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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 hangsulyozni. 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,
egyformédbbak legyenek, azaz csokkenteniink kell a tenyésztett csoportokon belili
véltozatossigot. A termelés intenzifikicidjaval természetes modon egyiitt jar a biolégiai és
genetikai valtozatossdg csokkenése. Mivel az ember 8szténdsen a tébbet termeld, gyorsabban
névekeds fajtikat, viltozatokat részesiti elényben, az ilyen kritériumoknak kevésbé megfeleld
csoportok hattérbe szorulnak, tenyésztésik lényegtelenné vilik, majd id6vel meg is sziinik.
Ezek a megsziing vad, félvad formdk képviselik ugyanakkor a genetikai véltozatossigot,
hiszen az egységes tenyésztett dllomdnyok kialakuldsihoz a legtobb esetben tobb populicié
génjeit hasznaljdk 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
fajtan belil. Ez azonban csak abban az esetben lehetséges, ha a fajtin belil léteznek is 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 ivarérlelést, vagy a hormonkezelést az ovulacié és spermidcié végsé kiviltiasara mind
a halgazdilkodds gyakorlatdban dolgoztik ki elészor, majd alkalmaztik Sket 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. Szakirodalmi attekintés

Az ivarsejt-mélyhtités tudomdnya 1949-ig nyulik vissza, amikor Polge et al. el8szor
adott szdmot a szdrazjég hémérsékletére (-79°C) lehitott sperma felolvasztist kovetd
tulélésérdl, illetve a glicerin védShatasardl. A felfedezést gyorsan kovették a tovibbi hasonlé
témaju vizsgalatok, és két évvel kés6bb mar beszamoltak az els6 mélyhiitott spermaval végzett
termékenyitésbdl szarmazé borju sziiletésérdl (Stewart, 1951). Halakban az els6 vizsgélatokrdl
John Blaxter szdmolt be (Blaxter, 1953), aki a sperma mélyhiitését a hering (Clupea harengus)
Gsszel és tavasszal ivé valtozatdnak hibridizaciéjara hasznalta — ami értelemszerten lehetetlen
lett volna természetes korilmények kozott. Az azéta eltelt tobb, mint 60 év alatt a
spermamélyhtités tobb gazdasigi emldsfajban (mindenekelstt a tejeld szarvasmarhdban) egy
tobb millié dollaros uzletiggd nétte ki magit, mig a kereskedelmi céld halgazdalkoddsi
alkalmazdsa csak néhidny éve indult el, az is meglehetésen korlitozott mennyiségben.
Dolgozatom els6 részében ennek a latszélagos kudarcnak az okait igyekszem feltdrni, illetve a
halsperma-mélyhiitésben rejlé lehetségeket ismertetni.

2.1 Az él6 sejtek és szovetek mélyhiitésének alapjai

Az €16 szovetek és sejtek mélyhidtésének f6 célja a bioldgiai id6 megéllitdsa, ami
vizalapu rendszerekben (amilyenek az €16 szervezetek is) extrém alacsony hémérsékleten valik
lehetségessé. Cseppfolyds viz nem létezik -130°C alatt. Ezen a hémérsékleten a viz csak
kristilyos vagy Uvegszerd amorf szilird halmazallapotban lehet jelen, amelyben a molekulak
mozgdsa olyan korldtozott, aminek hatdsa csak geoldgiai idében (tehdt nem biol6giai idében)
mérhetS. A mélyhiitott él6 anyag tiroldsihoz leggyakrabban hasznailt cseppfolyds nitrogén
torraspontjan (-196°C) nem miikédik semmilyen hét igényld kémiai vagy fizikai folyamat
(Mazur, 1984).

A viz fagydspontja 0°C, azonban a viz nem minden esetben alakul at szildrd jéggé ezen a
hémérsékleten. A viz tdlhilhet, azaz cseppfolyés halmazallapotban maradhat még a
fagyaspont alatt is mindaddig, amig a kristalyos jég képzdédése el nem indul az un. jégmagok
mentén. A jégmagok képzidése megkezdddhet spontin, vagy — ami a gyakoribb eset —
jégmagképz8 elemek segitségével (Mazur, 1990). A vizes oldatok fagydspontja 0°C-onil
alacsonyabb, igy adott esetben az oldat alacsonyabb hémérsékletig is tdlhtlhet. A tulhdlt
cseppfolyés halmazillapotbdl a szildrdba valé dtmenet sordn energia (rejtett hé) szabadul fel,
ami az oldatot felmelegiti a fagyaspontig. Fagyaskor a vizmolekuldk épiilnek bele elészor a jég
kristalyracsiaba (nem az oldott anyag molekuldi), igy az oldat folyamatosan toményebbé vélik
és ezzel egyiitt a fagydspontja is csokken. A folyamat az eutektikus pontig folytatédik, amikor
végil az egész oldat megszilirdul (Denniston et al., 2011).

Az él6 sejtek és szovetek mélyhiitésének hagyomainyos elmélete szerint a sejtek
mélyhttés sorin bekdvetkezé pusztuldsit a sejten belili jégképzddés okozza, igy a sejtek
tulélése maximalizdlhaté a sejten belili jégképz8dés minimalizalasaval (Mazur, 1963). A
jégképz6dés minimalizaldsa kétféle médon érhetd el: a sejten belili vizmennyiség
csokkentésével (vagy mds néven egyensulyi — equilibrium — hiitéssel) vagy vitrifikiciéval (nem
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egyensilyi vagy non-equilibrium hiitéssel). A sejten belilli vizmennyiség csokkentése
viszonylag lassu mélyhitéssel érhetd el. A sejt vizleaddsa sordn a legfontosabb szerepet a
sejthdrtya, mint féligitereszté membrdn jitssza. Mivel a sejten belil nincsenek hatékony
jégmagképzs elemek, a kristilyos jég képzGdése minden esetben a sejten kiviili térben
(extracellularisan) indul el (Mazur, 1970), mikozben a sejten belili viz tulhil és cseppfolyds
marad. Az ozmotikus nyomdskilonbség kiegyenlitésére a sejt folyamatosan vizet ad le a
korilotte bestirtis6ds oldatba. Amennyiben a sejtnek elegendd ideje van arra, hogy megfelels
mennyiségl vizet adjon le ahhoz, hogy elkerilje az intracelluldris jégképzédést, a sejt talélheti
a fagyasztast és felolvasztast. Ha erre nincs elegendd id8, abban az esetben a sejten belili viz
spontdn jégmagképz8déssel fagy meg, a jégkristilyok szabdlytalan szerkezete felszakithatja a
sejtek kilsd és bels6 membrinjait, ami végss soron a sejtek pusztuldsit okozza.

A sejtek szdmdra tehdt fontos, hogy elég lassan hiitsik le 6ket annak érdekében, hogy
biztositsuk a tdlélésiiket. Mit jelent ugyanakkor az ,elég lassan”® Ez értelemszertien a sejt
méretétSl és annak viztartalmdatdl fiigg. A nagyobb sejtek lassibb hitési sebességet igényelnek,
mig a kisebbek esetében a gyors hiités is megfelel6 taléléshez vezet. Az egérembridkkal
végzett korai kisérletek sordn pl. az optimdlis tdléléshez 0,3-2°C/perc kozotti hiitési
sebességre volt sziikség (Wittingham et al., 1972), és az 1°C/perc korili hiitési sebességet ma
is haszndljak sejtek és szovetek mélyhidtésére (Lee et al., 2013). Kereskedelmi forgalomban
kaphaték olyan mélyhiitéberendezések — hészigetelt dobozok — amelyekre a gyarté garantilja
a fent emlitett 1°C/perc-es hitési sebességet amennyiben a dobozt -80°C hémérsékletd
kozegbe helyezik (pl. szirazjég kozé vagy laboratériumi -80°C-os fagyasztdba).

Kisebb sejtek (pl. a kutatdsom tirgyit képezd halspermiumok) esetében a gyorsabb
hiitési sebességek gyakran jobb tdlélést eredményeznek, mint a lassiak. Ennek oka, hogy a
halspermiumok igen tomor, specialis szerkezetd sejtek, amelyekben kevés citoplazma és ennek
megfeleléen viz taldlhaté. Lassi hiités esetében ezek a sejtek az Sket koriilvevd és egyre
toményebbé vil6 oldat toxikus hatdsa miatt kdrosodhatnak, ami rontja a tulélésiik esélyeit.
Gyors hitéskor a benniik maradé viz (ha marad benntik viz) kisméretd jégkristilyok alakjiban
fagy meg, amik nem jelentenek jelentds veszélyt a sejtorganellumok szdmara. A gyors hiitési
sebességek ilyenkor viszonylag széles tartomanyban mozognak, pl. az afrikai harcsa (Clarias
gariepinus) spermdja esetében 11°C/perc sebességet hasznéltak (Steyn & Van Vuren, 1987),
mig a szivirvinyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) sperméja a 92,7°C/perc hiitési sebességet
is jol toleralta (Cabrita et al., 2001).

Extrém gyors hitéssel a cseppfolyés halmazéllapot kristilyos jég képzdédése nélkil
alakul 4t egy tvegszerd amorf szilirddd a vitrifikdciénak nevezett folyamat sordn. A
kristalyosodds helyett a viszkozitds hirtelen és gyors megemelkedése vezet a szildrd
halmazillapot 1étrejottéhez. A sikeres vitrifikicihoz ugyanakkor a védSanyagok vagy mds
néven krioprotektinsok igen magas koncentrdciéjdra van sziikség, ami a sejtekre nézve toxikus
lehet (Fahy et al. 1984). Az emlitett nehézségektdl fuggetlentl a vitrifikicié egy igen népszerd
és széles korben hasznalt technika, elsésorban embridk mélyhitésére (Carnevale, 2006; Liu et
al., 2015; Kuwayama et al., 2005). A hagyomdnyos fagyasztisi eljardsok egy jelentds része
szintén részleges vitrifikicidhoz vezet, elsdsorban a sejten belili (intracelluldris) térben (Leibo
et al., 1978; Hirsh et al., 1985). A vitrifikdlt anyag ugyanakkor metastabil, csak meghatirozott
hémérséklet alatt (-100-130°C) tarthaté fenn, ennél magasabb hdmérsékleten ujra
kristalyosodik, ami szintén a sejtek kdrosoddsdhoz vezet.

Liattuk tehdt, hogy az é16 anyag szimadra az alacsony hdmérséklet 6Gnmagdban nem jelent
veszélyt, a kdrosodas elsésorban az dtmeneti zéndban (kb. -15°C és -60°C kozott) éri a
mélyhiitésre szint sejteket vagy szoveteket. Amennyiben a sejtek tulélték a hdtést, akkor
szamukra a biolégiai id6 megillt. Az egyetlen hatds, ami ilyenkor a vizalapa €16 rendszereket
éri, az a kozmikus hattérsugirzas, amely szabadgyokok kialakuldsihoz és torésekhez vezet a

makromolekuldkban (pl. a DNS-ben). Megfeleléen hosszi idejd hattérsugirzds valéban
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karosodasokat valthat ki az él6 rendszerekben, féleg mivel a tdrolds hémérsékletén nem
lehetségesek a torések kijavitisihoz sziikséges enzimatikus reakcick sem. Kisérletesen
bebizonyitottik, hogy szobahémérsékleten 2000-4000 évnek megfelel§ hattérsugarzasra van
sziikség ahhoz, hogy egy emlGs sejttenyészet 63%-a elpusztuljon (Mazur, 1984).

Fontos ugyanakkor, hogy a mélyhiitétt él6 anyag tdroldsinak hdmérséklete -130°C alatt
legyen. A szdrazjég (-79°) hémérsékletén tirolt sejtek nem stabilak és folyamatosan — bar
sejttipustdl fiiggben eltérd itemben — pusztulnak (Mazur, 1984). Ennek az oka egyrészt a mar
fent leirt részleges vitrifikicioban keresendd, ami lehetévé teszi a jég kristilyracsokba
rendez8dését, masrészt abban, hogy ezen a hémérsékleten a cseppfolyds viz még nyomokban
jelen lehet, csakdgy mint az ahhoz k6t6d6 kémiai és fizikai reakcidk.

A mélyhitott €16 anyag felolvasztisinak tUteme legaldbb olyan fontos, mint a hitésé.
Lassu felolvasztds sordn a sejteken belil jelen 1év8 kisméret jégkristalyok novekedésnek
indulhatnak, illetve a vitrifikdlt anyag djra kristdlyosodhat, aminek a kdros hatdsait a
fentiekben mar ismertettem. Ha a sejteket gyorsan olvasztjuk fel (1000°C/perc sebességgel,
vagy gyorsabban), akkor a sejtek gyorsan rehidratdlédnak és javul a tulélésik (Denniston et
al., 2011). A vitrifikdlt sejtek-szovetek esetében mdra dltalinosan elterjedt az a nézet, hogy a
felolvasztds titeme fontosabb az €16 anyag tulélése szempontjdbdl, mint a hitésé (Mazur &
Seki, 2011, Seki et al., 2014). Ennek bizonyitisira pulzilé 1ézeres melegitéssel 10 000 000°C/
perc koriili felolvasztdsi sebességet értek el, ami a vitrifikdlt egér oocitdk kozel 100%-os
tulélését eredményezte (Jin et al., 2014).

2.2 Spermamélyhiités halakban

A sperma volt az els§ szovettipus, amelyre széles korben dolgoztak ki mélyhiitési
eljardsokat. A halak spermdja sok szempontbdl kilonbozik a gazdasigi emldsillatokétdl,
azonban a spermamélyhiités alapelvei azonosak. Ennek megfelelden a spermamélyhiités
lépéseit a halsperma mélyhtitésén keresztiil mutatom be.

2.2.1 A halsperma alapveto szaporodasbioldgiai tulajdonsagai

A halak spermdja ugyanugy, mint mas dllatokban, a herében termelédik. A spermiumok
a halakban igen viltozatos képet mutatnak, rendszertani csoporttél figgéen mds és mds
alaktak (Mattei, 1991). Ett6l fiiggetlenil vannak bizonyos kozos tényezdk, amelyek minden
himivarsejtben azonosak. A spermium, mint sejt egy jelentsen egyszer(isodott és specializalt
szerkezetet mutat. A feji rész tartalmazza a sejtmagot az orokit6anyaggal. A sejtmag dltaldban
gomb alakd, amelynek disztalis részén egy bemélyedés taldlhaté. A bemélyedéshez kozel
talalhatok a centridlumok (proximilis és disztilis), amelyek a mikrotubulusok
polimerizaciéjéért felelések és a spermium ostordnak kialakitdsaban, valamint osztéddskor a
magorsé huzéfonalainak létrehozasiban jitszanak kulcsfontossigu szerepet. A
halspermiumok nagy részének nincs kifejezett nyaki része, csak egy gallérszerd kitiremkedés
az ostor alapja kortil, amit6l a posztnukledris csatorna vélasztja el. Ez tartalmazza a sejtek
energiaelltdsiért felelds mitokondriumokat. Végil a spermiumok ostora felelds a
szaporitékozegben végzett haladé mozgisért. Az ostor belsd szerkezete dltalaban 9 periférikus
dupla és két centrilis szimpla mikrotubulusbdl all (9+2 szerkezet). A periférikus dupla
mikrotubulusok felszinén talilhaté dinein karok biztositjdk az ostor mozgisit azzal, hogy az
egymds mellett 4all6 mikrotubulusokat tengelyirdnyban elmozditjdk egymastdl.
Dolgozatomban hdrom rendszertani csoporttal foglalkozom, igy ezen csoportok
himivarsejtjeit ismertetem részletesen.
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A tokalakiak (Acipenseriformes) igen Gsi tipust rendszertani csoport, himivarsejtjeik is
jelentdsen eltérnek a tobbi halfaj spermiumait6l. A tokalakiak spermiumainak feje hosszukas,
henger alaky, dtlagosan 5 pm hosszi. A fej disztélis végén taldlhat6 az akroszémasapka, ami a
csontoshalak nagy részének spermiumaibdl hidnyzik. Az akroszéma a termékenyiilés
folyamata sordn segiti a spermiumfej behatoldsit a petesejt plazmamebrinjin, azonban a
pontos fiziolégiai szerepe a tokfélék termékenyiilésében nem ismert (Psenicka et al., 2010).
Az akroszémasapkat 3 db (ritkabban 2-4) endonukledris csatorna koti dssze a sejtmag alapi
részében taldlhaté implanticiés mélyedéssel, amelyek hélix alakban dtszelik a sejtmag teljes
keresztmetszetét. Az akroszémasapkabdl alakul ki termékenyiilés sordn egy aktin filamentum,
az akroszémanyuilvany. Az akroszémasapkat oldalrdl fajtél fuggéen 8-13 posztero-laterilis
nydlvany veszi koérbe, amely a termékenyités sordn feltételezhetGen rogziti a spermiumot a
csirakapu (mikropyle) csatorndjiban. Az implanticiés mélyedés ad helyet a két centriélumnak.
A mitokondriumok a mar feljebb emlitett posztnukledris csatornidban foglalnak helyet,
szamuk valészintleg 3-6, azonban ez a keresztmetszeti képeken nehezen igazolhats. A
spermiumok ostora 30-50 pm hosszi és a mdr ismert 9+2 szerkezetet mutatja. A tokfélék
spermiumdnak mdsik érdekessége, hogy ,uszékkal” rendelkezik, azaz az ostor két ellentétes
oldaldn két hosszdban végigfuté citoplazmatikus kitiremkedés figyelheté meg (1. dbra), ami
feltételezhetSen a termékenyiilési kozegben végzett haladdsukat segiti (Alavi et al., 2012b).

/ \“/\‘w\
*
4/\

1. ABRA: Az atlanti tok (Acipenser sturio) spermiumai transzmisszids elektronmikroszképos felvételen. A:
akroszéma; ECS: endonukledris csatorndk; IM: implantacids mélyedés; PL: posztero-laterdlis nyulvany; PN:
posztnukledris csatorna; U: ,UszOk”, a spermium ostordnak két oldalan megdfigyelheté citoplazmatikus
kitliremkedések. A fehér nyil a proximalis centriélumra mutat. Fotd: Horvath Akos

A pontyfélék (Cyprinidae) spermiumai a tokfélékhez képest egy rendkivil
leegyszertsitett formdt mutatnak és a fentebb leirt altaldnos sémdt kovetik. A sejtek nem
rendelkeznek akroszémédval. A sejtmagjuk goémbolyded vagy keresztmetszetben enyhén
elliptikus, ami mindig az ostor tengelyéhez képest enyhén eltolédva helyezkedik el. A
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sejtmagot egy citoplazmatikus kitiiremkedés kéveti amely gytrdszerden veszi koril az ostor
alapjat és a posztnukledris csatornit. A mitokondriumok szdma a kitiiremkedésben 2 és 10
kozott valtozik. A centridlumok a pontyfélék spermiumaiban is a sejtmagba benyild
implanticiés mélyedésben helyezkednek el. Az ostor hossza 30 és 60 pm kozott valtozik és
hagyomadnyos 9+2 szerkezetd (Bacetti et al., 1984). A pontyfélék kozott a compé (Tinca tinca)
rendelkezik az egyik legkisebb spermiummal, az ostordnak hossza mindéssze 25,45 + 2,47 pm
(Psenicka et al., 2006). A pontyfélék spermiumaiban nem figyelték meg a tokfélékben leirt

Usz6szerd citoplazmatikus kitiremkedéseket az ostor két oldalan (2. dbra).

4\: AEEEE =1 2E SEI

2. ABRA: A ponty spermiumai transzmisszids (bal) és pasztazo (jobb) elektronmikroszképos felvételen. IM:
implantacios mélyedés; M: mitokondriumok; N: sejtmag (nucleus); a fehér nyil a disztalis centridlumra
mutat. A baloldali felvételen a skala 1 um. Foté: Horvath Akos

A lazactélék (Salmonidae) spermiumai bizonyos szempontbdl eltérnek az dltalinos
szerkezettSl. A pisztraingspermiumok feji része tojds alakd, dtméréje hossztengelyben 2,5 pm,
keresztmetszetben 1,5-2 pm. A fej hossztengelye gyakorlatilag megegyezik az ostor
hossztengelyével. A centridlumok itt is egy a sejtmagba erésen betiiremkeds implantécids
mélyedésben ilnek és egymdssal derékszoget zdrnak be. A mitokondriumok egyetlen
megkozelitéleg gylrd alakd mitokondridlis testté, kondrioszémava egyesiilnek, amelyet egy
belsé és egy kiilsé membran hatdrol (Billard, 1983). A mitokondridlis test tobb faj esetében
helikalis szerkezetet vesz fel (Gwo et al., 1996; Lahnsteiner et al., 1991). Az ostor hossza
30-40 um és az ostor két oldalin megfigyelhetSk a citoplazmatikus kitiremkedések, amelyek
valészintleg a spermiumok el6re haladdsat segitik a termékenyité kozegben.

