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1. Bevezetés és célkituzések

A Fold lakossaga jelenleg mar meghaladja a 8 milliardot, és 2050-re megkozeliti a 10
millidrdot. A biztonsagos, megfeleld mindségii élelmiszerellatds napjaink egyik legégetdbb
problémaja. A legfrissebb adatok alapjan a globalis éhezés 2022-ben elérte a 9,2%-0t, ami a
2019-es statisztikakhoz képest 1,3%-kal nagyobb (FAO, 2023). A jelenlegi mezdgazdasagi
struktara nem lesz képes ezt az egyre novekvo igényt kielégiteni, ezért az agrarium atalakitasa
mara sziikségszertinek tiinik. Olyan fenntarthat6 termelési kdrnyezet kialakitasara van sziikség,
amely hossz(i tavon és fenntarthatban képes biztositani a novekvd létszami emberiség
tdpanyagigényét, és azon belill is a fehérjeigényt. Ennek a kérdéskdrnek az egyik legfontosabb
szegmense az akvakultura szektor. Az 4gazat globalis szinten folyamatosan novekszik, 2000-
ben még nem érte el a 40 milli6 tonnat évente, azonban 2020-ban mar béven meghaladta a 80
millié tonnat az algatermelés nélkiil vett globalis akvakulttra termelés (FAO, 2022).

A vilag haltermelése 1950 ota atlagosan 3 %-kal nétt évente, a vilag Osszes halészati
termelésének és halfogasanak kb. 75%-a keriil kozvetleniil emberi fogyasztasra és ezek alapjan
a vilagban az egy fore jutd éves fogyasztas halaszati termékekbdl mintegy 20 kg/fé/év. A
legfontosabb tendencia, hogy az akvakultiraban termelt halaszati termékek mennyisége évrol
évre novekszik, mig a belvizi és tengeri fogdsok mennyisége évrdl évre csokken. Az
elérejelzések szerint, hosszabb tavon a tengeri halfogasok fokozatos csokkenése varhato, mely
koszonheto a tilhalaszatnak és a bevezetett fogasi korlatozasoknak. A globalis haltermelésnek
mintegy 43%-at teszik ki az édesvizi halak, melynek t6bb, mint a 80%-a tenyésztett hal (FAQ,
2022).

Az afrikai harcsa vilagszinten komoly szereppel bir az akvakultiraban, ezaltal igen fontos
részét képezi a halhts eldallitasnak — els6 sorban a legnagyobb problémakkal kiizdd
elmaradottabb régiokban. Nagy eldnye, hogy a ndvekedése gyors, és viszonylag alacsonyak a
kornyezeti feltételek iranti igényei, igy nem sziikséges a legkorszerlibb szaporitasi €s tartasi
infrastruktira kialakitdsa az lizemi méretli termeléséhez. Hazank vezetd szerepet tolt be az
afrikai harcsa termelésében (2020-ban 4051 tonna, Lukacsik et al., 2021) az EU-n beliil. Ezt a
kedvez0 poziciot csak folyamatos innovacioval lehet megtartani.

Kutatocsoportunk egy 0j halszaporitasi modszert fejlesztett ki, melynek alapja, hogy a
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spermium sejtek biologiai aktivitdsukat megtartva hosszabb ideig ,tarolhatoak™ kiilsé
megtermékenyitésii halak petefészekben indukélt szaporitas (szaporodas) eldtt. Ivaskor

(ovulaciokor) a gamétak egyiitt liriilnek, és vizaktivaciokor bekdvetkezik az ivarsejt egyesiilés,



termékenyiilés. Bar az 0j halszaporitasi modszert (inszeminacioval torténd halszaporitas) tobb
fajon sikeresen kiprobaltuk - beleértve a pontyot (Cyprinus carpio), afrikai harcsat (Clarias
gariepinus), zebradaniot (Danio rerio), amurt (Ctenopharyngodon idella), angolnat (Anguilla
anguilla), dél-amerikai eziistharcsat (Rhamdia quelen) és tengeri siillét (Dicentrarchus labrax)
- a kiilonb6zo rendbe tartozd halakat ,,modellként” vizsgaltuk, hogy feltarjuk a modszer
elonyeit és hatranyait. A mult évben megfigyelésiink alapjan a hagyomanyos — tigynevezett in
vitro fertilizacid/szaraz termékenyitési eljaras — szaporitasbol szarmazo6 utdodok életképessége
elmaradt az inszeminacio szaporitasbol szarmazé utdodok életképességétol. Mivel a vizsgalat
nem erre iranyult, hanem egy kontroll kisérleti részeredményt képezett, igy nem tudtuk
eldonteni, hogy ez egy egyszeri véletlen fellépd eredmény volt, vagy a modszer sajatossagaibol
adodo ismételhetd kimenet. Elképzelhetének tartjuk, hogy a spermiumok petefészekbeli
tarolasa soran olyan szelekcids folyamatok zajlanak le (példaul spermium verseny, sperma
kompatibilitds stb.), amelyek sordn ¢életerOsebb ivadékot nyerhetiink. A  kérdés
megvalaszolasara tovabbi kisérletsorozatokra volt és van sziikség, amelynek részét képezi
jelenlegi munkank is.

Jelen kisérleti ciklusunkban célul tiiztiik ki, hogy megvizsgéljuk és dsszehasonlitsuk az
in vitro fertilizaciobol, és az inszeminacios halszaporitasbol szarmazo utodok életképességét és

novekedési tulajdonsagait.



2. Irodalmi attekintés

A modern szemléleti haltenyésztés egyik alapkritériuma a biztonsagos tenyészallomany-
utanpodtlas. A programozhatd halszaporitds napjainkban egyre inkabb a halak hatékony
hormonalis indukaldsira tdmaszkodik. Ez a gyorsan fejlodé tudomanyteriilet hatalmas
szakirodalommal rendelkezik, kiilonb6z6 részteriileteibdl nagyszamu Osszefoglalo cikk ¢€s
konyv sziiletett. A kovetkezOkben a hagyomanyos halszaporitdsi modszereket, valamint a

kutatocsoportunk altal kifejlesztett igynevezett inszeminacio szaporitasi modot mutatom be.
2.1. Halszaporitasi modszerek

Az ivadék elballitas érdekében a legfobb alkalmazhat6 Klasszikus szaporitasi eljarasok a

kovetkezok:
2.1.1. Természetes ivatas

A modszer azon alapul, hogy a természetes, ivasi koriilmények egy mesterséges
kornyezetbe lesznek atiiltetve, amiben az ivarérett halak szdmara ivasra kedvez6 koriilményeket
biztositunk. A mddszer alapjan a halastavi gazdalkodasban elterjedt a Dubics-modszerre épiild
kistavas ivatas €s a nagytavi ivatas. Els0sorban a pontyfélékre alkalmazhat6 halastavi médszer
ugy mikodik, hogy a tavasszal a frissen eldrasztott, sekély és flivel, vagy finom szalu
vizingvényzettel boritott teriileten a halak leivnak, igy olcsé ivadék allithato eld. A természetes
szaporodas idedlis feltételei mellett a nagytavi ivatasnal igen nagy mennyiségli ivadék allithato
igy elé (Horvath és Urbanyi, 2000). A legnagyobb mennyiségben tartott laborhalfaj, a

zebradanio szaporitast is ezzel a modszerrel oldjak meg (Nasiadka és Clark, 2012).
2.1.2. Félmesterséges ivatas

Az ivas 1dOzitését, valamint a szaporodast kivaltd tényezdket részben
hormonkezelésekkel szabdlyozzak. Ezutan az anyahalakat visszahelyezik olyan kornyezetbe,
ami a természetes ivohelyiiket utdnozza. Az ivasi kornyezet kivalasztdsa sordn azt veszik
figyelembe, mely kornyezet biztositja a legjobb esélyt az utdodok tulélésére és a faj
fennmaradéasara az adott faj szempontjabol. Ez a mddszer napjainkban is hasznalatos a
szaporitas soran, példaul togazdasagi koriilmények kozott sillé (Sander lucioperca) fajban
(Tamas et al., 2006; Demska-Zakes ¢s Zakes, 2002), de elterjedt a labor koriilmények kozott

angolnafélék (Anguilla spp.) indukalt ivatasa soran is (Di Biase et al., 2016; Okamura et al.,
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2014; Mordenti et al., 2014). A szaporodas hatékonysdga, azaz a megsziiletd utédok szama
nagy mértékben fiigg a feltételek optimalis voltatol, jelentds faji és egyedi kiilonbségeket
mutathat (Horvéath és Urbanyi, 2000).

2.1.3. Indukalt keltet6hazi/mesterséges szaporitas

A szaporodasra felkésziilt halakban hormonkezeléssel helyettesitik a szaporodast kivalto
kornyezeti tényezoket. Ennek hatdsara az ikra levalasanak folyamata és a spermiumok
termelddése mesterséges kornyezetben, az ivési feltételek hidnyaban is bekovetkezik. Ezzel
foloslegessé valt az ivasi kornyezet lemasolasa (a természetes ivatassal és a félmesterséges
ivatasi modszerrel szemben), amely egyes halfajok mesterséges tartdsakor egyaltalan nem,
vagy csak koriilményesen valosithato meg (Horvath és Magyary, 2007; Miiller, 2022). Az
ivasra felkésziilt halakndl hormonkezelést alkalmaznak, ezutan a halakbdl kinyert
ivartermékkel termékenyitenek. A megtermékenyitett ikrat egy mesterséges, keltetohazi
kornyezetben keltetik, amely igy folyamatos kontroll alatt van. Ennek eredményes miiveléséhez
szakaszosan tagolt szaporitasi technologia sziikséges a pontos eldirasok szerint (Horvath és
Urbanyi, 2000). A legtobb gazdasagi halfajunkat ponty, csuka (Esox lucius), harcsa (Silurus
glanis) ezzel a modszerrel szaporitjak, de ma mar egyre tobb, a pontyfélékhez tartoz6 halfajt,
mint a domolykot (Squalius cephalus, Bernath et al., 2023) vagy jaszt (Leuciscus idus, Molnar

etal., 2019) is sikeriilt igy szaporitani.
2.1.4. Hormonalisan indukalt ivarérlelés és szaporitas

A halak indukalt ivarérlelése azt jelenti, hogy az ivasra felnem késziilt halban eldszor a
gametogenezist (ivarsejtképzodés) Osztonzik kiilonboz6é hormonkezelésekkel (hosszantartd
tobb hetes kezelés mindkét ivarban), majd az ivasra felkésziilt ikrasokban egy donté adagh
hormonkezeléssel valtjak ki az ovulacidt. A tejesek esetében erre nincs sziikség, mert a
spermatermelés folyamatos. ElsGsorban angolna fajok (Anguilla spp.) szaporitasakor

alkalmazzak (Ohta et al., 1995; Mordenti et al., 2014; Miiller et al., 2012).
2.2.Inszeminacidval torténé halszaporitas bemutatasa

2.2.1.Elettani és technolégiai hattér, modszer leiras

A valddi csontoshalak (Teleostei) taxonjaba tartozo fajok nagy része a valddi, kiilsé

megtermékenyitésti halak csoportjaba tartozik, a spermiumok a vizaktivacioig (ivas) inaktiv



allapotban vannak. Az aktivaciot a spermiumokat koriilvevé folyadék ozmolalitasanak
csOkkenése valtja ki (Miiller et al., 2020b). Horvath et al. (2010) bizonyitottdk, hogy a
petefészek altal termelt-, az ovuldlt oocitdk id6 el6tti aktivalodasat, az oocitdk talérését
megakadalyoz6 folyadék (ovarialis folyadék) vizzel higitva képes hosszabb ideig magas
értéken tartani a spermiumok motilitasdt ponty fajban. Az 1j halszaporitdsi modszer
koncepcidja alapjan a petefészek ozmokomform kornyezetében a spermiumsejtek hosszabb
ideig is ,,tarolhatoak™ aktivacio nélkiil (Miiller et al., 2020b). Ovulacidkor a follikularis tokbol
kiszabaduld oocitak felszinére feltapadnak a (még inaktiv) spermiumsejtek, majd egyiitt
irlilnek a genitalis nyildson keresztiil a kiilvilagba. Vizzel érintkezve ezek a spermiumok
aktivalodnak, és képesek megtermékenyiteni a szintén aktivalodott petesejteket.

