japan angolndkkal hurcoltdk be Eurdpaba. Az eurdpai
fajban azonban még nem alakultak ki védekez6 mechanizmusok a parazitaval szemben. A
fonalféreg tomegesen elszaporodva az iszOhdlyagban az egész szerv funkciodjat kiiktathatja,
igazolhatdan csokkentve az uszoképességet, lerontva ezzel a kondiciot, amely szerepet jatszik
az angolna populacidk cs6kkenésében (Van Banning 1990; Springer és Liichtenberg, 1991;
Csaba et al.,1993; Molnar et al., 1991; Molnar, 1993; Molnar et al, 1993; 1994; Molnar és
Moravec 1994; Pastra et al., 2005). Az 1991. és 1995. évi balatoni angolnapusztulasokért is
elsésorban ez a nematoda volt a felel6s.

A balatoni ikrds angolna allomany populacidbiologiai-, ivarérettségi-, és egészségligyi
eredményei azt mutatjdk, hogy a vandorladsdban akadalyozott, talkoros balatoni angolna
szaporodoképessége lecsokkent, a balatoni angolnadlloméany konzervaciobioldgiai értéke ma
mar elenyészo (Miiller, 2011).

Ebben a fajban az ivar kialakulasat genetikai tényezék mellett kdrnyezeti faktorok is
nagymértékben befolyasoljak (Colombo és Grandi; 1995; 1996). A nagy hdéingadozasok az
évszakok kozott, a boséges taplalékellatottsag, valamint az alacsony egyedstirliség a ndivar
kialakulasat segiti el6. A balatoni angolnafelmérések azt mutatjak, hogy a himek aranya 1
szazalék alatti (Durif et al., 2009, sajat megfigyelés). A nagy egyedslirliség az intenziv
angolnanevel6 farmokon viszont 80 szazalékot meghaladd aranyban himek kialakulasahoz
vezet (Colombo és Grandi; 1995; 1996). Kézenfekvd lenne szaporitd alapanyagot beszerezni
halfarmokrol, de hazankban jelenleg nincs miik6dé angolna telep. Az utolso tivegangolna
behozatal termelési céllal 2001-ben tortént az azdta mar megsziint kéromi Angolna-Farmra

62



dc_1972 21

(AQUA-KULTURA Elsé Magyar-Német Halaszati Kft). Jelenleg him ivara halak beszerzése
kizarélag kiilfoldi behozatalt jelent.

3.1.1.2. Indukalt ivarérlelési eredmények

Balatonbol szarmazo ikrasok felhasznaldsaval, heti kétszeri pontyhipofizis és dopamin receptor
antagonista keverékkel 67-83 napos id6tartam alatt (19.-25. kezelés) el6szor 2000-ben sikertilt
beérlelni néivaru angolnat és ovulalt ikrat nyerni (Miiller et al., 2001). Tejes hianyaban ekkor
nem torténtek termékenyiilési vizsgalatok, de megallapitottuk, hogy az erés Anguillicoloides
crassus fertdzés, valamint a kereskedelemben kaphat6 sdval beallitott ,,mesterséges tengerviz”
mindsége nem akadalya az ikrasok beérésének. A kovetkezd évben édesvizi ivarérleléssel és
heti hCG kezeléssel sikeriilt spermat nyerni tejesekbdl (Miiller et al., 2002). Ezt kovette tobbféle
hormon és hormontartalma anyag tesztelése. A felhasznalt hormonok/kombinaciok koziil a
pontyhipofizis, a pontyhipofizis és motilium (dopamin receptor antagonista), illetve a
busahipofizis eredményesnek mutatkozott heti kétszeri, illetve egyszeri adagban is, angolnak
ivari érésének kivaltasara. A kétszeres mennyiségii pontyhipofizis + GnRHa + dopamin
receptor antagonista keverék ovulaciora gyakorolt hatasat nem sikeriilt egyértelmiien tisztazni.
Egy kisérleti ciklusban sikeriilt eredményes ikraleadast indukalni annak hasznalataval, két
masik kisérleti periodusban azonban a kezelés ovulacio nélkiil anyahal elhullast okozott. Egy
alkalommal a termékenyitésig is eljutottunk, de az ikraban nem indult meg az embriofejlodés
(Miiller et al., 2003).

A himivarral végzett kisérleti eredményeink alapjan a mesterséges ivarérleléshez (heti hCG
kezelés) nem volt sziikség sos vizre. Az édesvizben ivarérlelt himeket hosszu idejli (15 héten
keresztiil folyamatos) spermatermelésre lehetett késztetni (Miiller et al., 2014a). Az ivarérlelést
kovetéen a nyert sperma mennyiségi- (Spermamennyiség, spermiumszam), minéségi-
(mozgoképesség), és a spermium finomszerkezeti tulajdonsagai (elektronmikroszkopos
vizsgalat) alapjan nem kiilonbozott a sésvizben leirtakhoz képest (Miiller et al., 2005).
Termékenyitési teszt hidanyaban azonban nem volt egyértelmiien kijelenthetd, hogy az édesvizi
érlelés felvalthatja a sosviz hasznalatat.

Az angolna fajban elért spermamélyhiitési eredmények az 3.1.2., 3.1.3. fejezetben olvashatoak.

Computer tomograph (CT) segitségével nyomon kovettiik az ivarérlelés soran bekovetkezd
egyes fizioldgiai valtozasokat, mint példaul a zsirmobilizaciot, vagy a gonadok névekedését
(fejlodését) in vivo, mindkét ivarban. A CT vizsgalat azt mutatta, hogy az indukalt érés soran a
hasiiregi zsir a here szoveti fejlédéséhez sziikséges energia fedezésére forditodott, de a filé
zsirdepdi az éhezés ellenére novekedtek. Ez utobbi kapcsolatban lehet a hosszi vandorutra valod
felkésziiléssel, hiszen az oldaltorzs izomzatok 6 honapon keresztiil folyamatos energiacellatasra
szorulnak (Miiller et al., 2004c, 2012). A CT, mint nem invaziv eszkdz, jo segitség lehet az
anyahal allomanyok kivalasztasaban, hiszen ¢él6 allapotban megadja a zsirraktarak
volumetrikus nagysagat, illetve az ivarszervek méret szerinti fejlettségét mindkét ivarban
(Miiller et al., 2004a,b).

Kisérletes eredmények alapjan megallapitottuk, hogy az eurdpai angolnak a prepubertas allapot
utani maturacié alatt az ozmoregulacid szempontjabol eurihalin (széles sotlirésii) élettani
allapotban vannak. Habar ezt tejeseknél mar évtizedek ota bizonyitottak (Bieniarz és Epler,
1977; Khan et al., 1987; Colombo et al., 1987; Miiller et al., 2004c, 2005), de a néivar esetében
elészor irtuk le, hogy az édesvizi kornyezetben (kutvizzel taplalt atfolyo rendszer Gsszes ion
tartalma 392 mg / 1, vezetoképessége 622 uS / cm volt, vizhémérsekletet 12-14 °C) is sikeresen
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lehet ivarérlelni ikras egyedeket: max. GSI = 13,09%, az oocitak kozépvitellogenikus fazisba
Iéptek (Horvath et al., 2011). Azéta teljes ivarérést is sikeriilt elérni édesvizi kornyezetben (nem
publikalt adat). Kisérletes bizonyitékokat gy(jtottiink arra nézve is, hogy az eurdpai atlagnal
(7-8 év) haromszor hosszabb ideje édesvizben €16, eloregedd (senescence fazisti) balatoni
ikrasokbol detoxikalo fiirdetésekkel in vivo eltavolithatoak az évek alatt felhalmozodott azon
toxikus agensek, amelyek bizonyitottan az oogenezis utolsé fazisaban (vitellogenezis) az
oocitak fejlddésben vagy érésében atreikus zavarokat okoznak/okozhatnak. Egy gyogykezelési
(Mebendazole és Levamisole gydgyszerekkel parazitamentesités), valamint egy karosanyag-
mentesitési eljarast kovetden (tézegkivonat, illetve tdzeg-zeolitos vizkezelés) gonadotrop
hormon heti adagolasaval serkentettiik a halak ivarérését. A 8-16 hétig tartd kezelési idészak
végén 2013 és 2016 kozott 14 esetben értiink el spontan, illetve indukalt ovuldciot. Négy
esetben sikeriilt a termékenyiilésig eljutni, egy alkalommal pedig életképes larvakat is sikeriilt
keltetni, amelyeket 8 napig sikeriilt nevelni (17. abra, Miiller et al., 2016).