A kuls6 megtermékenyitéssel szaporodé halfajok spermiumai a vizben, mint
szaporodasi kozegben aktivalédnak. Az aktivicié az el6re haladé mozgis (motilitds) kivaltdsit
jelenti. Az aktivicié feltételeitl fiiggden azonban hdrom kilonb6z8 csoportot tudunk
megkiilonboztetni. A lazactélék és tokalakiak esetében a spermiumok aktiviciéjaért a
kéliumion (K*) koncentricidjdnak csokkenése felels. A szeminilis folyadékban viszonylag
magas a K+ koncentriciéja, mig az ivisnak helyet ad6é vizben alacsony. Egyéb ionok
jelenlétében (pl. Na*) a sperma még izotdnids korilmények kozott is mozog (Morisawa et al.,
1983a). A vizbe kikertilve a spermiumok sejtmembrédnja hiperpolarizilédik a K+-csatorndkon
bedramlé kaliumionok hatdsira. A hiperpolarizdlt membran hatdsira aktivdlédik az adenilil-
cikldz enzimrendszer, ami pedig cAMP-szintézist indukdl. Ez vezet egy foszforildciés
kaszkddon keresztil a motilitds aktiviciéjahoz, azaz a dinein karok elmozdulisihoz az
ostorban taldlhaté mikrotubulusok mentén (IMorisawa, 2008).
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Az édesvizi halak nagy részében, igy a pontyfélékben is a spermiumok aktiviciéjiért
nem egy meghatdrozott ion koncentriciéja, hanem a sejteket tartalmazé kozeg ozmolalitisa
felelés. A szemindlis folyadék magas (300 mOsmol/kg korili) ozmolalitisi kozegébdl
kikeriils sejtek az alacsony ozmolalitdsi vizben aktivilédnak (Morisawa et al., 1983b). Az
aktivicié folyamata ezekben a fajokban nem jar cAMP-szintézissel, azonban az ionos kozeg
Osszetétele itt is fontos szerepet jatszik. Ca2*-mentes kozegben a pontyspermiumok nem
aktivilhaték, ugyanakkor az aktivicidhoz sziikséges az intracelluliris Ca2+-koncentricié
novekedése, ami nyilvinvaléan Ca2+-influxot feltételez a membranon keresztil (Krasznai et
al., 2000). A hipoozmotikus kozegben a sejtek vizet vesznek fel, ami jelentds mértékd
duzzadissal jar. Feltételezik, hogy a duzzadis kozben dtrendez6dd foszfolipid membrin
megnyuldsa aktivilja az ioncsatorndkat, amelyeken keresztil megindul a kdliumionok
kidramldsa. Ez a sejtmembran hiperpolariziciéjidhoz vezet, ami elinditja a Ca2*-influxot, ami
pedig egy mdig ismeretlen aktiviciés folyamatot eredményez (Morisawa, 2008).

Erdemes végil megemliteni a tengeri halfajok spermdjinak aktivciéjat, ami a
hiperozmotikus szaporoddsi kérnyezet eredménye. Ebben az esetben is a mozgds aktiviciéja a
sejten belili Ca2t-koncentricié novekedésétsl figg, azonban a tengeri fajokban ez a Ca?*
intracelluldris forrdsbol és nem a sejten kiviilrsl szdrmazik (Morisawa, 2008).

Fuggetlentl az aktivaciés kozegtdl, a kils6 megtermékenyitési halfajok esetében a
sperma igen rovid ideig mozog. A sperma motilitisa kiilonb6zé fiziolégids oldatok
segitségével meghosszabbithat6, azonban a természetes ivisi kozegben (édesviz vagy
tengerviz) a mozgds id6tartama 0,5-2 perc kozott ingadozik (Billard, 1978; Scott & Baynes,
1980; Ingerman, 2008). A tokalakiak ez aldl kivételt képeznek, mivel himivarsejtjeik 5-30
percig is képesek mozogni (Alavi et al., 2012b). A tokfélék esetében a szemindlis folyadék
ozmolalitdsa jéval alacsonyabb a csontoshalakban mértnél (~300 mOsmol/kg), fajtdl fiiggen
30-90 mOsmol/kg korili. fgy a vizben, mint szaporoddsi kozegben a spermiumokat sokkal
kisebb ozmotikus sokk éri, mint a csontoshalak spermiumait, és ez okozhatja a hosszabb
motilitdsi id6t. Az alacsony ozmolalitdsi szemindlis folyadékért a tokfélék sajatos hagyivari
szervrendszere felelés, mivel a herék a himivarsejteket a vesén keresztiil tritik a kilvilagba, és
a sperma a f6 vesevezetékben vizelettel keveredik (Alavi et al., 2012a). A sperma motilitisinak
idStartama meghosszabbithaté kiilonb6zé oldatok segitségével. Régi megfigyelés, hogy a
lazacfélék hastiregében 6sszegyils ovaridlis folyadék meghosszabbitja a sperma termékenyité
képességét (Ginsburg, 1963) és motilitdsit, azonban ennek mértéke fligg az ovaridlis folyadék
pH-értékétsl (Wojtczak et al., 2007). Ugyanigy, a stgér (Perca fluviatilis) spermdja is tobb,
mint két ordig meg tudja Grizni az aktiviciét koévetd motilitdsit szdmdira kedvezd
koriilmények kozott, azaz kozel izoténids séoldatban (Lahnsteiner, 2011b).

A halak spermdjinak sejtslirisége rendszertani csoportonként véltoz6, azonban
dltaldban magasabb, mint a gazdasigi eml@sillatoké. Alavi et al. (2008) szerint a kilonb6z6
halfajok spermdjdnak stirisége ml-enként 2 x 106 és 6,5 x 1010 spermium kozott valtakozik. A
dolgozatomban tdrgyalt rendszertani csoportok koziil a tokalakdak spermaja viszonylag hig, a
sirtiség fajtol figgden ml-enként 0,5-2,11 x 107 sejt kozott viltozik (Gallis et al., 1991
Glogowski et al., 2002; Havelka et al., 2016). Extrém magas értéket figyeltek meg az észak-
amerikai tavi tok (Acipenser fulvescens) spermdjiban, amelynek koncentraciéja 8,85 x 109 sejt/
ml volt (Ciereszko et al., 2006). A ponty (Cyprinus carpio) spermdja igen slrd, azonban a
strdsége igen tig hatirok kozott véltozik: 9 x 109 és 83 x 1010 spermium/ml kozotti értékeket
mértek (Christ et al., 1996), ami azonban tobb tényezStsl fiigg, pl. az egyedtsl vagy a
szaporoddsi id8szak kozelségétSl. A lazacfélék kozil a szivirvinyos pisztringban
(Oncorhynchus mykiss) ml-enként 11,80 + 6,19 x 10° spermiumot irtak le (Ciereszko &
Dabrowski, 1993). Sebes pisztringban (Salmo trutta morpha fario) az ivasi idészak kezdetén
ml-enként 2,91 + 0,03 x 1010 spermiumrél szdmoltak be, ami az ivisi idGszak végére 2,33

+ 0,09 x 10%0-re csokkent (Lahnsteiner et al., 2005). Végiil a pénzes pér (Thymallus thymallus)

14



dc_1552 18

spermdjinak slrdsége a szakirodalmi adatok szerint 12-13 x 107 sejt volt ml-enként

(Lahnsteiner & Kletzl, 2012).

2.2.2 A sperma gyiijtése, tarolasa és mindsitése

A halfajok nagy részében a himek a szaporitisi idgszakban nagy mennyiségl spermat
termelnek, ami fejés utjan gydjthetd be télik. Ez aldl vannak kivételek (pl. harcsaalakiaak —
Siluriformes), ahol a fejés anatomiai okok miatt nem lehetséges, ezért ezekben a fajokban a
halakat felildozzak, majd a hastregbdl kioperalt herébdl préselik ki a spermat (Legendre et
al,, 1996). A fejést megel6zheti hormondlis indukcid, amivel a sperma mennyisége, illetve
térfogata novelhetS. A fejés sordn dltalinos alapelv, hogy el kell keriilni a sperma
szennyez$dését vizzel, vizelettel, illetve triilékkel, mivel az el6bbi kettd a sperma aktivaciéjat
okozhatja, az utébbiban taldlhaté baktériumok, enzimek pedig a sejteket karosithatjik. A
lefejt vagy egyéb mddon kinyert spermdt célszerd felhasznaldsig alacsony hémérsékleten
(0-4°C-on, pl. olvadé jégen vagy hiitdszekrényben) tarolni, amivel szintén lassithatjuk az
ivartermékben zajlé kémiai folyamatokat.

A sperma kinyerését kovetSen meghatirozzak a sperma mindségét. Halak esetében a
sperma mindsitésének szinte kizdrélagos médja a motilitds meghatdrozasa. Ezt végezhetik
becsléssel vagy szdmitégépes spermavizsgélattal. A becsléssel végzett motilitdsvizsgilat a
legrégebbi médszer, amelyet — kiillonésen kutatéi kérokben — sok kritika ért szubjektivitisaért.
A médszer 1ényege, hogy a spermit mikroszképos tirgylemezen aktivalé oldattal higitjak,
majd 10x-25x nagyitdson fénymikroszképpal vizsgaljak a mozgo sejteket, végiil megbecsiilik a
motilitds szdzalékos ardnyit (Fauvel et al., 2010). A becslés tobb szempontbdl is pontatlan
eredményt adhat. A nagy slr@ségd halsperma aktivicidjakor az elégtelen higitis
eredményeként legfeljebb egy 6rvénylé tomeget figyelhetiink meg, ami semmiképpen nem
alkalmas egy szdzalékos becslésre. A becslés pontossiga fugghet az azt végzé személytdl is. A
problémak egy részének kikiiszobolésére javasoltdk egyes szerz8k a sperma elShigitdsit egy
immobilizdlé oldatban, majd ennek az elShigitott spermanak az aktivici6jit igen nagy (akar
1000x) higitds mellett aktival6 oldatban (Billard és Cosson, 1992). Az igy végzett becsléssel
mar kikiiszobolhetSk a tdl strd sperma okozta pontatlansigok, azonban még igy is csak a
haladé mozgist végz6 spermiumok szdzalékos aranydrdl kapunk informaciét, a mozgis egyéb
paramétereirdl (pl. sebesség) nem.

A motilitds meghatdrozdsinak viszonylag objektivebb médja a szdmitégépes
spermavizsgalat, vagy angol kifejezéssel Computer-assisted Sperm Analysis (CASA). Habir a
CASA-rendszerek haszndlata egyiltalin nem tekinthet6 djdonsignak (Amann &
Hammerstedt, 1980; Amann & Waberski, 2012), a halsperma vizsgélatira csak a 90-es évek
kozepén kezdték el Sket alkalmazni (Toth et al., 1995) és csak igen lassan terjedtek el. A
rendszerek f6 alkotéelemei a faziskontraszt (sok esetben az egyéb alkalmazdsokra ritkdn
hasznélt negativ faziskontraszt) mikroszkép, a mikroszkép tirgyasztalin elhelyezett
spermavizsgalé kamra, a mikroszkép trinokuldris tubusira erdsitett kamera, amely a jelet
tovdbbitja a képrogzits egység (régebben video-felvevd, ma mdr kozvetlenil a szamitégép)
telé, illetve a rogzitett képet feldolgozé szoftver. A legtobb gyirté komplett rendszert hoz
forgalomba, azonban egyes cégek lehetévé teszik csak a szoftver megvasarldsat is. Létezik
ingyenes CASA szoftver is, ami az Image] szabad felhasznildsu képelemzé szoftvercsomag
egyik kiterjesztése (Wilson-Leedy & Ingermann, 2007). Az egyre korszeribb kameraknak és
szoftveres hattérnek koészonhetSen a viszonylagos objektivitison kivil a CASA-rendszerek
két £6 elénye a becsléses motilitds-vizsgilattal szemben a mérési lehetSségek viltozatossiga,
illetve azok kifinomultsdga, pontossiga. A haladé mozgist végz$ spermiumok szdzalékos
ardnydn kiviil a CASA rendszerek mérik a sejtek sebességét (abbél is hirom kilonb6zd
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sebességet), a mozgds egyenes vonalisdgit, a spermiumok fejének oldalirinyt elmozduldsit és
szdmos egyéb tényezét.

A CASA-rendszerek ugyanakkor szintén erésen figgnek a felhaszndlétdl, ami miatt az
objektivitisuk csak meghatirozott feltételek mellett érvényesiil a becsléses motilitds-
vizsgilattal szemben. A felhaszndlénak pl. ismernie kell a rendszer bedllitisait ahhoz, hogy a
szoftver egyiltalin felismerje a sejteket, vagy elkiilonitse azokat a nem sejtes elemektd],
szennyez3désektSl. A korai rendszerek esetében még az a feltétel sem érvényestilt, hogy a
szamitégépes spermavizsgilat pontosabb eredményeket ad, mint a vizudlis becslés (Krause et
al., 1993). Ennek megfeleléen a CASA egy fontos és hasznos eszkoz a hozzéérts felhaszndlé
kezében, azonban a jelent8ségét nem szabad tdlbecsilni vagy tdlmisztifikalni.

A sperma minésége jellemezhetd annak strtségével is, amit ml-enkénti sejtszimban
fejeznek ki. A slirség mérésére alkalmasak a kilonbozd sejtszamlalé kamrik (Burker-Turk,
‘Thoma, Neubauer, Neubauer Improved, Makler), amelyekbe megfeleld higitist kovetSen kell
betolteni a sejtszuszpenziét, majd a kamra egyes négyzeteiben megszdmolva, valamint a
megfelels szorzéval és a higitdsi ardnnyal felszorozva megkapjuk a ml-enkénti sejtszimot. A
kulonbo6zd sejtszamldlé kamrik pontossdga eltéré (Christensen et al., 2005). A sejtszamlalasra
hasznilhat6 még a spektrofotometria, amelynek elve, hogy az adott hullimhossz-
tartomdnyban a spermaszuszpenzié fényelnyelése ardnyos annak koncentricidjaval. A
moédszert el6szor eml8sokben fejlesztették ki, azonban tébb kutaté hasznilta halsperma
strtiségének meghatdrozdsira is (Ciereszko & Dabrowski, 1993, Fauvel et al., 1999). Emellett
a halsperma strdségének meghatirozasiara hasznalhaték még olyan eszk6zok, amelyeknek
nem ez az elsérendd alkalmazdsi tertilete, pl. dramlasi citométerek vagy Coulter szamldlék
(Fauvel et al., 2010).

A sperma mindsége jellemezhet6 még a spermiumok morfoldgidjival, azaz alaktani
épségével is. A halak esetében ezek a mddszerek nagyok kevés teret kaptak, mivel a legtobb
halfaj spermiumai egyrészt nagyon kismérettiek, mésrészt igen egyszer( szerkezetet mutatnak,
amelyeken nehéz morfolégiai vizsgalatokat végezni. Ennek megfeleléen olyan fajokban
haszndltik a morfoldgiai elvaltozdsok mérését, ahol a spermiumoknak jellegzetes alakjuk van,
pl. spanyol kutaték az angolnasperma morfolégiai elviltozdsait mérték az ASMA (Automated
Sperm Head Morphometry Analysis) szoftver segitségével (Asturiano et al., 2006).
Valészintleg haszndlhaté lenne a mddszer a tokfélék spermdjinak vizsgélatira is, azonban
errdl irodalmi adatokkal nem rendelkeziink.

A sperma mindsitésének utolsé altalam tirgyalt mddszere a sejtmembrin épségének
vizsgilata, amit szoktak a sperma életképességének is nevezni. A emldsdk spermiumai
esetében hasznilt eozin/nigrozin festést (ahol a sérilt sejtmembrdnnal rendelkezd sejtek
felveszik a sotét szind nigrozint, mig az eozin hattérfestékként szolgal) mar az 50-es években
kifejlesztették (Blom, 1950), azonban halakban igen ritka az alkalmazisa. A tengeri sullg
(Dicentrarchus labrax) sperméjanak vizsgéalatira hasznaltak ugyan ilyen festést olasz kutatok,
azonban 6k csak nigrozint alkalmaztak, eozint nem (Zilli et al., 2004). A fluoreszcens festési
eljardsok kozil elterjedt a SYBR-14/propidium jodid (PI) festés, ahol a SYBR-14 éthatol az
él6 sejtek membranjin és a sejtmag DNS-éhez kotédve zo6ld fluoreszeens fényt bocsat ki, mig
a PI csak a sériilt sejtmembranon képes behatolni és szintén a DNS-hez kétédve vorés fényt
bocsat ki. A zold és vords sejtek ardnya meghatdrozhaté mikroszképos szdmlédldssal vagy
aramlasi citometridval is. Mivel a SYBR-14/PI kombindciét spermavizsgalati kit formajiban
is forgalomba hozzdk, a haszndlata viszonylag elterjedt és halakban is tébben alkalmaztik
(Segovia et al., 2000; Flajshans et al., 2004; Cabrita et al., 2011). Folytattak még kisérleteket
egyéb fluoreszcens festékekkel is, mint pl. a Hoechst 33258-t haszndltak a sérilt membrannal
rendelkezd sejtek festésére (Asturiano et al., 2007), illetve Rh123-t a mitokondridlis mtikodés
ellenérzésére (Ogier de Baulny et al., 1997).
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Erdemes még megemliteni két masik médszert, amit halakban alkalmaztak a sperma
mindsitésére. A Comet assay a sejtmag DNS-tartalmanak kdrosoddsét vizsgilja egy viszonylag
egyszer( gél-elektroforézises eljirdssal, igy alkalmas a genotoxicitis mérésére is (Zilli et al.,
2003; Cabrita et al., 2005a). A sperma energiatartalmét kifejez6 ATP-koncentriciét is tobb
kutaté mérte halspermaban (Perchec et al., 1995, Boryshpolets et al., 2009).

A fent felsorolt moddszerek azonban halak esetében kizarélag kutatdsi célokat
szolgdlnak. A halgazdilkodds gyakorlatdban a sperma mindségét adottnak tekintik és szinte
soha nem vizsgiljdk és a termékenyités sikerét vagy kudarcit az ikra mindségével hozzik
osszefliggésbe. A domesztikicié ugyanakkor bizonyitottan hatdst gyakorol a tenyészallomany
him egyedei dltal termelt sperma mennyiségére és mindségére egyarant. Zohar (1996)
jelentése szerint a lazac kilonb6z6 vonalainak szelekcidja eredményeként a tejesek dltal
termelt sperma mennyisége 20-szorosdval csokkent az emlitett dllomanyokban.

2.2.3 A sperma higitasa

A halaktél kinyert és mindsitett spermdt a mélyhttés el6tt higitani kell az un.
hitémédiummal. A hlitémédium két alapvets Gsszetevsbél all, a higitébél és a védGanyagbdl.
A higiték s6- vagy cukoroldatok (vagy a kettd6 kombindciéja) és feladatuk a sperma
reverzibilis immobilizdciéja (Glenn et al., 2011). Ezt a feladatukat azzal litjak el, hogy
izoténids korilményeket biztositanak a sejteknek, illetve olyan fajokban, ahol a K-
koncentricié felelés a sperma aktiviciéjaért (pl. lazacfélék) a megfeleld kdliumion-
koncentraciét is tartalmazzak. Pufferrendszereik révén megakadalyozzik a fagyasztis sordn a
pH jelentSs ingadozisit. A higitdk segitségével a sperma a felhasznalé altal kivint strdségire
higithaté.

A higiténdl is fontosabb szerepet jitszanak a hitémédiumban a kilonb6zs
krioprotektdnsok vagy véddanyagok. A véddanyagok, mint a neviik is mutatja, a fagyis
karosité hatdsaitdl védik meg a sejteket, amit tobbféle médon érnek el. Csokkentik az oldatok
fagyaspontjat; vizet kotnek meg, amivel megakadilyozzik annak beépilését a jég
kristalyrdcsaiba, illetve feltételezhet8en stabilizdljak a sejtmembranokat. Kéttéle véddanyagot
kilonboztetiink meg, a sejtekbe be nem hatolé kilsd védéanyagokat és a sejtekbe behatolni
képes belsé véddanyagokat (Denniston et al., 2011). A kils6 védSanyagok kilénbozs cukrok
és polimerek, amelyek magidnak a higiténak is a részei lehetnek, tehat a feladatuk is t6bbféle:
egyrészt fenntartjak a sejteket korilvevd oldat ozmolalitdsit, ozmoprotektinsként megvédik a
sejteket az extrém ozmotikus sokktdl, az oldat elemeiként csokkentik annak fagydspontjit,
valamint (els6sorban a monoszacharidok) tdpanyagként is szolgilhatnak a spermiumok
szamdra (Lanhsteiner et al., 1993). A bels6 védSanyagok kis molekulastlyu anyagok, amelyek
a sejtmembrdnon 4thatolva az intracelluldris térben fejtik ki védShatdsukat. A legkordbban
telfedezett belsé védSanyag a glicerin volt (Polge et al., 1949), halakban is ezt haszndltik
elészor spermamélyhtitéshez (Blaxter, 1953). A halsperma mélyhitéséhez a belsd
védéanyagok viszonylag szik skildjat haszndljak. A legelterjedtebb a dimetil-szulfoxid
(DMSO) hasznilata (Mounib, 1978; Legendre & Billard, 1980, Kurokura et al., 1984), ezen
kiviil alkalmazzik még a metanolt (Lahnsteiner et al., 1996a, 1997; Harvey et al., 1982;
Horvith et al., 2003), az N,N-dimetilacetamidot (DMA, McNiven et al., 1993; Horvith &
Urbanyi, 2000; Morris et al., 2003; Warnecke & Pluta, 2003), az etilén-glikolt (Jiahnichen et
al., 1999) a propilén-glikolt (Conget et al., 1996), illetve a 2-metoxi-etanolt (Viveiros et al.,
2012). Erdemes megemliteni, hogy a kiilsé védSanyagokat szinte mindig belss
védéanyagokkal kombindlva hasznaljdk.

