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1 Bevezetés és célkituzeés

A halak vizi szervezetek, szaporodasuk minden fazisa vizhez kotott. A halakra kizardlag az
ivaros szaporodas a jellemz0, amelynek 1ényege, hogy az utdédok a kiilonb6zd nemii sziilok
ivarsejtjeinek egyesiilésével keletkeznek. Természetes koriilmények kozott a halak naszjatékat
ivasnak nevezziik, amely soran elszorjak a nagyon bdséges ivarterméket. Az ivasi id6szakban
a kiilonb6z6 nemii halak ivarsejtjeiket (petesejt €s himivarsejt) a vizbe tiritik. Itt torténik meg
az ivarsejtek egyesiilése, ami utdn a megtermékenyiilt petesejt Kikel, a larvak fejlodése
megkezdddik. A végsd éréshez, mas kornyezet sziikséges, amit ivasi kornyezetnek neveziink.
Ez az ivési kornyezet nagyon valtozo lehet fajonként. Az ivéasi kornyezet kivalasztasa az adott
faj talélésének és fennmaradasanak legjobban megfeleld kornyezet alapjan torténik. Ez a
valasztas azért fontos, hogy az utdédoknak megfeleld feltételeket biztositson a sziiletésiikhoz €s
fejlodésiikhoz. Ezzel szemben az indukalt szaporitas soran, a halak szaporodast mesterséges
kortilmények kozott végzi. Az indukalt szaporitas soran felhasznalnak kiilonféle hormonalis
készitményeket abbdl a célbdl, hogy kivaltsak a hidnyzo természeti tényezoket és ezzel novelni
tudjak a megtermékenyiilést €s a ivadékok megmaradasanak aranyat. A XX. szazad kozepétol
a magyar kutatok vezetd szerepet jatszottak a halak indukalt ivarérlelése és szaporitasa
teriiletén. JACZO (1953) szamolt be el6szor sikeres kecsege (Acipenser ruthenus)
szaporitasrol, amit kecsege hipofizis kezeléssel ért el. A kovetkez6 évben pontytol (Cyprinus
carpio) pontyhipofizis hasznalatdval nyert ivarterméket. ANTALFI és TOLG (1968) leirta a
Magyarorszagra behozott kinai névényevé halfajok (amur, (Ctenopharyngodon idella) pettyes
busa, (Hypophthalmichthys nobilis) fehér busa (Hypophthalmichthys molitrix)) mesterséges
indukalt szaporitasat és ivadék nevelését. Az 1970-es évek elején a harcsa (Silurus glanis) is
felkeriilt a mesterségesen, hipofizissel szaporitott halak listajara, amirsl HORVATH és
TAMAS (1976) szamolt be. A technolégia fejlddésének kovetkez6 1épése volt a természetes
készitmények szintetikus készitményekkel valdo kivaltasa. A szintetikus GnRH
készitményekkel valo halszaporitdsi munkak 1980-as évek koriil kezdddtek.

Ezen készitmények koziil, az ovopel egy GnRH analdg, dopamin receptor antagonista vegyiilet.
Ez a vegyiilet az egyike azon kevés halszaporitasra alkalmas mesterséges készitménynek,
amelyet engedélyeztek Europdban. A hazai keltetdhdzi szaporitds soran alkalmazott
programozott ovulacidkivaltasara dontd tobbségben acetonalt pontyhipofizis kezelést

alkalmaznak napjainkban is. A kiilonb6z6 analogok eltéré okok miatt nem tudtak elterjedni a



gyakorlati halszaporitasban. A pontyhipofizis kezelés soran az agyalapi mirigyet a felhasznalasi
helyen és/vagy halfeldolgozo tizemben gyijtik nagy ¢lémunka igénnyel. A MATE Akvakultara
¢s Kornyezetbiztonsagi Intézet kutatdi egy 0j halszaporitasi modszer tesztelése soran érdekes
megfigyelésr6l szamoltak be. Zebradanié (Danio rerio) fajban a szaporitasra felkészitett
ikrasok petefészeklebenyébe feljutatott sperma parcialis ovulaciot valtott ki (GAZSI et al.,
2021). Elgondolasuk alapjan a spermat alkoté szeminalis plazma részben vagy egészben
felszivodott a petefészek falon keresztiil €s a benne 1€v6 szteranvazas hormonok neuroendokrin
valaszt indukaltak az ikrasokban és ez okozott részleges ovulaciot. A perzsa tok (Acipenser
persicus) és a kaszpi sebes pisztrang (Salmo trutta caspius) sperma szeminalis plazmaja
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), igy ezek a vegyiiletek feltételezhetéen a pontyfélék (zebradanio,
ponty) szeminalis folyadékaban is megtalalhatoak.

A kisérletiink célja, hogy fejlessziink egy olyan ,,organikus halszaporitasi modszert”, melyben

a hormongytijtés nem jar a donor hal eldlésével.

Célkitizéstink, hogy megvizsgaljuk, hogy nativan gyiijtott ponty sperma elékezelést kovetden
(szeminalis plazma és a spermium sejtek szétvalasztasa centrifugalassal) milyen hatassal bir a
»Sszeminalis plazmaval kezelt” halak spermatermelésre. Valamint meghatarozni a ponty

szeminalis plazma hormontartalmanak osszetételét.



2 Irodalmi attekintés

2.1 Altalanos szaporodasbiologia

A halak véltivaru allatok, ivaros uton szaporodnak és a hazai tenyésztett fajainkra a testen kiviili
megtermékenyités (masnéven: kiilsé megtermékenyités) jellemzd, mely szigoruan vizhez
kotott. Az ivadékgondozas fejlettsége és a peteszam kozott szoros Osszefiiggés van, melyet a
halak nagyszamu petesejt (halak esetében ennek elnevezése: ikra) termeléssel és iiritéssel
kompenzalnak. Az utdodvédelem hidnya miatt a petesejtekben sok tartalék taplaléanyag
halmozddik fel, ezért a halpete jelentds nagysagi - nem ritka, hogy a testi sejteknél 1 millioszor
nagyobb térfogatu -, ugyanakkor a spermiumok altalaban csupan néhany mikrométer méretiiek.
A halak ivarsejtjeinek egyesiilése, a termékenyiilés mindig vizi kdrnyezetben jatszodik le az
ivasnak nevezett naszjaték (szaporodasi viselkedésforma) kozben (HORVATH és

MAGYARY, 2008).

2.2 lvarszervek bioldgiaja

A halak gonadjaikat (ivarmirigyeiket) tekintve sok hasonldsdgot mutatnak. Porcos és csontos
halakban paros szerv, az ingoldknal és nydlkahalaknal paratlan. Az egyedfejlédés (ontogenezis)
kezdetén a csontos halak ivarszervei - ugy ahogy mas gerinceseknél is - a gononefrotom
ventromedialis részEérdl ventralis iranyban megjelend hosszanti kettézettbdl, a genitalis red6bol
indulnak fejlédésnek. Ebben a kett6zettben helyezkednek el kezdetben az Gsivarsejtek (KISS,
2000; LUBZENS et al., 2009), amelyek az ontogenezis késdbbi szakaszaiban fognak tovabb

differencialodni.

