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Legyiink tisztiban onmagunk jelentéktelenségevel!

1. Bevezetés

A genetikai tartalékok megdrzése egy sokat kutatott és sokat vitatott teriilet, amelynek a
fontossigit azonban nem lehet eléggé kihangsilyozni. Az ember a természetnek az a része,
amely képes ugyanennek a természetnek az értékeit, elemeit tudatosan haszndlni és a sajit
javara forditani. Az ember domesztikalja (hdziasitja) a kiilonb6z6 novény- és dllatfajokat, ezek
alapvetd tulajdonsigait tudatos tenyésztémunkéval szelektiv médon kiemeli, felerdsiti és ebbél
hasznot hdz. Ahhoz, hogy a domesztikicié révén eljussunk odiig, hogy millick élelmiszer-
igényét elégithessiik ki, arra van sziikség, hogy a tenyésztett fajok, fajtik minél egységesebbek,
egyformabbak legyenek, azaz csokkenteni kell a tenyésztett csoportokon beliili
véltozatossigot. A termelés intenzifikiciéjaval természetes médon egyltt jir a genetikai
véltozatossig csokkenése. Mivel az ember 6sztondsen a tébbet termel6, gyorsabban névekeds
fajtakat, valtozatokat részesiti elényben, az ilyen kritériumoknak kevésbé megfelel$ csoportok
hattérbe szorulnak, tenyésztésik lényegtelenné valik, majd idével meg is szlinik. Ezek a
megszing vad, félvad formak képviselik ugyanakkor a genetikai valtozatossigot, hiszen az
egységes tenyésztett dllomdnyok kialakuldsihoz a legtbb esetben tobb populdcié génjeit
hasznéljak fel.

A genetikai tartalékok megdrzése fontos a tenyésztés intenzitdsinak fenntartisihoz is.
A tenyésztett dllomanyok a fokozott szelekciés nyomds és termelési elvirdsok miatt
kilonleges igényekkel rendelkeznek, ami sok esetben a fokozott igénybevétellel, a szervezet és
az immunrendszer ellendllé-képességének csokkenésével és megnovekedett allategészségligyi
kockazatokkal jar. Altalinos elv, hogy a szuperintenziven tenyésztett fajtdk, allomanyok a
legsériilékenyebbek egy adott fajon belil. A kévetkezmények kezelésének egyik médja a
visszakeresztezés az adott fajta egyéb populicidival és a genetikai viltozatossig névelése a
fajtin belil. Ez azonban csak abban az esetben lehetséges, ha a fajtin beliil léteznek egyéb
populéciok.

A fentiek mellett nem szabad megfeledkezni a genetikai er8forrdsok megdérzésének
kézenfekvs és a kozvélemény dltal jobban ismert teriletérdl, a természetes kornyezetben €16
fajok megdrzésérsl. A Természetvédelmi Vildgszovetség (International Union for
Conservation of Nature — IUCN) dltal gondozott vorés konyv (http://www.iucnredlist.org)
adatai szerint a védelemre szorulé névény- és allatfajok szdma eleve igen magas és szinte
minden kategdridban folyamatosan névekszik. A természetes kornyezetben €16 fajok, illetve
azok megdrzésének jelentSsége megkérdéjelezhetetlen, ezt kilonb6z6 nemzetkézi
szervezetek, az Eurépai Unié jogszabalyai, illetve Magyarorszdg Alaptorvénye is garantalja.

A tenyésztett és természetes kornyezetben €16 fajok, populicidk fent emlitett megdrzése
ugyanilyen fontos a sziikebb szakteriiletemen, a halgazddlkoddsban is. A domesztikicié igen
alacsony foka miatt a halgazdilkodds nagyon is Osszefiigg a természeti erSforrdsok
hasznositdsival és megé6rzésével. A halgazdilkoddsban kidolgozott mddszerek és eljardsok
nem csak a kereskedelmi céld haltenyésztésben kapnak szerepet, hanem egyéb teriileteken is,
pl. a természetvédelmi szempontbdl lényeges fajok megdrzésében is. Az indukalt
halszaporitist és ivadéknevelést példaul széles korben alkalmazzik a fajmegsrzéssel
toglalkoz6 programok, amelyeknek célja a felnevelt ivadék kihelyezése természetes vizekbe,
nevezetesen arra az €él6helyre, ahonnan azok szdrmaztak. Az ilyen programokba bevont
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fajokbdl tenyészillomanyokat tartanak fent haltenyészt6 telepeken, amelyek utdna részt
vesznek a kihelyezésre szant allomanyok létrehozdsdban. A szaporitds mddszereit, pl. az
indukalt ivarérlelés, vagy a hormonkezelés az ovulacié és spermidcié végsé kivaltdsira mind a
halgazdilkodds gyakorlatdban dolgoztdk ki el6szor, majd alkalmaztik 8ket a faj- vagy
fajtamegdrzési programokban.

Ertekezésemben a haldszati genetikai eréforrasok megdrzésének egyik médjaval, a
himivarsejtek mélyhitésével foglalkozom. Az €18 sejtek és szovetek mélyhiitése lehet6vé teszi
azok megérzését emberi léptékkel mérve korlitlan ideig. A mélyhitétt sperma barmikor
felolvaszthaté és felhasznilhaté termékenyitésre, fuggetlendl attél, hogy az azt adé egyed
életben, vagy még szaporoddsra alkalmas dllapotban van-e. A mélyhitési médszerek,
receptirdk folyamatosan fejlédnek, azokat egyre tobb halfaj esetében dolgozzik ki. Az igy
kifejlesztett médszerek hasznalatival jobb termékenyitési eredmények érhet8k el, végs6 soron
jobb termelési eredményeket is produkélva.

Elére bocsitom, hogy az értekezésemben felvaltva haszndlom a magyar nyelv egyes
szam els6 személyt, illetve tobbes szim elsé személyid alakjat. Meggy6z6désem, hogy a 21.
szdzadban senki nem végez kutatémunkdt oOnmagdban, mdsok segitsége nélkul. A
csapatmunka, illetve a kozremi(ikodé kollégak iranti tisztelet okdn a dolgozat nagy részében a
tobbes szdm els6é személyt hasznaltam, kivéve azokat a vizsgilatokat, amelyeket valéban
egyediil végeztem.

1.1 Célkitlizés

Az értekezésemben 11 év (2003-2014) kutatémunkdjit foglaltam ossze. A taglalt
vizsgalatok célja a kévetkez6 volt:

* Spermamélyhiitési eljardsok fejlesztése tokalakdakban, pontyban és lazactélékben.

* A mélyhitott halsperma felolvasztis utini mindségi paramétereinek vizsgilata,
beleértve a sperma motilitdsit, életképességét (tokalakdakban) és termékenyits képességét.

e Pontyban a mélyhiitétt spermdval termékenyitett ikratételekbdl kikels ivadék
torzuldsainak, illetve a torz fejlédési ivadék ploididjanak vizsgilata.

A kifejlesztett spermamélyhitési eljarasok alkalmazdsa a haltenyésztés gyakorlatiban.
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2. Anyag és Modszer

Az értekezésben ismertetett vizsgdlatokat halfajok kilonbozé csoportjaiban végeztem el.
Ezek kozé tartoznak a tokalakdak, pontyfélék és lazacfélék. A logikai sorrend miatt a
vizsgélatokat a kilonb6zd rendszertani csoportok szerint ismertetem. Mivel a vizsgalatok egy
részében a keltet6hazi személyzet, illetve kollégaim, hallgatéim segitségét vettem igénybe, a
szovegben szdndékoltan keverten haszndlom a tébbes szdm elsé személyi és az egyes szdm
elsé személyi fogalmazist. Ennek haszndlata minden esetben attél figg, hogy a munka
meghatirozé részét egyedil, vagy csapatban végeztem.

2.1 Vizsgalati modszertan

A sperma mindségének vizsgilatdhoz a motilitdst (mozgé sejtek szdzalékos ardnyit)
becsléssel vagy szdmitégépes spermavizsgilattal (CASA) hatiroztam meg. A spermiumok
életképességét Sybr-14 — propidium-jodid (PI) kettds floureszcens élé-halott festéssel és
dramldsi citometridval hatdroztam meg. A sperma strliségét 100x vagy 1000x nagyitdson
Biirker-tipusu sejtszamlalé kamra segitségével dllapitottam meg.