A kiils6 védBanyagok altaldban nem toxikusak, mig a belsék egy része bizonyos mértéki
toxicitdssal bir. Ennek megfelelden koncentricidjukat is eltéré elvek alapjin kell
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megvalasztani. Mig a kiils6 véddanyagok esetében az ozmotikus egyensily fenntartdsa és a
hipo- vagy hiperozmotikus sokk elkertilése a legfontosabb tényez, a belsé védéanyagok
esetében a toxikus hatdst is figyelembe kell venni. Igy a kiils§ védéanyagok esetében a molilis
(mmol) vagy moliris (mM) koncentriciét szoktik megadni és ennek maximuma dltaldban
300 mmol vagy 300 mM (ilyen alacsony koncentriciékndl a két értek kozott nincs jelentds
eltérés). A belsé véddanyagok esetében is a moliris koncentricié megadisa lenne a helyes,
azonban a legtdbb esetben az adagolds egyszertisége miatt a térfogatszazalékot alkalmazzak.
A higitast koveti a sperma ekvilibriciéja, azaz a véddanyagok felszivoddsa a sejtekbe.
Régebben nagy jelentSséget tulajdonitottak a sperma mélyhités el6tti ekvilibracidjanak,
illetve az ekvilibriciés id6 hosszdnak, mivel a legrégebben véddanyagként felfedezett glicerin
védshatasa 30-60 perces ekvilibricié utdn érvényesilt (Suquet et al., 2000). Szintén pozitiv
hatist figyeltek meg 10 perces ekvilibriciét kovetben DMA véddanyag hasznilata mellett
(Babiak et al., 2001). A jobb motilitdst és termékenyiilést eredményezé DMSO védSanyag
esetében ugyanakkor az ekvilibraciés id8 inkdbb kdrosnak bizonyult, mint hasznosnak (Stoss
& Holtz, 1983; Gwo, 1994), a metanol véddanyag esetében pedig az ekvilibriciés id6
hosszanak nincs 1ényeges hatdsa a mélyhitott sperma termékenyité képességére (Lahnsteiner

et al., 1997).

2.2.4 A sperma mélyhiitése

A higitést és ekvilibraciét koveti a sperma mélyhttése. A mélyhiitésre az elmult 70
évben tobb kulonbozd hiitdkozeget és moédszert haszniltak. A legkorabbi hit6kozeg a
szarazjég volt, amelynek szublimdciés hdmérséklete (-79°C) elég alacsony volt ahhoz, hogy a
sejtekben megakadalyozza a jelentSs mértékd jégképzidést.

Szérazjégen tobbféle mddszerrel hiitottek halspermidt. A pellet-médszer 1ényege, hogy a
szarazjégtomb felszinébe mélyedéseket olvasztanak, amelyekbe azutin belecseppentik a
higitott spermidt (Billard et al., 1993). A megfagyott pelleteket osszegyjtik, majd specidlis
tarolédobozokban cseppfolyés nitrogénben taroljak. A mddszer jelentSs hétrinya, hogy a
telolvasztishoz kulon médiumra van sziikség. Tort szdrazjégbe helyezett ampullikban
hitotték francia kutaték a t8kehal (Gadus morhua) spermidjit, majd felolvasztis utin 36%
termékenytilést értek el (Mounib et al., 1968). A miszalmakba toltott halsperma szarazjégen
végzett mélyhiitésére is ismert példa tildpidban (Oreochromis spp.) és az ilyen médon hitott
sperméval a kontrollal megegyezd termékenyiilést értek el tajvani kutaték (Chao et al., 1987).

A szdrazjeget azonban tobb ok miatt is egyre ritkdbban hasznédljak a sperma
mélyhiitésére. Ennek talin a legfontosabb oka, hogy a szdrazjég kevéssé alkalmas a sperma
taroldsira, mivel a szublimdciés hémérsékletén folyamatos a jég kristilyosoddsa és a sejtek
pusztuldsa (lasd a 2.1 szakaszban leirtakat). Az alternativ hitékozeg a cseppfolyés nitrogén,
amelynek forrdspontja -196°C. Mivel a sejteket mdr kordbban is cseppfolyés nitrogénben
taroltdk, gyakorlati szempontb6l is feleslegessé vilt a kétféle hitSkozeg haszndlata. A
cseppfolyés nitrogén nem toxikus, erds kovalens kotését megtartva nehezen vagy egyaltalin
nem lép reakciéba. Kezelésével kapcsolatban néhdny alapvetd biztonsigi intézkedéssel
tisztaban kell lenni. A bérrel érintkezve sulyos fagyisi sérilést okozhat, azonban ez csak
néhdny masodperccel a bérre kertilés utdn jelentkezik, mivel a jelentds hémérséklet-kiilonbség
hatdsdra a nitrogén gyors parolgisa egy szigeteld gazréteget hoz létre (Leidenfrost-hatds) a
folyadék és a bdr kozott. A cseppfolyds nitrogén csak jol szell6zott helyiségben tarolhaté és
hasznalhatd, illetve széllitani csak az utastértdl elkilonitett 1égtérben szabad.

A halsperma tobbféle médon mélyhilthetS cseppfolyés nitrogén gézében. A
spermamintdkat valamilyen tdroléeszkézbe toltik. Ezek lehetnek kriocsovek, ampullik, illetve
a bikasperma mélyhiitésére Kkifejlesztett miszalmik. A midszalmdkat Robert Cassou
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tejlesztette ki Franciaorszagban (Cassou et al., 1993) és az egész vildgon elterjedtek a sperma
mélyhttésére. A miszalmak kilonbozé térfogatban (0,25; 0,5; 1,2 és 5 ml) gydrtott mdanyag
csovek, amelyeknek egyik végében két pamutszovet kozott polimer por talilhaté. A por a
hozzd ér6 higitott sperma hatdsira gélesedik és megakaddlyozza a sperma kifolydsit a
miiszalmdkbdl. Ez alél az 5 ml-es makrocsovek képeznek kivételt, amelyeknek mindkét vége
nyitott és elzdrdsukra a gyarték fém vagy manyag golydékat forgalmaznak. A halsperma
mélyhiitésére kevés kivételtdl eltekintve midszalmakat hasznalnak.

A miszalmdkba vagy egyéb tirolokba toltott spermat a cseppfolyds nitrogén gézében
hdrom alapvetd modszerrel lehet mélyhtteni. A cseppfolyds nitrogént egy hdszigetels
anyagbdl, pl. polisztirolbdl készilt dobozba oOnthetjiik, ilyenkor a folétte 1év8 gézréteget
hasznédlhatjuk a mélyhdtésre. A mintikat a folyadék felszinétdl bizonyos magassigban kell
elhelyezni. Ezeknek a dobozoknak a mérete igen viltozatos, alapvetSen a felhasznilé
kutatétdl figg a mikodése. Egy viszonylag jol egységesitheté mélyhité dobozt mutatott be
Lahnsteiner (2011a) a lazacfélék spermdjanak mélyhiitésére. A cseppfolyds nitrogén feletti
magassag illetve az itt tartds id6tartamanak véltoztatisaval szabalyozhat6 a hités sebessége és
ez jelentSs hatist gyakorolhat a sperma felolvasztds utini motilitdsira (Boryshpolets et al.,
2017). Hasonlé6 elven miikodik a kaniszteres szallitéedényben végzett mélyhités, amelynek
sebességét még kevésbé lehet valtoztani, azonban ez lithatéan nem vezet jelent&sebb
veszteségekhez. Ezt a mddszert halsperma mélyhttésére eredetileg brazil kutaték kezdték el
hasznilni az 1980-as években (Viveiros & Godinho, 2009). A mddszer elénye a polisztirol
dobozban végzett mélyhiitéssel szemben, hogy amig ez utébbi esetében a hiités sebességét és
eredményességét jelentSs mértékben befolydsolja a hitott mintik térfogata (a miszalmdk
szdma), addig a kaniszteres kannaban végzett mélyhitéskor ilyen probléma nem jelentkezett
(Horokhovatskyi et al., 2017).

A programozhaté szamitégépes hiités kikiszoboli a fent emlitett két médszer legfébb
problémdjit, a szabdlyozatlansigot. Ezek a szerkezetek egy hilt6kamrabdl és egy
szamitogépbdl dllnak. A szamitégépre telepitett szoftver szabdlyozza a hiités sebességét egy
elére, a felhasznalé altal megirt program szerint. A programozhaté hitékben kilon
hémérészonda méri a kamra és a minta hémérsékletét, ami alapjin a szoftver korrigédlni tudja
a hitési sebességet. A legtobb programozhaté hiité szintén a cseppfolyds nitrogén gézét
haszndlja hit6kozegnek, azonban léteznek hiitékozeg nélkiili kozvetlen héleaddson alapulé
késziilékek is. Halsperma mélyhtitésére mar viszonylag koran elterjedt a programozhaté hiiték
hasznélata (Steyn & Van Vuren, 1987; Magyary et al., 1996). A programozhaté hitSk tovibbi
elénye, hogy a szabélyozatlan rendszerekkel (hit6doboz, kaniszteres kanna) szemben lassu
hiitési sebességre is képesek. A legtobb halfaj spermdjinak mélyhitésekor ez nem jelent
gondot, azonban a legfontosabb laboratériumi halfaj, a zebraddnié (Danio rerio) spermaja sajét
tapasztalatom alapjan kifejezetten igényli a lasst hidtést.

A mélyhiitott spermat szinte kizarélag cseppfolyds nitrogénben tiroljak. Erre kettds fala
tartdlyok szolgédlnak, amelyekben a két fal kozott hészigeteld réteg taldlhatS. A hosszabb tava
taroldsra kifejlesztett tartdlyok faldban vikuum van, ami kivilé hészigetels. A mintik
széllitdsara, ennek megfelelen révidebb idStartamu tdroldsira szolgalé tartilyok (angolul dry
shipper) falaban egy, a cseppfoly6s nitrogént megkotd porézus anyag talilhaté. A tartilyokon
belil a mintik elhelyezkedhetnek un. kaniszterekben (miszalmakban hitétt mintik
taroldsara), illetve fickos-dobozos tarolékban (kriocsovekben hiitok mintik szdmdra). A
tarolas idejét kizarélag a felhaszndlds célja, illetve bizonyos térvényi korlitok szabélyozzik,
annak fizikai hatdrai gyakorlatilag nincsenek (lisd a 2.1 szakaszban leirtakat).

A mélyhiitétt halsperma-mintik felolvasztisit viszonylag gyorsan kell elvégezni a
devitrifikicié és ujrakristilyosodds elkertlésére. Erre a legtobb esetben egy 37-40°C-os
vizfiird8 szolgal, amibe meghatdrozott ideig meritik a mliszalmdkat vagy kriocsoveket.
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2.2.5 Termékenyités a mélyhiitott spermaval

A felolvasztist kovetSen a spermit jellemz8en djabb motilitdsvizsgalatnak vetik ald
(esetleg egyéb mindségvizsgilatnak, ldsd a 2.2.1 szakaszban ismertetett médszereket), majd
termékenyitést végeznek vele. A felolvasztott halsperma motilitdisa a legtobb esetben
alacsonyabb, mint a frissen kifejté, még akkor is, ha ismert ezzel ellentétes példa is (Viveiros et
al., 2010). Kordbban tartotta magit az a nézet, hogy az elérhetd felolvasztis utini motilitds
rendszertani csoportonként viltozé, azonban a folyamatos mddszertani fejlesztés
eredményeként ezek a hatdrértékek sorozatosan megdélnek.

A mélyhtitott spermaval végzett termékenyités metodikaja dltaldban megegyezik a friss
sperméval végzettel. Termékenyitéskor gyakran figyelembe veszik a megfelels sperma-ikra
ardnyt, amivel maximalizalhaté a termékenyités sikere. Mivel a felolvasztds utini motilitds
kiilonb6z6 paraméterei gyakran alacsonyabbak, mint a friss spermdé, a sperma-ikra ardny is
sokszor eltér a friss sperma esetében hasznalttél (Ciereszko et al., 2014). A mélyhitott
spermdval végzett termékenyitéskor a termékenyiilés sikerét altaldban keléskor ellendrzik,
illetve tobb esetben a larvakori kdrosoddsokat, torzuldsokat is vizsgdljak (Horvith & Urbényi,
2000; Young et al., 2009).

2.2.6 A halsperma vitrifikacidja

A halsperma vitrifikiciéja ugyan nem témdja dolgozatomnak, azonban az utébbi tiz
évben olyan mértékben felkeltette a tudomdnyos kozosség érdeklédését (Cuevas-Uribe et al.,
2011a,b, 2015; Figueroa et al., 2013, 2015), hogy ha roviden is, de mindenképpen érdemes
targyalni. A halsperma vitrifikici6jit az teszi érdekessé, hogy a kis testméret(i laboratériumi
halfajok (zebraddnid, mexikéi kardfarka hal Xiphophorus hellerii, rizshal vagy medaka Oryzias
latipes, szivarvanyos guppi Poecilia reticulata) spermdjit a kinyerhetd kis mennyiség miatt
nehéz a hagyominyos fagyasztissal mélyhidteni. A zebraddni6tél dltaliban egyedenként
legfeljebb 1-1,5 pl sperma nyerheté ki, ami még a legkisebb térfogatd, 0,25 ml-es
miszalmakban is nagyon komplikalttd teszi a fagyasztdst. A vitrifikicié alapvetSen kis
térfogatia (20-30 ul) folyadékok esetében hatékony (Schuster et al., 2003), s6t a sajit
tapasztalataink alapjan inkdbb 2,5-5 pl-es térfogatok a redlisak (Kdsa et al., 2017). A sikeres
vitrifikdcichoz éltaldban tobbféle védSanyag viszonylag magas koncentriciéji (egytitt
30-40%) alkalmazasa szikséges. Miszalmak helyett olyan eszkozoket érdemes hasznilni,
amelyeken a higitott sperma vékony folyadékréteget vagy filmet képez. Ilyenek a kiilonbozd,
vitrifikicidhoz specidlisan kifejlesztett eszk6zok, pl. a Cryotop, illetve j6l hasznalhaték pl. a
sejttenyészetekbdl ismert oltokacsok. A halsperma vitrifikdciéjat kisérd jelentds érdeklsdés
ellenére a felolvasztds utini motilitdsi és termékenytlési eredmények messze elmaradnak a
hagyomanyos fagyasztassal elérhetSktsl.

2.3 A spermamélyhilités szerepe a halak genetikai tartalékainak
megorzésében

A halsperma-mélyhtités génmegérzési célu fejlesztése elég gyakori és szdmos
rendszertani csoportot érint: a tokalakiakat (Horvith et al., 2005; Ciereszko et al., 2006), a
lazactéléket (Sarvi et al., 2006; Martinez-Piramo et al., 2009; Nynca et al., 2015),
pontyféléket (Basavaraja & Hegde, 2004; Tiersch et al., 2004), valamint egyéb halfajokat
(Asturiano et al., 2003; Maria et al., 2006; Orfio et al., 2011). Tobb tanulmény foglalkozott a
mélyhiités, illetve a mélyhiitétt sperma alkalmazdsinak az adott populicié genetikai

diverzitdsira gyakorolt hatdsaval is (Van Der Walt et al., 1993; Martinez-Piramo et al., 2009).
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Ennek megfeleléen, a mélyhitott sperma szerepe a halpopuldcidk genetikai tartalékainak
megdrzésében tudomanyosan kell6képpen megalapozott.

Egyes szerz6k mar a kilencvenes évek elején felvetették a mélyhdtott halsperma
hasznalatit a fajmegdSrzésben, pl. az észak-amerikai lazacfélék esetében (Cloud et al., 1990),
azonban a konkrét programokrol kevés szot ejtettek. Az elméleti felvetést kovetSen vilagszerte
tobb mélyhitott génbank is létrejott, amely vagy kifejezetten halsperma tdroldsat célozza meg,
vagy halsperma-mintdkat is tartalmaz. Az els§ ilyen génbankot 1981-ben még a volt
Szovjetunidban hozta létre a moszkvai székhelyt Ossz-szovetségi Tégazdasigi Haldszati
Tudomdnyos Kutatéintézet (BcecorosHblil Hay4YHO-UCCIIEOBATENLCKHMIA MHCTUTYT — IIPY/OBOIO
pbiGHOro xossiicrea — BHUWMIIPX) és a harkovi székhelyld Kriobiol6giai és Krio-orvostani

Intézet (Mucturyr npoGnem KpuoGuosornu u Kpuomenuuuisl). A génbank a mai napig 1étezik,
jelenlegi fenntartéja azonban mdr csak az utébbi intézmény, amely az Ukrin Tudomidnyos
Akadémia részlegeként mikodik. A génbankban tobb pontyfajta, tok- és lazactéle és egyéb
halfajok mélyhitott spermdjt tiroljdk, sok minta mdr tobb, mint 30 éves. A tenyésztett
halfajok (elsésorban ponty- és lazacfélék) mélyhitott génbankjait tobb orszdg kutatdintézetei
is létrehoztak, pl. Izraelben (Lubzens et al., 1997), Norvégidban (O’Reilly & Doyle, 2007),
Csehorszdgban és Franciaorszdgban (Martinez-Piramo et al., 2017). Magyarorszidgon a
Nemzeti Agrirkutatdsi és Innoviciés Kozpont szarvasi székhelyd Haldszati Kutatéintézete
hozott 1étre 2005-ben egy mélyhiitétt génbankot, amelynek szerepe a kiilonb6z6 hazai és
kulfoldi pontyfajtakbol 4ll6 €16 génbank tdimogatdsa és részbeni kivaltdsa. A génbank jelenleg
is miikddik, 25 kiilénboz6 pontyfajta spermamintijit tirolja. Eurépdn kivil hasonlé nemzeti
génbankokat mikodtetnek az Egyesiilt Allamokban (National Animal Germplasm Program
— NAGP, www.ars.usda.gov/plains-area/fort-collins-co/center-for-agricultural-resources-
research/plant-and-animal-genetic-resources-preservation/docs/national-animal-germplasm-
program-nagp/) és Brazilidban a Brazil Mez8gazdasigi Kutatéintézet (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuiria — EMBRAPA, www.embrapa.br) gondozésiban (Martinez-Paramo et
al., 2017).

A brit Frozen Ark projektet (www.frozenark.org) 2000-ben hozta létre a londoni
Természettudomany Muazeum. A projekthez csatlakozva a Bedfordshire-i Egyetem szdmos
veszélyeztetett halfaj mélyhitott spermdjit tdrolta el 2008-t6l. A projekt azéta mér nem csak
brit génbankokat foglal magiban, hanem a németorszdgi Cryo-Brehm projektet is, amit a
Fraunhofer intézeti szévetség (Fraunhofer-Gesellschaft zur Forderung der angewandten
Forschung e.V.) inditott el 2007-ben és amiben t6bb németorszdgi pontytenyésztd is jelezte a
részvételi szdndékdt. Nem halsperma-mintdkkal ugyan, de a projekthez csatlakoztak tovibbi
intézmények az Egyesiilt Allamokbél, Kanadibcl, Dél-Afrikibsl, Ausztriliabol és Uj-
Z¢landrdl, ami lehet6vé teszi, hogy a kezdeményezés az elsé valéban nemzetkozi és az egész
vilagra kiterjed§ génbank-hélézattd valjon.

Lithaté6 tehdt, hogy a génmeg6rzés szempontjibdl a tenyésztett és vadon €16 populdcick
szdmos hasonlésiaggal rendelkeznek. A mélyhitott génbankok ritka, parlagi vagy
veszélyeztetett haziallatfajtik, vadon él6 fajok vagy fajon belili populiciék mintdinak adnak
helyet. A tenyésztett halfajok esetében a génbankok potenciilis felhasznalasi lehetSsége az
alacsony genetikai valtozatossdggal rendelkezd populicik nemesitése, vérfrissitése. Ez
alapvets eleme a tudatos tenyésztémunkdnak: a tenyésztd a sajit (vagy a piac) igényeinek
megfeleléen formalja az altala gondozott populciét. A vadon €18 fajok esetében az emberi
beavatkozds megitélése mar ellentmonddsosabb. A vadon ¢él6 halfajok megdrzési
programjaiban fogsigban tartott tenyészallomdnyokat szaporitanak, majd a fajonként véltozé
életkorig felnevelt ivadékot telepitik ki a faj eredeti élShelyére a vadon ¢él6 populicié
fenntartisira és timogatasira. Ez altalinosan elterjedt gyakorlat pl. Eszak-Amerikdban és
Eurépdban az ott él6 tok- és lazacfélék dllomanyainak utinpétlisira. Mivel azonban a
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telepitett természetes vizek jelentSs része nem csak természetvédelmi, de rekredcidés-gazdasdgi
jelent8ségi (pl. horgdszturizmus), maga a telepités is csak ritkin pusztin fajmegdrzési célu.
Ezt a gyakorlatot a természetvédelmi szakemberek egy része aggilyosan kezeli: a faj
mesterséges nevelése és telepitése helyett a természetes szaporodds és dllomany-utinpétlds
elésegitését tartanak helyesnek. A mélyhtités elényos tulajdonsdgait ettsl figgetleniil tobben
elismerik (Fraser, 2008). A mélyhttés lehetdvé teszi, hogy az alapité populicié genetikai
véltozatossigdnak jelent8s részét megdrizziik. Megakadilyozhaték a mélyhdtott sperma
hasznilatéval a beltenyésztés és domesztikicié kdros hatisai (O'Reilly & Doyle, 2007).
Ugyanakkor genetikai szempontbdl problémds lehet, ha a mélyhdtétt mintdkat viszonylag
hosszi ideig nem hasznaljék fel, kiilondsen a gyorsan adaptilédé populicidk esetében. Ebben
az esetben az alapité populdcié és az ikrit ad6 (tehdt jelen idejd) populdcié kézott mar
jelent8s genetikai kiilonbség dllhat fenn, ami introgresszidhoz, ennek koévetkeztében
adapticiés nehézségekhez vezethet (Fraser, 2008). A genetikailag jelentds kiilonbségekkel
rendelkez8 populacick hibridizciéjaval és introgressziéjaval jaré hibridizdciéra és a
bekovetkez6 alkalmazkodasi problémakra kisérletes példdk is ismertek természetes
pisztrangpopuldcickban (Vincenzi et al., 2010; Muhlfeld et al., 2009).