2.3 Here és sperma altalanos jellemz6i

Habar a valodi csontos halak (Teleostei) heréjének szerkezete faj specifikusan valtozo, azonban
két alap tipusba sorolhatéak a germinalis szovet differencidlodasa szerint: (1) lebenyes
(lobularis) és (2) csoves (tubularis) fajtat kiilonboztetiink meg. A lebenyes here (a legtobb
gazdasagilag fontos halfajunk ezzel rendelkezik) szdmos lebenykébdl (lobula) all, amelyeket
vékony rostos kotdszovet réteg valaszt el egymdstol. A lebenykéken beliil, az elsddleges
spermatogonium tobb mitotikus osztdddson megy at, hogy nagy mennyiségli spermatogonalis
sejtet tartalmazd cisztakat termeljen. Az érés ideje alatt az Osszes csirasejt megkozelitdleg

azonos fejlettségi allapotban van. Mivel a spermatogenezis, majd a spermiogenezis folytatodik,



a cisztak kitelnek, végiil megrepednek ¢és felszabaditjadk a spermét a spermiumcsatornaban
folytatodo lebenyes lumenbe (NAGAHAMA, 1983). Csoves tipust heréje kizardlag a
Poeciliidae csaladba tartozo elevensziild fajoknak van (BILLARD et al., 1982). Az 1j
rendszerezés alapjan korlatozott (restricted) és korlatozatlan (unrestricted) tipusra bontjak a
here tipusokat (GRIER ¢és NEIDIG, 2011). A cséves here (anastomosing tubular testis) jellemzd
a Protacanthopterygii oregrendre - lazacok és rokonaik, Clupeomorpha oregrend fajaira —
hering alaktiak tartoznak ide, valamint az Ostariophysi - pontyszertiekre. A herecsatornacskak
atszovik a here allomanyat, egymadssal halozatot alkotnak. A valdédi lebenyes here
Acanthopterygii — tiiskéstuszoju fajokra jellemz6 (nyalkasfejiiek, kakashal alakuak,
Percomorpha — példaul siilld, kosiilld, stigér, durbincs fajok sth.). Szemben az el6z6 morfologiai
alaktannal a herecsatornacskak sugariranyban allnak és csak a kozponti lireg kornyékén
kapcsolodnak egymdashoz (egymadstol igy elkiiloniilnek). A valodi csontos halak spermiuma
leegyszeriisodott, specializalt sejt. A csontos halak jellegzetes spermiumtipusanak a pontyfélék
himivarsejtjeit tekinthetjiik. A spermium feje tartalmazza a gombdlyli vagy enyhén elliptikus
sejtmagot, amely mindig oldalra eltolodva, excentrikusan helyezkedik el a farok tengelyéhez
képest. A fej atmérdje 1,5-2,5 pm. A sejtmag és a farok kozott az Osszekottetést a két
valtozatosan elhelyezkedd centriolum (proximalis és distalis) biztositja. Ezek koziil a distélis
centriolum a farok tengellyel egy vonalban talalhatd, mig a proximalis megkdzelitdleg 120°-0s
szoget alkot azzal. A halspermium nem rendelkezik az egyéb rendszertani egységek
himivarsejtjeire jellemzd kifejezett kozépdarabbal. A sejtmag utdn egy, a spermium farkat
(flagellumat) gytiriszerlien koriiloleld citoplazmatikus kitiiremkedés talalhatd, amely 2-10
darab mitokondriumot tartalmaz. A farok tengelytove és a citoplazmatikus kitiiremkedés kozott
egy ugynevezett posztnuklearis csatorna figyelhetdé meg. A fejlodd ivarsejteken kiviil két
fontosabb szomatikus sejttipus lelhetd fel a herében. Az interlobuléris térben a fibroblasztok
kozott elszort sejtcsoportokban taldlhatok az ugynevezett intersticidlis sejtek, amelyek
szexualszteroidhormon-termelésiik miatt a fejlettebb gerincesek Leydig-sejtjeivel homologok.
A Sertolli-sejteknek nevezett sejtek nevének jogossagat tobb kutatd vitatja. Véleményiik szerint
ezek a sejtek valoban homoldgok a fejlettebb gerincesek Sertolli-sejtjeivel, &am miitkddésiikben
azoktol tobb ponton is eltérnek. A halak spermiogenezise teljes egészében ezekbe a sejtekbe
agyazottan, azok altal koriilvéve torténik. A fejlédo ivarsejtek semmiképpen sem érintkeznek a
bazalis membrannal, mig az eml6sok heréjében ez a kapcsolat megvan. Ennek megfeleléen
ajanljak a ciszta-sejt elnevezést a Sertolli-sejt helyett, amely kizarolag emldsok esetében
hasznalhat6. A ciszta-sejtek funkcidja azon tul, hogy a fejlddd ivarsejteket is tartalmazzak, a

kovetkezd: tapanyagtranszport a fejlddd ivarsejtekhez és a spermiogenezis végén, a
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visszamaradt spermiumok fagocitézisa (HORVATH és URBANY], 2000). Az édesvizi halak
spermiumainak mozgoképességét/aktivaciojat a spermacsatornabdl kikeriilve a kdrnyezet (viz)
ozmolalitas csokkenése (az ozmotikusan aktiv részecskék koncentracidja az oldatban, oldott
anyag per kilo oldoszer értelemben) aktivalja (MORISAWA et al., 1983). Az aktivaciotol
szamitott néhany percig (4tlagban maximum 1 perc) képesek a spermium sejtek 6nallo
mozgasra (ALAVI és COSSON, 2005), ezért a lehetd leggyorsabban kell kozel Keriilniiik az
ikra mikropiiléhez (csirakapuhoz), hogy a nagyon rovid életidejiik alatt képesek legyenek
termékenyiteni. A ponty spermasejtek szobahOmérsékleten tarolva mozgdképességiiket tobb
mint 4 napig megtartjak, ha nem aktivaljak azokat (KOWALSKI et al., 2014). A ponty
szeminalis folyadékanak ozmolalitasa 254-346 mOsmol kg-1 (ALAVI és COSSON, 2006)
gyakorlatilag megegyezik a petefészek folyadék ozmolalitasaval (290 mOsmol kg-1), valamint
nagyon fontos megfigyelés, hogy a ponty petefészek folyadék nem aktivalja spermiumsejteket

(HORVATH et al., 2010).

2.4 A vizsgalt hal bemutatisa

A ponty a csontos halak osztalyan beliil, a pontyalaktiak rendjébe és a pontyfélék csaladjaba
tartozik. Elterjedését tekintve a hazai és Eurdpa vizeiben honos alfajtat (C. carpio carpio) a
kontinensre nézve Oshonosnak tekintik. A halak koziil az emberiség elsok kozott a pontyot
vonta hasznositdsba. Ez koOszOnhetd testparamétereinek és izletes husanak. A ponty a
legfontosabb haszonhalunk €s a horgaszok szédmadra is kiemelt fogéasi célpont. Termelése
dominans az étkezési halak eloallitasaban, ami tobbek kozott a hazai természeti és klimatikus
viszonyokra vezethetd vissza. Hazankban az Osszesitett togazdasagi statisztikak szerint 2022-
ben az Osszes lehalaszott étkezési pontytermés 11 350 tonna volt, ami tégazdasagokban
eléallitott étkezési célu haltermelés 81,9 szazaléka (KSH, 2023). A hazai vizeinkben ¢él6
vadpontynak két formajat ismerjiik (PINTER 1989): a nyurga pontyot (C. carpio carpio
morpha hungaricus) és a tépontyot (C. carpio carpio morpha acuminatus). A Magyar Agrar-
és Elettudomanyi Egyetem (korabban Szent Istvan Egyetem) kutatéi kozel 14 éve foglalkoznak
ennek a hévizi torpendvésti vadponty (C. carpio carpio morpha hungaricus) a kutatasaval
(VARGA et al., 2013, 2021; BOGO, 2021; BOGO et al., 2022; MULLER et al., 2024). A hévizi
torpendvésli vadponty valosziniileg a dunai vadpontytol eredeztethetd. A hévizi vadponty (1.
abra) genotipus egy elszigetelt, onfenntartd6 allomanyt alkot a tdban, mely a szélsdséges
hémérsékleti és kémiai viszonyokhoz alkalmazkodott. Mivel egyedei kizardlag a Hévizi-toban

fordulnak eld, egyedi genetikai tulajdonsagokkal és kornyezeti tlirOképességgel birnak.



