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AA
AER
ALH

BCF
BSA
CASA

CFU
DMSO

DPH

KSz
LH

LIN

FSH

GSI
HPF
HPG
MH
MOT
PBS
PCR
PDA
PGSI
PLC
pMOT
PN
RPM

SB
SC
SG
ST

STR

SZ
SV

Atretikus allapot

Aeromonas agar

Amplitude lateral head displacement (a fej oldalirdnyt kitérésének atlagos
nagysaga)

Beat cross frequency (a fej kilengésének frekvenciaja)

Bovine serum albumin (szarvasmarha szérum albumin)

Computer-assisted Sperm Analysis (szamitogépes spermavizsgald rendszer)
Colony-forming unit (telepképzd egység)

Dimetil-szulfoxid

Days post-hatching (keléstd] szamitott napok)

Erett stadium

Kortikalis alveolus stadium

Kotdszovet

Luteinizal6 hormon

Linearity (a himivarsejt ténylegesen megtett mozgasi utvonaldnak az egyenestol
szamitott eltérése)

Follikulusstimulélé hormon

Gentamicin

Gonado-szomatikus index

Hours post fertilization (termékenyiiléstél szamitott 6rak)
Hipotalamusz-hipofizis-gonad

Mueller-Hinton agar

Motilités

Phosphate-buffered saline (foszfattal pufferolt sdoldat)

polymerase chain reaction (polimeraz-lancreakcio)

Potato dextrose agar (burgonya dextr6z agar)

Pszeudo-gonado-szomatikus index

Programmable logic controller (programozhat6 logikai vezérld)

Progressive motility (progressziv motilitas)

Perinukleoldris stadium

Revolutions per minute (percenkénti fordulatszam)

Spermium

Sodium borat (natrium-borat)

Spermatocita

Spermatogdnium

Spermatida

Straightness (a himivarsejt atlagolt mozgési Utvonalanak az egyenestdl szamitott
eltérése)

Sztreptomicin

Sperm volume (spermamennyiség)

10



SV/BW
TSA

UL

VAP

VCL

VSL

WOB

Sperm  volume/body  weight (testtdmeg  kilogrammra  vonatkoztatott
spermamennyiség)

Tryptone soy agar (tripton-szoja agar)

Ures lumen

Vitellogenikus stadium

Average path velocity (a himivarsejt sebessége mozgasanak atlagolt utvonalara
szamolva)

Curvilinear velocity (a himivarsejt sebessége a ténylegesen megtett, teljes mozgasi
utvonalara szdmolva)

Straight line velocity (a himivarsejt sebessége mozgasanak kiindulasi és végpontja
kozotti tavolsagra szamolva (progressziv sebesség)

Wobble (a himivarsejt teljes mozgasi utvonalanak az atlagolt mozgési utvonaltol
szamitott eltérése)
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1. Bevezetés

A Cyprinidae csaladba tartoz6 aranyhal (Carassius auratus) az egyik legszélesebb korben
tanulmanyozott halfaj, mely rendkiviili kulturalis jelentdséggel bir, ezen feliil gazdasagi
szempontbol meghatarozé szerepet tolt be az édesvizi akvakultiraban. Népszeriiségét az
évszdzadokon at tartd mesterséges szelekcionak koOszonheti, amely rendkiviili fenotipusos
valtozatossag kialakuldsahoz vezetett (Smartt, 2001; Omori & Kon, 2019; Chen et al., 2022). A faj
domesztikacidja mintegy 1000 évvel ezelétt kezdddott Dél-Kinaban, és ennek eredményeként
napjainkra tobb mint 180 valtozat alakult ki (Omori & Kon, 2019), de a tenyésztok és az akvaristak
a mai napig Ujabb ¢és uUjabb valtozatokat hoznak Iétre. Egyedi jellemz6i miatt kivald
modellorganizmus a mesterséges szelekcio és a fejlddésbiologia tanulmanyozéasara (Smartt, 2001;
Komiyama et al., 2009; Tsai et al., 2013; Ota & Abe, 2016; Chen et al., 2019). A faj olyan kivételes
morfologiai bélyegekkel rendelkezik a testalak, a szinezet, a pikkelyek, de az Gszok, a szemek ¢és
a fejforma vonatkozasaban is, amelyek nem figyelhetok meg a zebradanio (Danio rerio) vagy a
medaka (Oryzias latipes) egyes valtozatainal (Omori & Kon, 2019). Az aranyhal szaporitisa
hormonalis indukalas alkalmazasaval torténik, melynek kovetkeztében nagyszamu utdd nyerhetd
egyetlen anyatdl. A szelekcion alapuld tenyésztés optimalizaldsa javitana a halak mindségét és
értékét, valamint novelné a kiilonbozd fenotipusos jellemzok 6roklodésérdl rendelkezésre allo
ismereteket. Ennek érdekében kulcsfontossagii a stabil haziasitott vonalak létrehozéasa ¢€s
fenntartasa (Glenn et al., 2011). A halak szaporitasanak sikerességét alapvetéen befolydsolja az
anyajeloltek megfeleld kivalasztdsa, az anyadllomany takarméanyozéasa, a vitellogenezist és
spermatogenezist megeldzo, illetve az ezen folyamatok alatti kornyezeti feltételek optimalizalasa,
a szaporitashoz sziikséges tér és populacio biztositasa, valamint az alkalmazott hormonalis kezelés
(Mananos et al., 2009). Emellett a termékenységet befolyasold paraméterek szisztematikus
mennyiségi ¢s mindségi ¢értékelése elengedhetetlen a szaporitds hatékonysaganak ndvelése
érdekében (Fauvel et al., 2010). Halak esetén a sperma mindségének vizsgalata egy részrol
lehetdvé teszi a termelés optimalizalasat, mas részrdl informaciot nyjt a kornyezeti hatasokrol. A
kutatok az elmult évtizedekben szamos értékelési modszert dolgoztak ki, a gonado-szomatikus
index (GSI) meghatarozasa mellett az ivarszervek szdvettani elemzése pontos képet fest az
ivarsejtek érésének allapotarol és informaciot ad a kiilsé tényezOk spermatogenezisre, valamint
oogenezisre gyakorolt hatdsairol (Kagawa et al.,, 1983). A motilitdas mellett a sperma
koncentracioja és térfogata, valamint a szeminalis plazma pH-ja és ozmolalitasa is gyakran mért
mindségi mutatok (Kowalski & Cejko, 2019). Aranyhalak esetében szamos kutatés vizsgalta ezen
mutatokat kiilonféle Osszefiiggésekben, ideértve a takarmanyozast, a kornyezeti és hormonalis

hatdsokat, valamint az ivartermék kezelését (Bozkurt, 2006; Tarkhani et al., 2012; Zadmajid et al.,
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2013; Tizkar et al., 2015; Kutluyer et al., 2016; Bernath et al., 2017; Depincé et al., 2020; Seyedi
et al., 2021). Az ikra mindségét az hatdrozza meg, hogy képes-e termékenyiilni, majd egészséges
embriova ¢s larvava fejlodni (Bobe & Labbé, 2010; Bobe, 2015). Az embriondlis fejlddés bizonyos
stadiumaiban elvégzett vizsgélatok informaciot nyujthatnak a felhasznalt ivartermék mindségrol,
valamint lehetdvé tehetik a termékenyiilt petesejtek fejlodésének nyomonkovetését. A morfologiai
elvaltozasok eléfordulasa a korai fejlédési szakaszokban jelentkez6 fejlodési hibakat jelzi (Bonnet
et al., 2007; Bobe & Labbé, 2010). J6 mindségii ivarterméknek az tekinthetd, ami az embrionalis
fejlodés soran magas ardnyu tulélést, kelést, valamint egészséges larvafejlodést eredményez
(Bonnet et al., 2007; Bobe & Labbé, 2010; Valdebenito et al., 2015). Az aranyhal kiilénb6zo
valtozatai kozotti kiilonbségeket szamos tanulmény taglalja, az azokat létrehoz6d mesterséges
szelekcid hatdsat a szaporodasbiologidra azonban még nem vizsgaltdk atfogdan (Bernath et al.,
2017; Li et al., 2019).

Az akvakulturaban a sperma taroldsa egyszeri ¢s koltséghatékony eljaras, a modszer
lehetdvé teszi a mintdk szallitdsat, azok mindségellendrzését, valamint az in vitro szaporitast
(Contreras et al., 2019). A tarolds soran végzett vizsgalatok informéciot nyujtanak az egyedek
ivartermékének potencidlis termékenyitoképességérol, eldsegitve a kivald szaporodasi mutatokkal
rendelkez0 anyadllomany kialakitdsat. A mélyhiitve torténd tarolds tovabba szerves részét
képezheti a szelekcids programoknak az értékes egyedek genetikai dllomanyanak megdrzésével.
Ugyanakkor a tarolas sordn végbemend mikrobidlis valtozasok jelentés mértékben
befolyésolhatjadk a szaporitds soran felhasznalni kivant ivartermék mindségét. Bar az elmult
években nagymértékii eldrehaladas tortént a mikrobiom kutatas teriiletén (Foo et al., 2017), ennek
ellenére halak esetén korlatozott szamu tanulmany all rendelkezésre az ivarsejtek, azon beliil is a
himivartermék mikrobidlis kozosségérdl, valamint annak valtozasair6l. Aranyhal esetén jelenleg
nem ismert a sperma baktérium- és gombakozossége, aminek vizsgalata mind allatjoléti, mind
szaporodasbioldgiai szempontbdl indokolt.

Feltételezésem szerint a kiilonbozd szelekcids célok mentén kialakult fenotipusos
sajatossagok nemcsak a kiilsé megjelenésben, hanem a véltozatok reprodukcidés mutatdiban és
korai fejlodésében is megnyilvanulhatnak. A jelenlegi szakirodalomban azonban nem talaltam
olyan atfogd szaporodasbioldgiai tanulméanyt, amely tobb aranyhalvéltozat Osszehasonlitd

vizsgélatat tartalmazna.
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2. Célkituzeések

Munkdm célja a fenotipusukban jelentdsen eltérd aranyhal valtozatok, azon beliil a
kozonséges aranyhal, a shubunkin, a fekete teleszkopszemil és az oranda szaporodésbiologiai
sajatossagainak komplex vizsgalata volt. A valtozatok 0sszehasonlitdsa valaszt adhat arra, hogy a
morfologiaban megfigyelhetd markans kiilonb6z0ség a szaporodasbioldgiai tulajdonsdgokban
egyarant megnyilvanul-e. Kisérleteim kiterjedtek az ivartermék értékelésére, a termékenyitési
hatékonysag ¢és az ivadékok vizsgélatara, valamint az ezeket befolyasolo molekuléaris és

mikrobiologiai tényezdk felmérésére.
A négy aranyhal valtozaton végzett kutatds soran kitlizott céljaim az alabbiak voltak:

1. Az alapvetd szaporodasbiologiai mutatok mennyiségi és mindségi értékelése, valamint
szaporitds soran a termékenyiilési és kelési aranyok meghatarozésa és dsszehasonlitasa
a valtozatok kozott.

a. Spermavizsgalat sordn a teljes spermamennyiség (SV, upl), a testtdmegre
vonatkoztatott teljes spermamennyiség (SV/BW, ul/ttkg), a sejtstirliség (spz/ml),
valamint a mozgési (pMOT, %) és kinetikai paraméterek (VCL, pm/s; VAP, pm/s;
LIN, %; ALH, um; BCF, Hz) meghatarozasa és 6sszehasonlitasa.

b. Ikravizsgdlat soran a pszeudo-gonado-szomatikus index (PGSL, %) és a
grammonkénti ikraszam meghatarozéasa €s dsszehasonlitasa.

c. Szaporitas sordn a termékenyiilési (%) és kelési ardny (%) meghatarozasa és
Osszehasonlitasa.

2. Larvanevelés soran a novekedés, egyes fejlodési rendellenességek ardnyanak, valamint
a megmaradasi aranyok meghatarozasa és dsszehasonlitdsa.

a. Larvavizsgalat soran a teljes testhossz (mm), a testtomeg (mg) és a fejlodési
rendellenességek aranyanak (szomitdk, notochord, farok, uszonyok, sziv, feji régio,
agy, allkapocs, bél) meghatarozasa keléskor, a szikzacské felszivodasat kovetden,
valamint 10 napos taplalkozé larvaallapotban.

b. A kelést kovetd 10. napon a megmaradasi arany (%) meghatdrozasa ¢&s
Osszehasonlitasa.

rovid tava hitott és mélyhiitott tarolas soran.

a. A sperméaban taldlhatdé Dbaktériumok telepképzd egységeinek (CFU/ml)

meghatdrozasa szelektiv és nem szelektiv tdptalajokon, valamint az izolalt
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baktérium- ¢és gombatorzsek egyedi azonositasa friss mintakbol, illetve 96 6ras 4 °C-
on torténd tarolast kovetden.

b. A sperma baktériumtelepképzd egységeinek szamanak (CFU/ml) meghatarozasa,
valamint a sperma-, higito- és olvasztdviz-mintakbol izolalt baktériumok €s gombak
egyedi azonositasa friss, illetve -196 °C-on mélyhiitve tarolt mintakban.

4. A végsO ivarsejtérés egyes érési stadiumainak megoszldsanak és aranyanak
meghatdrozasa, valamint 0sszehasonlitasa a valtozatok kozott a spermidcié és ovuldcid
indukalasat kovetden végzett szovettani vizsgalatok alapjan.

a. A gonado-szomatikus index (GSI, %) meghatarozasa és dsszehasonlitasa.

b. Az ivarsejtek és szoveti elemek ardnyanak (%) meghatdrozésa és dsszehasonlitdsa a
valtozatok kozott a herében (spermatogdénium A/B, spermatocita, spermatida,
spermium sejtek, kotdszovet, lires lumen) és petefészekben (perinukleolaris,
kortikalis alveolus, vitellogenikus, érett, atretikus sejtek).

5. A spermatogenezisben kulcsszerepet jatszo rin3a gén kifejezddésének vizsgalata és
Osszehasonlitdsa a valtozatok kozott agy- és hereszovetben, a molekuléris szinten

megjelend kiilonbségek feltarasa érdekében.
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3.Irodalmi attekintés

3.1. Az aranyhal jelentosége

3.1.1. Tudomanyos jelentoség

Az aranyhal (Carassius auratus) jol ismert haziasitott faj, amely szamos diszhal valtozattal
rendelkezik, melyeket genetikai mutaciok 4ltal meghatarozott, 06roklédé fenotipusos
tulajdonsagok kiilonboztetnek meg. A latvanyos megjelenésiik miatt vilagszerte elterjedtek a
tenyésztok €s akvaristak jovoltabol, azonban az eredeti vonalakat évszazadokkal ezeldtt hoztak
létre Kindban (Ota, 2021a). Az aranyhal domesztikacidjanak és az abbdl fakadd morfologiai
valtozatossaganak koszonhetden a bioldgia szamos teriiletén értékes kutatasi alannya valt.
Modellorganizmusként eldszeretettel hasznaljak agytérképezési vizsgalatok, in situ hibridizécio,
mikroarray-alapt elemzések, géncsendesités (siRNS), génkiliités, szoveti perfuzid, valamint
evolucio- ¢és fejlodésbiologiai kutatdsok soran. Széles korben hasznalt modell az 6sszehasonlitd
endokrinologidban, kiilondsen a neuroendokrinologidban. Az elmult évtizedek soran zajlod
kutatasok sokféle eszkozt fejlesztettek ki és validaltak kiilonféle hormonok vizsgalatara a fajban
(Blanco et al., 2018). Ennek eredményeként 1931-t61 napjainkig tobb, mint 2000 aranyhal
agykutatassal kapcsolatos irodalom lelhetd fel. Az endokrinologia teriiletén betoltott idealis
modellorganizmus szerepe mellett az aranyhal az egyik leggyakrabban alkalmazott halfaj a
viselkedéskutatasokban (Blanco et al., 2018). Kivalé modellként szolgal, tovabba a szivmiikodés,
az adaptacioés mechanizmusok ¢és a sériiléseket kovetd regeneracid vizsgalatara. Ennek oka, hogy
rendkiviil jol tiiri a kornyezeti szélsdségeket, konnyen kezelhetd, nagy mennyiségben és alacsony
koltséggel beszerezhetd, viszonylag rovid élettartamu, genetikailag modosithatd, valamint
egyszerl szivfelépitéssel rendelkezik (Filice et al., 2022). Ezeket az elénydket tovabb erdsiti az
aranyhal teljes genomjanak rendelkezésre allasa (Chen et al., 2019), amely lehetdséget biztosit a

gerincesekben fellelheté homolog gének funkcidjanak feltérképezésére (Omori & Kon, 2019).
3.1.2. Kulturalis jelentoség

Az aranyhal, mint szimbo6lum a kiilonb6z06 kultaradkban eltérd jelentéssel bir, tiikrozve azok
értékeit, hiedelmeit és tarsadalmi hatterét. Kinaban és Kelet-Azsidban az aranyhalak régota a
gazdagsag, a béség és a harmonia szimbolumai. Elészeretettel tartjak beltérben és ajandékozzak a
JO szerencse reményében, kiillondsen a feng shui alapelveivel dsszhangban. A diszhal, parban a
hazassag boldogsagat jelképezi, ezéltal kozkedvelt naszajandék. A kinai legendak szerint az

aranyhal isteni ajandék, mely tovabb erdsiti szerencsét hozod statuszat (Burton, 2020). A 19. szazadi
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brit és amerikai kultrdban az aranyhal a hdzias ¢életmodot és a ndiességet szimbolizalta, gyakran
az idealizalt, otthonhoz kotott feleséget jelképezte. KésObb, amikor egzotikusabb valtozatok
jelentek meg, az aranyhal a nemi szerepek ¢és a tdrsadalmi mobilitas valtozasainak metaforajava is
valt (Zuhlke, 2024). A 19. szédzad végén ¢és a 20. szdzad elején az aranyhalat az elit
statuszszimbolumaként tartottdk szamon az Egyesiilt Allamokban, majd késébb a materializmus
felszinességének jelképévé valt — ,az arany csillogasa belsd érték nélkiil” (Waycott, 2020).
Indonéziaban, a Toba Batak népnél az aranyhal (gyakran arsik nevii ételként) kozponti szerepet
jatszik olyan szertartasokban, mint az eskiivok vagy mas ¢€letforduldk. Itt az aranyhal a béséget, a
JO szerencsét €s a kulturalis 6rokséggel valé mély kapcsolatot szimbolizélja (Lestari et al., 2023;

Sertiawan & Dora, 2024).
3.1.3. Gazdasagi jelentoség

A diszhaltenyésztés vilagszerte novekvd népszertiségnek orvend, az akvariumi halak
tartdsdnak elterjedése az 1970-es évektdl évente atlagosan 14%-kal novekszik, egy korabbi
tanulmany szerint évente tobb mint 1 milliadrd egyeddel kereskednek nemzetkozi szinten (Maceda-
Veiga et al., 2016). A globalis diszhal-kereskedelem értéke, beleértve az édesvizi és tengeri
diszhalakat, valamint a kapcsolodo kiegészitd termékeket €s szolgaltatasokat, megkozelitdleg 15—
30 milliard amerikai dollarra tehetd (Penning et al., 2009; Larcombe et al., 2024), mellyel jelentds
gazdasagi szerepet tolt be a globalis akvakulturdban és a kereskedelemben (Hoseinifar et al., 2023;
Larcombe et al., 2024). Ez a tevékenység tobb, mint 5300 édesvizi, valamint 1802 tengeri halfajt
érint (Raghavan et al., 2013). Az aranyhal mintegy egy évtizeddel ezel6tt a globalis diszhalpiacot
meghataroz6 30 faj egyikének szamitott (Dey, 2016), és iranta azota is tartdsan magas kereslet
mutatkozik, kiilondsen az Egyesiilt Allamokban, Japanban, Kindban és Eurépaban (Dey, 2016;
Peh & Azra, 2025). A faj jelentOds gazdasagi értékkel bir a sokféleségébdl fakadod népszeriiségének
koszonhetéen (Pradhan & Maity, 2025). Az olyan tenyésztési ijitdsok, mint a szin €s kiilonleges
morfoldgiai bélyegre torténd szelektiv tenyésztés vagy a génszerkesztés tovabb ndvelik az
aranyhal gazdasagi értékét azaltal, hogy uj és keresett valtozatokat hoznak létre (Li et al., 2024a;
Iskandar et al., 2024). Az aranyhal szinezete és egészségi allapota kulcsfontossagl a piacképesség
szempontjabol. Gazdasagi jelentdsége ellenére az dgazat szamos kihivassal kiizd, tobbek kozott a
kiilonféle betegségek megjelenésével, a szallitdsbol eredd stresszhatdsokkal, valamint a
fenntarthato termelési gyakorlatok hianyaval. Ennek okan hossza évek ota intenziv kutatdsok
folynak a fenntarthatd ¢és mindségjavitd takarmanyozas, a szaporitasi technologia fejlesztésének,
valamint a betegségek elleni védekezés teriiletein (Andrews, 1990; Hoseinifar et al., 2023;
Iskandar et al., 2024; Larcombe et al., 2024; Pradhan & Maity, 2025). Osszességében a diszhal-

agazat, az aranyhal kiemelkedd szerepével, nemcsak jelentds bevételt és munkahelyeket teremt,
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hanem 0szt6nzi az innovacidt az akvakultaraban, és hozzajarul a vizi életk6zosségek tarsadalmi
megismertetéséhez (Andrews, 1990; Chapman et al., 1997; Hoseinifar et al., 2023; Larcombe et
al., 2024).

3.2. Az aranyhal rendszertani besorolasa

Orszag: Allatok (Animalia)
Torzs: Gerinchurosok (Chordata)
Altorzs: Gerincesek (Vertebrata)
Foosztaly: Csontos halak (Osteichthyes)
Osztaly: Sugarasuszoju halak (Actinopterygii)
Alosztaly:Ujuszojtak (Neopterygii)
Alosztalyag: Valodi csontoshalak (Teleoster)
Rend: Pontyalakaak (Cypriniformes)
Csalad: Pontyfélék (Cyprinidae)
Nem: Karéasz (Carassius)

Faj: Aranyhal (Carassius auratus) (ITIS, 2026)
3.3. Az aranyhal eredete

3.3.1. Szarmazas

Az aranyhalat tobb mint ezer évvel ezel6tt Dél-Kinaban, a Jangce folyd alsé folyasabol
szarmazo vadon ¢l6 Carassius auratus hdziasitasaval alakitottak ki (Rylkova et al., 2010; Chen et
al., 2019; Wang et al., 2013). A torténelmi feljegyzések arra utalnak, hogy az aranyhal elddeinek
kis tavakban torténd tartdsa valoszinlileg a kinai Qin- (265—420) ¢és Tang-dinasztia idején (618—
907) kezdddott, amikor az emberek felfedezték és gylijtotték a természetesen eldforduld arany ill.
vOros szinmutécioval rendelkezd halakat. Mig a diszes aranyhalak széles korii és szisztematikus
tenyésztése a Song-dinasztia idején (960—-1279) erés6dott meg (Smartt, 2001; Ota & Abe, 2016).
Ez alapjaul szolgalt a kés6bbi dinasztiakban bekovetkezett intenzivebb és tudatosabb tenyésztési
gyakorlatoknak. Az aranyhal valtozatossaga nagyrészt a Ming-korszak masodik felében (1368—
1644) alakult ki, ebben az iddszakban tobb jellegzetes fenotipus, mint az ikerfarok, a hosszi uszok
¢s a rovid test valt meghatarozova. A mesterséges szelekcid a tenyésztés révén a Qing-dinasztia
kezdetén (1644—1912) indult el. A mutaciok, beleértve a teleszkdp szemet, az atlatszo pikkelyeket
¢és a hatuszo nélkiili valtozatokat, valoszintileg ebben az idészakban jelentek meg (Smartt, 2001;
Omori & Kon, 2019). Az aranyhalakat Kinabol Japanba el6szor feltehetdleg a Muromacsi-
korszakban (1338—1573) exportaltak. Japanban tobb aranyhal valtozatot, koztiik a Tosakint és a
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Jikint is az Edo-korszak idején (1603—1867) tenyésztették ki. Ezenkiviil az elmult évtizedek soran
az ezen jellemzd fenotipusokkal rendelkezd vonalak keresztezését hasznaltak szamos 0j vonal
létrehozasara (Omori & Kon, 2019). A modern genomikai kutatasok megerdsitették, hogy az
aranyhal komplex genetikai hattérrel rendelkezik, ami tobbek kozott az 6si hibridizacios
eseményeknek és a genomduplikacionak kdszonhetd, figyelemre mélto diverzitast eredményezve

ezzel (Braasch, 2020; Chen et al., 2020; Wang et al., 2020).
3.3.2. Teljes genom duplikacio

A teljes genom megkettézodésének (WGD) eseményei (1. dbra), vagyis egy faj teljes
genomjanak megduplazodasa jelentdés hatdssal lehetett a fajok diverzitisara, a biologiai
komplexitas novekedésére, valamint az evollcios jelentdségli valtozasok kialakuldsara (Van de
Peer et al., 2009). A valddi csontos halak (7eleostei) legalabb harom WGD eseményen mentek
keresztiil, az elsé (1R) és a masodik (2R) még a fejlettebb allkapcsos ¢€s allkapocs nélkiili
gerincesek szétvalasa elott kovetkezett be, mig a harmadik, a valodi csontos halakat érinté WGD,
Ts3R, koriilbeliil 285,8-266,77 millio évvel ezeldtt tortént (Qi et al., 2024). Gerinceseknél a
legutébbi genom megkettdzddés az aranyhalban, valamint a pontyban zajlott le koriilbeliil 814
millié évvel ezeldtt. Ez a folyamat két olyan algenomot eredményezett, amelyek nagymértékii
hasonlésagot és génsorrendet Oriztek meg, ugyanakkor génvesztést, valamint bizonyos gének
kifejezddésének jelentds eltérését eredményezte (Kon et al., 2020). A megmaradt, duplikalt gének
kortlbeliil 30%-a eltérd aktivitdst mutat a kiilonb6z6 szovetekben. Bizonyos gének elvesztése és
a megmaradt gének kifejezddésbeli eltérései szerepet jatszanak az aranyhal testformai, szinei €s
egy¢eb tulajdonsagai széles valtozatossdgaban (Chen et al., 2019). Mivel az aranyhal tobb WGD-
koron esett at, mint a zebradanio, és a duplikalt gének gyakran Osszefiiggésben éllnak a
fejlodésének, sot az emberi betegségek tanulmanyozasara is (Kuang et al., 2016). Genomjanak
ismerete és a genetikai térképek elérhetdsége lehetdvé teszi a kutatok szamara, hogy genetikai
modosulasokat kapcsoljanak az évszazados szelektiv tenyésztés soran Iétrejott fenotipusos
sokféleséghez. Emellett lehetdséget biztosit a genomduplikacio evolicids innovacidban betdltott

szerepének vizsgalatara is (Kuang et al., 2016; Chen et al., 2019; Kon et al., 2020).
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1. abra. Az aranyhal evolucidja és a sugaruszoju halak teljes genom megkettozédése (WGD).
Filogenetikai kapcsolatok az aranyhal és mas sugarastiszoju halak kozott, valamint a WGD események
(piros pontok). Valodi csontoshal-specifikus harmadik WGD (Teleost-specific third round — Ts3R);
Ponty-specifikus negyedik WGD (Carp-specific fourth round — Cs4R), Lazacféle-specifikus negyedik
WGD (Salmonid-specific fourth round — Ss4R) (Mya — million years ago: millié évvel ezel6tt) [Forras:
Omori & Kon (2019) abraja alapjan a szerzo altal szerkesztve].

3.4. A vizsgalt aranyhal valtozatok

Az aranyhal a legvaltozatosabb diszhalfajok egyike, az olyan valtozatok, mint a kozonséges
aranyhal, a shubunkin, az oranda vagy a fekete teleszkopszemii évszazadokon at tartod szelektiv
tenyésztés eredményeként jottek létre. Ezek a valtozatok testformaban, szinezetben,
uszoszerkezetben ¢€s genetikai hatteriikben is kiilonboznek egymastol, igy modellként
alkalmazhatdk a mesterséges szelekcio €s a morfologiai sokféleség tanulmanyozasdhoz (Ota &

Abe, 2016).
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3.4.1. Kozonséges aranyhal

A vad 0shoz legkozelebb 4ll6 aranyhal-valtozat az tgynevezett kozonséges vagy vad tipusu
aranyhal (common goldfish, single-tail goldfish) (2. abra), amely testfelépitésében és tiszoiban
nagyrészt megorizte az Osalak jellegzetességeit, de szinezete mar jelentdsen eltér (Omori & Kon,
2019). Emiatt ezt a valtozatot gyakran tekintik kiindulépontnak, ha a kiilonb6zd, eltérd

morfologiaju tenyésztett valtozatokat kivanjak dsszehasonlitani (Ota, 2021d).

2. abra. A kozonséges aranyhal valtozat (Forras: sajat felvétel).