A fenti elgondolas alapjan kidolgozott petefészek inszemindcid6 mddszere egyszerd; a
programozott ivasra felkészitett és boditott ikrasok petefészeklebenyébe fecskenddn rogzitett
szonda vagy katéter segitségével juttatjuk az el6zdleg gylijtott €s mindségellendrzésen atesett,
egy-vagy tobb himtdl szarmazo, kevert sperma adagot/adagokat. A katéter konnyen iranyithato,
lehetdség van a petevezetékeken keresztiil célzottan a jobb vagy a bal petefészeklebenyt
kezelni. Kisméreti halakban (pl. zebradanio: testméret 2-2,5 cm) a sperma befecskendezést
automata pipettaval vagy kapillarissal is meg lehet oldani. (Miiller et al., 2020b; Gazsi et al.,
2021a,b).

2.2.2.Inszeminacié modszer sajatossagai

2.2.2.1. A sperma életképességének/termékenyitéképességének megorzése a petefészekben
az ido és a spermamennyiség fiiggvényében

Miiller et al. (2020b) megfigyelték, hogy afrikai harcsa esetében az ovulacio elétt 36
oraval feljuttatott himivarsejtek is megdrizték termékenyitdképességiiket. A 48 ora elteltével a
termékenytilési és kelési értékek is nagymértékben lecsokkentek. A tengeri siigérben vagy mas
néven farkassiigérben a petefészeklebenyekbdl visszanyert sperma életképessége hasonldan 40
ora korili, ezt kovetden jelentds mértékben lecsokkent, illetve megsziint a spermasejtek
vizaktivaciot kovetd mozgoképessége (Bodur et al., 2019). Erdekes, hogy a két faj kérnyezeti
igényeiben meglévd jelentds kiillonbségek (Siluriformes - Perciformes, édesviz - tengerviz, 25-
27 °C - 16 °C) ellenére is hasonl6 eredmények tapasztalhatok, ami onmagaban az ivarsejtek
biologiai sajatossagaira utal fajtol figgetleniil. Pontyban és a dél-amerikai eziistharcsédban a
keltetbhazi gyakorlatnak megfelelé donté hormonkezeléssel egy idoben (10-12 o6raval az
ovulaciot megelézden) inszemindlt spermiumok sikeresen termékenyitették az ikratételeket

(Miiller et al., 2018a, Ittzés et al., 2020).



2.2.2.2. Sperma szemindlis plazma, mint hormonvivo anyag

Korabban szamos szerzd altal bizonyitast nyert, hogy a petefészeklebenyekbe juttatott
hormonkészitmények a petefészekfalon is felszivodnak, és ovulaciot indukalnak (Watson et al.,
2009a,b; Németh et al., 2012). Miiller et al. (2018) és Ittzés et al. (2020) poritott pontyhipofizist
kevertek frissen fejt spermaval, és ezt a mixet juttattak fel az ikrasok petefészeklebenyeibe.
Mindkét fajban a sperma szeminalis plazma felszivodasaval a petefészekfalon keresztiil a GtH
hormon is bejutott az ikrasok szisztémas keringésébe, és ovulaciot indukalt. A kifejt gamétakat
(ikra és felszinére tapadt spermiumsejtek egyiittesen) vizaktivacioval termékenyitették, a
termékenytiilési arany nem kiilonbozott a kontroll halak értékeitol. Ezzel a modszerrel a

hormonkezelést és a sperma bejuttatast egy idében, egy kezeléssel meg lehet oldani.

2.2.2.3. Sikeres utodlétrehozas ivds vagy ivatdsos modszer alkalmazdsa sordn, him jelenléte
nélkiil

Zebradanio fajban hormonkezelés nélkiil, csak sperma injektalast kovetd fényprogram
alkalmazasaval sikeriilt spontan ikraszorasra birni az ikrasokat (parcialis ovulacié kovetkezett
be, hagyomanyos ivatashoz képest 60-75%-Kkal kevesebb ikra ovulalt) tejesek jelenléte nélkiil.
Az ikrakbol sikerrel lehetett larvakat keltetni (Gazsi et al., 2021b). Az ikrasok petefészkébe
injektalt és ott tarolt sperma feltétlentil sziikséges, de egyidejlileg ivo tejes jelenléte mar nem
feltétel a sikeres utodlétrehozashoz, amennyiben (akar részleges, vagy teljes) ovuldciora lehet
birni az ikrasokat (Gazsi et al., 2019a). Sill6 fajban én is részt vettem hormonkezelt és
inszeminalt ikrasok szaporodasi jellemzéinek feltarasaban (Horvath, 2023; Varga et al., 2022).
Tiz hormonkezelt ikrasbol 9 ovulalt, és szorta el az ikratételeit a hormonkezelést koveto 83-154
termékenyitette az ikratételeket. Azonban hatranyként jelentkezett még, hogy tejesek nélkiil
elmaradt az ivo himek altal kivaltott korkoros nasztanc, emiatt az ikrasok dontd tobbsége egy

pontba, egymasra rétegezve tette le az ikratételét az alajuk behelyezett miifészkekre.

2.2.2.4. Mélyhiitott sperma felhaszndldsa sperma injektdldasos modszer esetén (mélyhiitott

sperma felhaszndldsa indukdlt ivatds esetén)

Miiller et al. (2019) kisérletiikben afrikai harcsa spermat fagyasztottak le egy mar
korabban leirt protokoll alapjan, majd felolvasztast kovetéen a miiszalmabodl szarmazo mintakat
Eppendorf-csovekbe gytijtotték, és centrifugaltak. A szeminalis plazmaban 1évé higitot és

metanol védbdanyagot eltavolitottdk a kicentrifugdlt sejtpogécsa (centrifugalds utan az



Eppendorf aljan 0Osszegytlt spermiumtomeg) felszinérél. A spermiumokat nem hagytak
kiszaradni, hanem nativ pontyspermabdl szarmazé szeminalis folyadékkal toltotték fel. Az igy
nyert elegyet (afrikai harcsa sperma + ponty szeminalis folyadék) inszeminaltak afrikai harcsa
ikrasokba hormonkezelésiikkel egyidejiileg (intramuszkularis kezelés — ponty hipofizis
kivonat). A termékenyitési tesztek soran minden halfaj ikratételében sikeriilt termékenyiilést
kimutatni, azonban a kelési szazalék (18%) elmaradt a kezeletlen kontroll csoport értékeit6l
(61%). Ez a modellkisérlet szolgalhat alapul ahhoz, hogy ivatasos modszer esetén is lehet

alkalmazni mélyhiitétt spermat.
2.2.3.AZ inszeminacios modszer felhasznalasanak lehetoségei
2.2.3.1. Felhasznalas gazdasdgilag jelentds halfajok esetében

Hazankban a gazdaségilag jelentds halfajok szaporitasi technologidja nagymértékben az
in vitro termékenyitési (IVF) eljarasra alapozott. Szamos azsiai orszagban (kiemelend6 Kina)
azonban még a mai napig az ivatasos mddszer jelenti a halszaporitas gerincét (Horvath et al.,
2015). A tengeri akvakulturaban (pl.: tengeri siillé/farkas siigér, aranydurbincs (Sparus aurata))
is komoly jelentdsége van az ivatdsos modszernek (Bodur et al., 2019). A sperma inszeminacios
eljarassal irdnyithatova valik a keresztezés (kordbban korlatozottan volt kivitelezhetd),
egységnyi teriiletrdl tobb ivartermék gylijthetd. Az értékes himek sperméjaval (akar mélyhitott
spermaval is) nagyobb mennyiségii, tobb ikras ikratétele termékenyithet6 egyidejiileg, valamint
a kevert spermaadagok feljuttatdsaval potencidlisan novelhetd a genetikai valtozékonysag
(Miiller, 2022, 1. tablazat). Az akvakultiraban az olyan gazdasagilag jelentds halfajok
szaporitasi technologidjanak kidolgozasahoz is hozzédjarulhat, amelyeknek a szaporitasa
nehézkes, vagy még nem megoldott (pl.: pettyes farkashal (Anarhichas minor). A pettyes
farkashalat korabban még nem sikeriilt leivatni kontrollalt koriilmények kozott (Santana et al.,
2020). Az inszeminacios modszerrel athidalhatoak a faj szaporitasa soran felmeriilé problémak
(kis mennyiségli sperma rovid ideig tarolhatod, nem szinkronizalhato az ikraszoras (Kime és

Tveiten, 2002; Miiller, 2022).



1. tablazat: A hagyomanyos ivatas €s inszeminacio6 szaporitasi modszerek kozotti elméleti
Osszevetés kiilsé megtermékenyitésti halfajok esetén
(Forras: Miiller, 2022 nyoman)

Hagyomanyos ivatas Ivatas elétt inszeminacié
Ivar Iigz.;z%rlgl Ivar Egységnyi teriiletrdl
arany P arany megtermelheto elvi
0:d megtermelhetd elvi 0.4 ikramennyiség
' ikramennyiség )
3 hal / egységnyi hely
(Ggynevezett kistorzses 1:2 n 2:1 2n
ivatas)
5 hal / egységnyi hely _
(tigynevezett 2:3 2n 3'24\_/1a 9y 3n, vagy 4n

nagytorzses ivatas)

ikras oldaléardl korlatozottan
Utodok genetikai limitalt, véletlenszeri novelhetd
sokszinlisége kombinacio tejes oldalarol hatvanyozott
mértékben novelhetd

korlatozott mértékben

Tenyésztési program e iranyithato
Y progr iranyithatd Y
mélyhtitott sperma ivatas esetén nem S
. , felhasznalhato
hasznalat megoldhat6

2.2.3.2. Természetvédelmi célu halszaporitds

Az inszemindcios eljarassal kikiiszobolhetdek a hagyomanyos halmentés és a kiilonb6zd
természetvédelmi céli halszaporitdsi programok soran felmeriild nehézségek (2. tablazat).
Mivel a tejesekre fizikailag nincs is sziikség az ivaskor, ezért vérfrissités esetén a kiilonbozo
ektoparazitak behurcoldsanak valdsziniisége minimalizalodik inszeminacié alkalmazasa
esetén. A tejesek spermatermelése ivasi idoszakban allando, emiatt az eredeti él6helyiikon is
részt tudnak venni az ivasban. A mddszer felhasznalasaval egy ikrastol szarmaz6 ikratételt tobb
tejestdl szarmazo spermaadagok tudjak termékenyiteni, ezaltal a genetikai diverzitas novelhetd.
A veszélyeztetett populdciok esetében ezaltal elkeriilhetok az allomanyokat potencidlisan érintd
karos genetikai folyamatok (beltenyésztettség, palacknyak hatas, kéaros mutaciok
felhalmozodésa stb.) (Fernandez és Caballero, 2001; Woodworth et al., 2002; Fuller és Doyle,
2018; Miiller, 2022). Az inszeminaciods eljarassal nem csak, hogy megel6zhetéek lennének ezek
a folyamatok, de a mar beltenyésztett populdciok esetében fontos eszkdz lehetne a genetikai
diverzitas novelésének (vérfrissités élohelyen). Akar spermabankbdl szarmazo spermamintak

is felhasznalasra keriilhetnek a célok megvalositasa érdekében (Miiller, 2022).
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2. tablazat: Mentett allomanyok szaporitasaval €s kitelepitésével foglalkozo mddszerek
Osszevetése (Iranyitott szaporitas = ivato ketrecek alkalmazasa)
(Forras: Miiller, 2022 nyoman)

Tradicionalis allomany Iranyitott szaporitas Uj médszerii
mentés szaporitas
(inszeminacid)

A B A ;] A B

populacio populécio populdcié populacio populacié populacid

@883 3338¢% 344

& & 9 03
Szaporitasi/keresztezési \\\ / / / / \ X / --------- >\\
stratégia
S

Tobb tejesbdl szarmazo

., , sperma az “A”
Random parvalasztas, P

t5bb a teics Iranyitott parvalasztas populaciobdl (sperma
) gyljtést kovetéen
visszatelepités)
gg(‘)’gﬂ;‘;‘gg% AQ 1: Ad >1 A9 1:BJ 1 AQ 0: AL O
sziikséges sziilok B?1:BS>1 B 1: A1 B?1:BJ1
Sziiloi génhozzajarulas az
utédgeneracioban 11 1:1 I:1<
(2:9) | _
Mente’tt.erlohelyll. . Pelda’: 1 ikras és 3-3 ’tejes Példa: 1 ikras és 1 tejes
generaci6 genetikai esetén 2 a 12 lehetséges esetén B populacié. de
hattere (23) variaciobol: n o popwacio,
1 AB, BA 3 ku’lonbo%o tejesbol
AA AA AA,AB,AB,AB Szatrazo sperma
B 2’ o részvétele mellett
BB,BB,BB,BA,BA,BA BA+BA+B/+EB
Varhat6 utédszam n n< n<
Parazita dtviteli esely mindkét éléhelyrdl mindkét éléhelyrdl csak a B populdci6

