MIA\ (=

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI| EGYETEM

Szakdolgozat
2025.

Egy uj, atlatszo zebradanio vonal allomanyanak kialakitasa
és 0sszehasonlito jellemzése

Propagation and characterization of a new, transparent zebrafish line

Készitette: Csereszny¢s Ferenc
IWPK2J
Mezdgazdasagi Mérnok Szak,
Nappali tagozat
Georgikon Campus

Témavezeto: Dr. Beliczky Gabor Péter, tudomanyos
munkatars

Kiils6 konzulensek: Dr. Orban Laszl6, tudoméanyos tanacsado
Dr. Szeverényi I1diké, szenior kutatd

Mentorok: Szabo Olivér Maté és Hirth Mirella

Tanszék/Intézet:  Alkalmazott Halbioldgiai Tansz¢ék
Akvakultira és Kornyezetbiztonsagi Intézet
Georgikon Campus
Magyar Agrér- és Elettudomanyi Egyetem

Keszthely 2025.



Tartalomjegyzék

ROVIATEESEK JEZYZEKE.....veeeiieiiieeiiieiieee ettt et ettt ettt e et eenbeessaeensaennsaens 4
1. Bevezets €8 CEIKITIZES .....oouiriiiiiiiiieiiee ettt 5
2. Irodalmi AHEKINTES ......eouviiiiiiiieiieee ettt 6
2.1, A zebraddni® bemutatasa ..........cceeieruiiriirienieieeieee e 6
2.1.1 A faj Altalanos JElIEMZESE......cc.eeeviiriiieiieiieeieee et 6
2.1.2 A zebradanio egyedfejlOdEse ........ocoiiiiiiiiiiiieiiece e 7

2.2. A gerincesek ivarat kialakitd mechanizmusok ............cccoeeveeviieniieiieniieieenie e 8
2.3. A zebradani6 ivarat meghatarozd folyamatok ............cccoeeveevieniieiieniieiienieeees 9
2.4. A zebradanio ivarszerv kialakuldsanak ¢és differencidlodasanak folyamata ............ 10
2.5. A hémérséklet hatasa az ivar kialakulasara............cccooeeviniiniiiiiiineeee, 11
2.6.  Transzgénikus vonalak az ivarszerv fejlodésének monitorozasara.............cceeuee... 11

3. ANYAZ €S MOUSZET ....vieniieiiieiieeiie ettt et ettt e et e st e st e e bt e e bt e steesabeesseeenbeesneeenseas 14
3.1. A laboratériumban hasznalt halak szarmazasa.............ccocceeviiiiiiniiiiiiniieiee e, 14
3.2. A halak tartasi KOTGIMENYET ......ocueeiiiiiiiiieiiieie e 14
3.3. A halak szaporitasa és az ivadékok gondozasa .........c..ccceeeeviiviiniininiiniinenen, 15
3.4. A korai elhullasok KOVEIESE .....ccouviiiiiiiiiiieeiicee e 17
3.5. A transzgénikus egyedek mikroszkOpos szeXalasa ..........cceveevieriinienienicnenniennen, 17

3.6. Atg{ddx4:gfp} és a gdspar vonal egyedei testméretének és testtomegének

OSSZENASONITEASA ...ttt sttt e 18
3.7. A hokezelések KOTUIMENYET ......oeevviiiiiiieiiiieciie et 18
3.8, Genomi DNS 1ZOIAIASA ....cocueiiiiiiiiiiieeee e 20
3.9. A transzgén kdpiaszamanak kimutatdsa PCR-alapa genotipizéléssal...................... 20
3.10. Uj gaspar Allomany KialaKitdSa .............oevveveeveeeeveieeeeeeeeeeeeee oo 21
3.11. Statisztikal aNAlIZIS ........coeriiriiriiiiiieeee e 22

Eredmények €5 €rtékelEStiK ........c.ooviiiiiiniiiiiiieceee e 23

4.1 A pigmentalt transzgénikus csalddok nem produkaltak szignifikdnsan tobb ikrat a

pigmenthidnyos cSalAdoKNAL ..........cooeiiiriiiiiiiiii s 23



4.2 A pigmentalt egyedek talélési aranya harom hetes korban szignifikdnsan magasabb

volt a pigmenthidnyoSOKENAL..........ceoiiiiiiiiiiieiiecie ettt e 24
4.3 A tartasi sliriség meghatarozo lehet a tilélés mértéke szempontjabol .................... 26

4.4  Atg{ddx4:gfp} egyedek testtomege szignifikdnsan nagyobb volt a gaspdr
e o8 151453 1 1<) PSP 28

4.5 A hokezelt csalad utodaiban jelentds ivararany eltolddast tudtam kimutatni a himek

1200} 72 1 o1 APPSR 30
4.6  Uj gaspar egyedek azonositasa az dllomany bovitése céljabol............oovuvevenee.e. 31
4.8 HOZZAJATUIASOK ..ottt ettt ettt et s eete e e b e esbeessaeenbaessaeesseensseenseas 33
5. LAMIEACIOK ..eoueiiiiiiieieeie ettt ettt ettt be ettt sa et et e eaeenbeennesaeens 34
5.1. A tulélési arany 0sszehasonlitasat hatraltatd tényezok...........cocvevvevciienieeieenneenen. 34
5.2. A vizsgalt halak ivarat csak késébb tudtuk meghatarozni ..........cccoeevvervieniennnnnen. 34
5.3. A hokezelésekre hasznalt inkubator befogadasi kEpess€ge ........coovvvvvverieeieennnennnen. 34
6. Kovetkeztetések €S Javaslatok.........c.eeeieriieiienieeiiecieeiiesee et 35
7. OSSZELOGIALAS ......covveeeeeeeeeee ettt 36
8. KOSZONEINYIIVANITAS ..oeoviiiiiiiiiiiiiiieetet ettt 37
9. TrodalomJEEYZEK .....ccueiiiiiiiieiieee ettt et eeeas 38
10. IMEIIEKICTEK ...ttt ettt sttt e e enneas 40
1. NYIHAKOZAOK ..ottt 42



Roviditések jegyzéke

AB egy haziasitott zebradanio vonal

cas casper mutans zebradanié vonal

ddx4 a Dead-box helicase 4 tehérjét k6dolo gén

dmrtl ‘doublesex and mab-3 related transcription factor 1’ gén

dpf ‘days post-fertilization’, azaz az egyedek kora napokban megadva

Egfp ‘Enhanced Green fluorescent protein’, azaz feljavitott zold fluoreszcens
fehérje

egfp az Egfp fehérjét kodolod gén

gpr gaspar zebradanié vonal, mely pigmenthianyos €s tartalmazza a

tglddx4:egfp} transzgént

Gfp ‘Green fluorescent protein’, azaz z6ld fluoreszcens fehérje

GSD ’Genetic Sex Determination’, azaz genetikailag meghatarozott ivar
HK hokezelt

hpf ‘hours post-fertilization’, azaz az egyedek kora 6rdkban megadva
PCR "Polymerase Chain Reaction’, azaz polimeraz lancreakcio

PGC "Primordial Germ Cell’, azaz ivari dscsirasejt

PSD ‘Polygenic Sex Determination’, azaz poligénes ivarmeghatarozas
SD ‘Sex Determination’, azaz az ivart meghatdroz6 folyamatok kezdete

tglddx4:egfp} azivarszerveket jelold transzgénikus konstrukcio elnevezése

TSD ‘Temperature-based Sex Determination’, azaz hdmérseklet altal

meghatarozott ivar



1. Bevezetés és célkitiuzés

Munkémat egy gyakran hasznalt gerinces modell allaton, a zebradanion (Danio rerio, Hamilton
1822) végeztem el. Ennek a pontyfélék csaladjaba tartozo halfajnak az &shazija Dél- és
Délkelet-Azsia, napjainkra azonban vilagszerte elterjedt, mivel megfeleld alanyként szolgél
szamos kutatashoz. El6helyét tekintve édesvizi faj, mely larvakkal és apro rakokkal taplalkozik,
testmérete pedig kifejlett korban elérheti az 5-6 cm-t is, ezaltal kisebb helyigénnyel rendelkez6
gerinces allat, sok gerinces modellel szemben. Ezen feliil mas tulajdonsagaiban is kiemelkedd,
mint példaul, hogy hamar elérik az ivarérett kort €s egy sziilopar akar tobb szaz egyedet is képes
1étre hozni egy szaporitasbol és évente tobb alkalommal is szaporithatd. Ennek kdszonhetéen
rengeteg utddon nyomon kovethetdek és megfigyelhetdek az esetleges valtozasok, mint a
kutatdsom alapjaul szolgald ivararany eltolodds, melyet tobb tényezd is kivalthat. A
legfontosabb koziiliik talan a hdmérséklet, amely emelkedésével ndvekszik a populacidban a
himek aranya. Ez torténhet természetes koriilmények kozott, és kivalthaté mesterségesen,
hokezeléssel laboratoriumi koriilmények kozott. A tg{ddx4:egfp} transzgénikus riporter
vonalban az ivar korai meghatarozasara a feljavitott zold fluoreszcens fehérje (Egfp) jelét
hasznéljuk, mert a néstények petefészkében ez a fehérje sokkal nagyobb mennyiségben
termelédik meg, mint a himek ivarszervében, a herében. Igy az elbbi joval erdteljesebben

vilagit a fluoreszcens mikroszkopos vizsgélat soran.

Munkam céljai a kovetkezok voltak:

1. Csoportos és paros szaporitasok elvégzése a kordbban kialakitott transzgénikus pigment-

mutans gaspar dllomany bdvitése és a vonal kialakitasa céljabol.

2. A gaspar vonal egyedeinek alapszintii jellemzése a pigmentalt tg{ddx4.egfp} transzgénikus
vonal egyedeivel torténd 0sszehasonlitas (pl. szaporasagi adatok, az utodok elhullasanak

mértéke, illetve a novekedési erély) révén.

3. Hokezeléssel torténd ivarbillentés a pigmentalt transzgénikus és a gdspar vonalakon a hére

valaszol6 csalddok azonositasa céljabol.

4. Tovabbi homozigota gaspdr egyedek azonositasa PCR alapu genotipizalassal, €és a meglévo

gaspar adllomany létszamanak felszaporitasa egyszerisitett szelekcidval.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A zebradanio bemutatasa

2.1.1 A faj altalanos jellemzése

Korunk egyik legnépszeriibb modell organizmusa a zebradaniod (Danio rerio, Hamilton 1822)
(Hawkins és mtsai, 2023). A zebradani6 a pontyfélék csaladjaba tartozo, kistermetii édesvizi
halfaj. A dél-azsiai, Himalaja kornyéki régiokbol szarmazik és megtalalhaté a pakisztani, indiai
¢s bangladesi lasst vizfolydsokban. Taplaléka elsdsorban kiilonb6z6 rovarok larvaibol és apro
rakokbol tevodik Ossze. Felndtt korban a maximadlis testméretiik 5-6 cm, a jellegzetes
megjelenésiiket pedig a testiikben termelddd pigment sejtek alkotta hosszanti csikok adjak. A
vadonbol befogott zebradaniok elészor a diszhal tenyésztésben jelentek meg. A magyar
szarmazasu George Streisinger professzor és kollégai kezdtek el dket az 1970-es évek végén
hasznalni kisérleti célokra, és tobb haziasitott vonalat alakitottak ki beldle az évtizedek soran
(Trevarrow és Robison, 2004). Ezek egyike az un. AB, mely taldn a leggyakrabban hasznalt
zebradani6é vonalak egyike. A héziasitott vonalakban fellépd spontan mutaciok és a random
¢s/vagy célzott genetikai beavatkozdsok eredményeként a kutatdk mara mar mutans és
transzgénikus zebradani6 vonalak szdzaibol valaszthatnak (Choi és mtsai, 2021). Laborunkban
ezek kozil harom mutans és harom transzgénikus vonal all rendelkezésiinkre. A zebradanid
laboratériumi koriilmények kozott 4-6 honapos korban valik ivaréretté, ekkorra alakul ki az

ivari dimorfizmus (1. abra), egy éven at szaporodik és két-harom évig képes élni.

1. dbra: A zebradanié ivari dimorfizmusa csak felndttkorban nyilvanul meg. Az
ivarérett ikrasok hasa kerekded, mig a himek torped6 formajiak (A, B). A himek szine
altalaban sargasabb (A), de ezt a taplalék ¢és a tartasi koriilmények is befolyasolhatjak.
(Forréas: Zala, S., Vetmed. Univ. Vienna; www.akvaristalexikon.hu)



http://www.akvaristalexikon.hu/
http://www.akvaristalexikon.hu/
http://www.akvaristalexikon.hu/

2.1.2 A zebradanio egyedfejlodése

A zebradaniok szaporodédsa kiils6 megtermékenyitéssel torténik. A ndstényekben fejlodo
petesejt (ikra) és a himekben fejlédd spermium (haltej) a halak testfalan kiviil egyesiil és
termékenyiil meg. Az utédok szama akar tobb szaz egyed is lehet sziiléparonként, de ezt tobb
tényezd befolyasolhatja: fiigg az ikras ¢és a tejes termékenyitd képességétol, valamint a biotikus
¢s az abiotikus kdrnyezeti tényezoktdl is. Utdbbiak koziil egyik legfontosabb a hdmérséklet,
melynek idealis értéke koriilbeliil 27-28 °C.