17. abra. Angolna embrio-, és larvagenezisének néhany allomasa a MATE Szent Istvan
Campuson (volt Szent Istvan Egyetem), G6dollo, 2016, sajat képek) szaporitott halak esetében,
keltetéviz 18 °C;

a: termékenyitett és duzzadt ikra, 0:30h

b: 2 sejtes allapot, 1:30h,

c: 4 sejtes allapot, 1:40h,

d:16 sejtes allapot, 2:50h,

e: 128 sejtes allapot, 3:45h,

f: holyagcsira speher allapot, 12:00h,

g: Szegmentacid 26 szomitas allapot, 15:00h,
h: pharyngula stadium, prim 15 allapot, 43:00h
i: frissen kelt larva,

j: 3 napos larva,

k: 8 napos larva.
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Mivel a hazai tejes angolndk beszerzése nehézségekbe litkozott, igy a meglévdé himivaru
halaktol az indukalt ivarérlelést kovetden gy(ijtott spermat nem csak a kisérletre hasznaltuk fel
(Miiller et al., 2004c, Szabo et al., 2005), hanem nagyszamu spermamintat mélyhtitottiink is,
jovobeni felhasznalas céljabol. Ugyanakkor nem voltunk biztosak abban, hogy a
(els6 larvanyerés 2015) alkalmasak lennének szaporitasi vagy termékenyitési kisérletekre, igy
kerestiik az alkalmat, hogy a mélyhiitétt spermamintakat termékenyitési kisérletben is
tesztelhessiik. 2010 és 2011 kozott kutatasi egyiittmiikodést alakitottunk ki japan kutatokkal,
hogy japan angolna (A. japonica) ikrasok felhasznalasaval termékenyitési (hibridizacios)
kisérleteket folytathassunk le mélyhiitott europai angolna sperma felhasznalasaval (3.2-3.3
fejezetek).

3.1.2. Angolna tejesek felkészitése, spermamélyhiités

A sikeres spermamélyhiitéshez elengedhetetlen a j6 mindségili ivartermék. Az angolna fajokban
zart rendszeri felnevelés sordn nem mennek végbe az ivarérési folyamatok, ezért a
spermiogenezis és végso soron a spermiacio folyamatat kiilonb6z6 ivari hormonokkal torténd
hosszantartd kezeléssel kell eldsegiteni. A gonadotropin kezelés altalanosan alkalmazott az
indukalt ivarérlelés kivaltdsdban tejesekben, ami angolna fajok esetében egy vagy kétszeri
(Colombo et al., 1987; Dollerup and Graver, 1985; Khan et al., 1987) vagy hetente ismételt
hCG kezelést jelent (Bleniarz and Epler, 1977; Pérez et al., 2000; Miiller et al., 2004b, 2005;
Tomkiewicz and Jarlbak, 2008; Tomkiewicz, 2012; Mordenti et al., 2013; Vilchez et al., 2014a,
2014b; Marohn and Hanel, 2016; Serensen et al., 2016; Jéhannet et al., 2017). Ujabban
szintetikus homolog rekombinans gonadotropint, FSH és LH hormonkezelést (Kazeto et al.,
2014; Ohta et al., 2017; Penaranda et al., 2018) is alkalmaznak. Hormonhatasra az 5.-6. héten
mar spermat lehet nyerni a kezelt tejesekbdl, a spermatermelés pedig hosszu, akar 15 hétig is
eltarthat (Miiller et al., 2004c). A legjobb mindségii sperma altalaban a 8.-12. héten nyerhetd
(Pérez et al., 2000; Miiller et al., 2004c). Habar a szakirodalomban k6zolt vizsgalatokban a
tejeseket altalaban tengervizi koriilmények kozott ivarérlelik, de édesvizben is mozgoképes
spermatermelésre lehet birni az eurdpai angolna tejeseket (Bleniarz and Epler, 1977; Colombo
etal., 1987; Khan et al., 1987; Miiller et al., 2004c, 2005). Az édesvizi ivarérlelés a nyert sperma
mennyiségi (sperma térfogat, spermiumszam), mindségi (mozgoképesseg) €s finomszerkezeti
tulajdonsagai (elektronmikroszkdpos vizsgalat) alapjdn nem kiilonbozik a sos vizben érlelt
himeknél leirtakhoz képest (Miiller et al., 2005). Termékenyitési teszt hidanyaban azonban ez
idaig nem volt egyértelmlien alatamasztva, hogy az édesvizi érlelés felvalthatja-e a sosviz
hasznalatat.

3.1.3. Spermamélyhiitési protokollok

3.1.3.1. Japan angolna spermamélyhiités

Az els6 spermamélyhiitéssel foglalkozo kozleményt Tanaka et al. (2002) kozolték, akik japan
angolnaban értek el sikereket. Kisérleteiket dimetilszulfoxid (DMSO) véddanyaggal végezték,
amelyet altalanosan alkalmaznak tengervizi halfajok spermamélyhiitésénél, valamint egy
higitoval, amely NaCl, NaHCOs3 és szoja lecitin tartalm volt (14. tablazat). Ezzel a higito és
védbanyag kombinacidval sikeres termékenyitési teszteket hajtottak végre, a kelési arany
azonban joval elmaradt a friss spermaval termékenyitett kontrollhoz képest. Hosszu idé mulva,
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a magyar-japan egyiittmiikodést kovetéen 1j higitoval és véddanyag kombinaciojaval
kisérleteztiink (Miiller et al., 2017). A higito ASP (artificial seminal plasma) volt (Ohta et al.,
1997a, 1997b, 1996), metanol védbanyaggal (Miiller et al., 2004c; Szab¢ et al., 2005), amely
izopropil-plazma izoionikus, ellentétben a DMSO-val, amely ozmotikusan invert, elkeriilve
ezzel a DMSO altal okozott aktivalasi problémat. Habar sikeres termékenyiilési értékeket
értiink el, de az embridk alacsony tlélési aranya, valamint a rendellenesen fejlddo, torz larvak
viszonylag nagy szama azt jelezte, hogy az alkalmazott modszer még finomitasra szorul. Koh
et al. (2017) egy kisérletsorozatot végeztek, amelynek kozpontjaban a K30ASP higitd
alkalmazasa allt. Ehhez kapcsoldddan szamos egyéb faktort vizsgaltak, mint példaul kiilonbozo
véddanyagokat kiilonboz6 koncentraciokban (metanol, DMSO, N,N-dimetil-formamid (DMF),
N,N-dimetil-amid (DMA), metanol és DMA kombinacidja), magzati szarvasmarha szérum
(FBS) jelenléte vagy hianya. Ezek mellett kiilonboz6 homérsékleti kezelések hatasat is
vizsgaltak a mélyhités eldtt, a higitasi aranyokat, valamint a hiitési sebességeket. A legjobb
osszetételét pedig a 14. tablazat tartalmazza. Erdekes volt, hogy a DMSO és a K30ASP
inkompatibilis volt egymassal japan angolna spermamélyhitésekor. Nomura et al. (2018),
felhasznalva Koh et al. (2017) eredményeit nagyobb miiszalmaval (5 ml-es) is leirt egy
spermamélyhiitési protokollt, amivel termékenyitési kisérleteket is végeztek. A mélyhttott
spermaval ugyanolyan termékenyitési értékeket értek el, mint nativ spermaval. A mélyhiitott
spermabol  kikeld larvak morfologiai jegyei nem kiilonboztek a normal spermaval
termékenyitett tarsaikéhoz képest, normalis ndvekedési iitemben érték el az iivegangolna
stadiumot, jelezve a moddszer hatékonysagat és gyakorlati halszaporitdsi szintli
hasznalhatosagat.

3.1.3.2. Eurdpai angolna spermamélyhiitése

Két kutatocsoport (Universitat Politécnica de Valencia, Szent Istvan Egyetem, ma Magyar
Agrar- és Elettudomanyi Egyetem) egymastol fiiggetleniil kezdte meg kisérleteit és dolgoztak
ki sajat mélyhiitési modszertant. Emiatt jelentdsen eltértek egymastol az alkalmazott higitok, a
védOanyag kombinaciok, valamint a technologiai 1épéseik (14. tdblazat). A spanyolorszagi
csoport irta le az els6 protokollt (Asturiano et al., 2003), amely részben a korabbi, japan angolna
szamara kidolgozott, modszertant modositotta (14. tablazat). Minden higité kombinaciot 10%
DMSO védbanyag hozzaadasaval tesztelték kiilonb6z6 sperma higitasi aranyokkal. A
mélyhitott spermamintakat 0,25 ml-es miiszalmaban taroltak 10 perces ekvilibracios idét
kovetden (5 cm-rel a folyékony nitrogén (LN) folott), majd helyezték a miiszalmakat a LN-be.
A felolvasztas soran a miiszalmakat 45 masodpercig 20 °C-os vizfiirdébe meritették, majd
ellendrizték a mindségét. A kapott eredmények alapjan a Tanaka, és az tigynevezett P1 higito,
10% DMSO-val 1:5 aranyban higitott spermamintdk mutattak a legnagyobb spermium-
motilitast felolvasztast kovetéen (Asturiano et al., 2004, 2003). A spanyol kisérletekkel
parhuzamosan (Miiller et al., 2004) pontyban hasznalt moédositott Kurokura higitoval és 10%
metanollal, mint védéanyaggal kisérleteztiink (14. tablazat). A sperma: higito: védéanyag arany
1:8:1 volt, a 0,25ml-es miiszalmakat 3 perces ekvilibracios idét kovetden (4 cm-rel a LN f616tt)
helyeztiik LN-be. A felolvasztas 40 °C-os vizfiirdében 5 masodperc alatt tortént. Ezt kvetden
Szabd et al. (2005) kisérleteztek kiilonféle higitokkal és kétféle védéanyag kombinaciojaval
(DMSO és metanol), és azt talaltak, hogy a modositott Tanaka higit6 (Tanaka et al., 2002 altal
leirt higito, de szdja lecitin nélkiil) és 10% metanol védéanyag kombinacidja adta a
legmagasabb motilitast a felolvasztast kovetoen.

