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1. Bevezetés és célkituzések

A becslések alapjan 2022-ben 691-783 millio embert érintett az éhezés globalis szinten, ami
koriilbeliil 122 milli6 fével tobb, mint a COVID-19 vilagjarvany elétti allapot. Afrikdban az
¢élelmi krizisek 2010 ota novekvd tendenciat mutatnak, 2021-r61 2022-re Afrika Osszes
fore vetitve) (FAO, 2023). Az akvakultura — a tengeri €s édesvizi szervezetek kontrollalt
koriilmények kozott torténd termelése az allati eredetii élelmiszerek globalis eldallitasanak
jelentds részét teszi ki. A teljes globalis akvakultura termelés 204%-kal nétt az elmult tobb mint
20 évben. 2000-ben 6ssztermelés 43 millio tonna volt, mig ez 2022-ben 130,9 tonna. Afrikaban
a vizi allati szervezetek termelése azonban ugyanebben az idészakban kozel 500%-kal
(479,8%) nétt (FAO, 2022; FAO, 2023; FAO, 2024). Konnyen belathato, hogy a kontinens
¢lelmezésében az akvakulturabol szarmazoé taplalék egyre nagyobb szerephez fog jutni a
jovoben.

A Clarias fajok — ideértve az afrikai harcsat (Clarias gariepinus) is, mint az egyik
legfontosabb képviseldjét a genusnak — gazdasagi jelentdsége vilagszinten is jelentds, édesvizi
haltermelésbdl szarmazd 2,5%-0s részaranyanak koszonhetéen (FAO, 2022). Az Eurdpai
Unioban hazank piacvezetd a faj termelésében megelézve Hollandiat (Lukacsik, 2021).

Az afrikai harcsa modern szaporitastechnologidja a kiilonb6zd készitményekkel torténd
hormonindukcion alapul (Péteri et al., 2015). Akadalyozza a szintetikus hormonkészitmények
(pl. Ovaprim, Ovatide, hCG, Fishspawn stb.) elterjedését egyes elmaradottabb afrikai és azsiai
régiokban a készitmények relative magas ara, valamint ezen készitményeknek és a gytijtott
spermanak a felhasznalasig torténé megfeleld tarolasa (0-4 °C; Okomoda et al., 2023). A frissen
gyljtott nativ agyalapi mirigybdl (hipofizis) készitett hormonszuszpenzid egyszerii €s olcsod
alternativat jelenthet a szintetikus hormon készitményekkel szemben. Az inszeminacios
modszer — a sperma petefészekbe torténd bejuttatisa, rovid idejli tarolasa boditott ikrasokba a
hormonkezelésiikkel egyidejiileg.

Jelen munkédnkban célul tiztiik ki annak vizsgélatat, hogy a két modszer (nativ hipofizis
injekcid és inszeminacid ugyanazon donor egyedtdl) 6sszevonva eredményesen alkalmazhato-
e az afrikai harcsa szaporitasaban. Fontos kiemelni, hogy nem kimondottan az afrikai harcsa
szaporitdsadnak fejlesztése volt a célunk, hanem a fajt modell halfajként hasznaltuk. Azoknal a
halaknal, ahol a spermagytijtés a tejes halak felaldozasaval jar — els6sorban a harcsaalaktiak

rendjébe tartozé fajok esetében —, ez a modszer gyakorlati alkalmazasi lehetdségeket kinalhat.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A halak altalanos szaporodasbiologiaja

A csontoshalak (Osteichthyes) poikilotherm, vagyis valtozo testhémérsékletii é161ények,
szaporodasuk kizardlag ivarosan torténik, és teljes mértékben vizhez kotott. Természetben
torténd szaporodasukat meghatarozzak az alapveto és kivaltd tényezok. Ezek a kiilsé kornyezeti
feltételek, illetve a sziikséges ¢lettani koriilmények elengedhetetlenek a szaporodas
biztositasahoz. Ahhoz, hogy az ivarsejtképzés megfeleld legyen, az allat teljes szervezetének
zokkendmentesen kell mitkddnie, hiszen ez a funkcio6 az elsé melyet kedvezdtlen koriilmények
esetén a hal szervezete felfiggeszt. A valodi kiilsé megtermékenyitési (ovulipar) halfajokra —
dshonos hazai halfajaink is ebbe a kategoridba tartoznak — jellemz6 a magas kezdeti elhullasi
arany, melyben nagy szerepet jatszik a kiilsé kornyezeti tényezoknek vald jelentOs kitettség is,
melyet nagy mennyiségii ivartermékkel ellensulyoznak (Horvath és Urbanyi, 2000).

Hazankban megtalalhaté halfajainkrol  Osszességében elmondhatd, hogy kiilsd
megtermékenyitésiiek, illetve az utdédgondozas fejlettségének mértéke €s a peteszam kozott
Osszefiiggés fedezhetd fel. A szaporodds sordn (ivas) az ivarsejtek a vizben aktivalédnak
(vizaktivacio), majd pedig egyesiilnek €s megtorténik a termékenyiilés (Horvath és Magyary,

2007).
2.2. A halak ivarszervel

A halak ivarszervei a gonadok (ivarmirigyek), melyek a csontoshalak esetében paros
szervként vannak jelen. A csontoshalak ivarszervei a gononefrotom ventromedialis részérdl
ventralisan a genitalis red6bdl fejlodnek. Itt talalhatoak azok az Osivarsejtek, melyek tovabb
differencialodnak az egyedfejlédés (ontogenezis) soran (Kiss, 2000; Lubzens et al., 2009).

A him ivart halak péaros szaporitoszerve a here, amelynek a hagyomanyos besorolas alapjan
két 6 tipusat kiilonitjik el, az egyik a lebenyes vagy lobularis here. Ezzel a here tipussal
rendelkezik a gazdasagilag jelentés halfajok legnagyobb része. Felépitésében egy szerteagazod
csOrendszerhez hasonlo. Belsejében kis lebenykék helyezkednek el, melyekben érett
spermiumok vannak. A madsik tipust here a csdves vagy masnéven tubularis here. Itt a
spermiumok csomokban, iigynevezett spermatozeugmakban talalhatoak (Billard et al., 1982).

A himivarsejtek aktivacidja a vizzel valo érintkezés (kdrnyezet ozmolalitasdnak valtozasa)

utjan torténik. Az aktivacio bekovetkeztével a spermiumok kb. 60 masodpercig



termékenyitOképesek. A petesejt altal kibocsatott kémiai anyagok segitségével a
spermiumsejtek aktiv helyvaltoztatdé mozgassal jutnak el a petesejtbe, megtermékenyitve azt.
A peteburok kiilso felszinén egy petenyilas, masnéven mikropyle csatorna talalhatd, amely a
spermiumsejtnek biztosit bejutast. A megtermékenyitésre par perc all rendelkezésre, utana a
petesejt megduzzad a vizzel valo érintkezés hatdsara, és a mikropyle csatorna elzardodik,
megakadalyozva a megtermékenyitést (Horvath és Magyary, 2007). A megtermékenyités két
fobb fazisa a spermiumok behatolasa a petesejtbe (impregnatio), és a nukleuszoknak a fizioja
(conjugatio) (Kiss, 2000). A herékben a spermiumokon kiviil egyéb szomatikus sejttipusok is
talalhatoak, ezeket Sertoli-sejteknek és intersticialis sejteknek nevezik. Az intersticialis sejtek
a szexualszteroid-hormon termeléséért feleldsek. A Sertoli-sejtekbe agyazva torténik a
spermatogenezis. Fontos azonban megjegyezni, hogy a halaknal a ciszta-sejt elnevezés az
elfogadottabb, ugyanis a Sertoli-sejt kifejezést els6sorban emlésok esetében hasznaljak
(Horvéath és Urbanyi, 2000).