A sperma mélyhtitéséhez 0,5 ml-es vagy 5 ml-es midszalmdkat haszniltam. A
spermaszuszpenziéval megtoltott miszalmakat egy cseppfolyés nitrogénnel toltott polisztirol
dobozban mélyhitottem. A miszalmékat egy 3 cm magas polisztirol keretre helyeztem, ami a
cseppfolyés nitrogén felszinén tuszott, majd a megfelel6 hiitési id6 elteltével a mintdkat
kozvetlentl a cseppfolyds nitrogénbe eresztettem. A mintikat minden esetben 40°C-os
viztirdében olvasztottam fel. A felolvasztott mintdk motilitisit a fent emlitett médon
hatdroztam meg, illetve azokkal termékenyitési vizsgdlatokat is végeztem.

A ponty esetében a kikelt ivadék ploididjanak meghatirozdsihoz 0,05% kolhicines
kezelést kovetSen a szabadembridkat 0.075 M KCl-oldatban hipotonizédltam, majd
rogzitettem. Ecetsavas szuszpendalds utin az ivadékokat tdrgylemezre cseppentettem,
Giemsa-festékkel festettem és a kromoszémdkat 1000x nagyitdson szdmoltam meg.

2.2 Vizsgalatok tokalakuakban

A tokalakidakkal kapcsolatos kisérleteket az Amerikai Egyesiilt Allamokban végeztem a
2003-2005 kozti idGszakban. Az egyes fajokkal kiilonb6zé helyszineken végeztem a
vizsgdlataimat:

* Roévidorra tok (Acipenser brevirostrum Lesueur, 1818) — Bears Bluff National Fish
Hatchery, 7030 Bears Bluft Rd, Wadmalaw Island, South Carolina 29487

 Sdpadt tok (Scaphirhynchus albus Forbes & Richardson, 1905) — Natchitoches National
Fish Hatchery, 615 South Dr, Natchitoches, Louisiana 71457

o Aséorrd tok (Scaphirhynchus platorbynchus Rafinesque, 1820) — Natchitoches National Fish
Hatchery, 615 South Dr, Natchitoches, Louisiana 71457

» Lapitorra tok (Polyodon spathula Walbaum, 1792) — Aquaculture Research Center,
Kentucky State University, 103 Athletic Road, Frankfort, Kentucky 40601
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Az analitikai vizsgdlatok egy részét a Louisianai Allami Egyetem Akvakultira
Kutatéédllomdsian (Aquaculture Research Station, Louisiana State University, 2410 Ben Hur
Rd. Baton Rouge, LA 70820) végeztem.

2.2.1 Az egyes tokalaku fajokban végzett vizsgalatok
2.2.1.1 Rovidorru tok fajban végzett vizsgalatok

1. A véddanyag fajtijanak és koncentricidjanak hatisa a mélyhitétt sperma
motilitdsira, termékenyits- és életképességére.

1.1. Kisérleti tényezdsk:
1.1.1. Véd8anyagok: metanol vagy DMSO;
1.1.2. Véd8anyag-koncentracidk: 5, 10 vagy 15%;
1.1.3. Termékenyitéshez haszndlt sperma mennyisége: 1 miszalma vagy fél

mszalma.

1.2. Végpontok:
1.2.1. Felolvasztis utani motilitas (%);
1.2.2. Termékenytilési ariny 4-8 sejtes embrickban (%);
1.2.3. Termékenyiilési ardny gerinchdros embriékban (%);
1.2.4. Kikelt ivadékok aranya (%);
1.2.5. Eletképes spermiumok ardnya (%).

2. Kilonb6zs higiték hatidsa a mélyhiitott sperma motilitdsdra, termékenyité- és
életképességére.

2.1. Kisérleti tényez8k:
2.1.1. Higiték: mT, oT és mHBSS;
2.1.2. Védéanyag-koncentracidk (csak metanol): 5, 10, 15%.

2.2. Végpontok:
2.2.1. Felolvasztis utini motilitds (%);
2.2.2. Termékenyiilési ardny 4-8 sejtes embriékban (%);
2.2.3. Kikelt ivadékok ardnya (%);
2.2.4. Eletképes spermiumok ardnya (%).

2.2.1.2 Sapadt tok fajban végzett vizsgalatok

1. Kéttéle higité és védbanyag-koncentricié hatdsa a mélyhdtott sperma motilitdsara,
termékenyits- és életképességére.

1.1. Kisérleti tényezdsk:
1.1.1. Higiték: mT, mHBSS;
1.1.2. Védbanyag-koncentricidk (csak metanol): 5 és 10%.

1.2. Végpontok:
1.2.1. Felolvasztis utidni motilitds (%);
1.2.2. Termékenytlési ardny 4-8 sejtes embridkban (%);
1.2.3. Termékenytlési ardny szivveréses embriékban (%);
1.2.4. Eletképes spermiumok ardnya (%).

2.2.1.3 Lapatorru tok fajban végzett vizsgalatok

1. Kétféle higité és védGanyag hatisdnak vizsgdlata a mélyhiitétt lapatorritok-sperma
telolvasztds utdni motilitisira, termékenyit6- és életképességére.

1.1. Kisérleti tényez8k:
1.1.1. Higiték: mT, mHBSS;
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1.1.2. Véd8anyagok: metanol és DMSO;
1.1.3. VédBanyag-koncentracidk: 5 és 10%.
1.2. Végpontok:
1.2.1. Felolvasztds utdni motilités;
1.2.2. Termékenytlési ardny 4-8 sejtes dllapotban;
1.2.3. Eletképes spermiumok ardnya.
2. A mélyhitétt spermaval termékenyitett ikratételek termékenytilése és kelése kozotti
kulénbségek vizsgalata.
2.1. Kisérleti tényez8k:
2.1.1. Kiil6nb6z6 tejes egyedek.
2.2. Végpontok:
2.2.1. Termékenytilési ardny 4-8 sejtes dllapotban;
2.2.2. Kelési ardny.
3. A véddbanyag-koncentricié hatdsa a mélyhitott lapatorritok-sperma termékenyitd
képességére.
3.1. Kisérleti tényezdk:
3.1.1. Védbanyag-koncentricidk: 5 és 10%.
3.2. Végpontok:
3.2.1. Termékenyiilési ardny 4-8 sejtes dllapotban;
3.2.2. Kelési arédny.
4. A véddanyag-koncentricié és a hitési id6 hatdsa az 5 ml-es miszalmakban
mélyhiitétt lapdtorratok-sperma termékenyité képességére.
4.1. Kisérleti tényezdk:
4.1.1. Védéanyag-koncentricidk: 5 és 10%;
4.1.2. Hiitési id8k (5 és 7 perc).
4.2. Végpontok:
4.2.1. Termékenyiilési ardny 4-8 sejtes dllapotban;
4.2.2. Kelési ardny.

2.3 Vizsgalatok ponty fajban

2.3.1 A kisérleti allomanyok szarmazasa

A pontyfélék kozill a vizsgilataimat kizdrélag ponty (Cyprinus carpio Linnzeus, 1758)
fajban végeztem. A vizsgilatokat a Haltermel6k Orszdgos Szovetsége (jelenleg: Magyar
Akvakultira és Haldszati Szakmakozi Szervezet) Dinnyési Ivadékneveld Tégazdasigiban,
illetve a Szent Istvin Egyetem Halgazdilkodasi Tanszékén végeztem.