Valo6szintiileg a dunai vadpontytol eredeztethetdek, és hasonldéan hozza "végveszélyben 1évo"
mindsitést érdemelnek. A populdcid - az alkalmazkodas egyik kovetkezményeként -
torpendvéstt egyedekbdl all, melyek, jol lehet - a nemesitett pontyfajtakhoz hasonloan -
rendelkeznek zsirraktarakkal, nagyon kis mérettel valnak ivaréretté (SPECZIAR et al., 2013).
A torpendvekedés magyarazatara szamos alternativ hipotézis nyujt potencialis magyarazatot:
1) szélséségesen magas homérséklet €s ezzel jard alacsony oldott oxigén szint, 2) extrém
vizkémiai adatok (radon tartalom, magas kénhidrogén tartalom stb.), 3) széls6séges kornyezeti
tényezok okozta genetikai szelekcio, 4) tobb évszazados beltenyésztettség, 5) szélsoséges
taplalékbazis (SPECZIAR et al., 2004; VARKONYI, 2014; VARGA et al., 2013). Ennek
ellenére, vagy ¢éppen emiatt az allomany genetikai hattere egyedi, a sajatos Okoldgiai
alkalmazkodo képesség eredménye. MOLNAR et al (2019) vizsgélta a hévizi to parazitologiai
allapotat. Megallapitottdk, hogy a ponty fajrdl leirt tobb, mint 100 ¢16sk6dd fajbol minddssze 5
volt kimutathatdé a halakrol (parazita szegény kornyezet). Ugyanakkor érdekesség volt a
pontyok legkiilonboz6bb szezonban is fennalld magas fertézottsége a Dactylogyrus minutus
(Monogenea) fajjal, ami csak itt fordul eld Magyarorszagon (esetenként néhany D. extensus
egyedet is kimutattak), a bél intenziv fertdzottsége a pontyok diffiz coccidiosisat okozo
Goussia carpelli fajjal, és a kormoran gyomraban kifejlédé Contracaecum rudolphii €16 vagy

elhalt larvaival.

1. Abra: Hévizi torpendvésti vadponty (fotd: Ferincz Arpad)



2.5 A ponty szaporodasa

Magyarorszag a mérsékelt éghajlati 6vben fekszik. Ebben az éghajlati 6vben a ponty 2-4 év
alatt éri el az ivarérettséget (ikras esetében 3-4 év, tejesnél 2-3), ennyi id6 sziikséges, hogy
kifejlédjenek az ivarszervek. Az ivarilag érett pontyok az elsd ivas utan, évente szaporodnak.
A mérsékelt éghajlati 6vben a szaporodasi iddszak nagyjabol az akac virdgzasaval esik egybe,
igy tavasz végén, nyar elején, amikor a vizek elérik a 17°C-ot és kialakul a megfeleld ivasi
kornyezet (megfeleld -5-6 mg/l -oxigén tartalom szint; ivasiszubsztrat -aljzat névényzet-
megléte; egyéb kornyezeti valtozas, pl.: meleg front, aradas), akkor elindul a sekély part menti
vizekben a pontyok csoportos nasza. Hazankban a pontyfélék évente egy alkalommal
szaporodnak. Mas éghajlati 6vben (pl.: egyenlitd kornyékén) a Cyprinidae csaladba tartozo
fajok éves szinten akar négy alkalommal is szaporodhatnak, a vizek magas homérsékletének

koszonhetéen (HORVATH és URBANYI, 2004).

2.6 A ponty szaporitasa

A kovetkezd fejezet WOYNAROVICH és HORVATH (1980), HORVATH (1980),
HORVATH et al. (1984), HORVATH et al. (2000), HORVATH és URBANYI (2000);
HORVATH et al. (2015) és ITTZES et al. (2017) munkain alapul. A ponty szaporitisanak
modszereit 3 nagy csoportra bonthatjuk: (1) természetszerli szaporitas, nagy tavi ivatas, (ii)

félmesterséges szaporitas, ivatas €s (ii1) mesterséges/keltetéhazi szaporitas.

Természetszerli szaporitas: A kornyezeti tényezok jeleinek megfeleld erdsségiinek kell lennie
ahhoz, hogy az ivasra felkésziilt halaknal elkezd6djon a szaporodas. Ennél a modszernél ki kell
alakitani a megfelel6 ivasi koriilményeket és az ivasra felkésziilt halak reagalni fognak azokra.
A nagytavas szaporitas lényege, hogy nagymeéretli, akar tobb hektar vizfeliiletli tavakba
helyezik ki az anyahalakat, (1 ¢ +2 &' / ha = kistorzs vagy 2 @ + 3 &' / ha = nagytérzs) ahol a
szaporodashoz sziikséges feltételek kialakithatoak (pl.: ivasi szubsztrat). Megfeleld idében és
feltételek mellett, ezzel a modszerrel olcson €s nagy mennyiségben lehet ivadékot eldallitani.
Elényei: (i) olcso és nagy mennyiségli ivadékot lehet eldallitani, (i) alacsony eszkozigény, (iii)
nem igényel komolyabb technikai hatteret és szakmai tudast. Hatranyai: (i) nagy teriiletrdl
kevés halat lehet eldallitani, (i1) termelés biztonsaga nagyban fiigg a kornyezeti tényezoktol
(id6jaras, betelepiilé ragadozok stb.), (iii)a termelési eredmények évente valtoznak, (iv) a

lehaldszasnak nagy a munkaerdigénye.
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Félmesterséges szaporitas, ivatas: A modszer 1ényege, hogy mivel a halak bizonyos kornyezeti
valtozasokra/tényezOkre nem egyforman reagalnak, ezért az ivas iddzitésére és az ivast kivaltd
tényezOk helyettesitésére bizonyos hormon alapu készitményekkel kezelik a halakat, majd a
kezelés utan engedik Oket a szaporodasi helyeiket helyettesitd kornyezetbe, ahol szinkron
leivnak. Elényei a mddszernek: (i) olcso és nagy mennyiségi ivadék eldallitas, (ii) alacsony
eszkOzigény, (ii1) szinkronizalt ivas. Hatranyai: (i) nagy teriiletrdl kevés halat lehet termelni,
(i) a termelés biztonsdga nagyban fligg a kornyezeti tényezOktdl (iddjaras, betelepiild
ragadozok stb.), (iii) a termelési eredmények évente valtoznak (termelés biztonsag nem adott),

(iv) a lehalaszasnak nagy munkaerdigénye.