A ndi ivarszervet petefészeknek nevezik, amelynek részei az oogéniumok, az oocitdk,
koriilottik a tiszOhamsejtek és egyéb szovetek (Nagahama, 1983). Az ivarsejtek és a
taplalasukat szolgalo tiisz6hamsejtek a petefészek falabol kivalo lamellakbol fiizédnek le (Kiss,
2000). A petefészeknél az ivarnyilassal valo kapcsolat alapjan harom f6 tipust kiilonbdztetiink
meg a csontoshalaknal. Az egyik a gimnovarium, ahol nincs kialakult petevezetd (oviductus).
Ez a petefészek tipus példaul az angolnaalaktak (Anguilliformes) és a csikfélék (Cobitidae)
taxonjara jellemz0. A masodlagos gimnovarium tipus esetében mar van petevezetd, azonban ez
nem kapcsolodik kozvetleniil a petefészekhez (pl.: Acipenseriformes — tokalaktiak). A
harmadik tipus a cisztovarium, ahol az ivarnyilas és a petefészek kozotti kapcsolatot a
petevezetd hozza létre (pl.: pontyfélék, Cypriniformes) (Horvath és Urbanyi, 2000; Kagawa,
2013; Miiller, 2022).

A valodi kiilsé megtermékenyitésti halfajok esetében alkalmazott masik csoportositési
rendszer az oocitak fejlédési mintazata alapjan kategorizalja a kiilonb6z6 tipusokat. Az els6 a
szinkron tipust, ahol homogén képet kapunk hiszen az oocitdk egy adott fejlodési fazisban
vannak jelen. llyen talalhato példaul a siigérben (Perca fluviatilis). A masodik a csoport-
szinkron tipus, ahol az oocitak legabb kettd, jol elkiiloniild fejlettségi stadiumban lathatéak. Ez
jellemz6 példaul az eziistds tengeri pérre (Mugil curema). A harmadik az aszinkron vagy
metachrone tipus, itt az oocitdk minden fejlettségi allapota egyszerre van jelen. Erre a
legaltalanosabb példa a ponty (Cyprinus carpio) (Wallace és Sellman, 1981; de Vlaming et al.,
1982; Nagahama, 1983).



2.3. Halszaporitasi modszerek
A kovetkezo bekezdésekben bemutatom a legfontosabb halszaporitasi eljarasokat.
2.3.1. Természetes ivatas

A maddszer 1ényege, hogy a természetes kornyezetben eléfordulo koriilményeket lemésolva
egy mesterségesen létrehozott kornyezetben késztetjiik ivasra a felkésziilt halakat. Elonye, hogy
konnyen nagy mennyiségli ivadék eldallitasara van lehetdség. Leggyakrabban pontyfélék
szaporitasara hasznalatos méodszer, melynek miikddési elve, hogy a dus lagyszarti ndvényzettel
boritott teriiletet kis mélységben vizzel elarasztva a halak természetes modon leivnak.
Halgazdasagokban gyakran alkalmazott a Dubics-moddszeren alapuld kistavas €s nagytavas
ivatds. A nagytavi ivatasnal idealis feltételek esetén elég nagy mennyiségben allithato eld
ivadék (Horvath és Urbanyi, 2000). A leggyakrabban labor koriilmények kozott alkalmazott

halfaj, a zebradani6 szaporitasara is ezt a modszert alkalmazzak (Nasiadka és Clark, 2012).
2.3.2. Félmesterséges szaporitas vagy indukalt ivatas

A félmesterséges szaporitas vagy indukalt ivatas sordn bizonyos tényezdk, példaul az ivas
iddpontja vagy az azokat kivalto tényezOk mesterséges befolydsolasara, helyettesitésére kertil
sor hormonkezeléssel. A kezelés utan az anyahalat természetes ivohelyiiket imitald kornyezetbe
helyezik vissza. Az ivasi kornyezet kivalasztasa soran elsérendli szempont az utédok minél
nagyobb ardnyll megmaradéasa. Kiilonb6zd halfajok esetében faji és egyedi kiilonbségek
befolyasolhatjdk a szaporodas és az utddok megmaradisanak hatékonydgat (Horvath és
Urbanyi, 2000). A moddszer széles korben elterjedt és jelenleg is hasznaljak tdgazdasagi
koriilmények k6zott példaul siillé (Sander lucioperca) szaporitasanal, illetve laborkoriillmények

kozott angolnafélék (Anguilla spp.) esetében (Tamas et al., 2006; Okamura et al., 2014).
2.3.3. Indukalt mesterséges vagy indukalt keltetohazi szaporitasi modszer

A szaporodashoz sziikséges kornyezeti tényezOk kivaltdsa hormonkezeléssel torténik az
ivasra felkésziilt halaknal, igy az ikralevalas folyamata €s a spermatermelés az ivasi feltételek
hianyaban is megtorténik. A modszernek kdszonhetden az ivasi kornyezet imitalasara nincsen
sziikség. Ez jelentésen megkonnyiti azoknak a halfajoknak a szaporitasat, ahol az ivési
kornyezet lemasolasa nagyon koriilményesen vagy egyaltaldn nem valdsithaté meg (Horvath

¢s Magyary, 2007; Miiller, 2022).



A hormonkezelést kovetden a halakbodl kinyert ivarterméket hasznositjadk termékenyités
céljara. A keltetés mesterséges kdrnyezetben torténik, igy lehetdség van a megtermékenyitett
ikrak folyamatos kontroll alatt tartdsara. A modszer sikeres miiveléséhez a technoldgia pontos,
szakaszosan tagolt végrehajtasa elengedhetetlen (Horvath és Urbanyi, 2000). Gazdasagilag
hasznositott halfajaink nagyobb részét ezzel a technologiaval szaporitjak, példaul ponty, afrikai
harcsa, harcsa (Silurus glanis) vagy csuka (Esox lucius). Napjainkra viszont szamottevoen
megnott az ezzel a modszerrel szaporitott pontyfélék szama is. Ezek kozé tartozik a jaszkeszeg
(Leociscus idus, Molnar et al., 2019) vagy a domolyko (Squalius cephalus, Bernath et al., 2023).

Az ivasra fel nem késziilt halak esetében van lehetdség hormonalisan indukalt ivarérlelésre
is. Ebben az esetben tobb hormonkezelés torténik hosszabb iddtavon keresztiil. A tejesek
esetében a folyamatos spermatermelés kovetkeztében erre nincs sziikség. Ennek a kezelésnek
kettd fobb lépcséfoka van. Eldszor egy tobb hetes hosszan elnyalé hormonkezelést
alkalmaznak mindkét ivar esetében, melynek célja az ivarsejtképzddés vagy gametogenezis
eldsegitése. Masodsorban a folyamat végén egy donté adagu hormon bejuttatasaval kivaltjak
az ovulaciot az ikrdsokban. A moddszert gyakran alkalmazzak kiilonb6z6 angolnafajok

szaporitasa esetén (Ohta et al., 1997; Mordenti et al., 2014; Miiller et al., 2012).
2.3.3.1.Inszeminaciés halszaporitasi médszer kiils6 megtermékenyitésii halakban

A kovetkezdkben a kutatdcsoportunk altal kifejlesztett inszeminacios modszerli szaporitas fobb
jellemzdit veszem at (1. abra). A szaporitasi sajatossagok fejlesztésének vazlatos attekintése

utal a mostani dolgozatban megfogalmazott célkitlizésekre.



(i) Tradicionalis indukalt halszaporitas (ii) Indukalt és inszeminaciés szaporitas (i) Indukalti inacids szaporitas I.

(hCG, GnRHa, GnRHa + dopamin receptor antagdnista stb.)
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1. abra. Kiilonbo6z6 indukalt €s inszeminacios halszaporitasi modszerek (készitette: Dr. Miiller

Tamas)

Az indukalt keltetéhdzi vagy tradiciondlis indukdlt halszaporitdas (1. ébra (i)) soran a

szaporodasra kész halaknal hormonkezeléssel helyettesitik a természetes szaporodasi
kornyezetet befolyasolo tényezdket. Ennek kovetkeztében az ikra levaldsa és a spermiumok
felhalmozodasa mesterséges kornyezetben, az ivasi feltételek megléte nélkiil is végbemegy.
Ezaltal sziikségtelenné valik az ivasi kdrnyezet pontos rekonstrukcidja, amely bizonyos
halfajok esetében mesterséges koriilmények kozott nem, vagy csak nehézkesen valdsithatd meg
(Horvath és Magyary, 2007). A halakbol kinyert ivartermékekkel termékenyitenek, majd a
megtermékenyitett ikrat ellendrzott koriilmények kozott keltetik. Ezen széles korben
alkalmazott és hatékony szaporitasi modszer sikeres alkalmazasa specidlis technikai feltételeket
(pl. keltetdhaz) és preciz, szakaszokra bontott szaporitasi technoldgiat igényel (Horvath és
Urbanyi, 2000). Gazdasagilag jelent6s halainkat, mint a pontyféléket, a csukat (Esox lucius), a

siillot és a harcsat, jelenleg ezzel a modszerrel szaporitjak. A kiilonb6z0 szaporitasi



modszerekrdl részletes magyar €és angol nyelvi leirasok talalhatok Horvath et al. (1984, 1985,
2000, 2015) munkaiban.