¢l8helyérdl

2.3.Az afrikai harcsa

2.3.1. Altalanos bemutatas és gazdasagi jelentéség

Az afrikai harcsa (C. gariepinus Burchell, 1822) (1. abra) a zacskosharcsafélék
(Clariidae) csaladjaba tartozik tobb mint 100 masik fajjal egyiitt. A halfaj az afrikai kontinens
egészén, Torokorszag déli teriiletein, valamint Kis-Azsidban 3shonos (Péteri et al., 1989). Teste
hosszukas, hengeres. Feje nagy, a legtobb harcsaféléhez hasonloan feliilrdl lapitott, ami jelentds
vagasi veszteséget is jelent. Nagy szajat kiviilr6l 8 bajusszal hatarolja, szeme a test¢hez
viszonyitva kicsi. Rendkiviil hossza hataszoval rendelkezik, bdre pikkelytelen, szine a hati

részen sziirkés-marvanyozott, a hasi részen piszkos-fehéres (Harka és Sallai, 2004). A halfaj
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szdmara a magas (25-30 °C-os) vizhémérséklet az idedlis, 20 °C alatt csokken a bakterialis
fertézések iranti toleranciaja, mesterséges rendszerekben 16 °C alatt altalaban elpusztul. A
maximalis vizhdmérséklet 39-40 °C, amelyet képes még elviselni. A kopoltytuiiregében
talalhato kisegitd 1égzdszervvel a légkori oxigén hasznositasara is képes. Ez a képesség
1étfontossagu az eredeti ¢ldhelyén valo taléléséhez. (Péteri et al., 1989). Ivarérettségét nagyon
gyorsan eléri — kornyezettdl fiiggéen 6-18 honap alatt -, de altalaban 8-9 honapos korban mar
biztonsaggal szaporithatok (Péteri et al., 1989; Radics, 1990). Hazankba teljesen véletleniil
keriilt be a halfaj, de a szakemberek miutan felismerték a benne rejlé gazdasagi potencialt,

nyomban termelésbe vontak (Woynarovich, 1996).

1. abra: Az afrikai harcsa (foto: Dr. Ferincz Arpad)

A zacskosharcsafélék csaladjaba tartozd Clarias nembe tartozo fajok (Clarias spp.)
ossztermelése 1,249 millié tonna, amivel az édesvizi haltermelésben a 10. helyet foglaljak el
(FAO, 2022). Az afrikai harcsat az elmult 20 évben egyre nagyobb mennyiségben termelik,
2021-ben 239 000 tonnat allitottak el6 akvakultaraban. A halfaj pozitiv adottsagaibol adodik
termelési mennyiségiik folyamatos novekedése; gyors novekedés, kornyezeti paraméterek
iranti tolerancia, nagy technologiai tliréképesség stb. (FAO, 2021; Kiss, 2023). A vilagon
legalabb 50 orszagban tenyésztik, ezek koziil is Nigéria a legnagyobb termeld, megelézve
Magyarorszdgot és Hollandiat (Srimai et al., 2020; FAO, 2021). Az Eur6pai Unidban
Magyarorszag piacvezetd az afrikai harcsa termelésben (Lukdcsik et al., 2021). Hazdnkban ez
a halfaj képezi az intenziv rendszerti haltermelés gerincét, 2022-ben az ilyen mdodon eldallitott

halhtis 93,6%-at (5778 tonna) adta az afrikai harcsa (Kiss, 2023, 2. abra).
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2. abra: A hazai intenziv termelés és az afrikai harcsa termelésének valtozasai a 2018-2022-es
1d6szakban
(Forras: Kiss, 2023)

6 500
6000
5500

5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

2018 2019 2020 2021 2022

tonna

mIntenziv termelés M Afrikaiharcsa-termelés

Forras: AKI ASIR

2.3.2.Szaporitas

Természetes élohelyén a faj természetszerii szaporitdsat — elsGsorban azokban a
régiokban, ahol az infrastruktura felszereltség alacsony szinten all - kis méretli tavakban,
medencékben végzik, ahol rendszerint a vizszint éjszakai emelésével valtjak ki az ivast. Méra
természetesen a keltet6hdzi (mesterséges) szaporitasi eljaras valt a vilagon meghatarozova.
Intenziv rendszerben tartott anyahalak elvesztik ivari ciklusuk szezonalitdsat, igy az optimalis
tartasi kortilmények mellett akar havonta is szaporithatoak. Ezen kedvezd tulajdonsaga miatt a
kutatasokban is kedvelt modell. Az Aaltalanos szaporitasi technologia alapjat a széraz
termékenyitési eljaras (in vitro fertilizaci6) adja, amely soran az ikrds anyahalakat
hormonindukcioval késztetik ovulaciora (kiilonféle hormonkezelések Osszefoglalasa 3.
tablazatban), a himeket altalaban nem hormonkezelik. Az ikrasokbol a programozott ovulacio
bekovetkezése soran kifejt ikraadagokat a himek eldlése utan a miitéti uton eltavolitott herékbdl
nyert spermaval termékenyitik (Péteri et al., 2015). Ebbe a témakorbe tartozik az ivarsejtek
mélyhiitése is. Az utobbi években a haltudomanyokban is felgyorsultak els6sorban a sperma
mélyhtitésével kapcsolatos kutatdsok, melyekben a hazai szakemberek eredményei jelentdsek

(Urbanyi et al.,1999; Horvath és Urbanyi, 2000; Miskolczi et al., 2005; Kovdcs et al., 2010).
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3. tablazat: Kiilonb6z6 hormonkészitmények alkalmazasa afrikai harcsa ikrasokban
(Forras: Quyen, 2023 nyoman modositva)

Hormon moéd vivéanyag dézis/ttkg O(%) Irodalom
LHRHa + PIM 1P 0.8% NaCl oldat 0.1% SMBS-sel és 0.25% BSA 0,05 mg + 5 mg 100 De Leeuw et al., 1985
LHRHa + PIM 1P 0.8% NaCl oldat 0.1% SMBS-sel és 0.25% BSA 0,05 mg + 5 mg 100

17a-OHP M dimetil-izoszorbid 4 mg 100 Richter et al., 1987a

hCG M 0.7% NaCl oldat 6900 IU 93 Inyang és Hettiarachchi, 1994

varangy HK ™M 2 ml 0.9% NaCl oldat 4 mg 100
™M 2 ml0.9% NaCl oldat 6 mg 100
béka HK M 2 ml 0.9% NaCl oldat 4 mg 100

M 2 ml 0.9% NaCl oldat 6 mg 100 Salami et al., 1994
hCG M 2 ml 0.9% NaCl oldat 2000 IU 100
harcsa HK ™M 2 ml 0.9% NaCl oldat 4 mg 100
M 2 ml 0.9% NaCl oldat 6 mg 100
harcsa HK M 2 ml 0.9% NaCl oldat 1 gland 100
mGnRHa+tMET 1P 0,7% NaCl oldat 0,05 mg + 10 mg 100
c¢GnRH-II+MET 1P 0,7% NaCl oldat 0,05 mg + 10 mg 100

c¢GnRH-I+MET P 0,7% NaCl oldat 0,05 mg + 10 mg 0 Akpadja et al., 1996
sGnRH+MET 1P 0,7% NaCl oldat 0,05 mg + 10 mg 80
mGnRH+MET 1P 0,7% NaCl oldat 0,05 mg + 10 mg 35
PH 1P 0,05 mg + 10 mg 4 mg 100
GnRHa+pimozid 1P 100
GnRHa+pimozid 1P NaCl oldat 0,02 mg + 0,002 mg 100

GnRHa+pimozid P NaCl oldat 0,02 mg + 0,001 mg 100 Bruska et al., 1999
PH M NaCl oldat 4 mg 100
Biogonadyl 500 1P NaCl oldat 800 IU 100
PH 1P NaCl oldat 4 mg 100
GnRHa + DOM 1P NaCl oldat 20 ug + 50 mg 87.5

(Aquaspawn) Brzuska, 2004

PH 1P 0.9% NaCl oldat 4 mg 90
mGnRHa+MET 1P 0.9% NaCl oldat 20 pug + 10 mg 100

(Ovopel)

LHRHa M 0.9% NaCl oldat 10 pg 68

LHRHa M 0.9% NaCl oldat 30 ug 73

LHRHa M 0.9% NaCl oldat 50 pug 82 Ude et al., 2005

LHRHa M 0.9% NaCl oldat 70 pg 85

PH 1P 0.9% NaCl oldat 4 mg 90
GnRHa (Gonazon) M gyarto altal mellékelt oldatban felhigitva 20 ug 100
GnRHa (Gonazon) ™M gyarto altal mellékelt oldatban felhigitva 40 pug 100
GnRHa (Gonazon) ™M gyarto altal mellékelt oldatban felhigitva 80 ug 100 Ronyai et al., 2008
PH M 0,65 % NaCl oldat 4 mg 100
PH 1P NaCl oldat 4 mg 100
mGnRHa+MET 1P NaCl oldat 20 pug + 10 mg 83 Brzuska, 2011
(Ovopel)
17a-OHP M dimetil-izoszorbid 4 mg 100
GnRHa M 40 pg 20
™M NaCl oldat 20 pug 60
GnRH + PIM M NaCl oldat + DMSO 20 pg +4 mg 90 Sharaf, 2012
IM NaCl oldat + DMSO 30 pg +8 mg 98
M NaCl oldat + DMSO 40 pg +16 mg 100
sGnRHa +DOM ™M 0.6% NaCl oldat 10 ug +5mg 100 Ndimele és Owodeinde, 2012
(Ovaprim)
tartositott HM IM 0.9 g/ml NaCl oldat 09g 100
friss HM M 0.9 g/ml NaCl oldat 09¢g 100 Okomoda et al., 2017b
sGnRHa +DOM M - 10 ug + 5 mg 100
(Ovaprim)
sGnRHa +DOM ™M 5 mL NaCl oldat 8ug+4mg 100
(Ovaprim) M 5 mL NaCl oldat 10 ug + 5 mg 100 Marimuthu et al., 2015
IM 5 mL NaCl oldat 12 pg + 6 mg 100
PH IM 0.9% NaCl oldat 4 mg 88 El-Hawarry et al., 2016
PH+DOM M 0.9% NaCl oldat 4 mg+ 10 mg 100
LHRHa+DOM M 0.9% NaCl oldat 50 pg + 10 mg 100
GnRHa+DOM IM 0.9% NaCl oldat 40 pug + 10 mg 100
PH PM 0.9% NaCl oldat Smg 100 Miiller et al., 2018b
sperna Smg
PH 1P 0.9% NaCl oldat 5mg 100 Miiller et al., 2019
sGnRHa +DOM IM - 10 pug + 5 mg 100 Kucharczyk et al., 2019a
(Ovaprim)
LHRHa + DOM - 25 pg + 5 mg 100 Srimai et al., 2020
harcsa HK M 2 ml 0.9% NaCl oldat 1 mirigy 100 Amoah et al., 2020
hCG ™M 0.9% NaCl oldat 500 IU 100
™M 0.9% NaCl oldat 1500 TU 100 Zidan et al., 2020
™M 0.9% NaCl oldat 3000 IU 100
™M 0.9% NaCl oldat 6000 TU 100
PH 1P 0.9% NaCl oldat 5mg 100 Miiller et al., 2020b
mGnRHa+MET 1P, IM, PM 0,65 NaCl oldat 20 ug + 10 mg 100 Kucska et al., 2022
(Ovopel)
sGnRHa +DOM 1P, IM, PM 0,9 NaCl 10 pg +5mg 100 Okomoda et al., 2023
(Ovaprim)
PH 1P 0,7% NaCl oldat 4 mg 100 Szabo et al., 2023
mGnRHa+tMET R 0,9 NaCl oldat 5%(20 pg + 10 mg) 100 Quyen et al. (2023)
(Ovopel)

Megjegyzések: O(%)-ovuldciés rdta; méd-hormonbejuttatds modja, PH-pontyhipofizis; HK-hipofizis kivonat; Aquaspawn- 20 ug GnRHa +
100 mg DOM; Ovaprim- /20 ug (D-Agr6, Pro9-NET) sGnRHa] + 10 mg DOM; Ovopel-[18-20 ug (D-Ala6,Pro9NEt) mGnRHa]+10 ug MET;
\U- nemzetkozi egység; DMSO-dimetil-szulfoxid; BSA- borjii eredetii szérum albumin; SMBS-natrium metabiszulfit; mMGnRHa-emlés GnRHa
analog; sGnRHa-lazac GnRH analog; IM-intramuszkularis,; IP-intraperitonealis, PM-petefészekmosas; R-rektalis
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2.4. A munka elé6zményei, problémafelvetés

Az inszeminacidval térténé halszaporitasi modszer alkalmazasanal az afrikai harcsat a
kutatocsoportunk modell halfajként hasznalta. Azonban Kkutatisi eredményeink alapjan
gazdasagilag jelentds értékmérdben is esetleges haladast lehet elérni ennél a halfajnal az 1j
halszaporitasi eljaras alkalmazasaval. Korabbi megfigyelések szerint az utddok
¢letképességében esectlegesen lehet pozitiv iranyG eltérés az in vitro fertilizacido (szaraz
termékenyitési eljaras) és az inszeminacio szaporitas kozott.