2.3.2 A ponty fajban végzett vizsgalatok részletes ismertetése

1. A hitési id6 hatdsa az 1,2 illetve 5 ml-es miszalmdkban mélyhiit6tt pontysperma
termékenyitd képességére.
1.1. Kisérleti tényezdsk:
1.1.1. Hitési idsk:
1.1.1.1. 1,2 ml-es midszalmaknal: 3,4, 5 és 6 perc;
1.1.1.2. 5 ml-es miszalmdknal: 3, 5,7 és 9 perc.
1.2. Végpontok:

1.2.1. Kel6 ivadék szazalékos ardnya.
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2. A sperma-ikra ardny hatisa az 1,2 é 5 ml-es midszalmikban mélyhitott
pontysperma termékenyit6 képességére, illetve az ivadékkori torzuldsokra.
2.1. Kisérleti tényez8k:
2.1.1. Kiil6nb6z6 térfogatd miiszalmdk: 1,2 ml és 5 ml;
2.1.2. Kiilonb6z8 ikratételek:
2.1.2.1. 1,2 ml-es miszalmaknal: 10, 20 és 30 g;
2.1.2.2. 5 ml-es midszalmaknal: 40, 80 és 120 g.
2.2. Végpontok:
2.2.1. Kel§ ivadékok szdzalékos aranya;
2.2.2. Torz tel6dési ivadékok szdzalékos arinya;

2.2.3. A torz fejlédési ivadékok ploididja.

2.4 Vizsgalatok lazacfélékben

A lazacfélélkben végzett vizsgilataimat a tokfélékhez hasonléan kilonbozé
helyszineken végeztem a 2009-2014 kozotti idGszakban. Az egyes fajokkal végzett vizsgdlatok
helyszinei a kovetkezsk voltak:
* Sebes pisztring (Salmo trutta morpha fario Linnzus, 1758) — Hoitsy & Rieger Kft.,
Lillafiiredi Pisztrangtelep, 3517 Miskolc-Lillafired, Erzsébet sétiny 55.

» Mirvanypisztraing (Salmo marmoratus Cuvier, 1829) — Tolmini Horgaszegyesiilet, Trg
1. maja 7, 5220 Tolmin, Szlovénia.

* Szivirvanyos pisztrang (Oncorbynchus mykiss Walbaum, 1792) — INRA Fish
Physiology and Genomics, Bat 16A, Campus de Beaulieu, F-35000 Rennes, Franciaorszig.

 Pénzes pér (Thymallus thymallus Linnaeus, 1758) — Tolmini Horgaszegyesiilet, Trg 1.

maja 7, 5220 Tolmin, Szlovénia.

A szamitégépes spermavizsgilatok egy részét a Szent Istvin Egyetem Halgazdalkoddsi
Tanszékén végeztem Godolldn.

2.4.1 Az egyes lazacféle fajokban végzett kisérletek
2.4.1.1 Sebes pisztrangban végzett kisérletek

1. A felolvasztds utdni tirolds hatdsa a mélyhiitott sperma motilitdsdra és termékenyits
képességére.
1.1. Kisérleti tényezdsk:
1.1.1. Felolvasztds utdni tirolds ideje: 0, 10 és 60 perc.
1.2. Végpontok:
1.2.1. Felolvasztis utdni motilités;
1.2.2. Szempontos ikra szdzalékos aranya.

2.4.1.2 Marvanypisztrangban végzett kisérletek

1. A felolvasztis utdni tdrolds és kétféle védSanyag hatisa a mélyhitott sperma
motilitdsira és termékenyits képességére.

1.1. Kisérleti tényez8k:
1.1.1. Felolvasztds utani tarolas ideje: 0, 10 és 60 perc;
1.1.2. Véd8anyagok: metanol és DMSO.

1.2. Végpontok:
1.2.1. Felolvasztis utdni motilités;
1.2.2. Szempontos ikra szdzalékos ardnya;

10



dc_1552 18

1.2.3. Kikelt ivadék szazalékos aranya.

2.4.1.3 Szivarvanyos pisztrangban végzett kisérletek

1. A felolvasztis utdni tdrolds és kétféle védSanyag hatisa a mélyhiitott sperma
termékenyitd képességére.

1.1. Kisérleti tényez8k:
1.1.1. Felolvasztds utani tarolas ideje: 0, 10 és 60 perc;
1.1.2. Véd8anyagok: metanol és DMSO.

1.2. Végpontok:
1.2.1.5zempontos ikra szdzalékos arinya;
1.2.2. Kikelt ivadék szazalékos aranya.

2.4.1.4 Pénzes pérben végzett kisérletek

1. A felolvasztds utdni tdrolds hatdsa a mélyhtitott sperma termékenyits képességére.
1.1. Kisérleti tényezdk:
1.1.1. Felolvasztis utdni tarolds ideje: 0, 2, 5, 10, 30, 60 és 120 perc.
1.2. Végpontok:
1.2.1.Szempontos ikra szdzalékos arinya;
1.2.2. Kikelt ivadékok szdzalékos ardnya.
2. A sperma-ikra ardny hatdsa a mélyhiitott sperma termékenyitS képességére.
2.1. Kisérleti tényez8k:
2.1.1. Sperma-ikra ardnyok: 5 x 104,104, 5 x 103 és 103.
2.2. Végpontok:
2.2.1. Szempontos ikra szdzalékos ardnya;

2.2.2. Kikelt ivadékok szazalékos ardnya.
2.5 A kidolgozott modszerek alkalmazasa a gyakorlatban

2.5.1 A ponty fajban kidolgozott modszerek alkalmazasa

A ponty fajban kidolgozott médszertant a Haltenyésztési és Ontozési Kutaté Intézet
HAKI, mai jogutédja a Nemzeti Agrirkutatisi és Innoviciés Kozpont, Haldszati
Kutatéintézet — NAIK-HAKI) hasznositotta 2005-2007-ben a ponty mélyhitott
génbankjinak létrehozasihoz. A HAKI dltal kezdeményezett munkat két idészakban
hajtottuk végre, 2005. majus 18 — junius 29. kozott, illetve 2007. dprilis 20-24. kozott. A
2005-ben végrehajtott munkat teljes egészében a HAKI szarvasi telephelyén, mig a 2007-ben
elvégzett munkdt a HAKI telephelyén, illetve a Magyar Orszagos Horgdsz Szovetség
(MOHOSZ) kajaszoi tégazdasidgiban végeztik.

2.5.2 A lazacfélékben kidolgozott médszerek alkalmazasa

A lazacfélékben kidolgozott mddszereket jelenleg a szlovéniai Tolmin virosiban
miik6dS Tolmini Horgdszegyesilet, illetve az annak tulajdondban 1évé Faronika d.o.o. cég
alkalmazza. A spermamélyhitést az dltaluk gondozott két faj, a marvinypisztring és a pénzes
pér tenyésztémunkdja sordan haszndljdk az dltalam vezetett kutatécsoport aktiv
kézremtikodésével. Mindkét faj esetében a vadon €16 populcidk egyedeit hasznaljuk.
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3. Eredmények és értékelésiik

3.1 A tokalakuakban kapott eredmények

3.1.1 Arovidorru tok fajban kapott eredmények

A véddanyag fajtdjanak és koncentriciéjanak hatdsait vizsgilé kisérletben a
legmagasabb felolvasztds utdni motilitdis 26 + 13% volt, amit 5% DMSO véd8anyag
hasznalatival értink el. A kapott felolvasztds utidni motilitds eredmények statisztikai
értékelése sordn azt tapasztaltuk, hogy a védanyag tipusa nem, ugyanakkor a koncentriciéja
szignifikdns hatist (P = 0,0027) gyakorolt az eredményekre.

A sperma-ikra ardnynak nem volt szignifikins hatdsa a termékenyilési és kelési
eredményekre. A legmagasabb termékenytilési ardny 4-8 sejtes stidiumban 40 + 15%,
gerinchdros stidiumban 35 = 17%, illetve a legmagasabb kelési ardny 31 + 15% volt,
mindhdrom eredményt 5% metanol véddanyag haszndlatakor kaptuk. A sejtek mért
életképesség-értékei kozott nem taldltunk szignifikdns kilonbséget, egyedil a 15% DMSO
védbanyag hasznalata eredményezett kevesebb ép membrinnal rendelkezé sejtet.

