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’18S ribosomal RNA gene’ azaz a 18s RNS riboszomalis génje

Héaziasitott zebradani6 vonal

‘Amplified Fragment Lenght Polymorphism’, azaz felsokszorozott
fragmenshossz polimorfizmus

’Chromosomal Sex Determination’ azaz kromoszémas ivarmeghatarozas
’Ovarian aromatase enzyme’ azaz petefészek aromatdz enzim
’Days post-fertilization’, azaz a megtermékenyités utani kor napokban

‘eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 gene’ azaz eukaridta
transzlacio-elongacios faktor 1 alfa 1 gén

’Enhanced Green Fluorescent Protein’, azaz z6ld fluoreszcens fehérje
’Environmental Sex Determination’, azaz kornyezeti ivarmeghatarozas

‘fluoreszcens Motif Enhanced Polymorphism’, azaz fluoreszcens motivumot
erdsité polimorfizmus

"glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene’ azaz gliceraldehid 3-foszfat
dehidrogenaz gén

"Genetic Sex Determination’, azaz genetikai ivarmeghatarozas
‘Heat Shock Proteins’, azaz hdsokk fehérjek

"Heat Schok Protein 70° azaz 70-es hdsokk fehérje

’Polymerase Chain Reaction’, azaz polimeraz lancreakcio
‘Primordial Germ Cell’, azaz ivari dscsirasejt

"Polygenic Sex Determination’, azaz poligénes ivarmeghatarozas

’Randomly Amplified Polimorphic DNA’ azaz véletlenszeriien felsokszorozott
polimorf DNS

“ribosomal protein L13 gene’ azaz az L13-as riboszémalis fehérje génje
’Sex Determination’, azaz ivarmeghatarozas

"Temperature-based Sex Determination’ azaz hdmérsékleti ivarmeghatarozas



1. Bevezetés és célkituzeés

A kornyezeti tényezOk kiilondsen nagy hatassal vannak a valtozo testhémérsékletii
globalis klimamoédosulas okozta hémérséklet emelkedés természetes vizeinkben, mely oly
mértékben valtoztathatja meg a halak életkoriillményeit, ami akar kritikus is lehet talélésiik
szempontjabol. Tekintve, hogy legnagyobb hazai tavaink (Balaton, Fertd, Velencei t6) sekély
vizliek, ezek a problémak itthon kiemelkedd jelentéségliek. A poikiloterm szervezeteknek a
belsé testhomérséklete a kiilsé homérséklet fiiggvényében valtozik, amely hatassal van a
miikodésiik minden szintjére. Megvaltozik a halak metabolizmusa, immunrendszeriik
miikddése, st még az ivar kialakulasara is hatassal lehet (pl. a hiillék tojas-inkubalasi idészaka
alatti homérséklet meghatdrozza az utddok ivararanyat). Tobb ismert halfaj esetében
megfigyelték, hogy a magas homérséklet hatassal van az allomany nemére, tObbnyire a himek
szamanak novekedését okozva (Baroiller et al., 2009) .

A zebradanio egy kedvelt gerinces modell, mivel gyors az egyedfejlédése, egyszerre tobb szaz
utddot hozhat 1étre, melyeken szdmos vizsgalat végezhetd el.

A gerinceseknél az ivart genetikai hatasok (Genetic Sex Determination, GSD), kornyezeti
hatasok (Environmental Sex Determination, ESD) vagy ezek egyiittese hatarozza meg (Liew
& Orban, 2014). Az ESD mechanizmus egyik leggyakoribb tipusa a homérséklett6l fliggd
ivarmeghatarozas (Lawrence et al., 2008). Korabban kimutattak, hogy a magas hémérséklet
hatasara egyes zebradanié csaladokban az ivararany eltolodik a himek iranyaba (Ribas et al.,
2017). Ennek a mechanizmusnak a jelenlegi fejlettebb technologiaval térténé tanulmanyozasa
¢s megertése kiemelkedd jelentdségii lehet.

A zebradani6 egyik vonalaba bejuttattak egy z6ld fluoreszcens fehérje (Egfp) génjét tartalmazo
riporter konstrukcidt, amely az ivarszervekben eltérd mértékben expresszalodik, ezaltal
lehetéveé teszi fluoreszcens mikroszkop alatt a nemek korai elkiilonitését (Krovel & Olsen,
2002; Wang et al., 2007).

A hémérséklet zebradanio ivarara kifejtett hatdsanak mélyebb ismerete azért is kiemelkedd
jelentdségii lehet, mivel a zebradanio a pontyfélékhez tartozik. Igy ezen munka eredménye
relevans lehet az 6sszes tobbi pontyfélén, de akar még mas hazai halfajokon végzett munkak
soran is.

Mindezeket figyelembe véve, munkam folytatasat képezi az egyik szakvezetom korabbi
szingapuri csoportja altal végzett kozel két évtizedes vizsgalatoknak. Munkajukkal nagy

elérelépést értek el a zebradanio ivarkialakulasi folyamatanak megértésében.



Reményeim szerint az én munkam eredményei is hozzajarulnak majd ahhoz, hogy a
hémérséklet hatasat a zebradanié és mas halfajok ivaranak Kialakulasara mélyebben

megismerhessiik.

Célkitiizéseim:
e A hdkezeléses mddszer adaptalasa és optimalizalasa a helyi koriilményekhez
e Nagyszamu zebradani6 csalad hokezelése
e A hdkezelt és kontroll ivadékok felndvesztése, azok mikroszkopos szexalasa
e Hore valaszold vonalak azonositdsa €s alapszintii jellemzése
e Elokésziiletek hore valaszolo csaladok kontroll és kezelt egyedein végzett expresszios

vizsgalatokhoz



2. Irodalmi attekintés

2.1. Zebradanio bemutatasa
A zebradani6 egy nagyon kedvelt modellorganizmus a laboratériumokban. Kis testli édesvizi
hal, amelynek természetes él6helyei Dél-Azsia és Délkelet-Azsia lassi lefolyasu, stagnald vizei
(Spence et al., 2008). Szamos kedvez6 tulajdonsaggal rendelkezik: egyszerre tobb szaz utdédot
hoz 1étre, kiils6 megtermékenyitéssel szaporodik. az embridk atlatszo ikraburokban fejlédnek,
¢s gyors az egyedfejlodése (3-4 honap). Taldn az egyik legalkalmasabb gerinces modell a
fenotipusos vizsgalatokhoz. Genomja tartalmazza az emberi gének tobbségének ortologjait, ez
lehetévé teszi a génfunkciok jellemzését (Fuentes et al.,, 2018). A zebradanié mutans
fenotipusok koziil sok az emberi betegségekre emlékeztet. Kiilondsen alkalmas a hematopoiesis
tanulmanyozasara, Szivmiikodés, valamint a vesebetegségek vizsgalatara (Dooley & Zon,
2000). Az un. eléremutatd (‘forward’) és forditott (‘reverz’) genetikak lehetévé tették a
genotipus és a fenotipus szisztematikus sszekapcsolasat. A ‘forward genetika’ modszereivel
tomegesen allitottak el6 mutansokat, majd a fenotipusbol kiindulva eljutottak a génhez. A
‘reverz genetika’ azon alapul, hogy egy ismert gén szekvenciajaban hoznak 1étre mutaciokat és
az altaluk kivaltott fenotipust keresik (Fuentes et al., 2018). A zebradanié molekularis technikai
gyorsan fejlédtek. Mikroinjektaciés technikak alkalmazasaval sikeresen hoztak 1étre
transzgénikus halakat (Dooley & Zon, 2000). A fluoreszcens ’riporter transzgén’ lehet6vé teszi
olyan specifikus folyamatok vagy sejttipusok vizsgalatat, amelyek egyébként szabad szemmel

nem lennének észreveheték (Fuentes et al., 2018).

2.2. A zebradanié ivara
Az ivaros szaporodas genetikailag valtozatos utdodokat hoz létre, ami fontos az evollcid
szempontjabol. Am valdjaban a szaporodas nem mindig noveli a variaciot, ugyanis a valtozatos
utdédok nem minden esetben segitik a szaporodas fejlédését (de Visser & Elena, 2007). A
tobbsejtii allatok szaporodasahoz specidlis haploid (him és ndi ivarsejtekre) sejtekre van
szilkség, amelyek meghatdrozzak a nemet. Az egyének nem csak ivarsejtjeikben,
ivarmirigyeikben  kiilonbozhetnek, = hanem  anatémidjukban, fiziologidjukban  ¢és
viselkedésiikben, ezt nevezziikk ivari dimorfizmusnak (Gamble & Zarkower, 2012). A
zebradaniokra jellemz6 az ivari dimorfizmus, ami fontos szerepet jatszhat a potencialis tars

kivalasztasaban. A himek vékonyabbak, torpedo alakuak, kissé intenzivebb sargas vagy fémes



elszinez6dést mutatnak, mig a ndstények kerekebbek, nagyobb hassal, valamint kevésbé

intenziv szinnel rendelkeznek (1. abra).

1. abra: A zebradanio him- és néivara egyedei ivari dimorfizmust mutatnak. Feliil a him

(tejes) lathato, amelynek testalkata vékonyabb, kissé torped6 alaki. Alul a ndstény (ikras),

amely kerekdedebb.