A spanyol kutatocsoport (Garzon et al., 2008; Marco-Jiménez et al., 2006a, 2006b) kiilonféle
kombinaciokban vizsgaltaa DMSO, a metanol és mas véddanyagok, a kiilonféle higitok és FBS
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kombinaciok hatasat a sperma motilitasara, életképességére, ¢és a spermium fej
finomszerkezetére. DMSO ¢és metanol védéanyagokkal hasonléan jo motilitasi eredményeket
értek el, a spermiumok fejének atméréje azonban metanol védéanyag alkalmazasakor Kisebb
volt, mint DMSO kornyezetben. FBS 25%-o0s kiegészitéssel kedvezd hatdst értek el,
hasonloképpen L-a-foszfatidil-kolin hozzaadasaval. Utobbi azonban a sperma ozmolalitasat és
stirliségét is novelte, emiatt nem javasoltak gyakorlati alkalmazasra. Noha a DMSO, mint
véddanyag alkalmazasaval kedvez6 eredményeket lehetett elérni a felolvasztott sperma egyes
paramétereit tekintve (motilitas, életképesség, spermium sejtek fejmérete), az ozmolalitas
megvaltozasaval azonban az oldat aktivalta a spermiumokat. Ennek elkeriilésére Pefiaranda et
al. (2009) kutatasaikban a pH és a NaHCOs3 koncentraciok kiilonbozé kombinacidira helyezték
a f6 hangsulyt, alapul véve a japan kisérleteket (Tanaka et al., 2002), ahol a NaHCOs a
spermiumsejteket inaktiv allapotban tartotta. Ennek alapjan Pefiaranda et al. (2009)
kifejlesztettek egy modositott P1 tapkdzeget (tanulmanyukban M5-nek nevezték el), amely 100
mM NaHCOs -ot (pH 6,5) tartalmaz, és ami részlegesen megakadalyozza a DMSO aktivacios
hatasat. Ezenkiviil finomitottak a protokollt is, 1:2 aranyt (sperma: fagyaszto kozeg) higitast
alkalmaztak és a 0,25 ml-es szalmat 1,6 cm-rel az LN f616tt hiitotték 5 percig mieldtt az LN-be
meritették. Ezzel a modszerrel a felolvasztast kovetden 40% koriili motilitasi értéket kaptak.
Ezt a protokollt kdvetve, Asturiano et al. (2016) els6ként hajtott végre sikeres termékenyitési
kisérletet mélyhfitott europai angolna sperma felhasznaldsdval. A termékenyitést kdvetden
azonban, eurdpai angolna ikratételeket felhasznalva, csak néhany larvat sikeriilt nyernitik (a
kozleményben nem kozoltek pontos kelési aranyt). Fontos kiemelni, hogy az eldszor leirt
kutatashoz képest 4 évvel késobb sikeriilt felhasznalni mélyhilitdtt eurdpai angolna spermat
hibridizacids kisérletekhez, amely a kdvetkezd fejezetben kertil részletes kifejtésre.

3.1.3.3. Angolna hibridizacios kisérleti eredmények, valamint mélyhiitott europai angolna
sperma felhasznalasaval végzett kisérletek

Szdmos tanulmany jelent meg az angolna genuson beliili eredményes fajhibridizéacios
kisérletekrdl. Igy példaul A. australis ikras és A. dieffenbachii himmel (Lokman and Young,
2000), A. australis ikras A. anguilla tejessel (Burgerhout et al., 2011; Okamura et al., 2004)
europai angolna spermaval termékenyitett japan angolna ikrakat €s beldliik kikelt hibrideket 35
napig nevelték tovabb. A reciprok-keresztezést nem tudtak végrehajtani az eurdpai angolna
ikrasok nehéz ¢és még kidolgozatlan ivarérlelési technoldgiaja miatt. Matsubara et al. (2010)
tovabb nevelték a hibrideket, amelyekbdl néhany elérte a metamorfozis méretet ¢és
iivegangolnava alakult (édesvizi életciklus elsé 1€pése). A nagy foldrajzi tavolsag nem akadélya
a mesterséges hibridek létrehozasanak, ami az angolna genus 0si jellegével all kapcsolatban.
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5.

tablazat. A japan és eurdpai angolna fajokban végzett spermamélyhiitési kisérletek
Osszehasonlito modszere Herranz-Jusdado et al., (2019b) nyoman modositva. (*, ** A dolgozat
targya, az 3.2.-3.4. fejezetek targyaldsa soradn keriil ismertetésre)

Faj Higité neve és alkotéelemei (milimolban) Védéanyag pH szerzok
Tanaka 137 NaCl, 76,2 NaHCOs, mM szoja lecitin DMSO (10%) 8.2 Tanaka et al. 2002
;é ASP149,3 NaCl, 15,2 KClI, 1,3 CaClz, 1,6 MgClz, 20 NaHCO3, MeOH (10%) 8.1 Miiller et al. 2017
go 20 TAPS-NaOH
<
~§ K30 ASP 134,3 NaCl, 30 KCI, 1,3 CaClz, 20 NaHCO3, 1,6 MeOH 8.1 Koh et al. 2017
= MgClz, 20 TAPS- NaOH, 22,5% FBS (10-15%), Nomura et al. 2018
MeOH+DMA
(10-15%)
TNK 137 NaCl, 76,2 NaHCOs, 20 TAPS DMSO (10%) 8.1 Asturiano et al. 2003
P1 125 NaCl, 20 NaHCOs, 30 KCl, 2,5 MgClz, 1 CaClz, 1,4% L- DMSO (10%) 8.5 Asturiano et al. 2004
a-phosphatidylcholine Asturiano et al. 2007
Szabo et al. 2005
modositott Kurokura 61,6 NaCl, 134,1 KCI, 1,98 CaClz, 0,84 MeOH (10%) 8.0 Miiller et al. 2004c
MgClz, 2,4 NaHCO3
Modositott Tanaka 137 NaCl, 76,2 NaHCO3 MeOH (10%) 8.2 Szabd et al., 2005
- Miiller et al., 2012*
< Miiller etal., 2016**
20 Herranz-Jusdado et
= al. 2018
<
&
E P1+FBS 125 NaCl, 20 NaHCOs, 30 KCI, 2,5 MgClz, 1 CaCl;, DMSO (10%) 8.5 Marco-Jiménez et
25% FBS al. 2006
Modositott P1 125 NaCl, 75 NaHCOgs, 30 KCI, 2,5 MgClz, 1 DMSO (10%) 8.5 Garzon et al. 2008
CaCly, 25% FBS
Moddositott P1 (M5) 50 NaCl, 100 NaHCOg, 30 KClI, 2,5 MgCl;, DMSO (10%) 6.5 Pefiaranda et al.
1 CaCl, 25% FBS 2009
Asturiano et al. 2016
Pl+tojas sarga 125 NaCl, 20 NaHCOs, 30 KCI, 2,5 MgCl2, 1  MeOH (10%) 8.5 Herranz-Jusdado et

CaClz, 5% tojassarga

al. 2019
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3.2. Anyag és modszer

Angolna esetében tobb spermamélyhtitési protokoll is ismert (Herranz-Jusdado et al., 2019a
Osszefoglald tanulmanya, 15. tablazat), a dolgozatban ismertetett eredmények el6tt azonban az
eurdpai angolna mélyhiitott spermajaval végzett termékenyitési tesztr6l még nem jelent meg
publikacid. A sperma mélyhiités sikerességét eddig kozvetett informaciok alapjan becsiilték
meg (motilitas, progressziv motilitas, mozgoképesség ideje stb.). 2010 és 2011 kozott lehetség
nyilt eurdpai angolna mélyhiitott spermamintdkat Japanba szallitani és két kiillonbozo
Intézetben, az ottani programozott japan angolna ivarérlelési és szaporitasi kisérletekben
tevékenyen részt venni, €s termékenyitési teszteket is végrehajtani. Harom kérdésre kerestiik a
valaszt:

1) Az eurdpai angolna ,jmagyar modszer” alapjan mélyhiitétt spermaja képes-e
termékenyiteni a japan angolna ikratételeket?

2) Himivara angolnak esetében az édesvizi ivarérlelés kizar6 faktor-e a sikeres
termékenyitési tesztek végrehajtasdhoz?

3) A sperma kozéphosszu idejii tarolasa (a mintak 2005-bol szarmaztak, a termékenyitési
teszteket 2010-ben hajtottuk végre) akadalya-e a termékenyiilésnek?