A kilonbozs higiték hatdsit sszefoglalé kisérletben a legmagasabb felolvasztds utdni
motilitdst mT (18 + 10%) és oT (12 + 6%) higiték és 5% metanol haszndlata mellett figyeltuk
meg. A legmagasabb termékenyiilési és kelési eredményeket mT (18 + 11% termékenyiilés és
17 £ 12% kelés), illetve mHBSS (12 + 10% termékenytilés és 11 + 12% kelés) higité és 5%
metanol véddanyag haszndlata mellett értiik el. A sejtek életképessége dltalinossigban az mT
higité hasznélata mellett volt a legalacsonyabb.

Osszehasonlitottuk tovabbé az oT és mT higiték, a DMSO és metanol védéanyagok és
az utébbiak kilonb6z8 koncentricidinak (5, 10 és 15%) hatdsit az igy létrehozott
hitémédiumok ozmolalitdsira. Az eredményekbdl kiderilt, hogy az oT higité6 ozmolalitisa
(204 + 8 mOsm/kg) szignifikdnsan magasabb volt, mint az mT higit6é (73 + 9 mOsm/kg),
illetve az is, hogy a DMSO véd8anyag hozzdaddsa mindkét higité esetében statisztikailag
igazolhaté és koncentracié-fiiggé médon novelte a mért ozmolalitds értékét, mig a metanol
védanyag haszndlata nem viltoztatta meg az oldat ozmolalitdsit.

3.1.2 A sapadt tok fajban kapott eredmények

A sdpadt tok mélyhiitott spermaja mT higité és 10% metanol véddanyag haszndlata
mellett mutatta a legmagasabb felolvasztds utini motilitdst (70 £ 10%) és életképességét,
illetve ugyanezen higité és 5% metanol kombindcidjaval eredményezte a legmagasabb
termékenyiilést (88 + 6% 4-sejtes stidiumban és 73 + 14% szivveréses stidiumban).
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3.1.3 A lapatorru tok fajban kapott eredmények

A kétféle higité és védGanyag hatdsit vizsgl6 kisérletben a legmagasabb felolvasztis
utdni motilitds (85 + 2%) és termékenytilési (80 = 3%) eredményeket mT higité és 10%
metanol védSanyag haszndlata mellett értiik el, azonban a legmagasabb életképességet
(59 + 2%) mHBSS és 5% DMSO hasznalata eredményezte.

A mélyhiitott spermédval termékenyitett ikratételek termékenyiilését és kelését vizsgild
kisérletsorozatban a hirom tejes egyed felolvasztott spermdjival kapott eredményeket kiilon
vizsgaltuk. A legmagasabb termékenyiilési (84 = 9%) és kelési aranyt (79 + 5%) az 1. szamu
tejes egyed esetében figyeltiik meg.

A védbanyag-koncentricick hatdsit vizsgilé kisérletben a legmagasabb termékenyulési
(69 = 14%) és kelési aranyt (33 + 13%) 5% metanol védSanyag alkalmazdsa mellett figyeltik
meg.

Az 5 ml-es miszalmdkban mélyhitott lapatorritok-sperma termékenyits képességét
vizsgalo kisérletben a legmagasabb termékenyiilést (48 + 5%) és kelést (47 + 11%) 5% metanol
és 5 perc hitési id6 hasznalataval értiik el. Altalinossigban az 5 perc hitési id6 magasabb
termékenytilést eredményezett (P < 0,03), mint a 7 perc. Hasonlé médon, az alacsonyabb
metanol-koncentricié haszndlatival is magasabb termékenytilést értiink el (P < 0,004), mint a
magasabb koncentriciééval.

3.1.4 A tokalakuakban kapott eredmények értékelése

A tokalakdakban kapott eredmények azt mutattdk, hogy a metanol védGanyag
hasznédlata magasabb felolvasztis utini termékenyitd képességet eredményezett, mint a
DMSO védsanyag. A felolvasztds utini motilitds eredményei kozo6tt ugyanakkor nem volt
megfigyelhet6 hasonlé kiugré kiilonbség, kilondsen alacsony (5%) védSanyag-koncentricié
mellett.

A védbanyagok hatékonysiga fliggott a koncentriciéjuktdl is. Mindhdrom vizsgalt
halfajban az alacsonyabb koncentriciéju védéanyagok altaldban magasabb felolvasztds utini
motilitdst és termékenytilést eredményeztek. A magasabb koncentriciok (10 és 15%) esetében
tapasztalt alacsonyabb termékenyiilési eredmények azt jelzik, hogy ezek még metanol
védanyag esetében is toxikusak a sejtekre nézve. Ez aldl csak a lapédtorra tokban végzett elsé
kisérlet eredményei képeznek kivételt, azonban a késébbi kisérleteink ebben a fajban is
igazoltak a fenti hipotézist.

Az eredmények alapjan a kulonb6zd higiték is hatdst gyakorolnak a mélyhitott
toksperma termékenyits képességére. A rovidorra tok esetében az oT higité hasznilata
szignifikdnsan alacsonyabb termékenyilést eredményezett, mint az mT, illetve mHBSS
higiték haszndlata. A sdpadt tok és a lapatorra tok esetében szintén az mT higité bizonyult
hatdsosabbnak, mint az alternativaként hasznalt mHBSS higité.

A révidorru tok fajban kapott eredmények késztettek arra, hogy megmérjem az egyes
higiték ozmolalitdsit kilonboz8 véddanyagok és véddanyag-koncentricidk jelenlétében. Az
eredmények azt mutattik, hogy azok a kombindcidk, amelyek esetében a tokfélék szeminalis
plazmiéjianak fiziolégids ozmolalitdsinal magasabb értéket mutattak, gyengébb termékenytilést
és kelést eredményeztek. A DMSO védSanyag hasznilata jelentds mértékben névelte a
hitémédium ozmolalitdsit, figgetlentl a hasznilt higit6tél, mig a metanol védGanyag
hasznalata nem gyakorolt rd szignifikins hatast.

A spermiumok életképessége fajonként eltérd volt és dltalinossigban megegyezett azzal
a trenddel, amely szerint a rovidorrd tok spermdja gyengébb mindségi volt, mint a mésik két
vizsgalt fajé. Az egyes vizsgilati tényezdk (motilitds, termékenyitd képesség) kozotti finomabb
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osszefiiggések kimutatdsira ugyanakkor nem bizonyult alkalmasnak, s8t, tobb esetben
nyilvinvaléan hibds értékeket eredményezett, pl. azokban az esetekben, amikor a sperma
felolvasztis utdni motilitisa latszélag magasabb volt, mint az ép sejtmembrannal rendelkezd
sejtek ardnya. Ennek okai elsdsorban mdédszertani hibdk lehettek, amik a kisérletek
koriltekintSbb végrehajtdsaval kikiiszobolhetdk.

A lapétorrd tokban kapott tovibbi eredményeink megalapozzik egy lGzemi méretd
mélyhttési médszertan kialakitisit. A kapott eredmények azt mutatjik, hogy a lapédtorra tok
spermdja mind 0,5 ml-es, mind 5 ml-es miszalmikban mélyhttve alkalmas nagyobb
mennyiség ikra sikeres megtermékenyitésére. A 0,5 ml-es miszalmakban kapott eredmények
azt mutatjik, hogy a termékenytlés sikere elsGsorban a vizsgilatokhoz haszndlt him egyed
spermdjinak mindségétdl fiigg.

3.2 A ponty fajban végzett kisérletek eredményei

Az 1,2 ml-es miiszalmédk hasznélatakor a hiitési idének nem volt szignifikins hatdsa a
mélyhiitott sperma termékenyitd képességére. A legmagasabb kelési arinyt (69 + 16%) 4
perces hiités utdn figyeltiik meg, azonban statisztikailag igazolhaté kiilonbséget nem taldltunk
az egyes kezelt csoportok kozott. Az 5 ml-es miszalmak esetében a hitési id6 szignifikins
hatdst gyakorolt a kelési eredményekre (P = 0,0175). A legmagasabb kelés ebben ez esetben
39 = 27% volt és 5 perces hitési id6 mellett kaptuk.