A test megnyult és oldalrol lapitott, mélysége a teljes testhossz koriilbeliil haromheted-
haromnyolcad része. A hat- és a farok alatti isz6 szimpla, a mell- és a hastisz6 paros, a farokuszé
pedig szintén szimpla, amelynek kiterjedése nagyjabol megegyezik a testmélységgel, lebenyei a
testhossz koriilbeliil egynegyedét teszik ki, végiik enyhén lekerekitett. A hatiszo magassaga a
testmélység mintegy haromnyolcadanak felel meg, a test konturjai pedig siméak és egyenletesek,
hasonldan a vad tipushoz. A kdzonséges aranyhal leggyakrabban voros vagy narancs arnyalatban
jelenik meg, ritkdbban sarga, mig az eziistds és fehér példanyokat kevésbé értékelik, bar piros
uszokkal kombindlva ezek is latvanyosak lehetnek. Idénként kék, barna vagy fekete példanyok is
eléfordulnak, de ezek kevésbé mutatosak a kerti tavakban, ahol beleolvadnak kornyezetiikbe
(Smartt, 2001). A tarka mintazatok széles skalan valtoznak: kiilonosen népszerti a voros-fehér
kombinacio, mig a vords-fekete atmenetinek tekinthetd, mivel a fekete pigment rendszerint
fokozatosan eltiinik, igy a hal id6vel teljesen vorossé valik. A szinek kialakuldsanak alapja két {6

pigment — a fekete melanin és a sargds-narancs xantin — megléte vagy hidnya, illetve ezek aranya
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¢s eloszlasa. A guanin kristalyos lerakddasa egy specialis pigment sejt tipusban, az iridoforokban,
a pikkelyek fényvisszaverd képességét eredményezi, mely csillogd kiiltakarot kolcsondz a
halaknak (Smartt, 2001; Ota, 2021e). A szinek 6roklédése azonban gyakran problémat jelent a
tenyésztOk szamara, mivel a kdzOnséges aranyhal hajlamos a vad szinezet megjelenitésére.
Aranyhal esetén a depigmentacid, amely xantikus (vords, narancs, sarga) szinezet kialakulasahoz
vezet, két dominans lokusz, a Dpl és Dp2 miikodésén alapul. A dominans allélek biztositjdk a
szines egyedek megjelenését, de ha egyik dominans allél sem rogziilt az anyadllomanyban, akkor
jelentds szamban fordulhatnak elé vad szinezetli utodok, vagyis dpl/dpl és dp2/dp2 genotipusu
egyedek (Kajishima, 1977; Smartt, 2001; Omori & Kon, 2019). Mas pontyfélék esetén a xantikus
mutacio recessziv oroklodést mutat (Kelsh et al., 1996; Kottler et al., 2013; Omori & Kon, 2019).
Bar a kozonséges aranyhal a kiallitdsokon gyakran kevésbé értékelt, a tokéletes példanyokat

rendkiviil nagy becsben tartjak (Smartt, 2001).

3.4.2. Shubunkin

A shubunkin (3. dbra) egy tudatosan megalkotott hibrid véltozat, amelyet japan tenyésztok
hoztak 1étre a 19. szdzad végén. Eredetét tekintve az aranyhal és egy vad Carassius faj voros
szinvaltozatanak, japanul Hibuna, keresztezésébol szarmazik. Mivel a Hibuna a filogenetikai
vizsgélatok alapjan nem tartozik kozvetleniil az aranyhalat tartalmaz6 csoportba, a shubunkint
fajok kozotti hibrid aranyhal torzsként ismerik el (Komiyama et al., 2009; Ota, 2021f).

A shubunkin egyik legfontosabb ismertetdjegye a calico (tarka) szinezet, amely attetszd
pikkelyekkel parosulva kék alapszint, valamint piros, narancs, sarga ¢€s fekete foltok valtozatos
mintazatat mutatja (Smartt, 2001). A shubunkin esetén egyszerre taldlhatok normal, fémesen
fényld ¢és atlatszo6 pikkelyek. A normdl pikkelyek iridoforokat tartalmaznak, amelyek
fényvisszaverd testfelszint eredményeznek, azok hianya atlatszo ¢és nem-fémes pikkelyeket
hoznak 1étre. A fényvisszaverd pigment teljes elvesztése (‘matt’ hatas) azt eredményezi, hogy a
kopoltyuk vords szine atiit a kopoltyafedon, illetve a retina fekete pigmentje az iriszen keresztiil
lathatéva valik, amit fekete ‘gombszemnek’ neveznek. A szovetek és pikkelyek atlatszosagat egy
inkomplett dominans gén, a 7/¢ szabalyozza (Chen, 1928; Omori & Kon, 2019). Azok az egyedek,
amelyek heterozigota T allélt hordoznak, ‘marvanyozott’ fenotipust mutatnak, amely visszaverd
¢€s nem visszaverd szovetek mozaikjabol all (Omori & Kon, 2019).

A shubunkin testfelépitése hasonld a kozonséges aranyhaléhoz, dm Uszoiban kiillonb6zo
stilusok alakultak ki. A japan-amerikai tipus hosszu, hegyes uszokkal rendelkezik, a londoni
valtozat révidebb, egyszeriibb format mutat, mig a bristoli shubunkin sziv alakt, kerekded

farokuszojardl ismert. Kiallitdsi szempontbol Nagy-Britanniaban a londoni és bristoli tipusnak
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kiilon szabvanyai léteznek, mig Eszak-Amerikaban az eredeti japan forma terjedt el (Smartt,
2001).

Bér a shubunkin Japanban sosem valt igazdn népszerlivé, a nyugati vilagban az egyik
legismertebb ¢és legkedveltebb aranyhal valtozatta nétte ki magat. Sokszinli mintézata, elegans
uszoi €s genetikai sajatossagai révén a mai napig kiilonleges helyet foglal el az akvarisztikaban, és
valtozatai, kiilonosen a bristoli és az amerikai tipus, kidllitdssokon is nagy népszeriiségnek
orvendenek (Smartt, 2001).

A Shubunkin teste megnyult €s oldalrdl lapitott, testmélysége a teljes testhossz koriilbeliil
3/7-3/8 része. Az iszOk koziil a hat- és a farok alatti iszo6 szimpla, mig a mell- és hastszok parosak.
A londoni valtozat szimpla farokiiszoja nagyjabol a testmélységgel egyezik meg, lebenyei a
testhossz koriilbeliil egynegyedét teszik ki, végiik lekerekitett, és méretiik megegyezik a
kozonséges aranyhaléval. A japéan, azaz az eredeti tipus, keskeny, erdsen kettéagazd és hegyes
faroktszoval rendelkezik, amely a testhossz felétdl kétharmadaig terjedhet, mig az amerikai
valtozatnal ez valamivel hosszabb. A tobbi isz6 hosszi és hegyes, a hatiisz6 magassaga a
testmélység haromnegyedének felel meg. A bristoli shubunkin farokuszodja telt, lekerekitett
lebenyekkel, amelyek szintén a testhossz felétdl kétharmadaig érhet. A tobbi isz6 hosszu, de
szélesen lekerekitett, a hatiisz6 magassaga itt is a testmélység haromnegyede. A szemek
normalisak, a test konturjai, hat, has ¢és oldalsik, simék, hasonléan a kdzonséges aranyhalhoz

(Smartt, 2001).
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3. abra. A shubunkin valtozat (Forras: sajat felvétel).
3.4.3. Fekete teleszkopszemii aranyhal

A fekete teleszkOpszemi aranyhal (black moor) (4. dbra) az egyik legjellegzetesebb aranyhal

valtozat, amely mély, barsonyos fekete szinezetérdl és erdsen kidiilledd, ugynevezett
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teleszkopszemeirdl ismert. A valtozat teste rovid, gdombolyl, amelynek mélysége a testhossz
legalabb haromnegyede, a test kontlrja sima. Szimpla hatuszoval, paros mell-, has- és farok alatti
uszokkal, valamint iker faroktszoval rendelkezik, amely lehet legyezd vagy villas. A véltozat
idedlis szine mély, barsonyos fekete, amelyet a melanofér sejtek nagy szama és a melanin
lerak6das eredményez, elfedve a pikkelyek fémes csillogasat. A teleszkdpszemli aranyhalak
szemei jelentds morfoldgiai valtozatossdgot mutatnak: lehetnek goémb, tojasdad, csonkakup vagy
szegmentalt gomb alaktiak. A ,teleszkopszem” kifejezést mar a 19. szdzad ota hasznaljak az
aranyhalak e kiilonleges szemformdjanak leiraséra, ez az allapot, az igynevezett exophthalmia, a
természetben koros formaban is eléfordulhat, de az aranyhalaknal 6roklott genetikai mutacio
eredménye. A Billardon de Sauvigny-féle tekercsen (1780) mar koran abrazoltak a teleszkopszemii
halakat, amelyek akkor még hosszi és rovid testli egyedeknél egyarant el6fordultak, mig
napjainkban ez a tulajdonsag szinte kizardlag a rovid testli diszvaltozatokra jellemzd (Smartt,
amely megzavarja a normalis szemfejlddést, és jellegzetes kidiilledt szemformat eredményez (Kon
et al., 2020; Yu et al., 2022). Fejlédésbiologiai megfigyelések szerint a fekete teleszkopszemii
aranyhal larvai a korai szakaszban nem mutatjak a felnéttkori kidiilledt szemformat, a szemek

fokozatosan fejlédnek ki a késoi juvenilis és felndttkori stadiumban (Ota, 2021d).

4. abra. A fekete teleszkopszem aranyhal valtozat (Forras: sajat felvétel).q

3.4.4. Oranda

Az orandat (5. dbra) hozzavetdleg egy évszazada tenyésztették ki dontd tobbségben piros,
piros-fehér szinben, a ruykinhoz képest kisebb testmélységgel és iker farokuszoval. Az elmult 50

évben azonban dramai valtozasokon ment keresztiil, szamtalan 0j szinvaltozatot hoztak létre.
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Emellett alakja is modosult az emberi tevékenység hatdsara, az évek soran a testformaja egyre
inkdbb a fatyolfarka aranyhalhoz kezdett hasonlitani: mélyebb test, simabb konturok, és négyzetes
vagy széles farokuszo6 (Smartt, 2001). Torzsének rovid, zomok morfologiaja alapjan, egyértelmiien
megkiilonboztethetd a vad-tipustol (Ota, 2021e). Hattszoja testmélységének felétol—
hétnyolcadaig terjedhet. Mell-, has- és farok alatti uszoi parosak. Farokuszoja testhosszanak
haromnegyedétdl masfélszereséig terjedhet (Smartt, 2001). A chordinA (chdA) gén nonszensz
mutécidja kovetkeztében osztott (Abe et al.,, 2014), alakja villas vagy szétteriild, amelynek
gyengébb uszosugarai lehetdvé teszik, hogy a lebenyek lagyan lelogjanak (Smartt, 2001;
Komiyama et al., 2009). Testét sima hati, hasi és oldalkontur jellemzi (Smartt, 2001). A feji régid
epidermalis szovetének mutacidja tobb valtozatnal (ranchu, pompom) is megjelenik, az oranda
esetén a fej felsd részén taldlhatd ,,csuklyat” szemolesszerii kindvések alkotjak (Ota, 2021e).
Szemei a jellegzetes fejkindvése ellenére normalisak. Kiiltakaroja lehet valtozatos vagy egyszinti,
a fémes ¢és a calico szinezet széles tartomanyaban mozogva. Szdmos szinvaltozatot hoztak létre a
fémes szinek kozott, példaul csokoladé, kék és fekete a szokdsos piros, piros-fehér €s narancssarga
mellett. El6fordul a fejkindvés és a test azonos, valamint kontrasztos megjelenése is, mint a piros
sapkas oranda esetén, de tobbszinli fejkinovések is kialakulhatnak. Kindban néhany rendkiviili
valtozatot is eldallitottak, példaul fekete fejkinovéssel rendelkezd vords testli egyedeket (Smartt,

2001).

5. abra. Az oranda valtozat (Forras: sajat felvétel).
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3.5. Az aranyhal szaporodasbiologiaja

3.5.1. A petefészek felépitése és a petesejtek fejlodése

A néivaru aranyhal ivarszerve cisztovarium tipusu, a petevezetd dsszekdoti a petefészket az
ivarnyilassal. A petefészek tagas iiregli, hartyasfall zsdk, melynek belsé falabol szabalytalan
lefutasu lamellak nyulnak az iiregébe. Ezekrdl flizédnek le a petesejtek €s a taplalasukat szolgalo,
a peteburok kialakitdsaban is részt vevo tiiszOhdmsejtek. A periférids kotészovetben elsdsorban
oogoniumok ¢és korai fejlodési stadiumi oocytdk taldlhatok. Az aranyhal petefészkében az
oogoniumoktol a fejlett oocytdkig egyidejiileg valamennyi fejlédési stadiumban 1évo
oocytacsoport megtalalhatd (Ferrdo et al., 2020). Ennek kovetkeztében a szaporodasi iddszak
soran tobb alkalommal is bekovetkezhet ovulacid és ivas, mikozben a korai fejlettségi allapotu
csirasejtek a kovetkezd szaporodasi ciklusban biztositjdk az ivarsejtek kialakuldsat (Horvath &
Urbanyi, 2000).

Az oogenezis a csirasejtek differencialodasaval kezdddik, ivarsejteket és a késobb kialakulo
follikularis réteg szomatikus sejtjeit 1étrehozva. Az oocita a kromatin-nukleolusz fazisban kezdi
meg a meiodzist, €s a profazis korai szakaszain (leptotén, zigotén, pachytén) halad keresztiil, mig
eléri a diplotén stadiumot, ahol a sejtosztodas ledll, az oocita nyugalmi allapotba keriil és
novekedni kezd. Ebben a szakaszban a sejtmagban egy vagy tobb nukleolusz figyelhetd meg. A
follikularis sejtek megjelennek az oocita koriil, kialakitva a fejlédo follikulus kezdeti struktrajat.
Az elsédleges novekedési szakasz, vagy previtellogenezis, magaban foglalja az egy
sejtmagvacskas allapotot, a tobb sejtmagvacskas allapotot, a perinukleolaris szakaszt, valamint a
kortikalis alveolusok megjelenését. Ezeket a szakaszokat a petesejt méretének és komplexitasanak
fokozatos novekedése jellemzi. A méasodlagos novekedés, vitellogenezis, soran megtorténik a szik
felhalmozodasa és a petesejt tovabbi novekedése. A korai és késéi masodlagos novekedési
szakaszokat jelentds szikfelhalmozddas és az ovuldciora vald felkésziilés jellemzi (Ferrdo et al.,
2020). A szikképzddés befejeztével, az érett oocitdk az ovulaciot megelézden, hosszabb ideig is,
nyugalmi allapotban maradhatnak a petefészekben. Amennyiben a koérnyezeti (példaul
oxigénhiany Iép fel) vagy endokrin feltételek nem megfeleléek az ovulacidhoz, a petesejtek
felszivodnak. Az ivasra alkalmas kornyezet kialakuldsakor a gonadotrop hormonok felszabadulédsa
— vagy hormonkezelés — hatasara bekovetkezik a follikulusok felszakadasa, az ovulacié (Horvath
& Urbanyi, 2000). Atresia soran, polimorf atrétikus follikulusok jelennek meg, amelyek az oocitak
elhaldsabol, valamint a follikulusok 0sszeesésébdl és szétesésébdl maradnak vissza (Ferrdo et al.,

2020).
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3.5.2. A here felépitése és a himivarsejtek fejlodése

Halak esetén két fo heretipust lehet megkiilonboztetni, a csoves, valamint a lebenyes
szerkezetlit. Ezek morfologiajukban €és a spermiogenzis folyamataban térnek el egymastol
(Horvath & Urbanyi, 2000). Az aranyhalnak, mint a gazdasagi jelentdséggel bird halak
nagyrészének, lebenyes szerkezetii heréje van (Billard, 1986). Ennél a tipusnal a kotdszovet a here
kiils6 falatol kiindulva szabdlytalan ,,cséveket”, mas szoéval, lebenykéket (lobulusokat) képez,
amelyeket a Sertoli-sejt réteg €s a benne talalhato fejlédo ivarsejtek toltenek ki. A lebenykék zart
vége a kiilsé herefal iranydban helyezkedik el (Billard, 1986; Horvath & Urbanyi, 2000). A
spermatogenezis €s a spermiogenezis soran az aranyhal érett spermiumokat termel, amelyek
elengedhetetlenek a szaporodashoz. Ezen folyamatok sordan a differencidlatlan Ossejtek
fokozatosan specializalt sejtekké, spermatogoniumokka (A és B tipust), spermatocitakka,
spermatidakka, majd érett spermiumokka (spermatozoa) alakulnak at (Schulz et al., 2010). A késo6i
spermatogenezis soran programozott sejthalal (apoptdzis) figyelheté meg, mely biztositja, hogy
csak egészséges spermiumok érjenek meg (Andreu-Vieyra et al., 2005). A spermiogenezis az
utolsd szakasz, amelyben a spermatiddk morfologiai valtozasokon mennek keresztiil, hogy
(flagellum) kialakulasat is. A Sertoli-sejtek kulcsszerepet jatszanak az ivarsejtek fejlddésének
tamogatasaban és szabalyozasaban (Schulz et al., 2010). A spermatogenezis soran a cisztak csak
kis mértékben mozognak a lobulus belseje felé; a spermiumok a lobulus iiregébe (lumenébe)
tiriilnek, ahonnan tovabb szallitédnak a spermavezetéken keresztiil a kiilvilagba (Billard, 1986;
Horvéth & Urbanyi, 2000). A folyamatot az agyalapi mirigy gonadotrop hormonjai — a luteinizalo
hormon (LH) és a follikulusstimuldldé hormon (FSH) — iranyitjak, amelyek a Leydig-sejteket
serkentik nemi szteroid hormonok termelésére. Ezek a hormonok, kiilondsen az androgének,

felelOsek a herék éréséért és a spermiacidért (Schulz et al., 2010).
3.6. Szaporodasbiologiai mutatok
3.6.1. Noi- és himivarsejt minoségi mutatok

Az aranyhal esetén, mint gazdasagi és kutatasi jelentdséggel bird faj, kulcsfontossagu az
ivarsejt mindsége a szaporitds sikeressége, az egészséges utdodok, valamint a hatékony termelés
szempontjabol. Az ikra és a sperma mindsége kozvetleniil meghatarozzak a termékenyiilési- és
kelési aranyt, az embriofejlodést, a larvak talélését €s a tenyésztési programok altalanos sikerét

(Bobe & Labbé, 2010).
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3.6.1.1. Azikra

A halikra mindségét elsdsorban az mutatja meg, hogy képes-e termékenytilni és egészséges
embriova fejlédni. Ennek a legfontosabb mutato6i a termékenyiilési arany, a kelési arany, az embrid
rendellenességek aranya, az ikra atmérdje, az olajcseppek mérete, valamint a biokémiai dsszetétel,
példaul a lipid- és fehérjetartalom, molekularis és sejt markerek (Lahnsteiner et al., 2001; Bobe &
Labbé, 2010; Bobe, 2015). A ndi ivarsejt mindségét befolyasolo belsd tényezdk kozé tartoznak az
anyai tulajdonsagok, mint a testméret, a genetikai hattér, az endokrin rendszer mitkodése. Emellett
az ikras altal biztositott tipanyagok alapvetd szerepet jatszanak az egészséges ikra kialakuldsaban
¢s az embrionalis fejlédésben (Brooks et al., 1997; Reading et al., 2018). Az ikra minds€gét szamos
kiils6é kornyezeti és technologiai tényezd is befolyasolja, mint a homérséklet, az alkalmazott
hormonkezelési protokoll, a fejés id6zitése, az anyahalak kondiciodja, a stressz és az ivasi kdrnyzet,
valamint a tenyészallomany takarményozdsa. Mind a GnRH-alapt hormonok (pl.
Ovaprim/Ovulin/GnRHa/kisspeptin-analogok/Ovopel), mind a gondatrop hormonok (hCG, ponty
hipofizis) optimalizalt dozisban alkalmazva, megfeleld felkészités és optimadlis vizhdmérséklet
mellett magas ikramindséget eredményeznek (Targonska & Kucharczyk, 2011; Taheri-Khas et al.,
2024). Taheri-Khas et al. (2024) vizsgalatukban a végso ivarsejtérést 16 °C, 22 °C és 28 °C
hémérsékleteken hasonlitottak 6ssze Ovaprimmel torténd hormonkezelés mellett. Minden altaluk
vizsgalt szaporodasbiologiai paraméter vonatkozasaban a 22 °C bizonyult a legkedvezObbnek
Ovaprim alkalmazasaval, beleértve az ovulald ikrasok ardnyat, a termékenyiilési ardnyt, az
embriok tulélését és a larvak novekedését, mikozben kevesebb fejlddési rendellenesség volt
megfigyelhetd. A hCG, a ponty hipofizis és az Ovopel hormonkészitmények 20 °C-on toérténd
Osszehasonlitasa soran a hCG-kezelés eredményezte a legmagasabb ovulacids aranyt (100%) és
embri6d talélési ardnyt, mig a legmagasabb relativ fekunditast (89960 ikra/ttkg) az Ovopel
alkalmazasaval érték el. A ponty hipofizissel torténd hormonkezelés egyik vizsgalt paraméter
esetén sem eredményezett kiemelkedo értékeket (Targonska & Kucharczyk, 2011).

Aranyhal esetén 0,2% probiotikum + nukleotid kiegészités jelentds pozitiv hatast gyakorolt
az ikra atmérdjére, az abszolit termékenységre (az Osszes termelt ikraszam), a relativ
termékenységre (testtomeggrammra vetitett ikraszam), a GSI-re, valamint a termékenytilési €s
kelési aranyra (Mehdinejad et al., 2019). Kashani et al. (2012) C-, E-vitamin, valamint telitetlen
zsirsavak hozzdadasaval értek el magas termékenyiilési és kelési aranyokat, de a karotinoidok
alkalmazésa is pozitivan befolyasolta a grammonkénti ikraszamot, a termékenyiilési és a kelési
aranyt (Tizkar et al., 2013). Ezzel szemben a takarmanyhoz adott szdjaliszt kedvezdtleniil hatott

az ikrasok ivartermék mindségére, alacsonyabb Osszes ikraszdmot ¢€s testtomeggrammonkénti
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ikraszamot, kisebb ikradtmérot, csokkent termékenyiilési €s kelési aranyt eredményezett (Bagheri
etal., 2013).

Ezen paramétereket a tenyésztési gyakorlatok és a kornyezeti feltételek (pl. vizhdmérséklet,
sotartalom, fotoperiodus) is befolyasoljak. A legyezéfarku aranyhal ikradatmérdje 298 €s 1006 um
kozott valtozik, mig a GSI értéke 7,28% ¢és 19,11% kozott mozog az évszakok fliggvényében, az
ivasi idészakban elérve a legmagasabb értékeket (Najim et al., 2012). Az ovulaciot kovetd tilérés
szintén jelentds tényezd, mivel a legtobb halfajnal az ikramindség romlésa az ovulacid utan
gyorsan bekovetkezik. Aranyhalaknal a termékenyiilési €és kelési arany az ovulaciot kovetden
néhdny oran beliil drasztikusan csdkken, és 10 ora elteltével az utobbi mar 0%-ra esik vissza
(Formacion et al., 1995). A vizsgalatok szerint az aranyhalak termékenyiilési aranya 74% ¢és 94%
kozott valtozik, mig optimalis koriilmények kozott a kelési arany elérheti a 89-95%-ot.

A kiilsé tényezOk mellett azonban arra vonatkozélag, tudomasom szerint nem all
rendelkezésre informacié, hogy a mesterségesen kialakitott valtozatok ikrds egyedeinek
reprodukcios képességében van-e eltérés. Tovabba arra sem all rendelkezésre adat, hogy az
ovulacié mesterséges indukdldsa miként befolyasolja a végsd ivarsejtérést a kiilonbdzo

valtozatokban.
3.6.1.2. A sperma

Az aranyhal sperma mindségét szamos paraméter jellemzi, mint a motilitas, a koncentracio,
a mikrobiom, valamint a molekuldris markerek. Ezeket befolyasolja az egyedek genetikai hattere,
a takarmanyozas, a homérséklet, a fotoperiodus, a vizminds€g, valamint az alkalmazott kezelési

modszer (Kowalski & Cejko, 2019).
Mozgas és kinetika

Bér az évek soran tobb spermamindségi biomarkert is leirtak, a leggyakrabban alkalmazott,
a mozgd spermiumok szézalékos aranyanak (motilitds) meghatarozasa. A sperma nagy aranyu
motilitasa a sikeres termékenytilés egyik elofeltétele. A sperma mozgasanak értékelése korabban
szubjektiv becslésén alapult (Rurangwa et al., 2004). A technologiai fejlddésnek kdszonhetéen
mara azonban szamos modszert dolgoztak ki ezen paraméterek objektiv értékelésére. A modernebb
szamitogépes videoelemzésen alapuld rendszerek, mint a CASA (Computer-Assisted Sperm
Analysis), a sperma aktivalasat kovetéen a motilitasi értékkel egyidejiileg rogzitenek mozgasi
iranyra, valamint sebességre vonatkoz6é paramétereket is. Ezek koz¢ tartozik a mozgd (motility -
MOT) és progresszivan mozg6d spermiumok aranya (progressive motility - pMOT), valamint a
sebességi értekek: gorbevonall sebesség (curvlinear velocity - VCL), egyenes vonall sebesség

(straight line velocity -VSL) és a himivarsejt sebessége mozgasanak atlagolt itvonalara szamolva
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(average path velocity - VAP). Tovabba a rendszer kinetikai érté¢keket is képes meghatarozni, mint
példaul a spermium ténylegesen megtett itvonaldnak az egyenestdl szdmitott eltérése (linearity -
LIN), a himivarsejt atlagolt mozgési Gtvonaldnak az egyenestdl szdmitott eltérése (straightness -
STR) és a himivarsejt teljes mozgasi utvonalanak az atlagolt mozgasi ttvonaltdl szamitott eltérése
(WOB - wobble) (Gallego & Asturiano, 2018).

Az aranyhal spermaja fejést kovetéen 17-97 % pMOT, 80-120 um/s VSL, 81-161 um/s
VCL, valamint 79-97% STR értékekkel rendelkezik. Ezen mutatok a tartasi homérséklettdl
(Zadmajid et al., 2013), a takarmany Osszetételétol (Bagheri et al., 2013; Tizkar et al., 2015;
Mehdinejad et al., 2019), a kiilonféle anyagoknak valo kitettségtdl (Schoenfuss et al., 2002; Van
Look & Kime, 2003; Hatef et al., 2012a; Hatef et al., 2012b; Chantzaropoulos et al., 2015),
valamint a sperma tarolasi koriilményeitdl (Taghizadeh et al., 2013; Bernath et al., 2017) fiiggden
valtozhatnak. Bernath et al., (2017) harom valtozat motilitdsat vizsgalva figyeltek meg
kiilonbségeket, melyet alapul véve tobb valtozat és szaporodédsbioldgiai mutatd bevondsaval

végeztem kutatasomat.
Mennyiség és koncentracio

A motilitas mellett a sperma koncentracidja ¢€és mennyisége gyakran rogzitett
spermamindségi paraméterek. A spermakoncentracio alapvetd reprodukcids mutat6 a halaknal, igy
az aranyhal esetében is, mivel kozvetlen hatassal van a termékenyiilés sikerességére, meghatarozo
szerepe van a tenyésztés soran (Kowalski & Cejko, 2019). Aranyhal esetén szamos tanulmanyban
vizsgaltdk ezen paramétereket, mint kiils6 hatas, illetve valamilyen kezelés indikatora. Az
irodalomban elég tag intervallumban talalhaté adat mind a koncentracié értékek (1 x 10’-14 x
10! spz/ml), mind a mennyiségek vonatkozasaban (7-1300 ul). Kyle et al., 1985-6s
tanulmanyukban leirtak, hogy az ivasra felkésziilt ikrassal és/vagy tejesekkel egylitt tartott érett
tejesektél nagyobb mennyiségli sperma nyerhetd, mint a stimulus nélkiili, himekbdl allo
csoportokban tartott egyedekt6l. Ennek okat vizsgalva, Mangiamele ¢és Thompson (2012)
tesztoszteronnal kezelt tejesek esetén mar egy 6ran beliil megnovekedett sperma mennyiséget és
stirliséget rogzitettek, osszekotve a szocidlis tényezok hatasat az ivasi viselkedést szabalyozo
hormonalis mechanizmusokkal. Zadmajid et al. (2013) a kiilonb6z6 évszakokban mért
spermakoncentracioban irt le kiilonbségeket, melyeket ivasi iddszakon kiviili felkészités mellett
vizsgalt. Aranyhal esetén takarmanykiegészit6k hatasat vizsgalva, a karotinoidok (Tizkar et al.,
2015), valamint probiotikum (Mehdinejad et al., 2019) alkalmazéasa pozitivan befolyasoltdk a
mililiterenkénti sejtszdmot, mig a takarmany szojatartalmdnak emelése negativan hatott a
koncentraciora (Bagheri et al., 2013). Az aranyhalban végzett eddigi kutatasok foként kiilsd

tényezOk hatasainak vizsgalatara korlatozodtak, arrdl azonban kevés adat all rendelkezésre
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(Bernath et al. 2017), hogy a kiilénb6z0 valtozatok, vonalak kozott van-e kiilonbség ezen mutatok

kozott.
Tarolas

A sperma hiitve torténd tarolasa (~4 °C) egy egyszerl ¢és koltséghatékony eljards, mely
megkdnnyitheti a tenyésztési programokat az akvakultaraban. Lehetdvé teszi a sperma megdrzését
in vitro szaporitds, mindségvizsgalat, keltetohdzi szaporitds, szelektiv in vitro tenyésztés,
betegségek diagnosztizaldsa, szallitds, mélyhiités, valamint molekularis vizsgalatok céljara. A
veszélyeztetett és fenyegetett halfajok spermdjanak rovid tava taroldsra alkalmas protokollok
kidolgozasa hasznos eszkdze lehet genetikai dllomanyuk megdrzésének. Szaporitas soran a sperma
hiitve torténd tarolasa sordn végzett vizsgalatok informdcidt nyujtanak a tenyésztésbe bevonni
kivant allomany szaporodasi képességérdl (Contreras et al., 2019).