A mélyhiitott génbankok 1étrehozasinak egyik legproblematikusabb szempontja a célok
meghatdrozdsa. A legrosszabb esetre, azaz egy populdcié kipusztuldsira valé felkésziilés
véleményem szerint nem megfelel6 cél egy génbank létrehozisihoz. Ha az alkalmazott
fajmegdrzési program sikeres, akkor a mélyhtitott mintdkra egyéltalin nem lesz sziikség. Egy
valéban kritikus helyzetben ugyanakkor a mélyhiitétt sperma nem lesz alkalmas a populacié
megGrzésére ikrds egyedek nélkil. A mélyhitott sperma korldtlan idejd tdroldsa jelentds
koltséggel is jir, amelyhez a pénziigyi fedezet elSteremtése szintén nehézségekbe ttkozhet.
Ennek megfeleléen a mélyhtitott génbankok kialakitisat gondos tervezés, a felek kozotti
eredményes egylittmiikodés és a célok megfelels kittizése kell megel6zze.

A mélyhtités kombindlhaté kilonb6z6 biotechnolégiai mdédszerekkel, amelyek
segithetnek a veszélyeztetett dllomdnyok megdrzésében. Az egyik ilyen genommanipuldcids
mdédszer az androgenezis, amelynek lényege, hogy egy inaktivilt genommal rendelkezd
petesejtet termékenyitenek meg friss vagy mélyhiitétt sperméval, majd az igy 1étrej6vé haploid
zigbtat az elsé mitotikus osztéddskor valamilyen sokkhatdsnak teszik ki, hogy helyredllitsik a
diploid (vagy helyesebben di-haploid) allapotit (Horvith & Orbédn, 1995; Dunham, 2004;
Komen & Thorgaard, 2007). A mdédszer elvileg lehet6vé teszi egy populdcié helyredllitisat
akar egyetlen him egyed spermdjinak felhasznaldsdval is. A mélyhitott spermét sikerrel
haszniltdk fel androgenezises kisérletekben tokalakdakban (Grunina et al., 2006),
lazactélékben (Scheerer et al., 1991; Babiak et al., 2002), illetve a ponty és aranyhal kozotti
interspecifikus androgenezisben is (Bercsényi et al., 1998). Az androgenezis hatékonyséiga
azonban nagyon alacsony, a diploid felnevelhet6 adrogenetikus utédok ardnya jéval 20% alatt
marad (Komen & Thorgaard, 2007). Ezen kiviil az androgenetikus utéd az anyatdl 6rokli a
mitokondriumait (ennek kovetkeztében a mitokondridlis DNS-ét is), igy mindenképpen
hibrid lesz, még akkor is, ha a nukledris 6rokitGanyaga csak a him sziil6tdl szirmazik. A fent
telsorolt problémak miatt az androgenezist ma mar kevesen tekintik valédi megoldasnak a
fajmegdrzésben.

Hasznélhat6-e tehdt a mélyhttés a populiciék védelmében és a génbanki munkakban?
Meggy6z8désem, hogy gondos tervezés, pontosan megfogalmazott célok és j6l megvilasztott
modszertan mellett igen. Dolgozatom végén ismertetek két olyan teriletet, ahol a
spermamélyhtitést sikeresen alkalmaztuk veszélyeztetett vad populicidk és tenyésztett
halfajtaik megdrzésére, illetve megfogalmazok egy jovSképet is az ivarsejt-mélyhiités
szerepérél a konzervicids programokban.

22



dc_1552 18

3. 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.

3.1 Vizsgalatok tokalakuakban

A tokalakiakkal kapcsolatos kisérleteket az Amerikai Egyesiilt Allamokban végeztem a
2003-2005 kozti id8szakban. Az egyes fajokkal kiilonboz8 helyszineken végeztem a
vizsgalataimat:

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

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

 Aséorri tok (Scaphirbynchus platorhynchus 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

Az analitikai vizsgilatok egy részét a Louisianai Allami Egyetem Akvakultira
Kutatéédllomdsian (Aquaculture Research Station, Louisiana State University, 2410 Ben Hur
Rd. Baton Rouge, LA 70820) végeztem.

3.1.1 A kisérleti allomanyok tartasa, szaporitasa és az ivartermék gyiijtése

A révidorru tok tenyészallomanyit 2864 és 4820 literes mianyag tartdlyokban tartottuk
16°C-on. A tenyészillomdny dtlagéletkora 13 év volt. A halakban a spermidciét és az ovuldciét
a szaporitdsi id6szakban (mdrcius) pontyhipofizis-oldat hastiregbe injektdldsdval indukdltuk.
A tejes egyedek 1 mg/testtomeg kg dézist kaptak egy adagban, mig az ikrdsok dézisa 4 mg/
testtomeg kg volt két adagra elosztva. A tejesek 24 6raval a tervezett fejés el6tt kaptik meg a
teljes hormondézist, mig az ikrdsok a teljes dézis 10%-4t eldadagként, a fennmaradé 90%-ot
pedig dontéadagként 12 éraval késébb kaptdk.

A tejesek spermdjit az ivarnyildsba illesztett szilikoncs6von keresztil fejtik steril szdraz
tecskendSkbe, amiket felhaszndldsig 4°C-on taroltunk. Az ikrasoktdl az ikrét fejéssel nyertik
ki. Amint az ovulicié jeleként az els6 ikraszemek megjelentek a tartdly aljan, az egyedek
ivarnyilasanak tdjékat szarazra toroltiik, majd a halaktdl egy adagban kifejhetd ikrat szdraz
témtalakban fogtuk fel. Mivel az egy alkalommal igy kinyerhetd ikra mennyisége korlitozott
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(legfeljebb 100 g), a fejést 4-5 alkalommal megismételtik az alkalmak kozott kétdrds
eltéréssel. Az ikrit fejést kovetSen 30 percen belil felhaszndltuk termékenyitésre.

A sapadt tok tejeseit 18°C-on tartottuk. A halakban a spermidciét 10 pg/testtomeg kg
Ovaprim luteinizdlé hormon releasing hormon (LHRH) analéggal viltottuk ki. A
hormonkészitményt a hédtizomzatba injektaltuk. A spermdt a rovidorrd toknal leirt médon
nyertik ki és taroltuk 4°C-on 15 ml-es csavaros kupakkal ellitott centrifuga-csovekben. Mivel
a vizsgilatokhoz nem rendelkeztiink sdpadt tok ikrdsokkal, ezért a kozeli rokon dséorrd tok
néstény egyedeinek ikrdjat hasznaltuk a vizsgilatokhoz. Az dséorru tok ikrdsokat szintén
18°C-on tartottuk, és az ovulaci6 kiviltdsdra 100 pg/testtomeg kg Ovaprim LHRH analégot
hasznaltunk, amit két adagban (el6adag a teljes dézis 10%-a és dontdadag a teljes dézis 90%-
a) oltottunk be a halak hitizomzatiba 12 6rds eltéréssel. Az ovulilé halaktél az ikrit a
révidorrd tok esetében leirtakkal megegyezd mddon, 2 6rds id8kozonként nyertik ki. A
vizsgédlatokban két ikrds ivartermékét hasznaltuk fel.

A lapatorru tok tejes egyedeit 3000 literes korkoros tartdlyokban tartottuk 19°C-on 12
V/éra vizitfolyds mellett. A tejesek spermidciéjat LHRH analég 50 pg/testtomeg kg dézisaval
indukéltuk, amelyet egy adagban a halak hastiregébe fecskendeztlink legaldbb 24 érival a
tervezett fejés elStt. A spermdt a fent leirt médon fejtik ki és felhasznaldsig 25 ml-es
sejttenyészté edényekben tdroltuk olvad6 jégen. Az ikriasoknak az dséorri tok esetében
leirtaknak megteleléen 100 pg/testtomeg kg Ovaprim LHRH-t adtunk 10% el6adagra és
90% dontdadagra elosztva, 12 6rds virakozisi id6vel a két adag kozott. Az ovuldciéra
dltaldban 12-16 6rdval a donté adag beaddsit kovetden kerilt sor. Az elbéditott halak hasin
egy 3-4 cm hossza bemetszést ejtettiink és az ikrat azon keresztil fejtiik ki. Az ikra kinyerése
utdn a bemetszést steril sebészeti cérnaval bevarrtuk és a halakat visszahelyeztik a
medencéjiikbe.

A spermamintik motilitisit az Osszes vizsgilt fajban fénymikroszképos vizsgélattal
becsiiltem meg. Egy tirgylemezen 2 pl spermdt kevertem bele 20 pl keltet8hdzi vizbe, majd
sotét latétérben, 200x nagyitison figyeltem meg a sejtek mozgisit. A lapdtorra tok esetében
aktival6 oldatot (20 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 8,0; Cosson et al., 2000) hasznaltam
keltet6hazi viz helyett. Mindent spermavizsgilatot kétszeres ismétlésben végeztem el. A
sperma koncentraciéjat 100x higitasban hatiroztuk meg, a rovidorra és sipadt tok esetében
Makler-, a lapétorra tok esetében pedig Burker- vagy Neubauer-kamris vizsgalattal.

3.1.2 A sperma mélyhiitése

A tokalakiak spermdjit minden esetben 1:1 ardnya higitdsban, cseppfolyés nitrogén
g6zében mélyhitottik. A mélyhltéshez a spermdt kilonb6z6 osszetételd higitékban
higitottuk (1. tibldzat), amelyhez a vizsgalattdl fliggSen adagoltunk metanol vagy dimetil-
szulfoxid (DMSO) védSanyagot 5-15% végsS koncentricidban.

A felhigitott spermdt 0,5 ml térfogati miszalmakba szivtuk fel, kivéve a lapatorrd tokét,
amelyben 5 ml térfogatd miszalmat is haszndltunk. Ez utébbi esetben a miszalmak két végét
telforrésitott csipesszel zartuk le a sperma kifolydsinak megakadilyozdsira. A miszalmak
mélyhtitésére egy cseppfolyds nitrogénnel toltott polisztirol dobozban kerilt sor. A
cseppfolyés nitrogén felszinére egy 3 cm magas polisztirol keretet helyeztiink, majd erre
tektettiik rd a megtoltott miszalmdkat. A hiités ideje a miszalma méretétdl fiiggott, a 0,5 ml-
es miszalmak esetében 3 perc, az 5 ml-es miszalmak esetében 5, illetve 7 perc volt. A
muszalmakat felhasznildsig kaniszteres kanndban tdroltuk. A mintik felolvasztisira 40°C-os
vizfiirdében kertilt sor, a felolvasztis ideje 0,5 ml-es miszalmak esetében 13 mdsodperc, mig
az 5 ml-es miszalmak esetében 40 mésodperc volt.
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A hiités sebességét digitalis h6mérével (OM-550, Omega Engineering, Stamford, CT,
USA) mértik. A h6mérd szondijit egy higitéval és véddanyaggal (10% metanol vagy 10%
DMSO) megtoltott miszalmaba helyeztik és azt a polisztirol hitdkeretre fektettik. A
hémérsékleti értékeket 5 (0,5 ml-es miszalma esetében), illetve 1 (5 ml-es miszalma
esetében) mdsodpercenként jegyeztiik fel, majd szimitégépes programmal dbrazoltuk a hiitési
gorbét.

1. TABLAZAT: A tokalakuak sperméjanak mélyhitéséhez hasznalt higitok kémiai dsszetétele mM-ban
kifejezve. mT: mddositott Tsvetkova-féle higitd, oT: eredeti Tsvetkova-féle higitdé, mHBSS: médositott Hanks-
féle sdoldat. A modositott Hanks-féle sdoldat alabbi Osszetétele a koncentratumra vonatkozik, amit 100
mOsmol/kg-ig higitottunk desztilldlt vizzel.

Higité  NaCl KdCl CaCl;+  MgSOs4+ NaHPOs+ KHPOs NaHCOs Glikéz Szachardéz Tris  Ozmolalitas

neve 2H,0 7H20 7H0 (mOsm/kg)
mT 0,25 2340 30 82
ol 23,40 118 222
mHBSS 137 536 1,09 0,81 0,45 0,44 417 5,55 100

3.1.3 Termékenyités a mélyhiitott spermaval

A felolvasztist kovetSen ismét ellendriztiik a mintak motilitdsit, a friss spermdnal leirt
mdédon. A termékenyités korilményei minden faj esetében kiillonb6zsk voltak, ezért itt csak a
k6z6s jellemzsket ismertetem.

Termékenyitéshez az ikrit szdraz mianyag edényekbe adagoltuk ki az adott kisérletnek
megfelel6 mennyiségben. Minden esetben szdraz termékenyitést alkalmaztunk, azaz a friss
vagy felolvasztott spermdt kevertik elszor az ikrahoz, majd ezt kovetSen aktiviltuk az
ivarsejteket keltet6hdzi viz hozzdaddsdval. Azokban a kisérletekben, ahol a ragadéssig elvétele
nélkil inkubdltuk a termékenyitett ikrat, az ikraszemeket egyetlen rétegben teritettiik ki a
termékenyit$ edény aljdn, majd az edényeket dramlé vizbe (12 I/perc) helyeztiik. Azokban az
esetekben, amikor sor kerilt az ikra ragadéssigdnak elvételére, a termékenyitést kévetden a
ikrahoz agyagoldatot adtunk és azt folyamatos keverés mellett duzzasztottuk 30 percig. Ezt
kovetGen az ikrit 7 l-es McDonald-tipusi keltetedénybe helyeztik és kelésig abban
inkubaltuk. A termékenyiilés sikerességét 4-8 sejtes allapotban, gerinchiros vagy szivveréses
stidiumban, illetve kelés kortl ellendriztik. A termékenyiilési és kelési ardnyokat a
termékenytilt és termékenyitett ikraszemek hanyadosaként, szazalékos formdban fejeztiik ki.

3.1.4 A felolvasztott sperma életképességének vizsgalata

A sperma életképességét a sejtmembrin épségével jellemeztik, amit dramldsi
citometridval mértiink. A sejtmembrdn épségét kettds festéssel ellendriztiik, ahol a SYBR-14
magfesték dthatol az ép sejtmembrinon és a sejtmagban talilhaté DNS-hez kétédve
fluoreszcens zold fényt bocsat ki. A halott sejtek festésére haszndlt propidium-jodid (PI) csak
a sérilt sejtmembranon keresztil tud bejutni a sejtekbe, ahol szintén a sejtmag DNS-éhez
kotddve megfelels gerjesztést kovetSen fluoreszcens voros fényt bocsit ki. A zold és voros
tényt kibocsité sejtek ardnya adja a sperma életképességét.

A felolvasztott spermdt 10 ml, a mélyhdtésre hasznalt higitéban oldottuk fel, annak
érdekében, hogy a ml-enkénti sejtstirGség megkozelitsleg 106 legyen. Ot ul SYBR-14-et (20
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pM) adagoltunk 250 pl sejtszuszpenzidhoz, amit 24°C-on sététben inkubdltunk 10 percig. Az
inkubdciét kovetSen a szuszpenzidhoz 2,5 pl PI-t (1 mM) adagoltunk és jbol az emlitett
médon inkubdltuk. A sejtszuszpenziét ezt kovetéen FACSCALIBUR (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San Jose, USA) dramldsi citométerrel vizsgdltuk két ismétlésben.
A vizsgilat sebessége kb. 300 sejt/mdsodperc volt. A vizsgilat el6tt a késziiléket jelolt
fluoreszcens gyongyokkel és a FACSCOMP szoftverrel kalibraltuk. A sejtszuszpenzidk
vizsgilati eredményeit 10 000 esemény (sejt) adatai alapjin kétdimenziés pontdiagrammon
dbrazoltuk, majd ez alapjin kapuztuk ki az él6 és halott sejteket. Az adatok vizsgilatit a
CELLQUEST szoftverrel végeztiik.

Az dramldsi citometrids vizsgilat érvényességét friss rovidorritok-sperméval
ellendriztik. Az egy egyedtdl szirmazé spermit a gytjtést kovetSen 24 6ran belil haszndltuk
fel. A ml-enként 106 sejtet tartalmazé szuszpenziét 80°C-os vizfiird6be meritettiik 10 percre,
igy olve el a sejteket. Ezek utin az ellt és él6 sejteket tartalmazd szuszpenzidkbdl ismert
ardnyu (0, 25, 50, 75 és 100% ¢é16) keverékeket képeztiink és a fent emlitett médon vizsgdltuk
két ismétlésben.

3.1.5 Az eredmények statisztikai értékelése

Az eredmények statisztikai vizsgilatit SAS (SAS Institute, Cary, NC, USA) és
GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) statisztikai
szoftvercsomagokkal végeztik. A kapott motilitds, termékenyiilés, kelés és életképesség
eredményeket homogenitds- és normalitis-vizsgdlatoknak vetettiik ald és ahol sziikséges volt,

az adatokat transzformdltuk. A szignifikancia-szintet & = 0,05-ben hatiroztuk meg minden
vizsgélat esetében. A vizsgilt kisérleti tényezdk £6 hatdsinak meghatdrozasira azok szimétdl

(2, 3 vagy 4) fiiggd tobbtényez8s variancia-analizist haszndltunk a = 0,05 szignifikanciaszint
mellett. Az adott vizsgilati tényezsket az egyes vizsgalatok leirdsdndl tirgyalom részletesen.

3.1.6 Az egyes tokalaku fajokban végzett vizsgalatok

3.1.6.1 Rovidorru tok fajban végzett vizsgalatok

1. A védbéanyag fajtijinak és koncentriciéjanak hatisa a mélyhitott sperma
motilitdsdra, termékenyitd- és életképességére.
1.1. Kisérleti tényezdk:
1.1.1. VédBanyagok: metanol vagy DMSO;
1.1.2. Védbéanyag-koncentracidk: 5, 10 vagy 15%;
1.1.3. Termékenyitéshez hasznilt sperma mennyisége: 1 miszalma vagy fél
miiszalma.
1.2. Végpontok:
1.2.1. Felolvasztis utini motilitds (%);
1.2.2. Termékenytlési ardny 4-8 sejtes embridkban (%);
1.2.3. Termékenytlési ardny gerinchiros embrickban (%);
1.2.4. Kikelt ivadékok ardnya (%);
1.2.5. Eletképes spermiumok ardnya (%).
A vizsgilatot két egymast kovets héten végeztik el, mindkét alkalommal 3-3 tejes és
1-1 ikrds egyed ivartermékének felhaszndldsdval. A spermdt mT higitéval higitottuk és a fent
ismertetett védGanyagokat adagoltuk hozzd. A mélyhitéshez 0,5 ml-es miszalmdkat
hasznéltunk. A termékenyitéshez az ikrat 140-310 ikraszemet tartalmazé adagokba osztottuk
el, majd a termékenyités egy egész (500 pul) vagy egy fél (250 pl) midszalmanyi felolvasztott

26



dc_1552 18

sperméval termékenyitettik meg. A kontroll csoport termékenyitéséhez ugyanazon tejesek
friss spermajat haszndltuk a mélyhttott spermdval megegyez6 mennyiségben (higitds nélkil
250 vagy 125 pl). Az ikra ragadéssagit agyagoldattal vettik el a 3.1.3 szakaszban ismertetett
moédon. A termékenytilést 4-8 sejtes allapotban, gerinchiros embridkban, illetve keléskor
ellendriztik. A kisérleti tényezSk hatdsit a végpontokban mért paraméterekre haromtényezds
varianciaanalizissel hatdroztuk meg.
2. Kilonb6zé higiték hatidsa a mélyhiitott sperma motilitdsdra, termékenyité- és
életképességére.
2.1. Kisérleti tényez8k:
2.1.1. Higiték: mT, oT és mHBSS;
2.1.2. VédBanyag-koncentracidk (csak metanol): 5, 10, 15%.
2.2. Végpontok:

2.2.1. Felolvasztis utdni motilitds (%);

2.2.2. Termékenytilési ardny 4-8 sejtes embridkban (%);

2.2.3. Kikelt ivadékok ardnya (%);

2.2.4. Eletképes spermiumok ardnya (%).

A vizsgilat korilményei megegyeztek az elséével. Kivételt képez, hogy ebben az esetben

a termékenyiilést csak egy miszalmdnyi spermaval végeztik el, és nem vizsgiltuk a
termékenytilést gerinchiros embriékban. A higiték ozmolalitisit védSanyagok nélkiil és azok
(metanol és DMSO) kiilonb6z6 koncentricidinak (5, 10 és 15%) jelenlétében Wescor 5500
paranyomds-ozmométerrel (Wescor, Logan, UT, USA) mértik meg. A kisérleti tényezdk
hatdsit a végpontokban mért paraméterekre kéttényez8s varianciaanalizissel hatdroztuk meg.
A higiték, védSanyagok és ezek koncentricidinak az ozmolalitisra gyakorolt hatdsit
hdromtényez8s varianciaanalizissel szamitottuk ki.

3.1.6.2 Sapadt tok fajban végzett vizsgalatok

1. Kétféle higit6 és védGanyag-koncentricié hatdsa a mélyhiitétt sperma motilitdsira,
termékenyits- és életképességére.

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

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

A vizsgilathoz 3 sipadt tok tejes és 2 ds6orru tok ikrds egyed ivartermékét hasznaltuk
fel. A spermit a fent felsorolt két higitdval higitottuk és metanol védSanyagot adagoltunk
hozza. A mélyhttéshez 0,5 ml-es miszalmakat hasznaltunk. A termékenyitési kisérletekhez
az ikrit 2 g-os (122-187 ikraszem) adagokra osztottuk fel. Minden adagot egy miiszalmanyi
mélyhiitott spermdval termékenyitettik meg, majd 5 ml keltet6hdzi viz hozzdaddsival
aktivdltuk az ivarsejteket. A megtermékenyitett ikrat hagytuk letapadni a termékenyits edény
aljra, amit dramlé vizbe helyeztink. A kontroll csoport termékenyitésére 250 pl friss
sapadttok-spermdt haszniltunk. A termékenyitést 4-8 sejtes allapotban, illetve szivveréses
embriékban hatiroztuk meg. A kisérleti tényezdk hatdsit a végpontokban mért paraméterekre
kéttényezGs varianciaanalizissel hatdroztuk meg.
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3.1.6.3 Lapatorrua tok fajban végzett vizsgalatok

1. Kétféle higit6 és védbanyag hatdsinak vizsgdlata a mélyhitott lapatorratok-sperma
telolvasztas utdni motilitdsara, termékenyit6- és életképességére.