(Forras: https://devbiootago.wordpress.com/ 2013/02/18/female-to-male-sex-reversal-in-

adult-fish/)
Az ivart meghatarozo folyamatok (‘Sex Determination’, SD) eldontik az adott egyed nemét, és
elinditjak az ivari differencialodas folyamatat (Liew et al., 2012) . A gerinceseknél a nemet
genetikai mechanizmusok (’Genetic Sex Determination’, GSD), kornyezeti hatasok
(’Environmental Sex Determination’, ESD) vagy ezek egylittesen (GSD+ESD) hatarozzak
meg. GSD esetén els@sorban a sziiloktdl 6rokolt gének hatarozzak meg, aminek tobb fajtija
ismert, az egyik a kromoszoma ivarmeghatarozas (’Chromosomal Sex Determination’, CSD),
a masik a poligénes ivarmeghatarozas (’Polygenic Sex Determination’, PSD;) (Moore &
Roberts, 2013). Egyes GSD fajokban, mint az emberekben és mas emldsokben XX/XY az
ivarmeghatarozasi mechanizmus, ahol az Y kromoszoma inditja be a férfiasodast, ezt him
heterogametikus ivarnak nevezzikk. Mas fajok esetében, mint példaul a madarak, né
heterogametikus ivarrol beszélhetiink, ahol a ZZ/ZW rendszer mikodik (Gamble & Zarkower,

2012).

Az ESD leggyakoribb tipusa a hdmérséklettdl fiiggd ivarmeghatarozas (’Temperature-based
Sex Determination’, TSD), de lehet befolyasold a pH, tarsadalmi kélcsonhatasok, sot akar az
allomany stirtisége is (Lawrence et al., 2008). Egyes fajok, példaul a sosvizi garnéla esetében a
fotoperiodus is ivarmeghatarozo tényezd lehet, ugyanis egyes populaciokban azt lathatjuk,
hogy a himek hosszi, mig a ndéstények rovid nappalon sziiletnek. Az ivar meghatarozasanak
nagy valtozatossaga azt mutatja, hogy a mechanizmusok k6zott atmenetek vannak (Gamble &

Zarkower, 2012) .



Annak ellenére, hogy a zebradanié egy nagyon elterjedt modellszervezet, viszonylag kevés
informacio all rendelkezésiinkre az ivaranak fejlodésérol. A jelenlegi ismeretek inkabb az
ivarmirigy differencialodasahoz kapcsolodnak, az ivarmeghatarozas modja még mind a mai
napig vitatott (Liew et al., 2012). A laboratoriumokban hasznalt haziasitott vonalak esetében
gyakran tapasztaltak stlyos ivararany torzulast (2. abra), ami arra utalhat, hogy a szelekcio
vagy beltenyésztés befolyasolhatja a nemek differencialodasat (Lawrence et al., 2008). Az
ivaros szaporodas eredeti funkcioja feltehetden nem az evolicids tjdonsag generaldsa, hanem
a karok helyreallitasa volt, tehat egy rekombinacios helyreéllité folyamatként indult ki és ezt a

funkciojat megtartotta az evolucid soran (Bernstein et al., 1981).

A zebradani6 nemének vizsgalatara szamos modszert alkalmaznak. A nemi markerek
izolaldsara hasznalt legnépszeriibb modszerek a polimeraz lancreakcion (PCR) alapuld
modszerek. Ilyen példaul a véletlenszertien felsokszorozott polimorf DNS (Randomly
Amplified Polymorphic DNA, RAPD) és az amplifikalt fragmentum hossz polimorfizmus
(Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP). A haziasitott zebradanié vonalak
genomjanak a vizsgalatira egy tovabbfejlesztett PCR-alap modszert hasznaltak, ami az
ugynevezett fluoreszcens Motif Enhanced Polymorphism (fluOMEP) eljaras, ami 6tvozte a
RAPD és az AFLP el6nyos tulajdonsagait (Chang et al., 2007) . A him és néstény genomok
részletes Osszehasonlitasa utan nem talaltak univerzalis ivari markert a két torzsben, ami arra
utalhat, hogy nincsenek jelentds kiilonbségek az ivari kromoszomak kozott vagy egyaltalan
nincsenek ivari kromoszomék (Liew & Orban, 2014). Kés6bbi kutatdsok eredményei arra
utaltak, hogy a vadon é16 zebradanidkban megtalaltak a ZW/ZZ ivari kromoszoémakat (Wilson
et al., 2014) , de ezek feltehetden clvesztek a haziasitas soran, igy egyes domesztikalt
zebradani6 vonalak ivarmeghatarozasa poligénes (Liew et al., 2012; Liew & Orban, 2014) . A
poligénes ivarmeghatarozas esetében az ivarmirigy differencidlodasat befolyasold gének
eloszlanak a genomban és ezek alléljainak a kombinacidja hatdrozza meg az egyén nemét. A
zebradaniok vizsgalata sordn azt tapasztaltdk, hogy ugyanazon tenyészparoktol szarmazéd
utodok, eltérd koriilmények kozott nevelt ivararanya nagyon hasonlitott egymashoz. Ez is azt
erdsiti, hogy a zebradanio ivararanyat elsédlegesen genetikai, és nem pedig kornyezeti tényezdk

hatarozzak meg (Liew et al., 2012).
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2. abra: A haziasitott vonalakbél szarmazé zebradanié csaladok ivararanya széles

tartomanyban valtozik. Az abra dsszesen 62 csalad adatait 0sszegzi (Forras: Liew et al,

2012).
A zebradani¢ ivari differencialddasanak vizsgalatahoz sziikség volt olyan eszkozokre, ahol 1atni
¢és tanulmanyozni lehet a petefészek herékké torténd atalakulasat. A szivarvanyos pisztrangban,
medakaban ¢és zebradanioban is létrehoztak olyan transzgénikus, csirasejt-specifikus
expressziot mutatd vonalakat, amelyek vasa-egfp konstrukciot tartalmaznak. Ezekben a him és
ndi ivarszervek eltéré mennyiségli zold fluoreszcens fehérjét ("Enhanced Green Fluorescent
Protein’, azaz Egfp) termelnek (Hsiao & Tsai, 2003). Kimutattak, hogy a Vasa fehérje fontos a
csirasejtek fejlodésében €s a hasi szegmensek kialakuldsaban, ezaltal széles korben
csirasejtspecifikus markerként hasznaltak (Bartfai & Orban, 2003). A Vasa szabalyozhatja a
csirasejt fejlodését (primordial germ cell, PGC) mind a gerincesekben, mind a
gerinctelenekben. A transzgénikus zebradanio vonalak ivari PGC-jiikben szintén Egfp-t
expresszalnak (Kregvel & Olsen, 2002). Ez a jel a himekben a fejlodésiik soran fokozatosan
eltlinik, igy nyomon tudjak kovetni petefészek herékké valo atalakulasait a nemi
differencialodas soran. Mivel a transzgénrdl atirodé Egfp fehérje foként a ndi ivarszervben
expresszalodik, ezért azt mondhatjuk, hogy egy adott kortol minden erdsen fluoreszkald
ivarmirigyekkel rendelkezd hal ndstény, a fluoreszkal6 jellel nem rendelkezd hal pedig him

(Hsiao & Tsai, 2003; Wang et al., 2007).



2.3. Az ivararany billentésére alkalmas eljarasok

2.3.1. Az allomany siiriiségének hatasa
A szelekcio elényben részesiti az utdd vagy a sziild azon képességét, hogy az ivararanyt ugy
manipulaljak, hogy az mind a két nem esetében életrevalobb utdodokat eredményezzen. A
fonalférgek esetében a nagyobb stiriség tobb himet eredményez, ugyanis az alacsonyabb
stiriség lehetdvé teszi ndovekedést, ami a néstények szempontjabol elénydsebb (Charnov &
Bull, 1977). A zebradanié szamos kedvez6 tulajdonsaga koz¢é tartozik a kdrnyezeti tényezokkel
szembeni tolerancia. Ez lehet az oka annak, hogy ugyan nagyon kedvelt modellszervezet, az
optimalis tartasi feltételek késon keriiltek el6térbe (Castranova et al., 2011). Az egyedek
stirisége hatassal lehet az ivari differencialédasra, ahogy azt a paradicsomhalban (Macropodus
opercularis) is kimutattak. Az amerikai angolna (Anguilla rostrata) esetében azt tapasztaltak,
hogy mig a magasabb siirliség a himek, addig az alacsonyabb siirliség a ndstények fejlodését
segitette el6 (Lawrence et al., 2008). A siirliségfiiggd novekedés a fiatal és felndttkorban fejti
ki leginkabb a hatasat (Hazlerigg et al., 2012). Az altalanos protokoll szerint 5 hal/liter a
megfeleld allomanysiiriség, de ez az iranymutatas nem publikalt adatokon alapul (Matthews et
al.,, 2002). Castranova ¢és munkatarsai kisérleti tapasztalatai alapjan, 12 hal/liter
allomanysiiris€ég nem befolyasolta negativan a reprodukcios képességeket. Egyes halfajoknal
a magas siriség javitja, masoknal csokkenti a novekedési teljesitményt (Castranova et al.,
2011). A zebradani6 laborok altalanos megfigyelése, hogy a magas siiriiség altalaban a himek
fejlodését segiti eld, mig az alacsony stirtiség a ndstényeknek kedvez (Orban L., személyes
kozlés). Ezek a megfigyelések is arra kovetkeztetnek, hogy a zebradanié nemét genetikai és

kornyezeti tényezOk egyiittesen, egymas utan hatva hatarozzak meg (Lawrence et al., 2008).