A sperma mélyhiitése (fagyasztasa; -196 °C) nem kizardlag a termelés, hanem a genetikai
orokitdanyag megorzése és a tenyészallomany javitdsa szempontjabol is jelentés modszer, mely
leginkdbb lazacfélék, tokfélek és pontyfélék esetében alkalmazott. A sperma mélyhiitésének
elényei koz¢é tartozik, hogy a szaporitds soran egy idében biztosithato mindkét nem ivarterméke,
a fel nem hasznalt sperma megdrizhetd, lehetévé valik a himivartermék mas halgazdasagokbol
torténd szallitasa, valamint a génallomany megoOrzése genetikai szelekcios programokhoz vagy
fajmegOrzési célokra. A sperma mélyhiitése tovabba fontos szerepet tdlthet be a transzgenikus
vonalak csirasejt-megdrzésében (Cabrita et al., 2010). Ezenfeliil a tarolt sperma felhasznélasaval
torténd szaporitas csokkentheti a sziikséges tejes egyedek szamat az anyaallomanyon beliil,
mérsékelve a tejes anyaallomany takarmanyozasi és infrastrukturalis igényeit. Egy tejes sperméja
tobb ikras esetén is felhasznalhat6 a termékenyités sordn (akar az értékes tejes elhullasat kdvetden
is) (Glenn et al. 2011). Az aranyhal esetén, mint tenyésztett diszhal €s széles korben alkalmazott
modellfaj, a sperma megoOrzése biztositja az ¢€letképes spermiumok folyamatos rendelkezésre
allasat, lehetdvé téve a szaporitast még akkor is, ha a tejesek €s az ikrdsok ivarsejt termelése nincs
szinkronban.

Térolas soran a higitd vagy immobilizalé oldat sperméahoz torténd hozzdadasa megfeleld
1onos €s ozmotikus kdrnyezetet teremt, megakadalyozva az aktivalodast, megndvelve igy a sperma
fiziologiai élettartamat (Morisawa et al., 1983). Glenn et al., 2011-es vizsgalataban tobb elegy
tesztelését kovetéen a C-F HBSS (kalcium mentes Hank s6oldat) (310 mOsmol/kg) bizonyult a
leghatékonyabbnak. Tanulmanyukban utalast tettek arra, hogy a baktériumok aktivitasa iddvel
csokkentheti a sperma motilitasat. Chantzaropoulos et al. (2015) rovid tava tarolds (1 h, 4 °C)
soran kiilonb6zé kémhatasu oldatokban, antibiotikum (penicillint és sztreptomicin) hozzaadasa

mellett, vizsgaltak a pH hat4sat a motilitasra és az aktivacids idére. Munkajuk alapjan az enyhén
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savas kozeg jelentés mindségromlast okoz az aranyhal spermédjaban. Bernath et al. (2017) harom
aranyhal valtozat (calico, fekete teleszkopszemtl, oranda) spermdjanak higitas nélkiili, rovidtava
(48 h) hiitott (4 °C) tarolasa soran eltéréseket rogzitettek azok mindségi paramétereiben (pMOT,
VCL). A calico mintai esetén jelentds mértékben gyengébb értékeket rogzitettek a fekete
teleszkopszemti €s az oranda valtozatoknal. Az égrenézd aranyhal sperma rovid tavu tarolasanak
vizsgalata sordn a legmegfelelobb mddszernek a sperma 4 °C-on, fenolvords tartalmu Hank-
oldatban torténd tarolasa bizonyult, mely akar 17 oran 4t is megdrizte a sejtek életképességét
(>60%) (L1 et al., 2024b).

Szamos tanulmany foglalkozott mar az aranyhal spermamélyhiitési protokolljanak
kidolgozéasaval, torekedve a lehetd legmagasabb felolvasztast kovetd mindségi értékekre.
Nathanailides et al. (2011) kiilonb6z6 védéanyagok vizsgalata soran 5—-10% dimetil-szulfoxid
(DMSO) tojassargaval torténdé kombinaldsaval magasabb motilitasi értékeket ¢és termékenyiilési
aranyt értek el, mint 10% etilén-glikollal. Nurlaili et al. (2023) ezen protokollt kiegészitve 20
perces fagyasztast megeldz6 ekvilibracids idot allapitottak meg. Kutluyer et al. (2015) aranyhal
sperma mélyhiitésére tobb mélyhiitési protokollt hasonlitottak Ossze, a felolvasztast kdvetd
rogzitették pellet formaban mélyhiitve. A kutatocsoport (Kutluyer et al., 2016) egy késobbi
vizsgélata alapjan a higitohoz taurin hozzaadasat javasolta 4 mM koncentracioban a felolvasztast
kdvetd magas motilitasi és alacsonyabb DNS fragmentaltsag érdekében. Taghizadeh et al. (2013)
mélyhtitést kovetd tarolasi vizsgalata soran a NaCl+szachar6éz alapu higito+10-20% DMSO
véddanyag alkalmazisa mellett penicillin és sztreptomicin antibiotikumok hozzaadéasaval
rogzitette a legmagasabb motilitasi értékeket. Taheri-Khas et al. (2024) NaCl+gliikoz alapu higito,
valamint 15% DMSO ¢és penicillin antibiotikum hozzaadésaval érte el a legmagasabb
termékenytilést a mélyhiitést kovetden. Bernath et al. (2017) vizsgalatdban 1:9 aranyban higitva
(10% sperma:10% metanol+80% higitd) mélyhiitotték a korabban emlitett valtozatok (calico,
fekete teleszkopszemti, oranda) sperméjat. A mélyhtitést kovetd tarolds soran eltérést irtak le a
valtozatok mintadinak mindségében. A vizsgdlatban a calico valtozat himivarterméke
érzékenyebbnek bizonyult a pMOT ¢és a VCL paraméterekben (Bernath et al., 2017). Aranyhal
esetében a legtobb tanulmény a sperma tarolasa (hiitott és mélyhiitott) sordn a mozgasi
paraméterekre Osszpontosit, azonban az azt befolydsolé mikrobioldgiai valtozdsokra nem
terjednek ki a vizsgalatok, ennek ellenére tobb kisérletben is beszamolnak antibiotikum

alkalmazasarol.
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Mikrobiom

A kutatok az elmult években kiilonds hangsulyt fektettek az emberek és allatok mikrobiom
Osszetételének leirasara, a kondicidhoz és az egészséghez kapcsolddd tulajdonsadgokkal vald
jotékony és karos Osszefiiggések azonositasa céljabol (Foo et al.,, 2017). A mikrobiom ¢és a
spermamindség kapcsolataval foglalkozo6 tanulmanyokat egyre nagyobb szdmban lehet megtalalni
mind human (Farahani et al., 2021; Chatzokou et al., 2025), mind pedig kiilonb6z6 allatfajokban,
mint példaul Pietrain sertés (Godia et al., 2020), liregi nyul (Oryctolagus cuniculus) (Marco-
Jiménez et al., 2024), vaddiszn6 (McAnally et al., 2023), kecske (Moc¢ et al., 2023). Halak esetén
a baktériumok jelenlétét a spermaban tobb tanulmanyban is vizsgaltdk a tarolds soran. A
mikrobialis novekedést atlanti lazac (Salmo salar) esetén (Stoss & Refstie, 1983) csokkent
termékenyliilési arannyal, ponty esetén (Saad et al., 1988) csokkent spermamotilitassal és
termékenytiléssel, csatornaharcsanal (Icralurus punctatus) (Christensen & Tiersch, 1996) és egy
brazil halfajnal, a piracanjubanal (Brycon orbignyanus) (Viveiros et al., 2010) csokkent
spermamotilitdssal hoztak Osszefliggésbe (Contreras et al., 2019). Ezzel szemben nagyon kevés
tanulmany vizsgalta a spermamikrobiom Osszetételét, valamint annak Osszefiiggését a sperma
fejést kovetd, tarolast megeldz6 mindségével (Liyanage et al., 2026). Csatornaharcsa esetében
Pseudomonas, Pantoea, Aeromonas, ¢és Klebsiella nemzetségbe tartozo fajokat rogzitettek
rovidtava tarolas soran (Jenkins & Tiersch, 1997). A Barbonymus gonionotus spermajanak
vizsgalata sordn hat baktériumot (Bacillus subtilis subsp. inaquosorum, Bacillus safensis,
Commamonas testosteroni, Aeromonas punctata subsp. caviae, Brevibacillus laterosporus,
Sphingomonas paucimobilis) izolaltak a friss, valamint az antibiotikummal nem kezelt mélyhtitott
mintakbdl (Boonthai et al., 2016). A tenyésztett sarkvidéki szemling (Salvelinus alpinus) esetén
mind a tejesek, mind az ikrasok ivartermékének baktérium és gombakdzosségét azonositottak, €s
irtak le Osszefiiggéseket a mikrobiom Osszetétel és a sperma egyes mindségi paraméterei (a
kozepes sebességgel mozgd spermiumok ardnya, gyorsan mozgd spermiumok aranya, VCL, VAP,
VSL) kozott (Palaiokostas et al., 2023). Liyanage et al. (2026) tanulmanyukban id6 specifikus
valtozast figyeltek meg a kék harcsa (Ictalurus furcatus) sperma baktérium kozésségének
Osszetételében, a Pseudomonas €s Aeromonas fajok nagyobb szamban voltak jelen 48 és 72 6rat
kovetden. Ezen feliill jelentds mindségromlést tapasztaltak a taroldsi kisérlet soran, csokkent
mozgasi és életképességi, valamint megndvekedett lipidperoxidacios értékeket rogzitettek.
Aranyhal esetén, tudomasom szerint jelenleg nem all rendelkezésre adat a sperma baktérium és
gombakdzosségének Osszetételérdl. Az emlitett Osszefliggések alapjan a himivartermék

mikrobidlis kozosségének vizsgalata szaporitasbiologiai szempontbol kiemelt jelentdségii, mivel
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a mikrobiom Osszetétele befolyasolhatja a sperma mindségét, tarolhatdosagat ¢&s

termékenyitoképességét.
3.6.2. A gonado-szomatikus index és szovettan

A gonado-szomatikus index, mely az ivarmirigynek az egyed teljes testsulyhoz viszonyitott
aranyat fejezi ki, és az ivarszerv szovettani képe, széles korben hasznalt szaporodésbiologai
mutatok. Segitségiikkel vizsgalhatd az ivarérettség, az ivasi idOszak, valamint felmérhetd a
reproduktiv rendszer funkcionalis allapota. Az emlitett vizsgalati tulajdonsagok ezen feliil
alkalmazhatéak a kornyezeti (Spano et al., 2004; Li et al., 2009) vagy taplalkozasi tényezok
(Bagheri et al., 2013; Mahlouji et al., 2025), valamint hormonadlis kezelések (Kookaram et al.,
2019) szaporodédsara gyakorolt hatdsanak mérésére. A kiillonboz0 vizsgélatok alapjan az
aranyhalak GSI-értékei a tejes és ikras egyedeknél jelentdsen eltérnek. Tejes esetén 1,4-7,7%, mig
ikrasoknal 1,7-28,4% kozotti értékeket mértek a természetes és kontrollalt kornyezet, valamint a
takarmanyozas fliggvényében. A szovettani vizsgalat a GSI meghatarozéasa mellett elengedhetetlen
az ivarsejtek fejlettségi allapotdnak pontos meghatarozashoz (Kagawa et al., 1983), részletes
betekintést nyujt az ivarszervek érésébe, differencialédasaba ¢és kiils@ stresszorokra adott
reakcidjaba. A petefészek esetében meghatarozod paraméter a vitellogenezis stadiumaban 1€vo ¢€s
érett oocitak ardnya, a kortikalis alveolusok jelenléte, a tliszfal integritasa, valamint az atrézia
mértéke (Blazer, 2002; Ferrdo et al. 2020). A here szdvettani vizsgalatakor a herecsatornak
(tubulusok) szervezettsége, a spermatogenezis stadiumainak megoszldsa, a spermiumok
mennyisége, a Sertoli-sejtek morfoldgidja, tovabba a nekrozis €s apoptozis eléfordulédsa tekinthetd

kulcsfontossagu mutatonak (Blazer, 2002).

3.6.3. Az RLN3 géncsalad szerepe a himivara csontos halak reprodukcios

szabalyozasaban

AzRLN3 géncsalad, magaban foglalva a rln3a és rin3b paraldgokat, jelentds szerepet jatszik
a himivara halak szaporodasaban. A csontos halak két RLN3 paraloggal (r/n3a és rin3b)
rendelkeznek (Good-Avila et al., 2009; Yegorov et al., 2009), amelyek szubfunkcionalizacion
estek at, és eltérd, de egymast kiegészitd szerepet toltenek be a neuroendokrin és a reprodukcios
szabalyozasban (Donizetti et al., 2009; Alnafea et al., 2019). Zebradanioén és medakan végzett
expresszios vizsgalatok megerdsitik, hogy az rin3a és rin3b konzervéltak és szovetspecifikus
expresszios mintazatokat mutatnak, alatamasztva specializalt funkciodikat a halak szaporodasaban
(Donizetti et al., 2009; Good-Avila et al., 2009; Alnafea et al., 2019). Az rin3a talnyomoérészt a

herékben, kiillondsen a Leydig-sejtekben fejezddik ki, nélkiilozhetetlen az androgéntermeléshez, a
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hipotalamusz-hipofizis-gonad (HPG) tengelyen keresztiil hat, és alapvetd szerepet jatszik a
spermatogenezisben, a sperma motilitdsban és a termékenyitd képességben. Yang et al. (2020)
nilusi tilapidban (Oreochromis niloticus) végzett kisérletiik soran az rin3a gén kiiitése here
hipertrofidhoz, az ivarsejtek szamanak csokkenéséhez vezetett, mig a gén mutacidja sperma
deformaciot, csokkent termékenyitd képességet és motilitast eredményezett. Az rin3a gén
csendesitése tovabba gatolta mas kulcsfontossagu gének kifejezddését a csirasejtekben és Leydig-
sejtekben (Yang et al., 2020). Az rin3b féként agyban expresszalddik, de a himek szaporodésa
szempontjabol kulcsfontossdgi. A gén szabalyozza a HPG tengely szabalyozd génjeinek és a
szteroidszintézissel  kapcsolatos  gének  kifejezodését, ezéaltal mutacidja késleltetett
spermatogenezist, rendellenes here szerkezetet, csokkent spermiumszdmot és spermamotilitést,
valamint alacsonyabb termékenyiilést eredményez (Xu et al., 2024). Mind a r/n3a, mind a rin3b
paralogban torténd mutaciok megzavarjdk a HPG tengelyt, befolydsolva a reprodukciohoz
sziikséges hormonalis jelatviteli és visszacsatolasi mechanizmusokat (Yang et al., 2020; Xu et al.,
2024; Wu et al., 2024). Az RLN3 gének nélkiilozhetetlenek a himivara halak egészséges
szaporodasbiologiai fejlédéséhez, evolucios konzervaltsaguk és szubfunkcionalizacidjuk kiemeli

alapvet6 szerepliket a csontos halak szaporodasban.
3.7. Az aranyhal szaporitasa és larvanevelése

Béar az aranyhalak képesek a spontan ivasra akvariumban vagy tavi kornyezetben, a
hormonalis indukcié alkalmazisa megkonnyiti a szaporitds iitemezését a kisérletek vagy a
termelés soran (Ota, 2021b; Taheri-Khas et al., 2024). Az aranyhal mesterséges szaporitasdban
tobbféle oltasi protokollt alkalmaznak, melyek célja a végsd ivarsejtérés, a spermiacid és az
ovulécio kivaltasa. A gyakorlatban elterjedt GnRH-alapu készitmények (pl. Ovaprim, Ovopel) és
gonadotrop hormonok (pl. hCG, ponty hipofizis) megfeleld dozisban és optimalis kornyezeti
feltételek mellett alkalmazva magas beérési aranyt, ikramindséget, spermamindséget és sikeres
szaporitast eredményezhetnek (Targonska & Kucharczyk, 2011; Taheri-Khas et al., 2024). A
hormonkezelést kovetéen az ovulacid iddzitése viszonylag jol eldrejelezhetd. Ovaprim
alkalmazasa esetén az ivas altaldban 12—16 oraval az injekcio beadasat kovetden zajlik le (Ota,
2021b). Hasonlo eredményrdl szamolt be Targonska ¢s Kucharczyk (2011) is, akik aranyhal
esetében az alkalmazott hormonkészitménytdl fiiggden 10—16 6rds ovulacios latenciaidét figyeltek
meg. Tejes egyedeknél a kiilonb6z6é gonadotrop hormonok ¢s GnRH-alapu kezelések fokozzak a
spermiaciot, ezaltal novelik a fejéssel nyerheté sperma mennyiségét (Mylonas et al., 2017). A
sikeres szaporodast emellett jelentdsen befolyasolja a vizhOmérséklet is, amelynek optimalizalasa
javitja az ovulécios aranyt, a termékenytilést és a larvak talélését (Taheri-Khas et al., 2024). Az

érett tejesek és ikrasok eldzetes szelekciot €s elkiilonitést kdvetden, boditds mellett keriilnek
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injektalasra (Ota, 2021b; Targonska & Kucharczyk, 2010). A sperma gytjtése torténhet szaraz
fecskendébe vagy higitoba, majd rovid ideig 4 °C-on tarolhat6. A lehetd legmagasabb
termékenytilési ardny elérése érdekében felhasznalas el6tt mikroszkop alatt vizsgaland6 a mintadk
motilitasa €s koncentracioja (Beirdo et al., 2019; Ota, 2021b). Az egészséges ikratételek erdteljes
ragadossagot mutatnak, tobbnyire zoldessarga sziniiek, melyek koziil a zoldes arnyalata ikra
altalaban magasabb kelési aranyt biztosit (Ota, 2021b). A termékenyités leggyakoribb maddja a
szaraz termékenyités, az ikra fejése szdraz milanyag edénybe torténik, majd a hozzaadasra kertil a
himivartermék. Homogenizalast kovetden a termékenyités torénhet mas pontyféléknél is
alkalmazott termékenyitd oldattal (4 g NaCl; 3 g karbamid/l) (Woynarovich & Woynarovich,
1980), vagy rendszervizzel (Ota, 2021b; Taheri-Khas et al., 2024). Pontyfélék esetén az ikra
ragadossaganak megsziintetése és duzzasztasa karbamidos oldattal (4 g NaCl; 20 g karbamid/l)
torténhet. A folyamat 1-1,5 oraig tart, melynek végére az ikra eredeti térfogatdnak tobbszordsére
nd, tapintasra az ikrahéj rugalmas. A ragadossag teljes eltavolitdsa érdekében az ikratételek
csersavas oldattal (0,5 g tannin/l) kezelenddk, majd alapos oblitést kdvetéen Zuger-iivegekbe
helyezheték (Woynarovich & Woynarovich, 1980; Horvath, 2000). Az ikratételek inkubdacioja a
leirt kezelés nélkiil térténhet akvariumban is, oxigéndus, tiszta vizben (Kashani et al., 2012). Az
embridk egészséges fejlodéséhez 22+1 °C sziikséges, a kelés a homérséklet fliggvényében a
termékenyitést kovetd 4-5. nap kortil zajlik le (Urushibata et al., 2019; Motta et al., 2023). A larvak
a keléstdl szamitott 1-2,5 napon kezdik kinyitni a szajukat és felvenni a taplalékot (Battle, 1940;
Wiegand et al., 1989) a kornyezetiikbol, kezdetben pl. keltetett sorak (Artemia salina) formajaban
(Motta et al., 2023). A larvanevelés soran az optimalis hdmérséklet 22 °C (Wiegand et al., 1988).

3.8. Az aranyhal embrionalis- és larva fejlodése

Az aranyhal fejlédési szakaszait tobb tanulmany is részletesen ismerteti (Battle, 1940; Tsai
etal., 2013; Li et al., 2019). Hasonldéan mas csontos halakhoz, az aranyhal termékenyiilt ikrajanak
bardzdalédasa meroblasztikus. A blasztodiszk elsé osztodasa 24 °C-on koriilbeliil 40 perccel a
termékenytilést kovetden kezdddik és két blasztodermat hoz 1étre, ezt kovetden 25-30 percenként
zajlik az osztodas (Tsai et al., 2013; Ota, 2021c). Az aranyhal hdlyagcsira (blastula) allapota kilenc
szakaszra oszthato, 128-sejtes, 256-sejtes, 512-sejtes, 1024-sejtes, magas, hosszikas, gémb,
kupola és 30%-os ratiiremkedés (epibolia) szakaszokra (Tsai et al., 2013; Li et al., 2019). A 24 °C-
on torténd embridgenezis folyamata soran 8 oOrdval a termékenyiilést kovetden (hours post
fertilization - hpf) megkezdddik a gasztrulacid, 14 hpf-nél a szegmentacio, 26 hpf-nél a pharyngula
staduim, mely soran lezajlik a halloholyag zarodasa (otic vesicle closure — OVC) (Tsai et al., 2013).
Az embrionalis fejlédés soran kialakul a dorzalis-ventralis és az anterior-poszterior testtengely,

valamint a melluszo és a torzs izomrendszerének felépitése (Ota, 2021c¢). A zigdtatdl a blasztula
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allapotig nem figyeltek meg az ikerfarki aranyhalra (oranda, ryukin) jellemzé morfoldgiai
sajatossagokat a szimpla fark, kozonséges aranyhal, kordbban ismertetett azonos embrid
stadiumaihoz képest (Tsai et al., 2013; Li et al., 2019). A gasztrulacios folyamat sordn a ryukin, az
oranda és a szimplafarkt k6zonséges aranyhal valtozatoknal eltérd tendencidkat figyeltek meg. Az
oranda embriok Osszajnyilasanak (blastopore) zarédasa némi késéssel zajlik, a fejlodési tlitem
azonban nagyjabol megegyezik a szimplafarka aranyhaléval. Ezzel szemben a ryukin embrioi
mind az &sszajnyilds zarddasaban, mind a fejlddés litemében jelentdsen eltérnek tdle. A
szegmentacids szakasztol kezdve az ikerfarkti embridk jellegzetes tulajdonsagokat mutattak,
példaul megnagyobbodott farokbimbot, elagazd uszdszegélyt és kiilonbségeket a Kupfter-holyag
fejlédésében, amely csokkent méretli volt és késobbi szakaszokban eltlint. Annak ellenére, hogy
az oranda ¢és ryukin torzsek esetében késés volt megfigyelhetd a szelvényezddésben, annak iiteme
alland6 maradt, ami a molekuldris mechanizmusok konzervaltsagara utal. A pharyngula
szakaszban az ikerfarkil embriok eldgaz6 farokuszo-szegélye, megnagyobbodott, vérszigettel €s
kissé meghosszabbodott szikzacskoval rendelkezett a szimplafarka aranyhalhoz képest (Li et al.,

2019) (1. tablazat).
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1. tablazat. A szimpla és az ikerfarka aranyhal embrio fejlodési stadiumainak 6sszevetése (Li et al., 2019;
Ota, 2021d).

Stadium Szimplafarkia aranyhal (Tsai et al., Az ikerfarku aranyhal specifikus
2013) jellemzoi (Li et al., 2019)
o Perivitellinaris tér; a citoplazma az animalis p6lus felé mozog a blasztodiszkusz
Zigota : PR
kialakitasahoz
Barazdalodas 2-64 sejt
Blasztula 128 sejt-30%-o0s epibolia; blasztodiszkusz alakulasa
Gasztrula 50%-os epibolia-100%-os epibdlia; blasztoderma alakulasa
Szegmentacio & ’ . ; farokbimbo, a Kupffer-vezikula

fiilholyagok, meghosszabbodott farok,

formélt agy polimorf megjelenési mintazatai

OVC, melluszé megjelenése, retina és
Pharyngula bor pigmentacioja, a k6zépso
uszoszegély kialakulasa

Kettéagazott k6zEépso uszoszegély és
megnagyobbodott vérsziget

Melluszo morfologia, xanthophore Kettéagazott farokiszo-szegély és a

LG mintazatok, farokszo-szegély alakja szikholyag hatso részének kiterjedése

Aranyhalak esetén a kelés ideje nem alkalmazhato a fejlédési stadium mutatojaként (Tsai et
al.,, 2013), mivel egyedenként jelentds eltérés mutatkozik, és szamos kornyezeti tényezd is
befolyasolja [példaul homérséklet (Battle, 1940), ikra slirliség, oxigén koncentracio és egyéb
tényezOk (Kimmel et al., 1995; Tsai et al., 2013; Ota, 2021c¢)]. A larvak 24 °C-on torténd inkubacid
esetén, koriilbeliil 3 nappal a termékenyiilést kovetden (58-72 ora) kelnek ki, de a kelési 1d6 és a
stadiumok nem mindig szinkronizéltak a larvak kozott, még ugyanazon ikratétel esetében sem
(Tsai et al., 2013; Ota, 2021c¢). A larvak keléskor kortilbeliil 5 mm hossztak, Gszoik kiilonboznek
a felnétt egyedekétdl. A korai fejléddési stddiumban egy par melliszé és farokiszo szegély
figyelhetd meg, mig a felndtt egyedek egy par mell- és hastszéval, valamint paratlan farok alatti,
hat- ¢és farokuszoval rendelkeznek. A larvak teste sotét pigmentfoltokkal boritott, azonban ez a
sOtétebb szin iddvel eltlinik, és a depigmentacid kdvetkeztében sargas szinre valtozik, amelyet a
melanoforak elvesztése okoz az egész testen. Ez a folyamat 2—6 honapos kor kdzott kovetkezik be

(Omori & Kon, 2019).
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4. Anyag és modszer

A vizsgalatok a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Szent Istvan Campus,
Akvakultara és Kornyezetbiztonsagi Intézetének (AKI) l1étesitményeiben kertiltek kivitelezésre. A
Magyar Agrér- és Elettudoményi Egyetem Szent Istvan Campus Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga
kijelentette, hogy a kisérleteket a 2010/63/EU iranyelvnek megfelelden, és engedélyiikkel
hajtottam végre (iktatoszam: MATE-SZIC/1742-1/2022 és MATE-SZIC/1745-1/2022).

4.1. A kisérleti allomany tartasa és kezelése

4.1.1. A kisérleti allomany tartasa

Az anyaallomany (2. tablazat) beszerzése hazai diszhaltenyészt6tdl tortént, a vizsgalatokhoz
hasznalt F2 generaciot a tenyésztd maga allitotta eld. Az ivarérett dllomany tartasa a vizsgalatok
ideje alatt ivaronként kiilonvalasztva az AKI 3 m’-es recirkulacids akvakultira-rendszerében
(RAS) tortént. A rendszerbe helyezést két hét karantén iddszak elézte meg. A rendszer az optimalis
vizmindség fenntartdsa érdekében programozhat6d logikai vezérlével (PLC) (Unitronics VS70,
Velinor Kft., Budapest, Magyarorszag) volt felszerelve. A halakat tart6 medencébdl az elfolyo viz
eldszor fizikai, majd bioldgiai €s UV-sziirésen ment keresztiil, igy biztositva a karosanyag-mentes
viz visszaforgasat. A vizsgalatok soran a folyamatosan monitorozott paraméterek értékei a
kovetkezOk voltak: hdmérséklet: 18—19 °C, oldott oxigén: 7-8 mg/l, vizcsere: 100 1/6ra, 12:12 6ra
vilagos:sotét fotofazis. A hetente ellenérzott paraméterek manualisan, hordozhaté pH (HQ Hach,
Company, Loveland, Colorado, Amerikai Egyesiilt Allamok) és fotométer (VISOCOLOR® FISH
analizis koffer PF-3 fotométer, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Diiren, Németorszag)
segitségével keriiltek meghatarozasra, melyek értékei a kovetkezok szerint alakultak: pH: 7,8-8,1,
ammonium: < 0,02 mg/l, nitrit: < 0,02-0,1 mg/l, nitrat: 5,5-10 mg/I. A halak naponta egyszer 2%
testtomeg-kg szaraz takarmanyt [ Aqua Garant Vital Swim UNI 2 mm (nyersfehérje 34%, nyerszsir
12%, nyersrost 3,5%; Aqua Garant GmbH, Ausztria), illetve Coppens Wheat Germ buzacsiras koi
tap 3 mm (fehérje 37%, zsir 6%, nyersrost 2,3%; Alltech Coppens, Nicholasville, Kentucky,
Amerikai Egyesiilt Allamok)] kaptak.
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2. tablazat. A vizsgalatokban hasznalt allomany testparaméterei. A valtozatonkénti mintaeclemszamok
(ikras; tejes): k6zonséges aranyhal N = 14; 26, shubunkin N = 14; 27, fekete teleszkdpszemii N = 12; 26 és
oranda N = 13; 26. Az adatok atlagértékeket és szorast jeldlnek.

Kozonséges Fekete

aranyhal Shubunkin teleszkopszemii Oranda
Az ikras egyedek atlagos 71,3+20,8 57.8426.,6 56,8421,2 94,7+22,7
testtomege (g)
Az ikras egyedek sztenderd 113416 112417 85413 0,540.8
testhossza (cm)
A tejes egyedek atlagos 66,6214 52,7424, 46,3414 .4 88 4454 8
testtomege (g)
A tejes egyedek sztenderd 11,9413 11,019 8,0+0.9 9.4+2.4

testhossza (cm)

4.1.2. A Kisérleti allomany kezelése

A vizsgalatok elvégzéséhez az anyadllomany szaporitasra torténd felkészitése a tenyésztd
altal alkalmazott modszertan szerint zajlott. A halak vizének hdémérsékletét a kisérleteket
megelézden egy héttel 21-22 °C-ra emeltem, illetve etetésiiket két napra felfliggesztettem. A
vizsgalatok soran az egyedek boditasa az oltashoz és a fejéshez egyarant 0,4 ml/l 2-fenoxietanollal
(99%) (2-fenoxietanol, 77699, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok)
tortént (Bernath et al., 2018). A spermiaciot €s az ovulaciot fizioldgias séoldatban (0,9%-o0s NaCl)
oldott hipofizissel indukaltam (Ittzés szoébeli kozlése alapjan 2021). Az ikras egyedek
hormonkezelése két dozisban (10% 24 oraval és 90% 12 oraval a varhatd ovulacio elétt), testtomeg
kilogrammonként 4 mg, mig a tejesek oltdsa egy ddzisban, testtomeg kilogrammonként 2 mg
hipofizissel 12 6raval az ivartermék gytijtése elott tortént. Az intraperitonealis injekciot a hastiszo
tovébe adtam. A mintak gylijtését megeldézden az egyedek urogenitalis porusat szarazra tordltem
az ivarsejtek aktivalddasanak és szennyezddésének elkeriilése érdekében. Az ivarterméket a
hagyomanyos modszer szerint a hasfal masszirozasaval nyertem ki. A gyljtés ikrdsok esetén szaraz
talba, tejesek esetén 1 ml-es steril fecskenddbe tortént (6. dbra). Az ikratételeket termékenyitésig
(20-30 perc) 18-20 °C-on, a tejet a vizsgalatok elvégzéséig, illetve szaporitas soran felhasznaldsig

(10—15 perc) 4 °C-on taroltam (Bernath et al., 2017).
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6. abra. A himivartermék gytijtése szaraz fecskenddbe (Forras: Dr. Bokor Zoltan).