A zebradanio az egyedfejlodés soran atalakuldsok soran megy keresztiil, ami az elsd
sejtosztodasoktdl az ivarérésig tart (2. abra). Az egyedfejlédése négy életszakaszra oszthato,
melyek a kovetkezoek: embrid, larva, novendék és felndtt kor (Kimmel és mtsai, 1995).
Ezeknek az életszakaszoknak olyan jellemzodik vannak, amelyek lehet6vé teszik a kiillonbozo
fejlettségii egyedek egymastol vald elkiilonitését.

1) Embrio: A fejlodésiik elsd szakasza az embri6 allapot, mely a megtermékenyiiléstdl 72 6ras
(angolul: hours post-fertilization, roviditve hpf) korig tart. Az embri6 kezdetben atlatszo ikra
burokban fejlédik, amely védi az elsd par nap soran a kedvezétlen kiilsd behatasoktdl. Ezen
id6észak sordn a legnagyobb az elhullas ardnya természetes és mesterséges koriilmények kozott
is, mert az egyedek ilyenkor a legérzékenyebbek az dket érd hatdsokra. Az ikrardl 2-3 napos
koraban valik le az ikraburok ¢és kel ki beldle az embrio, ezutan elkezd mozogni és reagalni a
kiilsd ingerekre.

2) Larva: Ebben a 72 hpf-t6l 30 napig (angolul: ‘days post-fertilization’, roviditve dpf) tartd
szakaszban mar intenzivebb az egyedek mozgéasa. Nagyjabol 4-5 napos korukban kinyilik a
szajuk, ¢és elkezdenek taplalkozni. Ebben a szakaszban még nem meghatarozhat6 az egyedek
ivara, mert a kialakuld ivarszerv 4atalakuldson mehet at ebben az iddszakban és még nem
vehetdek jol ki az adott ivarra jellemzd fenotipusos jegyek sem.

3) Névendék: Ebben az idészakban, amely kortilbeliil 90 dpf korig tart, az egyedek egyre
hasonlobba valnak a felndttekhez. Ebben az iddszakban mar javaban zajlik az ivari
differencialodas, és kialakul a végleges pikkelymintazat. Két honapos kortdl (60 dpf) az
erds6do ivari dimorfizmusnak kdszonhetéen mar gyakran szabad szemmel is meghatarozhat6
a halak ivara, mivel a himek sargés, torpedo alakt, hosszukas testfelépitésiiek, mig a ndstények
inkabb kerekded, zomokebb testalkatiak. Az ivarérett kort azonban tébbnyire csak késdbb,
felndtt korban érik el.

4) Felnott kor: Ebben a korban az egyedek kiillemét tekintve mar nem torténik szdmottevd

valtozés, ugyanakkor megnének és teljesen ivaréretté valnak, ez utdbbi optimalis tartdsi



koriilmények kozott a 120-180 dpf-es periddusban kovetkezik be. A novekedési intenzitasa

innen drasztikusan lelassul, és megfeleld koriilmények kozott akar 2-3 évig is elélhetnek.

1 sejtes dllapot

Feln6tt
o> ~ (4-6 hénapos)
,/%-.
e
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Ivari - 2=t
meghatérozds
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2. abra: A zebradanio6 egyedfejlodése négy szakaszra oszthaté: embrionalis, larva
kori, novendék és felnott. Az embrionalis fejlédés az els6 harom nap soran jatszodik
le. A larvak még nem rendelkeznek a végleges testformaval és pikkelyezettséggel. Ezt
a hatodik hétre érik el, ahonnan névendéknek nevezzik 6ket. A ndvendék halak szine,
pikkelyezettsége végleges, de hianyoznak a masodlagos szexualis jellegek. Az ivarérett,
szaporodasra képes 4-6. honapos egyedeket tekintjiik felndtteknek. (Forras: Aluru,
2017, Hirth Mirella altal médositva)

2.2. A gerincesek ivarat kialakito mechanizmusok

Azt a folyamatot, melynek soran egy egyednek elddl a neme, ivari determinédcionak vagy ivari
meghatarozasnak (angolul: ’Sex Determination’, roviditve SD) nevezziik. Tanulmanyozasa
azért fontos, mert jobb megismerése révén részletesebb ismereteket szerezhetiink a fajok

szaporodas biologidjarol, és ezt a tudast szdmos teriileten kamatoztathatjuk.

A kutatok szdmos SD mechanizmust talaltak a kiilonb6z6 fajoknal, de béven vannak olyan
fajok — f8leg a halak k6zott — amelyeknél nem ismerjiik az ivar kialakulasat meghatarozo és
vezérld folyamatokat (Nagahama ¢€s Yamashita, 2008). A két ivar kialakulasa elengedhetetlen
a gerinces fajok szaporodasahoz és a fenntartasahoz, ezért fontos, hogy foglalkozzunk veliik.
Az ivarok kialakuldsanak vizsgélata segithet ez emberekben 1évé ehhez kothetd betegségek
megismerésében is, emellett gazdasagi jelentdséggel is bir. A gazdasagilag fontos halaknal
azért érdemes vizsgalnunk az ivart kialakité folyamatokat, mivel szamos halfaj esetén nagy
kiilonbséget tapasztaltak a két ivar kozott a novekedésben és a betegségekre vald

ellenalloképességben (Campbell és mtsai, 2021).

Az eml6sok talnyomo tobbségében, igy az emberben is az ivart elsddlegesen genetikai faktorok

hatarozzak meg (angolul: Genetic Sex Determination’, réviditve GSD), melyek az X és Y ivari



kromoszomakon helyezkednek el. Az ivart az hatdrozza meg, hogy az apatdl milyen ivari
kromoszémat 6rokolnek az utddok, mivel az anya csak X ivari kromoszomat képes tovabbadni
utédainak. Ha az utdd Y kromoszémat 6rokol az apatdl, akkor szintén him (XY) lesz, ellenkez6

esetben ndstény (XX).

A madaraknal az emldsokkel ellentétben a tojok, azaz ndstények a heterogametikusak (ZW),
mig a kakasok (himek) két azonos ivari kromoszémaval (ZZ) rendelkeznek (Warner és Shine,
2008). A herék kialakuldsdhoz a DMRT1 gén termékének adott koncentracioja sziikséges, mert
annak aktivitasanak eredményeként fejlodik ki a him ivarszerv. Erdekesség, hogy itt az ivart a
sejtek autondm modon hatdrozzak meg.

A hiillék esetében nem mindegyik fajnal hatarozhatdé meg GSD-vel az ivar, mivel egyes
csoportokban hoémérséklet-fliggd ivari meghatarozas (angolul ‘Temperature-based Sex
Determination’, azaz TSD) vette 4t ezt a szerepet (Warner és Shine, 2008). A DMRT nemi gén
viszont nem csak a madarakndl, hanem mas gerinceseknél is a segitségiinkre lehet az ivar

meghatarozasaban (Augstenova és mtsai, 2025).

A halak 34 ezer fajaban a fenti SD mechanizmusok mind megfigyelhetok, sot azok kombinécioi
¢s komplex mechanizmusok is eléfordulhatnak (Devlin és Nagahama, 2002). Egyes fajoknal
nem talaltak ivari kromoszomaparokat, ezeknél az ivar feltehetden poligénes mechanizmus
hatarozza meg (‘Polygenic Sex Determination’ — PSD; lasd aladbb). Leirtak olyan fajokat is,
amelynél kialakulhat hermafroditizmus, ebben helyzetben viszont nincsen klasszikus ivar
meghatarozas. gy a fenti gerinces kliadokhoz képest csoport szinten bonyolultabb az
ivarmeghatarozas. Halakban azért is nehéz az ivart kialakitdé tényezOk vizsgélata, mivel a
kornyezeti és szocidlis tényezok gyakran masodlagosan részt vehetnek ezek befolydsolasaban

(Devlin és Nagahama, 2002).

2.3. A zebradanio ivarat meghatarozo folyamatok

A zebradano diploid faj, genomja 25 par kromoszomat (2n) tartalmaz. A vadon €16
zebradaniokban a himek — a madarakhoz hasonl6an — homogametikus ivari kromoszémapérral
(ZZ) rendelkeznek, mig a ndstények heterogametikussal (ZW). A haziasitott vonalak koziil tobb
vonalban, igy példaul az altalunk hasznalt AB-ben is, a hdziasitas soran az ivari kromoszomapar
feltételezéseink szerint elveszitette elsddleges funkciojat, ennek kovetkezményeként poligénes
ivarmeghatarozasi rendszer jott 1étre (Liew és mtsai, 2012; Liew és Orban, 2014). Ebben az

ivart a genomban szétszorddva elhelyezkedd ismeretlen szamu gén terméke egyiittesen



hatarozza meg az ivart. Emellett az eddigi kutatasok és megfigyeléseknek koszonhetden tudjuk,
hogy a kornyezeti tényezok és a tartasi koriilmények is befolyasolhatjak az ivar kialakulasat

(Ribas és mtsai, 2017a; Ribas és mtsai, 2017b).

2.4. A zebradanio ivarszerv kialakulasanak és differencialodasanak

folyamata

Az ivarszerv kialakulasa egy bonyolult folyamat a zebradanidknal. Az egyedek tilnyomd
tobbségénél - a végso ivartdl fiiggetleniil - ndvendék allapotban egy kezdetleges petefészek
alakul ki, mely késébb mindkét ivarszerv iranyaba fejlddhet (Takahashi, 1977). A néstényeknél
ez a kezdetleges ivarszerv az id6 multaval tovabb fejlédik végleges funkcionalis petefészekkeé,
¢s ivaréretté valik. A himeknél viszont egy drasztikus atalakulasi folyamat zajlik le, mely soran
a kezdetleges petefészek 2-3 hét alatt atalakul funkciondlis herévé (3. abra) (Orban és mtsai,

2009; Sreenivasan és mtsai, 2014; Tzung és mtsai, 2015).

Ez folyamat nem egyiddben zajlik le az egyedekben, és eltéri idd intervallum alatt is jatszodhat
le. A kutatas korai idészakéaban a kutatok nem voltak biztosak abban, hogy az 4atalakulas az
Osszes késdbbi him egyedben végbemegy-e. Azota mar tudjuk, hogy vannak olyan him
zebradaniok, melyekben nem alakul ki kezdetleges petefészekbdl, hanem azonnal a kezdetleges

here kezd kifejlédni (Luzio és mtsai, 2021).

Oscsira sejtek Kezdetleges | A himeknél a kezdetleges petefészek
(PGC) petefészek funkcionalis herévé differencialédik
L4 apl
Gonadal primordium Gonad differentiaton

SO

§" ‘Juvenile ovary stage  Gonad /Tests differentiation

FE—— 2

Ikras

Bipotential
state

B. Zebrafish —_—

3. abra: A zebradanié ivaranak kialakulasa a laboratériumi vonalakban.

A zebradani6 haziasitasa soran az egyik vagy mindkét ivari kromoszoéma elveszitése
miatt poligénes ivarmeghatdrozas alakult ki. Az egyedek tobbségében az
Osivarsejtekbol egy kezdetleges petefészek képzddik, amely jelentds atalakulason megy
végbe a késobbi himekben. Ez a folyamat egyedenként valtozo ritmusban mehet végbe.
(Forras: Orban, Sreenivasan és Olsson, 2009; Fotok: Zala, S., Vetmed. Univ. Vienna)
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2.5. A homérséklet hatasa az ivar kialakulasara

A zebradanidkat a laborban 27-28 °C-os vizben tartjuk, mivel ez a legidealisabb vizhdmérséklet
szdmukra. A korai fejlodési stadiumban a homérséklet 6-8 "C-os emelésével az ivadékok
ivararanyat a himek felé lehet tolni (Ribas és mtsai, 2017). Ez a folyamat nem csak mesterséges
koriilmények kozott jatszodhat le, hiszen természetes vizek felmelegedése miatt is eltolodhat a
populéciok ivararanya. Ez annak koszonhetd, hogy a stressz hatasa altaldban a himek
kialakulasanak kedvez, mivel a here ¢s himivarsejtek eloallitdsahoz kevesebb energia
sziikséges, mint a petefészekhez és a petesejtekéhez, mert utobbiaknak joval nagyobb az energia
szilkségletik. Igy a kornyezeti tényez6k (pl. magas homérséklet) egyes esetekben
masodlagosan étirhatjak a GSD altal diktalt ivararanyt.