3.2.1. Him ivaru angolnak ivarérlelése

Mindkét kisérlet alkalmaval azonos eredetii volt a mélyhtitétt sperma. A him ivaru angolnak
ivarérlelési és mélyhiitési munkait a volt Pannon Egyetemen végeztiik (ma Magyar Agrar- és
Elettudoményi Egyetem, Georgikon Campus). A tejeseket véletlenszeriien farmangolnak koziil
valogattuk ki (volt Aqua-Kultira Kft, Koromi angolna farm), majd a laboratoriumban,
édesvizben tartottuk (szalinitas 0,05%, vizhémérséklet 20+1,5 °C, n = 6; testtomeg
134,24+42¢). A kisérleti periodus alatt halainkat nem taplaltuk. Indukalt ivarérlelésiikhz heti
ismételt hCG-t hasznaltunk (250 IU hCG / hét / hal). Minden beavatkozas el6tt —
hormoninjekcio, spermafejés — fenoxi-etanollal (40 ml/ 100 liter) altattuk a kisérleti halakat. A
fejés menete a kovetkezod volt: az egyedileg megjelolt tejeseket altatasukat kvetden elézetesen
benedvesitett asztallapra fektettiik. Papirtorolkozével a genitalis teriiletet szarazra toroltik,
majd fej irdnyabol a genitalis teriilet felé a hasfal nyomasaval késztettiik a spermaleadésra. A
lefejt tejet automata pipettaval fogtuk fel, elkeriilve a vizelettel és bélsarral vald szennyezddést.
Spermamélyhiitésre a 8. heti kezelést kovetden fejtiink spermat. Azokat a mintakat valasztottuk
ki, melyek atlagos becsiilt mozgdképessége elérte a 80%-ot. A sperma mindségét — elsdsorban
a mozgoképes sejtek aranyat — mesterséges tengerviz (3,4% NaCl) aktivaciot kovetden
mikroszkop alatt ellendriztiik 200x nagyitason. A mintakat osszekevertiik, majd Miiller et al.
(2004c) és Szabo et al. (2005) altal leirtak alapjan mélyhitottikk. Hités elétt a spermat 1:9
aranyban modositott Tanaka higit6 oldattal (137 mM NaCl and 76,2 mM NaHCO3) és 10%
metanollal higitottuk. A 0,5 ml-es miiszalma (Minitube GmbH, Tiefenbach, Germany) 400 ul
kevert spermat, 400 pul véddanyagot és 3,2 mL higité oldatot tartalmazott. A miiszalmakat 3
perc elteltével folyékony nitrogénbe helyeztiik. A hitést folyékony nitrogénnel toltott
polisztirol dobozban végeztiik. Egy elére elkészitett 3 cm magas — szintén polisztirolbol
készitett — keretet helyeztiink a felszinre. Az elére elkészitett miiszalmakat erre a keretre
helyeztiik, tehat a folyékony nitrogén gézében (-80 °C) kezd6dott meg a mélyhiités folyamata.
3 perces ekvilibracios 1d6 utan a szalmakat folyékony nitrogénbe helyeztiik és felhasznalasig
35 l-es kanniszteres kannaban (VWR XSS 48/10, VWR Inernational Kft, Debrecen, Hungary)
taroltuk. A mintak szallitasa repiilégépen tortént 10 literes folyékony N kannaban (BIO10,
Statebourne Cryogenincs, Washington, Tyne and Wear, UK). A felolvasztds kozvetleniil a
termékenyités elott tortént 40 °C-os vizflirdében, 13 masodpercig.
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3.2.2. Japadn angolna ikrdsok ivarérlelése

Mindkét kisérleti helyszinen (Hokkaido Egyetem és Tokioi Mezdgazdasagi Egyetem) Ohta et
al. (1997a, 1996), valamint Ohta és lzawa (1996) protokollja alapjan tortént az ikrasok
ivarérlelése és indukalt ovulacidja. A Hokkaido Egyetemen végzett kisérletben két ikras
(testtomeg 621 — 667 g), a Tokidi Mezdgazdasagi Egyetemen négy ikras (testtomeg 578 +
129,4g) tengervizi ivarérlelése soran intramuszkularis injekcioban szaritott lazac hipofizis
homogenizatumot kaptak heti rendszereséggel 40 pg / g testtomeg adagban. A felkésziilt
halakban az ovulaciot egyszeri intramuszkularis 17a,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-one-nal
valtottak ki 1 ug / testtomeg Kg-os adagban. A termékenyitést Gn. szaraz termékenyitési
eljarassal végeztiik. A Hokkaido Egyetemen végzett kisérletben a fejt ikratételekb6l 1 grammos
mintakat vettiink ki (1700-1800 ikraszem), amelyeket 5 cm atmér6jit 50 ml-es f6z6poharba
osztottuk. A kontrollokat 500 ul el6éhigitott spermaval (ASP:sperma = 100:1, Ohta et al.,
1997Db) termékenyitettiik. A mélyhitott miiszalmakat 40 °C-os vizfiirdében felolvasztottuk (13
masodperc), majd az 1 g-os ikratételeket azonos modon termékenyitettiik, mint a kontroll
tételeket. A kontroll japan angolna spermaval (angolna Ringer oldatban higitott sperma —
kontroll tételek) dsszekevertiik és mesterséges tengervizzel aktivaltuk. 1 perccel késdbb egy
specialis sziiré segitségével az ikrakat eltavolitottuk és 50 ml-es Falcon csévekben, mint
inkubal6é edényben, 23 °C-on keltettiik. A fejlodé embridkrol és larvakrol digitalis fotok
késziiltek.

A Tokidi Mezdgazdasagi Egyetemen végrehajtott kisérleti ciklusban a termékenytilési értékek
meghatarozasadhoz eldkezelt tengervizet és a kdvetkezd eszkdzoket hasznaltuk: 48 lyuku plate
(Iwaki Glass Co. Ltd., Tokyo, Japan), amelyet lyukanként 1 ml sziirt tengervizzel toltottik fel
(p6lus nagysag 0,2 mm), amely antibiotikumokat tartalmazott (Penicillin G potassium, 5000
IU/L; Banyu Pharmaceutical Co. Ltd., Tokio, Japan, streptomycin sulfate, 0.05 g/ I; Meiji Seika
Kaisha Ltd., Toki6, Japan) és 1 mg / | bovine serum albumin fraction V (Nacalai Tesque, Inc.,
Kiotd, Japan). 96 véletlenszerlien kivalogatott ikraszem kertilt a 2x48 lyuku plate-be (1 ikra
Iyukanként), 1 oraval a termékenyitést kovetéen. Ebbol szamoltuk a termékenyitési-, kelési-,
larva deformécids aranyokat. Az ikraszemeket 23 °C-os termosztatban inkubaltuk. A larvakat
kelést kovetden sztereomikroszkop alatt vizsgaltuk a szikholyag felszivodasdig. A
larvafejlodésrdl digitalis fényképek késziiltek. A kovetkezd paramétereket szamoltuk:

Termékenyitési % = termékenyiilt ikraszemek / 6sszes ikraszem x 100

Kelési % = kelt larvak szama / 6sszes ikraszemx 100

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

Larva defromdcio 2: kikelt deformalt 1arvak szama / Kikelt 1arvak szama x 100

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

3.2.3. Statisztikai analizis

Az eredmények értékeléséhez az SPSS 22v (IBM Corp, 2013) statisztikai szoftvert hasznaltam.
Az egyes vizsgalatok értékelésére eltérd statisztikai probakat alkalmaztam, amelyeket a
vizsgalatok leirdsanal kiilon ismertetek.
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3.2.4. Genetikai analizis

Az utddok genetikai vizsgalata mindkét kisérleti ciklusban azonos volt. Az eurdpai és japan
genetikai markerben, a két faj azonos génjében talalhaté pontmutacié kimutatasa (restrikcios
fragmentumhossz polimorfizmus, PCR- RELP) volt. Frissen kelt A. japonica és hibrid larvakat-
, valamint feln6tt A. anguilla egyedeket hasznaltunk a genetikai elemzésekhez. A DNS
kivonasat Blin and Stafford (1976) modositott modszerével végeztiik. Az utdédokban jelenlévo
europai angolna him ivar genetikai hozzajarulasdnak ellendrzéséhez a primerpart Ugy
készitettek, hogy amplifikalja a genomikus tiiszé stimulalé hormon-béta alegység (FSH) 100
bp-os fragmentumat. Az amplifikiciohoz a kovetkezé6 primereket hasznaltuk:
“FSH_Angolna Rsal F” 5'-CAACAGGCCTGCAACTTCA ¢és “FSH_Angolna Rsal R” 5'-
CTCAGAGCCACAGGGTAGGT. A reakciokeverék 0,1 ul Taq polimerazt és 0,2 ul puffert
Dreaml szekvenciat tartalmazott. Az alapokbodl (100 pM / ul ), 1,2 ul dNTP-b6l (2 mM / pl ;
Fermentas) 1,5 ul templat DNS-t (30-140 pg / pl ) 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-0n), és egy ciklus végsé meghosszabbitas 5
percig 72 °C-on. Az 6sszes amplifikaciot egy Eppendorf Mastercycler (EP 384), majd a PCR-
termékeket Rsal-dal kezeltiik. Ezutdn restrikcios enzimet (Fermentas), 1 pul kozvetleniil 10 pl
DNS-fragmenseket alkalmazva, elvalasztottuk 3% agardzgélen (Serva, Németorszag), és
etidium-bromiddal megfestettiik.