Az 1,2 ml-es miszalmék hasznilatakor a legmagasabb kelési ardnyt (86 + 12%) 10 g
ikra termékenyitésekor, azaz a legmagasabb, 1,775 x 10¢ : 1 sperma-ikra ardnnyal értik el,
azonban a kiilonb6zd ikratételek termékenyitésekor kapott kelési eredmények kozott
szignifikdns kilonbséget nem kaptunk. Az 5 ml-es miiszalmédkkal a legmagasabb kelési ardny
65 + 18% volt, amit 80 g ikra termékenyitésekor (8,875 x 105 : 1 sperma-ikra ardny)
figyeltink meg, azonban statisztikailag szignifikins kiilonbség csak a 80 g és a 120 g ikra
termékenyitésekor kapott eredmények kozott volt.

Meglepd médon a legtobb torz fejlddési szabadembriét (15 + 9%) a kontroll
csoportban kaptuk, mig a mélyhltott spermdval termékenyitett csoportok kozil a
legmagasabb embriondlis torzulast (13 = 7%) 80 g ikra 5 ml-es miszalmaban hitott
sperméval végzett termékenyitésekor kaptuk. A embriondlis torzulidsok a kévetkezSkben
nyilvanultak meg: gerinctorzuldsok, behajlott vagy hidnyzé farok, pigmenthidny, a feji szervek
(pl. szemek) vagy az egész fej hidnya.

A kromoszémavizsgilatokat 268 frissen kelt szabadembrién végeztiik el. A legtobb torz
szabadembrié diploid volt mindegyik vizsgilati csoportban. Haploid egyedeket mindegyik
mélyhiitétt spermdval termékenyitett csoportban taldltunk, kivéve az 1,2 ml-es mszalmaval
termékenyitett 10 g-os és 40 g-os ikratételeket, illetve az 5 ml-es miszalmaval termékenyitett
120 g-os ikratételt, mivel ez utébbiban nem is taldltuk torz fejlédésd ivadékot. A haploid
egyedek ardnya a torz fejlddésd larvakon beliil igen alacsony volt, 2-6% kozott valtozott.

3.2.1 A ponty fajban kapott eredmények értékelése

A lapétorra tokhoz hasonldan, a ponty mélyhiitott sperméjaval kapott eredményeink azt
mutatjak, hogy mindkét mdszalma-tipus (1,2 ml és 5 ml) alkalmas a pontysperma
mélyhiitésre és az azzal végzett termékenyitésre. Az emlitett miszalma-tipusok kevésbé
elterjedtek, mint a 0,25 és 0,5 ml-esek, azonban a halak esetében hasznilatuknak van
létjogosultsiga, mivel a legtobb halfaj nagy mennyiségd spermat termel és azzal nagy
mennyiségl ikrat is kell megtermékenyiteni.
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Vizsgilataink alapjin a pontyban az ivadékkori torzuldst nem lehet a mélyhitott sperma
alkalmazdsianak a szdmldjira irni, mivel torz ivadékokat a legmagasabb arinyban a kontroll
csoportban figyeltink meg. A ponty esetében az ivadékkori torzulds valdszinidsithetSen
elsésorban az ikra kiinduldsi mindségétSl (a kisérleteket az ivdsi idGszak végén, junius
hénapban végeztiik) és a keltetés sordn fellépd oxigénhidnytdl eredeztethetd, és a mélyhiités
esetleges hatdsit a fent emlitett tényezék nem tették kimutathatéva.

Az ivadékkori torzuldsok ardnyitdl fiiggetleniil, haploid egyedeket csak a mélyhitott
spermaval termékenyitett ikrabdl kikelt csoportokban taldltunk. A kontroll csoportban nem
taldltunk haploid ivadékot fuggetlenil attdl, hogy a torz fejlédést vagy ép szabadembridkat
vizsgaltuk. Az, hogy a kisérletinkben nem taldltunk haploid egyedeket a kontroll csoportban,
arra utal, hogy a haploidia a mélyhitott spermaval végzett termékenyités eredménye.
Feltételezésunk szerint a ponty spermiumaiban a mélyhttés (fagyasztis és felolvasztds) reaktiv
szabadgyokok képzédését indukalta, ami tobb sejtben az 6rokitéanyagot teljes mértékben
inaktivélta. Az ilyen spermiumok képesek voltak ugyan megtermékenyiteni az ikraszemeket,
azonban a fejl6d6 embriéhoz genommal nem jarultak hozza. Eredményeink ugyanakkor azt is
bizonyitjak, hogy a pontyban — még akkor is, ha lehetséges — az ilyen jellegli haploidia
el6forduldsinak az esélye jelentéktelen és az ivadékkori torzulds nem irhaté a mélyhtés
szamldjara.

3.3 A lazacfélékben végzett vizsgalatok eredményei

3.3.1 A sebes pisztrangban végzett vizsgalatok eredményei

A felolvasztds utdni tdroldst vizsgilé kisérletinkben a sebes pisztring mélyhitott
spermdjinak a felolvasztds utini motilitdsa 55 + 21% volt kézvetlenil a felolvasztds utdn,
56 + 15% 10 perc és 53 + 12% 60 perc térolds utin. A friss sperma motilitdsa 88 + 7% volt. A
kiilonb6z8 taroldsi id6pontokban megfigyelt motilitis értékek kozott nem figyeltink meg
szignifikins kilonbséget. A termékenytilési eredmények tekintetében nem taldltunk
szignifikins kilonbséget az egyes kezelések kozott, illetve a kezelések és a kontroll kozott. Az
értékek 29 + 14% (felolvasztds utdni azonnali termékenyités esetében) és 45 + 22% (60 perc
telolvasztds utdni tarolast kovetd termékenyités esetében) kozott ingadoztak.

3.3.2 A marvanypisztrangban végzett vizsgalatok eredményei

A miérvanypisztring esetében a metanol védéanyag minden esetben jobb eredményeket
adott, mint a DMSO. A felolvasztis utdni tirolas ideje szintén szignifikins hatast gyakorolt a
szempontos, illetve kikelt ikra szizalékos arinyira (P < 0,0001 mindkét esetben). A
legmagasabb termékenytiilést (szempontos ikra szdzalékos ardnya), illetve kelést (60 = 15%,
illetve 55 + 13%) a felolvasztist kovetd azonnali termékenyités esetében kaptuk metanol
védbanyag haszndlata mellett, azonban nem taldltunk szignifikins kiilonbséget az azonnali és
a 10 perc taroldst kévets termékenyitéskor kapott eredmények kézott.

3.3.3 A szivarvanyos pisztrangban végzett vizsgalatok eredményei

A szivarvianyos pisztring esetében a DMSO védSanyag hasznilata gyenge
termékenyiilést eredményezett, a szempontos ikra szdzalékos ardnya 17 = 10% és 2 = 1%
kozott, a kelési ardny pedig 16 + 9% és 1 + 1% kozott viltozott. Metanol véddanyag
haszndlata mellett jelentsen magasabb termékenyiilést értiink el, a szempontos ikra arinya
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45 + 5% — 32 + 4%, a kelés pedig 41 + 5% — 30 + 4% volt. A DMSO védSanyag hasznilata
esetében a termékenyiilési mutaték a troldsi id6 fuggvényében csokkentek, mig a metanol
hasznalatakor nem taldltunk szignifikins kilonbséget az egyes tdroldsi id6knél kapott
eredmények kozott.

3.3.4 A pénzes pérben végzett vizsgalatok eredményei

A felolvasztds utdni tarolds hatdsit vizsgdlé kisérletben a termékenyiilési mutatékban
nem jelentkezett szignifikdns kiillonbség egészen a felolvasztds utini 60. percig. A szempontos
ikra ardnya 60 = 2% volt a felolvasztis utdni azonnali termékenyitéskor és 59 + 2% volt 60
perc térolast kovetSen. A kelés ugyanezekben az idépontokban 47 + 3% és 46 + 2% volt.

A sperma-ikra ardnyt vizsgalé kisérletinkben a sperma-ikra ardny szignifikins hatdst
gyakorolt mind a szempontos ikra szdzalékos ardnydra, mind a kelési arinyra (P < 0,0001
mindkét paraméter esetében). A legmagasabb arinyu szempontos ikrit (60 = 8%), illetve
kelést (53 + 7%) a legmagasabb, 5 x 104 spermium/ikraszem sperma-ikra ardny esetében
kaptuk. Ez az eredmény nem kilonbozott szignifikinsan a kontroll csoportban elért
eredményektdl (68 + 3% szempontos ikra és 55 + 3% kelés). Sikeres ikrakelést tapasztaltunk
azonban még a legalacsonyabb sperma-ikra ardny mellett termékenyitett ikratételekben is (103
spermium/ikraszem, 5 + 3% szempontos ikra és 4 + 2% kelés).