4.2. Kisérleti terv

A kutatdbmunka soran végzett vizsgalatok tobb egymast kovetd kisérleti szakaszban
valosultak meg.

e Az elsd vizsgalati periddus soran, 2021 aprilisdban a halak ivasra torténd felkészitése két
részletben zajlott. A spermamindség meghatarozasara kiilon idopontban keriilt sor, mig az
ikramindség-vizsgalatot €s a szaporitasi kisérletet egyidejliileg végeztem. A szaporitasi
kisérletbdl szarmazo larvak felhasznalasdval 2021 madjusdban larvanevelési vizsgalatot
allitottam be.

e A masodik vizsgalati periodusban, 2023 juniusaban a rovid tava hiitott, valamint a mélyhiitott
tarolasi kisérletekhez kapcsolodd mikrobioldgiai vizsgalatok mintavétele két eltérd idopontban
tortént. A szovettani és génexpresszios vizsgalatok mintavételezésére egy iddpontban, szintén

juniusban keriilt sor.

4.3. Adatfeldolgozas és statisztikai programok

A kisérletek eredményeit minden esetben Microsoft Excel és Word (Microsoft Corporation,
Redmond, WA 98052, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével dolgoztam fel. Az adatok
statisztikai elemzéséhez IBM SPSS 25 (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25.0., IBM
Corp. Released 2017., Armonk, New York, Amerikai Egyesiilt Allamok), GraphPad Prism 8
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(GraphPad Prism Version 8.0.0 for Windows, GraphPad Software, San Diego, California,
Amerikai Egyesiilt Allamok) és Satistica (TIBCO Software Inc., Kalifornia, Amerikai Egyesiilt
Allamok) programokat hasznaltam. Az egyes vizsgalatok soran alkalmazott statisztikai teszteket

¢€s azok paramétereit az adott vizsgalat modszertani leirasanal ismertetem.
4.4. Ivarsejtminéség vizsgalat és larvanevelés

4.4.1. Spermamindség meghatarozas

A sperma mindségének értékelése valtozatonként 8 egyed (3. tablazat) 6sszehasonlitasaval
tortént.
3. tablazat. A sperma mindségi vizsgalatban hasznalt tejes allomany testparaméterei A valtozatonkénti

mintaelemszamok: kdzonséges aranyhal N = 8, shubunkin N =7, fekete teleszkopszemii N = § és oranda N
= 8. Az adatok atlagértékeket és szorast jelolnek.

Kozonséges Fekete

aranyhal Shubunkin teleszkopszemii Oranda
A tefes eayedek atlagos 52,310,9 34,959 S2,1£11,5 43,847,
testtomege (g)
A tejes egyedek sztenderd 10.841.2 0.5:04 19406 606

testhossza (cm)

A himek sperma mennyiségét (SV) (ul) kozvetleniil fejést kdvetden hatdroztam meg. A
mintak testtomeg-kilogrammonkénti mennyiségét (SV/BW) (ul/ttkg) a sperma mennyiségének a
testtomeghez viszonyitott aranyabol szamoltam ki (Cejko et al., 2011; Cejko et al., 2012; Cejko et
al., 2014). A sejtstiriség (spz/ml) meghatarozasahoz a mintakat 1:999 (sperma:oldat) aranyban
higitottam pontyra kidolgozott immobilizal6 oldatban (200 mM KCI, 30 mM Tris, pH 8,0, Saad &
Billard, 1987), majd Biirker tipust sejtszamlaléo kamraba (Marienfield Superior, Paul Marienfield
GmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen, Németorszag) toltdttem. A sejtekrdl 200x-os nagyitdson
készitettem felvételeket fénymikroszkophoz (Nikon Eclipse 600, Auroscience Kft., Budapest,
Magyarorszag) csatlakoztatott digitalis fényképezdgéppel (QImaging Micro Publisher 3.3,
QImaging, Surrey, Kanada). A sejtek szamdnak meghatarozasa ImagelJ 1.8 (ImageJ for Windows,
Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, Amerikai
Egyesiilt Allamok) képfeldolgozé programmal tértént (Bernath et al., 2016). A milliliterenkénti
sejtszamot (N, spz/ml) a Biirker-kamraban megszamlalt sejtek atlagos szamabol (X) szamitottam
ki. A kamra egy négyzetének térfogata 1/250 pl (teriilet: 1/25 mm?, magassag: 1/10 mm). Ezt az
értéket szorozva 1000-rel kaptam meg a ml-enkénti sejtszamot, majd a higitasi arany (1:999)

alapjan 1000-es szorzassal korrigaltam az értéket: N =X x 25 x 10 x 1000 x 1000 (Bokor, 2009).
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A spermamintak motilitasi (pMOT, %) és kinetikai paramétereit (VCL, um/s; VAP, um/s; LIN, %;
ALH, pm; BCF, Hz) (Cabrita et al., 2008; Gallego & Asturiano, 2018) CASA rendszerhez (Sperm
VisionTM v. 3.7.4., Minitube of America, Venture Court Verona, Amerikai Egyesiilt Allamok)
csatlakoztatott digitalis kameraval (JAI CV-A10 CL, Minitube of America, Venture Court Verona,
Amerikai Egyesiilt Allamok) rogzitettem és értékeltem. A spermamintak aktivaciojat egy a ponty
fajra kidolgozott aktival6 oldattal (45 mM NaCl, 5 mM KCI, 20 mM Tris, pH 8,0, Saad et al.,
1988) végeztem, melyhez 0,01 g/ml szarvasmarha szérum albumint (bovine serum albumin - BSA)
adtam a sejtek letapadasanak megakadalyozasa érdekében. A mintakat aktivalo oldatot tartalmazé
Makler-kamraba (Sefi Medical Instruments, Haifa, Izrael) toltéttem 0,5:99,5 (sperma:aktivald
oldat) aranyban, majd homogenizaltam. A mozgasi paramétereket 10 masodpercen beliil, legalabb

két ismétlésben vizsgaltam (7. dbra).

7. abra. Aranyhal spelrm-a mindségi paramétereinek rogzitése CASA rendszerrel (Forras: Dr. Varkonyi
Levente).

A spermamindség vizsgalat eredményeinek értékelését a 4.3. fejezetben ismertetett
programokkal végeztem. Az adatok normal eloszlasanak vizsgéalatara (p < 0,05
szignifikanciaszinten) Shapiro-Wilk- és Kolmogorov-Smirnov probat alkalmaztam. A normal
eloszlast nem mutaté adathalmazok esetében arkusz szinusz-négyzetgyok [pMOT (%)] és
logaritmikus transzformaciot [VCL (um/s), ALH (um), BCF (Hz), sperma mennyiség (ul)]
alkalmaztam. A kiilonb6z6 csoportok 6sszehasonlitasat egyszempontos varianciaanalizissel (one-
way ANOVA) végeztem. A post hoc 6sszehasonlitdsokhoz Tukey-, illetve Dunnett-féle T3-probat

hasznaltam (p < 0,05). A sperma paraméterek és az aranyhalvaltozatok kozotti Osszefiiggések
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vizsgélatara permutacidés varianciaanalizist (PERMANOVA) alkalmaztam. A valtozatok
elkiiloniilését meghatarozd paraméterek feltardsara linedris diszkriminancia-analizist (LDA)

végeztem.
4.4.2. Ikraminoség meghatarozas és szaporitasi vizsgalat
Ikramindség megahatarozas

Ikrasok (4. tdblazat) esetén meghataroztam a pszeudo-gonado-szomatikus index (PGSI, %)
értékét, amelyet az aldbbi képlettel szamoltam: a lefejt ikra tdmege/az ikras tomege a fejés elott x
100 (Urbanyi et al., 2006). Az ikraszemek grammonkénti szamat fot6 alapjan, ImagelJ 1.8 program
segitségével hatdroztam meg. A szamitist a kovetkezOképpen végeztem: 0,1 g-ban talalt
ikraszemek szama x 10.

Az ikramindség vizsgalat eredményeinek értékelését a 4.3. fejezetben bemutatott
programokkal végeztem. Az adatok normalis eloszlasdnak vizsgalatara (p <0,05
szignifikanciaszinten) Shapiro-Wilk tesztet alkalmaztam. A normadlis eloszlast nem mutatd
adathalmazt [PGSI (%)] arkusz szinusz-négyzetgyok fligvénnyel transzformaltam. A kiilonb6z6
csoportok Osszehasonlitdsat egyszempontos varianciaanalizissel (one-way ANOVA) végeztem. A

post hoc 6sszehasonlitasokhoz Tukey-, illetve Dunnett-féle T3-probat hasznaltam (p < 0,05).
Szaporitasi vizsgalat

A szaporitasi kisérlet soran meghataroztam a szaporitas hatékonysagat és dsszehasonlitottam
a vizsgalt valtozatok (4. tablazat) kozott a kovetkezokben ismertetett mutatok alapjan. A
termékenyitést megelézOen a sperma mozgasi €s kinetikai paramétereit CASA segitségével
hataroztam meg a 4.4.1. fejezetben leirt mdédon. A mindségi értékelést kovetden az 6t legmagasabb
pMOT (%) értékkel rendelkezd mintat kevertem Ossze és hasznaltam fel a szaporitas sordn. Az
egyedi ikratételeket valtozatonként 6sszevontam (40 g ikra/valtozat), majd a spermamintéaval (330
ul sperma/valtozat) alaposan elkevertem, ezt kovetden rendszervizzel aktivaltam [arany:
~10:100:1 (viz:ikra:sperma) Horvath et al., 1992]. A termékenyitést valtozatonként elkiilonitve
végeztem. Az ikra duzzasztdsa Woynarovich-oldattal (68 mM NaCl és 50 mM karbamid) tortént
(Woynarovich & Woynarovich, 1980), kb. 60-70 percig. A tételeket a csomodsodas elkeriilése
érdekében 60 RPM (revolutions per minute, percenkénti fordulatszam) fordulatszamon razattam
egy vizszintes razdégépen (HS 501 Digital Plus Horizontal Shaker, IKA-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen im Breisgau, Németorszag). A ragadossag teljes elvétele érdekében az ikratételeket harom
1épésben kezeltem (1. 20 masodperc, 2. 15 masodperc, 3. 10 méasodperc) csersavoldattal (0,5 g/1),

majd mostam rendszervizzel (Woynarovich & Woynarovich, 1980). Az egyes valtozatok
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ikratételeinek inkubacidja 22—-23 °C-on (oldott oxigén: 7,5 mg/l) harom napig, valtozatonként egy-
egy 7 literes Zuger-iivegben, zart recirkuldcios rendszerben tortént (Horvath et al., 1992). Az
ikrakeltetést a ponty hagyoményos keltetdhdzi gyakorlatinak megfeleléen végeztem. A
szinkronizalt keltetés akkor kezdddott, amikor a larvak kb. 2—3%-a megjelent a Zuger-iivegben.
Ekkor az ikratételeket €s a mar kikelt larvakat vékony miianyag cs0 segitségével egy csokkentett
vizmennyiségli talba eresztettem. A kornyezd vizben 1€év6 oldott oxigén csokkent koncentracidja
serkenti és egyidejlivé teszi a kelést (Horvath et al., 2015). A szinkronizalt folyamat soran a
potencialisan kikeld larvak 15 perc alatt kikeltek. A termékenytilést (%) a termékenyitést kdvetd
24. oraban (szegmentacios szakasz végén) hataroztam meg a kovetkezO egyenlet segitségével:
termékenytilési ardny (%) = (termékenyiilt petesejt a Petri-csészében/az Gsszes petesejt szdma a
Petri-csészében) x 100 (Okomoda et al., 2018). A kelési aranyt (a kelés pillanataban) szintén Petri-
csészében szamoltam a kovetkezod képlettel: (kikelt larvak/ikraszemek szama a Petri-csészében) x

100 (Bokor et al., 2019).

4. tablazat. A szaporitdsi ¢és az ikra mindségi vizsgalatokban hasznalt allomany testparaméterei. A
valtozatonkénti mintaeclemszamok (ikras; tejes): kozonséges aranyhal N = §; 7, shubunkin N =9; 9, fekete
teleszkopszemiit N = 7; 7 és oranda N = 8; 7. Az adatok atlagértékeket és szorast jelolnek.

Kozonséges Fekete

aranyhal Shubunkin teleszkopszemii Oranda
Az ikras egyedek atlagos 58,349,8 42,146,5 66,9+21,6 82,9+14,6
testtomege (g)
Az ikras egyedek sztenderd 10,0+1,0 10,240,7 9,0+1.2 0,4+0.7
testhossza (cm)
A tejes egyedek atlagos 55,9107 34,146 48 4+11.,6 52,748.,6
testtomege (g)
A tejes egyedek sztenderd 11,6£0,9 9,540,6 8.4+0.9 8.140,5

testhossza (cm)

A szaporitasi vizsgalat eredményeinek értékelését a 4.3. fejezetben bemutatott programokkal
végeztem. Az adatok normalis eloszldsanak vizsgalatara (p < 0,05 szignifikanciaszinten) Shapiro-
Wilk tesztet alkalmaztam. A normaleloszlast nem mutatd adathalmazt arkuszszinusz-négyzetgyok
[PMOT (%)] ¢és logaritmikus transzformécioval [VCL (ul/s), ALH (um), BCF (Hz)]
transzformaltam. A kiilonb6z6 csoportok Osszehasonlitdsat egyszempontos varianciaanalizissel
(one-way ANOVA) végeztem. A post hoc 6sszehasonlitdsokhoz Tukey-, illetve Dunnett-féle T3-
probat hasznaltam (p < 0,05). A termékenyiilési €és kelési aranyt esélyhanyadossal (Odds ratio)

hataroztam meg (szignifikancia szint: p < 0,05).
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4.4.3. Larvafejlodési vizsgalat

A szaporitasi vizsgalatbol szarmazo6 larvak PLC vezérelt recirkulacios Rack rendszerbe
keriiletek. A kisérleti rendszer 30 db egyenként 10 literes tartalybol allt, biologiai és UV-szliréssel
ellatva, 21-22 °C-on. Literenként 50 egyedet helyeztem négy akvariumba, két ismétlésben. A
véletlenszérli mintavételezés harom alkalommal tortént a 0., 3. és 10. napon. A kelést kdvetden
valtozatonként 60 mintat gyiijtottem, ezt kovetden 2 x 500 larva/valtozatot helyeztem ki. A 3. és
10. napon minden tartdlybdl alkalmanként 30-30 mintat vettem. A vizsgélat soran Osszesen
felhasznalt larvak szama 180/valtozat. A larvanevelési kisérlet soran a larvak etetését 3 dph-tol 10
dph-ig sordk (Artemia salina) nauplidkkal biztositottam naponta hdromszor ad libitum. A
vizsgélatok eldtt a larvakat 168 mg/l MS222-vel (tricain-metan-szulfonat, Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok) (Matthews & Varga, 2012) béditottam. Ezt
kovetden a fényképek elkészitésehez az egyedeket 3%-os metilcelluloz-oldatba (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok) helyezve rogzitettem. A larvakrol 20x
nagyitasban, 80 ms zariddvel készitettem felvételeket a Leica M205 FA sztereomikroszkdphoz
csatlakozott Leica DFC 7000T digitalis kameraval, a Leica Application Suite X szoftver (Leica
Microsystems GmbH; Wetzlar, Németorszag) hasznalataval (8. ébra).

Arogzitett képek nem kizarolag a fejlédési rendellenességek vizsgalatara voltak alkalmasak,
hanem az egyes valtozatok fejlddési homogenitasanak ellendrzésére is. A larvaknal vizsgélt
fejlodési rendellenességeket az alabbi csoportokba soroltam: szomitak — rosszul definialt/hianyzik,
notochord — gorbiilt/rosszul definialt, farok — torzult, uszonyok — kicsi/szabalytalan széli, sziv —
rendellenes méret, feji régid — torzult, agy — csokkent/6sszenyomott, allkapocs — rendellenes
alakulds, bél — rendellenes alakulas (Panzica-Kelly et al., 2012; Bernath et al., 2018). A larvak (N
= 40/valtozat/fejlodési stadium) atlagos teljes testhosszat (mm) €s atlagos testtomegét (mg) 0, 3 és
10 dph idépontokban régzitettem. A megmaradasi aranyt (megmaradt larvak szama/kihelyezett
larvak szama % 100) minden véltozat esetében a nevelési kisérlet végén, 10 dph-nal hataroztam
meg (Bokor et al., 2015). A harom stadiumban (N = 20/valtozat/fejlédési stadium) kiszdmitottam
a larvak fejlddési rendellenességének aranyat is (deform larvak szama/sszes vizsgalt larva x 100)

(Bernath et al., 2018).
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8. abra. Aranyhal larvak sztereomikroszkoppal torténd fényképeig;e fejlodési rendellenességek
meghatarozasa céljabol (Forras: Dr. Molnar Jozsef).

A larvafejlodési vizsgalat eredményeinek értékelését a 4.3. fejezetben bemutatott
programokkal végeztem. Az adatok normalis eloszlasdnak vizsgéalatdra (p <0,05
szignifikanciaszinten) Shapiro-Wilk tesztet alkalmaztam. A normadlis eloszlast nem mutatd
adathalmazt [(testhossz (mm); testtomeg (mg)] logaritmikus transzformdacidval transzformaltam.
A kiilonb6z6 csoportokat kétszempontos varianciaanalizissel (ANOVA), a szignifikans eltérések
azonositasara Tukey-féle post hoc tesztet alkalmaztam (p < 0,05 szignifikanciaszinten). A deform
larvédk aranyat és a megmaradédsi aranyt esélyhanyadossal (Odds ratio) hataroztam meg
(szignifikancia szint: p < 0,05). A kiilonb6z6 fejlédési stadiumokban mért larvafejlodési mutatok,
valamint a fejloddési rendellenességek €s az aranyhalvaltozatok kozotti sszefiiggések vizsgalatara
permutacids varianciaanalizist (PERMANOVA) alkalmaztam. A valtozatok kozotti elkiiloniilést
meghatdroz6 mintdzatok és a legnagyobb magyarazo erejli paraméterek feltdrasara linedris

diszkriminancia-analizist (LDA) végeztem.
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4.5. A sperma mikrobiotajanak vizsgalata

A mikrobiologiai vizsgalatokhoz hasznalt tejes allomany (5. tdblazat) mintavételt megel6z6
hormonkezelése, valamint fejése a korabbi, 4.1.2. fejezetben leirtakkal azonos modon tortént,

kiegészitve a mintavételt megeldz6 urogenitalis nyilas alkoholos (70%-os etanol) ferttlenitésével.

5. tablazat. A mikrobiologiai vizsgalatokban hasznalt allomany testparaméterei. A vizsgalatonkénti
mintalemszam: N = 3/valtozat. Az adatok atlagértékeket és szorast jelolnek.

Kozonséges Shubunkin Fel,(ete . Oranda
aranyhal teleszkopszemii
A tejes egyedek atlagos 93,3423,7 75,5:11,8 45£19.9 153,8+40,5
testtomege (g)
A tejes egyedek sztenderd 12,8+0.9 12,9407 8.141,0 11,841,0

testhossza (cm)

4.5.1. Rovidtavu tarolas

A lefejt sperméabol mintankét 10 pl-t szélesztettem ki agarlemezekre. A mintakbol 100 pl
felhasznalasaval tizszeres higitasi sort készitettem foszfat-pufferelt sboldattal (PBS: 8 g NaCl, 0,2g
KCl, 1,44 g NapHPOy4, 0,24 g KH2PO4; 1 1 desztillalt viz) (Rado, 2019). A higitasokat steril
mikrocentrifuga csdvekben készitettem, a higitott mintdkbol 100 pl-t oltottam ki a taptalajok
felszinére, majd steril szélesztébot segitségével egyenletesen szélesztettem. A mintdkbol
megmaradt 200-300 pl rovid tavu tarolasat, 4 °C-on 96 oOran at végeztem. A mintak steril
oxigéncseréje 24 oranként tortént laminaris fiilke alatt. Az inkubdaciés id6 leteltével PBS
alkalmazaséaval ismételten készitettem egy higitasi sort. A baktériumok telepképzd egységeinek
szamat (CFU/ml) Aeromonas agar (AER) é€s tripton-sz6ja agar (TSA) (Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) taptalajokon hatdroztam meg. A TSA taptalaj az 0sszcsiraszam meghatarozasara
szolgalt, mig az Aeromonas agar szelektiv moédon az Aeromonas nemzetségbe tartozo6 baktériumok
kimutatasat tette lehetdvé. A potencidlisan antibiotikum-rezisztens baktériumok kimutatdsa
céljabol szelektiv tenyésztést végeztem gentamicinnel dusitott Mueller-Hinton Agar (MH)
taptalajon (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag). A gombak tenyésztéséhez burgonya dextroz
agar (PDA) taptalajt alkalmaztam, melyet a baktériumtelepek felszaporoddsanak visszaszoritasa
¢érdekében sztreptomicinnel (SZ) dusitottam. A baktériumok telepképzd egységeinek szamat
(CFU/ml) 48 oras, 28 °C-on torténd inkubalast kovetden hatdroztam meg. A gombatelepek

1zolalasahoz 25 °C-on, 5 napig inkubaltam a mintakat (9. ébra).
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9. abra. A valtozatok spermamintai PDA+SZ taptalajon szélesztve, 25 °C-on, 5 napos inkubaciot
kdvetden (Forras: sajat felvétel).

4.5.2. Hosszutavu tarolas

A spermat, egy kordbban a fejes domolykd (Squalius cephalus) esetében sikeresen
alkalmazott higitoban: 205 mM gliik6z, 75 mM NaCl, 30 mM KCI, 1 mM Na,HPO4 x 12 H>0, 1
mM MgCl x 6 H,O, 1 mM CaCl; x 2 H>O, 20 mM Tris, €s 0,5% BSA, pH: 8,0+0,02 (Bernath et
al., 2025), 0,25 ml-es miiszalmaba toltve mélyhiitdttem 1:9-es higitasi arany és 10% metanol
(védbanyag) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok) hozzaadasa
mellett. A mintak hiitése 5 percig zajlott folyékony nitrogén gbézében, 3 cm-el annak felszine felett
(Bernath, 2016; Varkonyi, 2021). A fagyasztott ivartermék taroldsa 5 honapig tartott folyékony
nitrogént tartalmazé kanniszteres kanndban (VWR XSS 48/10, VWR International Ltd., Debrecen,
Magyarorszag) tortént, -196 °C-on. A mintdk felolvasztasat 40 °C-os keringetds vizfiirddben
(Thermo Haake P5, Thermo Electron Corp, Waltham, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok)
végeztem, mintanként 5 masodpercig (Bernath, 2016). A fagyasztast megeldzden ¢€s a felolvasztast
kdvetden rogzitettem a sperma motilitasi és kinetikai paramétereit a 4.4.1. fejezetben ismertetett
modon, valamint meghataroztam a mintdk mikrobidlis kozosségét. A lefejt és felolvasztott
spermabol mintanként 10 pl-t szélesztettem ki, majd steril PBS alkalmazasaval 100 pl
felhasznalasaval higitasi sort készitettem. A tenyésztést, a rendelkezésre alloé sperma korlatozott
mennyisége okan, nem szelektiv TSA és PDA+SZ taptalajokra végeztem. A baktériumok
telepképzd egységeinek szamat (CFU/ml) 28 °C-on, 48 6ras inkubacid utan hataroztam meg, mig

a gombak izolalasa céljabol a mintdkat 25 °C-on, 5 napig inkubdltam. A mélyhités soran
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alkalmazott higitobol és a mintak olvasztasahoz hasznalt vizbdl szintén elvégeztem a tenyésztést
a fent emlitett taptalajokra az esetleges kontaminaciok vizsgalata céljabol.

A rovid- és hossztavu tarolasi vizsgalatok eredményeinek értékelését a 4.3. fejezetben
bemutatott programokkal végeztem. A telepképzd egységek szamanak és a spermiumok mozgasi
paramétereinek Osszehasonlitdsara Kruskal-Wallis-probat alkalmaztam. Szignifikans eltérés
esetén a paronkénti sszehasonlitasokat Dunn-féle tobbszords dsszehasonlito teszttel végeztem (p

<0,05).
4.5.3. Izolalt torzsek identifikacioja
Baktérium torzsek

A baktérium telepek tisztitdsa, sziikség szerint tobb korben, TSA taptalajon, 28 °C-on
inkubalva tortént. A tipusos telepek fajszintli azonositdsat részleges 16S rRNS-szekvenalassal
végeztem. A DNS izolalast DNeasy UltraClean Microbial Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag)
felhasznaldsaval végeztem a gyartodi utmutatds alapjan. A DNS mindségét gélelektroforézisben
ellendriztem. A vizsgdlni kivant DNS szakasz felsokszorositisa PCR (Mastercycler® ep
gradientfrom Eppendorf, Eppendorf, Hamburg, Németorszag) segitségével DNS-polimeraz enzim
alkalmazasaval tortént. A vizsgalataim soran hasznalt 27f (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-
3") és 1492r (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3") a leggyakrabban alkalmazott primer par a
baktériumok faj szintii identifikacidjara (Frank et al., 2008; Hou et al., 2018).

Az identifikalni kivant DNS szakasz felsokszorositdsahoz alkalmazott PCR Master Mix 49

ul végtérfogatra, 1 pl templat DNS-sel szamolva:

e Taq puffer [(10x DreamTaq Green Buffer with 20 mM MgClz) Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok] 5 pl: KCI-t, (NH4)2SOs-ot, valamint
20 mM MgCl,-t tartalmazé puffer a DNS-polimerdz megfelelé mitkddésének biztositasara,

e Forward primer [1 uM (271)] 0,5 pl: a DNS templat (antiszensz) szaldhoz kapcsolodo primer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok),

e Reverz primer [1 pM (1492r)] 0,5 pl: a DNS értelmes (szensz) szaldhoz kapcsoldodd primer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok),

e ANTP (4 mM) 10 pl: deoxinukleotid-trifoszfat, tartalmazza a DNS ¢épitéséhez sziikséges
nukleotidokat (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok),
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e Taq polimeraz [DreamTaq DNA Polymerase (5 U/uL) (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok)] 0,25 pl: hdstabil DNS polimeraz enzim, az
amplifikalandé DNS szakasz megkettdzését teszi lehetdve,

e Milli-Q viz 32,75 pl: ultratiszta viz.

A PCR az alabbi hdprofilon zajlott le: 95 °C 3’ 32x (94 °C 30” 52 °C 30” 72 °C 1”) 72 °C
10’4 °C oo. A vizsgalatok soran a PCR termékek tisztitasdhoz két szettet hasznaltam, att6l fliggden,
hogy melyik allt rendelkezésre, melyek a maradék PCR-primerek €és az amplifikacioé utan maradt
felesleges dNTP-k foszforilalasat teszik lehetdvé. Az Exo-CIP™ Rapid PCR Cleanup (New
England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok) vagy ExS-Pure™
Enzymatic PCR Purification Kit (NimaGen, Nijmegen, Gelderland, Hollandia) termékeket a
gyarto iranymutatasa szerint alkalmaztam.

Az amlifikdlt DNS szakasz bdazissorendjének meghatarozdsa Sanger-, mas néven
lancterminacios szekvenaldssal tortént. A folyamat soran a normal nukleotidok (dNTP) mellett
fluorokrommal jelolt didezoxi nukleotidok (dANTP) is jelen vannak, melyek beépiilést kovetden,
hidroxil csoport hidnyaban, gatoljadk a fragment tovabbi szintézisét. A szekvenalo PCR-hez a

reakcidelegy egy mintara:

e Big Dye (BigDye™ Terminator v3.1, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Amerikai Egyesiilt Allamok) 1 pl,

e Big Dye puffer (BigDye™ Terminator vl.1 & v3.1 5x Sequencing Buffer, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Amerikai Egyestilt Allamok) 1,5 pul,

e Forward primer (27f, Eurofins Genomics, Ebersberg, Németorszag) 0,5 pl,

e DNS templat 4 pl,

e Milli-Q viz 3 pl.

A reakci6 az alabbi héprofilon zajlott le: 96 °C 1° 28% (96 °C 10” 51 °C 5” 60 °C 4°) 4 °C

A fluoreszcensen jelolt DNS visszanyerését etanolos kicsapassal végeztem. A termékekhez
80 ul etanolos elegyet adtam hozza, amely 3 pl (3 M) natrium-acetatbol (NaAc), 14,5 pul MQ
vizbdl €és 62,5 ul 96%-o0s etanolbdl allt. A mintdkat 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltam,
amit 20 percig centrifugalas (2360 x g/4600 rpm) kovetett 4 °C-on (Eppendorf 5810 R centrifuge,
Eppendorf, Hamburg, Németorszag). A feliiliszé eltavolitasa utdn 180 pl 70%-o0s etanolt adtam a
mintakhoz, majd ismételt centrifugalast (2360 x g/4600 rpm) végeztem 20 percig, 4 °C-on. A
maradék feliiluszo alkohol teljes eltavolitasa érdekében a mintakat tovabbi 1 percig centrifugaltam

(11 x g/1000 rpm), fejjel lefelé forditva. A csapadékot 20 pl Hi-Di™ formamidban (Thermo Fisher
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Scientific, Waltham, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok) oldottam fel, majd a mintakat
24 6ran keresztiil 4 °C-on inkubaltam (Tischner 2022). A Sanger szekvenalast Applied Biosystems
3500™ Genetic Analyzerrel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Amerikai
Egyesiilt Allamok) végeztem, amely kapillaris elektroforézisen alapul, és alkalmas DNS-
fragmensek elvalasztasara, valamint nukleotidsorrendjiik meghatarozasara.