Mesterséges/keltetéhazi szaporitds: A szaporodasra felkésziilt/felkészitett halakban a
kornyezeti tényezOk hatasait hormonkezeléssel helyettesitik, majd az ivarterméket
mesterségesen (fejéssel) nyerik €és az ikrakat ellendrzott koriilmények kozott keltetik ki. A
ponty keltetéhazi szaporitasi mddszerének kifejlesztésében sokaig akadalyozo tényezo volt a
ponty ikrajanak természetes ragaddssaga. Az attorést, egy magyar professzor, Woynarovich
Elek altal kifejlesztett modszer (ikraduzzasztashoz hasznalt oldat: 10 liter vizben 30 g karbamid
¢s 40 g sd, valamint a végsd ragaddssag megsziintetésére alkalmazott oldat: 10 liter vizben 5 g
csersav (WOYNAROVICH, 1962), ami elSsegitette a Zuger iiveges ikrainkubéciot. Az indukalt
szaporitasban a hormonindukcié soran altaldban ponty hipofizist hasznalunk. Jelenlegi
ismereteink alapjan az ikralevalasahoz 3-5 mg/testtomeg-kilogramm hipofizis sziikséges. Ezt a
mennyiséget 2 részletben, el6- és dontd adag forméjaban szoktak kiilonbozé hormonbejuttatési
modszerekkel a halak vérkeringésébe juttatni. Elonyei: (1) kis helyen, révid 1d6 alatt sok halat
lehet termelni, (i1) jOl tervezhetd, (ii1) egész évben folyamatos termelést lehet biztositani, (iv) a
mindség fenntarthatd, (v) jo nyomon kovethetdség, (vi) viztakarékos méddszer. Hatranyai: (i)
magas beruhazasi és lizemeltetési koltségek, (i1) komoly szaktudast igényel, (iii) folyamatos

ellendrzést igényel.

2.7 Technikai megoldasok a szaporitasban (hormon bejuttatasi médszerek)

A fejezet osszeallitdsanal MULLER et al. (2020a) dsszefoglaldé munkajat vettem alapul. A
halfajok szaporitasara kivalasztott hormonokat €s hormonhatdsu anyagokat exogén uton, két
moddon lehet bejuttatni a halakba: invaziv és nem invaziv médon. Az invaziv médszernél meg
kell sérteniink valamely szovetféleséget a beavatkozas soran (injekcid, kapszula-beiiltetés). A
nem invaziv modszerek esetén nem okozunk sebzést, e helyett alternativ hormonbejuttatasi

eljarasokat, kezeléseket alkalmazunk (2. abra).
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1. Hormoninjektalas: Cél az ovuléciot kivaltd hormonpreparatumok bejuttatasa injekcios ti
segitségével. A hormon vivéanyag vagy halfiziologids (0,65% NaCl) vagy human fiziologias
(0,9% NaCl) sooldat. Halszaporitas esetén a hormoninjekcidonak alapvetden két formaja ismert,
a bejuttatasi helyt6l fliggbden: 1/a intraperitonealis: injekcid a hashartyan keresztiil a hasiiregbe,
leggyakrabban a hastiszok tovénél és 1/b intramuszkularis: injekcio az izomba, leggyakrabban
a faroknyélbe, vagy a hatiiszok magassagaban a hatizomba.

2. Implantatum: Az eljaras lényege, hogy a hormonkészitményeket olyan vivoanyagba oldva
viszik be a halak testébe, amelybdl a hormonok kis dozisban, de hosszl 1d6 (akar tobb hét) alatt
oldodnak ki. Elénye, hogy nagymértékben csokken a halakra hato stressz mennyisége, mert
egyre csOkken a kezelések szama. Tovabbi elonyt jelent, hogy az egyenletesen a véraramba juto
kis hormonadagokkal a természetes élettani miikdodés szimuladlhatd, ezaltal jobb mindségi
ivartermék nyerhet6. Az implantatumot bejuttathatjuk izomkozé (intramuszkularisan), illetve
hastiregbe is (intraperitonalisan)

3. Hormontermeld sejtek beiiltetése: A modszer lényege az, hogy olyan embrionalis
sejtvonalakat vonjanak ki és iiltessenek at zebradaniobol angolna (A. anguilla) ikrasokba,
amelyek kimondottan az FSH-LH (GtH 1., GtH 1II.) termeléséért felelosek. Ezaltal egy
megemelt és folyamatos vérplazma FSH szint biztositja a vitellogenezis végbementét,
barmilyen egyéb kezelés nélkiil. Csak kezdeti kisérleti eredmények allnak rendelkezésre ennél
a modszernél.

4. Szajon keresztiili (per os) kezelés: A szdjon keresztiili hormonkezelések jelenleg még nem
kiforrott modszerek. Alapvetden két részre bonthatok, a hormonfelszivodas helye alapjan: 4/a
kopoltyun keresztiili felszivodas, 4/b bélrendszerben felszivodo (enteralis) kezelés.

5. Petefészek-mosas. Ezt a kifejezést a hormonkezelés katéteren keresztiili petefészekbe
juttatasara alkalmazzuk. Lényege, hogy katéter, biopszia-mintavevd ¢és etetdszonda
segitségével a genitalis nyilason, majd a petevezeton keresztiil kdzvetleniil a petefészek-iiregbe
juttatjadk be a hormonoldatot/szuszpenzioét. Ennek egyik valtozata a (5/a) Sperma-
petefészekmosas: Hazai szakemberek (gazdalkodok, kutatok) altal kifejlesztett halszaporitasi
moddszer. Korabbi megfigyelések szerint a ponty fajban az izoozmotikus ovarialis folyadék
onmagaban nem, vizzel higitva azonban a spermiumokat nem csak aktivélta, hanem a
motilitisukat hosszu ideig igen magas értéken tudta tartani (HORVATH et al., 2010). Ez
alapjan elgondolas az volt, hogy a szemindlis folyadékban mozdulatlan spermiumsejtek a
petefészek ozmokomform kornyezetében sem fognak aktivalodni, igy hosszabb ideig képesek
biologiai aktivitasukat megtartva életben maradni. Ovuldcidkor a follikuldris tokbol

kiszabaduld oocitak felszinére feltapadnak a (még inaktiv) spermiumsejtek, majd egyiitt
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irlilnek a genitalis nyildson keresztiil a kiilvilagba. Vizzel érintkezve ezek a spermiumok
aktivalodnak és képesek megtermékenyiteni a szintén aktivalodott petesejteket. (MULLER et
al., 2018a, b, 2019, 2020a,b,c)

N\

/ INVAZIV KEZELES \\ f/ NEM-INVAZ{V KEZELES

1. Hormoninjektalas 4. Szajon at (per os) kezelés

—

4a. Kopoltyun keresztili kezelés ]

-
[ la. Intramuszkularis H 1b. Intraperitonealis

g [ 4b. Bélrendszerben felszivoda |
(enteralis) kezelés

2. Implantatum [ 5. Rektalis kezelés ]

7a. Intramuszkuldris [ 2b. Intraperitonealis / 6. Petefészekmosas

6a. fiziolégias sooldat vivGanyag I

2aa. Boditds ‘
nélkili kezelés

A\ 3

]

6b. Implantatum }
. [ 3. Hormontermel§ sejtek beiiltetése 6c. Inszeminacio /]

2. abra. Halak hormonkezelési modszereinek csoportositdsa (MULLER et al., 2020a)

—

2.8 Szeminalis plazma

A halsperma két osszetevébdl épiil fel, egyfel6l spermiumsejtekbdl, illetve az dket koriilvevo
szeminalis plazmabol. A szeminalis plazmat a here és a spermavezeték termeli A szeminalis
plazmaban jelen 1évé spermiumok szdma fajfiiggd (tokfélékben kisebb a koncentracid, mig a
siigérfélékben magas), szerepe elsdsorban a spermiumsejtek védelme. A himivarsejtek a
szeminalis plazmaban mozdulatlanok (CIERESZKO et al. 2000). Az SHALIUTINA-
KOLESOVA et al. (2016) kimutattik, hogy a szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss)
szeminalis plazma fehérje koncentracioja az ivasi id0szak alatt véltozik, a legmagasabb értéket
az ivasi 1d6 kozepén mutatta. A szeminalis plazma ion koncentracidja is valtozhat az ivasi
idGszak alatt (ALAVI és COSSON, 2006).