3.3.5 A lazacfélékben kapott eredmények értékelése

Vizsgilataink sordn a metanol egyértelmten hatékonyabb védéanyagnak bizonyult a
DMSO-nil, amit a kapott motilitdsi, termékenytilési és kelési eredmények is bizonyitanak. A
metanol véddanyag hatékonysigit mar a tokalaktakban végzett kisérletek tdrgyaldsakor
részletesen ismertettem, ezért itt nem térek rd ki kilon. Fontos ugyanakkor a két véddanyag
kolesonhatdsdnak tirgyaldsa a sperma felolvasztis utdni tiroldsdnak fiiggvényében.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a lazactélék spermdja a felolvasztist kévetSen
legaldbb 10 percig (a szivirvinyos és mérvanypisztringban), de akir egy ordig is (a sebes
pisztringban és a pénzes pérben) megdrzi a termékenyits képességét. Eredményeinkbél az is
kidertil, hogy ez a tirolhatésig nem csak a fajtdl, hanem a hasznélt védanyagtdl is fligg, azaz
a fent leirt tdrolhatésdg csak metanol véddanyag hasznédlata mellett valésult meg. A korabbi
szakirodalmi forrdsok lazactélékben a felolvasztott sperma azonnali felhaszndldsa mellett
érveltek, s6t a kozolt eredmények azt mutattik, hogy mér 30 mdasodperces tirolds is
szignifikdnsan csékkentette a sperma termékenyité képességét. Sajit eredményeink alapjin
kijelenthetd, hogy a lazacfélék spermija a felolvasztds utdn biztonsdggal tirolhaté legaldbb 10
percig (illetve egyes fajokban 60 percig) és felhaszndlhaté termékenyitésre.

Az dltalunk tanulminyozott lazacfélék kozil a pénzes pér spermdja bizonyult a
legellendllébbnak a mélyhiités kdros hatdsaival szemben. Ez nem csak abban mutatkozott
meg, hogy azonos mélyhtitési médszertan mellett ebben a fajban tapasztaltuk a legmagasabb
termékenytilési arinyokat, hanem abban is, hogy az extrém alacsony sperma-ikra arany (103 :
1) hasznélata mellett is talaltunk termékenyiilt ikrat, amelyekbdl egészséges ivadék kelt ki.

A pénzes pérben termékenyitéshez hasznalt mélyhitott sperma abszolit térfogata is
igen alacsony volt. Igy példaul az 5 x 104 : 1 sperma-ikra ardny esetében a termékenyitéshez
telhasznilt sperma tényleges mennyisége 22 + 12 pl volt. Ez azt jelenti, hogy egy miszalma
tartalma (500 ul) 1100 g ikra megtermékenyitéséhez elegendd a termékenyiilés
hatékonysiginak megdrzése mellett. Figyelembe véve az ebben a fajban ikrasonként dtlagosan

lefejhetS ikra mennyiségét (100-150 g), a kereskedelmi forgalomban kaphaté 0,5 ml-es
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muszalmdk jél hasznilhaték az Gzemi szintd mélyhdtésre és nincs szitkség ennél nagyobb
térfogati eszk6zok alkalmazasara.

3.4 A kidolgozott modszerek gyakorlati alkalmazasanak eredményei

3.4.1 A ponty fajban kidolgozott modszerek alkalmazasa

A 2005-ben végzett munka sordn tervezett 180 egyeddel szemben 187 egyed spermdjit
hitottik le. A tervezett fajtikbol 8 hazai és 2 kulfoldi fajta esetében sikerilt lehtteni a
megallapodédsban régzitett 10 egyed spermdjit, s6t az amuri fajta esetében 4 egyeddel tdl is
teljesitettiik azt. Hét hazai és egy kiilfoldi fajta esetében nem sikerilt lehtteni a tervezett 10
egyed spermdjit, s6t a dinnyési fajta esetében minddossze egy egyedtdl kaptunk spermit.
Ezeken kiviil azonban, lehitottiik a megéllapoddsban nem szereplé 2 hazai és 5 kilfoldi fajta
kilonbozd egyedeinek spermdjit, amelyek koziil a poljanai fajta esetében eltiroltuk az
eldirdsos 10 egyed mintdit. A mintdk visszaellendrzése sordn a felolvasztott 50 mintibdl 46
muszalmdban taldltunk mozgé spermiumokat.

A 2007-ben végzett munka sordn mind a 25 tervezett egyedtdl hiitdttink le
spermamintdkat. Az egyik egyedtdl nem sikertlt (19. szdmt, Dunai vadponty fajta) 40 db
muszalmdnyi spermat lehtteni, ebben az esetben csak 38 szalmat tudtunk eltenni.

3.4.2 A lazacfélékban kidolgozott médszerek alkalmazasa

A genetikai vizsgilatok eredményei alapjan 2009-ben 15-bdl 3, 2010-ben 19-bél 4,
2011-ben pedig 25-b8l 5 egyedet vilasztottak ki a Tolmini Horgiszegyesiilet munkatdrsai
telhasznalasra. Ezeket 2009-ben egy, 2010-ben kett6 és 2011-ben négy keltetShazi
szaporitisban haszniltak fel. A termékenyiilési eredmények szempontos stidiumban 27,4% és
91,3% kozott, mig a kelési eredmények 25,4% és 82,3% kozott valtakoztak. Az egymist
kévetd harom évben osszesen 21 467 ivadékot dllitottak el6 mélyhdtott spermdbdl az
egyestlet munkatdrsai.

A mirvanypisztring esetében a Huda Grapa-patakban €16 allomany himjeinek
spermdjat gydjtjik be minden év novemberében és mélyhiitjik a kidolgozott médszertannal.
A mélyhitott spermit a Tolmini Horgdszegyestilet munkatdrsai hasznaljék fel a szaporitdsi
idészakban a tenyészdllomanyukban talilhaté és a Huda Grapa-patakbdl szarmazé (azaz
populdcié-azonos) ikrdsok ivartermékének megtermékenyitésére. A szempontos stidiumu
ikrat mesterséges fészkekbe helyezik ki elére kivalasztott patakokban (pl. a Baca folyé

forrashoz kozeli izoldlt szakaszain), ahol a kikeld ivadékok Gj populacidkat hoznak létre.

3.4.3 A kidolgozott modszerek gyakorlati alkalmazasanak értékelése

A NAIK Halaszati Kutatéintézetében (HAKI) létrehozott és a mai napig fenntartott
mélyhiitott pontysperma-génbank Magyarorszdgon egyediildlls. Azt is fontos kiemelni, hogy
a HAKI génbankjdban eltdrolt mintdk egyrészt az €16 génbank kiegészitéseként miikodnek,
masrészt lehet6vé teszik, hogy egyes fajtikat visszakeresztezziink oOnmagukkal, hogy
elkeriiljik a beltenyésztéses leromldst.

A felolvasztott spermamintdk nagy részében taldltunk mozgé sejteket, ennek
megfeleléen a génbankban eltdrolt mintdk lehet6vé teszik a sikeres termékenyitést. Ennek
probajara 2013-ban keriilt sor, amikor a Szarvasi P22 fajta szaporitisakor haszniltak fel a
mélyhiitétt spermamintdkbdl és a kikelt ivadékot tenyészdllomany-jel6ltként nevelték fel.
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A lazactélékben kidolgozott médszer gyakorlati alkalmazdsa a mélyhitott halsperma
alternativ felhasznaldsi teriiletét jelenti. Ezekben a fajokban a génbanki munka a fajmeg8rzési
célu haltenyésztést egésziti ki. A Tolmini Horgiszegyestlet élen jir két helyi jelent8ségi
NATURA 2000-es faj (illetve véltozat) megérzésében. Mindkét populcié esetében sulyos
kovetkezményekkel jart a XX. szdzad sordn végrehajtott haltelepités. A Soca (Isonzo) foly6 és
vizrendszere az Adriai-tenger vizgyijt6jéhez tartézik és halfaundja jelentSsen kilonbozik a
dunai (végs6 soron fekete-tengeri) vizgyjt6jétsl. A folyd vizrendszerében tobb alkalommal
telepitettek ,fajbdvités” cimmel nem Gshonos, a dunai vizgyijtébdl szarmazé fajokat. Ezek
kozil a sebes pisztring a marvanypisztranggal képezett hibrideket, a pénzes pér pedig az
adriai pénzes pérrel, ami ugyan fajazonos, azonban genetikailag és fenotipusosan is jelentGsen
elkilonilt populdciét alkotott.