A reakcio soran kapott 16S rRNS szekvencia, mely hossziisaga 700—1490 bazispar, alkalmas
a baktériumtorzsek azonositasara. A szekvencidk megjelenitéséhez, valamint azok vagasahoz a
Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 11 (MEGA11) (Tamura et al., 2021) szoftvert
alkalmaztam. A szekvencidk azonositasa az EZBioCloud (CJ Bioscience, Inc., Seoul, Dél-Korea)
nyilvanos, ellendrzott adat- és elemzési portaljanak alkalmazasaval zajlott. Az eljaras soran a 700
bazispar kiiszobértéket meghaladd szekvencidk 98,7%-ndl nagyobb azonossag ¢és a referencia
genom 90%-ot meghalado lefedettség mellett tortént a faj vagy nemzetség szintli azonositas

(Chalita et al., 2024).
Gomba torzsek

A tenyésztett gombdk azonositasat a sejtmagi riboszomalis DNS (nrDNA) Internal
gombatenyészeteket 72 oran keresztiil 25 °C-on inkubaltam 1% peptont, 2% gliikozt és 0,5%
¢lesztOkivonatot tartalmazoé steril taplevesben. A kivonast egy kacsnyi mennyiségli micéliumbol
végeztem. A sejtek feltdrasahoz mechanikai (2 g kvarchomok mintanként; fehér kvarc, 50-70
mesh, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok) és kémiai modszert
alkalmaztam: mintanként 300 pl 10%-os Na-lauroil-szarkozinat (anionos feliiletaktiv anyag)
adtam a sejtfal és a membranok roncsolasanak eldsegitésére. A mintdk kézi homogenizaloval
torténd homogenizalasat 20 perces inkubacid kdvette 65 °C-on, Dry Block termosztat (Bio TBD-
100, Biosan, Riga, Lettorszag) berendezésben, vortexeléssel megszakitva. Ezt kdvetden a mintakat
jégre helyezve szobahdmérsékletiire hiitéttem (5—10 perc), majd 150 ul (3M, pH 5,5) Na-acetatot
adtam hozza. A fazisokat 5 perc, 11340 g-n torténd centrifugéalassal valasztottam szét. A DNS
kicsapasat a feliiluszéhoz (kb. 300 pl) 1 ml hozzadmért -20 °C-os, 70%-os izopropanollal (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok) végeztem. Az elegyitést 15 perc 11340
x g torténd centrifugalas kovette. A feliiluszot ledntottem, a pelletet két egymast kovetd mosassal
tisztitottam (1 ml, -20 °C-os 70%-o0s etanol), 5 perc centrifugalast kovetéen (11340 x g) ledntdttem
a feliiluszot. A kicsapott DNS-t szaritast kovetden 30 pl steril MQ vizben oldottam fel, majd
felhasznalasig -20 °C-on taroltam. A DNS mindségét gélelektroforézisben ellendriztem. A
vizsgalni kivant DNS szakasz felsokszorositisa PCR segitségével DNS-polimeraz enzim

alkalmazaséaval tortént. A vizsgélat soran ITS1F (5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3') és
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ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") gomba specifikus primereket hasznaltam faj vagy
nemzetség szintil identifikacidra (Op De Beeck, et al. 2014; Tischner, 2022; Suhajda et al., 2025).
A PCR-hez hasznalt Master Mix reakcioelegy 23,5 pl végtérfogatra, 1,5 pl templat DNS-sel

szamolva:

e DreamTaq™ Green PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok) 12,5 pl,

e Forward primer (ITS1F) 0,25 pl: a DNS templat (antiszensz) szalahoz kapcsol6dd primer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok),

e Reverz primer (ITS4) 0,25 ul: a DNS értelmes (szensz) szaldhoz kapcsolddo primer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok),

e Milli-Q viz 10,5 pl.

A PCR az alabbi héprofilon zajlott le: 95 °C 3°35% (95 °C 30” 55 °C 30” 72 °C 30”) 72 °C
3’4 °C 0. A vizsgélatok soran a PCR termékek tisztitasat az el6z6 *Baktérium torzsek’ alfejezetben
ismertetett modon végeztem.

Az amlifikalt DNS szakasz bazissorendjének meghatdrozasa a ’Baktérium torzsek’

alfejezetben ismertetett modon tortént. A reakcioelegy egy mintara:

e BigDye 1 pl,
e Big Dye puffer 1,5 pl,

Forward primer (ITS1F, Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany) 0,5 ul,

DNS templat 2 pl,
Milli-Q viz 5 pl.

A reakci6 az alabbi héprofilon zajlott le: 28% (96 °C 10’ 50 °C 5” 60 °C 4°) 4 °C .

A DNS mintak kicsapasat *Baktérium torzsek’ alfejezetben ismertetett moédon végeztem. A
nyers szekvenalasi adatokat FinchTV 1.4.0 (Geospiza, Inc., Denver, Colorado, Amerikai Egyesiilt
Allamok) szoftverrel ellendriztem és korrigaltam. A szekvencidk azonositasat az NCBI BLAST
rendszerében, a Nucleotide BLAST (BLASTn) alkalmazasaval végeztem (Tischner, 2022; Suhajda
et al., 2025).

4.6. Szovettani elemzés

Az anyadllomany (6. tablazat) tartasa €s kezelése a 4.1. fejezetben leirt médon zajlott. A
halak le6lése az egyedek fenoxietanollal (0,6 ml/1) torténd tulaltatasaval tortént. A kopoltytimozgas
megsziinését kovetden 10-15 perccel az egyedek elhullasat egy méasodlagos fizikai modszerrel, a

koponya alatti gerincszakasz atvagasaval erdsitettem meg (Heo, 2013). A vizsgélathoz a here és a
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petefészek egészét gytijtdttem be, majd mérést kovetden meghataroztam a GSI értékét az ivarszerv
tomegének testtomeghez viszonyitott aranyabol. Az ivarszerveket feldolgozasig 8%-os pufferolt
formaldehid oldatban (Molar Chemicals Kft., Halasztelek, Magyarorszag) taroltam. A felboncolt
szervrészeket szovettani kazettadkba helyeztem, majd a mintdkat a kdvetkezéképpen fixaltam: az
automatizalt szovetelOkészitd-gép (Shandon Citadel 2000, Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével harom 1épésben Patosolv (70%, 90%,
100%) ¢és két 1épésben Patoclear oldatban (Molar Chemicals Kft., Halasztelek, Magyarorszag)
dehidrataltam, majd xilol oldatos (Xylene, Biochem Chemopharma, Cosne-sur-Loire Cours,
Franciaorszag) mosast kovetden paraffinban (Histoplatst, Epredia Holdings Ltd., Portsmouth, NH,
Amerikai Egyesiilt Allamok) fixaltam. A szervrészeket ezt koveten beagyazo késziilékkel (Leica
HistoCore Arcadia H+C, Deer Park, IL, Amerikai Egyesiilt Allamok) paraffinba agyaztam. A
beagyazott blokkokbol 2—5 pm-es metszeteket készitettem félautomata mikrotdémmal (Leica
RM2245 Microtome, Deer Park, IL, Amerikai Egyesiilt Allamok), amelyeket 42-45 °C-os
vizfiirddben ¢és fiitdlapon (HIR-3D és HP-3, Kunz Instruments Ab, Nacka, Svédorszag)
targylemezre régzitettem, majd ezt egy ¢jszakas 42 °C-os inkubacid kovette. A mintdk festése
hematoxilin (Gill 2 Hematoxylin, Epredia Holdings Ltd., Portsmouth, NH, Amerikai Egyesiilt
Allamok) és eozin (Eosin Y solution, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt
Allamok) festékekkel tortént lemezfestd gép (Shandon Varistain 24-4 A, Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok) alkalmazaséval. A here metszetek esetén a
festett mintakrol 0t-6t mezot rogzitettem QCapture Pro 6 szoftverrel (QImaging, Surrey, BC,
Kanada) fénymikroszkophoz (Nikon Eclipse 600, Auroscience Kft., Budapest, Magyarorszag)
csatlakoztatott kameran (MicroPublisher 3.3 RTV, QIlmaging) keresztiil. A spermatogenezis
kiilonbozé érési  szakaszaiban 1évé sejtek és szovetek ardnyat (spermatogénium A,
spermatogonium B, spermatocita, spermatida, spermium, iires lumen, kotoszovet) ImageJ 1.53
képfeldolgozd programmal hatdroztam meg. Az ikras egyedek esetében az oogenezis érési
szakaszaiban 1év0 sejtek ardnyanak meghatarozdsa manualisan, a mikroszkopon keresztiil tortént.
A vizsgalat sordn a kovetkezd stadiumokat kiilonitettem el: perinukleolaris, kortikalis alvelus,
vitellogenikus, érett, valamint atretikus allapot. Az értékelés a metszetek teljes teriiletére kiterjedt,
atlagosan 721+408 sejt/metszet alapjan.

A szovettani vizsgéalat eredményeinek értékelését a 4.3. fejezetben bemutatott programokkal
végeztem. Az adatok normdlis eloszlasdnak vizsgalatdra Shapiro-Wilk tesztet hasznaltam
(p <0,05). A nem normalis eloszlast mutatd adatsorokat arcsin fiiggvénnyel (perinukleolaris,
vitellogenikus, érett, atretikus) transzformaltam. Az oogenezis fazisaiban 1évd sejtek aranyat
egyszempontos varianciaanalizissel (ANOVA), Tukey ¢és Dunnett's T3 posthoc tesztekkel

hasonlitottam 6ssze (p < 0,05) a valtozatok kozott. A spermatogenezis kiilonbozd szakaszaiban
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1évo sejtek ardnyanak 0sszehasonlitasara a valtozatok kozott Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztam

(p <0,05).
4.7. Génexpresszo meghatarozas RT-qPCR segitségével

A kisérleti egyedek szamanak minimalizaldsa érdekében a vizsgalati allomany (6. tdblazat)
megegyezett a szovettani vizsgalathoz hasznalttal. A vizsgaland6 egyedek agy és here szdveteit
kriocsovekbe helyeztem. A mintak tarolasa feldolgozasig 2 ml-es kriocsovekben, folyékony
nitrogént tartalmazé kanniszteres kanndban tortént, -196 °C-on. A mintdk RNS izolalasat TRI
Reagent (Molecular Research Center, Inc. Cincinnati, Amerikai Egyesiilt Allamok) oldattal
végeztem a gyartd protokollja alapjan (Balogh 2024). A vizes és szerves fazisok szétvalasztasa
(fazisszétvalasztas) kloroformmal (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt
Allamok) tortént, melynek soran az RNS a feliiltiszo, atlatszo, rétegben maradt. Az RNS kicsapésa
soran izopropanolt adtam az elkiilonitett feliilluszo réteghez. Centrifugalast kovetden a pellet
mosasat 75%-os etanollal (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok)
végeztem. Az RNS-t, az alkohol teljes eltavolitasa utdn, nukledzmentes vizben oldottam fel. A
mintdkban el6forduld6 DNS maradéktalan eltavolitasira DNaz (DNase I, Thermo Scientific,
Waltham, Amerikai Egyesiilt Allamok) kezelést végeztem. Az RNS koncentracijat és mindségét
spektrofotométerrel (NanoDrop One, Thermo Scientific, Waltham, Amerikai Egyesiilt Allamok)
mértem. A komplementer DNS-t (cDNS) random hexamer primer, valamint reverz transzkriptaz
enzim (Random Hexamer Primer, RevertAID Reverse Transcritase, Thermo Scientific, Waltham,
Amerikai Egyesiilt Allamok) felhasznalasaval, annak gyartéi Gtmutatdja alapjan készitettem. A
haztartasi, illetve a vizsgalt génhez alkalmazott primerek sajat tervezésiiek voltak, amelyeket a
Primer Premier 6.25 szoftverrel (Premier Biosoft, Palo Alto, Amerikai Egyesiilt Allamok)
készitettem. A kvantitativ valos idejii PCR (RT-qPCR) reakciot 5X Hot FIREPol EvaGreen gPCR
Mix Plus (Solis BioDyne, Tartu, Esztorszag) felhasznalasaval, StepOne v2.3 szoftverrel (Applied
Biosystems StepOne Real-Time PCR System, Thermo Scientific, Waltham, Amerikai Egyesiilt
Allamok) végeztem. A vizsgalt gén (rIn3a) kifejezédését a beta-actin haztartasi gén (7. tablazat)
(Maruyama et al. 2006) kifejezddéséhez viszonyitva, normalizdlt mRNS szintben fejeztem ki
(Ivanovics, 2023).

A génexpresszids vizsgalat eredményeinek értékelését a 4.3. fejezetben bemutatott
programokkal végeztem. Az adatok normalis eloszldsdnak vizsgalatara Shapiro-Wilk tesztet
hasznaltam (p < 0,05). A normalis eloszlast nem mutatd normalizalt mRNS értékeket logaritmikus
transzforméciodval transzformaltam. Az adatokat egyszempontos varianciaanalizissel (ANOVA),

Tukey és Dunnett T3 posthoc tesztekkel hasonlitottam 6ssze (p < 0,05) a véaltozatok kozott. Az
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aranyhalak egyedeinél Pearson-féle korrelaciot (p < 0,05) végeztem nyilt forraskoda R 4.4.1

szoftverrel (R Core Team 2024) a mért GSI és mRNS szintre vonatkozdan.

6. tablazat. A szovettani és génexpresszios vizsgalatokban felhasznalt allomany testparaméterei. A
valtozatonkénti mintaeclemszamok (ikras; tejes): kozonséges aranyhal N = 6; 5, shubunkin N = 5; 5, fekete
teleszkopszemiit N = 5; 5 és oranda N = 5; 5. Az adatok atlagtszoras értékeket jelolnek.

Kozonseges Shubunkin Fel’(ete , Oranda
aranyhal teleszkopszemii

Az ikras egyedek atlagos 88,6419 86,1+25.5 42,8+10,8 113,6421
testtomege (g)
Az ikras egyedek
sztenderd testhossza (cm) 12,71 12,9+1.4 7,50,6 9,8+0,8
A petefészek tomege (g) 1,5+0,7 14,1£7,3 6,3£3,4 7,0£2.9
A tejes egyedek atlagos 72,6+7,4 83,8+13,3 35,4412,1 131,140, 1
testtomege (g)
A tejes egyedek sztenderd 12,740,7 13341,1 7.440.9 11,243.6
testhossza (cm)
A here tomege (g) 1,8+0,9 5,8+1,0 2,2+1,2 3,8+1,9

7. tablazat. A real-time PCR vizsgélathoz hasznalt gének és a hozzajuk tartozo6 primerek.

Tapadasi

Gén Primer Termék méret v,
homérséklet

F: 5'-CAGGAGATGGGAACCGCC-3’
beta-actin 103 bp 59 °C
R: 5'-CAGGGCAACGGAAACGC-3’

F: 5'-AGTGTGTCTGCTGCTGGCTG-3'
rin3a-

o
rexl 136 bp 58 °C

R: 5'-TGTGTTTGTCAAGGAGCGTTTC-3'
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5.Eredmények és azok megbeszélése

5.1. Az ivarsejtminéség ¢és larvafejlodés vizsgalat eredményei és azok

megbeszélése

5.1.1. Spermaminéség meghatarozas eredményei

A négy valtozat alap spermatoldgiai paramétereinek Osszehasonlitdsa soran, a sperma
mennyisége, a testtomeg-kilogrammonkénti sperma mennyisége €s a sejtstirliség kozott nem volt

statisztikailag igazolhato kiilonbség (8. tablazat).

8. tablazat. A négy aranyhal valtozat alap spermatologiai paraméterei. Az adatok atlag+szoras értékeket
jelolnek (k6zonséges aranyhal N = 8, shubunkin N = 8, fekete teleszkopszemli N = 8, oranda N = 8). Az
eltérd betlik a valtozatok kozotti szignifikans kiilonbséget jelolik adott paraméter esetében (p < 0,05).

Kozonscges Shubunkin Fel,(ete , Oranda
aranyhal teleszkopszemii
SV (ul) 2114952 183+£772 255+164% 2734852
SV/BW 4000+14228 5130+17352 4934426742 6123+1385°2
(nl/ttkg)
Sejtslirlisés 54 . 100011 % 10% 34 x 10%11 x 10% 36 x 10°27 x 10 34 x 10°44 x 10%
(spz/ml)

A CASA rendszerrel mért motilitdsi paraméter, azaz a pMOT esetén szignifikansan
magasabb érték volt megfigyelhetd a shubunkin és az oranda csoportokban, mint a fekete
teleszkopszemi valtozatnal. A fekete teleszkopszemii és a kozonséges aranyhal kozott azonban
nem volt statisztikailag igazolhatd kiilonbség ebben a mindségi mutatdban. A sperma kinetikai
paramétereinek, a VCL, VAP, LIN, ALH és BCF értékeiben nem volt jelentds mértékii eltérés a
valtozatok kozott (9. tablazat).
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9. tablazat. A négy valtozat CASA rendszerrel mért sperma motilitasi és kinetikai paraméterei. Az adatok
atlagtszoras értékeket jelolnek (kozonséges aranyhal N = 8, shubunkin N = 8§, fekete teleszkopszemii N = 8,
oranda N = 8). Az eltéro betiik a valtozatok kozotti szignifikans kiilonbséget jelolik adott paraméter esetében

(p <0,05).
Kozonséges Shubunkin Fel,(ete . Oranda
aranyhal teleszkopszemii

pMOT (%) 87+7% 89472 79+13° 91427
VCL (um/s) 129+19° 147+9° 126+21° 140+8°
VAP (um/s) 118£17° 137+9° 120+21° 131+8°
LIN (%) 78+6% 80+10° 85472 83482
ALH (nm) 2,08+0,47° 2,14+0,45° 1,64+0,48* 1,92+0,52°
BCF (Hz) 29+2° 29+2° 28+17 29+2°

A linearis diszkriminancia-analizis (LDA) alapjan a kozonséges aranyhal és a fekete

teleszkopszemii valtozat jelentdsen elkiiloniilnek a shubunkin és oranda valtozatoktdl a

spermamindségi ¢s mennyiségi paraméterek tekintetében. Az elkiiloniilést elsésorban a pMOT, az

ALH ¢és az SV/BW paraméterek hatdroztdk meg, amelyek magasabb értékei elsdsorban a

shubunkin €s az oranda valtozatokhoz kapcsolddtak (10. dbra).
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10. abra. A négy aranyhal valtozat (k6zO6nséges aranyhal, shubunkin, fekete teleszkopszemii, oranda)
elkiilonitése linearis diszkriminancia-analizissel (LDA) a spermamin6ségi paraméterek (SV, SV/BD,

pMOT, LIN, ALH) alapjan.

A szaporitas soran felhasznalt spermamintak CASA rendszerrel mért progressziv

motilitasaban statisztikailag igazolhato kiilonbség volt megfigyelhetd a valtozatok kozott. Az
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oranda esetén szignifikansan alacsonyabb progressziv motilitds értéket rogzitettem, mint a
kozonséges aranyhal és a fekete teleszkOpszemii valtozatokndl. A shubunkin ugyanazon
paramétere a tobbi valtozattal Osszevetve nem mutatott szignifikéns kiilonbséget. A valtozatok

spermamintainak kinetikai paraméterei kozott nem talaltam jelentds mértéki eltérést (10. tablazat).

10. tablazat. A négy valtozat, szaporitds soran haszndlt, CASA rendszerrel mért sperma motilitasi és
kinetikai paraméterei. Az adatok atlag+szoras értékeket jelolnek (kdzonséges aranyhal N = 7, shubunkin
N=09, fekete teleszkopszemli N = 7, oranda N = 7). Az eltér6 betiik a valtozatok kozotti szignifikans
kiilonbséget jelolik adott paraméter esetében (p < 0,05).

Kozonséges Shubunkin Fel,(ete . Oranda
aranyhal teleszkopszemii

pMOT (%) 92+3% 84411 91+2° 78+11°
VCL (um/s) 146+7° 138+17° 147+6° 128+20°
VAP (um/s) 139+6° 131£19° 140+5° 123+19°
LIN (%) 84+6* 84472 85+14* 88432
ALH (um) 1,84+0.36* 1,79+0.20* 1,88+0.41* 1,54+0.28°
BCF (Hz) 30+1° 28+17 29+1° 2717

5.1.2. Spermamindség meghatarozas eredményeinek megbeszélése

A tejesek altal termelt sperma mennyisége és a benne 1évé spermiumok szadma egyarant a
himek szaporodési képességének reprezentativ paraméterei (Stacey et al., 2001). Az elmult
évtizedekben az aranyhalak spermatermelését, els6sorban a kdzonséges valtozatét, tobb céllal is
kiterjedten tanulméanyoztak. A hormonalis kezelés hatdsanak vizsgalata soran Depincé et al. (2020)
16 oraval a kezelést kovetden 93,7+28,6 ul spermamennyiséget rogzitettek, amely a negyedik
napra jelentdés mértékben, 36,1+14,4 ul-re, csokkent. Taheri-Khas et al. (2024) a hormonalis
kezelést homérsékleti optimailizalassal kombinaltdk, azonban az eltérd hémérsékleten kezelt
allomanyaindl nem rdgzitettek jelentés mértékli kiilonbséget a spermamennyiségek kozott
(28 °C: 366,66+49,23 ul; 22 °C: 354,16+62,00 pul; 16 °C: 304,16+68,94 ul). Ezzel 6sszhangban
Zadmajid et al. (2013) sem szamoltak be évszakhoz kothetd valtozasrol. Tarkhani et al. (2012) a
vizsgélatomban mért spermamennyiségek (kozonséges aranyhal: 211+£95 pl; shubunkin:
183+77 ul; fekete teleszkopszemii: 255164 pl; oranda: 273485 ul) kozel kétszeresét, 0,48+0,11
ml (480110 pl) gyljtotték a kontrollcsoportbol, mig a 17 B-Osztradiollal kezelt csoport esetén
0,44+0,10 ml-t (440100 pl) mértek. Bozkurt (2006) kezelés nélkiili vizsgéalataban szintén
magasabb, 0,32+0,24 ml (320+240 pl) spermamennyiséget rogzitett. A szakirodalomban fellelhetd

adatok alapjan az aranyhal spermamennyisége 60—540 pl kozott lehet, ami 6sszhangban all az
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altalam mért értékekkel. Mindez arra utal, hogy a sperma térfogata fajon beliil is jelentOs
variabilitast mutathat. A kornyezeti feltételek, a hormonalis kezelés, valamint a takarméanyozas
jelentds mértékben befolyasoljak a himivartermék mennyiségének alakuldsat, ami magyarazza az
egyes vizsgalatok kozotti kiilonbségeket.

A kilonb6zé halfajok testtomeg-kilogrammonkénti spermamennyiségérdl korlatozott
informacio all rendelkezésre. A pontyfélék csalddjan beliil a fejes domolyko (19,6143,42 ml/ttkg)
(Cejko et al., 2011) és a ponty (6,40+3,38 ml/ttkg) (Cejko et al., 2014) esetén irtak le értékeket
ebben a mutatéban. Az irodalmi adatokkal 6sszevetve az aranyhal (k6zonséges aranyhal: 4,0+1,42
ml/ttkg; shubunkin: 5,13+1,74 ml/ttkg; fekete teleszkopszemii: 4,93+2,67 ml/ttkg; oranda:
6,12+1,38 pul/ttkg) a pontyhoz kozelitve, de attol is valamivel alacsonyabb testtomeg-
kilogramonkénti spermamennyiséggel rendelkezik. Ez alapjan elmondhato, hogy a Carassius
auratus fajon beliil a valtozatok kozott nincs jelentés mértékii eltérés, azonban csalddon beliil, a
genetikailag egymastol tavolabb all6 fajok kozott jelentds eltérések mutatkozhatnak.

A spermiumkoncentracid a sperma mindségének egyik meghatdroz6 mutatdja (Rurangwa et
al., 2004; Zadmajid et al., 2013), ugyanakkor dnmagéban nem biztosit magas motilitast vagy
termékenytilési aranyt (Geffen & Evans, 2000; Williot et al., 2000; Rurangwa et al., 2004). A
szakirodalmi adatok alapjan az aranyhalaknal jelentds egyedi és szezonalis variabilitas figyelhetd
meg. Zadmajid et al. (2013) évszakonkénti eltéréseket irtak le, ahol a spermiumkoncentracio a téli
(65,09+80,40 x 10° spz/ml) és nyari (57,30+10,41 x 10° spz/ml) idészakban szignifikansan
magasabb volt a tavasszal (48,00+7,08 x 10° spz/ml) és Ssszel (40,42+16,54 x 10° spz/ml) mért
értékekhez képest. A takarmanyozas szerepét tobb vizsgalat is kiemelte, Tizkar et al. (2015) az
asztaxantin- ¢és P-karotin-kiegészités hatasara a kontrollcsoporthoz képest magasabb
sejtkoncentraciot  figyeltek meg (asztaxantin: 13,8+20,4 x 10° spz/ml; PB-karotin:
16,3+0,4 x 10° spz/ml; kontroll: 11,4+0,3 % 10° spz/ml). Hasonlé nagysagrendii értékeket kozolt
Bozkurt (2006) is (13,00+£2,03 x 10° spz/ml). A hormonkezelések ugyanakkor ellentétes hatast
valthatnak ki, Tarkhani et al. (2012) szerint a 17B-0sztradiol csokkentette a spermamindségi
paramétereket, amely a kontrollcsoport (6,12+0,07 x 10° spz/ml) és a kezelt csoport
(5,78+0,08 x 10? spz/ml) kiilonbségében mutatkozott. Bernath et al. (2017) eredményeihez (fekete
teleszkopszemii, oranda, calico) hasonldan a jelen vizsgalatban sem mutatkozott szignifikans
kiilonbség a spermiumkoncentracié vonatkozésdban az egyes valtozatok kozott. Az aranyhal
spermium koncentracigjat illetden a szakirodalmi adatok viszonylag tag intervallumban talalhatok
meg, az altalam rogzitett értékek (8. tablazat) mind a négy valtozat esetén beleesnek ebbe a széles
tartomanyba. A kozolt ¢és az altalam rogzitett adatok alapjan a sperma mennyisége ¢€s
koncentracioja nem csak fajonként, de fajon beliil is nagy mértékii variabilitast mutathat (Kowalski

& Cejko, 2019). Ennek oka, hogy a genetikai meghatarozottsag mellett az évszakos valtozasok, a
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kornyezeti és tartastechnologiai feltételek, valamint a takarmdnyozas is jelentés mértékben
befolyasolhatjak a spermiumok koncentraciojat és térfogatat (Zadmajid 2013; Kowalski & Cejko,
2019). A magas sejtstirliség ugyanakkor feltehetden kompenzalja az alacsonyabb sperma
mennyiséget (Alavi et al., 2007).

A spermiumok mindségének szamszeriisitésére tobb mddszer is rendelkezésre all, de mind
kozil a motilitas a leggyakrabban alkalmazott eljaras, mivel szdmos faj esetében Gsszefliggést
mutat a termékenyités sikerességével. Ebbdl kifolyolag a halak spermdjanak motilitdsdt ma mar
az egyik legmegbizhatobb biomarkernek tartjadk a sperma mindségének meghatarozasara
(Rurangwa et al., 2004; Gallego & Asturiano, 2018). Az aranyhal valtozatok spermamintainak
CASA-val torténd értékelését tobb vizsgalat soran is elvégeztem (9., 10. tablazat). Az els6
kisérletemben a fekete teleszkopszemii tejesek spermamintai mutattak csokkent pMOT-értékeket.
A tobbi vizsgalt paraméterben nem jelentkezett kiilonbség. A szaporitas soran az oranda értéke volt
szignifikansan alacsonyabb a tobbi valtozathoz képest. Kutluyer et al. (2015) vizsgélatdban az
Ovopel-kezelést kovetéen 90+5,0% spermamotilitast mértek, mig Tizkar et al. (2015) karotinoid
takarmanykiegészitéssel jelentds javulast értek el (kontroll: 89,0+0,7%, asztaxantin: 92,140,6%,
B-karotin: 91,9+1,0%). Bernath et al. (2017) harom aranyhal valtozatban vizsgéltdk a rovid- és
hosszu tava spermatarolast, a kontrollcsoportban a vizsgéalatomhoz hasonlé tendenciat figyeltek
meg, bar alacsonyabb progressziv motilitasi értékekkel (fekete teleszkopszemii: 54+37%; oranda:
79+15%; calico: 78+21%).

A VCL-értékek vonatkozasédban vizsgalatom eredményei hasonloak Bernath et al. (2017)
adataihoz (fekete teleszkopszemii 108+£27 um/s; oranda 128+121 um/s; calico 116£24 pm/s),
Seyedi et al. (2021) toxikoldgiai vizsgalatdban ugyanakkor a kontrollcsoport VCL-értékei
(44,24+3,01 pm/s) is jelentésen alacsonyabbak voltak, a szelén-nanorészecske-kezelés pedig
tovabb csokkentette a spermamindségi paramétereket. Az altaluk vizsgalt VAP (31,92+2,83 um/s),
LIN (44,6+0,79%) ¢és BCF (7,15+1,17 Hz) értékek még a jelen vizsgalat alacsonyabb eredményeit
is jelentsen alulmultak.