MULLER (2022) felvetette a szeminalis plazma, mint 0j természetes hormon esetlegesen
alkalmazhatosdgat him ivart halak spermatermelés fokozasara, vagy ndé ivart halakban
ovulacio kivaltasara. Az elgondolas alapja, hogy a spermat alkot6 szeminalis plazméban

kiilonféle szteranvazas hormonok jelenlétét igazoltdk. A perzsa tok és a kaszpi sebes pisztrang
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sperma szeminalis plazma kiilonféle androgéneket tartalmaz, mint példaul tesztoszteront, 11-
ketotesztoszteront, progeszteront és 17a, 20B, 21-trihidroxi-4-pregnen-3-one-t (HAJIREZAEE
etal., 2012, 2013, JAMALZADEH et al., 2014). Ezek a hormonok — feltételezve, hogy a tobbi
csontos hal sperma szeminalis plazmajaban is megtalalhatéak — a petefészekfalon keresztiil
felszivodva hatassal lehetnek az ikras halak vérének hormonszintjére, esetleg a hipotalamusz-
hipofizis-gonad tengelyen keresztiil bekapcsolodhatnak a neurohormondlis szabélyozasi
folyamatokba, igy parcialis ovulaciét idézhetnek eld. Amennyiben a jovében sikertil felderiteni
ezeket a folyamatokat és megértjiik a spontan oocita-felszabadulas specifikus mechanizmusait,
akkor ezen ismeretek is hozzajarulhatnak a szaporitas fejlesztéséhez (hagyomanyos
hormonkezelés kivaltas). A feltételezést részben igazolta GAZSI et al. (2021) kisérleti
eredményei, ahol zebradanié inszeminalt ikrasok (sperma feljuttatasa a petefészeklebenybe)
him ivar halak jelenléte nélkiil spontdn ovulaltak (részleges/parcialis ovuldcid) és a

petefészekben tarolt spermiumok részben az ikratételeket termékenyitették.

2.9 Halak neuroendokrin szabalyozasa

Az endokrin mirigyek altal termelt hormonok, kiilonb6z6 hormonalis valaszokat valtanak ki a
szervezetben, a kiilvilagbol érkez6 ingerekre.

A hipotalamusz egy olyan endokrin mirigy, amely neuroszekretoros funkcioval rendelkezik. A
hipotalamusz altal termelt neuropeptidek az agyalapi mirigy hormontermelésére fejtik ki
hatasukat. A hipotalamuszban termelt GnRH (gondatrop releasing hormon), a
szaporodasbiologiai funkciok szabalyozasa miatt kiemelendd, mivel az agyalapi mirigyben
termelt GTH (gonadotrop hormonok) termelédését és szabalyozasat befolyasolja.

Az agyalapi mirigy legfontosabb hormontermeld része az eliilsé lebeny, vagyis az
adenohipofizis (3. abra).

A gonadotrép hormonok az ivarérést és a szaporodasi folyamatokat szabalyozzak. Két csoportra
bonthatjuk dket, GtH I é¢s GtH I, amelyek funkciojuk alapjan kismértékben eltérdek, de inkabb
a hatasok erésségében kiillonboznek. A GtH | FSH-szer(i, még a GtH II LH hatassal rendelkezik.
Nemek esetében is eltérd hatast valtanak ki. Ikrasok esetében a GtH I az ivartermék érésért felel
(pl.: 170,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-on), mig a GtH II a végs6éérési folyamatot €s az ovulaciot
segiti el6 (pl.: 17-B 6sztradiol). Az oocitakat koriilvevo follikularis sejtrétegekben termelddnek
ezek a szteroid hormonok.

Tejeseknél a korai szakaszban a here fejlédését, majd a késObbieckben a sperma termelését

befolyasolja a GtH I. A GtH 1l pedig a tesztoszteron termelésére hat.
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A 11-ketotesztoszteron ¢és a tesztoszteron termelést a herében gonadotrop hormonok
befolyasoljak.

11-ketotesztoszteron a Sertoli sejtekben fokozza a spermiogenezist (a spermiumok
differencialodasat, majd az érésiiket). A végsd érési folyamatban azonban szerepe van a
170,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-on ndi hormonnak, ami a himek szamara egy bizonyos
feromonként szolgal. A Leydig sejtek termelik a tesztoszteront, aminek a spermacioban és a
pérzasi viselkedésben van szerepe (MEZES, 2000).
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1. Abra. Pisztrang hormontermeld mirigyeinek elhelyezdodése vazlatosan
1. Agyvel6 az agyalapi miriggyel. 2. Csecsemd8mirigy a kopoltyuiireg falan. 3. Pajzs-

mirigy a kopoltyuartéridk tovénél, 4. Hasnyalmirigy a bélcsatornat kiséré vérerek
mentén. 5.°ivarmirigy. 6. Vese a mellékvese sejtcsoportjaival

3. abra: Pisztrang hormontermelé mirigyeinek elhelyezkedése (SZEKY 1963).
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3 Anyag és modszer
3.1 Hévizi pontyok tartasa

A halak sajat szaporitdsbol szarmazo, intenziv rendszerekben nevelt halak voltak (BOGO,
2021, BOGO et al., 2022). A szaporitas 2021.02.22-én a Hévizi-to partjan tortént, majd az
ikratételt innen szallitottuk a Szent Istvan Campus Halgazdalkodasi tanszékének meleg vizes
laboratériuméba, ahol egy 30 literes, 60 cm hosszu €és 29 cm magas recirkulacios rendszerre
kotott, egyik atfolyd vizes kadjaba helyeztiik. A larvak takarményozasat artemia mellett SDS-
100 zebradani6 tappal, valamint dekapszulalt artemia petével oldottuk meg. Az ivadékokat
kereskedelemben kaphat6 keveréktakarmanyokkal (tappal) neveltik tovabb (Aquagarant
inditotapok; Aqua Start 0,4, atmér6: 0,4 mm nyersfehérje (nyf): 60%, nyerszsir (nyzs): 15% ~
3 cm-es testhosszig, Aqua Start 0,6/1: atméré 0,6-1mm, nyf: 60%, nyzs:15%; ~ 5-7 cm-es
testhosszig). Az ivadékutonevelés soran kiilsd sziirdvel ellatott 2 m3-es kadba neveltiik tovabb
vegyes ivarban a halakat kisérletiinkig. Naponta két alkalommal etettiink, mindkét etetést

megel6zden a medencéket szivornya segitségével kitisztitottuk.