A Tolmini Horgaszegyestilet felismerve ezt a problémit, akcidtervet dolgozott ki a két
faj genetikai tartalékainak megdrzésére. A marvinypisztring esetében tenyészdllomdnyokat
hoztak létre a 7 megmaradt fajtiszta populaciébdl a halgazdasigukban. E mellett a populcidk
,mdsolatait” hoztak létre un. menedékpatakokban, ahova a fajtiszta populicick szempontos
ikrajat helyezik ki mesterséges fészkekbe. Igy Gj populdcickat hoznak létre, amelyek késsbb
magukban rejtik az 6ndllé genetikai fejlédés és a faj diverzifikdcidjanak lehetdségét. A pénzes
pér esetében a céljuk az, hogy molekuldris markerek segitségével felmérjék a populicié
genetikai helyzetét és az Gshonos adriai genotipus ardnydt. Ez utdn irdnyitott szelekciéval — a
magasabb ardnyban adriai genotipust hordozé egyedek felhasznédlisival — egy j
tenyészallomanyt hoznak létre, amelynek utddait telepithetik a helyi folyékba. Ebbe a
munkdba tudtunk mi bekapcsolédni az emlitett fajok spermdjinak mélyhiitésével.

A Soc¢iban és vizrendszerében €16 lazacfélék esetében a mélyhtités egy viszonylag révid
id6észak (1-2 hoénap) dthidaldsdra szolgal. A pénzes pér esetében a genetikai vizsgdlatok hossza
hatirozza meg azt az id8szakot, amit a spermdnak mélyhitott allapotban kell tdltenie. A
szaporoddsi idészakban vadon befogott egyedektdl kinyert sperma folyamatosan, évente
biztositja a gének bevindorldsit a tenyészdllomanyba, ugyanakkor a markerekre alapozott
szelekcié noveli az eredeti adriai genotipus hinyadit az dllominyban. Mivel ezt a munkat
2009 6ta folyamatosan végezziik, mara elmondhatd, hogy az egyesiilet teljes pénzes pér
tenyészallomanya vadon €16 egyedek mélyhtitott spermajabol szarmazik.

A miérvanypisztring esetében az egyik legkisebb létszdmu, ezért legsériilékenyebb
fajtiszta allomany, a Huda Grapa-patakban taldlhat6 populdcié him egyedeivel dolgozunk. Itt
a spermamélyhiités az ivasi idészak el6tti egy-két honap dthidaldsira szolgil. Mivel az
egyedeket elektromos haldszgéppel kell befogni a patakban, az ivisi idészakban ez
tonkretehetné magit az ivist: a parokat elildézné a fészkektdl és a taposis a fészkeket is
megsemmisithetné. Ezért a himekt8l még novemberben vessziik le a spermdt, amikor mar
termelnek elegendd ivarterméket, de az ivist még nem kezdték meg. A késébb (december-
janudrban) felhasznilt mélyhiitott sperma egy Gjabb generdcié létrehozdsiban segit, amibdl

egy menedékpatak populicidjat alakitjak ki a szlovén kollégak.

3.5 Jovokép

A kidolgozott és a gyakorlati alkalmazdsba atkeriilt médszerek egy hosszu és elmélyiilt
kutatémunka eredményei. Az, hogy sor kerilt valamilyen szinti gyakorlati alkalmazdsukra,
bizonyitja, hogy van létjogosultsiguk és van igény a fejlesztésiikre. Azt is latnunk kell
azonban, hogy a halak spermamélyhttésének megvannak a sajat korlatai. Nem vérhatd, hogy a
haltenyésztésben a sperma mélyhiitése ugyanolyan sikeres tzletiggd vilik, mint a
szarvasmarha-tenyésztésben. A szarvasmarha-tenyésztésben a spermamélyhtités pontosan
akkor érkezett a tenyésztSk segitségére, amikor arra a legnagyobb sziikség volt. Az 1950-es
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években mar akkora szelekciés nyomads volt — els@sorban a tejelémarha-dgazatban — a bikdkon,
ami jelentGsen felértékelte az egyedeket és lehet6vé tette az OrdkitGanyagukkal végzett
kereskedelmet. Az egyes nagy tenyészértékd bikdk spermdjinak is 6néllé értéke lett, a
mélyhités pedig lehetdvé tette, hogy akdr kontinensek kozott is kereskedhessenek vele. A
tenyésztett halfajokban a him tenyészegyedekre nem nehezedik ilyen szelekciés nyomas, az
egyes egyedeknek nincs 6ndllé tenyészértékiik. Ezen kiviil a halszaporitdsban a sperma ritkdn
korlitozé tényezs — a legtébb esetben szaporitdskor az ikra kinyerése okoz gondot, nem a
spermdé. Ez aldl természetesen léteznek kivételek, azonban ezek ritkdk és nem a legfontosabb
tenyésztett halfajokban fordulnak el6.

A haltenyésztésben a spermamélyhtités tizemi alkalmazasa a lazacfélék szaporitisiban
terjedt el leginkabb. Tobb lazactenyésztéssel foglalkozé norvég és izlandi cég dllt it a
mélyhitott sperma hasznalatira a keltet6hazi gyakorlatban, mivel csak igy biztosithaté a
termékenyités biztonsiga. A mesterséges szaporitdst és inszemindldst kiszolgalé nemzetkozi
cégek kozott mdr van olyan, amelyik a pisztring- és lazacsperma mélyhitésére is kindl
szabvanyositott higitokat és komplett htitémédiumokat. Igy megéllapithats, hogy a sperma
mélyhiitése fokozatosan teret nyer az olyan halgazdasigi dgazatokban, ahol a piac folyamatos
kiszolgaldsa nélkilozhetetlenné teszi az iparszerd tenyésztési rendszereket — és a
lazactenyésztés kétségkivil ilyen dgazat.

A halak esetében azonban nem csak a sperma mélyhttése teszi lehetévé a genetikai
tartalékok megdrzését. Az elmilt évtized kutatisi eredményei bizonyitottik, hogy a halak
esetében az Gsivarsejtek izolalhatdk, majd atiiltethetSk recipiens egyedekbe, amelyek mintegy
dajkaként a donor ivarsejtjeit fogjak termelni. Ez a technolégia valéban 4j lehetdségeket
biztosit a génbanki munkdban. A donor egyedekbdl nem csak a primordilis ivarsejtek, hanem
a spermatogéniumok, illetve oogéniumok is atiiltethetk a recipiensek ivarmirigyeibe, ahol
azok sikeresen megtapadnak és proliferdlédnak. Ennek megtfelelélen mind frissen kelt
ivadékok, mind felnétt egyedek haszndlhaték donorként. A recipiens egyedek sajit ivarsejt-
termelése kiilonb6z6 mddszerekkel gatolhatd, pl. triploidizaciéval vagy antiszensz
oligonukleotidok (morpholinék) hasznalatival. A képz8dé ivarsejtek tipusit (spermium vagy
ikra) a recipiens ivara hatdrozza meg. Recipiensként hasznilhatok fajazonos egyedek, illetve
kozeli rokon fajok egyedei is. A donor ivarsejtjei, illetve ivarmirigyei mélyhtthetdk, ahogy azt
sajat kisérleteink is bizonyitjdk.