Indukdlt és _inszemindalt mddszer (1. éabra (ii)) A mesterséges spermafelhelyezés

(inszeminacid) modszer alapja, hogy a spermiumok bioldgiai aktivitasukat megtartva hosszabb
ideig ,,tarolhatok™ a petefészek lebenyben az indukalt szaporitas (vagy szaporodas) eldtt, valodi
kiilsé megtermékenyitésii halfajokban. Ivaskor (ovulaciokor) ilyen esetben a gaméték egyiitt
tiriilnek és vizaktivaciokor bekovetkezik az ivarsejt egyesiilés, azaz a termékenyiilés. A
modszer egyszeril a programozott ivasra felkészitett és boditott ikrasok petefészek lebenyébe
fecskenddn rogzitett szonda vagy katéter segitségével juttatjuk az eldézdleg gyiijtott és
mindségellendrzésen atesett, egy-vagy tobb himtdl szarmazd, kevert sperma adagot/adagokat
egyidében a dontd adagt injektalt hormonkezeléssel (Miiller et al., 2018a; Miiller et al., 2020a;
Miiller et al., 2020b; Kucska et al., 2022; Quyén et al., 2022).

Az Indukdlt inszemindcios szaporitds I. (1. abra (iii)) abban kiilonbozik az €l6z6 modszertél,

hogy a spermaba szuszpendalt acetonalt hipofizis vagy Ovopel (mGnRh + metoklopramid)
keveréket egy menetben juttatjak fel a petefészeklebenybe. A beérési id6 alatt a szeminalis
plazma felszivodasaval a spermaba kevert hormon atjut a petefészek szisztémas keringésébe és
indukalja az oocitak végsd beérését. Ezalatt a spermiumsejtek sem karosodnak és vizaktivaciot
kovetden termékenyiteni tudjadk az ovuldlt ikraszemeket nagy hatékonysaggal (Miiller et al.,

2018b, Ittzés et al (2020), Kucska et al, 2022).

Az Inszemindcios ivataskor (1. abra (iv)) hormonkezelés nélkiil, csak sperma injektalast
kovetd fényprogram alkalmazasaval sikeriilt spontdn ikraszorasra birni labor koriilmények
kozott zebradanidé (Danio rerio) ikrasokat (parcialis ovulacid kovetkezett be). Az ikrasok
petefészkébe injektalt és ott tarolt sperma feltétleniil sziikséges, de egyidejlileg ivo tejes
jelenléte mar nem feltétel a sikeres utodlétrehozashoz, amennyiben (akar részleges, vagy teljes)
ovulacidra lehet birni az ikrasokat (Gazsi et al., 2021a,b).

Az Indukdlt inszemindcios szaporitds I1. (1. abra (v)) ugyanabbdl a tejesbél szarmazo nativ

hipofizis biztositja az indukalt hormonkezelést, valamint az inszeminacidhoz sziikséges
spermat is, amelyet ebbdl a halbdl gylijtenek Ossze, a két kezelést egyiddben, de két menetben
oldjak meg. Ebben a szaporitdsi mdodszerben a tejeseket mar nem hormon kezeljiik, hogy a
hipofizisben tarold6dé GtH hormon tartalom ne veszitsen hatéoanyagot (Horvath et al., 2024;
Toth, 2024).

Az Indukdlt inszemindcios szaporitas III. (1. abra (vi)), valdjaban ennek a dolgozatnak a

célkitizése is egyben, hogy ugyanabbol a tejesbdl szarmazo nativ hipofizis és sperma keveréke

eredményesen szaporitas alapja lehet-e?



2.4.Az afrikai harcsa
Afrikai harcsa fajt valasztottunk a szaporitasfejlesztéshez.
2.4.1. Altalanos bemutatas

Az afrikai harcsa (C. gariepinus Burchell, 1822) (2. abra) a harcsafélék rendjének
(Siluriformes) €s a zacskosharcsafélék (Clariidae) csaladjanak tagja tobb mint 100 masik fajjal
egyetemben. Oshazaja Afrika, ahol a kontinens egészén megtalalhatd, ezenkiviil Izrael,
Tordkorszag déli része, Jordania és Libanon teriiletein is éshonosnak mondhaté. Elhelyét
tekintve mocsarakban, tavakban, folyokban, valamint egyéb vizfolyasokban is el6fordul (Péteri
et al., 1989; Horvath és Urbanyi, 2000). Feje nagy méretd, feliilr6l lapitott, rajta testméretéhez
képest apro szemek ¢€s 8 bajusszal talalhato, teste hengerszerii, hosszra nyult. Bore csupasz,
pikkelytelen, sziirkés-marvanyos hati és piszkosfehér hasi szinezettel. Hata tetején hosszan
elhelyezkedd hatuszo figyelheté meg (Harka és Sallai, 2004). Kornyezeti feltételeit tekintve a
viszonylag magas 25 és 30°C kozotti vizhémérséklet az optimalis, 20°C alatt immunrendszere
legyengiil és fogékonyabb lesz a betegségekkel szemben, 16 °C alatt pedig hosszabb tavon
elpusztul. 39-40 °C az a vizhémérséklet, amit az allat még képes toleralni. A faj rendelkezik
egy kisegitd 1égzoszervvel, mely a kopoltyutiregben talalhat6, és ennek segitségével képes az
oxigénhianyos kornyezet elviselésére €s a 1égkori oxigén hasznositasara. Ivarérettségét idealis
kornyezeti paraméterek esetén viszonylag hamar eléri, akdr mar 6 honapos korban is, de 8-9

honapos allatok mar altalaban szaporodoképesek (Péteri et al., 1989; Radics, 1990).

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

Hazankba keriilése csupan a véletlennek koszonhetd. Eredetileg Hollandiabol akartak
Brazilidba halakat exportalni, viszont megfeleld engedélyek nélkiil a szallitmany
Magyarorszagon ragadt. A harcsakkal torténd kisérletezések soran felismerték a fajban rejld
lehetdségeket és elindult a termelésbe vétel (Woynarovich, 1996). Az édesvizi haltermelésben

a Clarias nembe tartozo fajok (Clarias spp.) 6ssztermelése eléri az 1,249 milli6 tonnat, amivel
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10. helyen szerepelnek vilagszinten (FAO, 2022). Az elmult 20 év soran az afrikai harcsa
termelési mennyisége folyamatosan novekedett, 2021-es év soran elérte a 239 ezer tonnat.
Tenyésztése jelenleg is tobb mint 50 orszagban folyik, Europaban Hollandia és Magyarorszag
allitja eld legnagyobb mennyiségben, vildgszinten Nigéria a legnagyobb termeld.
Magyarorszagon az intenziv haltermelés dont6 részét az afrikai harcsa adja, 2022-es évben az
ilyen médon eléallitott halhusnak a 93,6%-at adta, ami szam szerint 5778 tonndnak felelt meg

(Srimai et al., 2020; FAQ, 2021; Kiss 2023).
2.4.2.Szaporitasa

Az afrikai harcsa szaporitdsa eredeti é16helyén hagyomanyosan arasztdsos tavakban torténik.
Ezekben a rendszerint kis méretli tavakban vagy medencékben a vizszint ¢&jszakai
megemelésével valtjak ki az ivast. Napjainkra az indukalt mesterséges szaporitas lett a
legelterjedtebb. Intenziv tartasi koriilmények kozott a halaknal (kizarélag ndi ivar) az ivari
ciklus szezonalitdsa megszlinik, igy idedlis kornyezeti feltételeket teremtve akar havonta is
lehetéség van a szaporitdsukra. A szaporitdsi technologia alapja az anyahalak
hormonindukciodjara épiil, igy késztetve ovulaciora Oket. (Kiilonb6z6 hormonindukcios
kezelések az 1. tablazatban szerepelnek.) Altalaban csak a ndstényeket hormonkezelik, a
himeket nem. Az ovuldcié utan a ndstényekbdl hasfal masszirozasaval lefejt ikraadag
megtermékenyitése a him egyedbdl, elolése utan kimiitott herékbdl kinyert sperméval torténik
(Péteri et al., 2015).