2.6. Transzgénikus vonalak az ivarszerv fejlodésének monitorozasara

A fentebb részletezett folyamatot nagyon nehéz lenne nyomon kdvetni transzgénikus riporter
vonalak nélkiil. A laboratériumunkban mi is hasznaltunk ilyen zebradani6 vonalat, amelynek
genomjaba a tg{ddx4:gfp} (kordbban tg{vas:gfp} jelz6génes konstrukciot iiltették bele (Kravel
és Olsen 2004; 2002). (Innentdl ezt a vonalat pigmentalt transzgénikus vonalnak is nevezziik).
Ez a konstrukci6 mar a korai d&scsira sejtekben (‘Primordial germ cells’,
azaz PGC-k) megnyilvanul, amelyek az embrioban mar az els6 napon fellelhetdk. Az 1d6
mulasaval ezek a sejtek elkezdenek az ivarszerv kialakulési pontjahoz vandorolni. Egyedenként
eltérd az az i1d6, ami alatt végbe megy ez a folyamat, amig kialakul a korai ivarszerv. A
jelzégénes konstrukcid a zold fluoreszcens fehérje (‘Green fluorescent protein’, azaz Gfp)
génjét tartalmazza, melynek fehérje terméke kék fénnyel megvilagitva élénk zolden
fluoreszkal. Ez a jelzofehérje a petefészekben nagy mennyiségben, mig a herében alig-alig

termelddik, emiatt a petefészek sokkal intenzivebb zo6ld jelet ad, mint a here (4. abra).
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4. dbra: A tg/ddx4:egfp] zebradanio6 vonal az ivarszerv kutatas fontos eszkoze.

A pigmentalt halakban jelen 1€v6 melanoforak (fekete pigmentek) és iridoforak (eziist)
learnyékoljak a petefészekbol jovo, ivarspecifikusan expresszalodd fluoreszcens jelet
(A-B). Ezeknek a pigmenteknek a hianyaban a petesejtek mar a test falon at is jol
lathatok a gaspar ikrasban (C), a petesejtekben felhalmozodo fluoreszcens fehérje
tokéletesen kirajzolja a petefészek formajat (D). (Sajat képek)

A vad tipusu zebradaniok oldalan hosszanti csikok figyelheték meg, melyek kiilsé
megjelenéséért harom pigment felelds: a fekete pigment az oldalan 1évd csikokért, a sarga
pigment pedig a hasi régi6 és az szok sargas arnyalataért, a reflektiv pigment pedig az egész
test fényes sziirkés arnyalatdért. Ezek a pigmentek az ivarszervek altal termelt Gfp
megfigyelését zavarhatjak. Ezen probléma megoldasara hallgatotarsam, Szabo Olivér Maté
létrehozott egy olyan vonalat, amelynek egyedei hordozzdk a genomjukban a ddx4:egpf
transzgént, azonban a fekete és reflektiv pigmentek nem termelddnek a szervezetiikben. Ezen
pigment-mutans transzgénikus vonal segitségével az ivarszervben zajlo folyamatokat sokkal
konnyebben meg lehet megfigyelni. A vonal a gdspar (a tovabbiakban: pigment-szegény

transzgénikus vonal) nevet kapta (Szabo és mtsai, 2023).

A gaspar vonal létrehozasdhoz egy dupla pigment-mutdns vonalat (casper; cas) alkalmaztak,
amelyben a fekete és reflektiv pigmentek nem termelddnek (White €s mtsai, 2008). A
tg {ddx4:gfp} transzgént keresztezésekkel juttattak be az attetszo casper zebradanioba. Mivel
mindkét pigment mutacid recessziv modon 6roklédik, ezért kidolgoztak egy tobblépcsds
szelekcios eljarast, ami kezdetben hdrom generaciot, majd a tovabbfejlesztés soran mar csak
kettdt igényelt. A szelekcio felgyorsitasa céljabol ujra-szekvenaltattak a fluoreszcens jel alapjan
gaspar-ként azonositott egyik egyed genomjat. A szekvenalas egy 4 kb (kilobazis, ~4000
bazispar) hosszusagu delécidt tart fel a transzgén integralodasa helyén a harmas kromoszoman.
Erre a szakaszra tervezett PCR primerek felhaszndlasaval sikeriilt a homozigdta és hemizigota

egyedeket azonositani PCR-alapu tesztekkel (5. abra).
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Az én elsO feladatom ebben a projektben az volt, hogy elvégezzem a gdspar (gpr) vonal
Osszehasonlito jellemzését. Ennek soran sziildparokat és csoportokat kialakitva szaporitottam a
pigmentalt transzgénikus ¢és a gdspdr vonalak egyedeit. A szaporitasokbol szarmazo
ikraszamokat és taléléseket Gsszehasonlitani, arra kérdésre igyekeztem valaszolni, hogy van-e
kiilonbség a két vonal egyedeinek robusztussaga kozott. Ezek mellett elvégeztem a vonalak

atlagolt testméretének ¢és testtomegének Osszehasonlitd elemzését is.

A feladatom a gdspar tenyészallomany bovitése volt uj egyedek 1étrehozasaval és az azokban
levo transzgén kopiaszamanak (hemi- vagy homozigéta) PCR-alapi meghatarozasaval. Szabo
Olivér Maté hallgatotarsam ugyanis kordbban nem végezte el az Osszes kérdéses egyed

tesztelését, igy ezzel tudtam hozzajarulni a vonal kialakitasahoz.

Yex xE EE,

V.

5. abra: A tg {ddx4:gfp} transzgén kopiaszama a farokiszobdl izolalt DNS minta
PCR-analizisével meghatirozhat6. A transzgénikus casper egyedekben a 3-as
kromoszoman egy kozel 4 kb-os szakasz kiesett. A casper egyedekben nincs transzgén,
ezért a 3. kromoszoémara tervezett primerekkel (piros nyilak) felsokszorozhatd egy
rovid termék (piros csik), de az egfp primerekkel (z6ld nyilak) viszont nem. A
hemizigota egyedek (kdzépen) csak egy kopiaban hordozzak a transzgént, igy mindkét
primer parral végzett reakcid ad terméket. A homozigéta egyedekben csak az egfp
primerek adnak terméket (z6ld csik), mert nincs a genomjukban vad tipusu templat,
mivel deletalodott a transzgén beintegralodasa soran. (Forras: Szabo, 2023)
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3. Anyag és modszer

3.1. A laboratoriumban hasznalt halak szarmazasa

A laborunkban jelen 1évé AB vonalat két forrasbol szereztiik be: Dr. Varga Maté (ELTE) és
Dr. Csenki-Bakos Zsolt (MATE) laborjaibol. A tg{ddx4:egfp} vonalat és a gdspar vonal
létrehozasahoz szintén szilikséges casper mutansokat egyarant Dr. Csenki-Bakos Zsolt

csoportjanak g6dolldi zebradanio laboratoriumabdl kaptuk.

3.2. A halak tartasi koriilményei

A halakat a laboratériumban a zebradanié tartds nemzetkozileg elfogadott, sztenderd
protokolljai alapjan tartjuk és neveljiik (Nusslein-Volhard és Dahm, 2002). A halak tartasara
l1étrehozott szobaban 28 °C homérsékletet, 70%-os paratartalmat allitottunk be, valamint 14 6ra
vilagos — 10 ora sotét fényciklust alakitottunk ki, ami a faj szdmara a legmegfelelobb. A
vonalakat az Aquatic Housing cég altal gyartott zart, recirkulaciés rendszeren tartottuk 1.4, 2.8,
6 és 9 literes tartalyokban, a méretiiktdl fiiggd egyedsuriségben (6. abra). A larvak esetében
50-60 egyed/liter, a fiatal novendékek esetében 7-11 egyed/liter, mig az idésebb (1.5-4
honapos) alloményok esetében 5-6 egyed/liter silirliséget alkalmaztunk. A rendszeren az
elhasznalt viz tobb tisztitdsi 1épcsén keresztiil jut vissza a tartdlyokba, ezek kozott van

mechanikai, kémiai és bioldgiai sziirés is.

6. abra: Az Aquaneering recirkulacios haltarté rendszer. A rendszerben a viz
folyamatosan keringve tisztul meg tobb 1épésben. A rendszer aljdn mechanikai és
bioldgiai szlirésen, a rendszer tetején pedig UV fert6tlenitésen megy at a keringetett viz.
A rendszeren lathatoak a kiilonbozo térfogati tartalyok, amelyekben a kiilonb6zo
méretll halak csoportjait tartjuk (Fot6: Marton Csaba).
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A halak takarményozasa sordn szintén a korcsoporthoz és az egyedsiiriséghez igazodtunk.
Kétféle takarmannyal etettiik a halakat: granulalt tapokkal és €16 sorakkal (Artemia salina). A
larvakat még kizardlag tappal etettiik, mivel ilyen fiatal korban még nem képesek felvenni a
rendelkezésiinkre allo €16 takarmanyt. A ndvekedés soran valtoztattuk a tdpok szemcseméretét,
illetve a mennyiségét is, igazodva az adott korcsoport szajnyildsanak méretéhez €s a bioldgiai

igényeihez (7. abra). Az €16 tapot egy honapos korukban kezdtiik el adagolni a halaknak.

Inkubator Rendszeren kiviil Rendszeren

Tartas helye

5. nap 14. nap 21. nap 30. nap
Tartas eszkoze Petri-csésze l Talka l 1.4 1 tank l 2.8 1 tank l 6 1 tank

Takarmanyozas [ Nincs etetés ] » [ <100 pm tap J B [ 100 +200 um Jo [ 300+ 40@

(tap szemcsemérete)
El6 taplalék Artémia (sorak)

7. abra: A halak tartasa és takarmanyozasa. A halak az els6 harom hetet a rendszeren
kiviil toltotték, a viziiket két naponta cseréltiik. Az edények és a tap méretét a ndvekedd
halak méretéhez igazitottuk. Harom hetes kortol kaptak €16 taplalékot. (Sajat abra)

3.3. A halak szaporitasa és az ivadékok gondozasa

A kutatasom soran szamos esetben kellett elvégezniink sziildparos €s csoportos szaporitasokat
az adott kisérleti koriilményhez igazodva. A halakat az erre a célra kialakitott ivaté kadakban
szaporitottuk (8. abra). A szaporitdsok sordn a kornyezet gazdagitasara torekedtiink, hogy
ezaltal is indukaljuk a halak ivasat. Kavicsmintdju aljzatot imital6 lapot tettlink az ivaté kadak
ala, valamint miindvényt helyeztiink az edények belsejébe. Az ivatd kadakat egy tropusi
kornyezetet utanzo takar6 fallal zartuk korbe, annak érdekében, hogy a koriilottiik 1€vo mozgas
ne zavarja a halakat a szaporodasban. A szaporitds soran nagy szerepe van tovabba a fénynek
is, ezért a szobaban 1évd fényiddzitd segitségével a mennyezeti lampak reggeltdl kezdve
fokozatosan kapcsolodtak be, mivel ez az inger is kiemelkedden fontos az ivashoz. Amennyiben
a halak nem adtak le az ikrat, az edénybe az ivatas kezdetétol mért egy ora elteltével hideg vizet

ontottiink, mellyel a halak vizének hdmérsékletét 1-2 °C-kal csokkentettiik. Ezzel az eljarassal
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a tropusi esOt igyekeztiink imitalni, ami természetes koriilmények kozott ugyancsak hozzajarul

az ivasi inger kivaltasahoz.

A szaporitasbol szarmaz6 ikrdkat felfogtuk egy teasziird segitségével, majd a rendszerrdl
szarmazo0 vizzel belemostuk 6ket a szlirérdl a Petri-csészékbe (8. abra). Kovetkezo 1épésként
eltavolitottuk a meg nem termékenytilt ikrdkat, az elpusztult embridkat és az esetleges
szennyezddéseket, majd szétvalogattuk a megtermékenyiilt, életképesnek tiind embridkat.
Altalaban 50 embriot raktunk egy Petri-csészébe, mert az elézetes tapasztalatok azt mutattak,
hogy ennél az egyedszamnal az egyedsilirliség nem okoz szamottevd elhullast. A csészéket az

elsd 6t nap soran 28 °C-os inkubatorban tartottuk.