1.1. Kisérleti tényezdk:
1.1.1. Higiték: mT, mHBSS;
1.1.2. Véd8anyagok: metanol és DMSO;
1.1.3. Véd8anyag-koncentricidk: 5 és 10%.

1.2. Végpontok:
1.2.1. Felolvasztds utini motilitas;
1.2.2. Termékenytilési ardny 4-8 sejtes dllapotban;
1.2.3. Eletképes spermiumok ardnya.

A vizsgilathoz 3 tejes és egy ikrds egyed ivartermékét hasznaltunk fel. A mélyhttéshez
ebben az esetben is 0,5 ml-es miszalmdkat hasznaltunk. A termékenyitéshez az ikrit 4 g-os
(400 ikraszem) adagokra osztottuk és sziraz Uvegedényekbe osztottuk szét. A
termékenyitéshez egy miszalmdnyi felolvasztott spermat hasznaltunk fel, a kontroll csoport
termékenyitésére pedig 250 pl friss spermdt. TermékenyitSoldatként 5 ml keltetShazi vizet
hasznaltunk. A megtermékenyitett ikrat hagytuk letapadni az tvegedények aljira, majd az
edényeket draml6 vizbe helyeztik. A termékenyiilés eredményességét ebben az esetben csak
4-8 sejtes dllapotban hatdroztuk meg. A kisérleti tényezSk hatdsit a végpontokban mért
paraméterekre hiromtényezGs varianciaanalizissel hatdroztuk meg.

2. A mélyhitétt spermaval termékenyitett ikratételek termékenytilése és kelése kozotti

kilénbségek vizsgalata.
2.1. Kisérleti tényez8k:
2.1.1. Kiilénbo6z6 tejes egyedek.
2.2. Végpontok:
2.2.1. Termékenytilési ardny 4-8 sejtes dllapotban;
2.2.2. Kelési ardny.

A vizsgilathoz 3 tejes és egy ikrs egyed ivartermékét haszniltuk fel. A mélyhttéshez
mT higitét, 5% metanol véddanyagot és 0,5 ml-es miszalmakat hasznidltunk. A
termékenyitett ikrdt 40 g-os (4000 ikraszem) adagokra osztottuk szét. Mindegyik adagot 5
muszalmdnyi felolvasztott spermaval termékenyitettiik meg, tejes egyedenként 4 ismétlésben.
Az ikra ragadéssigit agyagoldattal sziintettik meg, majd az ikrit McDonald-féle
keltetGedényekben inkubaltuk. A termékenytilés sikerességét 4-8 sejtes dllapotban, illetve
keléskor hatdroztuk meg. Az adott tejes egyedek mélyhitott spermdjival kapott
termékenyiilési és kelési eredmények kozti kiilonbségeket kétmintds t-prébaval vizsgaltuk.

3. A véddanyag-koncentricié hatdsa a mélyhttott lapatorratok-sperma termékenyitd

képességére.
3.1. Kisérleti tényezsk:
3.1.1. Védbanyag-koncentricidk: 5 és 10%.
3.2. Végpontok:
3.2.1. Termékenyiilési ardny 4-8 sejtes allapotban;
3.2.2. Kelési ardny.

A vizsgilathoz 3 tejes és egy ikras egyed ivartermékét haszniltuk fel. A mélyhttéshez
mT higitét, metanol védSanyagot (két koncentriciéban) és 0,5 ml-es miszalmét hasznéltunk.
A termékenyitéshez az ikrit 4 g-os adagokra osztottuk szét, amit egy miszalmdnyi
mélyhiitott spermaval termékenyitettiink meg, illetve 40 g-os adagokra, amelyeket pedig 5
miszalma felolvasztott sperméval. A 4 g-os adagokban az ikrit 4-8 sejtes dllapotig inkubaltuk
és kiszamoltuk a termékenyilési ardnyt. A 40 g-os adagokat a ragaddssig elvétele utin
McDonald-féle keltet6edényekben inkubdltuk és keléskor leszamoltuk a kikelt lirvik aranyit.

28



dc_1552 18

Kisérleti tényezs (védéanyag-koncentricié) hatdsit a termékenyiilési és kelési ardnyra
egyszempontos varianciaanalizissel vizsgaltuk.

4. A véddanyag-koncentricié és a hitési id6 hatisa az 5 ml-es midszalmakban

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.

A vizsgilathoz 3 tejes és egy ikrds egyed ivartermékét hasznaltuk fel. A mélyhttéshez
mT higitét, metanol véddanyagot (két koncentriciéban, 5 és 10%), 5 ml-es miszalmakat és
két hiitési id6t (5 és 7 perc) hasznaltunk. Termékenyitéskor 40 g ikrat termékenyitettiink meg
egy miszalmanyi felolvasztott spermdval és az ikra ragadéssigit agyagoldattal sziintettiik
meg. A termékenytlést 4-8 sejtes allapotban hatdroztuk meg, illetve kiszamoltuk a keld larvak
aranyat.

3.2 Vizsgalatok ponty fajban

3.2.1 A kisérleti allomanyok tartasa, szaporitasa és az ivartermék gyiijtése

A pontyfélék kozil 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 Halgazdilkoddsi Tanszékén végeztem. A kisérletekhez a
Dinnyési Tukrds pontyfajta egyedeit haszndltam. A teleltets tavakban tartott anyadllomédnyt
48 éraval a tervezett szaporitds el6tt szdllitottuk be a keltet6hdzba, ahol 20-21°C-on tartottuk
Sket. A spermidcié és az ovuldcié kivaltisira Ovopel emlés GnRH-analégot hasznaltunk,
amelynek dézisa azonos volt mindkét ivar esetében, azaz 1 egység testtomeg kg-onként. A
tejes egyedek a teljes dozist 24 6raval a tervezett fejés id6pontja elStt kaptik meg, mig az
ikrasok két adagban, az eldadagot (a teljes dozis 10%-a) 24 draval, a dontdadagot (a teljes
dézis 90%-a) pedig 12 érival a tervezett fejés el6tt kaptdk meg. Az ikrds egyedek ivarnyildsit
bevarrtuk, hogy megakadalyozzuk az ikra elszérdsat.

Az ivartermék gyijtésére altatdsban kertilt sor. A halak elbéditdsira Quinaldin 5%o-es
oldatit hasznaltunk. A tejesek ivarnyildsit szdrazra toroltiik és minden egyedtsl kb. 10 ml
tejet fejtink 12 ml-es kémcsovekbe. A spermit felhaszndldsig 4°C-on taroltuk. Az ikrdsok
esetében az ikrit szdraz tdlakba fejtik és kornyezeti hémérsékleten (23-24°C) tdroltuk
telhasznilasig, de legfeljebb 30 percig.

A spermamintdk motilitdsit fénymikroszképos vizsgélattal hatiroztam meg. Kb. 0,2 pl
spermat 20 pl keltet6hazi vizzel kevertem el egy tirgylemezen és a motilitast 200x nagyitison
becsiiltem meg. Csak az 50%-ndl magasabb motilitissal rendelkezé mintdkat hasznéltam fel a
mélyhitési kisérletekhez.

3.2.2 A sperma mélyhiitése
A pontysperma mélyhiitéséhez minden esetben egy 350 mM glikéz és 30 mM Tris

osszetételd higit6t haszndltam, amelynek pH-értékét 8,0-ra dllitottam be tdmény sésavval. A
higitéhoz metanol védéanyagot adagoltam tgy, hogy annak végsS (higitds utdni)
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koncentrici6ja 10% legyen. A spermit 1:9 aranyban (sperma:higité+védSanyag) higitottam. A
higitott spermat 1,2 és 5 ml-es midszalmdkba toltdttem gy, hogy az 1,2 ml-esekbe 1,az 5 ml-
esekbe pedig 4 ml folyadék kerilt. A mintikat a tokalakiak esetében leirt médon hitéttem
cseppfolyds nitrogén gézében. Az egyetlen kilonbség a hités idejében volt, ami 1,2 ml-es
muszalmdk esetében 3, 4, 5 vagy 6 perc, mig az 5 ml-es miszalmék esetében 3, 5, 7 vagy 9
perc volt. A mintdkat 40°C-os vizfiirdében olvasztottam fel, a felolvasztis ideje 1,2 ml-es
muszalmdk esetében 20, 5 ml-es mitszalmék esetében pedig 40 médsodperc volt.

A hiitési sebességet digitdlis h6mérg segitségével mértem meg, mind a 1,2 ml-es, mind
az 5 ml-es miszalmédkban. A miszalmédkba higit6t és 10% metanolt toltottem, majd egy K
tipusi hémérdszondit vezettem beléjiik, ami a digitilis héméréhéz csatlakozott. A
miiszalmdkat a 3 cm magas polisztirol keretre fektettem, ami a cseppfolyds nitrogén felszinén
uszott. A hémérsékletet 1 mdsodperces intervallumonként jegyeztem fel. A kapott értékek
alapjan kiszdmoltam a hités dtlagos sebességét, illetve szdmitégépes programmal
megrajzoltam a hiitési gorbét is. A méréseket mindkét miszalma-tipus esetében hdromszor
ismételtem meg.

3.2.3 Termékenyités a mélyhiitott spermaval

A termékenyitéshez felhasznalt ikra és sperma mennyisége kisérletenként eltért, ezt az
egyes kisérletek leirdsdndl ismertetem. Termékenyitéskor szdraz termékenyitést alkalmaztam,
azaz az ikrihoz el6szor a spermdt adtam hozzd, majd utina a termékenyits oldatot. A
ivarsejteket keltet8hazi viz hozzdadasaval aktiviltam. Két perc keverés utin a termékenyitett
ikrahoz Woynérovich-oldatot (0,4% NaCl, 0,3% karbamid) adagoltam, amelyben kb. egy 6rin
keresztil duzzasztottam az ikrdt. A duzzasztist kovetSen az ikra ragaddssigit véglegesen 5%
csersavoldatos fiirdével vettem el, amelynek id6tartama 20 masodperc volt. Ez utin 7 l-es
Zuger-iivegekben inkubdltam az ikrit kelésig. Keléskor meghatiroztam a kel ivadék
szazalékos ardnyit, illetve a torz fejlédést ivadék ardnyit az Osszes kikelthez képest. A
torzuldsok kilonbozé tipusiak lehettek: szivburok-vizenyd, gerinctorzuldsok, rendellenesen
tejlédott farki rész, illetve szervek, szervrendszerek hidnya.

3.2.4 Kromoszoma-preparalas a kikelt ivadékbdl

A kromoszémavizsgilatokhoz nem taplilkozé larvikat (szabadembridkat) hasznédltam.
A kromoszéma-preparélist a torz ivadékbdl végeztem, kivéve a kontroll csoportot, ahol mind
a torz, mind az alaktanilag ép larvikbdl vilogattam ki egyedeket a vizsgilathoz.

Uveg Petri-csészékben 50-100 ivadékot inkubdltam 0,05%-os kolhicin-oldatban 3 6ran
keresztiil. A kolhicin-oldat eltivolitdsit kovetGen a szabadembridkat 25 percig 0,075 M KCI-
oldatban hipotoniziltam, majd metanol és ecetsav 3 : 1 ardnyu elegyében rogzitettem Sket. A
prepardtumokat minden vizsgalati kezelés esetében 8-20 rogzitett ivadékbdl készitettem. Az
egyedeket 50% ecetsavoldatban szuszpenddltam, majd a szuszpenziét tdrgylemezre
cseppentettem. A szdradist kovetGen az elkészilt tirgylemezeket 4%-os Giemsa-oldatban
festettem 8 percig. A kromoszémakat fénymikroszképpal vizsgiltam, illetve szimoltam meg
1000x nagyitason. A jol sikertilt metafézisokrdl digitalis felvételt készitettem. Végpontként a
haploid, diploid, illetve bizonytalan ploididji egyedek ardnyat hasonlitottam Gssze.

3.2.5 Az eredmények statisztikai értékelése

Az eredmények értékeléséhez a GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, USA) statisztikai szoftvert hasznidltam. Az egyes vizsgilatok eredményeinek
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értékelésére eltérd statisztikai probakat alkalmaztam, amelyeket a vizsgilatok leirdsdndl kilon
ismertetek.

3.2.6 A ponty fajban végzett vizsgalatok részletes ismertetése

1. A hitési id6 hatdsa az 1,2 illetve 5 ml-es miszalmdkban mélyhdtétt pontysperma
termékenyitd képességére.
1.1. Kisérleti tényezdk:
1.1.1. Hitési id6k:
1.1.1.1. 1,2 ml-es mészalmdknal: 3,4, 5 és 6 perc;
1.1.1.2. 5 ml-es mlszalmdkndl: 3,5, 7 és 9 perc.
1.2. Végpontok:
1.2.1. Kel§ ivadék szazalékos aranya.
A vizsgilatban 4 tejes egyed spermdjat és 3 ikrds Osszekevert ikrajat hasznaltuk fel. Az
1,2 ml-es miszalmédban mélyhiitott spermaval 20 g-os ikraadagokat termékenyitettiink meg,
mig az 5 ml-es miszalmédban mélyhitott sperméval pedig 80 g-osakat. A termékenyitéshez 2
(20 g-os ikratételek) vagy 8 ml (80 g-os ikratételek) keltet6hazi vizet hasznaltunk. A kontroll
csoportok ikratételeit 0,1 (20 g-os ikratételek) vagy 0,4 ml (80 g-os ikratételek) spermaval

termékenyitettik meg. A hitési id6k f6 hatdsit a keld ldrvak ardnyira egyszempontos
varianciaanalizissel vizsgalunk a = 0,05 szignifikanciaszint mellett, mig az egyes kezelések

kozti kilonbségeket Tukey-prébéval.
2. A sperma-ikra ardny hatisa az 1,2 é 5 ml-es miszalmikban mélyhitott
pontysperma termékenyit6 képességére, illetve az ivadékkori torzuldsokra.
2.1. Kisérleti tényez8k:
2.1.1. Kiil6nb6z6 térfogatd miszalmdk: 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 mdszalmaknal: 40, 80 és 120 g.
2.2. Végpontok:
2.2.1. Kel§ ivadékok szdzalékos aranya;
2.2.2. Torz tel6dési ivadékok szdzalékos ardnya;
2.2.3. A torz fejlédési ivadékok ploididja.

A vizsgilatban az el6z6hoz hasonléan 4 tejes egyed spermdjat és 3 ikrds osszekevert
ikrajat hasznaltam fel. A mélyhtitéskor az 1,2 ml-es miszalmdk esetében a hiitési id6 4 perc,
az 5 ml-es miszalmdk esetében 5 perc volt. Az ikrit az 1,2 ml-es miszalmdkban mélyhitott
sperma esetében 10, 20 vagy 30 g-os adagokra osztottam fel, az 5 ml-es mlszalmék esetében
pedig 40, 80 vagy 120 g-osakra. Az ikratételeket minden esetben egy miszalma tartalmaval
termékenyitettem meg, ami a 10, illetve 40 g-os ikratételek esetében 1,775 x 106 : 1, a 20 és
80 g-os ikratételek esetében 8,875 x 105 : 1, a 30 és 120 g-os ikratételek esetében pedig 5,917
x 105 : 1 sperma-ikra arinynak felelt meg. A kontroll csoport esetében 80 g ikrit
termékenyitettem meg 0,4 ml friss pontysperméval. Az eredmények értékelésekor

kétszempontos varianciaanalizist haszndltam a = 0,05 szignifikanciaszint mellett a kétféle
miszalma-tipusnak és a kilonbozd sperma-ikra ardnyoknak a kikelt lirvdk szazalékos
ardnydra, illetve a torz ldrvik szdzalékos ardnyira gyakorolt f6 hatdsinak meghatdrozasira.
Ezen kiviil vizsgiltam a torz larvik ploidiajat is.
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3.3 Vizsgalatok lazacfélékben

A lazactélélkben végzett vizsgilataimat a tokfélékhez hasonldéan kilonb6zd
helyszineken végeztem a 2009-2014 koz6tti idészakban. Az egyes fajokkal végzett vizsgilatok
helyszinei a kovetkezék voltak:
* Sebes pisztring (Sa/mo trutta morpha fario Linnaeus, 1758) — Hoitsy & Rieger Kift.,
Lillafiiredi Pisztrangtelep, 3517 Miskolc-Lillafiired, Erzsébet sétiny 55.

* Mirvanypisztrang (Salmo marmoratus Cuvier, 1829) — Tolmini Horgdszegyestilet, Trg
1. maja 7, 5220 Tolmin, Szlovénia.

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

» Pénzes pér (Thymallus thymallus Linnzus, 1758) — Tolmini Horgédszegyestlet, Trg 1.

maja 7, 5220 Tolmin, Szlovénia.

A szamitégépes spermavizsgilatok egy részét a Szent Istvin Egyetem Halgazdalkoddsi
Tanszékén végeztem Go6dollén.

3.3.1 A kisérleti allomanyok tartasa, szaporitasa és az ivartermék gyiijtése

A kisérleti dllomdnyokat minden gazdasdg mds korilmények kozott tartotta, azonban a
szaporitdsra és ivartermékek begytjtésére igen hasonlé kortilmények kézott kerilt sor. Mind a
négy faj esetében a szaporoddsi id@szakban végeztik a vizsgilatainkat. A halakban a
spermidciét és az ovuldciét hormonkezeléssel nem indukaltuk, azt kizdrélag a természetes
megvilagitds véltozdsa, illetve pénzes pérben és mérvanypisztringban a hdmérséklet valtozasa
véltotta ki. A fejésre elkiilonitett halakat 2-fenoxietanol 0,8 ml/l-es oldatiban béditottuk el.
Az elbéditott halak ivarnyildsinak tdjékdt szdrazra toroltik, majd a spermdt 12 ml-es
kémcsovekbe vagy 15 ml-es csavarmenetes kupakkal elldtott centrifuga-csdvekbe gydjtottik.
A szivirvanyos pisztring esetében a spermdt 10 ml-es fecskendékbe gyijtottik, amelyekbe
elézetesen kb. 100 pl Cryofish (IMV, I'Aigle, Franciaorszdg) higitét szivtunk fel annak
érdekében, hogy megakadilyozzuk a sperma vizelet altali aktivici6jat. A sebes pisztring
spermdjanak gytjtésére szolgdlé kémcsovekbe szintén a vizelet altali aktivdcié
megakadalyozasa céljabél 1 ml, 200 mM gliikéz, 40 mM KCl, 30 mM Tris (pH 8,0, tomény
sosavval bedllitva) Osszetételd higitét (pér higité) adagoltunk ki. A hdrom pisztrangfajtdl
kinyerhet6 sperma mennyisége atlagosan 2-4 ml, a pénzes pértél kinyerhet8é pedig 1-1,5 ml
volt. Minden spermamintit a gydjtést kovetSen 4°C-on tdroltunk felhasznalasig.

A lazacfélék spermdjinak motilitdsit mikroszképos becsléssel vagy szdmitégépes
spermavizsgilattal hatdroztuk meg. A becslés esetében a spermdbdl 1 pl-t 19 pl DIA532
termékenyitd oldattal (1 1 vizben 2,42 g Tris, 3,76 g glicin, 5,5 g NaCl, Billard (1977) alapjin)
elegyitettiink egy mikroszképos tirgylemezen, majd 200x nagyitison fénymikroszképpal
vizsgiltuk a sejtek mozgdsit. A szdmitégépes spermavizsgilat esetében (Computer-assisted
Sperm Analysis — CASA) a spermit egy Makler-tipusu sejtszdamldlé kamriban 20-50x
ardnyban higitottuk a fent emlitett termékenyitd oldattal, majd a CASA-rendszerrel
vizsgaltuk. A rendszer egy 20x negativ fiziskontraszt objektivvel felszerelt Olympus BX41
ténymikroszképbdl, egy, a mikroszkép trinokuldris tubusihoz csatlakoztatott kamerdbdl,
illetve az annak felvételeit feldolgozé szamitogépbdl és szoftverbsl (SpermVision 3.7.4,
Minittib, Tiefenbach, Németorszdg) dll. A szoftver altal mért paraméterekbdl mi kizarolag a
progressziv motilitdst (elére haladé mozgist végzs spermiumok szdzalékos ardnya) vettiik
figyelembe.

A pénzes pér spermdjanak koncentrici6jat Birker-kamrds szamldldssal hatiroztuk meg.

A spermit 100x vagy 1000x higitottuk a fent emlitett pér higitéban annak érdekében, hogy
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egy kamramezdben 50-100 kozotti spermium legyen. A vizsgilatot Olympus BX41
ténymikroszképpal és 20x negativ faziskontraszt objektivvel végeztik. A vizsgilat sordn
megszamoltuk a spermiumok szdmat 20 db nagyméretd négyzetben, majd ezt az értéket
atlagoltuk. A spermiumok ml-enkénti koncentriciéjit ezek utin ugy kaptuk meg, hogy az
dtlagot megszoroztuk 250 000-rel és a higitdsi ardnnyal.

Az ikrat minden vizsgalt fajban tobb egyedtél gydjtottik be és keverten hasznéltuk fel a
termékenyitési kisérletekhez. Az ikrit legfeljebb 2 6rdn keresztil tiroltuk 4°C-on, kivéve a
szivarvinyos pisztrang ikrdjdt, amit 18 érdn dt taroltunk a termékenyitési kisérletek elétt.