Erdemes megemliteni a magyar szakemberek figyelemfelkeltd kutatomunkait is a faj
vonatkozasdban. Nagyszamu kutatds, cikk keletkezett kiilonb6zé hormonkészitményekkel
tortént indukalt szaporitassal kapcsolatban (Akpadja et al., 1996; Brzuska et al., 1999; Szabo et
al., 2007; Ronyai et al., 2008; Szabo et al., 2010; Kucska et al., 2022; Varga et al., 2024). A
spermamélyhtitéssel kapcsolatos kutatdmunkak is egyre nagyobb figyelmet kaptak az
akvakulturdban az elmult idoben (Urbéanyi et al., 1997, 1999; Horvath ¢és Urbanyi, 2000;
Miskolczi et al., 2005; Kovacs et al., 2010; Miiller et al., 2019).
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1. tablazat. Adatok az afrikai harcsa indukalt szaporitas soran ikrasokban alkalmazott

kiilonb6z6 hormonkészitményekrél (Quyen, 2023 és Horvath, 2023 nyoman modositva).

Hormon mod vivéanyag dozis/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., 1987

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+MET P 0,7% NaCl oldat 0,05 mg + 10 mg 100
c¢GnRH-II+MET P 0,7% NaCl oldat 0,05 mg + 10 mg 100
¢GnRH-I+MET P 0,7% NaCl oldat 0,05 mg + 10 mg 0 Akpadja et al., 1996
sGnRH+MET P 0,7% NaCl oldat 0,05 mg + 10 mg 80
mGnRH+MET 1P 0,7% NaCl oldat 0,05 mg + 10 mg 35
PH P 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 Brzuska 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 P NaCl oldat 20 pg + 50 mg 87.5
(Aquaspawn) Brzuska, 2004
PH 1P 0.9% NaCl oldat 4 mg 90
mGnRHa+MET P 0.9% NaCl oldat 25 pg +20 mg 100

(Ovopel)

LHRHa M 0.9% NaCl oldat 10 pg 68

LHRHa M 0.9% NaCl oldat 30 pg 73

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

LHRHa M 0.9% NaCl oldat 70 pug 85

PH 1P 0.9% NacCl oldat 4 mg 90
GnRHa (Gonazon) M gyartd altal mellékelt oldatban felhigitva 20 pg 100
GnRHa (Gonazon) M gyarto altal mellékelt oldatban felhigitva 40 g 100
GnRHa (Gonazon) ™M gyarto altal mellékelt oldatban felhigitva 80 ug 100 Rényai et al., 2008
PH M 0,65 % NaCl oldat 4 mg 100
PH 1P NaCl oldat 4 mg 100
mGnRHa+MET P NaCl oldat 25 pg +20 mg 83 Brzuska, 2011

(Ovopel)

170-OHP M dimetil-izoszorbid 4 mg 100

GnRHa M 40 pg 20

M NaCl oldat 20 ug 60
GnRH + PIM M NaCl oldat + DMSO 20 pg +4 mg 90 Sharaf, 2012
M 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 pg +5 mg 100 Ndimele és Owodeinde, 2012
(Ovaprim)
tartositott HM M 0.9 g/ml NaCl oldat 09¢g 100
friss HM M 0.9 g/ml NaCl oldat 09g 100 Okomoda et al., 2017
sGnRHa +DOM ™M - 10pg +5 mg 100
(Ovaprim)
sGnRHa +DOM M 5 mL NaCl oldat 8pg+4 mg 100
(Ovaprim) ™M 5 mL NaCl oldat 10 pg +5 mg 100 Marimuthu et al., 2015
™M 5 mL NaCl oldat 12 ug + 6 mg 100
PH ™M 0.9% NaCl oldat 4 mg 88 El-Hawarry et al., 2016
PH+DOM ™M 0.9% NacCl oldat 4 mg+ 10 mg 100
LHRHa+DOM M 0.9% NaCl oldat 50 ug + 10 mg 100
GnRHa+DOM ™M 0.9% NaCl oldat 40 pg + 10 mg 100
PH PM 0.9% NacCl oldat 5 mg 100 Miiller et al., 2018b

sperna Smg




PH 1P 0.9% NaCl oldat 5mg 100 Miiller et al., 2019
sGnRHa +DOM M - 10 ug +5 mg 100 Kucharczyk et al., 2019
(Ovaprim)
LHRHa + DOM - 25ug+5mg 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% NacCl oldat 500 IU 100
M 0.9% NacCl oldat 1500 IU 100 Zidan et al., 2020
M 0.9% NacCl oldat 3000 IU 100
M 0.9% NaCl oldat 6000 TU 100
PH 1P 0.9% NacCl oldat 5 mg 100 Miiller et al., 2020b
mGnRHa+MET IP, IM, PM 0,65% NaCl oldat 25 ug +20 mg 100 Kucska et al., 2022
(Ovopel)
sGnRHa +DOM 1P, IM, PM 0,9% NaCl 10 pg +5 mg 100 Okomoda et al., 2023
(Ovaprim)
PH 1P 0,7% NaCl oldat 4 mg 100 Szabo et al., 2023
mGnRHa+MET R 0,9% NaCl oldat 5%(25 pg + 20 mg) 100 Quyen et al., (2023)
(Ovopel)
Ovulin M 0,5 ml 100 Alo et al., (2023)
sGnRHa +DOM M 0,9% NaCl oldat 0,3 ml 100 Andriani et al., (2023)
(Ovaprim)

Megjegyzések: O(%)-ovulacios rata;, mod-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-[25 ug (D-Ala6,Pro9NEt) mGnRHa]+ 20 mg MET; 1U- nemzetkozi egység; DMSO-dimetil-szulfoxid;
BSA- borju eredetii szérum albumin; SMBS-natrium metabiszulfit, MGnRHa-emlés GnRHa analog, sGnRHa-
lazac GnRH analog; IM-intramuszkularis; IP-intraperitonealis, PM-petefészekmosas; R-rektalis
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3. Anyag és modszer

3.1.Kisérleti koriilmények bemutatasa

Munkankat a Magyar Agér- és Elettudomanyi Egyetem, Szent Istvan Campus, Akvakultara
¢s Kornyezetbiztonsagi Intézet, Természetesvizi Halokologiai Tanszék Hallaboratoriumaban
végeztilk. A kisérletekhez hasznalt ikras afrikai harcsak munkacsoportunk sajat nevelésii
allomanyabol, mig a himek egy része a MATE Georgikon Campus keszthelyi
hallaboratériumbol, valamint sajat allomanyunkbdl szarmaztak. A sajat nevelésii anyahalakat a
kisérletet megel6zéen recirkulacidos rendszerekben 26 + 1°C-os hdémérsékleten, napi
1,5%l/testtomeg kg takarmanyadag (Aller Aqua Bona float 4,5 mm) és kb. 10%-os vizcsere
mellett tartottuk (3. abra). A recirkulacios rendszerek mérete: 200 x 45 x 145 cm, pufferkaddal
kiegészitett teljes hasznos térfogat kb. 1300 liter. A kisérlet el6tt a vizhomérsékletet 27 + 1°C-

ra emeltik.