8. abra: A halak szaporitasa és a megtermékenyitett embriok kezelése. A) A

szaporité tartalyokba helyezett valaszfallal elvalasztott tejes és ikras kornyezetének
gazdagitasa céljabol mindvényt és kavicsaljzatot helyeztink. B) Az ikradk
csaladonkénti begyiijtéséhez hasznalt sziirok és feliratozott Petri csészék eldkészitése.
C-D) Ikrak lesziirése és metilénkéket tartalmazo vizzel torténd fertdtlenitése. (Foto:
sajat)

Az éltalanos protokoll alapjan naponta ellendriztiik az embridkat, eltavolitottuk az életképtelen
egyedeket, a kelést kovetden pedig az ikraburkokat. Az inkubatorban t6ltott idejiik sordn
tobbszor lecseréltiik az embridkrdl, illetve larvakrol a viziiket. Az egyedek ebben a korban még
csak a szikzacskoban 1évo tdpanyagokkal maradnak ¢€letben. Amint elérték az 6t napos kort
atkeriiltek a zebradanios szobaba, ahol mér nagyobb edényekben tartottuk oket. A
takarmanyozasuk is ilyenkor kezdddik, <100 um szemcseméretii tappal. A ndvekedésiikkel
parhuzamosan valtoztatjuk a tartdsuk helyét és takarmany szemcseméretét. A rendszerre egy
hoénapos korban keriilnek, egyedszamtol fiiggden 1,4 vagy 2,8 literes tartdlyokba. Az €16 tappal

torténd etetést is ebben a korban kezdtiik meg.



3.4. A korai elhullasok kovetése

A vonalak 6sszehasonlitdsa soran azt vizsgaltam, hogy a tg{ddx4:gfp} vonal és a gdspar vonal
kozott milyen kiilonbségek fedezhetdek fel a szaporasagban és az utddok elhulldsdban. Ezekhez
a kisérleteimhez csoportokat és parokat is szaporitottam mindkét vonal esetében. Ezek a
szaporitasok €s az utédok begytijtése a fentiekben leirtak szerint tortént, a standard protokoll
hasznalatdval. A szaporitasbol szarmazé életképes utddokat leszamoltam ¢€s ezt kovetden
kezdtem el megfigyelni az elhullast a vonalak esetében (9. abra). Az els6 6t nap soran minden
nap feljegyeztem az elhullast, ezt kovetéen pedig a rendszerre vald felkeriilésiikkor
ellendriztem az életben maradt egyedek szamat. Ezeket a kisérleteket tobb csoporton ¢€s
csaladdon is elvégeztem, hogy meghatarozzam a kiilonbséget a két vonal kozott. A leadott ikra
mennyiségrol, valamint az elhullasokrol az Excel programot felhasznalva készitettem

statisztikai elemzéseket.

9. abra: A Korai elhullisok megfigyeléséhez kialakitott csoportok. A) A frissen
begytijtott ikrakat 50-esével Petri csészébe helyeztiik, amelynek az oldalan talalhato a
sziiletési datum, csaladnév ¢s az A/B/C jel egyike. Az edény tetején a csaladra jellemzo
szinkod lathatd (z6ld, pigmentalt, illetve narancssarga a pigmenthianyos vonalat jelzi).
B) A rendszerre keriilés el6tt a novendékek az asztalon fejlodnek. (Sajat fotdk)

3.5.A transzgénikus egyedek mikroszkopos szexalasa

A kifejlett zebraddnioknal az ivari dimorfizmusnak koszonhetéen jol elkiilonithetdek a
ndstények a himekt6l. Az altalunk hasznalt transzgénikus vonalban ugyanakkor az ivar
fiatalabb korban is meghatdrozhatd, mivel az ikrasok petefészkében sokkal nagyobb
mennyiségben termelddik a fluoreszcens fehérje, mely kék fénnyel megvilagitva lathatova
tehetd (Wang és mtsai, 2007). Erre a célra egy Olympus SZF61 tipusu sztereomikroszkopot
hasznaltunk, amelyre BLS Kft. fluoreszcens adapterét szereltiik fel. A mikroszkdpot vezérld
szamitogép nagyfelbontadsu monitoron az elkabitott €16 egyedekben is jol megfigyelhetd volt az

Egfp megnyilvanulasa az ivarszervben (10. abra).
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A szexalast altatasban 1évo halakon végeztiik, egy olyan altato talban, melynek vize 325 mg/L
segitségével az altatdo vizbe, és addig tartottuk benne Oket, amig a mozgasuk lelassult és
elkezdtek az oldalukra billenni. Ezt kdvetoen egy oralivegen a mikroszkop ala helyeztiik a
fényképezéshez az egyedeket. Mikor elkésziilt a kép, akkor a halak egy ¢lesztd talba kertiltek,
amelynek vize mdr nem tartalmazott altatot. Ebben a halak magukhoz tértek, mieldtt

visszakeriltek a rendszerre.

10. abra: A transzgénikus egyedek mikroszkop alapu ivarmeghatarozasa. A kép
bal oldalan a specialis feltéttel és digitalis kameraval ellatott szteredomikroszkop,
kozépen az azt vezérld szamitdgép, mig a jobb szélen a monitor lathato. (Fotd: sajat)

3.6. A tg{ddx4:gfp} és a gaspdr vonal egyedei testméretének és

testtomegének osszehasonlitasa

A méréseket hallgatotarsam Szabo Olivér Maté végezte, Dr. Csenki-Bakos Zsolt
laboratériuméban (Kornyezettoxikologiai Tanszék, MATE AKI, G6dolld), mert a nekik atadott
halak a tobb rendelkezésre allo edény és alacsonyabb egyedsiiriiség miatt gyorsabban elérték a
felndtt kort. A méréseket a halak altatasaval kezdte, amelyhez a fenti protokollt hasznalta. Ezt
kovetden mérleggel lemérte a halak testtomegét, majd milliméterpapiron meghatarozta a
testméretet. A két vonal egyedeibdl szarmazd adatok 6sszehasonlitasat és statisztikai elemzését

mar én magam végeztem el.
3.7.A hokezelések koriilményei

A hokezelések korlilményeinek kidolgozasat mar a kordbbiakban elvégezték kollégaim, Pethd
Cintia és Hirth Mirella (Peth6, 2023). A kisérleteim soran az altaluk beallitott koriilményeket

alkalmaztam, azaz kéthetes kortdl két héten at 36 °C-on végeztem. A kivalasztott sziiloparokat
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vagy csoportokat a standard protokoll alapjan szaporitottam. Az utddok tartasdban sem
alkalmaztam eltér0 rendszert, egészen a masodik hetes korig. Ebben a korban kezdtem el
ugyanis a hokezeléseket. Els6 1épésben kivalasztottam 4x15 egyedet és ezekbol képeztem két
kontroll és két kezelt csoportot. A négy csoportot a kezelés végéig azonos viztérfogatban
tartottam (250-300 ml), ugyanolyan edényekben (11. abra). A kezelt csoportokat 36 °C-os
inkubatorba helyeztem a kéthetes kezelés végéig. Ez id6 alatt igyekeztem maximalizdlni a
tulélést. A csoportokban naponta ellendriztem az elhullést, valamint két naponta elvégeztem a
vizeseréeket is. A kezelt csoport esetében oxigénnel dusitott vizzel cseréltem ki az edényekben
1év6 vizet, mivel a magas homérsékelt hatasara csokken a koncentracidja, ez pedig tovabbi
elhulldsokat eredményezett volna. A kisérlet ideje alatt a kezelt és kontroll csoportot egyarant
szuszpenzios tappal takarmanyoztam.

A kezelés végeztével a kezelt egyedeket kivettem az inkubatorbol, majd nyolchetes korig
tartottam Oket a rendszeren kiviil. Ezt kdvetden keriiltek fel a rendszerre. Az egyes csoportok
ivararanyat 10-12 hetes korban ellendriztem le a GFP jelet mikroszkop alatt detektalva, hogy

meghatdrozzam sikeres volt-e a hokezelés és tortént-e ivararany eltolodas.

11. abra: A hdékezelésekhez hasznalt inkubator és edények. A hékezelések soran
az inkubatorban 14 napos kezeléseket végeztiink, ennek soran 35-36 °C-os
hémérsékleten tartottuk a halakat. (Forras: Sajat fotd)
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3.8. Genomi DNS izolalasa

A PCR reakciokhoz szilikséges genomi DNS-t Chelex alapu eljarassal (Yue és Orban, 2001)
izolaltam felndtt egyedek farokiiszojabol. Az izolélast a halak altatasdval kezdtem, majd ezt
kovetden vagtam le egy kb. 3-4 mm>-es darabot a farokiiszobol. Ezt helyeztem 70 uL Chelex
oldatba, hozzaadtam 5 ul Proteindz K oldatot, két 6ran at emésztettem 55 °C-on, majd az
enzimet hdvel inaktivaltam. Az igy kapott oldatot lecentrifugaltam, majd ebbdl adtam 1.5-3 uL-
t a PCR reakcidokhoz templatként. A mintazott halakat egyedi jelolés alapjan tartottam a

reakciok végéig, amig meg nem hataroztam a genomjukban hordozott transzgén kdpiaszamat.

3.9. A transzgén kopiaszamanak kimutatasa PCR-alapu genotipizalassal

A polimeraz lancreakcié (PCR) soran célzott DNS szakaszokat lehet felsokszorositani. A PCR
reakciot a kovetkezd komponensek felhasznalasaval allitjuk 6ssze: 10X PCR puffer, viz,
nukleotidok (dNTP), magnézium, primerek és polimerdz enzim. Az 1) gdspdr egyedek
azonositasara két primer part hasznéltunk fel, egy tin. duplex PCR reakcidban (5. abra). Az
egylk  primer par a  transzgén  szekvencidjara  tapad  fel = (EGFP2-F1
5’-ACCACATGAAGCAGCACGACT-3’, Twm 61 °G; EGFP-R1
5’-CTTCTCGTTGGGGTCTTTGC-3’, Tm 58 °C), a masik a transzgén beépiilése soran kiesett
genomi régiora (chr3del-F2 5’- ACAGCAGCGTCCTTGTCCCAG-C 3’ Tm 70 °C; chr3del-R2
5’-CGCGGAGTCCCCTGGCTCTC-3’, Tm 69.3 °C) tapad fel.

A reakcidt a kovetkez6 komponensekkel, térfogatokkal és koncentracioban allitottam dssze: 10
uL 2X High Fidelity PCT Mater Mix, 2 Ul *forward primer’ (1 uM), 2 uL ’reverse primer (1
uM), 4.5 uL viz, 1.5 uL DNS’.

A PCR-es sokszorositast az Analytik Jena GmbH cég Biometria TAdvanced tipust késziilékén
végeztiik, korabban beallitott homérsékleti profil mellett: kezdeti denaturdcio 98 °C 30
masodperc; 30 cikluson ismétlédve — denaturacio 98 °C 10 masodpercig; primerek kotddése 66
°C 30 masodpercig; lanc hosszabbitas 72 “C 30 mésodpercig; végso lanchosszabbitas 72 °C 10
percig.

A PCR termékekbdl 18 ulL-t 2%-os agar6z gélen ¢s TBE pufferben valasztottam el
gélelektroforézissel. A gélre tovabba a 100 bazisparos markert (New England Biolabs) vittem
fel molekulastly sztenderdként. A gélekrdl az Uvitec Cambridge Essential tipust digitalis

kameraval készitettem képeket.
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3.10. Uj gaspar allomany Kialakitasa

Az eredeti homozigota gaspdr allomany kialakitasakor hallgatétarsamnak Szabo Olivérnek
DNS alapu genotipizalasra volt sziiksége, mert csak az egyik sziild Orokitette tovabb a
transzgént. Ezért ki kellett valogatnia a homozigota egyedeket a keletkezett F2-es dllomanybol,
amelyeket késdbb tovabb tudott szaporitani. Ezek kdzott a transzgénre nézve harom kiilonb6zo
genotipus volt megtalalhat6: a homozigdta, a hemizigota és a vad tipusa (5.4bra) A genotipus
meghatarozasara farokuszobodl izolalt DNS mintat vett, amelybdl duplex PCR eljarassal
meghatdrozta a transzgén kopia szamat. Az igy kapott PCR termékeket gélelektroforézissel
elvalasztotta. A gélképeken jol lathatd a genotipusok kozotti kiillonbség, amelyrél a
késdbbiekben majd még emlitést teszek (20. abra)

Ezt kovetden elkezdtem a homozigdta gaspdr éallomany bdvitését abbol a célbdl, hogy
gyarapitsuk a gaspdr egyedek szamat és ndveljik az allomany genetikai diverzitasat is.
Ugyanazt a megkozelitést hasznaltam, mint az allomany kialakitasakor, azzal a kiilonbséggel,
hogy esetemben mindkét sziild0 homozigdta transzgénikus volt, ezért csak a pigmentaltsag
alapjan kellett szelektdlnom az utédokat.