3.3.2 A sperma mélyhiitése

A sperma mélyhitésében bizonyos eltérésekkel azonos médszert haszndltunk mind a
négy fajban. A sebes pisztring, marvinypisztring és pénzes pér spermdjit a fent leirt pér
higitéval higitottuk, mig a szivarvinyos pisztring spermdjit a kereskedelmi forgalomban is
kaphat6 Cryofish higitéval. Véddanyagként a sebes pisztring és pénzes pér esetében 10%
metanolt, mig a mdrviny- és szivirvinyos pisztring esetében 10% metanolt vagy 10%
DMSO-t hasznaltuk. A végs$ higitdsi ariny a pénzes pér spermdjindl 1:1, mig a hdrom
pisztrangfaj esetében 1:4 volt.

A higitott spermdt mind a négy faj esetében 0,5 ml-es miszalmakba toltottik és
cseppfolyés nitrogén gdzében hiitottik a 3.1.2 szakaszban a tokalakdaknal ismertetett médon.
A mélyhtitott mintdkat cseppfolyés nitrogénben, kaniszteres kanndkban taroltuk. A tdrolds
ideje fajonként és vizsgilatonként eltérd volt, 2 éra és 30 nap kozott viltozott. A mintikat
40°C-os vizfiirdében olvasztottuk fel 13 mdsodpercig.

3.3.3 Termékenyités a mélyhiitott spermaval

A mélyhitést kovetden a felolvasztott sperma motilitdsdt a friss spermdndl leirt médon
ellendriztik, kivéve a sziviarvinyos pisztring spermdjit, ahol nem végeztiink ilyen vizsgélatot.
A termékenyitéshez a hiarom pisztringfaj esetében egységesen 15 g-os ikraadagokat (135-170
ikraszem), mig a pénzes pér esetében 10 g-os adagokat (800-840 ikraszem) hasznaltunk. A
termékenyitéshez hasznélt sperma mennyisége marvanypisztringban és pénzes pérben 200 pl,
sebes pisztrangban 300 pl, szivirvinyos pisztringban pedig a mintatdl fiiggéen 200 vagy 300
pl volt. Ez aldl kivételt képzett az egyik pénzes pérben végrehajtott kisérlet, amelynek célja a
sperma-ikra ardny optimalizaldsa volt. A kontroll termékenyitéshez haszndlt sperma térfogata
mindegyik fajban megegyezett a higitatlan spermdéval. A termékenyitéshez minden esetben
DIA532 termékenyité oldatot hasznaltunk, kivéve a szivirvdnyos pisztringot, ahol a
kereskedelmi forgalomban kaphaté Actifish oldattal aktivaltuk az ivarsejteket. A
termékenyitést kovetSen az ikrat keltet6hdzi korilmények kozott inkubaltuk. A
termékenyitést szempontos stidiumban hatiroztuk meg, illetve megszimoltuk a keld larvak
szdzalékos ardnyit is.

3.3.4 Az eredmények statisztikai értékelése

Az eredmények statisztikai értékeléséhez a GraphPad Prism 5.0 és 6.0 szoftvereket
hasznéltuk. A kilonbozd kisérleti tényez6k f6 hatdsinak meghatirozdsihoz egy- vagy

kétszempontos varianciaanalizist haszndltunk a = 0,05 szignifikanciaszint mellett.
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3.3.5 Az egyes lazacféle fajokban végzett kisérletek
3.3.5.1 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.
A vizsgilatokhoz 6 tejes egyed spermajat és 3 ikrds egyed kevert ikrdjit hasznaltuk fel.
A felolvasztist kovetden a spermdt a fent emlitett ideig tdroltuk 4°C-on. A tiroldsi id6
elteltével megmértik a mintdk motilitisit, majd termékenyitési teszteket végeztiink velik. A
termékenyiilés sikerességét szempontos stidiumban hatdroztuk meg. A felolvasztds utin eltelt
idé {6 hatdsinak meghatirozasahoz egyszempontos varianciaanalizist végeztiink.

3.3.5.2 Marvanypisztrangban végzett kisérletek

1. A felolvasztds utdni tdrolds és kétféle védSanyag hatdsa a mélyhiitott sperma
motilitdsdra és termékenyitd képességére.
1.1. Kisérleti tényezdk:
1.1.1. Felolvasztis utdni tarolds ideje: 0, 10 és 60 perc;
1.1.2. Véd8anyagok: metanol és DMSO.
1.2. Végpontok:
1.2.1. Felolvasztis utini motilitds;
1.2.2. Szempontos ikra szdzalékos ardnya;
1.2.3. Kikelt ivadék szazalékos aranya.
A vizsgilatokhoz 5 tejes egyed spermajat és 3 ikrds egyed kevert ikrdjit hasznaltuk fel.
A felolvasztist kovetden a spermdt a fent emlitett ideig tdroltuk 4°C-on. A tiroldsi id6
elteltével megmértik a mintdk motilitdsit, majd termékenyitési teszteket végeztiink velik. A
termékenytilés sikerességét szempontos stidiumban, illetve kelés utin hatdroztuk meg. A
felolvasztis utdn eltelt id6 és a védBanyagok {6 hatdsinak meghatirozasihoz kétszempontos
varianciaanalizist végeztlink.

3.3.5.3 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.
A vizsgilatokhoz 6 tejes egyed spermajat és 5 ikrds egyed kevert ikrdjit hasznaltuk fel.
A felolvasztist kovetden a spermdt a fent emlitett ideig tdroltuk 4°C-on. A tiroldsi id6
elteltével termékenyitési teszteket végeztink. A termékenyiilés sikerességét szempontos
stddiumban, illetve kelés utin hatdroztuk meg. A felolvasztds utin eltelt id6 és a védGanyagok
t6 hatdsinak meghatarozasihoz kétszempontos varianciaanalizist végeztiink.
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3.3.5.4 Pénzes pérben végzett kisérletek

1. A felolvasztds utdni tirolds hatdsa a mélyhitott sperma termékenyit képességére.
1.1. Kisérleti tényezdsk:
1.1.1. Felolvasztds utdni tirolas ideje: 0, 2, 5, 10, 30, 60 és 120 perc.
1.2. Végpontok:
1.2.1.5zempontos ikra szdzalékos arinya;
1.2.2. Kikelt ivadékok szdzalékos ardnya.
A vizsgilatokhoz 6 tejes egyed spermajat és 3 ikrds egyed kevert ikrdjit hasznaltuk fel.
A felolvasztist kovetden a spermdt a fent emlitett ideig tdroltuk 4°C-on. A tiroldsi id6
elteltével termékenyitési teszteket végeztink. A termékenyiilés sikerességét szempontos
stidiumban és kelés utin hatiroztuk meg. A felolvasztis utin eltelt idé f6 hatdsinak
meghatirozasdhoz egyszempontos varianciaanalizist végeztiink.
2. A sperma-ikra ardny hatdsa a mélyhiitott sperma termékenyitS képességére.
2.1. Kisérleti tényez8k:
2.1.1. Sperma-ikra aranyok: 5 x 104,104, 5 x 103 és 103.
2.2. Végpontok:
2.2.1. Szempontos ikra szdzalékos ardnya;
2.2.2. Kikelt ivadékok szdzalékos aranya.
A vizsgilatokhoz 5 tejes egyed spermdjit és 10 ikrds egyed kevert ikrdjat hasznaltuk fel.
A felolvasztds utin ellenériztik a mintdk motilitisit. A termékenyitési vizsgilatok eldtt
megszamoltuk az 1 g ikrdban 1évé ikraszemek szdmit. Az ikrat 10 g-os tételekre osztottuk fel,
majd az egyes tételeket megtermékenyitettiik a fent emlitett sperma-ikra ardnynak megfeleld
mennyiségli spermdval. A termékenyitést mind az 5 tejes spermdjival elvégeztik két
ismétlésben, kivéve az 5 x 10% sperma-ikra ardnyt, ahol csak 4 egyed spermaijat tudtuk
telhasznalni, szintén két ismétlésben. A termékenyités sikerességét szempontos stidiumban és
kelés utin hatidroztuk meg. A sperma-ikra ardny f6 hatdsinak megillapitisihoz
egyszempontos varianciaanalizist végeztiink.

3.4 A kidolgozott mdodszerek alkalmazasa a gyakorlatban

3.4.1 A ponty fajban kidolgozott modszerek alkalmazasa

A ponty fajban kidolgozott médszertant a Haltenyésztési és Ontozési Kutaté Intézet
HAKI, mai jogutédja a Nemzeti Agrarkutatisi és Innoviciés Kozpont, Haldszati
Kutatéintézet — NAIK-HAKI) hasznositotta 2005-2007-ben a ponty mélyhitott
génbankjinak létrehozdsihoz. A HAKI dltal kezdeményezett munkédt 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 Orszigos Horgisz Szovetség
(MOHOSZ) kajész6i tégazdasigiban végeztiik.

A munka sordn 17 hazai és 5 kilfoldi ponty tdjfajta spermdjit terveztiik lehiteni,
amelyek az €16 génbank részét képezték. Az eredeti tervek szerint fajtinként 10-10 egyedt6l
nyertiink volna ki spermat és egyedenként 40-40 miszalmdanyi spermdt hitéttink volna le. A
tejes egyedek spermidcidjit az adott halgazdasag viltotta ki hormonalis indukciéval. A sperma
lefejése elstt leolvastuk az adott egyed bér ald beltetett azonositéjat (PIT-tag), majd
egyedenként 5-10 ml spermit fejtiink, amit 4°C-on olvadé jégen tdroltunk. A lefejt
spermamintdk motilitdsit mikroszképos becsléssel hatdroztuk meg 100x nagyitison. A
mélyhttéshez haszndlt higité osszetétele 300 mM glikéz, 30 mM Tris (pH 8,0 tomény
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s6savval bedllitva) volt. VédSanyagként metanolt haszndltunk 10% végsS higitisban. A
spermat 1:9 ardnyban higitottuk a higité-védGanyag eleggyel, majd 0,5 ml-es miszalmédkba
szivtuk fel. Logisztikai okokbdl az egyedenként tervezett 40 db miszalma helyett
egyedenként 42 db miszalméval dolgoztunk. A mintikat cseppfolyds nitrogén gézében, egy
nitrogénnel megtoltott polisztirol dobozban hiitéttik. A nitrogén felszinére egy 3 cm magas
polisztirol keretet helyeztiik, majd erre fektettiik a higitott spermaval megtoltott miszalmakat.
A mélyhiitott mintdkat a HAKI tdroléedényeiben helyeztiik el. A 2005-ben lehiitott mintik
kozil a hitést kovetGen 6 hénappal 50 miszalmat sziréprébaszerten felolvasztottunk és a
fent leirtak szerint ellendriztiink a motilitasit.

3.4.2 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 populicidk egyedeit hasznaljuk.

A vadon €l tejes egyedek befogisira az ivasi idészak kezdetén keril sor, azaz a
marvanypisztring esetében november elején, mig a pénzes pér esetében dprilis elsé heteiben.
A tejes egyedeket elektromos haldszgéppel fogjdk be a horgiszegyesilet munkatirsai. A
halakat 2-fenoxietanol 0,8 ml/l vizes oldatiban béditjuk el, majd az ivarnyilds tdjékanak
szdrazra torlését kovetSen a halaktdl a spermdt szdraz 15 ml-es centrifuga-csévekbe fejjik. A
lefejt spermat a fejést kovetGen még a helyszinen mélyhitjik. A mélyhitéshez a spermét 1:1
ardnyban higitjuk a 3.3.1 szakaszban emlitett ,pér higitéval” (200 mM glikéz, 40 mM KCI,
30 mM Tris, pH 8,0), amelyhez metanol védéanyagot adagolunk 10% végsS koncentricidban.
A higitott spermat 0,5 ml-es miszalmdkba szivjuk fel, majd cseppfoly6s nitrogén gdzében
hitjik. A mintikat a ponty fajban (3.4.1 szakasz) mir leirt médon mélyhitjiik és taroljuk el a
Tolmini Horgészegyesiilet tiroléedényeiben.

A pénzes pér esetében a horgidszegyesiilet munkatdrsai mintit vesznek az egyedek
farokisz6jabol, amit 96%-os etanolban tirolnak, majd elkildenek a Ljubljanai Egyetem
Allattenyésztési Tanszékére. Az egyedekben 11 mikroszatellit marker és a mitokondridlis
DNS szekvenalisa alapjin hatirozzak meg a dunai (betelepitett) és adriai (§shonos) genotipus
ardnydt (Su$nik et al., 1999, 2004). A kapott eredményeket elkiildik a Tolmini
Horgészegyesiilet munkatirsainak, akik meghatirozzak az adriai genotipus minimalis
hanyadat, amely f6lott felhasznalhaténak itélik meg a mintdkat. A hatdrértéket meghaladé
egyedek spermdjit felolvasztjak, majd felhaszndljak termékenyitésre. A termékenyitéshez az
egyesilet tenyészallomdnyabdl olyan ikrdsokat vdlogatnak ki, amelyekben magas az adriai
genotipus hdnyada. A termékenyitésb6l szdrmazé ivadékot tenyészallomdnyként nevelik fel.

A mirvinypisztring mélyhitott spermdjanak felhaszndlisit az Eredmények és
Eredmények értékelése fejezetekben ismertetem.
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4. Eredmények

4.1 A tokalakuakban kapott eredmények

4.1.1 A rovidorru tok fajban kapott eredmények

Az életképesség-vizsgilatok érvényességét ellendrzé kisérletben szoros linedris
osszefliggést (R? = 0,9979, 3. dbra) taldltunk az €l és eldlt sejtek névleges ardnya és az ép
sejtmembrdnnal rendelkezd sejtek dramldsi citometridval mért ardnya kozott. A kapott

eredmények alapjin az 4ramldsi citometrids vizsgdlatot alkalmasnak taldltuk a sejtek
életképességének mérésére.
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3. ABRA: EI6 és eldlt tokspermiumok ismert aranyu elegyében aramlasi citometriaval mért életképesség
értékek az életképesség-vizsgalatok ellenérzésére végzett kisérlet soran.

A védbanyag fajtdjanak és koncentricidjdnak hatdsait vizsgilé kisérletben a friss
révidorratok-sperma motilitdsa 77 + 8% volt (2. tablazat). Az dtlagos hiitési sebesség metanol
védSanyag esetében 70°C/perc, mig DMSO védSanyag esetében 66°C/perc volt. A
legmagasabb felolvasztis utini motilitdis 26 + 13% volt, amit 5% DMSO védéanyag
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hasznalatéval 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.

2. TABLAZAT: A révidorru tok kétféle védéanyag (dimetil-szulfoxid — DMSO és metanol) és ezek haromféle
koncentracidja (5, 10 és 15%) jelenlétében mélyh(itétt spermajanak felolvasztas utani motilitasa,
termékenyitd- és életképessége. A kitevében azonos betlikkel jeldlt és azonos oszlopban [évé értékek kézott
nincs szignifikans kiilénbség (P > 0,05).

Védbanyag Védo- Sperma Motilitds 4-8 sejtes Gerinchuros  Kelés (%) Elet-
anyag térfogata (%) termé- termé- képesség
koncent- (ul) kenydlés (%) kenyiilés (%) (%)
racio (%)
125 0+0d 1+1d 1+£1d
5 26 £13b 7 £ 42b
250 1+2d 1+£1d 1+£1d
125 2+2d 0+1d 0+0d
DMSO 10 17 £ 6P 12+ 8a
250 1+1d 1+1d 0+1d
125 0+0d 0+0d 0+0d
15 2 +3d 4+1b
250 0+0d 0+0d 0+0d
125 40 £ 15k 35+17° 31+15k
5 16 £ 7 5+ 2ab
250 39+ 11k 38+13b 32+12b
125 19+£13¢ 22 +17¢ 18 £ 16¢
Metanol 10 13 £8¢ 6 + 32b
250 21 £ 12¢ 21 £ 11¢ 16 £ 8¢
125 3+5d 2+4d 2+2d
15 10 + 5« 7 £ 63b
250 8+9d 7 +6d 5+4d
Kontroll 125 78 £ 262 69 + 242 51+22a
77 £ 8a 681
250 79 + 23a 71+ 202 53+ 21a

A révidorra tok spermdjanak koncentraciéja 1,3 + 1,1 x 109 volt, igy a fél miiszalmanyi
telolvasztott sperma haszndlata esetében a sperma-ikra ardny 1,5 + 1,3 x 106 spermium/
ikraszem volt, mig az egész miszalmanyindl 3,3 + 2,8 x 106 spermium/ikraszem. A sperma-
ikra ardnynak nem volt szignifikins hatdsa a termékenyulési és kelési eredményekre. A
legmagasabb termékenytilési ardny 4-8 sejtes stidiumban 40 + 15%, gerinchiros stidiumban
35 £ 17%, illetve a legmagasabb kelési ariny 31 + 15% volt, mindhdrom eredményt 5%
metanol véddanyag haszndlatakor kaptuk. A sejtek mért életképesség-értékei kozott nem
talaltunk szignifikdns kilonbséget, egyedil a 15% DMSO védSanyag hasznilata
eredményezett kevesebb ép membrinnal rendelkezs sejtet. A védSanyag-koncentricidk
szignifikins hatdst (P < 0,0001) gyakoroltak mindhdrom paraméterre, illetve szignifikins
interakciét figyeltink meg a védSanyag és koncentriciéik kozott (P < 0,0001), szintén
mindhdrom vizsgilt végpont esetében.

A kiilonboz6 higiték hatdsit osszefoglalé kisérletben a friss sperma motilitdsa 73 + 16%,
mig a koncentricidja 2,5 = 1,4 x 107 volt, igy a kisérletben alkalmazott sperma-ikra ariny
7,0 = 3,6 x 106 volt. A legmagasabb felolvasztds utini motilitist mT (18 = 10%) és oT
(12 = 6%) higiték és 5% metanol haszndlata mellett figyeltiik meg (3. tdbldzat). A higité
tipusa nem gyakorolt szignifikins hatist (P = 0,1586) a felolvasztds utini motilitdsra,
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ugyanakkor a védGanyag koncentriciéja igen (P = 0,0003). A legmagasabb termékenyiilési és
kelési eredményeket mT (18 + 11% termékenytlés és 17 = 12% kelés), illetve mHBSS
(12 + 10% termékenytilés és 11 + 12% kelés) higité és 5% metanol védSanyag hasznilata
mellett értiik el. Meglepd moédon a sejtek életképessége dltalinossigban az mT higité
hasznédlata mellett volt a legalacsonyabb. Mind a higité tipusa, mind a védGanyag
koncentriciéja szignifikins hatdst gyakorolt a termékenytlésre (higité tipusa: P = 0,0197,
védBanyag-koncentricié: P = 0,0002) és a kelésre (higité tipusa: P = 0,0500, védGanyag-
koncentracié: P = 0,0004).

3. TABLAZAT: A révidorra tok haromféle higité (oT: eredeti Tsvetkova-féle higitd, mT: médositott Tsvetkova-
féle higito, mHBSS: mddositott Hanks-féle séoldat) és haromféle metanol-koncentracié (5, 10 és 15%)
jelenlétében mélyh(tott spermdajanak motilitdsa és termékenyité képessége. A kitevében azonos betlikkel
jelolt és azonos oszlopban lévé értékek kdzott nincs szignifikans kilonbség (P > 0,05).

Higito Metanol- Motilitas (%) 4-8 sejtes Kelés (%) Elet-
koncentracio (%) termékenyiilés (%) képesség (%)
5 12 £ 6bc 3+7d 2+ 2cd 9+4a
ol 10 11 + 2bcd 2+ 3cd 3+ 4 9+5a
15 8 + 3d 0+1d 1+£1d 7 £ 5a
5 18 + 10b 18+ 11b 17 £ 2b 5+3b
mT 10 8 + 5dd 7+11d 3+ 4dd 5+3b
15 6 + 4 2+ 2dd 1+2d 5+3b
5 11 + 7bcd 12 + 10bc 11+ 12bc 10+ 82
mHBSS 10 8+ 7 4 + 5« 5+ 6¢d 7 42
15 3+2d 1+1d 0+0d 8 +4a
Kontroll - 73+ 162 40 £ 222 27 + 132

Osszehasonlitottuk tovibba az oT és mT higitok, a DMSO és metanol védéanyagok és
az utébbiak kilonb6z6 koncentricidinak (5, 10 és 15%) hatdsit az igy létrehozott
hitémédiumok ozmolalitdsira. Mindhdrom tényez8 szignifikins hatdst gyakorolt a mért
ozmolalitis értékekre (P < 0,0001 mindhirom esetben, 4. tiblizat). Az eredményekbdl
kiderilt, hogy az oT higité 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 koncentricié-figgé médon novelte a
mért ozmolalitds értékét, mig a metanol védSanyag haszndlata nem viltoztatta meg az oldat
ozmolalitdsit.

4.1.2 A sapadt tok fajban kapott eredmények

A sdpadt tok mélyhtitott spermdja mT higité és 10% metanol véddanyag haszndlata
mellett mutatta a legmagasabb felolvasztds utini motilitdst (70 £ 10%) és életképességét,
illetve ugyanezen higité és 5% metanol kombindciéjaval eredményezte a legmagasabb
termékenyiilést (88 + 6% 4-sejtes stddiumban és 73 + 14% szivveréses stadiumban).
Osszességében a higitok szignifikins f6 hatdst gyakoroltak a szivveréses stidiumban mért
termékenytilési eredményekre (P = 0,0072) és a felolvasztis utini motilitdsra (P = 0,0056),
azonban a felolvasztott sperma életképességére nem (5. tablazat).
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4. TABLAZAT: Az eredeti Tsvetkova- (oT) és a moédositott Tsvetkova-féle (mT) higité ozmolalitasa dimetil-
szulfoxid (DMSO) és metanol védéanyagok kilonbozé koncentraciéi mellett (n=3). A kitevOben azonos
betlikkel jelolt és azonos oszlopban lévé értékek kozott nincs szignifikans kilonbség (P > 0,05). Az oT higité
és 15% DMSO véddbanyag haszndlata esetében az ozmolalitds magasabb volt, mint a méréshez hasznalt
ozmométer felsé mérési hatarértéke.