3. abra. Az anyahalak tartasat szolgalo recirkulacios rendszer (foto: Horvath Jozsef).
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3.2. Elokisérlet

Korabbi vizsgalatunk soran bizonyitottuk, hogy a frissen gytijtott afrikai harcsa hipofizissel
torténd intramuszkularis hormonkezeléssel és inszeminacioval sikeresen szaporithato az afrikai
harcsa (Horvath et al., 2024; Toé6th, 2024). Jelen munkank soran vizsgaltuk, hogy a spermaba
kevert homogenizalt frissen gylijtott nativ hipofizissel (sperma szeminalis plazma, mint
vivoanyag) is lehetséges-e termékenyiilt ikratételeket nyerni. A késobbi kisérletbeallitashoz
elokisérletet folytattunk. Az eldkisérlet soran 2 tejest (155 és 169 g), és 2 ikrast (144 és 156 g)
hasznaltunk fel. A himeket a spermanyerést kozvetleniil megeldzéen benzokainos oldatban
[100 mg/l benzokain oldatban (etil 4-126 aminobenzoat, Norcaine)] tulaltattuk (min. 10 perce
nincs kopoltyimozgas), ezt kovetden a nyaki tajékon a gerinc atvagasaval eldltiik a kisérletbe
vont egyedeket. Megmértiik a testtomegiiket, €s miitéti uton eltavolitottuk a heréket. E16szor
megmértiik a here tomegét (GSI meghatdrozas), majd a herékbdl spermat gytjtottiink (Péteri et
al., 2015). Ezt kovetden a koponyat levalasztottuk a torzsb6l, majd Viveen et al (1985) leirasa
alapjan (4. abra) kiemeltiik az agyalapi mirigyeket.

A gyijtott hipofizisek nedves nativ tomegét Mettler Toledo AB204-S tipusu analitikai
mérlegen lemértiik (n=2, 15,9 és 18 mg). A hipofiziseket ezt kovetden dorzsmozsar segitségével
homogenizaltuk, majd 6vatosan Osszekevertilk a poolozott spermamintaval (5. dbra). Az
ikrasokat ezt kovetden 1 ml sperma (+homogenizalt hipofizis)/testtomeg kg inszeminaltuk
mindkét petefészeklebenybe egyenlden elosztva (Miiller et al., 2018a,b). Az inszeminécidhoz
hasznalt katétert (hossz: 400 mm, kiils6 atmérd: 1,3 mm, belsé atmérd: 1 mm (GALMED
Wytwoérnia Sprzetu Medycznego®, Lengyelorszag) ovatosan a petefészek lebenyeinek
csucsdig vezettiik és jutattuk oda egy pontba a spermat, bizva abban, hogy a 12 6ras beérési ido
alatt a spermiumok egyenletesen eloszlanak el a petefészekiiregben. A két vizsgalatba vont
halat a 12 6ras beérési id6 utan lefejtiik, majd a lefejt kevert gaméta adagok 3 kiilonb6zo
részérdl (fejt ikratétel eliils6 harmadabol, kozepébdl ¢€s utols6 harmadabol) mintakat

gyljtottiink, majd viz hozzaadasaval a gamétakat aktivaltuk (termékenyités).
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4. abra. Balra: hipofizis gyijtés folyamatabraja; A donorallatok elpusztitasa és lefejezése a
hipofizis gytijtése eldtt torténik, legkorabban egy oraval a ndstény hormonkezelésének beadasa
eldtt (28. abra). A fejjel lefelé forditott fej alsé allkapesanak eltavolitdsaval kezdddik a folyamat
(29. abra). Az agyalapi mirigy a koponya belsejében talalhato (30a. abra). A szajpadlas
megfeleld ponton torténd feltdrasa fogdval torténik (30b. dbra), ahol az agyalapi mirigy, egy
rozsaszines-fehér, gdmbszerli szerv, az agy ventralis oldalan helyezkedik el (30c. dbra). A
hipofizist csipesszel emelik ki a donor egyedekbdl, és 2 ml fiziologids sdoldatot tartalmazo
mozsarba helyezik (31. dbra). A fiziologias sdoldatot 9 g konyhaso 1 liter szlrt vizben valod
oldasaval allitjak eld. A hipofizist azonnal 6sszezuzzdk a mozsarban (32. 4bra), majd a
keletkezé hipofizis szuszpenzidt fecskenddbe szivjadk fel. A frissen eldallitott hipofizis
szuszpenziot a lehetd leghamarabb be kell adni. Viveen et al. (1985). Jobra fent: kisérletbe vont
him koponyajanak felnyitasa, jobbra alul: a hipofizis elhelyezkedése (csipesz hegyével jelolt
gomb alaku fehér mirigy, fotok: Horvéth Jozsef).

16



5. dbra. Az inszeminacidhoz haszndlt sperma ¢€s hipofizisek elegye (fot6: Horvath Jozsef).
3.3. Fokisérlet

3.3.1. Kontroll csoport (IVF) hormonkezelése

Jelenlegi kisérletiink egy korabbi munkank folytatdsa (To6th, 2024). A kisérlet egyes
1épéseinek idobeli nyomon kdvetéséhez a 6. abra nyujt segitséget. A kisérletbe dsszesen 21
ikrast (n=21, 254,79 + 24,19 g) valasztottunk ki véletlenszerlien a sajat nevelésii
alloményunkbol. A kisérlet soran a halakat egyedileg hegyeztiik el tigynevezett ,,svéd vagy
szaporito ketrecekben” (Fyllen szennyestarto kosar, magassag: 50 cm, atmér6: 45 cm, térfogat:
79 1, 1€hésméret: 0,75 mm). A szaporitd ketreceket az eldkisérletben is bemutatott két

recirkulacios kadba telepitettiik fel.
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6. abra. A kisérlet egyes 1épéseinek és idobeli eloszlasanak részletes bemutatasa (az idoskala
nem részaranyos, demonstrativ jellegii).

A kontroll csoport (in vitro fertilizacio, IVF) egyedeit (n = 7, 256,96 + 31,06 g) benzokainos
oldatban boditottuk [(100 mg/l benzokain oldatban (etil 4-126 aminobenzoat, Norcaine)], ezt
kovetéen meghataroztuk a testtomegiiket, majd 1 Ovopel pellet/testtomeg kg
intramuszkularisan hormonkezeltiik. 1 Ovopel pellet 25 ug eml8s GnRH analdgot (D-Ala®, Pro®
NEt-mGnRHa) és 20 mg metoklopramidot, mint dopamin receptor antagonista vegyiiletet

tartalmaz (Interfish Kft., Magyarorszag, 7. abra).
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7. abra. Boditott afrikai harcsa ikras intramuszkularis-, izomk6zi hormonkezelése Ovopel
szuszpenzidval (foto: sajat kép).

3.3.2. Hipofizis eltavolitasa, spermanyerés

A szaporitasi munkakhoz, valamint a hipofizisek kinyeréséhez hasznalt himeket (n=5)
benzokainos oldatban [100 mg/l benzokain oldatban (etil 4-126 aminobenzoat, Norcaine)]
tulaltattuk, majd a koponya mogotti nyaktajékon gerincatvagasaval eldltiik. A spermat a here
eltavolitasa utan kézvetleniil a here megvagasaval és préseléssel gyljtottiik (Péteri et al., 2015,

8. abra).

8. abra. Spermagyfjtés (foto: sajat kép).
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A késobbiekben a szaporitasi munkakhoz kizarolag a legnagyobb méretii himtdl (3535 g)
szarmaz6 spermamintdkat hasznaltuk. A hormonindukcidhoz sziikséges hipofiziseket a

spermagyjtést kovetden gyljtottik (9. abra).

: V7 IS
9. abra. Hipofizis Kinyerése (fotd: sajat kép).

3.3.3. Spermamindség-ellenérzés

A spermamindség ellenérzése szamitogépes spermavizsgalo rendszerrel (CASA) tortént (10.
abra). A rendszer adatai: szoftver: AndroVision®, gyarto: Minitiib GmbH, gyartas helye:
Tiefenbach, Germany. A spermagytijtés a gonad 3 kiilonb6z6 teriiletérdl tortént, hogy a kés6bbi
munkikhoz az eldzetes ellendrzést kovetden a lehetd legjobb mindségli (esetleges

kontaminéci6é elkeriilése stb.) sperma keriiljon felhasznalasra. Az ellendrzés soran

.....