Az eredményeim és a korabbi tanulmanyok kozotti eltérések Gsszességében azt mutatjak,
hogy a sperma mindségi €s mennyiségi paramétereit szamos tényezd befolyasolja, tobbek kozott
az allomany eredete, a takarmanyozas, a kornyezeti feltételek, valamint az anyaallomany ¢&s
sperma kezelése. Ez hangsulyozza a kornyezet és az allomany-specifikus sajatossagok
figyelembevételének jelentdségét az aranyhal valtozatok tenyésztése és kutatasi célu alkalmazésa

soran.
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5.1.3. Ikramindség meghatarozas és szaporitasi vizsgalat eredményei
Ikramindség meghatarozas

Az ikras egyedek alap szaporodasbioldgiai paramétereiben jelentds eltéréseket rogzitettem
a valtozatok kozott. Az oranda esetén szignifikdnsan magasabb PGSI értékek voltak
megfigyelheték, mint a kozonséges aranyhal és a shubunkin véaltozatokban. Emellett a fekete
teleszkopszemii aranyhalnal szignifikdnsan magasabb PGSI értéket hataroztam meg, mint a
kozonséges aranyhalnal. A grammonkénti ikraszam szignifikdnsan alacsonyabb volt a fekete
teleszkdpszemi valtozatban, mint a kozonséges aranyhal esetén, mig a shubunkin és az oranda

valtozat egyik vizsgalt csoporttol sem tért el szignifikansan (11. tdblazat).

11. tablazat. A négy valtozat ikras egyedeinek alap szaporodasbiologiai paraméterei. Az adatok
atlagtszoras értékeket jelolnek (kozonséges aranyhal N = 8, shubunkin N = 9, fekete teleszkopszemii N =
7, oranda N = 8). Az eltér6 betiik a valtozatok kozotti szignifikans kiilonbséget jelolik adott paraméter
esetében (p < 0,05).

Kozonscges Shubunkin Fel’(ete . Oranda
aranyhal teleszkopszemii
PGSI (%) 9+52 1042 16+£3% 18+4¢
Ikraszemek szama/g 1733+606% 1633+387® 1091+69° 1431+435%®

Szaporitasi vizsgalat

A szaporitasi kisérlet sordn mind a termékenyiilési, mind a kelési aranyban eltéréseket
talaltam a valtozatok kozott. Az oranda esetében szignifikdnsan magasabb termékenyiilési aranyt
hatdroztam meg a kozdnséges aranyhal, a shubunkin és a fekete teleszkoszemii valtozatokhoz
képest. A fekete teleszkopszemiinél szignifikansan alacsonyabb kelési aranyt rogzitettem, mint a

masik hadrom véltozatnal (12. tablazat).

12. tablazat. A termékenyiilési (kozonséges aranyhal N = 182, shubunkin N = 203, fekete teleszkopszemii
N = 176, oranda N = 167), és kelési (kdzonséges aranyhal N = 180, shubunkin N = 190, fekete
teleszkopszemii N = 130, oranda N = 152) arany a négy aranyhal valtozatban. Az eltér6 betlik a valtozatok
kozotti szignifikans kiilonbséget jeldlik adott paraméter esetében (p < 0,05).

Kozonscges Shubunkin Fel,(ete . Oranda
aranyhal teleszkopszemii
Termékenyiilési arany (%) 712 79° 79° 93°
Kelési arany (%) 63% 69° 44° 712
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5.1.4. Ikramindség meghatarozas ¢és szaporitasi vizsgalat eredményeinek

megbeszélése
Ikramindség meghatarozas

Az ikrasok esetében a pszeudo-gonado-szomatikus index Osszefiiggést mutatott a
testalakkal, a nyujtottabb testli aranyhalaktol (k6zonséges aranyhal, shubunkin) a gdmbdlyded
alaku (fekete teleszkopszemii, oranda) valtozatok fel¢é novekvd tendencia volt megfigyelhetd.
Urbanyi et al. (2006) a pontyfélék csaladjanak képviseldinek vizsgéalata soran hasonldo PGSI
indexeket [bodorka (Rutilus rutilus L.): 18% (0,18); dévérkeszeg (4Abramis brama L.): 20% (0,2);
karikakeszeg (Blicca bjoerkna L.): 15% (0,15); marna (Barbus barbus L.): 9% (0,09)] rogzitettek
a vizsgalatomban mért értékekkel (k6zonséges aranyhal: 9+5%; shubunkin: 10+4%; fekete
teleszkopszemii: 16+3%; oranda: 18+4%). Nowosad et al. (2014) ugyanezen csaladon beliil a
nyuldomolykdé (Leuciscus leuciscus L.) esetében szintén hasonlo PGSI értékeket
(9,5 °C: 17,642,8%, 12 °C: 16,7+3,8% ¢s 14,5 °C: 18,0+4,3%) mértek kiilonbozo felkészitési
hoémérsékleteken laboratoriumi koriilmények kozott.

Ismereteim szerint a munkdm volt az elsé vizsgdlat az aranyhal és annak valtozatai
grammonkénti ikraszamanak meghatarozasara, de altalanossagban is elmondhat6, hogy nem sok
szakirodalmi adat all rendelkezésre erre vonatkozolag. A szidmi vordsuszoji marna (Leptobarbus
hoevenii) esetén 590430 ikraszem/g-ot rogzitettek (Sutisna et al., 2023) Walser & Phelps (1993)
vizsgéalatukban 1142 grammonkénti ikraszemet dallapitottak meg csatornaharcsanal.
Eredményeimhez (17334606, shubunkin 1633+387, fekete teleszkopszemii 1091+69, oranda
1431+435) valamivel kozelebbi értéket rogzitettek az aranyhal kozeli rokona, a ponty esetén
929+146 ikraszem/grammal (Bishai et al., 1974). A grammonkénti ikraszemek szama fajonként
eltér6 az ikra méretébdl és a szaporodasi stratégiabol kifolyolag. Az értéket befolyasolhatja
tovabba az ikraszemek atmérdje és a tenyészegyedek ikramindsége is, mely a genetikai
meghatdrozottsag mellett nagymértékben fligg a takarmdnyozéstol (Brooks et al., 1997;
Koenigbauer & Ho0k, 2023). Az altalam megfigyelt valtozatok kozotti eltérések arra utalnak, hogy
a mesterséges szelekcio eredményeként kialakitott eltérd testalakulasok és az azokhoz kapcsolodod
¢lettani sajatossagok hatassal lehetnek az oocitdk méretére €és az ikrasok reprodukcios
kapacitasara. Ez az adat tenyésztéstechnologiai szempontbol is igen jelentds, lehetdvé teszi a

pontos sperma/ikra arany meghatarozasat.
Szaporitasi vizsgalat

A vizsgalatom eredményei alapjan megfigyelhetd kiilonbség a négy aranyhal valtozat
termékenyiilési ¢és kelési aranyaiban, melyek részben &sszhangban dllnak a korabbi
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szakirodalomban kozolt értékekkel, ugyanakkor 0j informaciokkal is szolgdlnak a valtozatok
kozotti reprodukcios képességek eltéréseirdl. A termékenyiilési és kelési aranyokat egyiitt
értékelve, az oranda rendelkezett a legstabilabb szaporodasi képességgel a vizsgalat koriillményei
kozott. A szakirodalomban k6zolt eredmények széles tartomanyt fednek le, ami jol mutatja a fajon
beliili bioldgiai és genetikai variabilitast, valamint a tenyésztéstechnologiai 1épések hatésat.
Tarkhani et al. (2012) vizsgalatukban 95% feletti termékenytilési aranyokat rogzitettek, a 17p-
Osztradiollal kezelt csoportok esetén szignifikdnsan magasabb értékeket, mint a kontroll
csoportnal. Ezek az aranyok a vizsgéalatomban szerepld oranda valtozat értékeit kozelitik. Ezzel
szemben az altaluk ko6zolt kelési ardnyokkal (kontroll: ~87%) Osszehasonlitva mind a négy
valtozat (k6zonséges aranyhal: 63%; shubunkin: 69%; fekete teleszkopszemii: 44%; oranda: 71%)
jelentésen alacsonyabb eredményeket ért el. A Tizkar et al. (2015) altal bemutatott tanulményban
(karotinoidokkal dusitott takarméany vizsgélata) a termékenyiilési (90,0+0,8%) és az inkubdacio
vizsgalt valtozat alulmulta. Al-Khalaifah et al. (2020) a legyezdfarki aranyhalon végzett
vizsgélatukban (0; 5; 10 g kakadbabliszt kg/takarméany) a kontrollcsoport kelési aranya
(72,83+5,03%) szintén az oranda valtozat értékeihez volt hasonld. Dwiardani et al. (2020) két
valtozat, az oranda (94%) és a rizsszemes aranyhal (93,66%) esetében, az altalam orandanal kapott
eredményekkel dsszhangban 1év6 termékenyiilési aranyt rogzitettek, ugyanakkor a kelési arany
(oranda 91,83%; rizsszemes aranyhal 92,48%) jelentésen magasabb volt, mint vizsgalatomban. A
fekete teleszkopszemil véltozat alacsony kelési aranya (44%) tobb irodalmi megfigyeléssel is
Osszhangban van. Li et al. (2019) kimutattak, hogy a szimplafarku és ikerfarka valtozatok
embriogenezise eltérd mintazatokat mutat, ami befolyasolhatja a talélési aranyt. Bar ez a
magyarazat részben aladtdmasztja a teleszkopszemii valtozat eredményeit, az oranda (szintén
ikerfark(l) magasabb kelési ardnya (71%) arra utal, hogy a farokforma dnmagaban nem elegendd
prediktor.

Ota (2021b) szerint egyes valtozatok embridi sulyos elvaltozasokkal és magas mortalitassal
rendelkezhetnek, de a szimplafark k6zonséges aranyhal és a reprezentativ ikerfarku torzsek, az

oranda ¢és a ryukin magas tulélési aranyt mutatnak az embrionalis fejlodés soran.
5.1.5. Larvafejlodési vizsgalat eredményei

A larvavizsgalat soran a négy valtozat egyedeinek fejlddése a vizsgalt stadiumokban
viszonylag homogénnek bizonyult.

A frissen kelt (0 dph) larvék teljes testhossz mérése soran szignifikansan alacsonyabb értéket
rogzitettem a kozonséges aranyhalnal (3,9+0,2 mm), a shubunkin (4,7+0,2 mm) valtozathoz

képest. A fekete teleszkopszemii (4,2+0,3 mm) és oranda (4,5+1,0 mm) valtozatoknal azonban
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nem mértem jelentOs eltérést a tobbi valtozathoz képest (11. dbra). Ugyanazon fejlédési stadium
testtomeg mérésénél nem taldltam kiilonbséget a valtozatok kozott (kozonséges aranyhal
0,35+0,06 mg; shubunkin 0,47+0,1 mg; fekete teleszkopszemii 0,49+0,07 mg; oranda 0,5+0,6 mg)
(12. abra).

A kelést koveté harmadik napon (3 dph) a shubunkin (5,3+0,3 mm) teljes testhossza
szignifikansan alacsonyabb volt az orandéénal (5,6+0,3 mm), mig a kdzonséges (5,4+0,4 mm) és
fekete teleszkopszemil aranyhalnal (5,5+0,4 mm) nem volt jelentds eltérés a tobbi valtozathoz
képest (11. abra). A larvak testtomege (k6zonséges aranyhal 1,1+0,2 mg; shubunkin 1,1+0,2 mg;
fekete teleszkopszemii 1,4+0,3 mg; oranda 1,4+0,3 mg) kozott nem mutatkozott jelentOs
kiilonbség (12. abra).

A 10. napon (10 dph) hasonl6 teljes testhossz értéket rogzitettem a kdzonséges aranyhal
(8,0£0,8 mm) a shubunkin (7,9+0,7 mm), a fekete teleszkopszemii (8,2+0,8 mm) és az oranda
8,2+0,9 mm) esetén is (11. abra) A nyujtott testalakii kozonséges aranyhal (4,3+1,35 mg) ¢és
shubunkin (3,9+1,2 mg) valtozatok testtomege azonban szignifikdnsan alacsonyabb volt ebben a
szakaszban, mint a gdombolyl testalaku fekete teleszkdpszemii (5,4+1,4 mg) és oranda aranyhalaké

(5,1£1,6 mg) (12. abra).

10~ .
a , @ I

g 84 Bl Kozonséges aranyhal
% ab . ab b Bl Shubunkin
é 6 b ob ab n E Fekete teleszkopszemii
7 a T 3 Oranda
2 44
2
©
= 2

0_

0 3 10

Fejlodési stadiumok (dph)
11. abra. Az egyedek teljes testhossza 0, 3 és 10 dph fejlédési szakaszokban. Az adatok atlag+szoras

értékeket jelolnek (N = 40/valtozat/stadium). Az eltérd betiik a valtozatok kozotti szignifikans
kiilonbséget jelolik adott fejlodési stadiumon beliil (p < 0,05).
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12. abra. Az egyedek atlagos testtomege 0, 3 és 10 dph fejlodési szakaszokban. Az adatok atlagtszoras
értékeket jelolnek (N = 40/valtozat/stadium). Az eltérd betiik a valtozatok kozotti szignifikans
kiilonbséget jelolik adott fejlodési stadiumon beliil (p < 0,05).

A larvak morfologiai elemzése sordn tobb esetben egyedenként egynél tobb rendellenességet
figyeltem meg. Kelés utan a shubunkin (70%) és a fekete teleszképszemii aranyhalnal (75%)
szignifikansan nagyobb aranyban régzitettem morfologiai rendellenességet, mint a kozonséges
aranyhal (35%) és oranda (40%) valtozatoknal. A kelést kovetd harmadik napon nem volt
kimutathat6 szignifikéns kiilonbség a vizsgalt valtozatoknal el6forduld deformitasok aranyaban
(kozonséges aranyhal 40%; shubunkin 25%; fekete teleszkopszemii 45%; oranda 25%). A 10.
napon a rendellenességek eléfordulasa szignifikansan alacsonyabb aranyban volt megfigyelhetd a
kozonséges aranyhalban (5%), mint a tobbi valtozatban (shubunkin 25%, fekete teleszkdpszemii
60%, oranda 35%). A fekete teleszkopszemii aranyhalnal ugyanakkor jelentésen magasabb
aranyban rogzitettem deform larvat, mint a kozonséges aranyhal és shubunkin valtozatoknal (13.

abra).
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13. abra. A rogzitett deformitasok eléfordulasanak aranya a négy valtozatban 0, 3 és 10 dph fejlodési
szakaszokban (N = 20/valtozat/stadium). Az eltér6 betiik a valtozatok kozotti szignifikans kiillonbséget
jelolik adott fejlodési stadiumon beliil (p < 0,05).

Az LDA alapjan a kozonséges aranyhal a larvadeformitasok mintazata alapjan egyértelmiien
elkiilontilt a tobbi valtozattol, és esetében Gsszességében alacsonyabb deformitisi ardny volt
megfigyelhetd. A shubunkin valtozat -elkiiloniilését elsésorban az allkapocsdeformitasok
magasabb el6fordulasa magyardzta, mig a fekete teleszképszemii aranyhal esetében az
uszonydeformitasok és az 6sszes deformitds nagyobb aranya volt meghatdrozo. Az oranda valtozat

kevésbé markans elkiiloniilést mutatott (14. dbra).
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14. abra. A négy aranyhalvaltozat lineéris diszkriminancia-analizis (LDA) alapt elkiiloniilése a

leggyakoribb deformitastipusok (allkapocs-, notochord- és uszodeformitasok), valamint a teljes
deformitasi arany alapjan.
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A 10 napos larvanevelés végén a megmaradasi arany szignifikdnsan magasabb volt a
kozonséges aranyhal esetén, mint a shubunkin és oranda véltozatoknal. A fekete teleszkopszemii

nem mutatott szignifikans eltérést a tobbi valtozathoz képest (13. tablazat).

13. tablazat. A megmaradasi arany a négy aranyhal valtozatban (N = 1000/valtozat). Az eltéré betik a
valtozatok kozotti szignifikans kiilonbséget jelolik adott paraméter esetében (p < 0,05).

Kozonséges Shubunkin Fel’(ete . Oranda
aranyhal teleszkopszemii
Megmaradasi arany (%) 95° 91° 93ab 92°

5.1.6. Larvafejlodési vizsgalat eredményeinek megbeszélése

Li et al. (2019) atfog6 fejlodésbiologiai tanulmanya, a zigotatdl a kifejlett stadiumig, azt
mutatja, hogy mar a korai szegmentacios stadiumtol kezdve kimutathatok eltérések az ikerfark
diszvaltozatok (ryukin, oranda) €s a szimplafarki k6zonséges aranyhal valtozatok fejlodésében.

Ezzel a megfigyeléssel 6sszhangban a 10 napos larvanevelési vizsgalatban 0 és 3 dph-nal
nem volt egyontetli a valtozatok testhossznovekedése, azonban a 10. napon mar nem mutatkozott
jelentds testhosszkiilonbség a valtozatok kozott. A fekete teleszkdpszemii (0 dph: 4,2+0,3 mm, 3
dph: 5,5£0,4 mm) ¢és az oranda (0 dph: 4,5+1,0 mm, 3 dph: 5,6+£0,3 mm) fejlodési értékei
megegyeztek az ikerfarkt valtozatokrdl, Li et al. (2019) altal k6zolt adatokkal [3 dpf-nél (0 dph)
4,2 mm; 6-7 dpf-nél (3-4 dph) 6 mm].

Az elnyujtott testalaku, szimplafarkQi kozonséges aranyhal ¢és shubunkin valtozatok
testtomeg-ndvekedése a 10. napra jelentdsen elmaradt a gombolyded testalakt, ikerfarku
valtozatokétol, mig a fekete teleszkopszemi (5,4+1,4 mg) és az oranda (5,1+1,6 mg) egyedek 10
dph-nal nagyobb testtomeget értek el, addig a kozonséges aranyhal (4,3+1,35 mg) €s a shubunkin
(3,9+£1,2 mg) szignifikansan kisebb értékeket mutattak. A haromnapos larvak toémege ugyanakkor
Osszhangban volt az Abi-Ayad & Kestemont (1994) altal kozolt adatokkal, ami a kezdeti fejlodési
szakaszok hasonldsagara utal. A hosszukas testforma feltehetden hozzajarulhat a kelés utani elsé
tiz nap lassabb novekedési liteméhez.

Kisérletemben tobb morfoldgiai elvaltozast is rogzitettem, dsszhangban Li et al. (2019)
vizsgélataval, ahol az ikerfarki véltozatokndl mar a korai fejlddési szakaszban
uszodeformitasokat, valamint rendellenes csontvaz alakulast rogzitettek. Yan et al. (2022) két
ikerfarka valtozat, a pirossapkas oranda ¢s a ranchu larvainak morfoldgiai vizsgalata soran a
ranchu valtozat esetén figyelt meg jelentds, a csontvazat és az uszokat érintd deformitasokat. Ota
(2021d) szintén szamos fejlédési rendellenességet rogzitett, abnormalis uszoholyag-, hasi-, feji-,

uszo6- és gerincalakuldst a normalis testformatdl eltérd valtozatoknal (oranda, ranchu). A négy
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vizsgalt valtozat koziil a legmagasabb rendellenességi aranyt a fekete teleszkopszemii aranyhalnal
allapitottam meg, ami Osszhangban all azzal, hogy kifejlett korban ez a valtozat rendelkezik a
legtobb sajatos fenotipusos bélyeggel.

A megmaradasi aranyok (kdzonséges aranyhal 95%; shubunkin 91%:; fekete teleszkopszemii
93%; oranda 92%) valamivel alacsonyabbak voltak, mint az Abi-Ayad & Kestemont (1994) altal
24 °C-on leirt 97,5%, valamint Kestemont (1995) 20 °C-on mért 97,8-99,7% kozotti értékei.
Ugyanakkor meghaladtak Mellisa et al. (2018) comet aranyhal esetében, 25-27 °C-on rogzitett
85,00+5,77%-0s megmaradasi aranyt. Kaiser et al. (2003) 24 °C-on 96,4%-0s eredménye szintén
a magasabb értékek kozé tartozott az Artemia-val etetett larvak esetében, mig Mamun et al. (2025)
oranda vélotzatnal minddssze 69%-0s megmaradasi aranyt mértek a kelést kovetd egy héttel (26
°C). A rendelkezésre 4ll6 megmaradasi aranyok a kozonséges aranyhaltol eltérd valtozatok esetén
alacsonyabbnak bizonyultak az altalam mért adatoknal. Ebben szerepet jatszhat a valtozatok
genetikai hatterébdl fakado érzékenység, valamint az eltérd kornyezeti feltételek, mivel ezen
vizsgalatokban jelentésen magasabb hdmérsékleten zajlottak a larvanevelések. A kisérletem soran
kapott eredmények, kiilondsen a kdzonséges aranyhaltdl eltérd valtozatok esetén, kedvezdnek
mondhatok a fellelhetd vizsgalatok eredményeinek vonatkozasaban.

A szakirodalmi adatokkal 0sszevetve megallapithato, hogy a kiilonb6z6 aranyhalvaltozatok
fejlodési litemében és a fejlodés stabilitdsdban jelentds eltérések mutatkoznak, amelyek
feltehetéen a hosszi tavli mesterséges szelekcid soran kialakult fenotipusos és genetikai

kiilonbségekkel hozhatok Gsszefiiggésbe.
5.2. A sperma mikrobidta vizsgalatanak eredményei és azok megbeszélése

5.2.1. Rovid tava tarolas eredményei

A telepszam vonatkozasaban az AER téptalajon a friss mintakban a telepszam 2,2 x 10° és
1,1 x 10° CFU/ml, mig 96 ora elteltével 6,7 x 107 és 2,8 x 108 CFU/ml kozétt alakult. Habar nem
volt szignifikans kiilonbség sem a valtozatok kozott adott vizsgalati idOpontban, sem az adott
valtozat mintai kozott 0 és 96 oranal, egyértelmii novekedés volt megfigyelhetd a telepszamokban

a tarolas végére (15—16. abra).
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15. abra. A négy aranyhal valtozat esetén rogzitett telepszamok (CFU/ml) 0 és 96 6ranal, Aeromonas
(AER) ¢és TSA taptalajokon. Az adatok atlag+szoras értékeket jeldlnek, az értékek logaritmikus skéalan
keriiltek abrazolasra (N = 3/valtozat). Az eltér6 betiik szignifikans kiilonbséget jelolnek az egyes
valtozatokon beliil az id6pontok kozott a két vizsgalt taptalajon (p < 0,05).

A TSA taptalajon a friss mintak 1,7 x 10* és 3,4 x 10° CFU/ml kozotti értékeket mutattak,
mig 96 6ra elteltével valamivel egydntetiibb, 1,1 x 10® — 2 x 10® milliliterenkénti telepszamot
rogzitettem a valtozatok mintaiban. A 96 Oras tarolds végére egyértelmii novekedés volt
megfigyelhet6 a kezdeti (0 h) allapothoz képest, azonban nem mutatkozott szignifikans kiilonbség

sem a valtozatok, sem az idépontok kozott (15—16. abra).
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16. abra. A négy aranyhal valtozat esetén rogzitett telepszamok (CFU/ml) 0 és 96 6ranal, Aeromonas
(AER) ¢és TSA taptalajokon. Az adatok atlag+szoras értékeket jeldlnek, az értékek logaritmikus skéalan
keriiltek abrazolasra (N = 3/valtozat). Az eltérd betiik szignifikans kiilonbséget jeldlnek a valtozatok
kozott azonos idépontban és taptalajon (p < 0,05).
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A friss (0 h) mintak esetén a kozonséges aranyhal 15, az oranda valtozatokban 13 baktérium
faj, mig a shubunkin és a fekete teleszkopszemil aranyhalak mintdibol, valamivel alacsonyabb
szamu, 10-10 faj keriilt azonositdsra. Aeromonas veronii, valamint a Microbacterium,
Chryseobacterium ¢€s Stenotrophomonas nemzetségek tobb képviseldje minden valtozatban
megtalalhato volt. A Brevundimonas (1) €s Sphingomonas (1) nemzetség tagjait csak a kozonséges
aranyhal egy-egy egyedénél, az Acinetobacter (1), Micrococcus (1), és Rhodococcus (1) fajait a
shubunkin szintén egy-egy egyedénél, mig Glutamicibactert (1) két egyedénél izolaltam. Serratia
(1) fajt a fekete teleszkopszemui, Exiguobacterium (1) és Comamonas (1) fajokat pedig az oranda

egy-egy egyedébdl azonositottam (17. abra).
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17. abra. A baktérium nemzetségek megoszlasa a kiilonbdz6 aranyhal valtozatok spermamintaiban a
rovid tava tarolas soran 0 oranal (N = 3/valtozat). A piros pont szterptomicin rezisztens, mig a zold pont a
gentamicin rezisztens fajok nemzetségeit jelolik.

A tarolas végén (96 h) a valtozatok mindegyikében a Pseudomonas (6), Aeromonas (6) és a
Stenotrophomonas (2) nemzetség tagjai voltak tobbségében megtalalhatéak. Shewanella (1) fajt
csak a kozonséges aranyhal, Morganella (1) fajt a shubunkin valtozat mintdibdl azonositottam.
Serratia (1) faj kizardlag a fekete teleszkopszemii valtozat esetén volt azonosithatd (18. abra). A
friss mintakbol, valamint a tarolast kovetden a Rhodococcus, Chryseobacterium, Pseudomonas,
Morganella nemzetségbe tartozd fajok fenotipusos rezisztenciat mutattak a sztreptomicinnel
szemben (piros pont), mig a Comamonas nemzetség képviseldjénél gentamicin rezisztenciat (zold
pont) rogzitettem. A vizsgalat sordn tobb nemzetségnél (Sphingobacterium, Delftia,
Stenotrophomonas) figyeltem meg a két alkalmazott antibiotikummal szembeni rezisztenciat (17—

18. abra).
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18. abra. A baktérium nemzetségek megoszlasa a kiilonb6z6 aranyhal valtozatok spermamintaiban a
rovid tavl tarolas soran 96 oranal (N = 3/valtozat). A piros pont a sztreptomicin, mig a zld pont a
gentamicin rezisztens fajok nemzetségeit jeldli.

A gombatelepek vizsgéalata sordn a rovid tavu tarolas kezdeti idépontjaban (0 h) a
Penicillium nemzetség legalabb egy tagjat minden aranyhal valtozatbdl izolaltam. Ezen feliil a
fekete teleszkopszemii és az oranda esetén Cladosporium halotoleranst, a kozonséges aranyhal és
a shubunkin mintdibol Aspergillus versicolort azonositottam. A tarolas végén, 96 ora elteltével, a
vizsgalt valtozatok mintdiban kizarolag Penicillium fajokat azonositottam. A Penicillium
chrysogenum minden valtozatnal izolalhat6 volt, mig a fekete teleszkOpszemii, valamint az oranda

valtozatok mintaibol tovabbi két fajt is identifikaltam.
5.2.2. Rovidtava tarolas eredményeinek megbeszélése

A sperma rovid tavu hiitve torténd tarolasa halak esetén egyszert, koltséghatékony modszer,
amely lehetdové teszi a mesterséges termékenyitést, a szallitast ¢és a keltetOhazi
munkafolyamatokat. A moddszerrel fajtol és a tarolasi koriilménytdl fliggden tobb napig
megorizhetd a sperma termékenyitd képessége. Fajspecifikus higitok alkalmazasa €s az optimalis
hémérseéklet (altaldban 0—4 °C) hasznalata segit megdrizni a sperma funkciojat és megakadalyozni
a korai aktivalodast (Contreras et al., 2019). A tarolas soran a hideg, valamint a mintdkban lezajlo
biologiai folyamatok hatdsdra megvaltozhat a sperma mikrobiom Osszetétele, melynek akar
negativ kovetkezményei lehetnek annak termékenyitd képességeire (Saad et al., 1988; Jenkins &
Tiersch, 1997). Halak esetén a sperma tarolds soran bekdvetkezd mikrobiomvaltozasokrél igen
kevés adat all rendelkezésre, ennek ellenére a szakirodalom alapjan az antibiotikum alkalmazésa
altalanosan javasolt (DeGraaf & Berlinsky, 2004). E gyakorlat alkalmazéasa ugyanakkor szamos
human- és allategészségiigyi kockédzatot hordoz magaban, emellett a termékenyiilési arany

csokkenéséhez is vezethet (Oplinger & Wagner, 2015).
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A vizsgalatomban nem szelektiv taptalajon mért kezdeti telepszamok (1,7 x 10 és 3,4 x 10%)
dsszhangban 4llnak a Viveiros (2010) altal piracanjubdban meghatarozott értékekkel (1,4 x 10%).
A tarolas sordn a telepszdm mindkét vizsgalatban ndvekedést mutatott, a Viveiros altal a 2. és 4.
napon mért értékek (1,3 x 109, illetve 4,3 x 10® CFU/ml) hasonl6 nagysagrendiiek voltak az altalam
96 ora elteltével meghatarozott telepszamokhoz (1,1 x 108-2 x 108 CFU/ml).

A négy aranyhal vdltozat spermamintaibol valtozatos baktériumkozosséget izolaltam,
melynek csokkend tendencidja egyértelmli volt az 1d6 eldrehaladtaval. Az azonositott
baktériumnemzetségek egyarant tartalmaztak fakultativ- €és opportunista patogén, valamint
hasznos tagokat. Az Aeromonas veronii az édesvizi halak egyik jelentds korokozdja, mely szamos
virulenciagént hordoz ¢és rendkiviil jol alkalmazkodik, ezért komoly veszélyt jelent az
akvakultarara, valamint élelmiszerbiztonsagi és kozegészségligyi kockazatot is hordoz (Li et al.,
2020). A Pseudomonas nemzetség tagjai igen nagy szamban lelhetdek fel haltermeld
gazdasagokban, akvakultura rendszerekben, de altalanossagban vizes kornyezetben (Duman et al.,
2021). Szamos képviseldjiik, mint a P. aeruginosa, a halak normal mikrobiotajanak része, azonban
stresszhatasok, példaul alultaplaltsag vagy talzsufoltsdg esetén a baktérium sulyos
megbetegedéseket okozhat (Algammal et al., 2020). Az altalunk izolalt egyetlen igazoltan
probiotikus hatast faj a Micrococcus luteus baktérium, mely nilusi tildpia esetén
takarmanykiegészitoként alkalmazva javitotta a megmaradast, novekedést, és a halak egészségét
(EI-Rhman et al., 2009).