2.3.2. Inhibitorok és hormonok hatdsa halak ivardra
Az ivart meghatarozo rendszert6l fiiggetleniil a nem emldés gerinceseknél az androgén-
Osztrogén ardny hatarozza meg, hogy az ivarmirigyek herékké vagy petefészkekké
differencialodnak-e (Navarro-Martin et al., 2011). Az Osztrogéneknek vald korai kitettség a
néstény, az androgéneknek vald korai kitettség a himek fejlédését indukalja (Orban et al.,
2009). Az exogén nemi hormonok figyelemre mélto hatassal lehetnek a fenotipusos ivarra. A
japan lepényhalban (Paralichthys olivaceus) és nilusi tilapiaban (Oreochromis niloticus) egy
rovid aromataz inhibitoros kezelés az ivar differencialodas soran a genetikai ndstények himekké

valo atfordulasat eredményezte (Uchida et al., 2004).
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A Fadrozole-lal kezelt ndstények esetében a szdvettani vizsgalat kimutatta, hogy szinte minden
petesejt eltiint a kezelt néstények ivarmirigyeibdl és heréket fejlesztettek (Uchida et al., 2004).
Szamos halfajban a nemi szteroid hormonok fontos szerepet jatszanak az ivarmirigy

differencialddasaban.

A nemi szteroid arany a Cyp19ala® ivarszervi aromataz enzim (angolul ‘gonadal aromatase’)
aktivitasatol fligg, ugyanis ez alakitja visszafordithatatlanul az androgéneket 6sztrogénekké. A
valtozo testhomérsékletli (ectotherm/poikilotherm) fajoknal a cypl9ala expresszio valtozasai
kozvetitik a kornyezeti hdmérséklet nemre gyakorolt hatdsait. A magas homérséklet férfiasito

crcr

révén (Navarro-Martin et al., 2011).

2.3.3. Homeérséklet
A kornyezeti tényezok nemekre gyakorolt hatdsanak ismerete fontos a globalis felmelegedés,
kémiai szennyezés, valamit az SD mechanizmusok megértése szempontjabol (Ribas et al.,
2017). Az ESD mechanizmus leggyakrabban el6forduld tipusa a homérséklett6l fiiggd
ivarmeghatarozas, azaz *Temperature-based Sex Determination’, TSD. Hiillok esetén ismert,
hogy az embriofejlddés vagy tojas inkubalds soran a homérséklet hatdrozza meg az utdod nemét
(Cornejo-Paramo et al., 2020). A halakban a kornyezeti hatasok elsé bizonyitékat az atlanti
eziistoldalu halon (Menidia menidia) végzett kisérletek szolgaltattak. Megallapitottak, hogy
azok a fajok, amelyek nemét a kornyezeti tényezOk befolyasolhatjak, tobbnyire egyféle
valaszreakcidt adhatnak, ami a himek irdnyaba val6 eltolodas (Ospina-Alvarez & Piferrer,
2008). Az europai farkassiigérben (Dicentrarchus labrax) az aromataz promoter fokozott DNS-
metilaciojat okozta a magas hémérséklet, ami csokkent expressziodt és a férfiak iranyaba valo
eltolodast eredményezte (Navarro-Martin et al., 2011). Vizsgaltak afrikai harcsaban, eurdpai
tengeri siigérben, japan lepényhalban, €s nilusi tilapidban is a hOmérsékletnek a nemi
differencialodas soran a génexpressziora gyakorolt hatasat (Baroiller et al., 2009). Azoknal a
fajoknal, ahol a hémérséklet hat a nemek kozotti aranyra, a korai fejlédés szakaszaban magas
hének wvald Kkitettség a herék differencialodasaval kapcsolatos gének megemelkedett
expressziojat, mig a petefészek differencidlddasdhoz kapcsolatos gének csokkent expressziojat

okozza. Ez a himek iranyaba valo eltolodast eredményezhet (Ribas et al., 2017). Ezzel szemben,

1 A zebradanié némenklatira szerint a (transz)gének és a roluk 4tirodo hirvivé RNS-ek szimbdlumait végig kis
dolt bettivel (pl. cypl9ala), mig a roluk termel6dd fehérjetermékét nagybetiivel kezd6dé normal betiivel (pl.
Cypl19ala) irjuk.
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né¢hany faj esetében, mint a csatorna harcsa, a magas hdmérséklet az ivart a ndstények iranyaba
tolja el (Patifio et al., 1996). Egyes halfajoknal mint a japan lazac, eurdpai angolna vagy
zebradanio, megfigyelték, hogy a fejlédésiik soran elészor mind egy ,,fiatalkori petefészket”
fejlesztenek, amelyek késobb alakulnak majd herékké (Hsiao & Tsai, 2003; Takahashi, 1977).

2.4. A hésokk valasz

Az €16 szervezetek gyakran keriilnek stresszes allapotba, melyeket valahogy tal kell élniiik. A
hémérsékletet tekintjiik a f6 stresszornak, mivel az optimalis hdmérséklettdl valo eltérés
kritikus lehet minden szervezet szdmara. A hdsokk valasz egy gyors €s d&tmeneti génexpresszios
program. Univerzalisnak és 6si mechanizmusnak tekintjiik, ugyanis a hésokk vizsgalata soran
prokariotakban és eukariotakban is talaltak hésokk valaszra utalo jeleket (Richter et al., 2010).
A sejtek stressz hatasara aktivalnak olyan jelatviteli Gtvonalakat, amelyek a hésokk vagy
hostressz fehérjék (‘heat shock proteins’, Hsps) atmeneti expressziojahoz vezet. Kiilonféle
stresszek hatasara alakulhatnak ki ezek a valaszok, ilyen példaul a hdmérséklet, oxidativ stressz,
nehéz fémek, etanol, mérgezé anyagok. Tehat ez egy stresszre adott védelmi mechanizmus,
amit nem csak homérséklet okozta valtozas valthat ki.

A Hsp-ket altalaban hét osztalyba soroljak. Minden osztaly mas rendszerben vesz részt, mas
feladatot 1at el. Minden sejt 6nalléan indukalhatja a hésokk valaszt. Vannak kozvetlen
elsédleges héérzékeld struktarak, melyek érzékelik a hémérsékletet, de vannak olyanok is,
amelyek a membranok merevségét figyelik, ha a membran merevebb a hidegre adott valasz
koordinalasat jelzi. Ezeken kiviil vannak kozvetett jelek, ezek magasabb homérséklet esetén a
denaturalt fehérjék felhalmozodasat jelentik, hidegebb hdmérséklet esetében a megrekedt
riboszomak felhalmozodasat jelentik (Richter et al., 2010).

A hésokk erdsen befolyasolhatja a fehérjék, RNS-ek mellett a sejtmembranokat is. Ha ezek
mind egyiittesen torténnek, az a sejtciklus megallasdhoz, valamint a ndvekedés és proliferacid
stagnalasdhoz vezethet. A hdstressz iddtartamatol, valamint a stlyossagatol fliggéen okozhat
kéarokat, stulyos esetben akar a sejt halalat is eredményezheti. A Hsp szint megndvekedik
mérsékelt stressz hatasara, ami altal keresztvédelem is kialakulhat. Ez azt jelenti, hogy az adott
Hsp nem csak arra a stresszre reagal, amire specializalodik, hanem mas tényezok miatt kialakult

stressz ellen is védelmet nytjthat (Richter et al., 2010).
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2.5. A ho hatasa a zebradanié ivarara

A hémérsékletnek a nemek differencidlodasara, meghatarozasara gyakorolt hatdsat szamos
halfajnal megfigyelték (Abozaid et al., 2012). Zebradanié populaciokban az olyan kornyezeti
tényezOk, mint a hipoxia vagy a hdmérséklet megvaltoztathatjak a nemek aranyat (Orban et al.,
2009). A halak ivara kialakulhat gonochorista aton (példaul, ahol az ivarmeghatarozas genetikai
alapu) vagy hermafroditista uton is, ahol az egyik ivar a masikba alakul at. A szekvencialis
hermafrodita halak mindossze 2%-at teszi ki az 6sszes 1étez6 halfajnak (Kobayashi et al., 2013).
Utobbiak kozott léteznek olyan halfajok, melyek protandriasak, azaz himrél néstényre
valtoztatjak a nemiiket (pl.: bohochal), és 1éteznek protogének is, amelyek esetében néstényrdl
himre valtozik az ivar (pl.: egyes tengeri siigerek). Ezek a folyamatok kevés kivétellel egy
¢letcikluson beliil egyszer torténnek meg, azaz visszafordithatatlanok (Kobayashi et al., 2013).
A homérséklet normal tartomanyon beliili valtozdsa a kémiai reakciok sebességét
szabalyozhatja, valamint fontos akadalyt jelent a szaporodasi ciklusok 1dézitésének
szabalyozasa szempontjabol. A hé befolyasolja az ivarszervi aromataz cypl9ala expressziojat,
a csirasejtek szaporodasat, amik jelentGs szerepet jatszanak a nemek kialakulasaban (Abozaid
et al., 2012). A vadon €16 ¢és haziasitott zebradaniok genomjanak Osszehasonlitisa soran, azt
vették észre, hogy a vad tipusban jelen vannak a nemi kromoszémék, mig a haziasitott
tipusokban az egyik vagy mindkét ivari kromoszoéma hianyozhat (Wilson et al., 2014).