10. abra. Spermamindség-ellendrzés CASA rendszerrel (fotd: sajat kép).
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3.3.4. Kisérleti csoportok hormonkezelése

A spermaba kevert hipofizissel kezelt csoport (ISZP) esetében kizardlag a legnagyobb
méretli tejestdl szarmazo agyalapi mirigyet (n=1, 30 mg nedves tomeg) hasznaltuk fel. A
hipofizist az ,,El0kisérlet” fejezetben bemutatott médon kevertiik a spermaval. A csoportba
tartozd ikrasokat (n=7, 252,3 + 24,31 ¢g) a benzokainos boditast kovetben, valamint a
testtomegek meghatdrozasa utan 1 ml sperma (+ hipofizis)/testtomeg kg inszeminaltuk mindkét
petefészeklebenybe egyenlden elosztva a Miiller et al. (2018a,b) leirt modon (11. abra). A
munka sordn hasznalt katéter €s az inszeminacié modja megegyezett az ,,El0kisérlet” fejezetben
bemutatottakkal.

A friss hipofizissel torténd intramuszkularis hormonkezeléssel €s inszeminacioval kezelt
csoport (ISZI) esetében a kisebb méretli (n=4, min.-max.: 519-6609) tejesektdl szarmazod
hipofiziseket (hipofizisek Ossztomege: 82,9 mg) hasznaltuk fel a hormonszuszpenzidk
elkészitéséhez. A csoport ikrasait (n= 7, 255,1 + 19,56 g) benzokainos oldatban boditottuk,
majd ezt kdvetden megmértiik a testtomegiiket. Az inszeminéciot ebben az esetben is a mar
kordbban bemutatott modon végeztiik (1 ml sperma/testtomeg kg; Miiller et al., 2018a,b). A
hatizomba torténd hormonkezelést (hipofizis Ossztomeg/ikrasok 0Ossztomege) X egyed

testtdmege) az inszeminacioval egyidejlleg végeztik.

11. abra. Boditott afrikai harcsa ikras inszeminacidja spermaba kevert nativ hipofizis
szubsztratummal. A katétert az urogenitalis nyildson at-, a petevezeton keresztiil a
petefészlebenyek csucsaig vezettiik. Ez hozzavetdlegesen 10-15 cm katéterhosszt jelent egy
180-220 g-os egyed esetében (fotd: Horvath Jozsef).
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3.3.5. Termékenyités, ikrainkubacio

Az IVF csoport ikrasait 11 6ras beérési idot kovetden boditottuk, az ikrasok testtomegét
lemértiik (12. abra, bal oldali kép), majd ezt kdvetden a hasfal masszirozasaval lefejtiik az
ikrakészletiiket. A fejt ikratételek tomegének meghatarozasa utan anyahalanként az ikraadagok
3 kiilonboz6 teriiletérdl 3 normal méretii Petri-csészébe (atméréxmagassag: 90 x 14,2 mm) 0,1
ml ikramennyiséget (57,17 + 7,98 ikraszem) adagoltunk ki Petri-csészénként, amelyeket egy
inzulinos fecskenddbe felszivott sperma segitségével in vitro termékenyitettiink (1 csepp

spermal/ikratétel; 12. abra, jobb oldali kép). 1 csepp sperma térfogata kb. 5 mm? volt.

12. 4bra. Balra: ikras testtomegének meghatarozasa, jobbra: in vitro fertilizacié (fok:
képek).

saj at

A spermaba kevert friss hipofizissel inszeminalt csoport (ISZH), valamint a friss hipofizissel
torténd intamuszkularis hormonkezeléssel és inszeminacioval kezelt csoport (ISZI) esetében 12
orat meghalado6 (ISZP: kb. 12,5 éras, 1SZI: kb. 13 6ra) petefészekbeli spermatarolast kovetden
fejtiik le az ikrasokat. Ebben az esetben is minden egyes ikras tomegét megmértiik, majd
lefejtiik a kevert gaméta adagokat (sperma + ikra egyiitt, 13.4abra bal oldali kép). Meghataroztuk
a lefejt tételek tomegét, majd a mar bemutott modon ikrasonként 3 normal méretii Petri-
csészébe adagoltuk ki a 0,1 ml térfogata (ISZP: 68,56 + 13,76 ikraszem, 1SZI: 60,38 + 10,53)
kevert gaméta adagokat, ezt kovetden a Petri-csészékhez vizet adva a gamétakat aktivaltuk,
amivel megtortént a termékenyiilés. Az ikrainkubacidhoz a munkacsoportunk szaporitd és
nevelé rendszerére kotott csepegtetd rendszert hasznaltuk (vizatfolyas sebessége: 200
ml/csepegtetd egység/ora; 13. abra jobb oldali kép). A Petri-csészéket teljesen véletlenszeriien
osztottuk el a csepegtetd rendszer talcdin. A termékenytilési értékeket gerinchuros allapotban a
termékenyitésektdl szamitott 12. oOrdban hatidroztuk meg. A rendszer mért vizmindségi

paraméterei az ikrainkubacids idészakban a kovetkezéek voltak (min.-max.): hémérséklet:

22



27,9-28,0 °C, pH: 8,2-8,25, oldott oxigén: 7,32-7,40 mg/l, nitrit-ion: 0,137-0,184 mg/l, nitrat-
ion: 1,5-5,2 mg/l, ammonium-ion: 0,01-0,04 mg/l, szabad ammonia: 0,03-0,05 mg/l, orto-
foszfat-ion: 0,15-0,27 mg/I.
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13. abra. Balra: inszeminalt ikrds gaméta fejése (ikra és spermium egyben), jobbra: kisérleti
csepegtetd rendszer (fotok: Horvath Jozsef).

3.3.6. Statisztikai elemzés

Az adatok elemzését, valamint az abrakészitést a Microsoft programcsomag (Microsoft
Corporation, Redmond, WA 98052, Egyesiilt Allamok) segitségével végeztik. A
termékenylilési ardnyokat kétmintas t-proba nem-egyenld szérasnégyzetekkel (Excel,
ToolPak), p<0,05 szignifikancia szinten elemeztiik. A kovetkez6 értékek meghatarozasa soran

az alabbi képleteket alkalmaztuk:

+ gonado-szomatikus index (GSI, %) = {gonad tomege (g) / hal testtomege (g)} x100
+ pszeudo-gonado-szomatikus index (PGSI, %) = {fejt gaméta tomege (g) / hal testtomege

(9)} 100
« termékenytilési arany (%) = {termékenyiilt ikraszemek (db) / sszes ikraszem (db)} x100
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4. Eredmények

4.1 Elokisérlet

A termékenyitést kovetd 12. draban mért termékenyiilési ardnyt (gerinchuros allapot)
atlagosan 60-70%-ra becsiiltiik. Az eldkisérlet eredményei alapjan a nativ hipofizis
spermiummal torténd elkeverése és inszeminacids modszerrel végzett kezelése (ahol a sperma
szeminalis plazma nativ hipofizisbél szarmazo GtH hormonvivéanyagként szolgalt) sikeres
ovulaciot és termékeny ikratételeket eredményezett. Ezen megfigyelések alapjan terveztiik meg

a fokisérletet.
4.2 Fokisérlet

4.2.1.Spermamindség-ellendrzés

Hormonkezelés nélkiil-, kioperalt herébdl gyiijtott sperma mozgdképessége (Osszes sejtre
vetitve) 93,7 £ 6,8 % volt, mig a progressziv motilitas (egyenes vonali mozgoképességgel
rendelkez6 spermiumok aranya) mar alacsonyabb értéket és nagyobb mintankénti kiilonbséget
mutatott (74,9 + 16%). Az azonos egyedtél szarmazo, de kiilonbozé mintak mért értékeit a 2.

tablazat mutatja.

2. tablazat. A termékenyitési munkakhoz felhasznalt nagyobb méretii afrikai harcsa tejestol
gylijtott sperma CASA rendszerben mért mozgoképesség vizsgalata.