Quyen et al. (2022) hibridizacios szaporitas céljabol ugyanazon vundu (Heterobranchus
longifilis) tejestdl szarmazd spermajaval inszeminaltak afrikai harcsa ikrasokat, valamint in
vitro termékenyitéssel hoztak létre hibrid utdodokat. A két kiilonboz6 eljarasbol szarmazod
utodokat 28 napig nevelték. Eredményeikben az inszemindlt ikrdsoktdl szdrmazo ivadékok
statisztikailag igazolhato modon (p<0,05) magasabb talélési aranyt mutattak (66,75+5,52 %,
minimum-maximum: 58-75 %), mint az in vitro termékenyitésbdl sziiletett halak (43+12,19 %,
minimum-maximum: 23-55 %). Okomoda et al. (2023) kisérleteikben nem volt statisztikailag
igazolhato kiilonbség (p<0,05) a kétféle in vitro termékenyitésbol (friss sperma, 24 oran at 4
°C-on tarolt sperma), Vvalamint az inszeminacidé eljarasbol szarmazo ikratételek
termékenytiilésében, majd a kelési aranyokban és a 72. 6rds megmaradasban.

Elképzelhetonek tartjuk, hogy a petefészekbeli expozicid sordn olyan szelekcios
folyamatok zajlanak le (példaul spermium verseny, sperma kompatibilitas stb.), amelyek soran
életerdsebb ivadékot nyerhetiink. A kérdés megvalaszolasara tovabbi kisérletsorozatokra van

sziikség, amelynek részét képezi jelenlegi munkank is.
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3. Anyag és modszer

”r

3.1.Kisérleti helyszin, anyahalak eléélete

Vizsgalatainkat a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Szent Istvan Campusén,
Akvakultira és Kornyezetbiztonsagi Intézetének hallaboratoriumaban végeztiik. A kisérletekbe
vont ikras anyahalak sajat szaporitasabdl szarmaztak, amelyeket szintén a munkacsoportunk
altal fenntartott kisérleti recirkulacios rendszerekben (200x45x145 cm, hasznos térfogat kb.
1300 |) tartottunk, valamint készitettiink fel a szaporitdsi munkakra. A halakat a nevelési
idészakban 26+0,5 °C-on tartottuk, napi 1,5 %/testtomegkilogramm (ttkg) takarmanyadag
(Aller Aqua Bona float 4,5 mm) mellett (3. abra). A legfontosabb vizmindség paramétereket -
NH4-N 0,1-0,4 mg/l, NO2 0,02-0,3 mg/1, és NO3 9,3-30 mg/I koncentracids tartomanyokban —
a halak szamara megfelel6 értékeken tartottuk. Az ikras anyahalak ivartermékeinek
termékenyitéséhez felhasznalt tejeseket a Bajcshal Kft. (korabban Gyéri ,,Elére” HTSz.)
kisbajcsi telephelyérdl szereztiik be. Erre azért volt sziikség, mert az altalunk nevelt himek
(atlagos testtomeg: 200-250 g) koziil nem tudtunk volna egy tejestél szarmazo a kiilonb6zo
csoportokhoz megfelel6 mennyiségii spermat nyerni. A kisérlet soran poolozott sperma adagok
mindségi paramétereinek kiillonbségei miatt a két szaporitasi eljardsbol szarmazd utodok

¢letképességi és novekedési mutatdi nem lettek volna vizsgalhatoak.

3. abra: Az altalunk nevelt- és kisérletbe vont afrikai harcsa ikrasok (sajat foto)
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3.2.Elso kisérlet

A kisérleti folyamatok konnyebb megértéséhez, és idofliggd nyomon koveteséhez a 4.

abra nyujt segitséget.

4. abra: Az elso kisérlet folyamatabréja

-24.h ‘ tejes hormonkezelés ‘
3.2.1.fejezet  (n=1 3)

|

spermagydjtés I.

1.k (operacio, hasfal bevarrasa)
3.2.1.fejezet bal here lebenyb8I(n=1 ) ——
l (GSI, mozgdképesség
(idd)
inszeminacio

v (jobb petefészeklebeny)

0.h . 5 .
ikras hormonkezelés
] . intramuszkularis, n=5 ¢ P
o \ 3.2.2. fejezet ( ) spermagydjtés II.
2 e

13 ikrasok tartasa beérési ido alatt l (operacit, jobb here lebeny)

H 3.2.3 fejezet |3.2.3. fejezet J
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vizaktivacio vizaktivacio o viza}k.tiv'agifs
(inszeminacié csoport) (kontroll csoport) in vitro fertilizacié csoport
\_3-2.4.fejezet 5 4 3.24.fejezet | i N :?.2.4. fejezet

‘
13.h 3.2.5. fejezet ikrainkubacio

i adatelemzés
24.h (termékenytilési arany)

3.2.1. Him hormonkezelése, spermagytijtés

A szaporitasi munkakhoz felhasznalt afrikai harcsa himet (testtomeg: 4008 g)
benzokainos boditast kovetéen 0,5 Ovopel pellet/ttkg) hormonkezeltik az ikrasok
hormonkezelését megel6zd napon (melléklet 28. dbra). Egy Ovopel pellet 20 pg emlés GnRH-
a-t (D-Ala6, Pro9NEt-mGnRH) és 10 mg metaklopramidot (dopamin antagonista vegyiilet)
tartalmaz (Interfish Kft.). A spermat a here egyik lebenyének kimiitésével (bal oldali here)
nyertiik ki az ikrdsok hormonkezelését kozvetleniil megeldzden. A lebeny miitéti eltavolitasa
utan a mitét helyét Osszevarrtuk (5. abra, bal oldali kép), majd a kioperalt herelebenybdl
nyertiik ki a spermat (5. abra, jobb oldali kép).
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5. abra: Balra: a miitét helyén 6sszevarrt him, jobbra: sperma gyljtés (sajat fotok)

3.2.2.1Ikrasok hormonkezelése és inszeminacio

A véletlenszerlien kivalasztott ikras anyahalakat (n=5, testtomeg: 340,4+86,05 Q)
benzokainos boditast kovetden, a testtomegek és a testhosszak meghatarozasa utan
intramuszkularisan 1 Ovopel pellet / ttkg hormonkezeltiik (6. abra, bal oldali kép). A
hormonpreparatum bejuttatasaval egyidében a halak azonos petefészeklebenyeibe (jobb oldali)
1 ml spermat injektaltunk — a Miiller et al. (2018a) altal bemutatott modon -
testtomegkilogrammonként csecsemdszonda segitségével (A katéter paraméterei: hossz: 400
mm, kiils6 atméré: 1,3 mm, belsd6 atméré: 1 mm (GALMED Wytwoérnia Sprzetu
Medycznego®, Lengyelorszag). A szondat a petefészeklebeny csticsaig vezettiik (10-12 cm a
kezelt ikras testnagysagatol fiiggden), és egy helybe juttattuk a szamitott sperma adagot (6.
abra, jobb oldali kép).

6. abra: Balra: intramuszkularis hormonkezelés, jobbra: inszeminacio, célzott
petefészeklebeny-kezelés (sajat fotok)
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3.2.3.Ikrasok elhelyezése, masodik spermagyiijtés

A kezelt ikrasokat ezt kovetden egy kiilon medencében felébresztettiik (erdsen
levegodztetett medence, vizhomérséklet: 27+0,5°C), majd egyedi elhelyezésiiket szolgald,
ugynevezett tartoketrecekbe (Fyllen szennyestartd kosar, magassadg: 50 cm, atmérd: 45 cm,

térfogat: 79 I, 1éhésméret 0,75mm) helyeztiik a beérési idejiikig (~12 6ra) (7. abra).

7. abra: A kisérletek soran hasznalt tartoketrecek (sajat fotd)

A termékenyitési tesztek eldtt kozvetleniil megeldzéen a himet tulaltatassal eldltiik, majd
a masik herelebenyt (jobb oldali) is eltavolitottuk, és ebbdl nyertiik ki a spermat az in vitro

szaporitasi munkakhoz (8. abra).

8. abra: Here masik lebenyének kimttése (sajat fotd)
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3.2.4.Ikrafejés mindkét petefészeklebenybol, termékenyités

A termékenyitéseket a beérési idoknek, és a hormonkezelések sorrendjének megfeleléen
az 1-es szamu haltol az 5-6s sorszamu halig sorban végeztiik. Minden egyes ikrast tulaltatassal
eloltiink, ezt kovetden az Osszes kisérleti hal sordan a kdvetkezOkben leirtak alapjan végeztiik a
szaporitasokat. Az ikrasbol kimitottiik a petefészket (9. abra, bal felsé kép), megmértiik a
tomegét (GSI meghatarozas) 9. abra, jobb fels6 kép)), majd ezt kovetdéen a korabban
inszeminalt petefészeklebenybdl azonos mennyiségii ikraadagokat (0,1 ml térfogat, 65,5+13,14
ikraszem/petricsésze) fejtiink ki a lebeny teljes térfogatanak 3 kiilonb6z6 teriiletérdl 3 normal
méretli  petricsészébe  (atmér6xmagassag:  90x14,2 mm), ezutan vizaktivacioval

termékenyitettiink (9. abra, also sor).

9. abra: Fenti sor, balra: kimlit6tt petefészek, jobbra: petefészek tdmegének meghatarozasa
(sajat fotok), also sor: petefészeklebenybdl ikrakinyerés (fotok: Varga Adam)
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A masik (nem inszeminalt, bal oldali) petefészeklebeny esetében hasonloan jartunk el
(szintén 3 kiilonboz4 teriiletrdl, csészénként 0,1 ml ikrat, 3 petricsészébe), azzal a kiilonbséggel,
hogy itt a termékenyitéshez a frissen kimiitott herelebenybdl szarmazd spermaadagokat
hasznaltuk fel a vizaktivacio el6tt. Ezen nem inszeminalt lebenyek esetében halanként a lebeny
3 kiilonbozo teriiletérdl 3 tovabbi kis méretii petricsészébe (atméréxmagassag: 60x15 mm)
tovabbi ikratételeket mértiink ki annak érdekében, hogy megbizonyosodhassunk a célzott
petefészeklebeny inszeminacid sikerességérdl (nem jut at spermiumsejt a kezelt lebenybdl a
nem kezelt lebenybe), ezzel is biztositva, az utédok Osszehasonlithatosagat (valdban két
kiilonbozd szaporitasbol szarmaznak). A fel nem hasznalt ikraadagokat termékenyités utan
halanként két orias petricsészében (atméréxmagassag: 140x20 mm) (1 az inszeminaciobal, 1

az in vitro eljarasbol szarmazé utodokhoz) keltettiik (melléklet 29. abra).
3.2.5. Ikrainkubaci6

Az ikrainkubaciohoz 0j, kisérleti csepegtetoket hasznaltunk, amelyet a munkacsoportunk
altal mar évek ota hasznalt szaporité-neveld rendszerhez csatlakoztattunk (melléklet 30. abra).
A kisérlet soran a vizmindséget allando jelleggel ellendriztiik, napi 10%-os vizcsere mellett
(lasd 3.5 fejezet). A két csepegtetében anyahalankét 3-3 normal petricsészét (n=5x3x2=30)
helyeztiink el a kiillonboz6 csoportoknak (3 inszeminalt, 3 in vitro) megfelel6en teljesen random
elhelyezésben. A csepegtetd rendszereket maximalis kapacitdson iizemeltettik 200
ml/ora/csepegtetd egység atfolyasi sebesség mellett. Az inszeminacios kontrolként hasznalt kis
méretli petricsészéket a rendszer mellett helyeztiik el, mig a maradék ikratételekhez tartozo
orias petricsészéket allando vizatfolyas mellett a szaporito-neveld rendszerhez csatlakoztattuk.
A termékenytilési értékeket gerinchtiros allapotban hataroztuk meg 12 oraval a termékenyitést

kovetben.
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3.3. Masodik kisérlet

A kisérleti folyamatok konnyebb megértéséhez, és 1dofiiggd nyomon kovetéséhez a 10.
abra nyujt segitséget.