A him zebradaniok ugy fejlédnek ki, mint a protandrids hermafroditdk, ugyanis a fejlédésiik
kezdeti szakaszan egy ugynevezett ,,fiatalkori petefészket” fejlesztenek, amely késobb atalakul
herékké. A n6i ivarmirigyek kialakulasahoz elengedhetetlenck PGC-k. Amikor az ivarmirigyek
fejlédésnek indulnak a ,,fiatalkori petefészkek” mar 10-14 nappal a megtermékenyités utan
(days post-fertilization, dpf) lathatova valnak. Ez fliggetlen attol, hogy milyen nemi lesz
késébb a hal, minden egyednél ezt lathatjuk. A ,fiatalkori petefészek™ herékké torténd
atalakulasa koriilbeliil a 21 dpf kortél indulhat meg, de ez nem torténik minden egyedben
egyszerre (3. abra). Transzgénikus tg[vasa:egfp] zebradanié vonal hasznalataval megfigyelték,
hogy a herékkeé torténd atalakulds bekovetkezése, valamint a folyamat id6tartama egyedenként
eltérd. A jovébeni himeknél a ,.fiatalkori petefészek™ apoptdzison megy keresztiil és herékké
alakulnak at, mig a jovobeni ndstényeknél folytatodik tovabb a petefészek differencialodasa

(Abozaid et al., 2012; Orban et al., 2009; Ribas et al., 2017).
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3.4bra: Az egér és a zebradanié ivarkialakuldsanak folyamata. Az egérnél 11,5 napnal eld6l, hogy
milyen lesz az egyed ivara, majd ezutan megkezdddik a heré¢k vagy a petefészek differencialodasa. A
zebradanional 10 és 16 nap kozott kezd el az ivarszerv differencialdédni, elészor egy ’fiatal
petefészekké’, majd a jovébeni himek esetében a herék ezutan kezdenek el fejlédni. A folyamat a
himek esetében még ugyanazon csaladon belill is nagyon valtozo a folyamat kezdete és az id6tartam
tekintetében. (Forras: Orban et al., 2009)
Az ebben az idészakban (21 dpf koriil) magas homérsékletnek valo kitettség a csalad himek
iranyaba vald eltoloddsat eredményezi. Ribas és munkatdrsai vizsgaltdk a megemelkedett
hémérséklet hatasat embridkra, fiatal egyedekre vagy felndtt korban. A hat csaladon végzett
kisérletek eredményei azt mutattak, hogy a 18-32 dpf-kori magas hdmérsékletnek valo kitettség
szinte minden esetben a himek irdnydba vald eltolédast eredményezte, de a hdvel valod
ivarbillentés csaladspecifikus. Egyes csaladok reagilnak a hdre, mig masok nem. Az igy
keletkezett himeket angolul ‘neomale’-eknek nevezziik. A vizsgalatok szerint ezeknek az
atfordult neomale’-eknek a hereszerkezete és génexpresszids profilja hasonld vagy teljesen
azonos azokéval a himekével, akik eredetileg is himekként fejlédtek volna. Ezenkiviil a
’neomale’-ek is életképes spermiumokat hoznak 1étre (Ribas et al., 2017). A kezelt és kontroll
allomanyok kozott nem talaltak szignifikans eltérést az elhullas mértékében (Abozaid et al.,
2012). Csaladtol figgden azt tapasztaltak, hogy a magas hémérséklet okozott az egyedeken

deformitast, példaul hasduzzadast, gerincveld rendellenességet vagy a pigmentacio elvesztését
(Ribas et al., 2017).
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A halak szinének intenzitdsat alapvetden genetikai tényezOk hatarozzdk meg, de ezen tul
befolyasolhatjak kornyezeti tényezOk, mint a hdmérséklet vagy a fény. A zebradaniok him
egyedei intenzivebb, sargds vagy fémes pigmentacidval rendelkeznek, mint a ndstények. A
hémérséklet morfoldgiara valod hatdsanak tanulmanyozasa soran, azt tapasztaltak, hogy a hdvel
kezelt allomanyok alacsonyabb pigmentacids intenzitast mutattak a kontroll csoporthoz képest.
A néstényeknél szignifikans eltérés nem volt, azonban a himeknél a kezelt allomanyban
hatarozottan csokkent a pigmentacio intenzitasa. A ndi egyedeknél a kezelt és kontroll csoport
kozott a méretben, testtomegben nem volt nagy kiillonbség. Himek esetében a kezelés a
testtomeg jelentds csokkenését eredményezte (Hosseini et al., 2019).

Ugyan szamos kisérlet bizonyitja, hogy a magas hdmérséklet a zebradanié allomanyaiban az
ivararany himek iranyaba valo eltolodasat eredményezi, a h6 altal kivaltott nemi atforditas
mogottes molekularis mechanizmusa korantsem egyértelmti. Kérdésként felmeriilhet, hogy
egyes ndstények miért tudnak ellenallni a magas hémérsékletnek, valamint, hogy vannak-e

morfoldgiai és expresszios kiillonbségek a ndstények kezelt valamint nem kezelt osztalya kdzott
(Ribas et al., 2017).
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3. Anyag és modszer

3.1. A halak szirmazasa

Az AB (vad tipusu, nem transzgénikus, hdziasitott zebradani6 vonal) részlegesen beltenyésztett
vonala a MATE és az ELTE halas hazaibol szarmazik. A tg(vasa::egfp) transzgénikus vonal
fenntart6 allomanyat a MATE AKI Csenki Bakos Zsolt vezette godoll6i zebradanid laborjabol
kaptuk.

3.2. A halak tartasa

A halakat, egy mas rendszerektdl elkiilonitett szobaban tartottuk, a fert6zések elkeriilése végett.
A megfeleld tartasi kortilmények biztositasahoz a szobaban sotétitett ablakok voltak, ez segitett
abban, hogy mi hatarozzuk meg a sotét és vilagos orak szamat. A lampafényen kiviil szamos
eszk0z segitette a kornyezet gazdag tartasmod kialakitasat, ilyenek a zold tetdk, a szaporitasnal
a kavics mintazatu aljzat és miindvények hasznalata. A halak egy Auaneering Aquatic Housing
rendszerben voltak tartva, amin napi szinti vizmindség ellendrzést és vizcserét végeztiink
(4. abra). A rendszeren kiilonb6z6 méretii haltartd tartalyokat hasznaltunk, ezekben
csoportosan vagy parokban (csaladok kialakitasahoz) tartottuk a halakat, kor és 1étszam szerint

elkiilonitve.

4.abra: A zebradaniok tartasara hasznalt rendszer. A rendszer aljan 1&vo
tartalyban a viz egy tobblépcsos szlirésen keresztill tisztul meg, majd UV fert6tleniti.
Két ilyen rendszer talalhato a szobaban. A tartalyok a rendszeren kiilonb6z6 méretiiek,
a halak létszamanak és méretének megfeleldéen. (Forras: Sajat kép)
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3.3. A halak szaporitasa

A zebradanidk 1,5-2 évig élnek, viszont a szaporitdsukat masfél éves korukig végezzik. A
himek vékony, torpedo alakuak, a ndstények inkdbb kerekdedebbek, nagyobb hassal
rendelkeznek. Az ivatas lehet csoportos, vagy paros, amit ivato kadakban végeztiink el (5. abra).
A kornyezetgazdagitas szempontjabol a kadak ald kavics mintazatot tettiink, kicsit megdontve
helyeztiik el 6ket, hogy legyen sekélyebb és mélyebb viz, valamint miindvényeket illesztettiink
a belsd racsos alju betétbe. Ha kivalasztottuk a parokat, amiket szaporitani szeretnénk,
behelyeztiik ezekbe a kadakba éjszakara elvalasztva a tejest és az ikrast, ugy hogy lassak,
érezzék egymast. Reggel a villanykapcsolas utan a két halat athelyeztiik egy masik, teljesen j
kadba, itt mar Osszeengedtiik Oket és friss vizet adtunk nekik, ezzel csokkentve az éjjel

keletkezett szennyezddés, iiriilék ikrak kozé vald keveredését.

5. abra: Zebradanié paros szaporitisara hasznalt ivaté kad. A paros szaporitashoz
hasznalt kadak ala kavics mintazatot tesziink, a racsos aljii belsejébe pedig miinovényeket a
kornyezetgazdagitas céljabol (Forras: Sajat kép).

3.4. Az embriok és larvak nevelése

Amennyiben a zebradani6 par megfeleld szamt, megtermékenyitett ikrat adott, megkezdhettiik
azok kezelését. Az els6 1épés, hogy elOkészitettiink egy vagy két Petri-csészét, annak
megfelelden, hogy mennyi ikrat lattunk. Feljegyeztiik egy papirra a sziilépar adatait és a
szaporitas datumat, ezt a papirt raragasztottuk a Petri-csésze tetejére, majd az oldalara filctollal
is feljegyeztiik ezeket az adatokat, hogy biztosan ne keverjiik 6ssze az ikrakat. Miel6tt az ikrakat
kimostuk a Petri-csészébe feljegyeztiik a sziilépar tartalyan 1év6 papirra, a szaporitas datumat
¢s az ikrak szamat. Az ikraszam meghatarozasa koriilbeliili értékre tortént. Jeloltiik, ha nem volt

ikra, ha volt, de elpusztult, ha szaz alatt, szaz és kétszaz kozott vagy kétszaz felett adott.
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Ha ezzel végeztiink, a halakat 4thelyeztiik egy masik tartalyba és visszatettiik 6ket a rendszerbe.
Miutén ez megtortént, a mosdokagyld felett egy apro lyuka sziirékanalba mostuk az ikrakat,
ugy, hogy ne maradjon semennyi a tartaly faldra tapadva. A sziir6kanalban 1év6 ikrakat egy
ugynevezett ,,kék vizzel” Ovatosan belemostuk a Petri-csészébe. A ,kék viz” a rendszerrdl
levett viz, amibe literenként egy csepp 25 mg/ml koncentracioji metilénkék oldatot adtunk,
ennek célja, hogy megakaddlyozza a gombak elterjedését az ikran. Ez utan jott az ikrak
valogatasa. Egy jol elkiiloniilo feliileten, lampa alatt, Pasteur pipetta segitségével eltavolitottuk
a szennyezdOdéseket és az élettelen ikrakat (6. abra). Ezek utan inkubatorba helyeztiik 6ket. Az
ikrak kezelését minden nap el kellett végezni, amig az 6sszes ki nem kelt és be nem kertiltek a

rendszerbe.