A hatékony genotipizdlashoz SNP kimutatasara alkalmas, HRM (nagy felbontasu olvadaspont
elemzés) alapi vizsgdlatot optimalizaltunk. Az FSH gén 100 bazispar hosszusagi PCR
termékének felszaporitasa Rotor-Gene Q Splex HRM platformon tortént, Type-it HRM PCR
Kit (QIAGEN, Hilde, Germany) és EvaGreen interkalalo festék segitségével. A PCR reakciokat
17ng teljes genomi DNS mintabdl inditottuk, 2x HRM PCR Master Mix-szel késziilt, 10 pl
térfogatu reakcidelegyben a gyartd felhasznalasi ajanlésait 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 tart6 elddenaturalast kovetden 40 ciklust alkalmaztunk az alabbi hémérsékletekkel:
95 °C, 15 masodperc, 60 °C, 30 masodperc. Ezutan az EvaGreen-nek megfelel6 fluoreszcencia
tartomanyban felvettiik a HRM gorbét 65 és 90 °C kozott.

3.3. Eredmények

3.3.1. Termékenyiilés és larvafejlodés

Mindkét kisérleti ciklusban sikeresek voltak a termékenyitési tesztek, 34 oraval a
termékenyitést kovetden életképes utddok keltek ki az ikrabol. Az elsd kisérletben (Hokkaido
Egyetem) a kelési és termékenyitési arany a kontroll (japan angolna x japan angolna) és a hibrid
esetében is alacsony, <1% volt. A hibrid és a japan angolna embridgenezisének hossza és a
frissen kelt larvak alaktani bélyegei alapjan nem talaltunk kiilonbséget (18. abra). A masodik
kisérleti ciklusban (Tokioi MezOgazdasagi Egyetem) vizsgalt paraméterek kozott (15. tablazat)
a nagy egyedi variancia miatt nem volt statisztikailag igazolhatd kiilonbség (p>0,05). A
rendellenesen fejlédo és kikelt 1arvak aranya a kelési aranyhoz képest magasabb volt a hibridek
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kozott (min-max.: 42,8-100%), am a kontroll japan angolna X japan angolna csoportokhoz

viszonyitva statisztikai kiilonbségeket (p>0,05 min-max.: 16-49,9%) nem figyeltiink meg.

18. abra. a-g képek A. japonica; d- h képek A. japonica x A angunla hibrid embnofejlodesenek
néhany allomasa és keld larvaik. Termékenyitéstol eltelt id6 oraban — h.

a,d: blasztula allapot (high stage) 1:00h;

b,e: ~10 szomitas allapot, 15.30 h;

c,f: 30 szomitas allapot; 22.30 h;

g,h: frissen kelt larvak (Miiller et al., 2012 nyoman modositva)

i-m képek: A. japonica és n-r képek: A. japonica x A. anguilla hibrid embriofejlodésének

néhany allomasa és kel6 larvaik. Termékenyitéstél eltelt id6 6raban — h.

i,n: az els6 szomitas allapot 22:00h,

J,0: frissen kelt larvak,

k,p: 5 napos larvak,

1,9: 7 napos larvak,

m,r: 10 napos larvak (képek: Dr. Hajime Matsubara)

6. tablazat. Kiilonb6z6 spermamintaval torténd termékenyitési eredmények dsszefoglalo tablazata

Terméke- Kelési 10 napos Larva Larva
Termékenvité tei nyiilés arany tulélés defor- defor-
ermexenylto tejes (%) (%) (%) maci6 1. mécié 2.
n =4 ikras
A. japonica @ x
A. japonicad (nativ) 3 57,2+18,2 19,8+11,2 14,3+10,7 5,4+3,3 32,5+28
“©
A. japonica @ x NS
A. anguillad (mélyhiitott) -1["} 35,1+21,2  7,3+6,3 3,944,4 4,1+2 8 70,115
A. japonica @ x &
A. japonica & =
(mélyhiittt, Miller et al., 6.2-32.6 16,9+11,2 8,6+4,9 7,7+6,2 41+18,4
2017)

Larva deformacio 1. = kikelt deformalt larvak szama / 6sszes ikra x 100, larva deformacid 2. =
kikelt deformalt larvak szama / kelt larvak szama x 100
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3.3.2. Genetikai vizsgalatok

A genetikai vizsgalatok eredményei egyértelmiien Kimutattak, hogy a vizsgalt mintak
mindegyike hibrid volt. A negativ kontrollnak olyan savja volt, amely megfelel a dimerizalt
primereknek, templat nélkiil és az Osszes tobbi PCR komponens jelenlétében. Raadasul
koriilbeliil ugyanolyan méreti volt, mint a hibrid / eurdpai angolna als6 (40 bazispar)
korlatozott savja. Az atfed6 emésztési mintdval megjelenitve a hibrid egyértelmiien mutatta a
két sziiloi allélt, feltarva, hogy az A. anguilla mesterséges keresztezése az A. japonica-val
sikeres megtermékenytilést eredményezhet (21. 4bra). A homozigdéta ¢és heterozigota
genotipusokat az ujonnan kifejlesztett HRM alapu SNP elemzésekkel igazoltuk. Az
eredményeket a Rotor-Gene szoftverrel és szemrevételezéssel értékeltiik (19. abra).

Anguilla japonica 2
Anguilla japonica 1
Anguilla japonica 2
Anguilla anguilla 1
Anguilla anguilla 2

<
2
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=)
=%
<
=
=
)
=
<«

Anguilla anguilla 1
Anguilla anguilla 2

Primer: FSH Angolna Restriction enzyme: RSA I
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@
o
c
@
@ / . ; ;
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@
N ;
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19. abra. Genetikai 6sszehasonlito vizsgalatok a japan-, europai angolna és hibridjik kozott. a:
PCR-RFLP analizis japan angolna, hibrid és europai angolnaban. Gél elektroforézis 3% agaroz
gél. PCR termék FSH Angolna F és FSH Angolna R primerek (balra) és a téredék fragmentek a
restrikcios enzim (RSA I) hatasara jobbra. Marker = 50 bazispar molekulasuly marker
(Fermentas, EU). A kivalasztott restrikciés enzim az eurdpai angolna szekvencigjat a 40.
bazisparnal elvagja, mig a japan angolnabdl szarmazé fragmentet érintetleniil hagyja, a hibridben
viszont mindkét — hasitott és nem hasitott — fragment megtalalhato (Miiller et al., 2012 nyoman).
b: A japan, az eurdpai és a hibrid angolna normalizalt HRM profilja. Az FSH Angolna F és FSH
Angolna R primerekkel amplifikalt PCR termékeket amplifikacio, majd HRM gorbék generalasa.
A genotipusok k6z6tti kiilonbség a 65° C és 90° C kozotti fluoreszcencia intervallumban. A nyilak
kapcsolodnak a genotipus megfelel6 gorbéihez (Miiller et al., 2018 nyoman).
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3.4. Eredmények értékelése

Amikor egy halfaj két ivara ivarérésének szinkronizacidja problémékba {itkodzik, vagy
ikraszoraskor nem all rendelkezésre j0 mindségli sperma, akkor a termékenyités mélyhitott
spermaval kiilonosen elényds lehet. Angolna esetében mindkét eset gyakran eléfordul. A leirt
kisérletsorozatban a korabban hasznalt spermamélyhiitési technologiai 1épéssorozat
kovetésével (Miiller et al., 2004c; Szabd et al., 2005) és a mddositott Tanaka higitd és metanol
védbanyag hasznalataval (Miiller et al., 2017; Szabd et al., 2005) elészor sikeriilt eurdpai
angolna mélyhiitott spermajaval sikeres termékenyitési teszteket végrehajtani és €16 larvakat
lIétrehozni. Az els6 kisérleti ciklusban, a kontroll csoportban is tapasztalt alacsony
termékenytiilési érték azt mutatta, hogy az ikradsok felkészitése nem volt megfeleld. Az
eredmények azt mutatjak, hogy habar 50 éve sikeresen szaporitanak angolnat Japanban, még
igy sem lehet garantdlni minden szaporitdsi ciklusban a jo6 mindségt ikra és larva nyerést.
Ugyanakkor eldszor sikeriilt édesvizben ivarérlelt tejesek felhasznalasaval larvat nyerni, igy
elészor bizonyitottuk, hogy habar a katadrom angolna természetes ivohelye a tengerviz
(Sargasso tenger), de nem sziikséges sosvizi koriilmény zart rendszerben torténd indukalt
ivarérlelésiikh6z. Az eredmény értékét noveli, hogy a mintak 2005-ben mélyhiitétt spermakbol
szarmaztak, 5 évvel felhasznalasuk el6tt. Azota Pefiaranda et al. (2009) protokollja alapjan (14.
tablazat) eurdpai angolna fajban is sikeriilt termékenyiteni mélyhtitott spermaval (Asturiano et
al., 2016), azonban a kontroll termékenyitési értékekhez képest (69% ¢és 94%) a mélyhiitott
spermaval csak 0-33%-ot értek el. A keld larvak emiatt néhany egyedre korlatozodtak, de a
pontos kelési szamokrol a szerzok nem szamoltak be.