10. abra: A méasodik kisérlet folyamatabraja

-5. nap tejes hormorjkezelés
: | 3.3.1. fejezet  (n=1 )

v

spermagy(ijtés I.
T.h. (operacio, bal here lebenybdl, hasfal bevarrasa) .
3.3.1. fejezet (n=14) adatelgmzes .
2 ~ (GSI, mozgoképesség
i, (id®), sperma
o < 2 ~ koncentracio)
: ( inszeminacié ™ s kezelé \
v (jobb petefészeklebeny) _' ras ormgq eze e§
o h + (intramuszkularis, n=4 %)
, ikras hormonkezelés
: (intramuszkularis, n=4 ¢)  E——— e
v \3.3.1. fejezet )\ 3.3.1.fejezet J spermagydjtes Il.
10.h B } operacio, jobb here
3 ‘ ikrasok tartasa beérési id6 alatt i l o lebé:ly)
| 3.3.2.fejezet o z e -
i / gaméta fejés \ / \ \ 3.3.2. fejezet
11.h (ikra és sperma egyutt) “(n-s Q)
‘ ) (n=4 %) 3.3.2. fejezet . N
§ \e:d 2 forezot J adatelemzés
3 i i (GSI, mozgoképesség
3 (id&), sperma
3 / " T X N N koncentracié
; ( inszeminalt ikratételek i fejt ikratétel + sperma \ )
N (ikra és sperma egyutt) +
11,5. h + vizaktivacio adatelemzés
vizaktivacié (PGSI)
inszeminacio csoport in vitro fertilizacié csoport
\_3.3.2. fejezet /) \.3.3.2.fejezet 7
12.h ikrainkubacié
( 3.3.3. fejezet
| i adatelemzés
{ g (termfkﬁnyulé§i arany,
1. nap ‘ larva inkubacio ’ slcelarany)
i |_3.3.3. fejezet ) i
adatelemzés
v P . -
& rep (megmarafias'| arany
i nem taplalkozo
: . larvaszakasz vége)
4. nap ‘ larva nevelés ’
§ |3.3.4. fejezet adatelemzés
18. nap (larvandvekedés,
megmaradas)
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3.3.1.Kisérleti halak hormonkezelése, inszeminacio

A masodik kisérletben kiilon-kiilon ikras egyedeket (n=8, testtomeg = 256,6+£23,16 g)
valogattuk, és szaporitottuk mind az in vitro eljaras esetében, és mind az inszeminacids modszer
alkalmazaséanal is. Ezzel a beéllitassal elsOsorban a korabban, a petefészeklebenyek kozott
tapasztalt sperma atjutast probaltuk kikiiszobolni. Ebben az esetben a felhasznalni kivant himet
(testtomeg: 3990 g) az ikrasok hormonkezelése elott az 5. napon (az el6z6 kisérlet soran az ott
kisérletbe vont himmel egyiitt tortént a hormonkezelés) 1 Ovopel pellet/ttkg hormonkezeltiik.
A spermat ismételten ettdl az egyetlen afrikai harcsa himtdl nyertiik. A himbdl a sperméat a mar
korabban bemutatott modon (lasd 3.2.1. fejezet) nyertiik ki. Az ikrasokat kezelési csoportoktol
fiiggetlentil 1 Ovopel pellet/ttkg intramuszkularisan hormonkezeltiik — el6szor az in vitro
termékenyitéshez hasznaltakat, majd az inszemindci6S modszerhez hasznaltakat. Az
inszeminacioét (az els6é Kkisérlet esetében mar bemutatott katéter (lasd 3.2.2. fejezet)
segitségével)) a jobb oldali petefészeklebenybe (1 ml sperma/ttkg) a kisérletbe vont anyahalak
felénél (n=4) a hormonpreparatum bejuttatasaval egy idében végeztiik. Az anyahalakat a
beérési idejiikig (~11 ora) az elsé kisérlet esetében bemutatott (lasd 3.2.3 fejezet) keltetd
ketrecekbe (medence vizhdmérséklet: 28+0,5°C) helyeztiik.

3.3.2.Masodik spermagyiijtés, termékenyités

A beérési idok letelte el6tt az Osszevart himet tilaltatassal eloltiik, és kimtottiik a masik
herelebenyt is, amelyet az in vitro fertilizacidhoz hasznaltunk. A termékenyitéseket a kontroll
halakkal (IVF) kezdtik, majd az inszeminalt egyedekkel folytattuk a hormonkezelések
sorrendjének megfelelden. Minden egyes ikrast benzokain oldatban boditottunk, megmértiik a
halak testtomegét (11. abra, bal oldali kép), ezt kovetden lefejtiik 6ket (11. abra, k6zépso kép).
A kinyert ivartermék tomegének meghatarozasa (késébbi PGSI (pszeudo-gonado-szomatikus
index)) érték meghatarozasa, 11. dbra, jobb oldali kép) utan azonos mennyiségii ikraadagokat
(0,2 ml térfogat, 124,71+15,11 ikraszem/petricsésze) osztottunk szét a kifejt ikratétel 3

kiilonbozo teriiletérdl 3 normal méretli petricsészébe.

23



11. abra: Balra: ikras testtomegének meghatarozasa, kozépen: ikras egyed fejése, jobbra:
ikrakiadagolés elokészitett petricsészébe termékenyitési tesztekhez (sajat fotok)

Az in vitro kezelt csoportnal ezt egy csepp sperma/ikraadag (koriilbeliil 5 mm?®) vegyitve
vizaktivacioval termékenyitettiink, mig a sperma inszeminalt egyedek esetében csak
vizaktivaciot alkalmaztunk. A fel nem hasznalt ikratételeket — az elsd kisérlet esetében
leirtakkal megegyezen - termékenyités utdn halanként kettd, kezelésenként egy oOrids

petricsészében keltettiik.
3.3.3.Ikrainkubacié

A masodik kisérlet soran a 3.2.5. fejezetben bemutatott csepegtetd rendszereket
hasznaltuk. Anyahalanként 3 normal méreti petricsészét (n=8x3=24) helyeztiink el a két
rendszerben random elrendezésben (12. abra), a megmaradt ikratételeket a két rendszer k6zott
Orids petricsészékben keltettiik. A kisérlet sordn meghataroztuk az embrié gerinchuros
allapotaban a termékenyiilési (12. 6raban a termékenyitést kovetden), a kelési (26 oraval a
termékenyitést kovetden), valamint a 72 oras talélési aranyokat (nem-taplalkozo larvaszakasz

vége).

12. 4bra: Ikrainkubdci6 (sajat fotd)




3.3.4.Larvanevelés

A masodik szakaszt az ¢életképességi és ndvekedési vizsgalatok lebonyolitdsadhoz hasznalt
masodik napja téplalkozé larvak Orids petricsészékbe valdo vélogatasaval kezdtiik.
Anyahalanként 3 6rids petricsészébe, csészénként 30-30 egyedet szelektaltunk. Ezt kdvetden
az 6rias petricsészéket random elrendezésben helyeztiik el a csepegtetd rendszerek talcain (13.

abra).

13. abra: A csepegtetd rendszer egyik talcdja a larvanevelés kozben (sajat foto)

A halakat a kisérlet egésze alatt dekapszulalt artemia petével (Ocean Nutrition, Shell Free
Artemia) takarmanyoztuk ad libitum. A takarmany kiadagolasahoz egy kis miianyag kanalat
hasznaltunk. A kisérletbe vont taplalkozo larvakat az els6 naptdl 0,01 ml/petricsésze, a 3. naptol
0,015 ml/petricsésze, a 4. naptol 0,02 ml/petricsésze, az 5. naptdl 0,03 ml/petricsésze, a 7.
naptol 0,04 ml/petricsésze, a 10. naptdl pedig 0,06 ml/petricsésze adaggal etettiik (melléklet 31.
abra). A kihelyezett larvakrol petricsészénként fényképeket készitettiink, majd ezeket is random
modon helyeztiik el a rendszerek talcain. Az elhulldsokat napi rendszerességgel feljegyeztiik, a
novekedés iitemérdl - a kihelyezéskor késziilt fényképeken tal —a 7. és a 14. napon fényképeket
készitettiink. A halak testhosszat (teljes testhossz) a fényképek alapjan ImageJ (Image J for
Windows, v.1.54, National Institutes of Health, Egyesiilt Allamok) program segitségével

hataroztuk meg.
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3.4.Spermaellenorzés

Az ¢lsé és masodik kisérletben a gyiijtott spermatételekbdl 3-3 alkalommal random
mintat vettiink (5 pl sperma automata pipettaval) fénymikroszkop segitségével (100-szoros
nagyitason), sotét latotéren meghataroztuk a vizaktivacio el6tti-, majd 0,1 ml rendszerviz
hozzaadasaval a vizaktivacidkor mutatott mozgast végzd spermiumok becsiilt ardnyat minden
kezelés (inszeminacid) és termékenyitési teszt (in vitro fertilizacio) elétt.

A masodik kisérletben az egy tejestl szarmazd, de két kiillonb6zo idopontban kimiitott
heréibdl szarmazd spermamintdkban Osszehasonlitottuk a spermiumok mozgoképességének
hosszat vizaktivaciot kovetden. A mozgas idejének hosszat az id6t stopper segitségével mértiik
Szabd (2003) alapjan. A becslést egy ember végezte, a vizaktivaciotol a mozgoképes sejtek
becsiilt 5% aranyaig tartott a mérés.

A masodik kisérletben meghataroztuk a két kiilonb6z6 idépontban kiemelt herébol
gyljtott spermium koncentraciokat. A spermamintdkat mindkét esetben kihigitottuk (higitasi
arany 1:500), majd Biirker-tipusu sejtszamlalé kamraba toltottiikk (Marienfield Superior, Paul
Marienfield GmBH & CO. KG, Németorszag,). A spermardl fénymikroszkdp segitségével 200-
szoros nagyitason felvételeket készitettiink (14. 4bra). A sejtkoncentraciot a sejtek Imagel
programban torténd szadmolasaval és a kovetkezd képlet alkalmazédsaval szamitottuk:
sejtstiriség/minta = kapott atlagx25x10x1000xhigitasi arany (Horvath, 2001; Bokor, 2009;
Bernath, 2016).

14. abra: Sejtkoncentracié meghatarozéasa Biirker-tipusu sejtszamlalé kamrakban (fotd: Dr.
Miiller Tamas)
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3.5. Vizmindség-vizsgalat

Az els6 és masodik kisérlet soran vizhomérsékletet mértiink az ikrafejési iddpont pontos
meghatarozasahoz. Az ikrasok kelteté ketrecekben vald elhelyezése soran az 1. kisérletben a
vizhémérséklet 27+0,5°C, mig a masodik kisérletben 28+0,5°C volt a medencében.

A larvanevelési kisérlet soran vizmindséget, kiilonbozé vizparamétereket mértiink
(melléklet 26., 27. &bra). A mérések soran vizhOmérsékletet (napi mérés), oldott oxigén
mennyiséget, oxigén telitettséget, pH-t, és vezetOképességet (4 mérés, kisérlet beallitasa, 5.,
10., nap, kisérlet befejezése) mértiink a Hanna 98194 kombinalt mérémiiszerrel (15. abra, jobb
oldali kép). A legfontosabb vizkémiai paramétereket, mint a nitrit-ion, nitrat-ion, ammonia,
ammonium-ion, foszfat, a Hanna 83303 tobbparaméteres fotométeriink segitségével mértiik
(15. abra, bal oldali kép). Ezek mellett allando és karbonat keménységet, szabad klort és szén-
dioxidot is mértiink JBL ProScan tesztcsik alkalmazasaval (okostelefonnal leolvashatd

paraméterértékelés).