Elsd 1épésként tobb csoportos ivatast is elvégeztem, ahol kereszteztem egymassal homozigota
transzgénikus gaspar egyedeket, homozigota transzgénikus ddx4:egfp egyedekkel. Majd az igy
keletkezett F1-es egyedek keresztezésével kialakitott F2-es generacidban mar négy kiilonbozo
fenotipus koziil kellett kiszelektalnom a gaspar egyedeket. El8szor a méasodik napon a bdrben
1évé melanofora fekete pigment alapjan, amely csak a roy orbison és a vad vonalakban
termelddott. Majd ezt kovetden az 6todik napon, ahol pedig a szemben 1évo reflektiv pigment
alapjan ki tudtam mikroszkdp segitségével szelektalni a fekete szemii gasparokat a csillogo

szemi nacre egyedek koziil (1. tablazat).
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1. tablazat: A Kkiilonb6z6 pigment mutiansok* el6fordulasa

z&z"’ Tejes
o
{&’3' F1 ++ N; + + R N; R
#+ | H[HH/+ | 4N+ | +/+ 4R +/N;+/R
@ N; + | N/++/+ | N/N;+/+ [ N/+;+/R | N/N; +/R
= HR | 4/ R/ | UNR/+ | +/4R/R| +/N; R/R
N;R | N/+;R/+| N/N;R/+ | N/+; R/R| N/N;R/R

*A fehér szinnel a pigmentalt vad tipust (56,25%); citromsargaval a nacre vonalat
(18,75%); kékkel a roy orbison mutans (18,75%); mig a narancssargaval a gdaspar

vonalat (6,25%) jeloltem. Allélek jeldlése: +, vad; N, nacre; R, roy orbison.
3.11. Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai vizsgalatara tobb moddszert is alkalmaztunk. F-probat haszndltunk az
eredmények 4tlagainak Osszehasonlitdsara, T-probat pedig arra, hogy megnézziik van a
szignifikans kiilonbség az adatok kozt. A szignifikancia szintet 0,05-ben hatiroztuk meg, igy
amely kiilonbség elérte ezt a szintet azt szignifikdns eredményként kezeltiik. Emellett
hasznaltunk még variancia analizist is, amellyel megvizsgaltuk az adatok sokasagi szorasat. Az

adatok analizalasara az Excel programot hasznaltam (Microsoft).
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1 A pigmentalt transzgénikus csaladok nem produkaltak szignifikansan

tobb ikrat a pigmenthiianyos csaladoknal

A pigmentalt tg{ddx4:gfp} és a pigmenthidnyos gaspar vonalak dsszehasonlito elemzése soran
el6szor a szaporasagot vizsgaltam. Munkam sordn nyolc (4+4) sziilépart szaporitottam, melyek
a kovetkezO jeloléseket kaptak: tg{ddx4:gfp} sziléparok: DDX4.1, DDX4.2, DDX4.3,
DDX4.4; gaspar sziiloparok: GPR.1, GPR.2, GPR.3, GPR.4. Ezeket 0sszesen 13 alkalommal
sikeriilt leszaporitanom. A négy tg{ddx4:gfp} szilopar 6t alkalommal adott ikrat, dsszesen
1.444 darabot. A gaspar sziildparok esetében nyolc sikeres ivatast tudtam elvégezni, 0sszesen
1.691 darab ikrat raktak le.

A szaporitasonkénti atlagos ikraszdm Osszehasonlitisa azt mutatta, hogy a tg{ddx4:gfp}
szlloparok joval termékenyebbnek mutatkoztak, mint a gdspdr-ok. Az eldbbiek
szaporitasonként atlagosan 289 ikrat, mig az utdbbiak csak atlagosan 211 ikrat adtak (12. abra).
A statisztikai analizisekhez a csalddokat Osszevontam és egységesen kezeltem, hogy még
pontosabb legyen az 0sszehasonlitd elemzés. Mivel a két vonal esetében eltéré szamu volt a
sikeres szaporitas, ezért ezekbdl véletlenszerlien kivalasztottam 4-4 sziilopar szaporitasabol
szarmazo ikrékat, ezekkel szamoltam a talélési szignifikancia szint meghatdrozasanal is
(4.2. alfejezet). A kivalasztott szaporitdsokbdl szdrmazd ikraszdm a két vonal kozott nem

mutatott szignifikanciat a Student t-préba alapjan.
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12. abra: A pigmentalt tg{ddx4:gfp} sziiloparok tobb ikrat adtak le, mint a
pigmenthidnyos gdspdr sziilléparok, de a Kiilonbség nem volt statisztikailag
szignifikans. A ‘box plot’-okban négy-négy paronkénti ivatasbol kapott adatokat
abrazoltuk. A tg{ddx4:gfp} vonal (kék,bal) esetében 6t, mig a gdspdr vonal (narancs,
jobb) esetében nyolc ivatasbol szarmazo ikraszamot dsszegeztiik. A statisztikai analizist
a véletlenszertien kivalasztott 4-4 sikeres ivatas ikraszamai alapjan Student t-probaval
végeztik.
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4.2 A pigmentalt egyedek tulélési aranya harom hetes korban

szignifikansan magasabb volt a pigmenthianyosokénal

A szaporitasokbol szdrmaz6 ikrakat minden csalad esetében felneveltiik, hogy megallapitsuk
tapasztalhatd-e szignifikans kiilonbség a két vonal kozott a talélés soran. A sziildparok altal
leadott ikrdkat el6szor harom csoportba osztottam szét, amelyek az A/B/C jelolést kaptak,
ezekbe a kisérleti csoportokba 50-50 ikrat tettem és figyeltem meg. Amennyibben az adott
szaporitasbol rendelkeztem tobb embrioval is, gy képeztem egy M (vagyis maradék) csoportot
is. Els6korben az A/B/C csoportok talélését figyeltem meg és hasonlitottam 0ssze a két vonal
kozott. A tuléléseket az elsd-, az 6tddik-, és a 21. egyedfejlodési napokon ellendriztem.

Az eredmények azt mutattdk, hogy az 4tlagos tulélés az 6todik egyedfejlédési napra a
pigmentalt csaladok esetében 79 %, a pigment szegény vonal esetében pedig 69 % volt, azaz
nem volt szamottevo kiilonbség a tg{ddx4:gfp} és a gaspdr vonal egyedeinek tilélése kozott. A
kiilonbségek a két vonal kozott a 21. egyedfejlodési napon lettek egyértelmuek. Ekkor keriiltek
ugyanis fel az egyedek a haltartd rendszeriinkre, ezért ezt a pontot tekintettem a kisérletek
végének, ezutan végeztem el a statisztikai elemzéseket. A tg{ddx4:gfp} sziildparok esetében a
csoportok atlagosan 49 %-os aranyban, a gdspar csalddok 20.8 %-ban éltek tul (13. abra). A
tulélések statisztikai elemzése sordn az el6z0 fejezetben emlitett 4-4 sikeres szaporitas adataival
szdmoltam. Az 21. napon tapasztalt tal¢lések Student t-probaval tortént elemzése azt mutatta,
hogy a tg{ddx4:gfp} sziiléparok utddai szignifikdnsan jobb tulélést mutattak.

A tovabbiakban nem csak az Osszes csalad atlagat vizsgaltam, hanem 6sszehasonlitottam egy-
egy kiemelt csaladot mindkét vonalbdl. Azokat a csaladokat valasztottam, amelyeket a
legtobbszor szaporitottam sikeresen, hogy meghatarozzam azt, hogy csaldd szinten is jelen van-
e a talélési tendencia a vonalak kozott. A kivalasztott gdspdr csalad (GPR.1) esetében ez hdrom,
mig a tg{ddx4:gfp} csalad (DDX4.1) esetében két szaporitast jelentett.

A két csaladnal meglévo szaporitasok eredményeit atlagolva elemeztem. Ennél az analizisnél
azt tapasztaltam, hogy a két csaladban alacsonyabb volt a tilélés, mint az egész atlag esetében,
azonban a tendencia megegyezett. A gdspar csalad tulélése az 6todik egyedfejlédési napig
hasonld volt, mint a tg{ddx4:gfp} csaladnak. A 21. napos korra azonban a tulélési egyedszam
nagy kiilonbségeket mutatott. A rg{ddx4:gfp} csalad egyedeinek 46.5 %-a, a kiemelt gdaspar
csaladnak pedig csupan 10.33 %-a ¢lt tal a kisérlet lezarasaig (14. abra). Mivel a csoportok
nagyon eltéré egyedszamuak voltak, igy nem tudtam statisztikai szamoldst végezni a

szignifikancia szint megallapitasara.
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13. abra: A fg{ddx4:gfp} és gdaspar utédok tilélése a korai idépontoknal nem
kiilonbozott, de 21 dpf korban szignifikinsan magasabb volt pigmentalt
egyedekben. Az oszlopokban négy-négy sziilOpartol, és a tg{ddx4:gfp} vonal (kék, bal)
esetében Ot, mig a gaspar vonal (narancs, jobb) esetében nyolc ivatasbol szarmazo
adatokat Osszegeztiink. A statisztikai analizist Student t-probaval végeztik a
kivélasztott szaporitasok alapjan (* - p<0.02).
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14. abra: A legtobbszor sikeresen szaporitott csalddok hasonlé tendenciat
mutattak a tialélésben, mint a csaladok atlaga. Az oszlopok egy-egy csalad értékeit
abrazoljak: tg{ddx4:gfp} vonal (kék, bal), gaspdr vonal (narancs, jobb).

Osszegezve, a két vonal szaporasaganak és tulélési aranyanak elemzésével bebizonyitottam,
hogy a gdspdr vonal egyedei valoban gyengébben teljesitenek a pigmentalt transzgénikus
vonalhoz képest. Ez egy ijabb bizonyiték lehet arra, hogy a pigmentek hianya, amelyek fontos
védekezési folyamatokban vesznek részt, negativan befolyédsolhatja a talélés esélyét (Patterson

¢s Parichy, 2019).
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A korai elhullasok az egyedfejlédési elsé 6t napjan nem mutattak olyan drasztikus kiilonbséget
a két vonal kozott, mint a kisérletek végeztével. Annak érdekében, hogy biztosan ki tudjam
jelenteni, hogy a két vonal tulélése valoban hasonlé a korai napokban és nem csak a csaladok
esetében figyelhetd ez meg, elvégeztem a kisérleteket csoportos szaporitdsokbol szdrmazo
embridkon ¢és larvakon is. A tg{ddx4:gfp} és a gdspar vonal esetében is Osszesen Ot-Ot
tenyészegyedet szaporitottam kis csoportos ivatassal (3 tejes + 2 ikrds). Az ikrdkat hasonloan
kezeltem és képeztem beldliik csoportokat, mint a paros szaporitdsok esetében. Ezen csoportok
talélését csak az elsd 6t napon kovettem. Az eredmények azt mutattdk, hogy a két vonal kozott
valdéban nem volt szignifikdns kiillonbség a korai fejlédés soran. A tg{ddx4:gfp} csoportbodl
szarmazo ikraknak elsé napra 98.6 %-a, mig az 6todik napra 92 %-a élte tul. A gdspar csoport
esetében az els6 napon 82 %-ot, az 6todik napon 72 %-ot jelentett (15. abra). A kisérelt soran
egy szaporitasbol szarmazo6 adatok élltak a rendelkezésemre, igy a Student t-probat nem tudtam

elvégezni.

100

80
g 60
wv
w
w
= 40
-
20
0
1. nap 5. nap
W ddx4-egpf W gaspdr

15. abra: A tg{ddx4:gfp} és gdspdar egyedek tulélési aranya egy csoportos
szaporitasbdl szirmazé embridok és larvak esetében sem mutatott kiilonbséget az
els6 6t nap soran. A kék oszlopok a tg{ddx4:gfp} vonalbol, mig a narancs oszlopok a
gaspdr vonalbol szarmazo adatokat 6sszegzik.

4.3 A tartasi stiriiség meghatarozo lehet a talélés mértéke szempontjabol

A két vonal Osszehasonlitdsa sordn a szaporitasokbdl tobb esetben is joval tobb embridt

kaptunk, mint amennyire az 50 egyedes A/B/C csoportok kialakitasahoz sziikségiink volt.
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Ezekbdl az ikrakbol maradék csoportot képeztiink (M csoport). A kutatdsom soran ezeknek a
csoportoknak az elhullasat is kdvettem annak érdekében, hogy megtudjam: az egyedsiiriiség
novelése hogyan befolydsolja a talélést. A kisérlet soran két tg{ddx4:gfp} (DDX4.1, DDX4.2)
csalad és harom gdspar (GPR.1, GPR.2, GPR.3) csalad adatait vettem figyelembe, mivel csak
ezeknél a kiemelt szaporitdsoknal volt elég nagy az M’ csoport egyedszama és ezaltal a
nevelési egyedstrisége (2. tablazat).

A maradék csoport kiindulési egyedszama a két tg{ddx4:gfp} csalad esetében volt a legnagyobb
(n=250 és 156), mig a gdspar csoportok esetében joval alacsonyabb (n=150, 105 és 100)
(2. tablazat). A megfigyeléseim soran azt tapasztaltam, hogy ardnyaiban az elsd két csoportnal
volt a legnagyobb elhullds 21. napos korban az A/B/C csoportokhoz hasonlitva
(16. abra). A gaspar csaladok esetében az elhullds mértéke aranyaiban joval kisebb volt, mint

a nagyobb egyedszamu csoportok esetében (16. abra).