4. abra: A rendszer, amiben a Hévizi pontyokat tartottuk (Sajat kép)

3.2 Ponty szeminalis plazma el6készitése

A kezelések el6tt (hormon indukcio, ivarsejt gytjtés (4. abra) a halakat 100 mg /L benzokain
(ethyl 4- 126 aminobenzoate, Norcaine) oldattal elaltattuk a konnyebb kezelés érdekében. A
szeminalis plazmat keltetohazi koriilmények kozott szaporitott majd a Tanszék intenziv

rendszerben nevelt halakbol nyertiik ki. 4 db 3 nyaras tejest hasznaltunk fel az ivartermék
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gyljtéséhez, melyek testtomege az alabbi volt: 835 gramm, 1359 gramm, 1701 gramm, 630
gramm.

A pontyokat 1 pellet/ 1ml 0,89% NaCl oldat / testtomegkilogramm doézisu ovopellel (1 pellet
tartalmaz: 18-20 ug emlés GnRH analog (D-Ala 6 Pro 9 NEt-mGnRH), 8-10 mg dopamin
receptor antagonista (metoklopramidot, HORVATH et al., 1997) kezeltik a farokalatti
uszoinak tovébe intraperitonealisan injektalva. 24 ora elteltével a boditott tejeseket lefejtiik. A
genitalia kdrnyékét egy puha torolkozdovel megtordltiik, hogy elkertiiljiik a vizkontaminaciot, és
a spermat a has évatos megnyomasaval gy(ijtottiik be. A sperma mintakat 50 ml-es falkoncsébe

gyljtottiik egyedenkét kiilon-kiilon (5. abra).

5. abra: Sperma gytijtése, a szeminélis plazma kinyeréséhez (foto: Varga Adam)
A spermat ezek utan szétosztottuk ml-enként 1,5 ml-es eppendorf csovekbe, majd ezek utan

centrifugaltuk 10.000 g-n 5 percig (Hettich EBA 12 Centrifuge 18000rpm tipusu centrifugat
hasznaltunk, 6. abra).
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G.iibra: A centrifugaba helyezett 1,5 ml-es eppendorf csovek (balra) és a kicentrifugalt
ivartermék (jobbra) (sajat kép)

A mintakban a kicentrifugalt spermiumpogacsa feletti szeminalis plazmat lepipettaztam és 2,5
ml-es eppendorf csovekbe szétosztva egyedileg felcimkézve —80 °C-os hiitébe helyeztem. A
mintak felhasznalasig (szeminalis plazma hormonvizsgalat, illetve ponty kezelés iddszaka alatt)

a hlitében taroltuk.

3.3 Hévizi pontyok kezelése

A kezelésre a halakat véletlenszeriien valasztottuk ki az dlloméanybol (7. abra), egy meritéhald
segitségével, csak arra figyeltiink, hogy testtomegiik ne térjen el jelentds mértékben egymastol.
A kivalasztott tejeseket egy masik 2 m3-es kiilsd sziirovel ellatott kadba helyeztiik (ne legyen

feromon hatas az ikrasokkal).
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7. abra: Hévizi pontyok altatasa (sajat kép)

A kisérlet el6tt a halak elrendezését az 1. tablazat mutatja

1. tablazat: A kisérleti halak elrendezése

kezelés (minden esetben 0,5 ml/hal) egyedszam (db)
0,89% NaCl kezelt halak 4
szeminalis plazmaval kezelt halak 4

A halak elhelyezésére csoportonként (2 csoport) 1-1 IKEA Fyllen 6sszecsukhatod haloketrec
szolgalt: magassaga 50 cm, atmérdje 45 cm, térfogata 79 1. halé lyukbdség: 0,7 mm, felilrdl
tépdzaras tetdvel zarhato (8. abra). A kezelést kovetden a halakat 24 6rat zavartalanul ezekben
a ketrecekben hagytuk. Kézbevételkor (kezelés el6tt és 24 oOraval a kezelést kovetGen)

megmértiik a halak testtomegét (ami azonositasként is szolgalt) 0,1 g pontosaggal.
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8. abra: Halak elhelyezése a kisérlet soran (sajat kép)

A kezeléseket Chirana 1ml INSULIN tipusti fecskenddvel egybeépitett tlivel végeztiik, a

szamitott adagokat a hasuszo tovénél a hasiiregbe injektaltam (intraperitonalis kezelés, 9. abra).
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9. Abra: Hévizi ponty intraperitonalis kezelése (foto: Varga Adam)
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3.4 Sperma mennyiségi és mindség vizsgalat

A halak kezelése elott kozvetleniil, valamint 24 oraval a kezelést kovetden a boditott halakbol
spermat gyljtottiink (modszer megegyezett a 3.2. fejezetben leirtakkal). Minden haltol
azonositast kovetden (testtomeg és ketrec szam alapjan) egyedileg jeldlt 0,5 ml eppendorfba

gyljtottilk a mintat és feljegyeztiik a nyert sperma mennyiséget mikroliter pontossaggal. Az

ivarterméket minden esetben egy automata pipetta segitségével gyiijtottiik be (10. abra).

10. abra: Spermagyiijtés Hévizi pontyokbdl, automata pipetta segitségével (fotd: Miiller

Tamas)

Ezt kdvetden mindség vizsgalatot végeztiink szamitogép-vezérelt spermavizsgalati (Computer-
Assisted Sperm Analysis) berendezés (11. dbra) és Sperm Vision® nevil szoftver segitségével.
A sperma aktivaciot a kovetkezé oldattal végeztiik; 0,1 mikroliter sperma 30 mikroliter ponty
aktivalo (a sperma aktivalasahoz sziikséges standard folyadék, dsszetevéi: 45 mM NaCl, 5 mM
KCI, 30 mM Tris, pH 8; SAAD et al., 1988.) + szarvasmarha szérum albumin (spermiumok
iivegre tapadasanak gatlasahoz). A rendszer altal mért szamos paraméter koziil a progressziv

motilitast valasztottuk (beallitas: progressziv motilitas kiiszobértéke —minden halfaj esetében-:
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DSL (megtett egyenes Gtvonal a mozgas kiindulasi- és végpontja kozott) >5 um)) a mintak

értékeléséhez (WILSON-LEEDY és INGERMANN, 2007; KASA, 2017).
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11. abra: CASA rendszer hasznalat kozben (fotd: Pataki Bernadett)

3.5 Szeminalis plazma és hormonmeghatarozas

A —80°C tarolt szeminalis plazmat jégen Budapestre szallitottam a Spektrum-Lab kozponti
laboratoriumaba, ahol elvégezték nekiink a szemindlis plazmaban két szterdnvazas ivarhormon

(tesztoszteron és 17B-0sztradiol) szint mérést a 4 tejesbdl szarmazo mintabol kiilon-kiilon (12.

abra).
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Calibration Data Report
UniCel Dxl 800, Access Immunoassay System
S/N 608760, Version 5.7.0

Test Name Testo Curve Last Run; Active
Reagent Lot 233754 Status: Passed
Calibrated: 22,0815 16:41 Reason:

Expiration 22.08.29 16:41 Cal Lot 125126
Comment
Stated Conc. nmolil RLU 18D %eV Calculated Conc.  Flags
S0 0.00 1352208 016
S0 0.00 1396084 No Value
Moan 137414600  31025.02 226 016
51170 33 174
S1 LT
Mean 15919.09 172
52 520
Moan 6074.05 1.49
Mean 14309200  1757.87 1.23
65533
62182
Mean 63868.50  2385.07 373
34464
S 34432
Mean 34453.00 15.56 005

Conmertntizn

Page 1 of 1
Technologist Printed 22.08.17 15:56

12. abra: A Spektrum-Lab Kft. altal kimutatott eredmények

3.6 Eredmények elemzése

A kapott eredmények statisztikai elemzéséhez a Windows Excel, adatelemzés (Analysis

ToolPack) kétmintas t-proba nem egyenld szorasnégyzetekkel elemzd szoftvert hasznaltam.
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4 Eredmények

A 2. tdblazatban lathatjuk a 3 nyaras tejesek hormonkezelést kovetd spermamennyiség ¢€s a
szeminalis plazmaban mért hormon adatokat. Jo 1atszik, hogy mind a 4 hal esetében sikeresen
tudtunk spermat kinyerni és mindegyik hal szeminalis plazmdjabol sikeriilt kimutatni mind a
tesztoszteront mind pedig az dsztradiolt és azok mennyiségét is a kiilonboz6 egyedek szeminalis
plazmajaban. Az Osztradiol szintnél 2 esetben nem kaptunk vissza pontos adatot, de adodhat a
kismennyiségii mintabdl is. (A hormon szintek mérték egységei a szeminalis plazmabol tortént
kimutatasra vonatkoznak)

2. tablazat: Osszesitett eredmények a hormonalisan indukélt spermatermelésrél és a
szeminalis plazma hormontartalmarél (*A tesztoszteron molaris tomege =288,42 g/mol, az
**sztradiol molaris tdomege = 272,39 g/mol).

Testtomeg (g) Gyiijtott Tesztoszteron™ Osztradiol**
spermamennyiség (ml) (nmol/l) (pmol /1)
835 2,5 6,86 <55
1359 10 4,13 84,38
1701 20 3,63 72,63
630 7,5 0,89 <55

A 3.tablazat azoknak a halaknak az eredményei lathatoak, amelyeket a 2.tablazatban bemutatott
mintakkal kezeltiink (szeminalis plazmaval kezelt csoport), illetve a kontroll csoportként

hasznalt fiziologias so oldattal kezelt csoportot.

3.tablazat: A kiilonboz0 betiijelek statisztikailag igazolhat6 kiillonbséget jelolnek kezelési

csoporton beliil (p<0,05) (* p=0,07).

Fiziologias sooldat (0,5 ml)

Szeminalis plazma (0,5 ml)

kezelés elott kezelés utan kezelés elott kezelés utan
Testtomeg (g) 25,14+11,8 24,67+11,8 20,94+10,55 20,83+10,64
(Sl{’;r)mame““ylseg 0,130,05 16,05£29,35 0,130,05 36+25,26
Progressziv 74,56+26,86 69,43+32 46,6+46,58 91,34+4,84
motilitas (%) (n=3) (n=4) (n=4) (n=4)
Sejt koncentracio
(h><109 db/ml) 8,8+13,73 2,8+2,23 7,75+6,87 2,95+2,03

Egyértelmiien 14athatd, hogy mind a NaCl oldat, mind a szemindlis plazma a spermatermelést

megemelte, els@sorban a szemindlis plazma mennyiséget (kontroll 126%-os térfogat
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novekedés, szemindlis plazma kezeltek 276%-os atlagos novekedést értek el). A kis elemszam
¢s a nagy egyedi kiilonbségek miatt a kontroll csoport kezelés el6tti €s utani eredménye nem
volt statisztikailag igazolhaté p<0,05 szinten. Abszolut értékben a sejtkoncentracid csokkent
(kontroll 32%-kal, a szeminalis plazmaval kezelt halak 38%-kal atlagosan), azaz higulas
kovetkezett be. Relativ mennyiségeket tekintve azonban mindkét kezelés a sejtmennyiséget a
megnovekedett 0sszmennyiségnek kdszonhetden emelt. A progressziv motilitasi értékeket
tekintve statisztikailag igazolhato médon nem volt kiilonbség a csoportok kozott, ami szintén a
nagy egyedi kiilonbségeknek és a kis elemszdmnak tudhato be. Ki kell hangsulyozni, hogy a
csoportban 1évo halak szama (n=4), valamint a nagy egyedi kiilonbségek miatt az elért

eredmények csupan tajékoztato jellegliek.
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5 Eredmények megvitatasa

A ponty sperma szemindlis plazma hormontartalmardl jelenleg még nem allt rendelkezésre
irodalmi adat, igy az altalunk k6zolt adatok a fajra tekintve tudoményosan 1) eredménynek
tekinthetéek. Egyéb fajokban mar mértek tesztoszteron és Osztradiol szinteket spermabol,
azonban ezek a lazacalkatGiak (Salmoniformes) és tok alakuak (Acipenseriformes) rendbe
tartozo fajok evolucidosan messze allnak a pontyalakuakhoz (Cypriniformes) képest, a megadott

adatok csak tajékoztato jellegiick (4. tablazat).

4. tablazat. Kiilonbozo halfajok szeminalis plazma tesztoszteron €s dsztradiol tartalma.

Faj (latin) tesztoszteron osztradiol (E2) Megjegyzés Szerzo
Kaszpi tengeri 25,1+£3,3 2+0,6 hormonkezelés | Jamalzadeh
pisztrang min-max: min-max: nélkiili mérés etal., 2014
(Salmo trutta 20-30 ng/ml 1-3 ng/mi
caspius)
Perzsa tok 7.45+ 1.12 ng/ml 0,5 ng/ml hipofizissel Hajirezaee
(Acipenser kezeltek 10 mg etal.,
persicus) hipofizis/1 mL 2012,2013
sooldat
(0.7%NaCl),

Perzsa tok 9.00 +2.20 ng/ml intramuszkularis | Hajirezaee
(Acipenser 6.90 + 2.20 ng/ml hipofizises etal., 2011
persicus) 7.45 £3.20 ng/ml kezelés, 50-70 mg

6.40 £ 0.60 ng/ml / hal dézissal
Ponty 0,89-6,86 nmol/ml <55 84,38 SGnRH + jelen
(Cyprinus pmol/ml metaklopramid tanulmany
carpio) kezelés (1 ovopel

/ testtomeg kg)

Tudomasunk szerint eldszor teszteltik a sperma szemindlis plazmat, mint természetes
hormontartalmt anyagot sperméci6 indukdlasra. Az eredményeink eldkisérleti jellegliek, a
csoportba beallitott halak szama, valamint az alkalmazott dozis miatt is. 0,5 ml szeminalis
plazma mennyiség egyszeri kiadagolasa ilyen méretii halaknal (~ 25 g) talsagosan is nagy.
Fontos kiemelni, hogy nem volt pusztulas a halakban a kisérletet kovetden. Elokisérletiinkben
most csak arra voltunk kivancsiak, hogy van-e élettani hatdsa a szeminalis plazmanak, igy
sz€lséséges pontot jeldltiink ki. A jovoben csokkenteni kell még kisérleti szinten is a dozist,

megvizsgalva, hogy csokkentett térfogatban is van-e a szterdnvdzas hormonkoncentracionak a
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spermaciora. Az intramuszkularis kezeléskor a beadandd mennyiség 0,5 ml/testtomeg kg, vagy
kevesebb, intraperitonealis kezelés nem annyira érzékeny a térfogatra (2-3 mil/kg) (MULLER
et al., 2020).