15. abra: Balra: Hanna 83303 tobbparaméteres fotometer, jobbra: Hanna 98194 kombinalt
mérdmiszer (fotok: Varga Adam)

A larvanevelési kisérletkor a vizhémérséklet 28+0,5 °C volt, mig az oldott telitettsége 83-
90% volt. A legfontosabb mért paraméterek a kdvetkezdk voltak (min-max.): szabad ammonia:
0,03-0,19 mg/1, ammonium-ion: 0,03-0,04 mg/I, nitrion-ion: 0,13-0,66 mg/1, nitrat-ion: 9,0-15,0
mg/l, orto-fosztfat-ion: 0,27-0,76 mg/l, pH: 8-8,2, vezetéképesség: 542-560 pS/cm, allando
keménység: >21 °dH, karbonat keménység: 10-15 °dH.

3.6. Statisztikai elemzés

Az eredmények kiértékelését és abrakészitést a Microsoft Excel (Microsoft Corporation,

Redmond, WA 98052, Egyesiilt Allamok) programcsomag segitségével elemeztiik. A
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kiilonbozo paraméterek (termékenyiilési-, kelési-, megmaradasi aranyok, valamint a névekedd
képesség) adatait két mintds t proba nem egyenld szorasnégyzetekkel (Excel, adatelemzés
ToolPak) vizsgaltuk meg p<0,05 szinten. A kovetkezd értékeket az alabbi képletekkel

hataroztuk meg:

e GSI (%) (gonado-szomatikus index): (gonad tomege (g) /hal testtomege (g)) <100

e PGSI (%) (pszeudo-gonado-szomatikus index): (fejt ikratétel tomege (g) /hal
testtomege (g)) x100

e termékenyiilési arany (%): (termékenyiilt ikraszemek/6sszes ikraszem) x100
e kelési arany (%): (kikelt larva szama/termékenyiilt ikraszem) x100

e megmaradas (%): (72. 6raban €16 larvak/kikelt larvak szama) x100
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1.Eredmények
4.1.1.FElsé6 kisérlet

Az elsé kisérleti ciklusban post mortem, tehat elolt allapotu ikrasokbdl kioperalt
petefészekbdl kifejt ikratételeket sikeriilt termékenyiteni mindkét kezeléssel. Az inszeminalt
ikratételek termékenytiloképessége statisztikailag igazolhaté mddon (p<0,05, 16. abra) nem
kiilonbozott az in vitro fertilizacidval termékenyitett ikratételektél. Mindkét kezelésen beliil
nagy egyedi szorasokat mutatott a termékenytilés (16. dbra).

A kontroll, tehat az inszeminacioval nem kezelt petefészeklebenybdl szarmazo minden
vizsgalt ikratétel termékenyiilési értékeket mutatott, tehat a kezelt petefészeklebenybdl a kdzos
petevezetd csatornan keresztiil a sperma az atlagosan (12 6ra, minimum 11:25 h, maximum
12:55 h) atjutott a kezeletlen petefészeklebenybe. A kontroll termékenyiilési értékek statisztikai
igazolhaté modon elmaradtak mindkét csoport értékeitdl (p<0,05, 16. dbra). Mivel a kontroll
csoport is termékenyiilt (16.-17. abra), igy a kisérletet nem volt érdemes tovabb folytatni, mert
nem volt lehet6ség meghatarozni, hogy az in vitro termékenyitett ikratételek melyik kezelési

modbol szdrmazd spermiumok termékenyitették.

16. abra: Az els6 kisérlet Osszesitett termékenyiilési értékei dobozdiagramban és a hozza
tartozo értékekben kifejezve. Az abra jobb oldaldn a dobozdiagram magyarazo abraja lathato.
A kiilonboz0 betiijelek a statisztikailag igazolhato értékeket jelolik p<0,05 szinten.
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17. abra: Osszesitett termékenyiilési értékek a kisérletbe vont ikrasok és kezelési csoportok
alapjan. A kiilonb6z6 betiijelek (5. hal) statisztikailag igazolhat6 kiillonbséget jeldlnek (p<0,05).
Ezenkiviil feltiintetésre keriilt még a két kovetkezd legnagyobb kiilonbséget mutato (3 - 4. hal)
termékenytilési értékek kozotti p érték.
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4.1.2. Masodik Kkisérlet
4.1.2.1. Spermamindség

Habar a termékenyitéshez hasznalt spermaadagok egy tejesbdl szarmaztak, az
inszeminacidhoz kioperalt bal herelebenybdl szdrmazé sperma mindsége mind
sejtkoncentracioban (3,321+0,94 x10%, mind a mozgoképesség idejében (27,24+3,61 sec)
statisztikailag igazolhato kiilonbséget (p<0,05) mutatott az in vitro fertilizaciohoz felhasznalt
herelebenybdl gyiijtott spermamintdhoz viszonyitva (sejtkoncentracié: 5,15+0,732 x10°,

mozgasi id6: 22,14+3,81 sec).

4.1.2.2. Termékenyiilési, kelési, és megmaraddsi ardany

A kisérleti csoportok hal testtomegei (inszeminacio: 255+25,6 g, n=4, in vitro fertilizacio:
257,84+24.,4 g, n=4), valamint a PGSI értékei (18. abra) k6zo6tt nem volt statisztikailag igazolhatd

kiilonbség (kétmintas t proba, p<0,05).
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18. abra: A kisérleti halak testtomeg és fejt ikratomeg kozotti 0sszefiiggések
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Az in vitro fertilizaci6é termékenyitett ikratételek statisztikailag igazolhatdan (p<0,05)
magasabb termékenyiilési értéket és a keléstdl szamitott 72. 6rdban mért megmaradast értek el,
mint az inszeminalt csoportbdl szarmazo tételekhez képest (19. abra). A kelési aranyokban nem
volt igazolhat6 kiilonbség a két csoport értékei kozott (p>0,05). Az inszeminalt csoportban
mindharom paramétert figyelembe véve (termékenytilési-, kelési-, megmaradasi ardny) az
individualis kiilonbségek a csoporton beliil nagyobbak voltak, mint az in vitro fertilizaci6 kezelt

halainal.
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19. abra: Termékenyiilési, kelési, €s tulélési értekek dsszefoglalé dobozdiagram és értékek. A
kiilonb6z6 betiijelek az azonos paraméterek kozott mért statisztikailag igazolhatd kiillonbséget

jeldlik (p<0,05).
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Fontos megjegyezni, hogy kapcsolatot talaltunk a termékenyiilési értékek és a

megmaradas kozott (kdozepesen erds kapcsolat: r= 0,75, 20. abra). A két index szdmitasaban

nem volt kozos valtozo (lasd 3.6. fejezet). Tehat a termékenyiilési érték a megmaradas

variancidjanak 56%-4at magyarazza a tovabbi 44%-ot mas tényezok (tovabbi valtozok, példaul

a mintavételi (ikravalogatas) kiilonbségek, ikrainkubécio alatti eltérd kdrnyezeti feltételek stb.)

eredményeztéek.

20. abra: A termékenyiilési- €s megmaraddsi ardny kozotti Osszefiiggés ugyanazon
ikratételeket vizsgalva
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4.1.2.3. Larvanevelés

A 14. napig tartd larvanevelési kisérlet sordn a kisérletbe vont larvdk megmaradasa
mindkét csoportnal hasonlo6 volt, az elsé egy hét utan a 8.-9. napndl tapasztaltunk egy nagyobb
mértékli elhullast. Az inszeminalt csoport esetében a megmaradasi értékek minimalisan
meghaladtdk az IVF csoportét a kéthetes vizsgalt idészakban, de kozottiik statisztikailag
igazolhat6 kiilonbség a két csoport kdzott nem volt (p<0,05). A megmaradasi értékeket a

vizsgalt iddszakban a 21. dbra mutatja.

21. abra: Kezelési csoportonkénti megmaradas értékek valtozasa a kisérlet 14 napja alatt
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A novekedési vizsgalat sordn az elsd hetes és masodik hétben elért testhosszban nem volt
statisztikailag igazolhato kiilonbség a két csoport kozott (p>0,05, 22. abra). Az kezelési

csoportok kozotti méret eloszlasban sem mutatkozott kiilonbség (23. abra.)
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22. abra: Osszesitett diagram és értékek az inszeminalt és in vitro fertilizacidval szaporitott
larvak novekedd képességérol
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23. abra: A kihelyezéskori (0. nap:), az egyhetes (7.nap), €s a kéthetes (14. nap) testhosszok
(mm) eloszlasa. IVF: in vitro fertilizacio, ISZ: inszeminacio.
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4.2.Eredmények megvitatasa

Minden kezelt hal ovulalt és a beldliik nyert ikratételek termékenyiiltek. Tudomésunk
szerint munkacsoportunk szaporitott eldszor kozvetleniil post mortem kioperalt petefészekbdl
fejéses modszerrel afrikai harcsat. A kontroll csoportban atlagosan 44,8%-0s volt a
termékenylilési arany - nagy individualis kiilonbségekkel - a nem inszeminalt
petefészeklebenyekbdl szarmazod ikratételek esetében vizaktivacid hatasara. A spermatéarolasi
1d6 alatt atjutott a katéter segitségével feljuttatott sperma az inszemindlt petefészeklebenybdl, a
nem kezelt lebenybe. A lebenyek atjarhatosagat feltehetdleg a k6zos petevezetd (oviductus)
tette lehet6vé (24. abra).

24. abra: A sperma inszeminalt lebenybdl a nem kezelt lebenybe valo atjutdsanak feltételezett
utvonala

sperma/spermiumsejtek atjutasanak
nem inszeminalt lebeny feltételezett Gtvonala

inszeminacio helye

inszeminalt lebeny

A mostani kisérleti eredmény egybevagott kutatocsoportunk kordbbi megfigyelésével.
Miiller et al. (2018b) megfigyelése alapjan afrikai harcsa esetében, ha az egyik
petefészeklebenybe hormonkezelést alkalmaztak, mig a masikba inszeminaltak, a
termékenytilési arany kimondottan magas volt (80,5-94,9%). Tehat az akkori esetben is a
spermaadag egy része (2 ml/ttkg kezeléssel) atjutott a nem inszeminalt petefészeklebenybe.
Fontos kiemelni, hogy a spermat alkot6 szeminalis plazma fokozatosan felszivodik a beérési
1d6 alatt, ovulacidokor makroszkopikusan mar csak ikrat figyelhetiink meg, a spermiumsejtek
fel vannak tapadva az ikrahéjra (Miiller et al., 2020b). Erdekességként megemlithetd, hogy
ponty ¢és koi (Cyprinus rubrofuscus) halfajokban végzett inszeminacié soran egyik
petefészeklebenybe feljutatott sperma (1 ml sperma/ttkg) 41-45%-os termékenytilése kozel fele
volt a kontroll (in vitro fertilizacid) termékenyiilési eredményekhez (85,8%) képest. Az adatok

alapjan ott nem tudott atjutni a sperma nem-kezelt petefészeklebenybe (Miiller et al., 2018a).
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Elképzelhetonek tartjuk, hogy az altalunk az inszeminacidhoz testtomegkilogrammonként
meghatdrozott sperma mennyisége (1 ml/ttkg) talzott, korabbi kisérletsorozatok alapjan a
0,5ml/ttkg aranyokkal is magas fertilizacios ratak érhetéek el (Miiller et al. 2020b). A mddszer
fejlesztésénél figyelembe kell venni a késébbiekben a kiilonb6z0 taxondmiai egységekbe
tartoz6 halfajok anatomiai sajatossagait ebb6l a szempontbol. Mivel a nem-kezelt
petefészeklebenybe is keriilt ismeretlen mennyiségben inszeminaciobol szarmazd sperma, igy
- habar a két kezelés kozott nem volt termékenyiilési értékben kiilonbség — a termékenyiilési
arany kiszamitdsa utan lezartuk a kisérletet és ebbdl a megfigyelésbdl adodoan a kisérleti
tervezés egyes elemeit modositottuk. Feltételezziik, hogy a sperma inszeminalt egyedek
esetében kiilonos jelentéséggel bir a megfeleld fejési idopont megvalasztasa. Gyakorlati
tapasztalataink alapjan sokkal rovidebb az az id6intervallum — az in vitro fertilizacio esetében
ez tobb ora is lehet —, ahol varhatan magas termékenyiilési aranyokkal lehet szamolni. Ugy
gondoljuk, hogy az ovulacidhoz legkozelebbi idOpontban, valamint a kevert gamétaadag
,,Szarazon” toltott idejének minimalizaladsédval jelentésen novelni lehet a termékenyiilés
sikerességét.