A masodik kisérleti ciklusban eurdpai angolna mélyhtitétt sperméjaval vald termékenyités
soran magas aranyban kaptunk deformalt, rendellenesen fejlddd larvakat, amit mar a japan
angolna spermamélyhiitése soran is tapasztaltunk (Miiller et al., 2017). Ez a jelenség nem
altalanos a halsperma fagyasztasa soran, mert a mélyhtités altalaban nem idéz el6 larvafejlodési
problémat (Ottesen et al., 2012; Young et al., 2009). A sperma a mélyhiités folyaman
ugyanakkor sok karos tényezOnek van kitéve, ebbe beleértve a membransériilést, a
védbanyagok ,,szobahdmérsékleten” el6idézett genotoxikus hatasait. Asturiano et al. (2007),
Cabrita et al. (2005) és Labbé et al. (2001) vizsgaltak és igazoltak, hogy az angolna mélyhtitott
spermajanak mozgldképessége a mélyhiitést kovetden csokken a kiinduld, nativ
spermamintakhoz viszonyitva, valamint morfologiai valtozast is tapasztaltak az angolna sperma
finomszerkezetében. Ezek a hatasok hozzéjarulhattak a nagyobb aranyu rendellenesen fejlodo
larvahoz. Ki kell hangsulyozni, hogy a nagy egyedi kiilonbségek miatt a larvatorzuldsok
aranyaban nem volt statisztikailag igazolhato kiilonbség (p>0,05), de feltételezziik, hogy
nagyobb elemszdm esetében ezek mar kimutathatoak lettek volna. A japan angolna embri6-, €s
larvanevelése soran rendellenes larvafejlodést mutattak ki a komfortzonatol eltérd
sokoncentracioju és hémérsékletii koriilmények kozott (Kurokawa et al., 2008; Okamoto et al.,
2009), azonban mivel a hibridek és a japan angolna larvak azonos koriilmények kozott
nevelkedtek, igy ezt a magyarazatot kizarhatjuk.

A genetikai vizsgalatok bizonyitottak a hibridek diploid jellegét, igy az esetleges nagyszamu
haploid, torz larvak el6fordulasa is kizarhatdé. Matsubara et al. (2010) mikroszatellit alapu
vizsgalatokkal igazolta az A. japonica és az A. anguilla fajok kozotti hibridizaciot. A modszer
hatranya, hogy a vizsgalatokat megelézden eldzetes informacioval kell rendelkezni a sziili
alléleket illetéen. A génbanki adatbazisokbol elérhetd A. australis és A marmorata fajok FSH
génre alapozott in silico vizsgalatainak alapjan e fajok elkiilonitése is lehetséges lehet a gén
szekvencia polimorfizmusara alapozva (Burgerhout et al., 2011). A leirt PCR-RFLP alapu
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modszer, amelyben a hasznalt markerek a 18s rDNS régiot célozzak, nem mutat
allélpolimorfizmust az A. anguilla és az A. japonica fajok kozott, csak az A. australis, A.
rostrata és A. luzonensis fajok elkiilonitésére hasznalhatd. Az altalunk hasznalt markerek
viszont egyértelmii, gyors és olcsod detektalasi lehetdséget nyujtanak a japan és az eurdpai
angolna fajok, tovabba azok hibridjeinek elkiilonitésére is. Ez a modszer azdta a gyakorlati
munkaban is felhasznalasra keriilt. 2014. 4prilis 23-an a Nemzeti Ado- és Vamhivatal
pénziigyOrei Osszesen 183 kg stlya (kb. 610 000 egyed) angolna ivadékot (Anguilla sp.)
foglaltak le két kinai utas csomagjaibol a Liszt Ferenc Nemzetkdzi Repiilétéren. A
rendelkezésre allo informaciok alapjan felmeriilt annak a lehetdsége, hogy az angolna ivadékok
a japan angolna fajba tartoznak, igy szallitasuk engedélyeztetése mas elbiralas ala esik. Az
Egyezmény a veszélyeztetett vadon €16 allat- és novényfajok nemzetkozi kereskedelmérol
(Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora, CITES)
II. kategoriaba sorolja az eurdpai angolnat (A. anguilla): nem fenyegeti a kihalas kozvetlen
veszélye, de befogésukra és kereskedésiikre sulyos korlatozasok vonatkoznak. A japan angolna
(A. japonica) kereskedelmét viszont nem szabalyozza a CITES. Hivatalos felkérés érkezett a
lefoglalt szallitmany faji meghatarozasara. A két larva faj morfolédgiai vizsgalatok alapjan nem
volt elkiilonitheté egymastol, a genetikai vizsgalatok azonban egyértelmiien igazoltak, hogy a
lefoglalt szallitmanyt eur6pai angolna ivadék alkotta (Kolics et al., 2015).

A hibridek embriofejlédése (18. abra) nem kiilonbozott jelentés mértékben a kontroll japan
angolna embrioktol. gy példaul keléskor mind a hibrid, mind a japan angolna larvak hasonld
szomitaszamokat mutatnak (57-58), jelezve, hogy a szomatogenezis hasonldé mérték,
mikdzben a hibrid larvakban pigmentacio volt észlelheté az iziileti redében a japan angolna
larvakhoz képest (18. abra). A megtermékenyités utan 34 oraval sikeresen Kikeltettiik az
embriokat. Ebben a szakaszban normadlis szivverést figyeltiink meg. A masodik kisérleti
ciklusban nem vizsgaltuk és hasonlitottuk 0ssze részleteiben a larvak ontogenetikus fejlodését.
Matsubara et al. (2010) leirtak, hogy azonos koriilmények kozott nevelt hibrid angolnaknak (A.
Japonica % A. anguilla) 322 napra van sziikségiik a metamorfozist kovetd livegangolna fazis
eléréséig, mig ez japan angolna larvak esetében jelent6sen rovidebb, 179 nap, idGszak alatt
végbemegy, ami arra utal, hogy a larvafejlédés sebessége — valosziniileg mar a korai fazisokban
is — minden bizonnyal eltér egymastol.

A kisérletek befejezését kovetden lehetdség nyilt a tarolt mintak spermamindésitésére is. A
vizsgalatba vont miiszalmék eredményei alapjan a hosszan tart6 mélyhiités soran az azonos
pool-ban kezelt spermamintak felolvasztasa utan azok mindségében nagy egyedi kiilonbségek
mutatkoztak (n = 15 miiszalma, progressziv motilitas 7+10,9% (min-max.:0-81,8%). Ennek
okait nem kutattuk, de elképzelhetd, hogy a folyékony N2 tartdlyban a kaniszterekben 1évd
spermamintadk némely esetben nem egyenletesen helyezkedtek el a folyékony No-ben.
Elképzelhet6 az is, hogy az évek soran az elparolgd N2 némely esetben csak gézében lepte el a
mintakat (-80 °C), ami egyes mintak részleges karosodasat, gyengébb motilitasat okozhatta.

3.5. Az angolna spermamélyhiités felhasznalasanak lehetséges teriiletei

Az angolna fajban végzett hazai spermamélyhiitési munkak alapul szolgaltak ,iizemi”
mennyiségil irkatételek termékenyitésére alkalmas technologia fejlesztéshez is Japanban. Koh
et al. (2017) sikeres japan angolna spermamélyhtitési kisérleteket folytattak le 5 ml miiszalmat
alkalmazva, a higitd6 ASP volt (Miiller et al., 2017), a védéanyag pedig metanol (Miiller et al.,
2012, 2004). Japanban, ahol az angolna tenyésztésének és fogyasztasanak jelentdsen nagyobb
tradicioi vannak, tovabbi fejlesztésekre nyilik lehetéség e témateriileten is. Eurdpai
viszonylatban, habar eldszor sikeriilt ¢életképes utddokat nyerni mélyhiitétt sperma
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crer

is el kellene érnie egy olyan szintet, hogy a benne rejlé lehetoségeket ki lehessen aknazni.
Tisztaban kell lenni azzal a ténnyel is, hogy az angolna szaporodasbeli sajatossagainak
koszonhetden a larvagenezis ideje nagyon hosszil (~ 6-10 hénap), valamint a kontrollalt
koriilmények kozott torténd larvatartds rendkiviil bonyolult technologiai 1épések sorozatat
igényli (taplalkozas kontra kivald mindségii tartasbeli koriilmények fenntartasa, G.n. Kreisel
neveléedény hasznalat, specialis parazitdk — Vibriosis — elleni védekezés stb.). Jelenleg az
europai fajban — irodalmi adatok alapjan — a larva nevelését nem sikeriilt két honapnal tul
megoldani. A specialis eszkoz-, és tudasigényli angolna larva zart rendszeri nevelése a
gazdasagossagi szempontokat is figyelembevéve tavolinak tiinik. A gazdasagilag jelentds
halfajok esetében is megfogalmazodott, hogy termelésiik volumene — kivéve a lazactenyésztést
— még nem biztositja azokat a specidlis tenyésztdi feladatokat, amelyeket a spermamélyhiités
nagymértékben tamogatni tudna (Horvath, 2019). Kisérleti eredményeink jelentoségét igy
elsésorban nem a szelekciot eldsegité tenyésztdi munkakban latom, hanem egyes, egyedi
populaciok megérzésére iranyuld ex situ konzervaciobiologiai munkakban, ahol a
spermamélyhiités a géntartalékok megdrzésében nyujthat segitséget. Mivel a leirt modszert
Htikorkisérletekben” a japan kutatok is sikeresen alkalmaztak (Nomura et al., 2018), igy
feltételezhetden a tobbi angolna fajban is eredményesen alkalmazhato.