Motilitas

. o
(%) Progressziv motilitas (%)

Tejes 1. minta 98,56 88,18

Tejes 2. minta 96,49 79,36

Tejes 3. minta 85,93 57,14

4.2.2. Testtomeg és fejt ikratomeg kozotti osszefiiggések

Kisérletiink soran az in vitro fertilizaciéo csoport (IVF) esetében a kisérletbe vont 7
egyedbdl 6 ovulalt, 1 egyed esetében tulérett ikraszemeket fejtiink. A spermaba kevert
hipofizissel indukalt csoport (ISZP) esetében a csoportba tartozo 7 ikras koziil 3 ovulalt, ezen
3 hal koziil 2 parcialis ovulaciot mutatott. A harmadik csoport (ISZI) esetében minden egyes

halat sikerrel tudtunk lefejni (n=7), a fejt ikratételek termékenyiiltek. A kisérleti halak
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testtomegei kozott nem volt statisztikailag igazolhato kiillonbség (kétmintas t-préba, p>0,05). A

testtomegek ¢és a fejt ikratomegek kozott nem talaltunk szoros dsszefiiggést (14. abra).
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14. abra. A kisérleti halak testtomegei és fejt ikratételei kozotti 6sszefiiggések. IVF: in vitro
fertilizacid csoport, ISZP: spermdba kevert hipofizis csoport, ISZI: intramuszkularis
hormonkezelés €s inszeminacio csoport.

A vizsgalt csoportokban (IVF és ISZI) a PGSI értékek (IVF: 12,46 +2,37%, ISZI: 13,12
+ 2,67%) statisztikailag nem kiilonbdztek egymastol (kétmintés t-proba, p>0,05). Az ISZP az
alacsony elemszam miatt kizarasra keriilt a vizsgalatbol. A kiilonb6z6 csoportok PGSI értékeit

az 15. dbra mutatja.
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15. abra. A kiilonboz6 csoportok PGSI értékei. IVF: in vitro fertilizacio csoport, ISZP:
spermaba kevert hipofizis csoport, ISZI: intramuszkuléris hormonkezelés €és inszeminacio
csoport
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4.2.3. Termékenyiiléssel kapcsolatos vizsgalati eredmények

Az in vitro termékenyitett (Ugynevezett ,,szaraz termékenyités”) ikratételek statisztikailag
igazolhatdan magasabb termékenytilést (IVF: 62,56 + 14,34%) értek el, mint a spermaba kevert
hipofizissel kezelt csoportbdl szarmaz6 mintak (ISZP: 46,79 + 12,22%, kétmintés t-proba,
p<0,05). A két friss hipofizissel kezelt csoport (ISZI és ISZP) termékenyiilési értékeiben
azonban nem volt statisztikailag igazolhato kiilonbség (ISZI: 54,36 + 10,86%, kétmintas t-
préba, p>0,05). Az Osszesitett termékenytilési értékeket a 16. dbra mutatja. Az intramuszkularis
hormonkezeléssel ¢s inszeminacioval kezelt csoport (ISZI) esetében a termékenyiilési értékek
kisebb szorassal birtak, mint az in vitro fertilizacio (IVF) és spermaba kevert hipofizissel kezelt
csoportok (ISZP).
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16. abra: Osszesitett termékenyiilési értékek. IVF: in vitro fertilizacio csoport, ISZP:
spermaba kevert hipofizis csoport, ISZI: intramuszkuléaris hormonkezelés és inszeminacid
csoport. A kiilonb6zo betiijelek statisztikailag igazolhatd kiilonbséget jelolnek p<0,05 szinten.

A termékenyiilési ardny és a beérési iddpont kozott a kiilonbozé csoportok kdzott nem
talaltunk kiilonbséget (17. abra). Az IVF és ISZI kozott (az ISZP alacsony elemszam miatt
kizarasra keriilt a vizsgalatbol) statisztikailag igazolhato kiilonbség nem volt (p>0,05). Fontos
kiemelni, hogy az eltérd beérési iddszakok nem moddszertani hibabol adodtak, hanem az eltérd

kezelések eltérd hatassal voltak az ovulacio kivaltasaban.
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17. abra. A kiilonboz6 csoportok PGSI értékei. IVF: in vitro fertilizacio csoport, ISZP:
spermaba kevert hipofizis csoport, ISZI: intramuszkuléris hormonkezelés €és inszeminacio
csoport.
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5. Eredmények megvitatasa

Az afrikai harcsa kiilonboz6 hormonkészitményekkel torténé indukalt szaporitasa
széleskortien dokumentalt a szakirodalomban, azonban a frissen gyiijtott (nativ) hipofizissel
végzett hormonindukcio viszonylag kevéssé kutatott teriilet (Olaleye, 2005; Ayoolaetal., 2012;
Okomoda et al., 2017; Mosha, 2018). Mas szerz6k munkaiban altalaban adott té‘)megﬁ
et al., 2012; lbrahim et al., 2019). Ez a modszer kiilonosen elterjedt a kevésbé fejlett
infrastruktaraji régiokban, ahol ezek a hormonkészitmények - részben a relative magas aruk
miatt (pl.: Ovaprim 10 ml — 76,23 $) - nehezen elérhet6ek és tarolhatdéak. Korabbi kutatasok
mar foglalkoztak a kiilonb6z6 modon tarolt hipofizisek ovulacidra gyakorolt hatasaval is
(Okomoda et al., 2017; Szabo et al., 2023; Horvath et al., 2024; Téth, 2024). Az afrikai harcsa
sajatos szaporodasi jellemzOi miatt azonban a him egyedeket fel kell aldozni. Mivel a
harcsafélék anatdmidja eltér a ponty- és siigérféléktol, nem lehet spermat fejni beldliik. Ennek
oka, hogy a harcsakban a here és a spermavezeték kozott egy specialis ujjszerli szerv, a
szemindlis vezikulum, amely a szaporodas soran strii, viszkoézus valadékkal vonja be a
spermiumokat. Ebbdl a szervbdl nem lehetséges a mesterséges termékenyitéshez megfeleld
mennyiségli sperma fejése. Emiatt az afrikai harcsa (és mas harcsafélék, mint példaul az eurdpai
harcsa) tejes egyedeit tulaltatjak, és sebészeti Giton tavolitjak el a heréket, melyekbdl préseléssel

nyerik ki a termékenyitéshez sziikséges spermat (18. abra,).
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18. abra. Az afrikai harcsa szaporitasanak fobb 1épései (forras: FAO, 2024). Sarga korrel
kiemelve, hogy ledlt him kioperalt heréjébdl biztositjak a termékenyitéshez a spermat.
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Elgondolasunk alapjan a spermagyiijtéshez felaldozott himt6l célszerli lenne a hipofizist is
kinyerni, amely felhasznélhat6 lenne az ikras egyedek hormonkezelése soran. Az inszeminacios
modszer lehetdséget biztosit a sperma rovid idejii — akar 36 h is lehet - petefészekbeli tarolasara
1s, ezaltal a feldldozott him a sperma mellett a beérleléshez sziikséges hormonmennyiséget is
biztositana. A kidolgozott modszertannal nincs sziikség sem a sperma, sem a hormon hosszabb
ideig torténd tarolasara, hiszen egyidejilleg gytijthetd és felhasznalhat6. Korabbi munkaink
soran mar bizonyitottuk, hogy a spermanyeréshez feldldozott him egyedtdl szdrmazé friss
hipofizis hormonkezeléssel és a sperma petefészekbe torténd injektalasaval kivalthato ovulacio,
valamint a fejt kevert gamétaadagok életképes embridkat eredményeztek (Horvath et al., 2024;
Toth, 2024).