A masodik kisérletben — ahol mar kiilon valogattunk ki inszeminaciohoz ¢és in vitro
fertilizaciohoz ikrasokat — szintén egy tejestél szarmazd spermaadagokkal dolgoztunk. Az
eredeti elgondolasunk az volt, hogy igy kozel azonos spermamindség mellett objektivan tudjuk
meghatarozni a larvak életképességét és a kiillonbozd genotipus hattérrel rendelkezd tejesek
nem modositjak az eredményt. Eredményeink alapjan azonban a két herelebenybdl szdrmazé
spermiumoknak nem el6zménynélkiili (Szabo, 2003), jelen esetben mar itt is megmutatkozott
a kiilonbség. Ezt elsdsorban a stresszfaktoroknak (bdditas, hasfal felnyitasa, egyik here
eltavolitasa) tudjuk be foképpen, masfeldl a kinyerés mddja (here felvagéasa és sperma adagok
kinyomasa a két mintavételkor eltérhetett) is okozhatta részben.

Az inszeminalt és in vitro fertilizacio soran nyert PGSI értékek statisztikailag nem
kiilonboztek egymastol. A 8 hal egyiittes PGSI értékei (13,2+0,9%) koztes értékekként
jelennek meg a mas szerz6k munkaiban leirtakhoz képest; Brzuska (2002): 13,5-15,3%, Quyen
(2023) egyik kisérletében: 11,2-12,6%, mig a masik kisérletében: 13,7-15,1%.

A masodik kisérlet soran a termékenyiilési €s a kelési ardnyok kozott szoros Osszefiiggést
tapasztaltunk. Magasabb termékenyiilési érték esetén altalanosan magasabb kelési arannyal
szamolhatunk, ahogyan ezt mar mas kutatocsoport is megfigyelte (Okomoda et al., 2023). Ez
gyakorlati halszaporitasndl fontos megfigyelés, hogy alacsonyabb termékenyiilési ardnynal a

larvak kelése és 72. 6raig valo megmaradasa is rosszabb lesz.
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A sperma inszeminalt csoportndl hasonld termékenyiilési értékeket kaptunk (1 kisérlet
atlag: 64,8%, min-max: 38,1-92,5%, 2. kisérlet: atlag: 68,1%, min-max: 42,6-86,4%), mint
Miller et al. (2018b) altal pontyhipofizis szuszpenzid6 hormonkezeléssel €s sperma
inszeminacioval kapott eredmények (atlag: 73,17%). Okomoda et al. (2023) Nigériaban végzett
munkajukban 24 6ras sperma petefészekbeli tarolasi id6 esetében, Ovaprim (20 mg sGnRH ¢és
10 mg/ml domperidon (dopamin antagonista vegyiilet)) hormonkezeléssel magasabb
termékenytilési aranyt értek el (93,0%). A jelentdsebb kiilonbséget okozhatta az eltéré anyahal
allomany kondicidja, felkészitése. A mi rendszereinkben felkészitett halak kis testtomeggel
valnak ivaréretté (150-200g), a takarmanyozasuk kizarolag kereskedelemben kaphatd
keveréktakarmanyokon alapul kiegészitd vitamin-, dsvanyi kiegészités nélkiil. Fontos kiemelni,
hogy a gamétak termékenyiild képességében olyan elééleti feltételek is kozrejatszanak, mint
természetszerli takarmanyozas €s tartds, ami a gametogenezis harmonikus végbemenetelét
biztositja. Ezt azért tartjuk fontosnak kiemelni, mert a mi esetiinkben az in vitro fertilizacioval
sem sikeriilt atlagban a jelen kisérletsorozatban Okomoda et al (2023) altal leirt termékenyiilési
értékeket elérni (2. kisérlet atlag: 82,8%, min-max: 75,5-87,3%).

A larvanevelés soran a kizarolag dekapszulalt artemia petén nevelt larvak egyenletesen
novekedtek mindkét csoportban. A kisérlet kozben (1. hetes) és végén (2. hetes) novekedd
képességben, a kezelésen beliili eloszlasban, valamint tGlélési aranyban nem taldltunk
kiilonbséget. Kisérletsorozatunk soran nem igazoltuk, azt a korabbi megfigyelést (Quyen
et al., 2022), hogy az inszeminacié szaporitasi modbol szarmazé utédok jobb
megmaradassal, vagy nagyobb novekedési eréllyel rendelkeztek volna, mint az in vitro
moddszerbél szarmazo ivadékok. A kisérleteinket javitott kisérleti beallitassal tovabb kivanjuk
folytatni (példaul inszeminaciot kovetd egyik petefészeklebeny elzarasa, vagy az inszeminacio
és in vitro fertilizaciohoz sziikséges spermamintak azonos minéségbiztositasa stb.).

A két kisérlet soran az ikratételeket két kiilonb6z6 modon nyertiik ki. Az elsd kisérlet
soran kimitottiik a petefészket, mig a masodik kisérlet esetében a boditott ikrasokbol fejéssel
nyertlik ki az ikratételeket. A GSI és a PGSI értékek kiilonbsége (25. abra) ravilagit arra, hogy
a nagylizemi léptékii halszaporitasok esetében is feltehetdleg a testtomeg néhany szazalékanak
(kb. 2-3%) (GSI szamitasa esetében nem csak a tényleges ivartermék tomege viszonyitott a
testtomeghez, beletartozik a petefészek kotészoveti tok, csiraham, oogenezis korabbi
allapotban 1év0 ivarsejtek, taplaloszovet sth. tomege is) megfeleld ikra nem jut ki a kiilvilagba.
Ennek kinyerésére kutatocsoportunk Prof. Horvath Laszl6 Utmutatdsa alapjan

kisérletsorozatokat tervezett, a kisérletek ebben az irdnyban jelenleg is tartanak.
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25. abra: Az elso kisérlet esetében kapott GSI értékek atlaga, a masodik kisérlet soran kapott
PGSI értékek atlaga, illetve a két index atlagaiban kapott kiilonbségek
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

Munkaink alapjan az alabbi kovetkeztetéseket és javaslatokat fogalmazhatjuk meg:

Az els6 kisérlet soran a sperma atjutott az inszeminalt petefészeklebenybdl a nem kezelt
lebenybe, amelynek feltételezett utvonala a kozds petevezetd volt. Feltételezziik, hogy
a here kimitésének idOpontja — tehat a him hormonkezelésétdl eltelt id6 —
nagymértékben befolyasolja a sperma mindségét és allagat is. Hormonkezelés hatasara
a sperma Ossztérfogata — a szeminalis plazma térfogataval parhuzamosan - novekszik,
azonban a relativ sejtkoncentracid igy csokken. Eldzetesen nem hormonkezelt himtdl
szarmaz6 sperma (toményebb sperma) és egyéb technoldgiai beavatkozasok (pl.:
petefészeklebeny lezardsa) egyiittes alkalmazéasaval valoszinlileg megakadalyozhato a

sperma petefészeklebenyek kozotti atjutasa.

A masodik kisérlet sordn a termékenyiilési ¢és a kelési ardnyok kozott szoros
Osszefiiggést tapasztaltunk. Ez a keltetéhazi gyakorlatba is betiltethetd fontos felismerés
lehet, hiszen alacsonyabb termékenyiilési aranyok mellett prognosztizalhaté a
kelésgyenge ivadék, ami hosszatavon bevételkiesést okozhat. A magas termékenyiilési

értekek lehetdségét az anyahalak felkészitése nagymértékben meghatarozhatja.

Eredményeink alapjan az inszeminaciohoz testtomegkilogrammonként hasznalt sperma
mennyisége halfajonként nagyon eltéré lehet (pontynal 1 ml/ttkg, afrikai harcsa
esetében a 0,5 ml/ttkg is elengeddnek bizonyult). Feltételezziik, hogy a kiilonb6zd
halfajok ivarszerveinek felépitése is meghatdrozhatja, hogy a sperma bizonyos
dézisoknal képes-e vagy nem atjutni a petefészeklebenyek kozott. Ezéltal javasolhato
tovabbi kisérletsorozatok tervezése az inszemindci6 soran a célzott petefészeklebeny-

kezelés soran felhasznalt spermamennyiség beallitdsdhoz kiilonbdzd halfajok esetében.

Kisérletsorozatunk soran nem sikeriilt igazolni, hogy az inszeminacios szaporitasbol
szarmazo utodok életképessége ¢€s novekedési erélye felilmilna az in vitro
fertilizaciobodl szarmazo egyedekét. Javasolhat6 a kisérleti beallitdsok finomhangolasa;
beleértve a kiilonbzd technoldgiai elemek modositasat, a kisérlet nagylizemi 1éptékben

(nagyobb ismétlésszam, nagyobb egyedszam) valo lefolytatasat is.

39



6. Osszefoglalas

A MATE kutatoi egy 0j halszaporitasi modszert fejlesztettek ki, melynek alapja, hogy a
spermium sejtek biologiai aktivitasukat megtartva hosszabb ideig ,,tarolhatdak™ petefészekben
indukalt szaporitas (szaporodas) elétt kiilsd megtermékenyitésti halfajokban. Ivaskor
(ovulaciokor) a gamétak egyiitt Uiriilnek, és vizaktivaciokor bekdvetkezik az ivarsejtegyesiilés,
termékenytilés (Miiller et al., 2018a, Kucska et al., 2022, Okomoda et al., 2023). Ebbdl
kiindulva a petefészek inszeminacié modszere egyszerli; a programozott ivasra felkészitett és
boditott ikrasok petefészeklebenyébe fecskenddn rogzitett szonda vagy katéter segitségével
juttatjuk az el6zdleg gytijtott €s mindségellendrzésen atesett, egy vagy tobb himtdl szarmazo,
kevert sperma adagot/adagokat (Miiller et al., 2020a). A moddszer fejlesztése sordn véletleniil
rajottek arra, hogy afrikai harcsa esetében a 10 oras petefészekbeli tartozkodast kovetd
spermiumokbdl szarmazd utdodok életképessége statisztikailag igazolhato modon (p<0,05)
meghaladta a hagyomdnyos termékenyiilésbdl szarmazd utddokét (ikra és spermagytijtést
kovetd azonnali termékenyités). Elképzelhetd, hogy a spermiumok petefészek koriilmények
kozotti  tarolasi id6 alatt olyan szelekcids folyamatok zajlanak le (példaul sperma
kompatibilitas, spermium kompeticid), amelynek soran életerésebb ivadékokat nyerhetiink. A
kérdés pontos megvalaszolasahoz Gjabb kisérletsorozatokra van sziikség, melynek jelenlegi
munkank is a részét képezi. Jelen kisérletiinkben célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk az Gjszerti
inszeminacids szaporitasbol és az in vitro termékenyitésbdl (IVF) szarmazé afrikai harcsa
(Clarias gariepinus) utodok ¢letképességét és novekedési tulajdonsagait.

Két kisérletet folytattunk le. Az elsd kisérlet soran egy afrikai harcsa himtdl (testtomeg:
4008 g) szarmazo spermaval (egyik lebeny kimiitése az inszeminaci6 idejében, masik lebeny
kimitése kozvetleniil a termékenyitések el6tt) inszeminaltuk 1 ml/testtomegkilogramm (ttkg)
aranyokkal a kisérletbe vont ikrdsok (n=5, 340,4+86,05 g) egyik petefészeklebenyét, valamint
az inszeminacioval egyidejiileg hormonkezeltiink (1 Ovopel pellet/ttkg). A beérési id6t (12 h)
kovetden a tulaltatott ikrasokbol kimfitott petefészekbdl az inszeminalt lebenybdl szdrmazod
ikratételeket vizaktivacioval termékenyitettiik, mig a masik lebenybdl szarmaz¢ ikratételeket a
frissen miit6tt herelebenybdl szarmazd spermaval termékenyitettiik (in vitro fertilizacio). A
spermium sejtek lebenyek kozotti atjutdsat a nem kezelt lebenybdl (nincs sperma) szarmazd
ikratételek vizaktivacidjaval kiilon csoportként ellendriztiik. A kisérlet soran meghataroztuk a

termékenytilési értékeket a két kiilonbozo eljarassal 1étrehozott embriok esetében (atlag: in vitro
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fertilizacio: 71,4%, sperma inszeminacio: 64,8%), a kontroll csoportban 1évé ikratételek is
termékenytilést mutattak.