2. tablazat: Az egyedsiiriiség drasztikus novelése negativan befolyasolta a tulélést

oy Csoportonkénti Tualélés a 21. napon
Sziilépar Csoport egyedszdm (%)
A/B/C 50 59.66
*
DDX4.1 M 250 7.2
A/B/C 50 53.33
DDX4.2 M 156 21.8
A/B/C 50 253
*%
GPR1 M 150 30
A/B/C 50 48
GPR.3 M 105 37.1
A/B/C 50 36.6
PR.4
G M 100 19

* a kék kiemelés a tg{ddx4:gfp} sziiléparokat jelzi

** a sarga kiemelés a gdspar sziiloparokat jelzi

Ennek fényében valoszinii, hogy a magas stiriség jelentdsen csokkenti a korai talélés esélyeit.
Sajnos az alacsony kisérleti egyedszdm miatt ezek az eredmények nem tekinthetdk
véglegesnek, inkabb csak jelzik, hogy ezt késobb érdemes lehet majd tobb csalad esetében

megvizsgalni.
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16. Abra: A magas tartasi siliriiség csokkentheti a tulélés esélyeit.

A kiemelt csaladok utédainak A/B/C csoportjait 6tven egyedenként, mig a maradék (M)
csoportjait ugyanakkora csészében magasabb (atlagosan 203 (kék), illetve 118
(narancs) egyedszammal neveltiik, a kék oszlopok a tg{ddx4:gfp} vonalbdl, mig a
narancs oszlopok a gdspdr vonalbol szarmazo adatokat 6sszegzik az atlagos tulélés
alapjan.

4.4 A tglddx4:gfp} egyedek testtomege szignifikansan nagyobb volt a gdspdr
egyedekénél

A halak novekedési erélyének megéllapitasahoz a két vonalbol 10-10 ikrast és himet
hasonlitottunk 6ssze sztenderd testhossz és testtomeg alapjan. A méréseket Szabo Olivér, mig
az adatok statisztikai analizisét én magam végeztem el. Az analizis soran el@szor ivaronként
hasonlitottam 0ssze a két vonal sztenderd testhosszat. Az adatok alapjan a ndstények esetében
volt nagyobb kiilonbség a két vonal kdzott, azonban az elhanyagolhaté mértékiinek mondhato,
mindossze 1.6 mm. A két vonal sztenderd testhosszat az ivarok atlagoldsaval is
Osszehasonlitottam, ennek eredménye sem adott szdmottevd kiilonbséget a tg{ddx4:gfp} és a
gaspar vonal kozott. A himek 6sszehasonlitasa soran lathatd, hogy nincsen jelentds kiilonbség,
mig az ikrasok esetében mar szamottevobb. Ezért a ndstényeken kiilon elvégeztem a statisztikai
analizist Student t-probaval, de ennek az eredménye sem mutatott szignifikans kiilonbséget (17.

abra).
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17. 4bra: A tg{ddx4:gfp} és gaspdr vonalak egyedeinek a sztenderd testhossza
felnott korban hasonlé volt. A kék oszlopok a tg{ddx4.gfp} vonalbol, mig a narancs
oszlopok a gaspdr vonalbdl szarmazé adatokat 0sszegzik. A himek esetében lathatéan
nem volt akkora kiilonbség, mint az ikrasok esetében. A szignifikancia szinteket az
ikrasokon Student t-prébaval vizsgaltuk.

A két vonal testtomegének vizsgalatat ugyanilyen formaban ellendriztem. A tg{ddx4:gfp} vonal
esetében a ndstények és himek egyiittes atlagtomege 0.707 gramm volt, ugyanez az érték a
gaspar vonal esetében jelentdsen alacsonyabb, minddssze 0.408 gramm. A két vonal
testtomege kozotti kiillonbség a két ivart egylitt vizsgalva a statisztikai analizis alapjan

szignifikansnak bizonyult (p<0.05; 18. dbra).
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18. abra: A testtomegek Osszehasonlitisa a két ivar egyiittes dsszevetésénél a
tg{ddx4:gfp} vonal egyedeinek atlagit szignifikinsan nagyobbnak mutatta. A kék
oszlopok a tg{ddx4:gfp} vonalbdl, mig a narancs oszlopok a gdspdr vonalbdl szarmazo
adatokat 0sszegzik. A statisztikai analizist Student t-probaval végeztiik (* - p<0,05).
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4.5 A hokezelt csalad utodaiban jelentés ivararany eltolodast tudtam

kimutatni a himek iranyaba

A hokezeléseket a tilélési megfigyeléseknél mar ismertetetett DDX4.1 csalad utodain kezdtem
el. Azért valasztottuk ki ezt a csaladot, mert a kezeletlen (kontroll) egyedek ivararanya ~50%-
os volt 300 egyedet megvizsgalva, ezaltal egy esetleges kisebb mértékii, a himek iranyaba
torténd ivararany eltolodast is fel lehet ismerni benne. Osszesen harom hékezelést (HK1, HK2
¢s HK3) végeztem el ezen a csalddon (ugyanazon ikras €s him keresztezésébdl szarmazo
utédokon).

Mindharom hokezelés soran ki tudtam mutatni az utédokban a hdkezelés okozta ivararany
eltolodast a himek iranyaba. Az ivararany ellendrzés soran a HK1-es kezelésben résztvevd
halak 100% volt him (n=21), a kontroll halaknak pedig csupan az 57 %-a (n=14). Ebben a
kisérletben ez egy 43 %-os eltolddast jelentett a himek iranyaba. A HK2 esetében szintén
sikeriilt elérni a himek aranyéanak novekedését. A kezelt csoportban 89 % volt a himek aranya
(n=18), mig a kontroll csoportban pedig 45.5 % (n=22), ez 44.5 %-os eltolddast jelentett. A
HK3-csoportnal pedig a kezelt csoportban 100% volt a himek aranya (n=14), a kontroll
csoportban pedig 42% (n=18), ebben az esetben 58%-os ivararany eltolas tortént. (19. abra).
Az eredmények alapjan sikeresen azonositottam egy hdre valaszold pigmentalt csaladot
(DDX4.1), amelyben harom fliggetlen kisérlet soran jelentdsen nétt a himek aranya a hdkezelés
hatasara.

Ezt kdvetden a pigmenthianyos gaspar vonalon is 6t alkalommal végeztem hokezeléseket, de
egyik esetben sem jartam sikerrel, mivel a nagy mértékii elhullas miatt le kellett allitani a
kisérleteket. Ennek oka feltételezhetéen a gyengébb immunrendszer, mivel a pigmentek hianya

negativan befolyasol egyes immunrendszeri folyamatokat.
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19. dbra: A korai hdokezelések soran azonositottam egy hére vilaszolo csaladot,
melyben a himek arinya mindhirom Kkezelés eredményeként jelentésen
megemelkedett. A kék oszlopok a kezeletlen kontroll csoportokban, mig a
narancssarga oszlopok a hdkezelt csoportokban mutatjdk a himek aranyat.
(Roviditések: HK1- els6 hokezelés; HK2 — masodik hokezelés; HK3- harmadik
hékezelés)

Himek aranya (%)

4.6 Uj gdspdr egyedek azonositisa az allomany bévitése céljabol

Egyik fontos feladatom a gdspdr tenyészallomany egyedszamanak bdvitése volt annak
stabilitdsanak novelése és a genetikai valtozatossag fokozasa céljabol. Hallgatotarsam, Szabd
Olivér Maté korabbi munkéja soran nem sziirte ki az 6sszes gaspdr egyedet a hemizigotak koziil
a transzgén kopiaszama alapjan (Szabo, 2023). Mivel ezek a halak rendelkezésemre alltak és
megfeleléek voltak az alloméany bdvitésére ezért elvégeztem rajtuk egy a koradbbi munkéabol
atvett és beallitott duplex PCR alapu analizist (Szabo, 2025), hogy megtaldljam a transzgént

homozigdta formaban hordozo halakat.

Osszesen 83 gdspdr egyed genomi DNS-ét vizsgaltam meg PCR-rel. A duplex PCR reakci6
termékeit 2%-os agardz gélen valasztottam el (20. abra). A megvizsgalt egyedekbdl 78
bizonyult homozigota transzgénikus gdspar-nak. Az jonnan kivalasztott homozigota gaspar
egyedeket a tovabbiakban kollégaim fel fogjak hasznalni allomanybdvitési és kisérleti célokra

egyarant.
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20. abra: Uj homozigéta gdspdr egyedek azonositasa kettés PCR reakcioval.

A kopiaszam meghatarozasahoz két olyan primert hasznaltam, ami korabbi PCR tesztek
altal biztosan miitkddnek. A transzgén jelenlétét mutato egfp primer part (alsé fragment,
415 bp) és a kiesett genomi régiot célzo primer part (fels6 fragment, 815 bp) egyiitt
sokszorositottuk fel egy duplex PCR reakciokban. (Roviditések: Hem — hemizigota,
Hom - homozigéta, Chr3 — a 3-as kromoszoma, egfp — a transzgén, AB -
transzgénmentes kontroll, H>O — templatmentes kontroll, 1 kb — molekulasuly marker).

4.7 Uj gdspdr allomany Kialakitasa egyszeriisitett szelekciéval

Ahogy mar korabbiakban is részleteztem az eredeti gaspdr allomany tovabb szlirése mellett,
elkezdtem a meglévé homozigéta dllomany bévitését. Ot kiilonbdzé alkalommal homozigéta
gaspar egyedeket kereszteztem homozigota pigmentalt transzgénikus tg{ddx4:gfp} egyedekkel.
Az igy kapott F1-es generacioban még egyontetiien vad fenotipusu volt az 6sszes egyed, mivel
a fekete és eziistos pigmentekért felelds gének dominans moédon 6roklédnek. gy ezt a
generaciot szintén fel kellett nevelni ahhoz, hogy szaporitani tudjam 6ket, és az igy keletkezett
F2-es generacidban, mar négy kiillonb6zd pigment fenotipus koziil valogattam ki a gdspar
egyedeket. Mivel a szililok mindegyike hordozta a transzgént, igy arra nem kellett tesztelnem.
A kutatasom soran kozel 3000 ikrat allitottam el6 szaporitasokkal, ebbdl csupan nyolc szazalék
volt az altalam keresett vonalba tartozé egyedek aranya. Ezaltal koriilbeliil 240 gaspar egyedet
tudtam kiszelektalni, amelybdl az elhullasok kdvetkeztében 55 felndtt halat nyertem. Ez a szdm
elég volt ahhoz, hogy az allomanyunk létszamat jelentdsen novelni tudjuk és csokkentsiik a

jovobeni beltenyésztés esélyeit.
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4.8 Hozzajarulasok

A kisérletek megtervezését és a munkdm soran elért eredményeim kiértékelését és feldolgozasat
kiilsé konzulenseim Dr. Szeverényi Ildiko és Dr. Orban Laszl6 iranyitasaval végeztem. Ok
voltak a témavezetdim egészen a munkam késoi szakaszdig, azonban ezt kdvetden is tovabb
segitettek a kutatdsomat a tanacsadasukkal. A napi munkdmhoz sziikséges alapvetd ismereteket
Szabd Olivér Matétol és Hirth Mirellatol tanultam meg. A PCR-es kisérleteket és a gaspar
egyedek szelekcidjat Szabd Olivér Maté iranyitasaval, vele egyiitt dolgozva végeztem el.

A hokezelésben és a mikroszkoppal valod szexalasban Hirth Mirella segitett, akinek korabbi
munk3dja a hokezelések koriilményeinek beallitasaban nagymértékben hozza jarult az itt kapott
eredményeimhez.

A halak gondozasaban, etetésében, szaporitasaban és megfigyelésében nagy segitségemre volt
Horvath Kornél, Marton Csaba és az Elvonal Halgenomikai Kutatocsoport munkatarsai.

Osszességében a jelen szakdolgozatban 1évé munkak 75%-4t én magam végeztem el.

33



5.  Limitaciok

5.1. A tulélési arany osszehasonlitasat hatraltato tényezok

A szaporitds mind a tg{ddx4:gfp} €s a pigment hidnyos gaspdr vonalon nehéznek bizonyult
mivel tobb esetben nem adtak a tenyészparok ikrat. A sziiléparokat esetenként akar 7-8-szor is
felraktuk ivatni, azonban a sikeres ivatdsok szdma egy-egy csalddnal maximum harom alkalom
volt. A kisérletem soran kiemelkedden fontos lett volna a csalddok minél t6bbszori szaporitasa,
hogy pontosabb eredményeket kaphassak. Ennek hidnydban kisebb adatsorral tudtam csak

dolgozni.

r

5.2. A vizsgalt halak ivarat csak késobb tudtuk meghatarozni

A vad tipusu zebradaniok ivara a fenotipusos jegyek alapjan csak harom hénapos korban
hatarozhaté meg (Von Hofsten és Olsson, 2005), mert az ivarszervek transzformacioja akkorra
fejezddik be biztosan. A mi transzgénikus vonalainkban ez az idépont 2-4 héttel kordbbra

tolhat6, azonban ez még mindig késleltette a héérzékeny csaladok azonositasat.