6. abra: A zebradanidk ikrainak valogatasa. Az ikrakat Petri-csészében tartjuk az
inkubatorban a larvak kikeléséig. Az elpusztult ikrak kifehérednek, ezeket Pasteur
pipetta segitségével el kellett tavolitani az egészséges ikrak koziil. (Forras: Sajat kép)

3.5. A halak takarmanyozasa

Mivel a zebradanio szajnyilasa 6t napos korban nyilik ki, ezért a larvakat ez utan kezdtiik el
etetni a szdjnyilasnak megfeleld méretii tappal, addig a larvak a szikanyagbol taplalkoznak.

A halakat napi haromszor etettiik, reggel kilenckor, délutan egy érakor és harom orakor. Az
etetés kialakitdsdhoz figyelembe kellett venniink a tapok méretét, osszetételét. A tapot a hal
méretének €és kordnak megfelelden kellett kivalasztani, nem lehetett nagyobb méretli, mint amit
a hal meg tudott enni. A mennyiség kialakitasanal mindig figyelniink kellett a halak reakciojat,
ha lattuk, hogy hamar felveszik a tapot és éhesek, akkor adhattunk nekik tobbet, ha mar nem
igen vették fel a tapot, akkor nem volt sziikséges. A halak novekedésével valtoztattuk a tap
méretét is. Az etetésnél fontos volt, hogy nem egyik naprol a masikra valtottunk tapot, hanem
szépen fokozatosan kellett hozzaszoktatnunk a halakat az 0 tdphoz, ez id6 alatt mind a kettd
tapbol kaptak enni. Fiatalabb halak esetében alkalmaztunk szuszpenzios etetést is. A délutan

harom orakor torténd etetéshez é16 tapot, artémiat (sorakot) hasznaltunk.
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3.6. A zebradani6 ivadékok hékezelése

A hokezeléshez alkalmazott csaladok kiilonb6z6 tenyészparok szaporitasabol szarmazé utddok
voltak. Olyan csaladokat kerestiink, amelyek kevesebb tejest (him ivara egyedet) tartalmaztak,
ezaltal konnyebben detektalhatd az ivararany eltolodas a hokezelést kovetden. A hokezelést
el6szor harom hetes, majd kés6bb két hetes halakon is elvégeztiik. Két-harom hetes larvakat
kerestiink, amelyekbdl leszamoltuk az altalunk meghatarozott egyedszamot. Kezdetben egyre
nagyobb és nagyobb egyedszamot hataroztunk meg, majd a késdbbiekben az elhullas mértéke
miatt, a slirliség figyelembevételével probaltuk optimalizalni ezeket a szdmokat. A kivalogatott
kezelt csoport mellé mindig tettiink egy ugyanolyan koriilmények kozott 1€vo kontroll csoportot
is. Ezt kovetden elvégeztiik a hdkezelést. A teljes kezelés végeztével a halakat még rendszeren
kiviil tartottuk par hétig, hogy elmiiljon a stressz hatasa és felerésodjenek. Ezutan a rendszeren
nevelkedtek tovabb. Amikor elérték a nyolc hetes kort, valamint a megfeleld méretet,
mikroszkop segitségével elvégeztik az ivararany meghatarozast a vasa::egfp transzgénr6l
detektalt alapjan (7. abra).

A hékezelést a halakon az alabbi modszerek alapjan végeztiik. A kezelések alapja mind a két

modszer esetében azonos.

2-3 hetes kor

8 hetes kor

m) Hokezelés = AS

Akklimatizacio Rendszerre keriilés Ivararany meghatarozas

7. abra: A hokezeléshez hasznilt modszerek alapja. A két-hdrom hetes larvakat hokezelésnek
vetettiik ala, majd két-harom hétig rendszeren kiviil (talban) neveltiik 6ket. Ezt kovetden felkeriiltek a
rendszerre. Amint elérték a megfeleld kort és méretet elvégeztiik a mikroszkdpos szexalast (Forras:
Sajat abra).

3.6.1 Akut hdkezelések
Az akut hokezelés egy tobb egymast kdvetd napon torténd rovid hdsokk, amit két modszerre
bontottunk. Az egyik az eldkisérletek sordn alkalmazott rovid akut kezelést harom egymast
kovetd napon, két oras id6 intervallumban végeztikk, 36 °C-on. Eleinte harom fél literes
iivegben, 300 ml vizben kezeltiik a halakat. A két ora leteltével, a halakat az ivegbdl egy fehér
talba ontottilk nagyon dvatosan €s sajat viziikben hagytuk oket kihiilni. Masnap a kezelés elott
eltdvolitottuk a szennyezddéseket és vizcserét végeztiink az edényeken. A vizcseréhez
levegdztetett rendszervizet hasznaltunk, ezzel egyiitt keriiltek Gjra az tivegbe a halak. A kezelést

ugyan ugy végeztik el, mint az el6z6 napon.
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A halakat kezdetben reggel és délutan etettiik tappal. A 3x2 ora kezelést kovetden a halak par
napi pihentetés (akklimatizacio) utan felkeriilhettek a rendszerre. A rendszeren a veliik azonos
korcsoportiiaknak megfeleld etetést alkalmaztuk. A kezelt csoport mellett megtartottunk egy
kontroll csoportot is, nagyjabél ugyanolyan egyedszammal és ugyanakkora tartdlyba tartva. Igy

késébb Ossze tudtuk hasonlitani a kontroll és kezelt alloméany ivararanyat.

A hosszu akut kezelés soran kétszer 6t egymast kdvetd napon kezeltiik a halakat. A modszert
el6szor szintén a fél literes tivegekben 300 ml vizzel kezdtiikk, majd az elhullast, stirtiséget
figyelembe véve modositottuk a modszert és két egy literes fozopoharban, 600 ml vizben
folytattuk (8. abra). A halak etetésén is modositottunk, eleinte reggel és délutan kaptak tapos
etetést, azonban a tlletetés lehetdségének felmeriilése miatt, napi egyszeri délutani
szuszpenzios etetést alkalmaztunk. A szuszpenzion kiviil a harom-négy hetes koru halak mar

megkaptak az artémiat is.

8. abra: Az akut hokezeléseket vizfiirdo segitségével végeztiik. A rovid akut és
hosszi akut kezelésekre hasznalt vizfirdé, melyben 36 °C-on két oran keresztiil
kezeltiik a halakat (Forras: Sajat kép).

3.6.2. Kronikus hokezelések
A kréonikus hdkezelés soran a halak 14 napon keresztiil folyamatosan 36 °C-nak voltak kitéve.
Ebben az esetben is két-harom hetes halakkal inditottuk a kezelést. Kezdetben minden edénybe
500 ml rendszervizet toltdttiink, ebbe helyeztiink kb. 60 egyedet csaladonként. Osszesen négy

csaladot tudtunk egyszerre vizsgalni, és kétnaponta végeztiink vizcserét rajtuk.
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A kisérletek soran a halakat a pontos kezdeti 1étszam miatt egyesével, levagott, leégetett végii
pipetta segitségével helyeztiik az edényekben. A kezelések lejarta utan két-harom héttel a halak
felkeriilhettek a rendszerre. A kisérlet kozben felmeriilt akadalyok (elhullas, etetéssel jaro
gondok) miatt modositottunk a mdédszeren. Az inkubatorban egyenl6tleniil eloszld hdmérséklet
miatt az edényeket csak az alsd polcra helyeztiink, mivel itt maradt a viz hdmérséklete
35-36 °C koriili értéken. A stiriiséget (hal/l) valamint a folyamatos hének vald kitettséget
figyelembe véve az edényekben 1év6 viz mennyiségét 800 ml-re emeltiik, az egyedszamot pedig
15 egyedre csokkentettiik (9. dbra). Minden kezelt adllomény mellé tettiink egy azonos
koriilmények kozott tartott, de a hokezelésnek ki nem tett kontroll csoportot is. A halakat a 14
nap letelte utan par hétig még a rendszeren kiviil neveltiik, majd ezt kdvetden keriilhettek a

rendszerre.

9. abra: A Kkrénikus hékezeléshez hasznalt inkubator. Az inkubatorban a
folyamatos 14 napos kezelést végeztiik, amely soran kb. 35-36 °C-on tartottuk a
halakat (Forras: Sajat kép).

3.7. Azivarszerv fejlédésének mikroszkopos analizise
Az ivarszerv fejlédésének vizsgalata fluoreszcens adapterrel (BLS Kft, Budapest) ellatott SZ61
sztereomikroszkoppal (Olympos) tortént. A vizsgalatot boditas alatt végeztiik, a tg{vasa:egfp}

transzgénikus csalad ivadékainak ivarszerveiben megnyilvanuld Egfp jelzéfehérje erésségét
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kovetve. Az Egfp a petefészekben volt erételjesen jelen, ezért amikor kék fénnyel
megvilagitottuk erds zold fénnyel jelent meg, atiitve az ¢l6 hal testfalan Ennek a jelnek a
megléte, illetve hianya alapjan hataroztuk meg az adott egyed ivarat. Az Egfp jel alapjan
felallitottunk egy vizualis skalat. A skalat 6t allapotra bontottuk, az els6, amikor egyaltalan
nem volt jel, a masodik amikor nagyon minimalis jelet lattunk, a harmadik kozepes er6sségt, a
negyedik mar intenziv jelet, mig az 6tddik csoportba nagyon erételjes jelet mutatd egyedek
kertiltek (10. abra).