A hibridizacios kisérletek jarulékos eredménye a két faj azonositasat elésegité 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 jelentdsebb, nagy keresleti piaccal rendelkezik, igy nem zérhato
ki, hogy a jovoben is illegalis ivadék szallitmanyokat probalnak majd becsempészni elsésorban
Kinaba, ahol felnevelve a japan piacra juttatjak tovabb (Stein et al., 2016). Nem csak az
ivadékok illegalis kereskedelme jelent azonban problémat, hanem az illegalis Giton beszerzett
angolnak kijutdsa természetes vizrendszerekbe is. Példaul az Uono folyobol (Niigata
Prefektura, Japan) mar kimutathatdé mennyiségben vandorolnak egyiitt az eurdpai és japan
angolnak 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
(Miyai et al., 2004). Ezentul az élelmiszer eredet ellendrzésben is szerepet jatszhat a genetikai
fajazonositési vizsgalat.
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4. Uj tudomanyos eredmények

Egy 0j halszaporitasi modszer alapjait fektettem le. A moddszer alapja, hogy kiilsé
megtermékenyitési halfajok spermium sejtjei bioldgiai aktivitasukat megtartva,
hosszabb ideig ,tarolhatéak” a petefészek lebenyben indukalt szaporitas (vagy
szaporodas) el6tt. fvaskor (ovulacidkor) a gamétak egyiitt iiriilnek, és vizaktivaciokor
bekovetkezik a termékenytilés.

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

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

Megéllapitottam, hogy a természetben elé nem forduld gaméta egyesiilés mesterséges
koriilmények kozott 1étrejohet.

ElsOként igazoltam, hogy kiilsé megtermékenyitésii fajokban ivaskor/spontan
ikraszoraskor a tejes kozvetlen jelenléte nélkiil is lehet utdédot nyerni, amennyiben az
ovulaciot megelézden spermat juttatunk az ikrasok petefészeklebenyébe.

El6szor sikeriilt mélyhiitott eurdpai angolna spermaval sikeres termékenyitést
végrehajtani és annak hasznélataval életképes hibridet keltetni.

Kisérletes uton bizonyitottam, hogy a tengervizben szaporodd angolnak tejeseinek
esetében nincs sziikség tengervizi ivarérlelésre, az édesvizben ivarérlelt halak az eltérd
ozmolalitasu kdrnyezet ellenére is termékenyitéképes spermiumokat termelnek.
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5. Osszefoglalas

Dolgozatomban a hagyomanyos-, a hazai togazdasagi-, a keltethazi-, és az akvarisztikai
halszaporitasoktol eltérd, alternativ indukalt szaporitasi kisérleteimet és azok eredményeit
mutatom be két fo részre bontva. Az elsé részben egy altalunk kidolgozott 0j halszaporitasi
eljarasban (petefészek inszemindcio) elért eredményekrdl adok attekintést. A modszer alapja,
hogy a spermiumok bioldgiai aktivitasukat megtartva hosszabb ideig ,,tarolhatoak™ petefészek
lebenyben indukalt szaporitas (vagy szaporodas) el6tt valodi kiils6 megtermékenyitésti
halfajokban. fvaskor (ovulaciokor) a gamétak egyiitt iiriilnek, és vizaktivaciokor bekovetkezik
az ivarsejt egyesiilés, azaz a termékenyiilés. Ebben a részben gazdasagilag jelentés fajokban
(ponty, afrikai harcsa, dél-amerikai eziistharcsa) és egy laboratoriumi halfajban (zebradanio)
végzett kisérletsorozatokon keresztiil ismertetem a modszer technikai-, és biologiai
sajatossagait, valamint alkalmazasanak el6nyeit. A petefészek inszeminacidé moddszere
technikailag egyszerii; a programozott ivasra felkészitett és boditott ikrasok petefészek
lebenyébe fecskend6n rogzitett szonda vagy katéter segitségével juttatjuk fel az el6zdleg
gyljtott és mindségellendrzésen atesett, egy-vagy tobb tejestdl szarmazd kevert sperma
adagot/adagokat. A katéter konnyen iranyithato, igy lehet6ség van a petevezetékeken keresztiil
célzottan a jobb vagy a bal petefészek lebenyt kezelni. Kisméretli halakban (pl. zebradanio:
testméret 2-2,5 cm) a sperma befecskendezést automata pipettaval vagy kapillarissal is meg
lehet oldani. Afrikai harcsa fajban végzett kisérletek alapjan 5-36 oraval az ovulacio el6tt a
petefészekbe jutatott spermiumok még megtartjak termékenyitoképességiiket, de 48 ora
elteltével a termékenytilési és kelési értékek mar nagymértékben visszaesnek. Pontyban €s egy
dél-amerikai eziistharcsa fajban a keltet6hazi gyakorlatnak megfelelé donté hormon kezeléssel
egy idében (10-12 oraval az ovulacidt megelézéen) bejuttatott spermiumok sikeresen
termékenyitették az ikratételeket. Afrikai harcsdban vizsgaltuk a petefészekbe fecskendezett
kiilonb6zé mennyiségli spermaadagok hatasat is a termékenyitésre. A tesztek alapjan nem volt
kiilonbség az elért termékenyitési-, €s kelési eredményekben a petefészek lebenybe juttatott 0,5
ml, 1 ml és 2 ml sperma / testtomeg kg kezelések kozott. Afrikai harcsa és dél-amerikai
eziistharcsa fajokban poritott ponty hipofizist elkevertiink frissen fejt spermaval és ezt a
keveréket injektaltuk az ikrasok petefészek lebenyeibe. Mindkét fajban a szemindlis plazma
felszivodasaval a GtH hormonok is atjutott a petefészek szisztémas keringésébe és 10-11 ora
alatt indukalta az oocitdk végs6 beérését. Ezalatt a spermiumok sem karosodtak és a
vizaktivaciot kovetden nagy hatékonysaggal megtermékenyitették az ovulalt ikraszemeket
(termékenyiilési arany: 41-94%). Ezzel a mddszerrel a hormonkezelést €s a sperma bejuttatast
egy idében és egy kezeléssel meg lehet oldani. Zebraddniéo fajban hormonkezelés nélkiil,
kizarolag sperma injektalast kovetd fényprogram alkalmazasaval, sikeriilt spontan ikraszorasra
birni az ikrasokat (parcialis ovulaci6 kdvetkezett be, azaz a hagyomanyos ivatashoz képest 60-
75%-al kevesebb ikra ovulalt), de tejesek jelenléte nélkiil. Az ikrakbol sikerrel lehetett larvakat
keltetni. Kisérleti eredményeink egy alapvetd halszaporitasi tétel atgondolasat teszik
sziikségessé, nevezetesen azt, hogy a valdodi kiils6 megtermékenyitésii halfajok esetében
indukalt ivaskor vagy ivatdskor mindkét nem jelenlétére sziikség van utdédok létrehozésara.
Kisérleteink eredményei alapjan az ikrasok petefészkébe injektalt és ott tarolt sperma feltétlentil
szilkséges, de ezzel egyidejileg az ivo tejes jelenléte mar nem feltétele a sikeres
utddlétrehozasnak, amennyiben (akar részleges, vagy teljes) ovulaciora lehet birni az ikrasokat.
Egy masik kisérletsorozatban zebraddnié modell halfaj két valtozataval dolgoztunk; egy vad
(AB), és egy transzgénikus vonallal (Tg shha:GFP), amelyek utddai mikroszkop segitségével
jol elkiilonithetbek egymadstdl. A programozott (fényritmussal szabalyozott) ivéas eldtt
transzgénikus tejesekbdl szarmazo spermaadagokat juttattunk fel automata pipetta és liveg
kapillaris segitségével az el6zdleg boditott vad ikrasok genitalis nyildsdba, a sperma eloszlas
igy véletlenszerli volt. Ezt kovetden a transzgénikus spermdaval kezelt vad ikrdsokat vad
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tejesekkel ivato kadba helyeztiik vissza. A sikeresen ivé paroknal az utddellendrzés eredménye
alapjan a termékenyiilt ikraszemek koziil a transzgénikus spermabol szarmazo larvék aranya
ikrasonként O (n = 5-81,3%n = 20) kdz06tt mozgott, az atlag: 36,1% volt. Kisérleteink alapjan a
genetikai valtozatossag novelhetd a sperma petefészekbe vald bejuttatasaval (indukalt) ivatasos
szaporitas esetében, az utodok létrehozasaban ugyanis bizonyitottan részt vett az ivo tejesen
kiviil az injektalt sperma is. A moédszert azonban még optimalizalni sziikséges (irdnyitott
spermafeljuttatas csak az egyik petefészek lebenybe, sperma: ikra arany beallitasa stb.). Azt is
vizsgaltuk, hogy lehetséges-e a mélyhiitott sperma felhasznalasa sperma injektalasos modszer
esetén. Afrikai harcsa spermat fagyasztottunk le egy korabban altalunk leirt protokoll alapjan,
majd a felolvasztast a mintakat centrifugaltuk, hogy a szeminalis plazmaban 1évé higitot és
metanol védéanyagot (ami normal 1égkori hdmérsékleten toxikus) eltavolitotsuk a centrifugalt
spermiumok felszinér6l. A spermiumokat ezt kdvetden nativ pontyspermabdl szarmazd
szeminalis folyadékkal toltottiik fel. Az igy nyert elegyet (afrikai harcsa sperma + ponty
szemindlis folyadék) injektaltuk afrikai harcsa ikrasokba hormonkezelésiikkel egyidejiileg
(intramuszkularis kezelés — ponty hipofizis kivonat). Tizoras beérési id6t kovetden az ikrasokat
lefejtiik és termékenyitési teszteket végeztlink. A spermainjektalt halak mindegyikében sikertilt
termékenyiilést kimutatni, a kelési szazalék (18%) azonban elmaradt a kontroll csoport
értékeitdl (61%). Ez a modellkisérlet azonban alapul szolgalhat ahhoz, hogy ivatasos modszer
esetén is alkalmazni lehessen a mélyhtitott spermat kiilsé megtermékenyitésii halakban.