Higito Védbanyag Védbanyag-koncentracié (%) Ozmolalitds (mOsm/kg)
- - 7329
5 719 £ Qe
DMSO 10 1421 + 26¢
mT 15 1985 + 12a
5 75+ 19
metanol 10 78 £ 159
15 84 + 149
- - 204 + 8f
5 840 + 15d
DMSO 10 1481 £ 24p
ol 15 >2000
5 196 + 13f
metanol 10 187 + 3f
15 204 + 8f

5. TABLAZAT: A sapadt tok mélyh(tétt spermajanak felolvasztas utani motilitasa, termékenyité képessége
(4-sejtes és szivverésés stadiumban), illetve életképessége kétféle higitd (modositott Tsvetkova-féle — mT,
maédositott Hanks-féle séoldat - mHBSS) és kétféle metanolkoncentracid (5 és 10%) haszndlata mellett. A
kitevében azonos betlikkel jelolt és azonos oszlopban évé értékek kdzott nincs szignifikans kiilonbség (P >

0,05).
Higité Metanol Motilitds (%) 4-sejtes Szivveréses stadiumu  Eletképesség
koncentacio (%) termékenyiilés (%) termékenyiilés (%) (%)
5 60 + 102 88 + 6ab 73+ 14 50+ 112
mT
10 70 £ 102 85 + 3ab 71 +£102 58 + 132
5 60+ 02 84 + 9ab 56 + 16 44 + Ja
mHBSS
10 57 +12a 79 £ 9b 52 +10P 58 + 52
Kontroll - - 89+ 6° 80 + 42
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4.1.3 A lapatorru tok fajban kapott eredmények

A kétféle higité és védSanyag hatdsit vizsgal6 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 hasznélata eredményezte (4. dbra). A higiték és
védBanyagok (P = 0,0011), illetve a védSanyagok és koncentriciéik kozott (P = 0,0021) is
szignifikins kolcsonhatdst figyeltink meg. Az mT higité magasabb és szignifikinsan
kilonb6z8 motilitast, életképességet (P = 0,0125 mindkét paraméter esetében) és
termékenytilést (P = 0,0248) eredményezett metanol védSanyag hasznilata mellett, mint az
mHBSS higité. A termékenytilés esetében is szignifikins kélcsonhatds volt megfigyelhetd a
véddanyagok és koncentriciéik kozétt (P = 0,0025), azonban a 10% metanol hasznélata
minden esetben magasabb termékenytlést eredményezett, mint a tdbbi kombindcid.

B Motilitas B Termékenyiilés I Eletképesség
100
75
50
25
0
B o, 5 Yo N
[2] [2] [2] [2]
0476’ %, %’é e 0@0 %, %’é e
() ) 20, e,,o/ O N 20, %o,

4, ABRA: A lapéatorru tok kétféle higité (mHBSS és mT), védbéanyag (DMSO és metanol), illetve véd6anyag-
koncentracid (5 és 10%) jelenlétében mélyh(itott spermdjanak felolvasztas utani motilitasa, termékenyité
képessége (Termékenyiilés), illetve életképessége szazalékos értékben kifejezve. Az adatok atlagértékek, a
hibasavok a szérast jelentik, N = 3.

A mélyhitott spermdval termékenyitett ikratételek termékenytilését és kelését vizsgild
kisérletsorozatban a hdrom tejes egyed felolvasztott spermdjval kapott eredményeket kiilon
vizsgiltuk. A legmagasabb termékenytiilési (84 + 9%) és kelési ardnyt (79 + 5%) az 1. szamu
tejes egyed esetében figyeltiik meg. A kapott eredmények alapjin két egyed esetében nem
talaltunk kilonbséget a termékenytilés és a kelés szazalékos sikere kézott, mig egy egyed
esetében statisztikailag szignifikns kiilonbséget figyeltink meg a két érték kozott (6.
tabldzat).
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1,2 ml-es mUszalmak — 5 ml-es mUszalmak
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5. ABRA: A hémérséklet véltozasa az idé fliggvényében a pontysperma 1,2 és 5 ml-es miiszalmakban
végzett mélyhttésekor. A h(itési sebesség 1,2 ml-es miiszalmakban 41 + 2°C/perc, 5 ml-es miszalmékban
23 + 1°C/perc volt.

6. TABLAZAT: Harom lapéatorrt tok him egyed mélyh(itétt spermajaval kapott termékenyiilés és kelés. A
kitevében azonos betlikkel jelolt értékek kdzott nem volt szignifikans kiilonbség (N = 4, P > 0,05). A kontroll
(friss spermaval termékenyitett) csoport termékenyiilése 94 + 5%, kelése 88 + 6% volt (N = 3 tejes egyed).

1. him 2.him 3. him
Termékenyiilés 84 + 92 84 + 62 52+ 302
Kelés 79 + 52 64 +7b 49 + 272

A védbanyag-koncentricick hatdsit vizsgilé kisérletben a legmagasabb termékenyulési
(69 = 14%) és kelési aranyt (33 + 13%) 5% metanol védSanyag alkalmazdsa mellett figyeltik
meg (7. tdbldzat). A két véddanyag-koncentricié hasznalatdval kapott termékenytilési és kelési
eredmények kézott nem volt szignifikins kiilonbség, ugyanakkor a kontroll csoport és a 10%
metanol haszndlataval mélyhttott csoport kelési eredményei kozott igen (P < 0,01).

7. TABLAZAT: A lapatorra tok ikrajanak termékenyiilése és kelése 5 és 10% metanol védéanyagok
jelenlétében mélyhitott spermaval végzett termékenyitést kdvetéen. A kitevbben azonos betlkkel jel6lt
értékek kozott nem volt szignifikans kilonbség (N =3, P> 0,05).

5% metanol 10% metanol kontroll
Termékenytilés 69 £ 142 52 £21a 68 £ 102
Kelés 33+ 13a 20+ 162 57 %70
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6. ABRA: Az 1,2 ml-es (a.) és 5 ml-es (b.) mlszalméakban mélyhitott pontysperma termékenyitd képessége
kilonbo6z6 hdtési idéket kovetden. A kisérlet végpontja a kikelt szabadembriok szazalékos ardnya. A
csillaggal (*) jelolt eredmények szignifikdnsan kiilonbodznek a kontroll csoport eredményeitdl, a csillagok
szama a szignifikans kilonbség nagysagat jelzi (N =4, * P < 0,05, ** P < 0,01).
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7. ABRA: A sperma-ikra arany hatasa az 1,2 és 5 ml-es miszalméakban mélyh(itétt pontyspermaval
termékenyitett ikra kelésére. 10/40: 1,775 x 106 : 1 sperma-ikra arany; 20/80: 8,875 x 105 : 1 sperma-ikra
arany, 30/120: 5,917 x 105 : 1 sperma-ikra ardny. Az 5 ml-es muszalmdk esetében az eltéré betik
statisztikailag szignifikans kiilonbséget jeldlnek (N = 4, P < 0,05).

M 12ml 5ml

20

15

10

Torz larvak aranya (%)

10/40 20/80 30/120
Ikra mennyisége (g)

8. ABRA: Az 1,2 ml-es és 5 ml-es miszalmakban mélyh(tdtt spermdaval termékenyitett pontyikra
embrionalis kori torzulasainak szazalékos aranya kilonb6zd ikramennyiségek termékenyitésekor (N = 4).
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Az 5 ml-es miszalmakban mélyhiitott lapdtorritok-sperma termékenyits képességét
vizsgilo kisérletben a legmagasabb termékenyiilést (48 + 5%) és kelést (47 + 11%) 5% metanol
és 5 perc hitési id6 hasznailatdval értiik el, azonban ezek az értékek is szignifikinsan
kulonboztek (P < 0,02) a friss sperma haszndlatdval kapott értékektSl (8. tdbldzat).
Altalanossagban az 5 perc hitési id6 magasabb termékenyiilést eredményezett (P < 0,03),
mint a 7 perc. Hasonl6 médon, az alacsonyabb metanol-koncentricié hasznalatival is
magasabb termékenytilést értlink el (P < 0,004), mint a magasabb koncentriciééval.

8. TABLAZAT: A lapatorrd tok 5 ml-es miszalmakban mélyh(tétt spermajanak hasznalatakor kapott
termékenytilési és kelési eredmények. A spermat kétféle metanol-koncentracid (5 és 10%) és kétféle h(itési
id6 (5 és 7 perc) hasznalata mellett mélyhtottiik (Kontroll termékenytilés 77 + 6%, kelés 66 + 13%).

Metanol- Termékenytilés (%) Kelés (%)

koncentaci6 (%) 5 perc 7 perc 5 perc 7 perc
5 48+ 5 34+6 47 £ 11 29+ 11
10 305 20£5 28+t 11 25+ 11

4.2 A ponty fajban végzett kisérletek eredményei

A friss pontysperma motilitisa 70 = 0% volt az elsé vizsgilatban és 83 = 22% a
mdsodikban. A mért hitési sebesség 41 + 2°C/perc volt az 1,2 ml-es miszalmék és 23 + 1°C/
perc az 5 ml-esek haszndlatakor (5. dbra).

Az 1,2 ml-es miiszalmédk hasznélatakor a hitési idének nem volt szignifikins hatdsa a
mélyhitott sperma termékenyitd képességére. A legmagasabb kelési ardnyt (69 + 16%) 4

H 2n n Bizonytalan

120

100

. | i B
2: T TT TT T T

1.2ml,10g 1.2ml,20g 1.2ml,30g 5ml,40g 5ml,80g kontrolltorz kontroll ép
Kezelések

10. ABRA: Mélyhitétt pontyspermaval végzett termékenyitésbél szarmazé torz fejlédési ivadék

ploididjanak szintje (2n: diploid; 1n: haploid, bizonytalan: nem szamolhatd). A kezelések

magyarazata: 1,2 ml és 5 ml: 1,2 ml-es, illetve 5 ml-es miszalmakban mélyh(it6tt sperma; 10 g, 20

g, 30 g, 40 g, 80 g: a termékenyitett ikra mennyisége. A kontroll csoportban torz és ép fejlédésti
ivadékot is vizsgaltunk.

Arany (%)
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9. ABRA: A ponty diploid (a) és haploid (b) metafazisa frissen kelt szabadembriokbél preparalva. A diploid
egyed kromoszémaszama 2n = 100, a haploidé 1n = 50. Az abrak 1000x nagyitason késziiltek. Fotd:
Horvath Akos.

perces hiités utdn figyeltiik meg, azonban statisztikailag igazolhaté kiilonbséget nem taldltunk
az egyes kezelt csoportok kozott, illetve ezek és a kontroll csoport eredményei kozott sem (6.
dbra). Az 5 ml-es miszalmak esetében a hitési id6 szignifikdns hatdst gyakorolt a kelési
eredményekre (P = 0,0175). A legmagasabb kelés ebben ez esetben 39 + 27% volt és 5 perces
hitési id6 mellett kaptuk. A megfigyelt kelési ardny a kezelt csoportok mindegyikében
szignifikinsan kilonbo6zott a kontroll csoportban kapottdl (91 + 0%).

A sperma-ikra ardny és a kilonb6z3 méretd miszalmak hatdsit vizsgilé kisérletben
mind a termékenyitett ikra mennyiségének (P = 0,0093), mind a mdszalmik méretének
(P =0,0186) szignifikdns hatdsa volt a kikelt szabadembridk szdzalékos ardnydra. Az 1,2 ml-es
miszalmik haszndlatakor a legmagasabb kelési arinyt (86 + 12%) 10 g ikra
termékenyitésekor, azaz a legmagasabb, 1,775 x 106 : 1 sperma-ikra ardnnyal értiik el, azonban
a kiilonboz6 ikratételek termékenyitésekor kapott kelési eredmények kozott szignifikins
kulonbséget nem kaptunk (7. dbra). Az 5 ml-es miszalmakkal a legmagasabb kelési ariny
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. A kontroll csoport kelése 83 + 4% volt.

Meglepd médon a legtobb torz fejlddést szabadembriét (15 + 9%) a kontroll
csoportban kaptuk, mig a mélyhdtott spermaval termékenyitett csoportok kozil a
legmagasabb embriondlis torzulast (13 + 7%) 80 g ikra 5 ml-es miszalmaban hitott
sperméval végzett termékenyitésekor kaptuk (8. dbra). A termékenyitett ikra mennyisége
szignifikins hatdst gyakorolt a torz fejlédést szabadembridk ardnyira (P = 0,0032), mig a
muszalmdk mérete esetében nem taldltunk ilyen hatist. Egyiltalin nem taldltunk torz
szabadembrickat a 120 g-os csoportban, amit 5 ml-es miszalmdban hitétt sperméval
termékenyitettiink, azonban a kelés is ebben a csoportban volt a legalacsonyabb (21 + 14%). A
embriondlis torzuldsok a kovetkezSkben nyilvinultak meg: gerinctorzuldsok, behajlott vagy
hidnyz6 farok, pigmenthidny, a feji szervek (pl. szemek) vagy az egész fej hidnya.

A kromoszémavizsgilatokat 268 frissen kelt szabadembrién végeztik el. A ponty
diploid kromoszémaszima 27 = 100 (Rdb et al., 1989; Xu et al., 2014). Mivel a
preparditumokban az egyes metafizisokban szdmolt kromoszémak szdma nem mindig volt
pontosan 100, azokat az egyedeket, amelyeknek a metafdzisai 51-104 koézotti kromoszémat
tartalmaztak, diploidnak tekintettiik, még akkor is el6fordulhat, hogy mozaikos egyedekrél
volt sz6. Haploidnak kizarélag azokat az egyedeket tekintettiik, amelyek 50, vagy annal
alacsonyabb kromoszémaszdmi metafizisokat tartalmaztak (9. 4bra). A legtobb torz
szabadembrié diploid volt mindegyik vizsgilati csoportban (10. dbra). Haploid egyedeket
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11. ABRA: A sebes pisztrdng mélyhiitdtt spermajanak felolvasztas utani motilitaisa (a) és
termékenyité képessége (b) a felolvasztast kdvetéen azonnal, illetve 10 vagy 60 perc tarolast
kovetben (N = 6). Kontroll: friss spermaval végzett termékenyités.

mindegyik mélyhitott spermaval termékenyitett csoportban taldltunk, kivéve az 1,2 ml-es
muszalmdval termékenyitett 10 g-os és 40 g-os ikratételeket, illetve az 5 ml-es miszalmaval
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12. ABRA: A marvanypisztrang metanol és dimetil-szulfoxid (DMSO) védéanyagok hasznalataval
mélyhiitott spermdjanak felolvasztds utani motilitdsa (a) és termékenyité képessége (szempontos ikra
szazalékos aranya: b; kikelt ivadék szézalékos aranya: c) a felolvasztast kvetéen azonnal, illetve 10 vagy 60

perc tarolast kovetden. A csillagok az adott védbéanyag haszndlata esetében a 0 perces értékhez képest
mért szignifikans kilonbséget jelolik (N =5, * P < 0,05, *** P < 0,001).
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termékenyitett 120 g-os ikratételt, mivel ez utébbiban nem is taldltuk torz fejlédést ivadékot.
A haploid egyedek arinya a torz fejlédést larvakon belil igen alacsony volt, 2-6% kozott
viltozott. Szintén nem taldltunk 104 kromoszémanal tobbet tartalmazé metafizist.

4.3 A lazacfélékben végzett vizsgalatok eredményei

4.3.1 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
kilonb6z8 taroldsi idépontokban megfigyelt motilitis értékek kozott nem figyeltink meg
szignifikdns kilonbséget.

A sebes pisztringban kinyert ikra mindsége dltaldnossdgban igen gyenge volt (34 + 14%
termékenytilés). A termékenyiilési eredmények tekintetében nem taldltunk szignifikdns
kulonbséget az egyes kezelések kozott, illetve a kezelések és a kontroll kozott. Az értékek
29 + 14% (felolvasztds utini azonnali termékenyités esetében) és 45 + 22% (60 perc
felolvasztds utdni taroldst kovetd termékenyités esetében) kozott ingadoztak (11. abra).

4.3.2 A marvanypisztrangban végzett vizsgalatok eredményei

A marvanypisztring esetében a metanol véddanyag minden esetben jobb eredményeket
adott, mint a DMSO. A felolvasztds utini motilitds mindkét védGanyag esetében igen
alacsony volt, a legjobb eredmények édtlagosan 11-15% koril mozogtak. A védanyag tipusa
ugyanakkor szignifikins hatdst gyakorolt a kapott felolvasztis utini motilitis eredményeire
(P = 0,0156), valamint a szempontos ikra szdzalékos arinyira és a kelésre (P < 0,0001
mindkét esetben).

A felolvasztds utdni tdrolds ideje szintén szignifikdns hatdst gyakorolt a szempontos,
illetve kikelt ikra szdzalékos ardnyira (P < 0,0001 mindkét esetben). A legmagasabb
termékenytilést (szempontos ikra szizalékos ardnya), illetve kelést (60 = 15%, illetve
55 + 13%) a felolvasztdst kovets azonnali termékenyités esetében kaptuk metanol védéanyag
haszndlata mellett, azonban nem taldltunk szignifikins kiilonbséget az azonnali és a 10 perc
tarolast kévetd termékenyitéskor kapott eredmények kozott (12. dbra). A kontroll csoportban
a szempontos ikra ardnya 81 + 2%, a kelés 76 + 3% volt. A vizsgilt 6t tejes egyed koziil az
egyik kimagasléan magas eredményeket adott: 75% szempontos ikrit és 71% kelést a
telolvasztds utin azonnal, illetve 73% szempontos ikrdt és 71% kelést 10 perc felolvasztds
utdni taroldst kévetSen.

4.3.3 A szivarvanyos pisztrangban végzett vizsgalatok eredményei

A szivirvinyos pisztring esetében mind a védSanyag (P < 0,0001), mind a téroldsi id8
szignifikins hatdst gyakorolt a szempontos ikra szdzalékos ardnydra (P = 0,0355) és a kelésre
(P = 0,0425). A DMSO védéanyag hasznilata gyenge termékenyiilést eredményezett, a
szempontos ikra szdzalékos ardnya 17 = 10% és 2 + 1% kozott, a kelési arany pedig 16 + 9% és
1 = 1% kozott viltozott. Metanol védGanyag hasznidlata mellett jelentGsen magasabb
termékenyiilést értiink el, a szempontos ikra ardnya 45 = 5% — 32 + 4%, a kelés pedig 41 = 5%
— 30 * 4% volt. A DMSO véddéanyag haszndlata esetében a termékenyiilési mutaték a taroldsi
id6 fuggvényében csokkentek, mig a metanol haszndlatakor nem taldltunk szignifikins
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kiilonbséget az egyes tdroldsi id6knél kapott eredmények kozott. Mindegyik eredmény
szignifikins kilonbséget mutatott a kontroll csoporthoz képest (61 + 4% szempontos ikra és

60 + 4% kelés, 13. 4bra).
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13. ABRA: A szivarvanyos pisztrdng metanol és dimetil-szulfoxid (DMSO) védéanyagok
haszndlataval mélyhdtott spermdjanak termékenyité képessége (szempontos ikra szdzalékos
aranya: a; kikelt ivadék szdzalékos aranya: b) a felolvasztast kovetéen azonnal, illetve 10 vagy 60

perc tarolast kdvetden (N = 6, kontroll: friss sperma). A csillagok a két védéanyag hasznélatakor

kapott eredmények kozotti szignifikdns kiilonbséget jelolik az adott taroldsi idépontban
(P <0,0001).

4.3.4 A pénzes pérben végzett vizsgalatok eredményei
A pénzes pérben végrehajtott kisérletek kontroll csoportjaban a szempontos ikra arinya

60 + 3%, a kelés pedig 48 + 3% volt. A felolvasztds utdni tirolds hatdsit vizsgdld kisérletben a
taroldsi id6nek szignifikins hatdsa volt a szempontos ikra szdzalékos ardnyira (P < 0,0001) és



dc_1552 18

a kelésre is (P = 0,0004). Ettdl fiiggetlentl a termékenytilési mutatokban nem jelentkezett
szignifikins kilonbség egészen a felolvasztds utdni 60. percig. A szempontos ikra ardnya
60 = 2% volt a felolvasztds utini azonnali termékenyitéskor és 59 + 2% volt 60 perc tiroldst
kovetSen (14. dbra). A kelés ugyanezekben az idSpontokban 47 + 3% és 46 = 2% volt.
Statisztikailag igazolhaté csokkenést a termékenyiilési mutatékban csak a felolvasztis utdni
120. percben tapasztaltunk, illetve a 30. percben is, azonban az utébbi emberi hibanak tudhaté
be (kevesebb spermat hasznéltunk a termékenyitéshez).
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14. ABRA: A pénzes pér mélyhiitdtt spermajanak termékenyité képessége (a: szempontos ikra

szazalékos aranya; b: kelési arany) a felolvasztas utani tarolas fliggvényében. Az azonos bettkkel jellt
eredmények nem kiilénb6znek szignifikansan (N =5, P < 0,05).

A sperma-ikra ardnyt vizsgilé kisérletinkben a mélyhttésre kivélasztott friss
spermamintdk motilitdsa 86 + 8% (IV = 5) volt, ami szignifikinsan kilénbozott (P < 0,0001) a
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16. ABRA: A pénzes pér mélyh(itott spermajanak termékenyité képessége kiilénb6zé sperma-ikra aranyok
hasznélata mellett. Az azonos betlkkel jelolt eredmények szignifikdnsan nem kilonboznek (N = 5,
P <0,05).
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telolvasztott sperma motilitdsdt6l (33 + 11%; 15. dbra). A sperma koncentricidja 2,18 x 109 és
7,20 x 109 spermium/ml kozott valtozott (dtlagosan 5,12 + 2,21 spermium/ml).