10. abra: Az ivar kialakulasanak soran a zebradanio egyedek eltéré Egfp jelet mutattak, a
petefészek fejlettségének megfeleléen. A vizualisan felallitott skalat 6t részre bontjuk a jelerdsség
szempontjabol. Mivel a halak a mikroszkopos elemzés soran kettesével lettek fényképezve, ezért a
skala abrazolasanal az egyik halat mindig kitakartuk (Forras: Sajat kép)

3.8. RNS izolalas és az expresszios analizis elokészitése

A hokezelési adatok validalasa céljabol RNS izolalashoz gytijtottiink szovetmintakat. A mintak
a folyamatban 1év6 (0 nap) kisérletb6l, valamint masik kisérletekb6l, melyek harom nappal (3
nap) és kilenc nappal (9 nap) a hékezelés utani stadiumbol szarmaztak. Mind a harom csalad
kontroll és kezelt csoportjabol harom-harom egyedet emeltiink ki véletlenszeriien, azaz az
ivarszerv Egfp jelét nem detektalva. A mintavételhez a halakat talaltattuk szegfiiszeg olaj
segitségével. A halak kis mérete miatt az egész halat 300 ul DNA/RNA Shield oldatba (Zymo
Research) tettiik. Ezutan hozzaadtunk 30 ul Proteinase K puffert és 15 pl Proteinase K enzimet,
majd kék milanyag palcaval és 15 percenkénti vortex-szeléssel homogenizaltuk. Az RNS
izolalasat a Quick-RNA Microprep kittel (Zymo Research) végeztiik el a gyartd protokollja
szerint.

Az RNS mintakat a Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific) Kittel
CDNS-sé forditottuk at. A referencia gén kivalasztasahoz megkezdtiikk négy korabban hasznalt
zebradanié haztartasi gén (18S ribosomal RNA (18s rRNA), eukaryotic translation elongation
factor 1 alpha 1 (eeflal), glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (gapdh), ribosomal
protein L13 (rpl13) PCR-es tesztelését (McCurley & Callard, 2008).
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A haztartasi gének kivalasztasat kovetden a mintdkon el fogjuk végezni a hdkezelés hatasanak
molekularis validalasat, illetve a hosokk valasz id6tartamamak meghatarozasat a hsp70 és

cypl9ala mRNS-ek gPCR-es analizisével.

3.9. Statisztikai analizis
A statisztikai analizis GraphPad Prism 8.0.1 verzi6ju (GraphPad Prism for Windows, GraphPad

Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com) programmal tortént. Az

adatsorokat normalitas vizsgalatnak (Shapiro-Wilk) vetettiik ala. Normal eloszlast kaptunk, igy
paros t proba vizsgalatot folytattunk le. A p<0,05 szignifikancia esetén fogadtuk el a pAronkénti

Osszehasonlitasban a kiilonbséget.

3.10. Hozzajarulasok

A halak gondozasat és etetését Marton Csabaval, Horvath Kornéllal és Hirth Mirellaval kozosen
végeztik. A rovid és hosszi akut hékezelések paramétereit én magam optimalizaltam, és a
rovid akut kezelések zomét én magam végeztem. A kronikus hékezelést munkatarsammal Hirth
Mirellaval kozosen optimalizaltuk. A hosszu akut és kronikus hdkezeléseket, valamint a
kontroll és kezelt halak mikroszkopos szexalasat Hirth Mirellaval végeztem. Az RNS munkakat
a betanitast kovetden onalldan végeztem el. A statisztikai analizist Bognar Andras segitségével

végeztem el.
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4. Eredmények és értékelésiik

Célunk olyan zebradanio csaladok keresése volt, amelyek ivararany eltolodasaval reagalnak a
megemelkedett hdmérsékletre. Felallitottuk a hokezelések modszerét, valamint optimalizaltuk
azok koriilményeit. A hokezelések soran kétféle modszert alkalmaztunk. Az egyik tipus az akut
hékezelés volt, melyet kezdetben réviden - harom egymast koveté napon - végeztiink, majd
késébb hosszabban kétszer 6t napon at. Ezeknél mindkét esetben a halakat naponta két dran at
tettiik ki a magasabb hémérsékletnek. A masik mddszer a kronikus, 14 napon at folyamatosan
zajlo kezelés volt. A kisérlet soran nagy szamu csaladot és tobb ezer egyedet vetettiink ala
hokezelésnek. Ezeket az egyedeket neveltiik és mikroszkop segitségével meghataroztuk az
ivarukat. Mindezek sordn talaltunk négy olyan csalddot melyeket sikeresen el tudtunk tolni a

himek iranyaba hokezeléssel.

4.1. A zebradanio csaladok rovid akut hokezelése nem okozott valtozast az

ivararanyban

Eleinte rovid akut hékezelést alkalmaztunk (lasd: 3.6.1). Osszesen kilenc ilyen kezelést
végeztiink, 6t kiilonb6z6 csaladon. Sajnos a kezelések kozben, valamint a kezeléseket kvetden
felmeriiltek olyan tényezok, melyek miatt a kilenc kezelésbol csak 6tot tudtunk kiértékelni. A
kezdeti tapasztalatlansag miatt a nehezit6 tényezok ko z¢ tartozott, hogy egyes csaladoknak nem
inditottunk sajat megfeleld kontroll csoportot, valamint, hogy a halak nagyszamban elhullottak.
A halak ivarmeghatarozasat kovetden Osszehasonlitottuk a hdékezelt és kontroll csoportok
ivararanyat, melyek egyik esetben sem mutattak jelentds kiilonbséget (11. abra). Ez arra utalt,
hogy rovid akut (3 napos) hokezelés nem képes eltolni a zebradanié allomanyok ivararanyat

jelentés mértékben a himek felé.
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11. 4bra: A rovid akut hokezelés nem okozott ivararany eltolédast. A rovid harom egymast kovetd
napon végzett két oras kisérlet eredményei azt mutatjak, hogy a kezelt csoportok ivararanya kozel
azonos vagy alacsonyabb mint a kontroll dllomanyé. Az oszlopok f6lotti szamok a csoportban
fennmaradt létszamot jelolik.

A korabban a laborban les6harcsan végzett rovid harom napon torténd két oras kisérletek
eredményei azt mutattak, hogy a hdkezelt harcsak esetében megtizedeldodtek, vagy teljesen
eltlintek a kopoltyuféreg parazitak (Bognar Andras, személyes kozlés). Kollégaim arra utald
jeleket lattak, hogy a hokezelés nem csak a parazitara volt hatdssal, hanem a kezelt halak
immunrendszerének miikodésére is. Ennek alapjan feltételeztiik, hogy egy ilyen rovid akut
hokezelés elegendd lehet ahhoz, hogy megvaltoztassuk a zebradani6d csalddok ivararanyat.
Sajnos ez a feltételezésiink nem igazolodott be, ezért hosszabb kezeléseket kellett

alkalmaznunk.

4.2. A hosszu akut és kronikus hokezelések egyes csaladokban eltoltak az
ivararanyt a himek felé

Az eldkisérletek eredményei azt mutattak, hogy a haromszor ismételt napi két oras hokezelés
nem volt elegendd az ivararany eltolasahoz, ezért a kovetkezd 1épcsében harom helyett 2 x 5
egymast kovetd napon kaptak két oras kezelést a halak (lasd: 3.6.1. alfejezet). Ebbol a hossza
akut kezelésbdl eddig 11 kisérletet végeztiink el, kilenc csaladon. A kilenc csaladbol, két csalad

esetében figyeltiink meg nagyobb (>10%) ivararany eltolédast a kontroll és kezelt allomany
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kozott a himek irdnyaba, azonban az egyik csalad (HFBS) esetében a kisérletet a sziildpar

elhullasa miatt nem tudtuk megismételni.

Mindezekkel parhuzamosan kialakitottunk egy masik moddszert, a kronikus hdékezelést. A
kronikus hokezelés soran 14 napig folyamatosan kezeltiik a halakat egy tivegajtos inkubatorban
(lasd: 3.6.2), ugyanis kordbban bizonyitottak, hogy a folyamatos hdstressz okoz ivararany
eltolodast a zebradanid csaladokban (Ribas et al., 2017). Eddig kronikus kezelést 22-szer
végeztiink, hét csaladon, ebbdl 6t csaladon €és 13 esetben lattunk jelentds ivararany eltolddast.
Ebbdl egy csaladnal fordult el6, hogy ugyan lattunk ivararany eltolodast, de a sziilopar elhullasa
miatt a kisérletet nem tudtuk megismételni. A t6bbi Kilenc kezelés esetében nem tapasztaltunk

ivararany eltolodast.

A hosszl akut és a kronikus hdkezelésnél egyarant azt tapasztaltuk, hogy a kezelésre valaszolo
csoportokban az ivararany eltoldodott a himek irdnyaba a kontroll csoporthoz képest. Egyes

esetekben az ivararany valtozasa igen jelentsnek (20-30%) mutatkozott (12. abra).
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12. abra: A hosszi akut és kronikus kezelések is okoztak jelentés ivararany eltolodast a himek
iranyaba. A sikeres kezelésekbdl kiemelt két-két csalad, mely bizonyitja hogy mindkét kezelés alkalmas
lehet ivararany eltolasra. Az oszlopok fol6tti szamok a csoportbol megmaradt Iétszamot jelentik.

A hossza akut kezelés esetében (HK-10) megfigyelhetjiik, hogy a kontroll csoport egyedszama
(38 egyed) joval magasabb volt, mint a kezelt csoporté (17 egyed). Ennek ellenére ezeket az

eredményeket sikeresnek szamitottuk, mivel a zebradani6 csaladok esetében az alacsony
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létszam a ndivart egyedek fejlodésének kedvez, és a kezeltek kozott mégis a himek voltak

tobbségben.