A keltetéhazi szaporitas soran a szaporitas elott felkészitett anyahalak programozott, idozitett
angolna szaporitasi technika két fiziologiai folyamat mesterséges uton torténd 0sztonzésén
alapul. Egyfeldl az ivarilag éretlen halak ivarszerveit késztetik fejlodésre hormon és
hormonhatasu anyagok hosszan tartd kezelésével (heti ismétléssel 2-5 honapon keresztiil), majd
az ivas eldtt allo halban hormonprofil valtassal ovulaciot indukélnak. Eurdpai angolnaban
azonban eddig még nem szamoltak be a szaporitast kovetd sikeres larvanevelésrél. Ebbdl a
szempontbdl a génmeglrzés egyik lehetséges modja az ivarérlelt tejes valogatott
ivartermékének mélyhiitése. Angolna spermamélyhiitési munkdk kisérleteink eldtt csak a
sperma mindség ellendrzésére korlatozodtak, mert sikeres termékenyitési kisérleteket nem
hajtottak végre. Eurdpai angolna (A. anguilla) édesvizben ivarérlelt tejeseibdl (250 NE hCG /
testtomeg kg / hét) gylijtétt spermamintakat mélyhiitottiink, majd az 5 évig tarolt mintakat
Japanba szallitottuk. Ott a japan angolna (A. japonica) ikrasok indukalt ivarérlelése soran nyert
ikratételeket termékenyitettiik a felolvasztott sperméval. Eldszor sikeriilt eurdpai angolna
mélyhiitott spermat felhasznalva sikeres termékenyitést végrehajtani és hibridet keltetni. A két
faj kozotti hibrid €s a ,,kontroll” japan angolna embridgenezisének jellegében €s litemében nem
talaltunk kiilonbséget. A hibridizacié tényét genetikai analizissel is alatamasztottuk (PCR-
RFLP, PCR-HRM).
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6. Summary

In my dissertation | present my results on the development of alternative technologies for the
induced reproduction of fish species with application opportunities in aquaculture and
environmental protection. In the first part, | describe the results of my research group with
developing a new fish propagation method by sperm insemination. During natural spawning
upon ovulation, gametes are released together into the water, which is critically required for
activation and fertilization. Our new propagation method is based on our observation that the
ovarian environment of externally fertilized fish species maintains the biological activity of
spermatozoa for extended period of time before induction of spawning. In this chapter, |
describe the technical and biological characteristics of the method and its advantages in
applications through a series of experiments in economically important species including
common carp, African catfish, South-American silver catfish and a laboratory model fish
species, zebrafish). The protocol of sperm insemination into ovarian lobes is technically simple:
the previously collected and quality-controlled mono or mixed sperm samples from several
males were injected into ovarian lobes of anaesthetized females, which is prepared for spawning
by using catheter or probe. The catheter is easily controlled by the operator, allows
administration of sperm directly targeting the right or left ovarian lobes through the fallopian
tubes. In small sized fish species such as zebrafish sperm insemination can also be performed
with an automatic pipette or capillary.

Based on experiments on the African catfish species, ovary condition maintains the fertilization
capability of inseminated spermatozoa 5-36 hours before ovulation. After 48-hour storage of
spermatozoa the fertility of fertile eggs that hatch was failed. In Carp and South-American silver
catfish species, sperm insemination parallel with resolving hormonal injection according to
hatchery practice (10-12 h before ovulation) successfully fertilized the eggs. In African catfish,
we examined the effect of different volumes of sperm inseminated into the ovaries on
fertilization. Based on the experimental results, there was no difference in the fertilization and
hatching between the 2 ml, 1 ml and 0.5 ml inseminated sperm / kg body weight treatments.
Powdered Carp pituitary extract was mixed with freshly collected sperm and this mixture was
inseminated into the ovaries of African catfish and R. quelen species. In both species, the GtH
hormones with seminal plasma were absorbed through the ovarian fall and entered into the
systemic blood circulation of the ovary and induced the final maturation of oocytes in 10-11 h.
The spermatozoa were not damaged in ovarian storage time and after water activation they were
able to fertilize the ovulated eggs with high efficiency (fertilization rate: 41-94%). In this way
hormone treatment and sperm insemination can be solved at the same time with one treatment.
In Zebrafish species, it could be spawned without hormone treatment and existence of male by
using insemination. There was some spontaneous egg releasing (partial ovulation) without
hormonal treatment and presence of males, furthermore the ovulated egg number was 60-75%
less than traditional spawning method. Larvae would be successfully hatched from eggs. Our
experimental results necessitate a rethinking of a basic fish breeding dogma, namely that
offspring production is need both sexes in same time in the case of (induced) spawning of real
externally fertilized fish species. In our experiments, the presence of injected spermatozoa and
stored in the ovaries is absolutely necessary, but the simultaneous presence of spawning male
is no longer a condition for successful offspring if the eggs can be ovulated (either partially or
completely).

In other experimental series two Zebrafish lines were used; one AB line and transgenic one (Tg
shha:GFP) because their offspring can be well distinguished from each other by using
microscope. Wild type females were injected with reporter transgenic sperm from homozygous
transgenic males by using automatic pipette and glass capillary before intended spawning
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(controlled by light rhythm) with wild type males in spawning tank. The inseminated sperm
distribution was random and not directed.

In 25 successful spawning experiments, 20 females produced mixed genotype offspring
comprising both transgenic and wild type larvae in varying ratios (O = 5-81,3% = 20), average
36.1%), indicating that the injected transgenic sperm efficiently competed with sperm released
by non-transgenic wild type mating males, and both sperm types contributed to the fertilisation
of the released eggs. According to our results the genetical background of offsprings could be
increased in case of (induced) spawning method. Offspring originated from insemination and
spawned males as well. Further investigations are needed to optimize the method (controlled
sperm injection into only one ovarian lobe, sperm:egg ratio settings, etc.). Other aim was to
investigate the possibility of using cryopreserved sperm in inseminated method. Collected
sperm from African catfish were cryopreserved by using described protocol. After thawing, the
samples were centrifugated and seminal plasma, extender and methanol as external
cryoprotectant, which is toxic in room temperature, were removed from the concentrated
spermatozoa. The pellet was then resuspended in common Carp seminal plasma to reconstitute
the lost volume. Sperm samples (African catfish spermatozoa with Carp seminal plasma) were
then injected by a catheter into the ovarian cavity through the oviduct of the experimental
females in parallel with the intramuscular hormonal administration (Carp pituitary extract).
Inseminated females were monitored for 10 hours and ovulated eggs and spermatozoa stored in
the ovary were stripped. Stripped gamete samples were divided into two batches: (1) the first
batch contained only the previously injected spermatozoa and was activated by aerated tap
water (WA) immediately after stripping; (2) in case of the second batch additional, freshly
stripped sperm was added as positive control to the stripped eggs before water activation (PC).
Furthermore, five females were propagated by using the dry fertilization method (in vitro
fertilization) as negative control (NC).

All sperm and hormone injected females produced fertilised eggs with a hatching rate of
17.7+£13.2%, 12.54+9.3%, and 61+11.5% for WA, PC and NC respectively. Thus, we describe a
proof of principle for a practical protocol for the induced/wild/tank spawning of an externally
fertilizing fish species with economic importance and propose that the protocol could be also
applied to endangered marine or fresh fish species.

During large scale hatchery propagation, the ready to spawn broodstock can be induced to
ovulation by using by various rearing condition/hormone administration preparation. In contrast
to the other fish species, where only the final part of is needed hormonal stimulation in case of
eel the whole gametogenesis has to be induced. It can be divided into two parts. In the first part
of the whole gametogenesis has to be induced by using long hormonal administration (repeated
hormone injection for 2-5 months). After that in ready to spawn phase of females there is a
hormone administration changes in order to induce ovulation. There has been no report about
successful eel larvae rearing after artificial propagation in Europe yet. In this aspect the usage
of cryopreserved sperm is one of the possible ways of gene preservation. Eel sperm
cryopreservation work prior to our experiments was limited to sperm quality control only
because successful fertilization experiments were not performed. Sperm were collected from
artificially maturated males (250 IU hCG / bodyweight kg / week) reared and maturated in
freshwater condition. The samples were stored for 5 years and transported in Japan. Eggs of
Japanese eel (Anguilla anguilla) were fertilized with these cryopreserved sperm samples. This
was the first time to use successfully cryopreserved European eel sperm for fertilization and
hatch viable hybrids. Differences between the embryogenesis of the Japanese eel and its hybrid
were not found. The novel genetic marker can provide a clear result in hybridization (PCR-
RFLP, PCR-HRM).
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