5.3. A hokezelésekre hasznalt inkubator befogadasi képessége

Az inkubatorba egyszerre csak két hokezelésre hasznalt tartalyt tudtunk behelyezni, azaz csak
egy csoport hokezelésére volt egyszerre elegendd hely. Ezért a kezeléseket lassabban tudtuk
elvégezni, az el6z6 kezelések végeztével. Ez jelentdsen lelassitotta az (1j hdére vélaszold

csaladok azonositasanak folyamatat.
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6. Kovetkeztetések és javaslatok

A fenti eredményekbdl a kovetkezd kovetkeztetéseket vontam le és a kovetkezd javaslatokat
teszem:

(1) Ahhoz, hogy a tg{ddx4:gfp} vonalhoz hasonl6 tulél6é egyed szamot tudjunk produkalni

a gaspar vonalon is, meg kell ndvelni a sziiléparok és szaporitasok szamat. Kéthetes

intenzitassal kell majd szaporitasokat elvégezni, hogy megfeleld ikra mennyiség alljon

rendelkezésre. Tovabba novelni kell a csoportos szaporitasok szadmat is, mivel nagyobb

eséllyel lesznek sikeresek és tobb ikrat eredményeznek, ezaltal stabilizalhat6 az Uj

generacio szama.

(2) Az 6todik naptol szamottevo kiillonbség mutatkozott a két a vonal talélési aranya kozott.
Ennek oka, hogy pigment hidnya kihat az ellenédllképességre és ezaltal a tulélésre is.
Megoldas lehet erre a problémara a gdspar vonalon az egyedstiriiség csokkentése, mivel
az eddigi tapasztalatok azt mutatjak, hogy kihatdssal van a tulélt egyedek aranyéra.
Emellett az is elOsegitheti a probléma megoldasat, ha fokozatosan szoktatjak at az uj
kornyezethez, vagy esetlegesen a tap valtoztatashoz. Kell6 figyelemmel kell lenni arra
is, hogy vizmindsége is megfeleld legyen és az etetési protokoll megvalasztasara is,

amelyet befolyasol az egyedek mérete €s a tartasi slirliség is.

(3) A két vonal fejlédésének Osszehasonlitdsdhoz elengedhetetlen, hogy a hasonlitand6
szaporitasok egyidejliileg legyenek elvégezve, mivel igy tudjunk majd 6ket jol
Osszevetni. Ehhez az sziikséges, hogy legalabb 6-8 sziilopart kell vonalanként egyszerre
ivatni, hogy noveljiik a sikeres ivatasok esélyét.

(4) Eredményeim azt jelzik, hogy a nevelési egyedsilirliség ndvelése negativan hat a
stiriségre, mert csokkenti az €letteret, noveli a csoporton beliili stressz, megbetegedés
vagy elhullas esélyét. Emiatt, ha novelni akarjuk egy adott ivadékcsoport tulélési

aranyat akkor érdemes Oket ikra allapottol kezdve kisebb csoportokban tartani.
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7. Osszefoglalas

A kutatasaimat az Elvonal Halgenomikai Kutatocsoport keszthelyi laboratoriumaban végeztem
elsésorban azt, hogyan alakulnak ki az ivarok az un. tg{ddx4.:egfp} pigmentalt transzgénikus
vonalat hasznalva. Emellett alkalmam volt vizsgalatokat végezni a kordbban hallgatdtarsam,
Szabd Olivér Maté altal 1étrehozott pigmenthianyos gdspdr vonalon is, mely ugyanazt a
transzgént tartalmazza. Ennek az Gjonnan létrehozott vonalnak az a nagy elonye, hogy mivel
atlatszo az ivarszervek kialakuldsa és fejlddése sokkal jobban nyomon kovethetd, mint a
pigmentalt transzgénikus vonal esetében.

A kutatasom lényege az volt, hogy ezt a két transzgénikus vonalat ndvekedésiik soran
Osszehasonlitsam és ezaltal elvégezzem a gdspar vonal alapszintli jellemzését. A kisérleteim
soran vizsgaltam a két vonal utddainak talélését, és kimutattam, hogy a pigmentalt
tg{ddx4:egfp} vonal esetében szignifikdnsan magasabb az utodok tulélési aranya az 6todik
napon amikor kikeriiltek az inkubatorbol. A két vonal sulygyarapodéasanak 6sszehasonlitasaval
szintén szignifikdns kiilonbséget tudtam kimutatni a pigmentalt vonal javara. Elvégeztem
tovabba hokezeléseket az ivararany himek irdnyaba billentése céljabol, ennek soran sikeresen
azonositottam egy hore valaszold csaladot. Tovabba bdvitettem a laborunkban 1évd gaspdr
allomanyt pigment alapt szelekcids eljarassal. A munkdm sordn elsajatitottam az alapvetd
molekularis technikékat is a kordbban nem tesztelt gaspar egyedek genotipizalasaval, vagyis a
transzgén kopia szaméanak meghatdrozdsaval. Ennek soran szamos Uj homozigdta egyedet
azonositottam, amelyekkel béviteni tudtam a gaspar alloményt.

A kutatdsom soran tobb olyan eredményt kaptam, amivel hozzéjarulhattam a laboratoriumban
folyé munkdkhoz. Emellett a munkdm soran szdmos ismeretet €s tudast sajatithattam el, ami

nagyon hasznos lesz a késébbi tudomanyos munkaim soran.
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8. Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretnék koszonetet mondani Dr. Beliczky Gabornak, hogy a munka késd6i fazisaban
atvette a témavezetdi feladatokat, segitett bebiztositani a gyakorlati helyemet a Pelso Fish Zrt-
nél, és leellendrizte a diplomamunkamat a beadas eldtt.

K06szonom Dr. Szeverényi Ildikonak €s Dr. Orban Léaszlonak, hogy vallaltak a szakdolgozatom
témavezetését, a munkam soran rengeteg tanaccsal lattak el, és segitették a TDK-dolgozatom
ill. diplomamunkdam megirasat.

Ko6szondm tovabba a két mentorom Hirth Mirella és Szabd Olivér Maté segitségét, akik
megtanitottdk a mikroszkoppal, hékezeld inkubatorral térténd munkakat és PCR-kisérletek
elvégzését. Tovabba a rengeteg szakmai tanacsot, amivel ellattak a munkdm soran. A
dolgozatom megirasa soran kiemelked6 segitséget kaptam Szabo Olivér Matétol, melyet kiilon
k6szonok.

Koszonet illeti tovabba az Alkalmazott Halbiologia tanszék munkatarsait, akik tanacsaikkal és
az ligyeletek sordn végzett munkdjukkal hozzajarultak a kutatdsom sikeréhez. Kdszonettel
tartozom Horvath Kornélnak és Marton Csabénak, akik az eltelt id6 alatt segitették a kisérleti
halaimat tartani és felnevelni.

Ko6sz6ndm a csaladdomnak és a barataimnak, hogy a munkém és tanulményaim alatt folyamatos

tdmogatast nyujtottak.

37



9. Irodalomjegyzék

Augstenova, B. és W-J. Ma (2025). Decoding Dmrt1: insights into vertebrate sex determination
and gonadal sex differentiation, Journal of Evolutionary Biology 38(7): 811-831,
https://doi.org/10.1093/jeb/voaf031

Campbell, C.A., O. Fursova, X. Cheng, E. Snella, A. McCune, L. Li, B. Solchenberger, és mtsai
(2021). A zebrafish model of granulin deficiency reveals essential roles in myeloid cell
differentiation. Blood Advances 53): 796-811.
https://doi.org/10.1182/bloodadvances.2020003096.

Choi, T-Y., T-I. Choi, Y-R. Lee, S-K. Choe, ¢s C-H. Kim (2021). Zebrafish as an animal model
for biomedical research. Experimental & Molecular Medicine 53(3): 310-17.
https://doi.org/10.1038/s12276-021-00571-5.

Devlin, R.H. és Y. Nagahama (2002). Sex determination and sex differentiation in fish: an
overview of genetic, physiological, and environmental influences. Aquaculture 208:

191-364. https://doi.org/10.1016/S0044-8486(02)00057-1.

Hawkins, M.R., és R.A. Wingert (2023). Zebrafish as a model to study retinoic acid signaling
in development and disease. Biomedicines 11(4): 4-5.
https://doi.org/10.3390/biomedicines11041180.

Kimmel, C.B., W.W. Ballard, S.R. Kimmel, B. Ullmann, és T.F. Schilling (1995). Stages of
embryonic development of the zebrafish. Developmental Dynamics 203 (3): 253-310.
https://doi.org/10.1002/aja.1002030302.

Kravel, A.V. és L.C. Olsen (2002). Expression of a vas::EGFP transgene in primordial germ
cells of the zebrafish. Mechanisms of Development 116(1-2): 141-50.
https://doi.org/10.1016/S0925-4773(02)00154-5.

Krovel, A.V. és L.C. Olsen (2004). Sexual dimorphic expression pattern of a splice variant of
zebrafish vasa during gonadal development. Developmental Biology 271(1): 190-97.
https://doi.org/10.1016/j.ydbio.2004.04.004.

Liew, W.C., és L. Orban (2014). Zebrafish Sex: A complicated affair. Briefings in Functional
Genomics 13 (2): 172—87. https://doi.org/10.1093/bfgp/elt041.

Liew, W.C., R. Bartfai, Z. Lim, R. Sreenivasan, K.R. Siegfried, és L. Orban (2012). Polygenic
sex  determination  system in  zebrafish. PLoS ONE 7(4): 9-10.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0034397.

Luzio, A., Santos, D., Monteiro, S. M., & Coimbra, A. M. (2021). Zebrafish male
differentiation: Do all testes go through a juvenile ovary stage? Tissue and Cell, 72,
101545: (3-5) https://doi.org/10.1016/j.tice.2021.101545

Nagahama, Y., & Yamashita, M. (2008). Regulation of oocyte maturation in fish. Development,
Growth & Differentiation, 50, S195-S219.  https://doi.org/10.1111/;.1440-
169X.2008.01019.x

Nusslein -Volhard, C., és R. Dahm (2002). Zebrafish: A Practical Approach. Oxford University
Press (Book).

Orban, L., R. Sreenivasan ¢és P-E. Olsson (2009). Long and winding roads: Testis differentiation
in  zebrafish. = Molecular and  Cellular  Endocrinology  312:  35-41.
https://doi.org/10.1016/;.mce.2009.04.014)

38


https://doi.org/10.1016/S0044-8486(02)00057-1
https://doi.org/10.3390/biomedicines11041180

Patterson, L.B., és D.M. Parichy (2019). Zebrafish pigment pattern formation: Insights into the
development and evolution of adult form. Annual Review of Genetics 53 (1): 505-30.
https://doi.org/10.1146/annurev-genet-112618-043741.

Pethd, C. (2023). Hémérséklet okozta ivararany valtozasvizsgalata zebradanié modellen.
OTDK Kaposvar 2023

Ribas, L., W.C. Liew, N. Diaz, R. Sreenivasan, L. Orban, és F. Piferrer (2017a). Heat-induced
masculinization in domesticated zebrafish is family-specific and yields a set of different

gonadal transcriptomes. Proceedings of the National Academy of Sciences of USA
114(6): E941-E950. https://doi.org/10.1073/pnas.1609411114.

Ribas, L., A. Valdivieso, N. Diaz és Francesc Piferrer (2017b). Appropriate rearing density in
domesticated zebrafish to avoid masculinization: links with the stress response. Journal
of Experimental Biology 220(6), 1056—1064. https://doi.org/10.1242/jeb.144980

Sreenivasan, R., J. Jiang, X. Wang, R. Bartfai, H.Y. Kwan, A. Christoffels, és L. Orban (2014).
Gonad differentiation in zebrafish is regulated by the canonical Wnt signaling pathway.
Biology of Reproduction 90(2): 2-6. https://doi.org/10.1095/biolreprod.113.110874.

Szabo, O.M. (2023). Ivar-specifikusan expresszal6do transzgén bevitele atlatszo zebradanidba
korai szelekcids eljarassal. OTDK Kaposvar, 2023.

Szabo, O.M., Hirth M., Szabd Gy., Orban L. és Szeverényi 1. (2023). Early selection allows for
efficient and rapid introgression of a reporter construct into a partially transparent
zebrafish line. ’Flash-talk’ at the 10th European Zebrafish Conference, Krakkd,
Lengyelorszag, 2023.