Kisérletiink soran a spermaba kevert hipofizissel indukalt csoport (ISZP) esetében a
kisérletbe vont 7 ikras koziil 3 egyed ovulalt, ezek koziil pedig 2 egyed parcialis ovulaciot
mutatott. Ennek a feltételezhet6 oka, hogy a bejuttatott hormonmennyiség (kb. 17 mg nedves
hipofizis/testtomeg kg) ebben az esetben nem Iépte at azt a hormonkiiszob értéket, ami teljes
ovulacio kivaltasara lett volna elegendd. Az eldkisérletben, ahol relativ nagyobb mennyiségben
alkalmaztunk hipofizist (113 mg nedves hipofizis/testtomeg Kkg), feltételezhetéen a relativ
nagyobb GtH hormonszint elégséges volt az ovulécio6 kivaltasara. Ez a megfigyelés ravilagit
arra, hogy a donor egyed — ebben az esetben egyetlen himtdl szarmazé hipofizissel tortént a
hormonindukcié — szaporodasbioldgiai allapota alapvetden meghatarozza a friss hipofizissel
torténd indukalt szaporitas sikerességét. Korabbi munkank soran (Horvath et al., 2024; Toéth,
2024) a felhasznalt 3402 g-os himtdl szarmazo6 87,4 mg nedves tomegii hipofizisbdl készitett
szuszpenzidval (kb. 29 mg nedves hipofizis/testtdmeg kg) sikeresen lehetett indukalni kozel
2988 g 0ssztomegl ikras anyahalat (n=12, 249 + 32,1 g). Jelen esetben az ehhez a csoporthoz
hasznalt 3535 g-os himtdl szarmazo jelentdsen kisebb nedves tomeggel rendelkezd 30 mg-0s
hipofizissel nem sikeriilt az 1766 g 6ssztomegli 7 ikras egyednél ovulaciot kivaltani (kb. 17 mg
nedves hipofizis/testtomeg kg) (Horvath et al., 2024; To6th, 2024). Az ISZI csoport esetében a
4 kisebb méretii himt6l (min.-max.: 519-660 g) szarmazé 82,9 nedves tomegl hipofizisbol
készitett szuszpenzioval eredményesen lehetett 1786 g Ossztomegli ikrdsnal ovuldciot
indukalni, ami kb. 46,4 mg/testtomeg kg dozist jelent.

A csoportok halainak testtomegei statisztikailag nem kiilonboztek egymastol. Az in vitro
fertilizacio csoport (IVF), valamint az intramuszkularis hormonkezeléssel €s inszeminacioval
kezelt csoport PGSI értékei statisztikailag igazolhatoan feliilmultdk a spermdba kevert

crer

A csoportok atlagolt PGSI értékei (12,26 £+ 2,9%) minimalisan magasabbak voltak a
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munkacsoport korabbi kisérleteiben tapasztaltaknal: 11,02 + 0,02% (Horvéth et al., 2024), 9,4
+ 2,3 (Miiller et al., 2018b), 10,8 + 3,1% (Miiller et al., 2020b), 10,1 £+ 14,6 (Kucska et al.,
2022), de elmaradtak a mas szerzOok altal leirtaktol: 17,03 £ 2,22; 16,96 + 2,11 (Szabo et al.,
2023).

Az in vitro termékenyitett ikratételek statisztikailag igazolhatdan magasabb termékenytilést
(62,56 + 14,34%) értek el, mint az inszeminacids szaporitasokbol szarmazéd (ISZP, ISZI)
adagok (ISZP: 46,79 + 12,22%; ISZI: 54,36 + 10,68%; kétmintas t-proba, p<0,05). A
csoportokban (kivaltképp az in vitro fertilizacid csoportban) tapasztalt, a szakirodalmi
adatokhoz képest alacsony termékenyiilési arany, valamint a nagy szo6rés a kisérleti halak eltérd
individualis szaporodasbiologiai allapotanak és az egyhangt tartasi koriilményeknek (kizardlag
kereskedelemben kaphat6é takarmanyok, mesterséges fény stb.) a kovetkezménye. Az IVF
csoport termékenyiilési értékei nagy mértékben elmaradtak a mas szerzok altal tapasztaltakhoz
képest 89,00 + 1,00% (Okomoda et al., 2017), mig az inszeminacids csoportok termékenyiilési
értékei minimalisan elmaradtak a kordbbi munkakban leirtakhoz képest 74,7 + 18,4% (Miiller
et al., 2018b), 57,9 £ 8,8% (10 6ras sperma inkubacios 1dd, Miiller et al., 2020), 93,0 + 3,57%
(24 oras spermatarolasi id6, Okomoda et al., 2023).

Tovéabbi vizsgalatok sziikségesek a nativ hipofizis mennyiségének meghatarozasara
(figyelembe véve az eltérd egyedi jellegzetességeket is — példaul szaporodasbiologiai allapot),
hogy az ovulacio kivaltasat megbizhaté modon el lehessen érni. Kutatdsainkat ennek iranyaban

folytatjuk.
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6. Osszefoglalas

Az afrikai harcsa (Clarias gariepinus). Szaporitastechnologiaja a  kiilonboz6
hormonkészitményekkel torténd mesterséges indukalt szaporitdson alapul. A kevésbé fejlett
terlileteken a hormonkészitmények és a sperma felhasznalasig torténd megfeleld tarolasa
altalaban nehézkesen megoldhatd. Az inszeminaciés modszer lehetdséget biztosit a donor
tejestdl szarmazd sperma ovuldcid eldtti tirolasara a recipiens ikras petefészkében, mig
ugyanazon donor tejest6l gyiijtott hipofizisbdl készitett szuszpenzidval elvégezhetd az ikras
hormonkezelése is. Célul thztiik ki, hogy megvizsgaljuk: (i) lehetséges-e a frissen gylijtott és
homogenizalt hipofizis €s sperma eleggyel torténd petefészekkezeléssel ovulaciot kivaltani és
termékeny ikratételeket nyerni, (ii) pontositani a korabbi munkéink soran a hormonkezeléshez
meghatarozott testtomegre vetitett hipofizismennyiségeket.

A munka soran két kisérletet folytattunk le. Az eldkisérletben két tejes egyedtdl szarmazo
friss hipofiziseket elegyitettiink a spermaval, majd ezt injektaltuk két ikras egyed petefészkébe.
A fokisérlet soran 3 csoportot hoztunk 1étre: IVF (in vitro fertilizacid, n=7), ISZP (spermaba
kevert hipofizis kezelés, n=7), ISZI (inszeminacié + intramuszkularis hormonkezelés, n=7)
csoportok. Az IVF csoport esetében 1 Ovopel pellet/testtomeg kg intramuszkularisan
hormonkezeltiink. A két kezelési (ISZP, ISZI) csoport kezelése elétt a kisérletbe vont tejes
egyedeket (n=5) eloltiik, majd ezt kovetden gylijtottiik a hipofiziseket. A spermat egyetlen
nagyméreti himtdl gytjtottik. Az IVF csoport egyedeit lefejtiik, majd az ikratételeket
termékenyitettiik. A termékenyitést kovetden az ISZP csoport egyedeit a nagyméretii tejestol
nyert hipofizisbdl és spermabdl készitett eleggyel 1 ml sperma/testtomeg kg inszeminaltuk. Az
ISZI csoport ikrasait a kisebb méretli tejesektdl nyert hipofizisekbdl (n=4) készitett
szuszpenzioval intramuszkularisan hormonkezeltik, ¢és 1 ml sperma/testtomeg kg
inszeminaltuk. A beérési idoket kovetden a halakat lefejtiik (kevert gamétaadagok), majd viz
hozzdadasaval termékenyitettiink. A kisérlet soran minden csoport esetében meghatdroztuk a
termékenytilési értékeket.

Az elokisérlet soran mindkét ikras ovulalt, a fejt ikratételek termékenytiltek. A fokisérlet
soran az IVF ikratételek statisztikailag igazolhatdan magasabb termékenyiilést értek el, mint az
ISZP csoportbdl szarmazok (p<0,05). Az ISZI és ISZP ikratételek termékenyiilési értékeiben
nem volt szignifikdns kiilonbség (p>0,05). A kiilonbozd kezelések eltéré beérési idot
eredményeztek. A kisérlet ravilagitott arra, hogy a hipofizist nyujté donor egyed
szaporodasbioldgiai allapota alapvetdéen meghatirozza az ilyen modszerli szaporitéds

sikerességét.
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MATE/2024/25/M kédszami Egyetemi Kutatéi Osztondij Programjéanak a Nemzeti Kutatasi,

Fejlesztési €s Innovacios Alapbol finanszirozott szakmai tdmogatasaval késziilt.

copemirons WULTURALLS ES INNOVACIOS
tsztindi Program MINISZTERIUM
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9. Melléklet

PR - o

fotd: Horvath J 6zsef).

20. abra. A kisebb méretii tejesektol gytlijtott hipofizisek (fotd: Horvath Jozsef).
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22. 4bra. Cspegtet(’S rendszert betize

Ko

me

1ése (foto: Horvéth J ozsef).

_
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