4.3. A négy hore valaszolé zebradanié csalad jellemzése

A kisérlet soran a hokezelést dsszesen 10 csaladon végeztiink el. A 10 csaladbol csak nyolc
esetében tapasztaltunk ivararany eltolodast, azonban csak négy csalad (MHB7, Va46, Va47,
Va48) esetében allithatjuk biztosan, hogy a csalad valoban valaszol a hdkezelésekre (13. abra).
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13. dbra: Négy csalad esetében sikeresen eltoltuk az ivararanyt a himek iranyiba. A négy
csaladon beliil elvégzett kisérletek eredményei. A csillaggal jelolt szamok esetében a kezelést az
elhullas novekedése miatt egy hét utan ledllitottuk. A halvanykék oszlop esetében a kontroll
csoport nem azonos ivatasbol és nem azonos koriilmények kdzott nevelkedett a kezelt csoporttal.

Ezen csaladokon elvégzett kisérletek koziil ugyanis legalabb kettd sikeresnek bizonyult
(1. tablazat). A masik négy csaladon, amely egy kezelésnél mutatott ivararany eltolodast, a
szlildpar kioregedése (ikra hianya), a sziilOpar elhulldsa miatt a kisérletet nem tudtuk
megismételni vagy pedig szamos elvégzett kisérletb6l csak egy olyan kisérlet sziiletett, ami

ivararany eltolodast mutatott. Emiatt a hatas csak valosziniisithetd, de nem bizonyitott.
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1. tablazat: A hékezelés hatasa csaladonként kiilonb6z6 mértékben tolja el az ivararanyt.

Sikeres Kontroll / Kontroll Kezelt
Eltolis
Csaladok kisérletek Kezelt ivarariny ivarariny
mértéke (%)
SZAmMa Egvedszim (%) (%)
MHB7* 2 31/33 35 57 22
Va46™* 5 119/67 52 87 35
Vad7 2 192/86" 60 70 10
Vad8 2 65/61 35 74 39

* A rozsaszin kiemelés a kevesebb mint 50% him ivararanyu csaladot jeloli.

** A halvanykék szin az 50% feletti him ivararanyt csaladokat jeloli.

**% A kezeléshez tartozé kontroll csoport ebben az esetben nem azonos ivatasbol szarmazott és nem azonos
koriilmények kozott nevelkedett, mint a kezelt csoport.

A kezelésenként Osszesitett sikeres kisérletek szama alapjan azt feltételezziik, hogy a kronikus
kezelés nagyobb valoszinliséggel okoz ivararany eltolodast, mint a hosszl akut kezelés. Egyes
feltiintetett csoportok esetében a kezelést az elhullas mértékének névekedése miatt egy hét
kezelés utan leallitottuk, ezek csillaggal vannak jel6lve az abran. Egy csalad esetében pedig a
kontroll csoport nem azonos ivatasbol szarmazott és nem hasonld koriilmények kozott
novekedett a kezelt csoporttal, ezt az abran vilagoskék oszloppal jeldlve lathatjuk. A leallitott
kisérletekbdl szarmazo6 eredményeket a két hetes kezelésekéhez hasonlitva azt lattuk, hogy az

egy hetes kezelés is okozott ivararany eltolodast.

fgy feltételezhetjiik, hogy a hére érzékeny csaladokban ennyi id§ is elegendd lehet az ivararany
eltolodashoz. Ez egy fontos felfedezés, hiszen ezzel jelentdsen csokkenthetjiik a kezelés okozta

veszteségeket, ezaltal novelve a beavatkozasok sikerességét.

Mivel a Va46-os csalad esetében 6t olyan sikeres kisérletiink volt, mely mutatott ivararany
eltolodast, ezért ezen kezelésekrdl statisztikai analizist végeztink. A kapott eredmények
igazoltak, hogy a hékezelés hatasara a himek szazalékos ardnya megemelkedett (p=0,0132;

paros t proba) (14. abra).

Az MHB7, Va47 ¢és Va48 csaladok esetében sajnos nem volt elegendd a hokezeléses kisérletek
ismétlésének a szama ahhoz, hogy 6sszehasonlito statisztikai vizsgalatot végezziink. Az adatok
azonban igéretesek, az emlitett harom csalad esetében tovabbi vizsgalatok sziikségesek,

amelyek jelenleg is zajlanak.
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14. abra: A Vad6-os csaladon végzett statisztikai analizis szignifikansan bizonyitotta, hogy a himek szazalékos
aranya megemelkedett a hokezelt csoportokban.

A hosszi optimalizalasi idészakot kovetden tehat talaltunk négy olyan csalddot, melyek
sikeresen reagalnak a hdkezelésre. Ezeken a csaladokon — amellett, hogy 0j csaladokat is
keresiink, probaljuk folyamatosan ismételni a kezeléseket, melyet neheziti, hogy sziildparok
iddsek, néhany ritkan, vagy kevés ikrat ad. Ezeket a csaladokat, melyeknek sikeresen eltoltuk
az ivararanyat, a jovoben csoportunk fel fogja hasznalni a hékezelés hatasanak molekularis

analiziséhez, mely az Elvonal Kutatasi Kivalosagi program egyik f6 célkitiizése.

4.4, Elokésziiletek a hésokk valasz validalasara molekularis eljarasokkal

A validalashoz elengedhetetlen sziikségiink lesz olyan referencia génekre, melyekhez a
célgénekbdl mért mRNS értékeket hasonlitani lehet, azaz a hdkezelés hatasara az expressziojuk
zebradanidban nem valtozik. Négy korabban hasznalt zebradanio haztartasi génnel: 18S
ribosomal RNA (18s rRNA), eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 (eeflal),
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (gapdh), ribosomal protein L13 (rpl13) (McCurley
& Callard, 2008) kezdtiik meg, az ezzel kapcsolatos kisérletek folyamatban vannak. Két
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referencia gént fogunk kivalasztani, melyekhez hasonlitva fogjuk meghatarozni a tesztelt gének
relativ expresszios értékeét.

Ezt kovetden a mintdkon el fogjuk végezni a hdkezelés hatasdnak molekularis validalasat,
illetve a hésokk valasz idétartamamak meghatarozasat a hsp70 és cypl9ala mRNS-ek qPCR-
es analizisével. Ezekre az eredményekre azért van sziikségiink, hogy a nagyléptékii
szekvenalast biztosan olyan mintdkon végezhessiik el, melyekben a hdkezelés miikddott, de a

hésokk valasz mindent elfedd, hsp mMRNS-ekben gazdag kezdeti szakasza mar lezajlott.

4.5. Limitaciok

A hokezelések moddszereit a laboratérium adottsagaihoz kellett igazitanunk. Eleinte csak a
vizfiirddvel torténd akut kezeléseket tudtuk elvégezni, és csak késébb, az inkubator
megérkezését kovetden kezdhettiik a kronikus kezelést. Az inkubator kezdetben nem tartotta a
homérsékletet, ezért cserére vissza kellett kiildeni, ami sok id6t vett igénybe. Mivel ezekkel az
eszkozokkel nem érkezett hozzajuk tartozo edény, ezért ki kellett kisérletezniink, hogy milyen
edényekkel, eszkozokkel tudjuk hatékonyan elvégezni a hdkezeléseket. A vizfiirdd
hémérsékletének bedllitasa is okozott némi gondot, mivel a 36 °C-ra allitott hdémérséklet esetén,
a benne 1év0 tlivegek vize nem érte el a 36 °C-t.

fgy idébe telt mire megtalaltuk azt a hémérsékletet, amit be kell allitani a vizfiirdén, hogy az
iiveg vize a megfeleld hdmérsékletre melegedjen. A kronikus kezeléshez hasznalt inkubator
esetében a benne 1évé edények vizhdmérsékletének bedllitdsa szintén hosszadalmas volt,
ugyanis az inkubator sokszor nem tartotta pontosan a beallitott hémérsékletet. Valamint
felmeriilt annak a lehetdsége is, hogy az inkubatorban a homérséklet nem egyenlden oszlik el,
ezért a felsd polcon tarolt edényekben mindig magasabb volt a vizhdmérséklet (sokszor a halak
szamara mar kritikus értékil), ezért az ott folytatott kisérleteket felfliggesztettiik. Mivel elére
nem tudtuk melyik csaldd az, amelyik reagdl a hdkezelésre, ezért sok csaladon kellett
Kiprobalnunk a kezelést. Ezek mind az optimalizalasi id6szak meghosszabbodasat
eredményezték. A hosszi optimalizalasi id6szak miatt sajnos a tervezettnél kevesebb idém
maradt arra, hogy molekularis vizsgalatokat végezzek.

A laboratérium jelenlegi eszkoztara sajnos nem tette lehetové, hogy az egyedekbdl szerveket
izolaljunk, ezért az RNS-hez valé mintakat, a halak apr6 termete miatt egészben tettiik el
Eppendorf cs6be. Emiatt szervenkénti expresszios analizis helyett csak egész egyeden tudtunk

expresszios vizsgalatot végezni.
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5. Kovetkeztetések, javaslatok

A halak ivarat szdmos tényezd befolydsolhatja. Lehet genetikai, kdrnyezeti vagy akar ezek
egyiittese meghatarozhatja, hogy egy hal him vagy ndstény ivara lesz-e. Az ivarra hatd
kornyezeti tényezok koziil a leggyakrabban el6fordulo a hdmérséklet. Korabban bizonyitottak,
hogy egyes zebradani6 csaladok magas homérsékletnek valod korai kitettsége a himek iranyaba
valo ivararany eltolodasat okoztak (Ribas et al., 2017). A munkam soran ezt a mechanizmust
vizsgaltuk meg annak érdekében, hogy az azdta rendelkezésre allo fejlettebb genomikai
technologiak segitségével a hokezeléssel eltolt ivararanya csaladok egyedeir6l mélyebb,
részletesebb képet kapjunk.