Takahashi, H. (1977). Juvenile Hermaphroditism in the zebrafish, Brachydanio rerio. Bulletin
of the Faculty of Fisheries  Hokkaido  University  28:  57-65.
https://eprints.lib.hokudai.ac.jp/dspace/bitstream/2115/23605/1/28(2) P57-65.pdf

Trevarrow, B., és B. Robison (2004). Genetic backgrounds, standard lines, and husbandry of
zebrafish. In  Methods in  Cell Biology, 77:599-616.  Elsevier.
https://doi.org/10.1016/S0091-679X(04)77032-6.

Tzung, K.-W., R. Goto, J.M. Saju, R. Sreenivasan, T. Saito, K. Arai, E. Yamaha, M.S. Hossain,
M.E.K. Calvert, és L. Orban (2015). Early depletion of primordial germ cells in
zebrafish promotes testis formation. Stem Cell Reports 4 (1): 61-73.
https://doi.org/10.1016/j.stemcr.2014.10.011.

Von Hofsten, J., és P-E. Olsson (2005). Zebrafish sex determination and differentiation:

Involvement of FTZ-F1 genes. Reproductive Biology and Endocrinology 3(1): 63.
https://doi.org/10.1186/1477-7827-3-63.

Wang, X. G., R. Bartfai, I. Sleptsova-Freidrich, és L. Orban (2007). The timing and extent of
‘juvenile ovary’ phase are highly variable during zebrafish testis differentiation. Journal
of Fish Biology 70(sa): 33—44. https://doi.org/10.1111/5.1095-8649.2007.01363.

Warner, D. A., és R. Shine (2008). The adaptive significance of temperature-dependent sex
determination in a reptile. Nature 451(7178): 566—68.
https://doi.org/10.1038/nature06519.

White, R M., A. Sessa, C. Burke, T. Bowman, J. LeBlanc, C. Ceol és C. Bourque (2008).
Transparent adult zebrafish as a tool for in vivo transplantation analysis. Cell Stem Cell
2(2): 183—189. https://doi.org/10.1016/j.stem.2007.11.002.

39



10. Mellékletek

Mellékletek 1. tablazat: A sikeres szaporitasok soran a tg{ddx4-egfp} vonal csaladjai
atlagosan tobb ikrat adtak le.

- i . < o} ik A S itasonként atl
Sziilépar Szaporitas ideje | Leadottikraszam (db) ssze?;br)aszam lzeaaF:joortlt?::ansz:?n ?dt:g
2024.04.25 348
DDX4.1
2024.05.28 306
DDX4.2 2024.05.28 400 1444 288.8
DDX4.3 2024.05.28 190
DDX4.4 2024.05.28 200
2024.04.25 208
GPR.1 2024.05.10 300
2024.05.28 198
2024.05.10 145
GPR.2 1691 211.375
2024.05.28 180
GPR.3 2024.05.10 255
2024.05.10 200
GPR.4
2024.05.28 205

Mellékletek 2. tablazat: A tg{ddx4-egfp} vonal egyedei jobb tulélést mutattak.

L L Kiindulasi ikraszam Tualélés db (%) Atlagos tulélés (%)
Szulék Szuletésidatum | Csoportok
db (%) 1. nap 5.nap 21. nap 1.nap | 5.nap 21. nap
* 2024.04.25 A/B/IC 150 ( 100%) 150 ( 100%) 140 (93,3%) 60 (40%)
DDX4.1
2024.05.28 A/B/C 150 ( 100%) 133(88,6%) 99 (66%) 80 (53,3%)
DDX4.2 4/25/2024 A/B/C 150 ( 100%) 150 ( 100%) 85 (56,6%) 79 (52,66%) 97.7 79.1 49
DDX4.3 4/25/2024 A/B/C 150 ( 100%) 150 ( 100%) 140 (93,3%) 79(52,66%)
DDX4.4 4/25/2024 A/B/C 150 ( 100%) 150 (100%) 125 (83,3%) 70 (46,6%)
s 2024.04.25. A/B/IC 150 (100%) 150 (100%) 140 (93%) 0(0%)
GPR.1 2024.05.10 A/BIC 150 (100%) 121 (81%) 102 (68%) 15 (10%)
2024.05.28 A/B/C 150 (100%) 115 (77%) 110 (73%) 31(21%)
2024.05.10 A/B/IC 150 (100%) 66 (44%) 51 (34%) 18 (12%)
GPR.2 81 69.5 20.75
2024.05.28 A/B/C 150 (100%) 108 (72%) 93 (62%) 22 (15%)
2024.05.10 A/B/IC 150 (100%) 130 (87%) 105 (70%) 48 (32%)
GPR.3
2024.05.28 A/BIC 150 (100%) 139 (93%) 113 (75%) 62 (41%)
GPR.4 2024.05.10 A/B/C 150 (100%) 141 (94%) 122 (81%) 52 (35%)

* A ddsc4-egfp vonal sziil6parjai k6zott legtobb alkalommal (n=2) sikeresen szaporitott par

* A gaspar vonal szilGparjai kozott legtébb alkalommal (n=3) sikeresen szapotitott par
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Mellékletek 3. tablazat: A tg{ddx4-egfp} és gdspar vonal novekedési erélyének

osszehasonlitasa soran talaltunk szignifikanciat a két vonal kozott.

Vasa és Gaspar halak testméretének dssszehasonlitasa

Vonal Sziiletés Ha ID Ivar |Testméret (mm)| Testsuly (g)

1 Néstény 30 0.7

2 Néstény 30 0.91

3 Ndéstény 28 0.6

4 Néstény 30 0.9

5 Néstény 31 0.73

6 Néstény 30 0.83

7 Nostény 25 0.46

8 NOstény 31 0.6

9 Néstény 29 0.64

DDX4. 2024.01.10 10 Néstény 32 0.76

(7mpf) 11 Him 23 0.78

12 Him 24 0.56

13 Him 28 0.77

14 Him 28 0.9

15 Him 27 0.8

16 Him 28 0.6

17 Him 26 0.65

18 Him 28 0.63

19 Him 26 0.62

20 Him 30 0.7

1 NOéstény 28 0.4

2 NGéstény 28 0.43

3 Néstény 30 0.48

4 Néstény 30 0.5

5 NOstény 29 0.41

6 Néstény 29 0.41

7 Néstény 27 0.34

8 Néstény 27 0.33

9 NOéstény 27 0.31

GRP. 2023.10.30 10 Néstény 25 0.29

(9mpf) 11 Him 27 0.4

12 Him 26 0.41

13 Him 27 0.36

14 Him 25 0.35

15 Him 29 0.6

16 Him 28 0.48

17 Him 24 0.31

18 Him 28 0.44

19 Him 27 0.36

20 Him 30 0.55

*DDXA4.: tg{ddx4-egfp} vonal egyedeit jeloli a tablazatban
**GRP.: gaspar vonal egyedeit jeldli a tablazatban
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11. Nyilatkozatok

NYILATKOZAT

a szakdolgozat nyilvanos hozzaférésérél és eredetiségérdl

A hallgato neve: Cseresznyés Ferenc
A Hallgaté Neptun kdodja: IWPK2J
A dolgozat cime: Egy uj, atlatszo zebradanid vonal dllomanyanak kialakitasa

és dsszehasonlitd jellemzése

A megjelenés éve: 2025.

A konzulens intézetének neve: Akvakultura és Kdrnyezetbiztonsdgi Intézet (AKI)

A konzulens tanszékének a neve: Alkalmazott Halbiolégiai Tanszék, Georgikon Campus,
Keszthely

Kijelentem, hogy az altalam benyujtott szakdolgozat egyéni, eredeti jellegd, sajat szellemi alkotasom.
Azon részeket, melyeket mas szerz6k munkadjabdl vettem at, egyértelmiien megjeldltem, és az
irodalomjegyzékben szerepeltettem. Tovabba kijelentem, hogy a dolgozat elkészitése sordn
alkalmazott mesterséges intelligencia-eszkozok (pl. szoveggenerdlas, nyelvi javitds, forditas,
adatelemzés) hasznalata nem helyettesitette a sajat kutatasi és alkotdi munkamat, azok alkalmazasat
a forrasok kozott vagy a modszertani részben feltlintettem, és a szakmai-etikai elvarasoknak
megfelelGen jartam el.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant allitottam, tudomasul veszem, hogy a zardvizsga-bizottsag a
zardvizsgabal kizar és a zardvizsgat csak Uj dolgozat készitése utan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyomtatasat
engedélyezem.

Tudomasul veszem, hogy az altalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotas felhasznalasara,
hasznositasara a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori szellemitulajdon-kezelési
szabalyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltdltésre kerll a Magyar Agrar- és
Elettudomanyi Egyetem kdnyvtari repozitori rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy a megvédett és
- nem titkositott dolgozat a védést kovetben

- titkositasra engedélyezett dolgozat a benyljtasatol szamitott 5 év eltelte utan
nyilvanosan elérhetd és kereshetd lesz az Egyetem konyvtari repozitori rendszerében.

Kelt: 2025 év 11 ho 01 nap

Hallgato alairasa
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Hallgatok, doktoranduszok nyilatkozata mesterséges intelligencia (Ml)

alkalmazasarol
1. Altalanos adatok
Hallgaté neve: Cseresznyés Ferenc
Neptun-kodja: IWPK2)

Képzési szint (a megfelel6t jeldlje X-szel): BSc/BA

Tantargy neve/kédja*: szakdolgozat

A munka cime: Egy uj, atlatszé zebradanio vonal allomanyanak
kialakitasa és dsszehasonlito jellemzése

2. Nyilatkozat az Ml hasznalatarol
Alulirott, etikai felelGsségem teljes tudatdban az alabbi nyilatkozatot teszem:
(Kérjiik, valasszon egyet az aldbbi lehetdségek koziil!)
m A) Nem alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgaltatast.
(Amennyiben ezt jelGlte, a tovabbi tablazatok kitoltése nem sziikséges.)
(1 B) Alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgaltatast.

(Kérjlik, toltse ki a vonatkozo tablazatokat!)

3. A mesterséges intelligencia hasznilatanak részletezése

I. TABLAZAT: Asszisztensi vagy kisebb mérték(i felhasznalds (pl. forditas, nyelvi korrekttra,
otletelés sth.)

(Ezen felhaszndldsok esetében a konkrét promptok és valaszok csatoldsa nem sziikséges.)

A felhaszndlas célja Alkalmazott Mi-eszkoz neve | Erintett rész (ha nem a
és verzidja szoveg egészére vonatkozik)

Il. TABLAZAT: Jelentds tartalmi hozzajarulas (pl. egy teljes abra vagy egy hosszabb
szovegrész generdlasa)

(Ezekben az esetekben a felhasznadlt kulcsfontossagu promptok és az Mi dital adott nyers
valaszok dokumentdldsa és a munka mellékletében vald csatoldsa sziikséges.)
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Alkalmazott MI- A prompt-naplét

Az érintett fejezet [/

e an eszkoz neve, | , . tartalmazdé melléklet
A felhasznalds célja C .. "l dbra [/ téblazat . o .
verzidja, . bejegyzésének
. . pontos sorszama )
elérhetdsége sorszdma

3/A. Oktaté altal el8irt kiegészitd szabalyok (ha vannak)

Amennyiben az adott tantdrgy oktatéja vagy témavezetdje az Ml-eszkbzOk haszndlatara
vonatkozdan kiilon szabdlyokat vagy elvardsokat hatarozott meg, kérjik, az aldbbi mezében
foglalja Gssze ezeket:

Pl. az MI haszndlatdnak tilalma bizonyos feladattipusokra; csak konkrét eszkb6z haszndlata
engedélyezett; eltérd hivatkozasi elvdardsok; dokumentdcios forma stb.

Oktatd vagy témavezet6 altal elGirt szabdlyok:

Nincsenek ilyenek.

4. Minden hallgatéra vonatkozé nyilatkozat:

Kijelentem, hogy az MI altal esetlegesen generalt tartalmakat minden esetben kritikailag
fellilvizsgdltam, szerkesztettem és a munkdba illesztettem. A leadott munka minden eleméért,
annak eredetiségéért és tudomanyos helytallésagaért teljes kord felelGsséget vallalok.
Tudomdsul veszem, hogy a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem a benyujtott munkat
mesterséges intelligencia detektorral ellendrizheti, és eljarast kezdeményezhet, amennyiben
a nyilatkozatom valétlan vagy hidnyos.

Kelt: 2025. 11 hé 01 nap

£
Hallgaté aldirdsa Konzulens/Témavezet6 aldirasa
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NYILATKOZAT

Cseresznyés Ferenc (hallgato Neptun azonositdja: IWPK2]) konzulenseként nyilatkozom arrdl,
hogy a szakdolgozatot attekintettem, a hallgatét az irodalmi forrdsok korrekt kezelésének
kovetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairol tajékoztattam.

A szakdolgozatot a zardvizsgan térténé védésre javaslom.
A dolgozat dllam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: nem
Kelt: Keszthely, 2025.11.01.

e

" Dr. Beliczky Gabor Péter
belsé konzulens
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