Spermatermelésre hatdo NaCl (kontroll) kezelés meglepd eredménnyel zarult. El6zetesen ugy
gondoltuk, hogy a nagy térfogatu, fiziologiai szempontbol kozombos kezelés, ami a kisérletben
csak az okozott stressz hatdsat kivanta felmérni, nem fog értékelhetd valtozast indukalni. Ezzel
szemben novelte a kezelés a spermamennyiséget 24 ora alatt, valamint a sperma abszolut
spermiumtermelés is novekedett (relativ értékben a spermiumkoncentracié alacsonyabb lett,
higult). Valoszinlileg a nagy mennyiségli testfolyadékok ozmolalitasaval kozel megegyezo,
izotonias oldat (mi human NaCl 0,89% oldattal dolgoztunk, a halak testfolyadék ozmolalitasa
0,65% NaCl oldattal egyezik meg) tobblet kivalasztasdban nem csak a vese vett részt, hanem
részben a herére is hathatott, megemelt szeminalis plazma termeléssel. A szeminalis plazma
kezeléssel szemben csak a spermiumsejtek progressziv motilitasat nem emelte a kezelés.

A szemindlis plazma kezelés a sooldattal kezelt kontroll halakhoz képest még
spermamennyiségi tobbletet indukalt, és ahogy kordbban is megemlitettem a progressziv
motilitasi értékeket is jelentds mértékben megemelte. A gyakorlati- és a kisérleti
halszaporitasban is ¢éppen az ivarsejtek végsd beéréséért, ovulacioért alkalmazzunk
hormonkezelést kiilonféle szinteken a neurohormonalis szabalyozasban (hipotalamusz szinten
— GnRH anal6gok, GnRH analdgok és dopamin receptor antagonista kezelés; agyalapi szinten
— hipofizis, hCG, PMSG kezelések; gonad szinten — 17a, 208, 21-trihidroxi-4-pregnen-3-one).
A modszer alkalmazasanak vannak korlatai, amely még jelentds kutatast igényel:

e korabban emlitett minimum dézis meghatarozas

e immunoldgiai folyamatok nyomonkdvetése a kezelést kovetden is

e standarnizalni az alkalmazéast (példaul természetes allapotban gylijtott, vagy
hormonkezelt ponty tejesek alkalmasabbak szeminalis plazma gytijtésre a benne 1évo
hormonkoncentracidkat is figyelemebe véve.

e tovabbi vizsgalatokat tervezni arra nézve, hogy alkalmasak lehet-e ovulacio kivaltasara
is, illetve, ha igen, akkor az oocitak milyen fejlédési stadiumba érzékenyek a szeminalis
plazma szterdnvazas hormonjaira. Angolna szaporitasban altalanosan alkalmazzak a
17a, 20B, 21-trihidroxi-4-pregnen-3-one ikranyerésre (pl. NAGAHAMA, 1997,
MULLER et al., 2012). A szeminalis plazmiban a MIS hormon-t kimutattik
(HAJIREZAEE et al., 2012, 2013). Korabbi vizsgalatunk alkalmaval (GAZSI et al.,

2021) sikeriilt sperma inszeminaciéval egyéb hormonhatasti anyag kezelés mellett
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spontan ikraszorast elérni zebradanié fajban. Elképzelhetd, hogy a szeminalis
plazmaban 1év6 ivarhormonok felszivodva a petefészekfalon keresztiil és bejutva a
szisztémas vérkeringésbe okoztak részleges ovulaciot.
Amennyiben valoban sikeriil ezzel az anyaggal ovulaciot elérni, gy a hipofizis kezeléssel
szemben a szeminalis plazma gytijtéshez nem sziikséges a donor halat elpusztitani. Ez jelentds
eredmény lenne, illetve olyan akvakultirds termelésben hasznalni, ahol mesterséges
hormonkészitmények beszerzése korlatozott (egyes afrikai és dél-kelet azsiai orszagok

elsésorban).
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6 Osszefoglalas

A perzsa tok (Acipenser persicus) és a kaszpi sebes pisztrang (S. trutta caspius) sperma
szeminalis plazmdja kiilonféle androgéneket tartalmaz, mint példaul tesztoszteront, 11-
ketotesztoszteront, progeszteront és 17a, 208, 21-trihidroxi-4-pregnen-3-one-t, igy ezek a
vegyiiletek feltételezhetéen a pontyfélék (zebradanid, ponty) szemindlis folyadékéban is
megtalalhatoak.

Jelen kisérletiinkben célul tiiztiik Ki, hogy megvizsgaljuk, hogy nativan gytjt6tt ponty sperma
clokezelést kovetéen milyen hatassal bir a ,,szeminalis plazmaval kezelt” halak
spermatermelésre. Valamint meghatarozni a ponty szeminalis plazma hormontartalmanak
Osszetételét.

A szeminalis plazma gyiijtéséhez 4 darab 3 nyaras pontyot valasztottunk ki. A pontyokat 1
pellet/ 1ml 0,89% NaCl oldat / testtomegkilogramm dézisu ovopellel kezeltiik a farokalatti
uszoéinak tovébe intraperitonealisan injektalva. A gyijtott ivarterméket ml-enként 1,5 ml-es
eppendorf csovekbe, majd ezek utan centrifugaltuk 10.000 g-n 5 percig. A gy(ijtott szeminalis
plazmat felhasznalasig -80°C hiitében taroltuk. A gyiijtétt szeminalis plazma egy részét a
Spektrum-Lab Kft-hez szallitottuk bevizsgalasra.

A kezelésre sajat szaporitdsu Hévizi pontyokat hasznéltunk fel. 2 csoportot alakitottunk ki,
csoportonként 4-4 hallal. A kezelés el6tt lemértiik a halak testtomegét és gyljtottiink
ivarterméket is. A gylijtott sperma paramétereit CASA rendszerrel mértiik. Az egyik csoportot
szeminalis plazmaval kezeltiik, a masikat pedig fiziologias sdoldattal, mindkét esetben 0,5 ml-
re mennyiséggel. A kezelés utdn 24 6réval ismét megmértiik a testtomegiiket €s gyljtott
ivarterméket CASA rendszerrel vizsgaltuk ismét.

Egyértelmiien lathatd, hogy mind a NaCl oldat, mind a szeminalis plazma a spermatermelést
megemelte, elsdsorban a szemindlis plazma mennyiséget. A kis elemszam és a nagy egyedi
kiilonbségek miatt a kontroll csoport kezelés el6tti és utani eredménye nem volt statisztikailag
igazolhaté p<0,05 szinten. Abszolut értékben a sejtkoncentracio csokkent. Relativ
mennyiségeket tekintve azonban mindkét kezelés a sejtmennyiséget a megnovekedett
Osszmennyiségnek koszonhetéen emelt. A progressziv motilitasi értékeket tekintve
statisztikailag igazolhaté modon nem volt kiilonbség a csoportok kozott, ami szintén a nagy
egyedi kiilonbségeknek és a kis elemszamnak tudhato be.

Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a szemindlis plazmaval torténd indukalt szaporités

fejlesztéséhez.
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