A masodik kisérlet soran ismételten az inszeminaciobol és az in vitro termékenyitésbol
szarmazd utoddokat vizsgaltuk. Egy himtol (testtomeg: 3990 g) szarmazd ivartermékkel
dolgoztunk. A hormonkezelések és az inszeminaciok elétt a himbdl kimitottik az egyik
herelebenyt, majd a miitét helyét dsszevartuk. Az ikrasokat (n=8, 256,6+23,16 g) csoporttol
fiiggetleniil 1 Ovopel pellet/ttkg intramuszkularisan hormonkezeltiik. Az inszeminalt csoport
(n=4) esetében a hormonkezeléssel egyidejiileg a halakat 1 ml sperma/ttkg inszeminaltuk a him
kimtott herelebenyébdl szarmazo spermaval a jobb oldali lebenybe. A beérési idok letelte el6tt
a himet eloltik, és kimitottik a masik herelebenyt is (in vitro fertilizacido csoporthoz).
Ovulaciokor a halakat lefejtiik, az IVF csoport (n=4) esetében az ikratételeket a frissen kimiitott
lebenybdl szarmazo6 spermaval termékenyitettiik, mig az inszemindlt csoport esetében tovabbi
sperma hozzdadasa nélkiil vizaktivacioval termékenyitettiink. A kisérlet sordn meghataroztuk a
termékenytilési értékeket, a kelési aranyokat, valamint a 72. érdban mért megmaradast is. A
stabilan taplalkozo larvakat anyahalanként 3 db orids petricsészébe (atméréxmagassag: 140x20
mm) helyeztiik (30 db egyed / petricsésze), és ezt kovetden 2 hétig neveltiik 6ket. Az in vitro
fertilizacio termékenyitett ikratételek statisztikailag igazolhatéan magasabb termékenyiilési
értéket, és 72. oraban mért megmaradast értek el, mint az inszeminalt csoportbol szarmazo
tételek. Az inszemindlt csoport esetében a megmaradasi értékek minimalisan meghaladtak az
IVF csoportét a kéthetes vizsgalt iddszakban, de kozottiik statisztikailag igazolhaté kiillonbség
a két csoport kozott nem volt (p<0,05). A novekedési vizsgalat soran az elsd hét végén és
masodik hét végén elért testhosszban nem volt statisztikailag igazolhat6 kiilonbség a két csoport
kozott (p<0,05). A kezelési csoportok kozotti méret eloszlasban sem mutatkozott kiillonbség.

Kisérletsorozatunk soran nem igazoltuk, azt a korabbi megfigyelést, hogy az
inszemindci6é szaporitasi modbol szarmazé utédok jobb megmaradassal, vagy nagyobb
novekedési eréllyel rendelkeztek volna, mint az in vitro modszerbdl szarmazo ivadékok. A
kisérleteinket javitott kisérleti beallitassal tovabb kivanjuk folytatni (példaul inszeminaciot
kovetd egyik petefészeklebeny elzarasa, vagy az inszeminacio és in vitro fertilizaciohoz

sziikséges spermamintdk azonos mindségbiztositasa stb.).
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8. Tablazatok és abrak jegyzéke

1. tablazat: A hagyomanyos ivatas és inszeminacio szaporitasi modszerek kozotti elméleti dsszevetés kiilsé
megtermékenyitésii halfajok esetén (Forras: Miiller, 2022 nyoman) (10. oldal)

2. tablazat: Mentett allomanyok szaporitasaval és kitelepitésével foglalkoz6é modszerek dsszevetése (iranyitott
szaporitas = ivato ketrecek alkalmazasa) (Forras: Miiller, 2022 nyoman) (11. oldal)

3. tablazat: Kiilonboz6 hormonkészitmények alkalmazasa afrikai harcsa ikrasokban (Forras: Quyen, 2023
nyoman modositva) (14. oldal)

1. abra: Az afrikai harcsa (foto: Dr. Ferincz Arpad) (12. oldal)

2. abra: A hazai intenziv termelés és az afrikai harcsa termelésének valtozasai a 2018-2022-es idészakban
(Forras: Kiss, 2023) (13. oldal)

3. abra: Az altalunk nevelt- és kisérletbe vont afrikai harcsa ikrasok (sajat foto) (16. oldal)

4. abra: Az elsé kisérlet folyamatabraja (17. oldal)

5. abra: Balra: a miitét helyén Gsszevarrt him, jobbra: sperma gyiijtés (sajat fotok) (18. oldal)

6. abra: Balra: intramuszkularis hormonkezelés, jobbra: inszeminacio, célzott petefészeklebeny-kezelés (sajat
fotok) (18. oldal)

7. abra: A kisérletek soran hasznalt tartoketrecek (sajat fotd) (19. oldal)

8. abra: Here masik lebenyének kimiitése (sajat foto) (19. oldal)

9. abra: Fenti sor, balra: kimiitott petefészek, jobbra: petefészek tomegének meghatarozasa (sajat fotok), alsé
sor: petefészeklebenybél ikrakinyerés (fotok: Varga Adam) (20. oldal)

10. abra: A masodik kisérlet folyamatabraja (22. oldal)

11. abra: Balra: ikrés testtomegének meghatarozasa, kozépen: ikras egyed fejése, jobbra: ikrakiadagolas
elokészitett petricsészébe termékenyitési tesztekhez (sajat fotok) (24. oldal)

12. abra: Ikrainkubacié (sajat foto) (24. oldal)

13. abra: A csepegtetd rendszer egyik talcaja a larvanevelés kozben (sajat foto) (25. oldal)

14. abra: Sejtkoncentracidé meghatarozasa Biirker-tipusu sejtszamlalé kamrakban (fotd: Dr. Miiller Tamas) (26.
oldal)

15. abra: Balra: Hanna 83303 tobbparaméteres fotométer, jobbra: Hanna 98194 kombinalt mérémiiszer (fotok:
Varga Adam) (27. oldal)

16. abra. Az elso kisérlet dsszesitett termékenyiilési értékei dobozdiagramban és a hozza tartoz6 értékekben
kifejezve. Az abra jobb oldalan a dobozdiagram magyarazoé abraja lathat6. A kiilonbozé betiijelek a
statisztikailag igazolhato értékeket jelolik p<0,05 szinten. (29. oldal)

17. abra: Osszesitett termékenyiilési értékek a kisérletbe vont ikrasok és kezelési csoportok alapjan. A
kiilonboz6 betlijelek (5. hal) statisztikailag igazolhatd kiilonbséget jeldlnek (p<0,05). Ezenkiviil feltiintetésre
keriilt még a két kdvetkez6 legnagyobb kiilonbséget mutato (3 - 4. hal) termékenyiilési értékek kozotti p érték.
(30. oldal)

18. dabra: A kisérleti halak testtomeg ¢és fejt ikratomeg kozotti 6sszefiiggések (31. oldal)

19. abra: Termékenyiilési, kelési, és talélési értékek Gsszefoglaldo dobozdiagram és értékek. A kiilonboz6
betlijelek az azonos paraméterek kozott mért statisztikailag igazolhato kiilonbséget jeldlik (p<0,05). (32. oldal)
20. abra: A termékenyiilési- és megmaradasi arany kozotti 6sszefliggés ugyanazon ikratételeket vizsgalva (32.
oldal)

21. abra: Kezelési csoportonkénti megmaradas értékek valtozasa a kisérlet 14 napja alatt (33. oldal)

22. abra: Osszesitett diagram és értékek az inszemindlt és in vitro fertilizacioval szaporitott larvak novekedd
képességérdl (34. oldal)

23. abra: A kihelyezéskori (0. nap:), az egyhetes (7.nap), és a kéthetes (14. nap) testhosszok (mm) eloszlésa.
IVF: in vitro fertilizacio, ISZ: inszeminacio. (34. oldal)

24, abra: A sperma inszeminalt lebenybdl a nem kezelt lebenybe valo atjutdsanak feltételezett utvonala (35.
oldal)

25. abra: Az els6 kisérlet esetében kapott GSI értékek atlaga, a masodik kisérlet soran kapott PGSI értékek
atlaga, illetve a két index atlagaiban kapott kiilonbségek (38. oldal)

26. abra: Vizmin3ség paramétereket mérek (foto: Varga Adam) (50. oldal)

27. abra: Hanna kombinalt mérémiiszeres vizminéség mérés (fotd: Varga Adam) (50. oldal)

28. abra: Hormoninjekciok el6készitése (sajat foto) (50. oldal)

29. abra: Fejl6dé embriok (sajat foto) (50. oldal)

30. abra: Az ikrainkubaciohoz és larvaneveléshez hasznalt csepegtet6 rendszerek (50. oldal)

31. abra: Larvakat etetek (foto: Varga Adam) (50. oldal)
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10. Melléklet

26. abra: Vizmindség paramétereket mérek 27. abra: Hanna kombinalt méromiiszeres
(fotd: Varga Adam) vizmindség mérés (fotd: Varga Adam)

28. abra: Hormoninjekciok elokészitése
(sajat foto)

30. abra: Az ikrainkubacidhoz és 31. z’lbr,a: Larvakat etetek (foto:
larvaneveléshez hasznalt csepegtetd rendszerek Varga Adam)
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11. Nyilatkozatok

NYILATKOZAT

a zarédolgozat/szakdolgozat/diplomadolgozat/portfélié! nyilvanos
hozzaférésérdl és eredetiségérol

A hallgaté neve: Horvath Jozsef Istvan

A Hallgatd Neptun kodja: B6LMT3

A dolgozat cime: Afrikai harcsa (Clarias gariepinus) halfajban
alkalmazott ajszer(i halszaporitasi modszer hatasa a larvak életképességére

A megjelenés éve: 2023

A konzulens intézetének neve: Akvakultura és Kdrnyezetbiztonsagi Intézet
A konzulens tanszékének a neve: Természetesvizi Halokologiai Tanszék

Kijelentem, hogy az dltalam benyujtott diplomadolgozat egyéni, eredeti jellegd, sajat szellemi
alkotisom. Azon részeket, melyeket mas szerz6k munkdjdbél vettem 3at, egyértelm(en
megjeldltem, és az irodalomjegyzékben szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant allitottam, tudomdsul veszem, hogy a zirdvizsga-bizottsig a
zardvizsgabol 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 alkotds
felhasznaldsara, hasznositasira a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori
szellemitulajdon-kezelési szabalyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltoitésre keriil a Magyar Agrar-
és Elettudomanyi Egyetem konyvtari repozitori rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy a
megvédett és

- nem titkositott dolgozat a védést kévetéen

- titkositasra engedélyezett dolgozat a benyGjtasatdl szamitott 5 év eltelte utan
nyilvdnosan elérhetd és kereshetd lesz az Egyetem konyvtéri repozitori rendszerében.

bniy

Hallgato alairasa

Kelt: 2023 év 11 ho 02 nap

1 A megfelelé dolgozattipus meghagyasa mellett a tobbi tipus torlendd.
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NYILATKOZAT

Horvath Jozsef Istvan (név) (hallgatd Neptun azonositéja: B6LMT3) konzulenseként
nyilatkozom arrdl, hogy a diplomadolgozatot attekintettem, a hallgatot az irodalmi forrasok
korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi €s etikai szabalyairol tajékoztattam.

A zarodolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portfoliot a zardvizsgan torténd
védésre javaslom / nem javasiom®.

A dolgozat dllam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*?
Kelt: 2023 év november ho 3 nap
o)., ot
e

bels§ konzulens

! A megfeleld aldhuzandé.
2 A megfeleld aldhtzandé.
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NYILATKOZAT

Horvath Jozsef Istvan (név) (hallgatd Neptun azonositoja: B6LMT3) konzulenseként
nyilatkozom arrdl, hogy a diplomadolgozatot attekintettem, a hallgatét az irodalmi forrasok
korrekt kezelésének kévetelményeirél, jogi és etikai szabalyairdl tajékoztattam.

A diplomadolgozatot a zarovizsgan torténd védésre javaslom / nem javaslom?.
A dolgozat dllam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*?
Kelt: 2023 év november ho 2 nap

/
%,f At

belsé konzulens

1 A megfeleld alahuzandé.
2 A megfeleld aldhuzandé.
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