Génbanki hasznilat szempontjdbdl a technoldgia Gj lehetSségeket nydjt. Az izolalt
ivarsejtek vagy ivari szovetek mélyhitésével lehetévé vilik a génbankokban a mélyhiitott
sperma kivaltdsa. Mivel az G&sivarsejtek diploidok és mindkét végsS ivarsejt-tipussd
differencidlédhatnak a recipiens ivaritdl fiiggden, nincs sziikség sem a sperma, sem az ikra
vagy embrick — mindmdig megoldatlan — mélyhttésére. Elviekben ez a technoldgia valéban
lehet6vé teszi egy faj helyredllitisit egyetlen him egyed spermatogéniumainak
telhaszndldsival. Reményeim szerint tehdt az ivari szévetek mélyhitésének, az ivarsejtek
izolaciéjanak és atiiltetésének komoly szerepe lehet a jov6 génbankjaiban.
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4. Uj tudomanyos eredmények

1. Kisérletesen bizonyitottam, hogy a tokalaktak és lazacfélék spermdjanak
mélyhiitésekor a metanol véddanyag haszndlata dltalinossigban kedvezébb felolvasztds
utdni motilitast, termékenytlést és kelést eredményez, mint a dimetil-szulfoxid védSanyag
alkalmazdsa. Bizonyitottam tovdbbd, hogy a tokalakuak esetében ez a kiilonbség a
hitémédium paranyomas-ozmométerrel mért ozmolalitdsival dll 6sszefiiggésben.

2. A lapatorru tok és a ponty spermdjinak mélyhtitésére sikerrel alkalmaztam az 5 ml-
es miszalmakat, amivel lehet6vé vilik az adott fajok szaporitdsakor a spermamélyhités
tzemi méretd alkalmazisa.

3. A pontysperma mélyhiitésekor bizonyitottam, hogy az embriondlis és ivadékkori
torzuldsok szdzalékos ardnya dltalinossigban nem emelkedik a mélyhitott sperma
haszndlatakor, ugyanakkor a torz ivadékok k6z6tt haploid egyedek is eldfordultak.

4. A lazactélék spermdjianak mélyhidtésekor kisérletesen bizonyitottam, hogy a
telolvasztott sperma legaldbb 10 percig — sebes pisztring és pénzes pér esetében 60 percig
— tarolhat6 a termékenyiilési és kelési eredmények csokkenése nélkil.

5. A pénzes pér mélyhiitott spermdjival végzett termékenyitéskor meghatdroztam,
hogy a termékenytilési és kelési eredmények csokkenése nélkiil biztonsigosan hasznédlhaté
sperma-ikra ardny 5 x104: 1.

6. A kialakitott moédszertant sikerrel alkalmaztam Magyarorszigon a ponty,
Szlovénidban pedig a marvanypisztrang és az adriai pénzes pér fajokban végzett génbanki
munkdban.
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6. Koszonetnyilvanitas

Egy tudomdinyos karrier soha nem egy ember kizdrélag sajit teljesitménye. A jelen
dolgozat sem kivétel ez aldl, az abban foglalt kisérletes munka végzése sorin szdmtalan
kolléganak, baratnak és timogaté szervezetnek tartozok kdszonettel.

A munkdmat tdmogaté szervezetek koziil koszonettel tartozom az Eurdépai Unidnak a
COST Action FA1205 AQUAGAMETE pilyazatért, a Magyar-Amerikai Oktatasi
Csereprogram Bizottsignak a Fulbright Osztondijért, az Orszigos Tudominyos Kutatdsi
Alapprogramoknak (OTKA), illetve utédszervezetének a Nemzeti Kutatdsi, Fejlesztési és
Innoviciés Hivatalnak (NKFIH) az F35170, D38498, F 038389, K109847 ¢és SNN116912
projektekért, illetve a SI-03/2007, TET_10-1-2011-0630 és TET_10-1-2011-0727 szdmu
Tudominy és Technolégia (TéT) pilydzatokért, az Oktatdsi Minisztériumnak az
FKFP0033/2001 palyizatért, a Magyar Tudomanyos Akadémidnak a szimomra megitélt
Bélyai Jinos Osztondijért, végil a Szent Istvin Egyetem szamira megitélt
TAMOP-4.2.2.B-10/1-2010-0011, TAMOP-4.2.1.B-11/2/KMR-2011-0003, GOP-
1.1.1-09/1-2010-0141, KMOP-1.1.1-09/1-2009-0049, 8526-5/2014/TUDPOL,
9878-3/2016/FEKUT ¢és EFOP 3.6.3.-VEKOP 16—2017—00008 palyazatokért.

Halamat szeretném kifejezni Dr. Mézes Miklés professzor urnak, az MTA tagjanak, aki
biztatott a jelen dolgozat megirdsira és folyamatos tdmogatisirdl biztositott. Haldval
tartozom Dr. Horvith Laszlé professzor urnak, aki elinditott tudoményos palyimon és
megtanitott a haldszat-halgazdilkodds szeretetére. Kdszonettel tartozom a dolgozatban leirt
kisérletekben nyujtott segitségért szimos kiilfoldi kolléganak: Dr. Terrence R. Tiersch és Dr.
Jill A. Jenkins (Louisiana State University, Amerikai Egyesiilt Allamok), Dr. William R.
Wayman és Dr. Jan C. Dean (U.S. Fish and Wildlife Service, Amerikai Egyesiilt Allamok),
Dr. Steven D. Mims (Kentucky State University, Amerikai Egyesiilt Allamok), Dr. Catherine
Labbé (INRA, Franciaorszig), Dr. Maria Paz Herrdez és Dr. Sonia Martinez-Piramo
(Universidad de Leén, Spanyolorszdg), Dr. Juan F. Asturiano (Universitat Politécnica de
Valéncia, Spanyolorszdg) és végll annak a kolléginak, aki a legnagyobb hatissal volt
munkdmra és gondolkoddsomra kilfldi ismerdseim koziil, Dusan Jesensek drnak a Tolmini
Horgiszegyestilett6l, Szlovénidbdl. Kulon koszonet illeti azokat a hazai halgazdasigi
véllalkozdsokat, illetve ezek vezetdit, akik segitették munkdmat, elsésorban Szabé Krisztidnt a
Dinnyési Ivadéknevel6 Tégazdasig vezetsjét és Hoitsy Gyorgy urat, a Lillafiredi
Pisztrangtelep vezetdjét, aki megtanitott a pisztringok szeretetére.

Koszonettel tartozom a SZIE Halgazdédlkodasi Tanszéke minden munkatdrsinak, aki az
elmult évek sorin segitette a kutatémunkdmat. Kiilon kiemelném egykori tanitvinyaimat, Dr.
Miskolczi Editet, Mihdlfty Szilviit, Osz Katalint, Vranovics Karolyt, Dr. Bokor Zoltant, Dr.
Bernith Gergelyt, Osz Agnest, illetve a kutatécsoportunk jelenlegi tagjait: Dr. Jelena Lujic-ot,
Dr. Késa Esztert, Kollar Timedt és Zoran Marinovi¢-ot. A Tanszék munkatirsai kozil mégis
a legtobb koszonet munkahelyi vezetémet és baritomat, Dr. Urbdnyi Béla egyetemi tandrt
illeti meg, akivel 1993 6ta ismerjik egymast és dolgozunk egyiitt és aki mindig meghatirozé
szerepet toltott be tudomanyos karrieremben és szakmai elémenetelemben. Béla amellett,
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hogy kitarté és gondoskodé barit, igazi kozosségszervezd, aki folyamatosan a munkatirsai
érdekeit tartja szeme el6tt.

Végiil koszonetet szeretnék mondani csalidomnak a hosszi évek sordn nydjtott
timogatdsért és szeretetért. Koszonet illeti meg sziileimet, akik felneveltek és megtanitottak a
valédi értékek tiszteletére, illetve elinditottak az agrirtudomdnyi pélyin. Szavakkal nehezen
kifejezhet6 az a hala, amit feleségem, Horvéth-Karip Krisztina, Adam fiam és Borbala linyom
irint érzek, aki szerettek, segitettek és idénként el kellett viseljék, hogy a munkdm miatt nem
vagyok veliik annyit, amennyit kellett volna.
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