A tarolasi vizsgalat végén tobbségében az Aeromonas (A. media, A. rivipollensis, A.
salmonicida subsp. salmonicida, A. sobria, A. veronii, A. sp.), a Pseudomonas (P. allii, P. sp., P.
Jjaponica, P. palmensis, P. putida, P. solani), és a Stenotrophomonas (S. rhizophila, S. geniculata)
képviseldi voltak jelen, melyek tobbsége bizonyitottan pszichrofil (hidegkedveld) ¢és
pszichrotolerans (hidegttird) faj (Pinski et al., 2020; Chauhan et al., 2023; Vincent & Charette,
2022) emellett fakultativ vagy opportunista patogén fajok (Shameena et al., 2020; Lim & Hong,
2020). Tobb faj esetében is eléfordult, hogy mig friss mintakbdl nem, a tarolas végén izolalhatok
voltak. A beszennyezddés kizaradsa mellett feltételezhetd, hogy a friss mintdkban annyira kis
csiraszammal voltak jelen a késdbb azonositott fajok, hogy nem voltak kimutathatoak.

Az éltalam izolalt gomba nemzetségek (Penicillium, Cladosporium, Aspergillus)
mindegyike fellelhet6 vizi kdrnyezetben vagy vizi szervezetekben (Heydari et al., 2019). Az egyes
nemzetségekbe tartozd fajok jelentds Okologiai ¢és mikrobiologiai tulajdonsagokkal
rendelkezhetnek. A Cladosporium sphaerospermum kiemelkedd alkalmazkodoképességet mutat
(Farouk et al., 2025), a Penicillium citrinum bioaktiv anyagok termelésére képes (Terada-
Nascimento et al., 2023), a Penicillium brevicompactum antimikrobialis aktivitassal rendelkezik

(Nicoletti & Trincone, 2016), mig az Aspergillus versicolor és a Penicillium chrysogenum

73



¢lelmiszer- és takarmanybiztonsagi kockazatot jelenthetnek (Oliveira & Vasconcelos, 2020; Deng

et al., 2021).
5.2.3. Hosszutavu tarolas eredményei

A hosszu tavu tarolast kovetden a spermiumok mozgasi €és kinetikai paraméterei enyhén
csokkentek a friss mintakhoz képest, azonban sem a friss és felolvasztott mintak kozott az egyes
valtozatokon beliil, sem az azonos idépontban §sszehasonlitott valtozatok kdzott nem mutatkozott

szignifikans kiilonbség (14. tablazat).

14. tablazat. A négy valtozat CASA rendszerrel mért sperma motilitasi és kinetikai értékei mélyhitést
megel6zden és 5 honappal azt kovetden. Az adatok atlag+szoras értékeket jelolnek (N = 3/valtozat). Az
eltérd betiik szignifikdns kiilonbséget jeldlnek a valtozatok kozott azonos idépontban, valamint az egyes
valtozatokon beliil az id6pontok kozott (p < 0,05).

Fekete

Ko6zonséges aranyhal Shubunkin , , Oranda
teleszkopszemii
friss mélyhiitott  friss mélyhiitott friss mélyhiitott friss mélyhiitott

?%OT 83+6° 57+10* 56+45* 56+12* 94+42 60£14* 84+232 60+£12*
VCL

74+£222 35+6° 48+41* 35+£15° 83+202 34+£7° 86+44* 34+£132
(um/s)
VAP

63+£25% 28+£5° 40+£37* 28+15% 67£19* 26+4* 70+£43% 26+12°
(nm/s)
LIN a a a a a a a a
(%) 77£10 74+2 60+23 71£10 731 68+6 71+£11 68+9
ALH a a a a a a a a
(um) 0,46+0,06*  0,3+0,05* 0,36+0,21* 0,3£0,07* 0,56+0,08* 0,32+0,10* 0,57+£0,17* 0,31%0,08
BCF 12432 7+1? 6+6° 6+2° 14+£1° 7428 1142 8+32
(Hz)

A milliliterenkénti telepszamok a friss mintakban 2,6 x 10° és 1,1 x 107, mig a fagyasztott
mintakban 4,1 x 10%¢és 2,1 x 107 kozott alakultak. Az elemzés alapjan sem a valtozatok, sem a friss
¢és felolvasztott mintdk k6zott nem volt szignifikans kiilonbség. Mig a felolvasztast kovetden a
telepszdmok nem mutattak szamottevé novekedést (19-20. abra), a fajosszetétel jelentdsen

valtozatosabba valt (21-22. abra).
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19. abra. A négy aranyhal véltozat esetén rogzitett telepszamok (CFU/ml) friss és mélyhtitott mintakban
TSA taptalajon. Az adatok atlagtszoras értékeket jeldlnek, az értékek logaritmikus skalan keriiltek
abrazolasra (N = 3/valtozat). Az eltérd betlik szignifikans kiilonbséget jeldlnek a valtozatok kozott azonos
idépontban (p < 0,05).

Bl friss
E mélyhiitott

108- a a a a
107_
106
105
104
103
102
101_

109
Kozonséges a.  Shubunkin Fekete t. Oranda

log CFU/ml

valtozatok

20. abra. A négy aranyhal valtozat esetén rogzitett telepszamok (CFU/ml) friss és mélyh{ittt mintakban
TSA taptalajon. Az adatok atlagtszoras értékeket jeldlnek, az értékek logaritmikus skalan keriiltek
abrazolasra (N = 3/valtozat). Az eltérd betlik szignifikans kiilonbséget jeldlnek az egyes valtozatokon
beliil az idépontok kodzott (p < 0,05).

A hossztavu tarolas kezdeti idOpontjaban valtozatonként 3—5 fajt azonositottam a friss
spermamintakbol. Aeromonas veronii, valamint a Vibrio nemzetség tagjai minden valtozatban
megtalalhatoak voltak. Pseudomonas putida pedig jelen volt a kozonséges aranyhal, valamint a
shubunkin spermamintdiban. Ezen feliil a k&zonséges aranyhal mintabol Microbacterium
tenebrionis-t, shubunkinbol Micrococcus luteust, fekete teleszkopszemiibdl Paracoccus yeii-t,

valamint oranda-bol a Staphylococcus és Kocuria nemzetségek egy-egy képviseldjét
identifikaltam (21. &bra).
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21. abra. A baktérium nemzetségek megoszlasa a kiilonb6z6 aranyhal valtozatok friss spermamintaiban a
hosszu tavu tarolast megel6zden (N = 3/valtozat).

Az 6t honapos, -196°C-on torténd tarolasat kovetden a négy valtozat spermajabol dsszesen
18 baktériumnemzetség képviseldjét azonositottam. Legnagyobb szamban a Pseudomonas fajok
fordultak eld, emellett az Agromyces egyes fajai és a Shewanella xiamenensis valamennyi valtozat
esetében jelen voltak. A felolvasztast kovetden minden mintabol ismét kimutathatd volt az
Aeromonas veronii, valamint a shubunkin spermajabol korabban izolalt Micrococcus luteus is. Az
identifikalt fajok nem voltak valtozatspecifikusak. A mélyhiités soran alkalmazott higitobol négy
fajt izolaltam, amelyek koziil kettd, a Pseudomonas juntendi és a Stutzerimonas kunmingensis, a
felolvasztott mintdkban is jelen volt, ugyanakkor a mintdk fajdiverzitdsaban bekdvetkezett
valtozas ennek ellenére is szamottevOnek bizonyult. A felolvasztds soran hasznalt vizbdl izolalt
fajok nem voltak visszanyerhetéek a mintakbol (22. abra).

A gombak6zdsség vizsgalata soran friss allapotban a kdzonséges aranyhal spermajabol egy
Penicillium fajt azonositottam, mig a shubunkin esetén nem izoldltam gombat. A fekete
teleszkOopszemti valtozat spermajaban Penicillium (1), Aspergillus (2), valamint Trichosporon (1)
fajokat, az orandééban pedig Penicillium (3), Aspergillus (1), és Cladosporium (1) képvisel6i
fordultak eld. Olvasztast kovetden a fekete teleszkopszmi aranyhal mintdibol egy Aspergillus, az

orandaébol pedig egy Penicillium fajt izolaltam.
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22. abra. A baktérium nemzetségek megoszlasa a kiilonb6z6 aranyhal valtozatok spermamintaiban az 5
honapos tarolast kovetden felolvasztott mintakba (N = 3/véltozat).

5.2.4. Hosszutavu tarolas eredményeinek meghbeszélése

A himivartermék mélyhtitése €s fagyasztva torténd tarolasa jelentds valtozasokat idéz eld,
tobbek kozott a spermiumsejtek szerkezeti kdrosodasat, a mozgasi képesség csokkenését és a
mitokondrialis miikodés megvaltozasat. A hosszl tava tarolds soran, feltételezhetden az alacsony
mintaelemszambol kifolyolag, a mozgasi (pMOT: kozonséges aranyhal: 83+6%; shubunkin:
56+45%; fekete teleszkOpszemii: 94+4%; oranda: 84+23%) és kinetikai paraméterek értékeiben
nem volt jelentds kiillonbség a kezdeti és az olvasztast kovetd mintdk (pMOT: kdzonséges
aranyhal: 57£10%; shubunkin: 56+12%; fekete teleszkopszemii: 60+£14%; oranda: 60+12%)
kozott, minddssze csokkend tendencia volt megfigyelhetd. Ezzel szemben Bernath et al. (2017)
munkdjukban szignifikans kiilonbséget mértek az altaluk vizsgalt valtozatok (N = 5/csoport)
kezdeti motilitdsi értékei kozott (pMOT: oranda: 79+15%; calico: 78+21%,; fekete
teleszkopszemii: 54+37%), valamint a kezdeti és mélyhtitést kdvetd adatok (pMOT: oranda:
46+12%; calico: 55+15%; fekete teleszkopszemii: 24+19%) kozott is.

A himivartermék fagyasztdsa tovabba, hatassal van a mikrobidlis kozosségre is, egyes
vizsgalatok a mintdk olvasztast kovetd baktérium csiraszam csdokkenésrél (Boonthai et al., 2016),

mig mas tanulmanyok a fajosszetétel megvaltozasardl szamoltak be (Fu et al., 2024; Cojkic et al.,
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2025). Boonthai et al. (2016) a pontyfél€k egyik képviseldjének, a Barbonymus gonionotus-nak a
sperma vizsgalata soran, eredményeimtdl eltérden, jelentdsen alacsonyabb kezdeti mililiterenkénti
baktérium telepszdmot (6,4+1,7 x 10°) és még alacsonyabb fagyasztist kovetd telepszdmot
(3,4+1,5 x 10°) rogzitettek. Cojkic et al. (2025) bika sperman végzett vizsgilatainak eredményei
hasonlé mintdzatot mutatott az aranyhal sperma mélyhtitése soran kapott eredményeimmel. A
teljes baktériumszdm a fagyasztast kovetden viszonylag stabil maradt, de az Osszetétel
megvaltozott. A mintdkban eltérd fajosszetétel mutatkozott friss allapotban, 6 és 13 nap fagyasztva
torténd tarolast kovetden. Fu et al. (2024) human sperman végzett mélyhiitési kisérletiikben,
eredményeimhez hasonldan, jelentds faj diverzitds novekedést figyeltek meg a fagyasztott
mintdkban. Vizsgalatukban Osszefliggést allapitottak meg bizonyos baktériumok jelenléte és a
sperma mindsége, valamint a sperma felolvasztast kovetd regeneracidja kozott.

A vizsgalat sordn taldlt nemzetségek, az Aeromonas, Citrobacter, Acinetobacter,
Pseudomonas és Shewanella képviselOit tobb esetben is izolaltdk vizbdl vagy vizhez kothetd
orgzanizmusbol. A Pseudomonas fajok kiilonosen figyelemre méltok a hideg kdrnyezethez vald
alkalmazkododképességiik miatt (Chauhan et al., 2023), Pseudomonas sp. és Pseudomonas putida
a hiitve ¢s fagyasztva tarolt ivartermékek esetén az egyik leggyakrabban izolalt fajok (Jenkins &
Tiersch, 1997; Holcomb et al., 2005; Boonthai et al., 2016). Az Aeromonas veronii-t tobb esetben
is azonositottak jelentds korokozoként mind egészséges, mind pedig beteg édesvizi halakban;
szepszist, fekélyesedést és tomeges elhullast okozva olyan fajokban, mint a ponty és a nilusi tilapia
(Raj et al., 2019; Zhang et al., 2025). Emellett zoonotikus agensként is ismert, vagyis vizi
szervezeteken keresztiil az emberre is potencialis veszElyt jelent (Li et al., 2020; Peng et al., 2025).
Az Acinetobacter fajokat vizi kornyezetekben is kimutattdk, és bar elsdsorban kornyezeti
monitorozas ¢és antibiotikum-rezisztencia kapcsan keriilnek el6térbe, halakban opportunista
korokozoként is megjelenhetnek (Lupo et al., 2018; Milligan et al., 2023; Raj et al., 2025). Ezen
fajok tobbsége kizarolag olvasztast kovetden volt izolalhatd a mintakbol. Az altalam izolalt gomba
nemzetségek (Penicillium, Aspergillus, Trichosporon, Cladosporium) mind jol dokumentalt halak
esetén, illetve vizi kornyezetben, leginkabb kornyezeti szennyezdként vagy opportunista
korokozoként jelennek meg (Sallenave-Namont et al., 2000; Atawodi et al., 2017). Jelenlétiik az
aranyhal spermajaban feltételezhetden inkabb kornyezeti vagy kezelési szennyezddésbdl fakadhat.
Ezen nemzetségek képviseldi kdrosithatjak a sperma mindségét, befolyéasolva a szaporitas sikerét,
valamint negativ hatast gyakorolhatnak az egyedek egészségi allapotara (Alam et al., 2023).
Bielanski et al. (2003) vizsgalatukban tobb éven keresztiil, folyékony nitrogénben, nyitott
miiszalmaban tarolt szarvasmarha sperma €s embriomintadkbol 32 baktérium- és egy gombafajt
izolaltak. Munkéjuk soran megallapitottak, hogy a tarolas sordn a mintak keresztszennyezddnek,

annak kovetkeztében, hogy a sperma, valamint az embri6 gytijtési és fagyasztasi technikai nem
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steril protokollokon alapulnak. Mivel a laboratériumi vizsgalatok soran az altalam hasznalt
mintatarold szamos, kiilonféle eredetli miiszalma taroldsara szolgdl, feltételezhetd, hogy az &t
hoénapos tarolds soran a spermamintdk a folyékony nitrogén kozvetitésével mas mintdkbol

szarmazo6 baktériumkozosségekkel is érintkezhettek.
5.3. A szovettani vizsgalat eredményei

A valtozatok szdvettani és gén expresszids vizsgalatokhoz felhasznalt egyedeinek (6.
tablazat) GSI-je mind a két ivar esetén jelentds eltéréseket mutatott. A subunkin ¢és fekete
teleszkopszemii valtozatok GSI értéke mind az ikrdsok, mind a tejesek esetén szignifikdnsan
magasabb volt a masik két valtozathoz képest. A kozonséges aranyhal ikras egyedei statisztikailag
igazolhatéan alacsonyabb atlagos GSI-vel rendelkeztek a tobbi valtozattal 6sszehasonlitva (15.
tablazat).

15. tablazat. A szOvettani és génexpresszios vizsgalatokhoz felhasznalt allomany gonado-szomatikus
indexe (GSI). Az adatok atlagtszoras értékeket jelolnek (ikras; tejes: kozonséges aranyhal N = 6; 5,

shubunkin N = 5; 5, fekete teleszkopszemli N = 5; 5, oranda N = 5; 5). Az eltéro betiik az ivaron beliil a
valtozatok kozotti szignifikans kiilonbséget jelolik (p < 0,05).

Kozonseges — gp hunkin Fekete Oranda
aranyhal teleszkopszemii
Az ikras egyedek GSI (%) 1,8+0,9? 16,1+4,6° 14,1+4,5° 6+1,9¢
A tejes egyedek GSI (%) 2,5+1,3? 7,2+2.4° 6,0+1,9° 2,9+1,2°

A petefészek, hormonkezelést kovetd, vizsgalata soran mind a négy aranyhal valtozatban az
ivarsejtek tilnyom6 tobbsége az elsddleges novekedés 1. szakaszédban, a perinukleolaris
stadiumban, volt. Ennek ardnya azonban jelentds variabilitdst mutatott a véltozatok kozott: a
kozonséges aranyhalnal (96,943,1%), az orandanal (82,4+10,1%) magasabb, mig a shubunkinnal
(39,2+£7,3%) ¢és a fekete teleszkopszemiinél (59,9+7,4%) lényegesen alacsonyabb értékeket
mértem. Az emlitett stddiumban mind a négy valtozat kozott szignifikdns kiilonbség volt
megfigyelhetd. Az elsédleges novekedés II. szakaszaban, a kortikalis alveolus stadiumban 1évo
sejtek ardnya a kozonséges aranyhal (1,8+2,2%) esetén szignifikdnsan alacsonyabb értéket
mutatott, mint a shubunkin (17,2+4%), a fekete teleszkopszemii (13,5+3,6%), valamint az oranda
(8,3£2%) valtozatoknal. A masodlagos novekedési szakasz, vitellogenikus stddiumédban 1évd
sejtek aranya a shubunkin (32,1£13,3%) ¢és a fekete teleszkopszemil valtozatok (25,24+10,4%)
esetén volt a legmagasabb aranyban. Ezek az értékek szignifikdnsan meghaladtak a kozonséges

aranyhal (0,6+1,4%) és az oranda (5,3+£3,2%) értékeit. Vizsgalatom soran a sejtek érési fazisat
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tekintve az érett és az atretikus oocitdk voltak a legkisebb aranyban rdgzithetéek, melyek

értékeiben nem volt kiilonbség a valtozatok kozott (23. abra).

Bl Kozonséges aranyhal
EE Shubunkin

E Fekete teleszkopszemil
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1004 d
o~ 80_ l
é ] C
=l B b
2] b
S 404
= ] b
be a
20 c a a
- a a a E a a a a a
0_ . I-T-I - ﬁ I_'I'_ -LI |I|
PN KA \Y% E AA

Sejt erési stadium

23. abra. Az oogenezis érési szakaszaiban 1év0 sejtek aranya a négy valtozat esetén. Perinukleolaris
stadium (PN), kortikalis alveolus stadium (KA), vitellogenikus stadium (V), érett stadium (E), atretikus
allapot (AA). Az adatok atlag+szoras értékeket jelolnek (kozonséges aranyhal N = 6, shubunkin N =5,

fekete teleszkopszemli N =5, oranda N = 5). Az eltéré betiik a valtozatok kozotti szignifikans kiilonbséget
jelolik adott fejlodési stadiumon beliil (p < 0,05).

A here szovettani vizsgalata soran, a hormonalis kezelés utani 12. 6raban mind a négy
aranyhal valtozatnal a spermiumok fordultak elé legnagyobb aranyban. A véltozatok kozdtt nem
volt kimutathat6 szignifikans kiilonbség (kozonséges aranyhal: 74,5+0,8%; shubunkin: 74+5,1%;
fekete teleszkopszemii: 60,3+7,2%; oranda: 58,4+20,7%). A spermatogenezis korai szakaszaiban
(spermatogénium, spermatocita, spermatida) szintén nem volt kimutathat6 szignifikans eltérés a

valtozatok kozott (24. abra).
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24. abra. A spermatogenezis érési szakaszaiban 1évo sejtek és szovetek aranya a négy valtozat esetén.
Spermatogénium A (SG A), spermatogénium B (SG B), spermatocita (SC), spermatida (ST), spermium
(S), iires lumen (UL), kétészovet (KSZ). Az adatok atlag+szoras értékeket jeldlnek (N = 5/valtozat). Az

eltérd betiik a valtozatok kozotti szignifikans kiillonbséget jelolik adott stadiumon beliil (p < 0,05).

5.4. A szovettani vizsgalat eredményeinek megbeszélése

A gonado-szomatikus index fontos biomarkere a reproduktiv érettségnek ¢és az ivasra valo
felkésziltségnek (Munkittrick & Leatherland, 1984). A kiilonb6z6 aranyhal valtozatokra
vonatkozoan azonban kevés GSI-adat all rendelkezésre. Az altalam vizsgalt, azonos és kontrollalt
koriilmények kozott tartott valtozatok ivarérett egyedeinek GSI értéke (15. tablazat) jelentds
kiilonbségeket igen, azonban egyértelmii 6sszefiiggést a testalakulasokkal nem mutatott. Aranyhal
esetén a GSI értéket leggyakrabban az ivari ciklus allapotanak meghatarozéasara hasznaljak adott
koriilmények kozott. Ortega-Salas & Reyes-Bustamante (2006) részben kontrollalt rendszerben
(kiiltéri betonmedencék, homérséklet: 21-30 °C, pH 7-8, oldott oxigén: 5,5-7 mg/l) tartott
alloméanyan 225-233 nap kozott hatarozta meg az ikrasok érésének kezdetét 7,5-9,0%-os GSI
mellett. Munkittrick & Leatherland (1984) vad aranyhalak ivari ciklusat vizsgélva, az ivasi
idészakban az ikrasoknal 13,5+0,9, a tejeseknél 4,4+0,8 GSI-t mértek. Kagawa et al. (1983)
hasonlo6 vizsgalatukban az ikrasoknal két csucs, 13+0,7% és 18,7+0,8%, volt megfigyelhetd az
ivasi iddszakon beliil. A fatyolfarka aranyhal GSI értéke 7,28%-r6l indulva 19,11%-on érte el
maximumot az ivari ciklus folyamén (Najim et al., 2012). Li et al. (2009) ivasi idészakban
folyovizi kornyezetben ikrasok esetén majusban: 7,22+4,70; jiniusban: 4,54+3,26; jaliusban:
1,70+0,94, mig tejeseknél majusban: 1,89+1,37; juniusban: 1,78+1,16; juliusban: 1,4040,53 GSI-

t rogzitettek. A kornyezeti tényezok jelentds hatast gyakorolhatnak a GSIl-re, a szennyezd
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anyagokkal terhelt viz és az endokrin rendszert kdrositd vegyiileteknek valo kitettség kiillonosen a
tejes egyedeknél csokkenti a GSI-t és negativ hatdssal van a halak reprodukcios teljesitményére
(Li et al., 2009). Ezzel ellentétben a jotékony hatasti takarmanykiegészitdk, mint karotinoidok
(12,71£0,84) ¢és probiotikumok (18,83+0,3), alkalmazasdnal megndvekedett GSI értékeket
rogzitettek ikras aranyhalaknal (Mehdinejad et al., 2019; Tizkar et al., 2016).

Az altalam végzett vizsgalatban ikrasok esetén a kiilonbozd valtozatok kozott jelentds
eltérések mutatkoznak az oocitak fejlodési stddiumainak aranyaban. A kozonséges aranyhal esetén
az ivarsejtek dontd tobbsége a perinuklolaris stadiumban volt megfigyelhetd, ami arra utal, hogy
a valtozat egyedei az ivari ciklusuk korai fejlodési fazisban voltak. Ezzel szemben a shubunkin ¢és
a fekete teleszkopszemi valtozatok ivarsejtjeinek magasabb ardnya a vitellogenikus stddiumban
elérehaladottabb érettségi allapotot jelez. Azonos koriilmények kozott a kiillonbozé valtozatok
ivarszerveinek eltérod érettségi allapota a valtozatokra jellemzo fenotipusos sajatossagokkal és azok
genetikai hatterével is 0Osszefiiggésbe hozhat6d, amely befolyasolhatja a reprodukcios ciklus
alakuldsat. Emellett a csontos halakndl azonos populacion beliil is megfigyelhetd az aszinkron
ivarsejtérés, melynek sordn az egyedek eltérd fazisban lehetnek a gametogenezis soran (Tyler &
Sumpter, 1996). Ez szintén magyarazatot adhat az ivarsejtek stadiumbeli variabilitdsara a
valtozatok kozott. A szovettani elemzés megfelelden alatamasztja GSI értékeket. A perinukleolaris
stadiumnal ellentétes, mig a tobbi fejlettségi dllapotnal azonos tendencia volt megfigyelhetd a GSI-
vel. Ez 6sszhangban 4ll a csontos halaknal leirtakkal, miszerint az oocitdk ndvekedésével és a
vitellogenezis elérehaladtaval a sejtek térfogata €s tomege nagysagrendekkel nd, jelentds hatdst
gyakorolva a gonad tomegére és igy a GSl-re (Tyler & Sumpter, 1996). A valtozatok ezen
paramétere kozotti eltérések tehat elsésorban az oocitak érési allapotabol, nem pedig a petesejtek
szamabol adodtak.

Ezzel ellentétben a tejeseknél, habar a GSI értékben statisztikailag kimutathatd kiilonbség
volt a valtozatok kozott, a szovettani elemzés sordn nem mutatkozott eltérés a sejttipusok
eloszlaséban. A spermiumsejtek magas aranya tovabba, a spermatogenezis elérehaladott allapotat
jelezte, igy elmondhato, hogy a hormonalis kezelés hatékonyan indukélta a végsd ivarsejtérést
mind a négy valtozat esetén. A két ivar GSI-je és az ivarsejttipusok aranyai kozotti tendenciabeli
kiilonbségek feltételezhetden az ivarsejtek mérete €s tomege kozotti jelentds eltérésekbdl fakadoan
nem mutathatok ki. A petesejtek nagy méretiiek, jelentds citoplazmamennyiséggel rendelkeznek,
ezért az oocitdk egy-egy fejlédési stadiuméanak aranyvaltozéasa a teljes gonad tomegét, és igy a
GSI-t, er6teljesen befolyasolja. Ezzel szemben a himivarsejtek nagysagrendekkel kisebbek, ezért
akar jelentds aranybeli eltolodas a spermatogenezis kiilonbozo stadiumai kdzott sem eredményez

érzékelhetd valtozast a here tomegében (Schulz et al., 2010). Ennek kovetkeztében a GSI ¢és az
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ivarsejtaranyok Osszevetése az ikrdsok esetében erdsebb bioldgiai relevancidval bir, mig a
tejeseknél a GSI kevésbé indikatora a spermatogenezis aktualis allapotanak.

Vizsgalatom eredményei azt mutatjak tovabba, hogy az azonos kornyezeti feltételek és a
standardizalt indukalasi protokoll ellenére az egyes valtozatok érettségi allapota és ivasra valo
felkésziiltsége nem volt egységes egyik ivar esetén sem. Ez arra utal, hogy a genetikai hattérbdl
¢s/vagy a valtozatspecifikus bioldgiai sajatossagokbol fakadd kiilonbségek jelentdsen

befolyasolhatjak a hormonalis kezelésre adott valaszt és az ivarsejtek végsd érési litemét.
5.5. A génexpresszio meghatarozas eredményei

A rin3a gén agyszovetben mért kifejezddésében nem volt szignifikans kiilonbség a

valtozatok (6. tablazat) kozott (25. abra).
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25. abra. A rin3a gén RT-qPCR altal kifejezddése a valtozatok agyszoveteiben. Az adatok atlag+szoras
értékeket jelolnek (N = S/valtozat). Az eltérd betiik a valtozatok kozotti szignifikans kiilonbséget jelolik
(p <0,05).

Az agyszovettdl eltéréen a rin3a gén hereszovetben mért kifejezddésének mértékében
statisztikailag igazolhato kiilonbség mutatkozott. A here normalizalt mRNS szintje szignifikdnsan
alacsonyabb volt a kozonséges aranyhalban, mint a shubunkin esetén. A fekete teleszkopszemii €s

az oranda értékei nem mutattak jelentds eltérést a tobbi valtozathoz képest (26. abra).
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26. abra. A rin3a gén RT-qPCR altal meghatarozott kifejezodése a valtozatok here szoveteiben.
Az adatok atlag+szoras értékeket jeldlnek (N = 5/valtozat). Az eltérd betiik a valtozatok kozotti
szignifikans kiilonbséget jelolik (p < 0,05).

A négy valtozat egyedeit egyiittesen vizsgalva (N = 20) szignifikans, kozepes erdsségii
pozitiv korrelacid volt kimutathatdo a GSI-értékek és a hereszovetben mért rin3a mRNS-szint

kozott (Pearson-féle korrelacid, R =0,5112).
5.6. A génexpresszio meghatarozas eredményeinek megbeszélése

A génexpresszios eredményeim fontos informacioval szolgalnak a relaxin-csaladba tartozo
rln3a gén reprodukcios és neuroendokrin folyamatokban betoltott szerepérdl aranyhal esetén. Az
eredmények alapjan az agyszovetben mért rln3a kifejez6dése nem mutatott szignifikans eltérést
az egyes valtozatok kozott, ami arra utal, hogy a r/n3a neuroendokrin szabalyozasban betdltott
szerepe stabilan konzervalt a kiilonb6z6 valtozatokban. Ez 0Osszhangban 4ll a korabbi
tanulmanyokkal, amelyek szerint a gén csontos halakban evolucidsan erésen konzervalt mind
szekvencidjaban, mind funkcidjat tekintve, €és olyan folyamatok kulcsszerepldje, mint a
hipotalamusz-hipofizis-gonad tengely, vagy a cirkadian ritmus miikodése (Alnafea et al., 2019;
Btasiak et al., 2022; Good-Avila et al., 2009; Wu et al., 2024).