A hokezelést kétféle eljarassal végeztiik (akut, kronikus). Az akut kezelésbol el6szor egy rovid
akut kezeléssel kezdtiink (lasd: 3.6.1.). Feltételeztiik, hogy a harom egymadst kdvetd napon adott
két oras hosokk elegendd lesz ahhoz, hogy eltoljuk a csalddok ivararanyat a himek felé. A
kisérletekbdl szarmazo eredmények azonban azt mutattak, hogy a harom nap nem volt elegend6
az ivararany elbillentésére, igy onnantdl hosszl, 2x5 napon at tartd akut és 14 napos kronikus
kezeléseket alkalmaztunk. Ezen utobbi kisérletek eredményei arra utaltak, hogy ekkora
kitettség mar okoz ivararany eltolodast egyes csaladokban. Az eddig elvégzett kezelések
alapjan a kronikus hokezelés bizonyult a leghatdsosabbnak. A kronikus hdkezelés soran
folyamatosan, azaz 24 oran keresztiil, kapjak a hésokkot, 14 napon at. T6bb esetben eléfordult
a kronikus kezelés sordn, hogy a kezelt allomany elkezdett nagymértékben elhullani, ezért a
halak érdekében egy hét utdn ledllitottuk a kisérletet. A ledllitott kisérletekbdl szarmazd
eredményekbo6l azt lattuk, hogy az egy hetes kezelés is okozott ivararany eltolodast. igy
feltételezhetjiik, hogy az egy hetes folyamatos hdstressz is elegendé lehet az ivararany
eltolodéshoz.

Eredményeink igazoltak Ribas és munkatarsai (2017) azon megfigyelését, hogy a hére adott
valasz csaladspecifikus. Egyes csalddok reagaltak a hokezelésre, mig mas csaladok nem. A
csaladok kozott kiillonbség volt arra nézve is, hogy milyen moédszerrel kezeltiik 6ket. Azon
csaladok koziil melyek jelentosen reagaltak a hokezelésre, a kronikus kezelés mindegyiknél
okozott ivararany eltolodast. A hosszi akut kezelésnél azt 1attuk, hogy ugyan okozhat ivararany
eltolodast, néhany esetben ez az értékben nem jelentés mértékii. A hosszu akut kezelésbol
jelenleg nincs ahhoz elég mérésiink, hogy pontos Osszehasonlitast végezhessiink a kronikus
kezeléssel. A késdbbiekben amint lesz elegendd eredmény, ezen modszerek sikerességének

Osszehasonlitdsa fontos lehet abbol a szempontbdl, hogy ha elegendd ismételt rovidebb
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hbéhatasok sorozata is az ivar eltolasahoz, az a halak szamara csokkentené a stresszt, és esetleg
javithatja a talélést.

A modszerek optimalizalasi idGszaka alatt egyre nagyobb egyedszammal inditottunk
kisérleteket. Ezen kisérletek soran az egyedszam a kisérlet végére, valamint a késébbiek nagyon
kis mértékben maradt fenn, valamint a nagy stirliség a zebradani6 csaladok esetében a him ivara
egyedek tobbségét okozhatja. A késObbiekben a siirtiség figyelembevételével kezdtiik el a
kisérleteket inditani, tehat noveltiik a viz mennyiségét és csokkentettilk az egyedek szamat.
(MelléKlet 1. és 2. abrak). A tapasztalataink azt mutatjak, hogy az igy inditott kezeléseknél
nagyobb eséllyel maradtak fenn a kezdeti egyedszamok mint a korabbi nagy egyedszammal
inditott kisérleteknél. Az egyedek fennmaradasa tekintetében megfigyelhetdé hogy néhany
csalad egyedei nehezebben birjak a hdkezelést, mint masok. Valamint hogy bizonyos csaladok
csak egy adott ideig (pl. egy hét) birjak a hokezelést, ezutan elkezdenek elhullani.

Ezek a tapasztalatok és eredmények a jovobeni kisérletek elvégzését segithetik. A jovore nézve
a hokezelésre valaszolt csaladokon tovabbi kezelések inditasa javasolt. Ezek a csaladok
alkalmasak lehetnek molekularis analizisek elvégzésére. Erdemes lehet megvizsgalni, hogy a
hbkezelés hatasara ivart valto, agynevezett ,,ncomale”-eket tovabbszaporitva milyen lesz az
utédallomanyuk ivararanya. Mivel ezek az egyedek csak kiils6leg, azaz fenotipusosan valtanak
ivart és a genotipusuk ndi marad, ezért az varhato, hogy az utédallomanyukban sok ikras egyed
lesz.

Csoportunkban korabban kimutattak, hogy hoékezelés nem csak az ivararanyra, de sok mas
tényezore, igy a halak immunrendszerére is hatassal lehet (Bognar Andras, személyes kozlés).
A tovabbiakban ennek a mechanizmusat és mértékét is érdemes lenne megvizsgalni a
zebradanié modellen.

A hokezelés hatasanak haszonhalakon valo vizsgélata jelentds lehet a jovore nézve. Mivel ezt
a hazai haszonhalakon eddig nem vizsgaltak, nem tudjuk, hogy rajuk hatassal van-e egyaltalan,
ha igen milyen hatassal van rdjuk a magas hémérséklet. Ez a tudas fontos lehet a togazdasagi
tevékenységek szempontjabol, foleg a klimavaltozas okozta felmelegedés veszélyének

figyelembe vételével.
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6. Osszefoglalas

A TDK munkdm soran vizsgaltam a hémérséklet halak ivarara gyakorolt hatasat a zebradanid
modell segitségével. A globalis klimamodosulas altal okozott felmelegedés jelentds mértékben
Hatassal lehet a halak metabolizmusara, immunrendszerének miikodésére és akar még az ivaruk

kialakulésara is.

Kordbban Ribas és munkatarsai (2017) vizsgaltak, hogy a homérséklet milyen hatdssal van a
zebraddnid ivarara. Azt tapasztaltdk, hogy a korai iddszakban a magas hdmérsékletnek kitett
halak ivarardnya eltolodott a himek iranyaba. A munkam sordn ezen a mechanizmus
részletesebb vizsgalatdhoz teremtettem meg a feltételeket olyan zebradanié csaladok

azonositasa révén, melyekben a hokezelés hatasara az ivararany a himek irdnyaba tolodott el.

A hokezelést kétféle eljarassal (akut €s kronikus) végeztiik, az el6bbibdl egy rovid, harom napos
¢és egy hosszu, 2x5 napos valtozat alkalmassagat is megvizsgaltuk. Eredményeink azt mutattak,
hogy a hdrom nap nem volt elegendd az ivararany elbillentésére, igy onnantol csak hosszl akut
és 14 napos kronikus kezeléseket alkalmaztunk. Osszességében ezzel a két eljarassal 14 csalad
tobb, mint kétezer egyedével 33 kisérletet végeztiink el.

A legfontosabb kitlizott célt sikeriilt elérnem, mert négy olyan csaladot azonositottam,
amelyekben a hdkezelés hatdsara az utddok ivararanya eltolddott a himek irdnyaba. Tobb
csaladban mindkét kezeléssel sikeriilt az ivararanyt elbillenteni. Tobb esetben eléfordult a
kronikus kezelés soran, hogy a kezelt dllomany elkezdett nagymértékben elhullani, ezért a halak
érdekében egy hét utan ledllitottuk a kisérletet. A leallitott kisérletekbdl szarmazé
eredményekbdl azt lattuk, hogy az egy hetes kezelés is okozott ivararany eltolodast, igy
feltételezhetjiik, hogy a hdre érzékeny csalddokban ennyi idd is elegendd lehet az ivararany
eltolodashoz. Eredményeink igazoltak Ribas és munkatarsai (2017) azon megfigyelését, hogy
a hore adott valasz csaladspecifikus.

Az optimalizalt eljaras és az azonositott h6érzékeny csaladok nagyon fontosak a csoport tovabbi
munkdja szempontjabol, hiszen megteremtik annak lehetdségét, hogy a hdkezelés ivarra
gyakorolt hatasat mélyebben megérthessiik. Mivel a zebradanié a pontyfélékhez tartozik, a
TDK munkam eredményei relevansak lehetnek a tobbi pontyféle, igy pl. a ponty, az amur, a
busak és szdmos keszegfaj, szdmara is. Ezen ismeretek fontosak a lehetnek a hazai sekély vizii
tavaink természetes Okoszisztémajanak és az azokban ¢él6 halfajok fennmaradasa

szempontjabol.
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8. Mellékletek

Alaut hékezelés Akut kezelés: 10 csalad 25 kezelés

Osszesen inditott kontroll: 1022

Tulélt kontroll: 281

Osszesen inditott kezelt: 1048

Tulélt kezelt: 261
120 Optimalizalasi id6szak Nevelkednek
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Melléklet 1. abra: Az akut hokezelések soran inditott egyedszam (sziirke) és az azokbol tilélt kezelt (piros) és
kontroll (kék) egyedszam. Az optimalizalasi id6szak alatt az egyre nagyobb kezdeti 1étszamok egyre nagyobb
elhullast eredményeztek.

Kronikus kezelés: 1étszdm Kronikus kezelés: 7 csaladon 22 kezelés

Osszesen inditott kontroll: 1388
Talélt kontroll: 535

Osszesen inditott kezelt: 1541
Tulélt kezelt: 442
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Melléklet 2. abra: A kronikus hokezelések soran inditott egyedszam (sziirke) és az azokbol tulélt kezelt (piros)

és kontroll (kék) egyedszam. Az optimalizalasi idészak alatt az egyre nagyobb kezdeti létszamok egyre nagyobb
elhullast eredményeztek.
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