Az rln3a az agy mellett dominansan a herékben, kiilondsen a Leydig-sejtekben fejezddik ki.
A rendelkezésre all6 knockout adatok nilusi tilapiaban azt bizonyitjak, hogy az rin3a alapvetd
szerepet jatszik a here normalis szerkezetében és miikodésében. Hianya a himivarsejtek szdmanak
¢s a sperma mindségének jelentds csokkenését, valamint a himivarszerv rendellenes ndvekedését
eredményezi, mely novekedett GSI-t eredményez (Yang et al., 2020). Mig mas vizsgalatok
Osszefliggést taldltak bizonyos neuroendokrin szabalyozd gének, a GnRH és a kisspeptin
expresszidja, a GSI és a reprodukcios allapot kozott (Palomino et al., 2025), addig magat az rin3a-

t nem vizsgaltak kozvetleniil ezekben az 6sszefliggésekben. Nem all rendelkezésre olyan kdzvetlen

84



vizsgalat, amely a természetes (nem mutans) rln3a kifejezddésének mértékét ¢s a GSI-t
korreldltatta volna a normdl reprodukcids ciklus sordan. A r/n3a hereszovetben mért
kifejezddésében a szovettani elemzéssel szemben szignifikans eltérések voltak megfigyelhetdk. A
kozonséges aranyhal hereszovetében szignifikdnsan alacsonyabb volt a kifejezédés mértéke a
shubunkinénal, a fekete teleszkopszemi és az oranda értékei azonban nem tértek el szignifikansan
a tobbi valtozattoél. Mivel az rin3a ismerten a Leydig-sejtekben expresszalodik, és alapvetd
szerepet jatszik az androgéntermelésben a HPG tengelyen keresztiil, illetve kulcs szerepe van a
spermatogenezis folyamataban, eredményeim arra utalhatnak, hogy a valtozatok kozott a here
funkcidjanak intenzitasbeli kiilonbségei molekuldris szinten is megjelennek. A négy valtozatban
végzett vizsgalatom alapjan a r/n3a expresszidjanak mértéke Osszefiigést mutat az egyedek GSI
értékeivel. Habar valtozatonként nem, a valtozatok Osszevondsaval, statisztikailag igazolt
korrelacid volt kimutathatd a GSI és a vizsgalt gén kifejezddése kozott. Azonban tendencia
megfigyelhetd volt valtozat szinten is, a shubunkin eseté¢ben a magas GSI és a magas rin3a
expresszid Osszhangban allhat a here aktivabb milkddésével, mig a kozonséges aranyhal

alacsonyabb expresszidja a reproduktiv aktivitds csokkent mértékére utalhat.
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6. Kovetkeztetések és javaslatok

6.1. Kovetkeztetések

A fellelhet6 szakirodalmi adatok alapjan elmondhato, hogy az aranyhal szaporodasbiologiai
mutatoiban megfigyelhetd kiilonbségeket szdmos tényezd befolyasolhatja. A reprodukcios
teljesitményre az egyedi tulajdonsagok mellett, mint a testméret, kor és kondicid, nagy mértékben
hatassal vannak a kiils6 tényezdk. A kornyezet fizikai és kémiai paraméterei, a rendelkezésre allo
soran az azonos koru, azonos populaciobol szarmazd és egységes kornyezeti feltételek mellett
tartott és kezelt aranyhal valtozatok vizsgdlata lehetdséget biztositott, hogy a megfigyelt
szaporodasbiologiai kiilonbségek a valtozatokra jellemzd fenotipusos sajatossdgokkal és azok
feltételezhetd genetikai hatterével 6sszefiiggésbe hozhatok legyenek.

Eredményeim alapjan egyértelmi kiilonbség mutatkozik a négy valtozat alap szaporodasi
mutatoiban és a larvak korai fejlédésében. Ikrdsok esetén jelentds eltérések mutatkoztak az
ivarsejtek mindségi és mennyiségi paramétereiben, mig a tejesek esetén nem volt markans
kiilonbség az egyes valtozatok kozott. Az ikrasok testalakja és reprodukcids paramétereik kozott
megfigyelhetd volt egy bizonyos tendencia. A gdbmbdlyt testalakkal rendelkezo valtozatok (fekete
teleszkopszemti, oranda) esetén magasabb pszeudo-gonado-szomatikus indexet, azonban
alacsonyabb grammonkénti ikraszdmot rogzitettem, mint az elnyujtott testformaju valtozatoknal
(ko6zonséges aranyhal, shubunkin). Ez arra utal, hogy a testforma, valamint az annak kialakitasara
iranyul6 szelekcids célok befolyasolhatjdk az ikras egyedek relativ ivartermék-mennyiségét €s
potencialis reprodukcids kapacitasat. Ugyanakkor a valtozatok ikras egyedei nem mutattak
jelentds eltérést a pontyfélék csaladjaban korabban vizsgalt fajokétdl az ivarszerv testtomeghez
viszonyitott aranyaban. Eredményeim alapjan a valtozatokra jellemz6 fenotipusos sajatossagok,
¢s feltételezhetden azok genetikai hattere, hatassal lehetnek a vizsgalt reprodukcids paraméterekre,
a két ivar szaporodasbiologiai tulajdonsagait eltéré modon befolyasolva.

A larvanevelési vizsgéalat sordn a novekedés és fejlodés elérehaladtdval csokkent a
morfolégiai rendellenességekkel rendelkezd egyedek aranya. Ebben feltételezhetd a természetes
szelekcio szerepe, ugyanakkor az eredmények alapjan nem igazolhatd egyértelmiien, hogy
kizarélag ez allna a deformitasi arany valtozasanak hatterében. A fejlodési rendellenességek jellege
valtozatspecifikus mintdzatot mutatott, a szimplafarku, elnyujtott testalaku valtozatoknal a feji
régi6 deformacidja nagyobb aranyban fordult eld. Az ikerfarku, gdmbolyt egyedeknél ugyanakkor
az uszonyok deformécidja volt gyakrabban megtigyelhetd. A fejlodési litemben szintén testalakhoz

kotheté  mintdzatot rogzitettem. A  kelést kovetd tizedik nap végére jelentds
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testtomeggyarapodasbeli lemaradas volt tapasztalhaté az elnyujtott testforméval rendelkezd
valtozatoknal. A fekete teleszkdpszemii aranyhalndl megfigyelhetd alacsony kelési arany és a
fejlédési rendellenességek magasabb ardnya feltehetden a gyengébb mindségii ikratételeknek,
valamint a sajatos fenotipuos jegyeknek koszonhetd. A szakirodalmi adatok, valamint
eredményeim egyértelmiien azt mutatjak, hogy a mesterséges szelekcio soran kialakult fenotipusos
sajatossagok mar embrionalis kortol eltéréseket eredményeznek az egyes valtozatok kozott. E
kiilonbségek a kelési sikerre, a larvak fejlédésére és a megmaradésra egyarant hatassal vannak.
gombakdzOsséget azonositottam. Valtozatspecifikus 0Osszetétel nem volt megfigyelhetd,
ugyanakkor szdmos faj atfedést mutatott az egyedek mintai kozott. Ebbdl megallapithatd, hogy az
aranyhal sperma mikrobiotdjat a kornyezet és a gazdaszervezet bioldgiai sajatossagai egyiitt
befolyasoljak. A sperma tenyésztheté mikrobialis k6zossége jelentds valtozason ment keresztiil a
tarolasi folyamatok soran, ugyanakkor a baktériumflora osszetételének valtozasat a mintdkban
talalhato Gsszcsiraszdm nem reprezentalta. A rovid tavu hiitve torténd tarolas soran pszichrofil és
pszichrotolerdns, gyakran fakultativ- vagy opportunista patogén baktériumok valtak dominéanssa.
A gombdk esetében a friss mintdkban valamivel nagyobb diverzitds volt megfigyelhetd
(Penicillium, Cladosporium, Aspergillus), mig 96 ora elteltével, kizardlag Penicillium fajok voltak
izolalhatok. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az alkalmazott tarolasi koriilmény szelektiv
nyomast gyakorolt a sperma mikrobidlis kozdsségére, eldsegitve olyan fajok felszaporodasat,
amelyek potencidlisan negativ hatdssal lehetnek a sperma mindségére, ezaltal annak
termékenyitOképességére ¢és a szaporitds sikerességére. A Penicillium nemzetség fajai az
eredmények alapjan kompetitiv elénnyel rendelkeztek a vizsgélt koriilmények kozott.
Szakirodalmi adatok és a mélyhiités soran rogzitett megndvekedett baktérium fajdiverzitas
egyiittesen arra utal, hogy a folyékony nitrogénben, nyitott miiszalmaban térténd, mintatarolas
azok kontaminacidjat eredményezi. Ez nem kizardlag a spermamintak mindségi romlasahoz
vezethet, de a mintdk felhasznalasa lehetdséget teremt a fakultativ- és opportunista patogén
baktériumok tovabbvitelére az utdodallomanyba. Ugyanakkor a gombafajok szamanak és
diverzitasanak csokkenésébdl kovetkeztethetd, hogy a spermamélyhiités, az extrém hidegben
torténd tarolas, valamint a felolvasztas erds szelekcids nyomast gyakorol a gombakozosségre.
Csak bizonyos, stressztolerancidt mutaté fajok képesek fennmaradni az emlitett kdrnyezeti
feltételek mellett.

Az azonos koriilmények ¢€s kezelési protokoll ellenére az egyes valtozatok ivarszervének
relativ méretében, valamint a végso ivarsejt €résben eltérés volt megfigyelhetd. Ikrasok esetén a
kiilonboz6 érési stadiumok aranyaiban rogzitett kiilonbségek azt mutatjak, hogy a valtozatok eltérd

hatékonysaggal reagaltak a hormonkezelésre. Emellett altaldnosan megéllapithat6, hogy a
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hormonkezelést kovetd 24 6ra nem volt elegendd az érett oocita allapot eléréséhez. A spermiumok
magas aranya ugyanakkor minden valtozatnal azt jelzi, hogy a himek hasonlé mértékben reagaltak
a hormonalis kezelésre, és az ivarérett egyedek az ivasra valo felkésziiltség eldrehaladott
allapotaban voltak. Az eredmények arra utalnak, hogy a vizsgalt aranyhalvaltozatok hormonalis
indukciora adott valasza eltérd lehet, ami kiilonbségeket eredményezhet az ivarszervek
fejlettségében és a végsd ivarsejtérés eldrehaladasdban. Ezek a kiilonbségek Osszefliggésben
allhatnak a valtozatok eltéré genetikai hatterével és a fenotipusukhoz kapcsolodo élettani
sajatossagokkal.

A molekuléris vizsgalat eredményei alapjan a valtozatok agyszoveteben rogzitett rin3a
expresszio mértékének hasonldsaga, a szakirodalommal 6sszhangban, a neuroendokrin funkcidk
konzervaltsagat tiikrozi. Ezzel szemben, a hereszovetben mért eltérések a spermatogenezis
valtozatfliggd szabalyozasara utalhatnak.

A GSI értékeket, a szovettani eredményeket, valamint az rln3a kifejez6dését egyiittesen
értékelve az allapithaté meg, hogy az egyes valtozatok eltérd mértékben reagalnak a hormonalis
indukcidra. Eredményeim alapjdn a spermatogenezis végsO érési folyamatat befolydsold
mechanizmusok valtozatfiiggo eltéréseket mutatnak.

A tobbezer éves mesterséges szelekcid hatasa egyértelmii nyomot hagyott a vizsgélt aranyhal
valtozatok szaporodasi képességén ¢és larvafejlodésén. Eredményeim hozzajarulhatnak a

mesterséges szelekciod reprodukceios folyamatokra gyakorolt hatdsanak jobb megértéséhez.

6.2. Javaslatok

A doktori munkédm eredményei alapjan a kovetkez0 javaslatokat fogalmaztam meg:

a) Valtozatonként szisztematikus ivarsejt mindségi €s mennyiségi vizsgalaton atesett
anyaallomanyok kialakitasa:

e javaslom a szaporitasat megeldzden egyedenként legalabb a sperma motilitdsanak
vizsgalatat, de célszerli tovabbi mindségi paraméterek rogzitése is;
e javaslom a véltozatoként megfeleld sperma-ikra arany meghatarozasat.

b) Ikrasok esetén javaslom a ponty hipofizissel torténd kezelés és a fejés kozotti
iddintervallum tovabbi vizsgalatat és valtozatonkénti optimalizalasat, beleértve a 24
oranal hosszabb iddtartamok értékelését is, a nagyobb aranyu érett oocita elérése
érdekében.

¢) Javaslom az alkalmazandé hormondoézis valtozatonkénti meghatdrozasat, valamint
Osszehangolni a két ivar kezelésének iddzitését a szaporitds hatékonysaganak

novelése érdekében.
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d) Javasolt a mintavételi és tarolasi protokollok finomitasa a spermamintdk begytjtése
¢és tarolasa sordn fellépd mikrobidlis kontaminacid6 minimalizalasa érdekében. A
mintdk esetleges keresztszennyezddésének megeldzése céljabol indokolt a zarhatd
mintatarolé edények alkalmazasa, valamint a folyékony nitrogén mikrobiologiai
tisztasaganak fenntartdsa. Tovabba a tarolni kivant mintak antibiotikumos kezelése
helyett alternativ (pl.: probiotikum alapt) modszerek kidolgozasat javaslom.

e) Gazdasagilag jelentds halfajok esetében indokolt az ivartermékek termékenyitd
képessége ¢és azok mikrobiomja kozotti Osszefliggések feltérképezése. Tovabba,
sziikséges az i1zolalt baktériumok és gombak altal termelt bioaktiv vagy toxikus
metabolitok ivartermékmindségre ¢és embriofejlodésre gyakorolt hatdsanak
vizsgalata.

f) Javasolt az rin3a gén kifejezodésének vizsgalata az ivari ciklus kiilonb6z6
szakaszaiban.

g) Javaslom az rln3a gén alkalmazhatosagénak vizsgalatat, mint a here miikodésének

molekularis markere.
6.2.1. Az eredmények gyakorlati alkalmazhatdésaga

Doktori munkam eredményei nem kizarolag tudomanyos értékkel birnak, hanem gyakorlati
szempontbol is jelentdsek. A kiilonb6zd aranyhalvaltozatok szaporodasbiologiai sajatossagainak
igazolasa lehetdséget biztosit a szaporitasi technologidk véltozatspecifikus optimalizalasara. Az
valaszban tapasztalt kiillonbségek figyelembevételével novelhetd a szaporitas eredményessége €s
az utodallomany mindsége.

Az ikrasok esetében megfigyelt eltérések alapjan a szaporitdsra torténd felkészitési
protokollok és a fejés 1dozitésének valtozatonkénti meghatarozasa hozzdjarulhat a nagyobb
mennyiségll érett ivarsejt kinyeréséhez. A spermamindség vizsgalatara vonatkozé eredményeim
alapjan javasolt olyan szelekcids eljarasok kidolgozédsa, amelyek sordn a tenyésztésbe vont
egyedek kivalasztasa objektiv reprodukcios mutatok alapjan torténik. Ezt a gyakorlatot alkalmazva
szaporodasi szempontbol stabil anyaalloméanyok alakithatok ki.

A spermamintak mikrobiologiai vizsgalata ravilagitott arra, hogy a tarolasi €¢s mélyhtitési
eljarasok soran jelentds valtozasok kovetkezhetnek be a mikrobialis kozosségek Osszetételében.
Az eredményeim egyértelmlien mutatjdk a gyakorlatban is alkalmazott halsperma téarolési
protokolljainak hianyossagait. Ezen modszerek fejlesztése sziikségszerli a mintak mikrobiologiai

biztonsaganak megorzése €s a keresztszennyezddések megeldzése érdekében. Halak esetén ez a
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probléma egyarant érinti a tenyészallomanyok és génbankok kialakitasat célzo, valamint
természetvédelmi és kutatasi célll ivarsejtmegdrzési programokat.

A larvafejlédés soran tapasztalt valtozatspecifikus kiilonbségek, valamint a kritikus fejléddési
szakaszok ismeretével a valtozatok igényeinek megfeleld technoldgiai modositdsok hajthatok
végre a korai fejlettségi allapot ivadékok nevelése sordn. Ezaltal javithato a larvak talélése €s

csokkenthetd a fejlddési rendellenességek eléfordulésa.
6.2.2. A kutatas folytatasanak lehetoségei

A doktori munkam témaja és eredményei szamos tovabbi kutatds alapjaul szolgalhat.
Indokolt lenne a vizsgalt reprodukciés mutatok nagyobb egyedszamon ¢€s tovabbi
aranyhalvaltozatok bevonasaval torténd elemzése annak érdekében, hogy pontosabban
meghatdrozhato6 legyen a valtozatok sajatossagai és a reprodukcids teljesitmény kozotti kapcsolat.

A hormonalis indukciéra adott valasz valtozatfiiggd eltéréseinek hatterében allo
mechanizmusok feltarasa érdekében indokolt lehet a szaporodas szabalyozasaban szerepet jatszo
gének expresszidjanak, a hormonalis profil véltozasainak, valamint az ivarszervek szovettani
atalakulasainak idébeli nyomon kovetése a hormonkezelést kovetden.

A spermamikrobiommal kapcsolatos eredmények alapjan tovabbi kutatdsok sziikségesek
annak vizsgalatara, hogy az egyes mikroorganizmusok milyen mértékben befolyasoljak az
ivartermékek mindségét, a termékenyitési eredményeket, valamint az embrio- és larvafejlédést.
Kiilondsen fontos lehet a mikrobialis kozosségek funkcionalis vizsgalata, valamint a potencialisan
patogén fajok szerepének pontos meghatarozasa.

A tarolési eljarasok soran érdemes lenne vizsgalni a kiilonb6z6 probiotikus vagy egyéb
alternativ mikrobiolédgiai kezelések alkalmazhatosagat is.

A larvafejlédés soran megfigyelt valtozatokra jellemzd fejlédési rendellenességek genetikai
hatterének genomikai és transzkriptomikai modszerekkel torténd vizsgéalata hozzdjarulhatna a
mesterséges szelekcio fejlodésbiologiai hatasainak jobb megértéséhez.

Az rin3a gén hereszovetben mért expresszid valtozatok kozotti eltérései alapjan indokolt
lehet annak vizsgéalata, hogy a gén milyen mértékben vesz részt a spermatogenezis
szabalyozasaban, illetve Osszefliggésben all-e a hormonalis indukciora adott reprodukcios

valaszok kozotti kiillonbségekkel.
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7.Uj tudomanyos eredmények

1. Megallapitottam, hogy az azonos koru ¢és koriilmények kozott tartott aranyhal valtozatok
egyedeinek (kozonséges aranyhal, a shubunkin, a fekete teleszkopszemi, oranda) az
ivartermék mindségi és mennyiségi paramétereiben jelentds eltérések mutatkoznak.
Els6ként hatdroztam meg az aranyhal, azon beliill is a négy valtozat grammonkénti
ikraszamat. Tovabba, standardizalt koriilmények kozott el0szor hasonlitottam 6ssze a négy
valtozat termékenyiilési (kozonséges aranyhal: 71%; shubunkin: 79%; fekete
teleszkopszemii: 79%; oranda: 93%) ¢és kelési aranyait (kdzonséges aranyhal: 63%;
shubunkin: 69%; fekete teleszkopszemili: 44%; oranda: 71%) és igazoltam jelentds
eltéréseket kozottiik. Tkras aranyhalak esetén megallapitottam, hogy azonos hormonalis
kezelés hatasara a végso ivarsejtérés eltérd, mig tejesek esetén azonos ilitemben zajlik le a
vizsgalt valtozatokban.

2. Megallapitottam, hogy az altalam vizsgalt négy valtozat fejlédési rendellenességeinek
aranya a kelést kovetden (kozonséges aranyhal: 35%; shubunkin: 70%; fekete
teleszkopszemii: 75%; oranda: 40%), illetve a 10. napon (kozonséges aranyhal: 5%;
shubunkin: 25%; fekete teleszkopszemii: 60%; oranda: 35%), valamint a larvanevelést
kovetd megmaradasa (kozonséges aranyhal: 95%; shubunkin: 91%; fekete teleszkopszemdi:
93%; oranda: 92%) jelentds mértékben eltér. Tovabba, megfigyeltem, hogy a véltozatok
larvainak novekedési liteme és a deformitasban érintett testrészek Osszefliggést mutatnak a
valtozatra jellemzd testalakkal.

3. Négy valtozat bevonasaval elsoként irtam le az aranyhal himivartermékének tenyészthetd
mikrobidlis kdzosségét friss mintakban, rovid tava hiitétt (4 °C), valamint hossza tava
mélyhiitve (-196 °C) torténd tarolas soran. Eredményeim igazoljak, hogy az aranyhal sperma
mikrobidlis kozosségének diverzitdsa, valamint faj- és nemzetség szintli Osszetétele
jelentdsen megvaltozik ugy a révid tavu hiitott, mint a hossz tava mélyhiitott tarolds soran.

4. Elséként hasonlitottam 0Ossze a rln3a gén kifejezddésének mértékét eltérd fenotipust
aranyhal valtozatok agy- ¢és hereszoveteiben. Vizsgalataim igazoltdk, hogy az
agyszovetekben az expresszid konzervalt, mig a hereszovetben eltérés figyelhetd meg a

valtozatok kozott, mely a here mikodésének valtozatok kozotti kiilonbségeire utal.
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8. Osszefoglalas

Az aranyhal kulturalis szerepébdl fakadoan évszazadokon at tartd6 mesterséges szelekcion
ment keresztiil, melynek kovetkeztében egyediilallo fenotipusos sokféleséggel rendelkezik. Ennek
kdszonhetden a faj és annak vonalai kivalo evolucio- és fejlodésbiologiai modellként szolgalnak.
A valtozatok kozotti kiilonbségeket szamos tanulmany részletezi, az azokat 1étrehozo mesterséges
szelekci6 hatasat a szaporodéasbiologiara azonban még nem vizsgaltak atfogéan. Munkam célja az
azonos koriilmények kozott tartott és kezelt, fenotipusban jelentdsen eltérd aranyhal valtozatok, a
kozonséges aranyhal, a shubunkin, a fekete teleszkopszemi €és az oranda szaporodésbiologiai
mutatoinak komplex vizsgalata volt. Kisérleteim kiterjedtek az ikrds ¢és tejes egyedek
ivartermékének mindségi €s mennyiségi értékelésére, valamint szaporitds soran a termékenytilés
¢s kelés meghatarozasara. Larvanevelési kisérletben vizsgaltam az ivadékok korai fejlédésének
titemét, a deformitdsok eléfordulasanak ardnyat, valamint a megmaradést. Kisérleteim soran
meghataroztam a himivartermék tenyészthetd mikrobialis (baktérium és gomba) kdzosségét friss
allapotban, valamint rovid tava (5 nap) hiitott (4 °C) €s hosszl tava (5 honap) mélyhiitott (-196
°C) tarolas soran. Ezen feliil dsszehasonlitottam a valtozatok relativ ivarszerv tomegét, illetve
szovettani vizsgalat alapjan dsszevetettem a valtozatok végso ivarsejtérését. Ezen feliil vizsgaltam
¢és Osszehasonlitottam a r/n3a, spermatogenezisben kulcsszerepet betoltd gén agy és hereszovetben
kifejez6d6 mértékét. Eredményeim aldtdmasztjdk, hogy az eltérd szelekcidos célok mentén
kialakult fenotipusos sajatossagok a valtozatok reprodukciés képességeiben is megjelennek. Az
altalam vizsgalt négy valtozat azonos kort, egységes koriilmények kozott tartott egyedei kozott
jelentds kiilonbségek mutatkoztak a vizsgalt szaporoddsbiologiai mutatokban és a korai
fejlodésben. Ikrasok esetén Osszefiiggés volt megfigyelhetd a testalak és a reprodukcios
paraméterek kozott, mig tejeseknél nem volt egyértelmiien fenotipushoz kotheté mintdzat. A
larvafejlodés soran eléforduld deformitasok jellege valtozaspecifikusnak mutatkozott. A fekete
teleszkdpszemi aranyhal esetén rogzitett alacsony kelési ardny, valamint a rendellenesen fejlodo
larvak magas aranya az ikra gyenge mindségére utal, ami feltételezhetden a sajatos morfoldgiai
bélyegeknek koszonhetd. A tejesek ivartermékének mikribota vizsgalata soran, ugyan valtozat
specifikus kozosséget nem rogzitettem, azonban a négy valtozat bevondsaval, tudomasom szerint
eldszor identifikdltam az aranyhal sperma tenyésztheté mikrobidlis 0sszetételét. Tovabba leirdsra
keriilt ezen k6zosség rovid tava hiitott €s mélyhiitott tarolas soran megvaltozott 6sszetétele. Ezek
az adatok kiemelt gyakorlati jelentdéséggel birnak, rdmutatva a spermatarolasi protokollok
mikrobiom alapt fejlesztésének sziikségességére. lIkrasok esetén a gonado-szomatikus index,
valamint a szovettani elemzés alapjan megallapithatd, hogy a valtozatokra eltéréen hatott a

hormonalis kezelés, ennek oka feltételezhetden a mesterséges szelekciobdl eredd genetikai
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kiilonbség, ¢és az egyedek kozotti aszinkron ivarsejtérés. Tejesek esetén a gonado-szomatikus
index, szOvettani és molekuldris eredmények egylittes értékelése arra utal, hogy a here
miikddésének szabalyozasa eltér a vizsgalt aranyhal valtozatok kozott, minek kdvetkeztében azok
eltéré hatékonysaggal reagaltak a hormonkezelésre. Tovabbd, a valtozatok agyszdvetében mért
rln3a egyontetli kifejez6dése annak a neuroendokrin szabalyozasban betdltott, konzervalt
szerepére utal.

Doktori munkam eredményei megerdsitik, hogy a tobb évszazados szelektiv tenyésztés
kimutathaté hatast gyakorolt az aranyhal véaltozatainak reprodukcids képességeire. A kialakult
morfologiai bélyegek mellett befolydsolta az ivarsejtérés molekularis hatterét, a spermatogenezis
¢s oogenezis folyamatat, az ivarsejtek mindségét ¢és termékenyitd képességét, az embrionalis
fejlédést, valamint a larvafejlodést. Eredményeim igazoltak tovabba, hogy a vizsgalt valtozatok
himivarterméke tenyésztheté mikrobialis kozdsséggel rendelkezik, melynek Osszetétele a tarolasi
koriilmények hatasara valtozik. Az identifikalt baktérium- €s gombakozosségek potencidlisan
befolyasolhatjak az ivarsejtek mindségét és funkciondlis tulajdonsagait, ezaltal kozvetetten a
reprodukcios sikerességet is. Ezek ismeretében a tenyésztés hatékonysaganak ndvelése érdekében

sziikségszerl a valtozatspecifikus szaporitasi protokollok kidolgozésa.
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9. Summary

Due to its cultural significance, the goldfish has undergone centuries of artificial selection,
resulting in unique phenotypic diversity. Consequently, the species and its lines serve as an
excellent model for evolutionary and developmental biological research. While differences
between the variants have been studied, the effect of artificial selection on reproductive biology
has not yet been comprehensively investigated. The aim of my work was to conduct a complex
study of the reproductive biological indicators of phenotypically distinct goldfish variants,
including common goldfish, shubunkin, black moor, and oranda, all maintained and treated under
identical conditions. My experiments included the qualitative and quantitative evaluation of the
gametes from both females and males, as well as the determination of fertilization and hatching
rate during propagation. In a larval rearing experiment, I examined the early developmental rate
of the larvae, the incidence of malformations, and determined the survival rate. During my
experiments, I characterized the culturable microbial (bacterial and fungal) community of male
gametes in fresh samples, as well as during short-term (5 days) refrigerated storage (4 °C) and
long-term (5 months) cryopreservation (—196 °C). In addition, I compared the relative gonad
weight of the variants and compared their final gamete maturation by histological examination.
Furthermore, I investigated and compared the expression level of the rin3a gene, which plays a
key role in spermatogenesis, in brain and testis tissues. My results suggest that phenotypic traits
shaped by different artificial selection goals are reflected in the reproductive characteristics of the
goldfish varieties. Despite identical age and standardised rearing conditions, significant
differences were observed among the four variants in reproductive and biological parameters, as
well as early developmental processes. In females, an association was observed between body
shape and reproductive parameters, whereas no clear phenotype-related association was identified
in males. The type of malformations that occur during larval development appears to be variant-
specific. The low hatching rate and high proportion of abnormally developed larvae recorded in
black moor indicate poor egg quality, which is presumably related to specific morphological
characteristics. Although no variant-specific microbial community was identified in male gametes,
this study is, to the best of my knowledge, the first to characterize the goldfish sperm microbiome
by involving four variants. Furthermore, changes in microbial composition during short-term
refrigerated and cryogenic storage were described. These findings have practical relevance,
highlighting the need for microbiome-based optimization of sperm storage protocols. In females,
based on the gonado-somatic index and histological analysis, it can be concluded that hormonal
treatment affected the varieties differently, presumably due to genetic differences resulting from

artificial selection and asynchronous gamete development among individuals. In males, the
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combined evaluation of gonado-somatic index, histological, and molecular results indicates that
testicular function regulation differs among the studied goldfish variants, resulting in variable
responses to hormonal treatment. Furthermore, the uniform expression of 7/n3a measured in brain
tissue across variants suggests its conserved role in neuroendocrine regulation.

The results of my doctoral research confirm that centuries of selective breeding have had a
measurable effect on the reproductive performance of goldfish variants. Beyond shaping
morphological traits, artificial selection has influenced the molecular background of gamete
maturation, the processes of spermatogenesis and oogenesis, the quality and fertilizing capacity of
gametes, embryonic and larval development. My results also confirmed that the sperm of the tested
variants contains a culturable microbial community, the composition of which varies with storage
conditions. The identified bacterial and fungal communities may influence the quality and
functional properties of gametes, thereby indirectly affecting reproductive success. In light of these
findings, the development of variant-specific artificial reproduction protocols is essential to

improve breeding efficiency.
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