A sperma-ikra ardny szignifikins hatist gyakorolt mind a szempontos ikra szdzalékos
ardnydra, mind a kelési aranyra (P < 0,0001 mindkét paraméter esetében). A legmagasabb
ardnyd szempontos ikrdt (60 = 8%), illetve kelést (53 + 7%) a legmagasabb, 5 x 104 spermium/
ikraszem sperma-ikra ardny esetében kaptuk (16. dbra). Ez az eredmény nem kilonbozott
szignifikinsan a kontroll csoportban elért eredményektsl (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).
4.4 A kidolgozott mddszerek gyakorlati alkalmazasanak eredményei

4.4.1 A ponty fajban kidolgozott moédszerek alkalmazasa

A 2005-ben végzett munka sordn tervezett 180 egyeddel szemben 187 egyed spermdjit
hitottik le. A tervezett fajtakbol 8 hazai és 2 kilfoldi fajta esetében sikerilt lehiteni a
megallapoddsban rogzitett 10 egyed spermdjit, s6t az amuri fajta esetében 4 egyeddel tul is
teljesitettiik azt. Hét hazai és egy kilfoldi fajta esetében nem sikerilt lehtteni a tervezett 10
egyed spermdjit, s6t a dinnyési fajta esetében mindéssze egy egyedtdl kaptunk spermait.
Ezeken kiviil azonban, lehitottiik a megéllapoddsban nem szereplé 2 hazai és 5 kilfoldi fajta
kilonboz6 egyedeinek spermdjit, amelyek koziil a poljanai fajta esetében eltdroltuk az
eléirdsos 10 egyed mintdit (9. tébldzat).

A mintak visszaellenérzése sordn a felolvasztott 50 mintdb6l 46 miszalmaban taldltunk
mozgé spermiumokat. Az egyes mintdk motilitisa 10 és 80 % kozott mozgott, az atlagos
motilitds 47+ 20 % volt a fent emlitett 46 mintdban. A maradék 4 mintibdl egy esetben 0 %
volt a motilitds, azaz nem talaltunk mozgé spermiumokat, 3 mintiban pedig értékelhetetlen
volt a motilitds, mivel ezekben egydltalin nem taldltunk sejteket. Ennek oka, hogy
mélyhiitéskor vagy felolvasztiskor az adott higité haszndlata mellett megfigyelhetd a sejtek
agglutinicidja, ami egy kocsonyas allapot kialakulasahoz vezet.

A 2007-ben végzett munka sordn a Szarvason gyijtétt mintik kiinduldsi motilitisa
egyontetden 90% volt. A kajasz6i mintdk esetében a kiinduldsi motilitds 50 és 80% kozott
ingadozott egyedtdl fliggden, aminek az oka feltehetSen az elmaradt hormonkezelés volt.
Ettdl fiiggetleniil, mindegyik mintit mélyhitésre alkalmasnak taldltuk. A munka sordn mind
a 25 tervezett egyedtd] hitottiink le spermamintdkat. Az egyik egyedtsl nem sikerilt (19.
szdmu, Dunai vadponty fajta) 40 db muszalmanyi spermat lehtteni, ebben az esetben csak 38
szalmat tudtunk eltenni.

4.4.2 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 (10. tablazat). Az
egymdst kovet6 hirom évben 6sszesen 21 467 ivadékot dllitottak el6 mélyhiitott spermdbdl az
egyestlet munkatdrsai.
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9. TABLAZAT: A NAIK Halaszati Kutatéintézetének 2005-ben Iétrehozott mélyh(itétt génbankjaban eltarolt
mintak szdrmazasa és szama.

Hazai fajtak és tajfajtak Kulfoldi fajtak és tajfajtak

megnevezés hasznélt egyedek szdma megnevezés hasznalt egyedek szdma
Bikali tiikros 9  Amuri pikkelyes 14
Dinnyési tukros 1 Ropsa pikkelyes 8
Dunai vadponty 10 Vietnami pikkelyes 10
Felsésomogyi tiikros 10 Fresinet 7
Hortobagyi tiikros 3 Lengyel 3
Nagyatadi tukros 5 Lengyel tikros 1
Palkonyai tlikros 7 Nasici 4
Sumonyi tikros 10 Poljanai 10
Szarvasi P22 10
Szarvasi P3 10
Szarvasi pirosponty 6
Tatai pikkelyes 10
Tiszai vadponty 10
Szegedi tukros 10
Varészléi tiikros 6
Szarvasi 15 7
Szarvasi 215 6

A marvanypisztring esetében a Huda Grapa-patakban ¢él6 dllomdny himjeinek
spermdjat gydjtjik be minden év novemberében és mélyhiitjiik a kidolgozott médszertannal.
A mélyhitott spermdt a Tolmini Horgdszegyestilet munkatdrsai hasznaljdk fel a szaporitési
idészakban a tenyészdllomanyukban taldlhaté és a Huda Grapa-patakbdl szirmazé (azaz
populcié-azonos) ikrdsok ivartermékének megtermékenyitésére. A szempontos stadiumu
ikrit mesterséges fészkekbe helyezik ki elére kivilasztott patakokban (pl. a Baca folyé
torrashoz kozeli izoldlt szakaszain), ahol a kikel8 ivadékok 1j populdcidkat hoznak létre.
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10. TABLAZAT: A pénzes pér mélyh(itdtt sperméjaval kapott termékenyiilési eredmények, amelyeket a
szlovéniai Tolmini Horgaszegyesiilet halgazdasdgaban a spermamélyh(ités gyakorlati alkalmazasakor
kaptunk. Csillaggal (*) jeloltuk a friss spermaval végzett kontroll csoportok termékenyiilési eredményeit.

Fejés datuma Lefejtikra (db) ~ Szempontos Szempontos Kikelt ivadék Kelés (%)
ikra (db) ikra (%) (db)

2009.05.20 4975 2543 51,1 2494 50,1
2010.04.22 31710 23163 70,3% - -
2010.04.22 5081 4072 80,1 3807 74,9
2010.04.30 44 855 16 835 37,5% - -
2010.04.30 3845 1054 27,4 975 25,4
2011.04.18 5167 4147 80,3 3878 751
2011.04.22 5101 3662 71,8 3408 66,8
2011.04.29 5447 4975 21,3 4 485 82,3
2011.05.06 3639 2843 78,1 2420 66,5
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5. Eredmények értékelése

5.1 A tokalakuakban kapott eredmények értékelése

A tokalakdakban kapott eredmények azt mutattik, hogy a metanol véddanyag
haszndlata magasabb felolvasztis utini termékenyitd képességet eredményezett, mint a
DMSO védsanyag. A felolvasztds utini motilitds eredményei kozott ugyanakkor nem volt
megfigyelhetd hasonlé kiugré kiilonbség, kilondsen alacsony (5%) védSanyag-koncentricié
mellett. Ezek az eredmények megegyeznek a kordbban lénai tok (Acipenser baerii) fajban
kapottakkal, amelyek szerint a felolvasztis utini motilitis és a termékenyit képesség nem
feltétlentl all Osszefiiggésben egymdssal (Glogowski et al., 2002). Korabbi, tokfélékben
(Tsvetkova et al., 1996; Glogowski et al., 2002; Urbdnyi et al., 2004), illetve lapdtorra tokban
(Mims et al., 2011) végzett kisérletek sorin a DMSO és a metanol egyarint hatékony
védSanyagnak bizonyult, azonban a DMSO védSanyag hasznilata mellett kapott
termékenyiilési és kelési eredmények erésen ingadoztak. A rovidorrd tokban végzett
kisérleteink el8tt a két védSanyag hatékonysdgit nem hasonlitottik 6ssze tokalakdakban.

A metanol védSanyag hatékonysigit mar a vizsgilataink el6tt tobb tanulmany
bizonyitotta. Sikerrel alkalmaztik lazacfélék (Lanhsteiner et al., 1997), pontyfélék (Harvey et
al., 1982), harcsaalakaak (Steyn, 1993; Steyn & Van Vuren, 1987; Tiersch et al., 1994) és
tilipia (Harvey, 1983) spermdjinak mélyhttésére. A metanol véddanyagként viszonylag
alacsony toxicitdsu és tobb sejttipus esetében (pl. eml8s sejtvonalakban is, Harvey et al,. 1982)
hatékonyabbnak bizonyult, mint a glicerin vagy a DMSO. A DMSO véddanyag esetében
tapasztalt viszonylag magas felolvasztis utdni motilitis azt jelzi, hogy a sejtek tdlélik a
mélyhiitést és felolvasztast, azonban a termékenyits képességiiket elveszitik.

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

Az eredmények alapjin a kilonbozd higiték is hatist gyakorolnak a mélyhitott
toksperma termékenyits képességére. A rovidorra tok esetében az oT higité hasznilata
szignifikinsan alacsonyabb termékenytilést eredményezett, mint az m’T, illetve mHBSS
higiték haszndlata. A sdpadt tok és a lapatorru 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 kilonbozd védSanyagok és védSanyag-koncentriciok jelenlétében. Az
eredmények azt mutattik, hogy azok a kombindcidk, amelyek esetében a tokfélék szeminalis
plazmajanak fiziol6gids ozmolalitisinil magasabb értéket mutattak, gyengébb termékenyiilést
és kelést eredményeztek. A DMSO védSanyag haszndlata jelentds mértékben névelte a
hitémédium ozmolalitisit, fiiggetlenil a haszndlt higit6tél, mig a metanol védGanyag
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haszndlata nem gyakorolt rd szignifikins hatdst. Ezek az eredmények megegyeznek a
kordbban Tiersch et al. (1994) és Ogier de Baulny et al. (1997) iltal megfigyeltekkel, akik a
felsorolt védéanyagok hasonlé hatdsir6l szdmoltak be. Hasonlé médon viselkedtek a
kulonb6zé  higiték is: az oT higité ozmolalitdsa szignifikinsan magasabb volt az mT
higitééndl. Az mHBSS higité esetében ezt a hatist nem vizsgdltam, mivel azt eleve ugy
kevertem ki a tdrzsoldatbdl, hogy az ozmolalitisa 100 mOsm/kg legyen. Logikus tehit a
kévetkeztetés, hogy a hltémédium ozmolalitdsa osszefuggésben dll a mélyhitott toksperma
termékenyitd képességével.

A védbanyagként haszndlt DMSO és metanol ozmolalitisra gyakorolt hatdsa nem
egyértelmi és nehezen megmagyardzhat6. A metanol moldris tomege 32,04 g, mig a DMSO-
¢ 78,13 g, igy azonos térfogatszizalék mellett a hiitémédium tébb metanolt tartalmazott,
mint DMSO-t. Ennek kévetkeztében az ozmolalitds klasszikus definiciéja alapjan a metanolt
tartalmaz6 oldat ozmolalitisinak is magasabbnak kell lennie. Ezt timasztja ald egy madsik (itt
nem térgyalt) megfigyelésiink, hogy a fagydspont ozmométerrel (tehdt nem a vizsgilatunkhoz
hasznalt piranyomds ozmométerrel) mért ozmolalitds esetében a metanol valéban magasabb
értékeket mutat, mint az azonos térfogatsziazaléki DMSO. Nyilvinvalé tehdt, hogy a
metanolnak a mélyhiitott sperma termékenyits képességére gyakorolt pozitiv hatdsa mogott
mds mechanizmusok édllnak, mint az ozmolalitis. A paranyomds ozmométerrel mért értékek
ugyanakkor egybeesnek a termékenyit képességben tapasztalt killonbségekkel, nem csak a
védanyagok, hanem a higiték esetében is.

A metanol és DMSO véd6anyagoknak a mélyhttott sperma termékenyitd képességére
gyakorolt hatisa mogott dllhat tovabba az id6 el6tti spontdn akroszéma-reakeié kiviltdsa is. A
halak kozil egyedilillé médon a tokalakiak spermiumai rendelkeznek akroszéméval. A
sikeres termékenytilés egyik feltétele ezekben a fajokban, hogy az akroszéma-reakcidra csak a
termékenyiilés pillanatiban, a mikropyle nyildsiban régzilt spermiumban keriljon sor. A
spermamélyhtités tobb tokfélében indukdlta a spontin akroszéma-reakciét, amit az
akroszémaval Osszefiiggésben 1évé fehérjék koncentracidjianak novekedésével igazoltunk a
telolvasztott spermdt korilvevd hitémédiumban (Piros et al., 2002). Késébb az akroszéma
fluoreszcens festésével bizonyitottik, hogy a DMSO jéval magasabb arinyban indukalt
spontdn id§ eldtti akroszéma-reakeidt, mint a metanol védSanyag hasznélata (P3enicka et al.,
2008).

A spermiumok életképessége fajonként eltérs volt és dltalinossigban megegyezett azzal
a trenddel, amely szerint a rovidorru tok spermidja gyengébb mindségl volt, mint a masik két
vizsgalt fajé. Az egyes vizsgilati tényezdk (motilitds, termékenyitd képesség) kozotti finomabb
osszefiiggések kimutatdsira ugyanakkor nem bizonyult alkalmasnak, s6t, tobb esetben
nyilvinvaléan hibas értékeket eredményezett, pl. azokban az esetekben, amikor a sperma
telolvasztds utdni motilitdsa latszélag magasabb volt, mint az ép sejtmembrdnnal rendelkez6
sejtek ardnya. Ennek okai elsdsorban mdédszertani hibdk lehettek, amik a kisérletek
kortltekint6bb végrehajtisaval kikiiszobolhetdk.

A lapitorri tokban kapott tovdbbi eredményeink megalapozzik egy tzemi méretd
mélyhttési mddszertan kialakitisit. A kapott eredmények azt mutatjik, hogy a lapétorra tok
spermdja mind 0,5 ml-es, mind 5 ml-es miszalmikban mélyhttve alkalmas nagyobb
mennyiség ikra sikeres megtermékenyitésére. A 0,5 ml-es miiszalmakban kapott eredmények
azt mutatjik, hogy a termékenytlés sikere elsGsorban a vizsgilatokhoz haszndlt him egyed
spermdjinak mindségétdl fugg. Az 5 ml-es midszalmdk haszndlatakor ugyanakkor a
mélyhiitétt sperma termékenyitd képessége elmarad a friss spermaét6l. Hasonlé eredményeket
kapott Lahnsteiner et al. (1997), illetve Cabrita et al. (2001) is szivirvinyos pisztring
spermdjinak mélyhtitésekor. Az eredményeink ugyanakkor azt is mutatjik, hogy a nagyobb
muszalmdk hasznilatakor a termékenyités sikere jelentds mértékben fligg a védanyag-
koncentriciétél és a hitési id6t6l. Ennek megfelelden a hiités korilményeinek tovabbi
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optimalizalasival csokkenthet6k a mélyhtitott spermaval termékenyitett ikratételek és a
kontroll csoport termékenyulési értékei kozti kilonbségek. Mivel a tokalakdak igen nagy
mennyiségl spermdt termelnek (sajit tapasztalataim szerint egyes fajok nagyobb him
egyedeitdl egy alkalommal akdr 1000 ml sperma is fejhetd), az 5 ml-es miszalmdk
hasznélatinak komoly gyakorlati jelent6sége lehet.

5.2 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
létjogosultsdga, mivel a legtobb halfaj nagy mennyiségd spermat termel és azzal nagy
mennyiségl ikrat is kell megtermékenyiteni. Az 1,2 ml-es miszalmak mdr viszonylag régéta
kaphatdk kereskedelmi forgalomban, azonban a bikasperma mélyhitése sordn a tenyésztSk
tokozatosan dtszoktak a kisebb térfogatd muszalmdk haszndlatira, mivel azokkal jobb
termékenytilési eredményeket értek el (Pickett & Berndtson, 1974). Lahnsteiner et al. a fent
emlitett 1997-ben megjelent tanulmdnyaban az 1,2 ml-es mdszalmak hasonléan hatékonynak
bizonyultak a szivirvinyos pisztring spermdjinak mélyhitésekor, mint a 0,5 ml-esek.

Az 5 ml-es miiszalmik hasznélatinak megitélése ugyanakkor ellentmondasosabb, mint
az 1,2 ml-eseké. Az els6 vizsgilatokat ezzel a miszalma-tipussal Wheeler & Thorgaard
(1991) végezte, akik a kontroll csoport 49,3%-dnak megfelels termékenyiilést kaptak 4,5 ml-
es muszalmdk haszndlatakor. A lazacfélékben végzett vizsgilatokban az 5 ml-es
miszalmdkban hiitott spermaval kapott termékenyiilés minden esetben elmaradt vagy a
kisebb térfogatiakkal kapottdl, vagy a kontrolltél (Lahnsteiner et al., 1997; Cabrita et al.,
2001). Az aranydurbincs (Sparus aurata) spermdjinak 5 ml-es miszalmakban végzett
mélyhttésekor a sperma egyes mindségi mutatéi (motilitds, mitokondridlis membrin-
potencidl, ATP-tartalom) cs6kkentek ugyan a felolvasztist kovetSen, de a termékenyits
képesség nem (Cabrita et al., 2005b). A Brazilidban 8shonos Brycon amazonicus spermajinak
mélyhitésekor a 4 ml-es miiszalmakban mélyhitott sperma termékenyité képessége elmaradt
ugyan a friss spermaétdl, de a hagyomdnyos 0,5 ml-es mtszalmdkban hiitott spermdétél nem
(Velasco-Santamaria et al., 2006). A tengeri flirészes stigér (Epinephelus marginatus) sperméja
esetében a szerzdk tobbféle tdroldeszkozt vizsgiltak (kriocsoveket, valamint 0,5 és 5 ml-es
miszalmakat) és véleményiik szerint a kapott lipidperoxidiciés mutaték alapjin az 5 ml-es
miuszalmdk voltak a legkevésbé alkalmasak a faj spermdjanak mélyhttésére, ugyanakkor, ezzel
a tipussal kaptik a legmagasabb felolvasztds utini motilitis eredményeket (Riesco et al.,
2017). Sajat vizsgilataink sordn az 5 ml-es miszalmak kivdléan alkalmasnak bizonyultak a
harcsa (Silurus glanis) spermijanak mélyhttésére (Bokor et al., 2010), amit késébb a
mélyhitott spermaval végzett termékenyitésbdl szirmazé ivadékok névekedése is igazolt
(Bokor et al., 2015).

A pontyban, illetve lapdtorra tokban kapott eredményeink azt mutatjék, hogy az 5 ml-es
miszalma-tipusnak lenne létjogosultsiga a haltenyésztésben. Ezt bizonyitja az is, hogy a
jelenleg egyetlen halsperma-mélyhitéssel foglalkozé villalkozas, a norvég Cryogenetics AS
sem a hagyomdnyos 0,5 ml-es miszalmdkat hasznalja, hanem a sajit fejlesztési 12,5 ml-es
egységeit (http://www.cryogenetics.com/products-and-services/cryopreservation/). Ezen kiviil
az 5 ml-es miszalmdkat gydrt6 és forgalmazé cég folyamatosan a katalégusiban tartja ezt a
terméket, holott nincs tudomdsom réla, hogy azt gazdasdgi emlésdllatokban hasznalndk.

Vizsgilataink alapjin a pontyban az ivadékkori torzuldst nem lehet a mélyhdtott sperma
alkalmazdsianak a szdmlajdra irni, mivel torz ivadékokat a legmagasabb ardnyban a kontroll
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csoportban figyeltink meg. Eredményeink megegyeznek a Linhart et al. (2000) altal
megfigyeltekkel, aki szerint sem a friss, sem a mélyhitott sperma haszndlata nem gyakorolt
hatdst az ivadékkori torzuldsra. Ezzel ellentétesek voltak a sajit megfigyeléseink afrikai
harcsaban (Clarias gariepinus), ahol a mélyhiitott sperméval végzett termékenyitésbél
szarmazé ivadékok kozott szignifikinsan magasabb volt a torz egyedek arinya, mint a
kontroll csoportban (Horvith & Urbdnyi, 2000). A ponty esetében az ivadékkori torzulds
valészintsithetéen elsGsorban az ikra kiinduldsi mindségétdl (a kisérleteket az ivési idGszak
végén, junius honapban végeztik) és a keltetés sordn felléps oxigénhidnytdl eredeztethetd, és a
mélyhités esetleges hatdsit a fent emlitett tényezSk nem tették kimutathatéva.

Az ivadékkori torzuldsok ardnyitdl fiiggetleniil, haploid egyedeket csak a mélyhitott
spermdval termékenyitett ikrabdl kikelt csoportokban talaltunk. A kontroll csoportban nem
taldltunk haploid ivadékot figgetlenil attdl, hogy a torz fejlédést vagy ép szabadembridkat
vizsgiltuk. Ezek az eredmények megegyeznek a kordbban afrikai harcsiban tett
megfigyeléseinkkel, ahol az ivadékkori torzulisok szintén haploid egyedek kialakuldsihoz
vezettek (Miskolczi et al., 2005). Az afrikai harcsdban ugyanakkor triploid és tetraploid
egyedeket is taldltunk, mig a pontyban nem.

Haploid egyedek halakban altaldban genommanipuldciés kisérletek sordn jonnek létre.
Ilyenkor vagy besugarzdssal inaktivalt nuklearis DNS-sel rendelkez§ ikrat termékenyitenek ép
sperméval (androgenezis), vagy inaktivalt DNS-sel rendelkezd sperméval termékenyitenek ép
ikrat (ginogenezis). A genommanipulicids eljardsok sordn az embrick diploid (vagy inkédbb
di-haploid) éllapotit a masodik meiotikus (meiotikus ginogenezis) vagy az elsé mitotikus
osztédds (anrogenezis és mitotikus ginogenezis) blokkolasival allitjak helyre (Thorgaard,
1983). A haploid egyedek altalaban kiilonb6z§ torzuldsokat mutatnak. A pataki szajblingban
(Salvelinus fontinalis) a torz fejlédés a gerincoszlop rendellenességeiben, illetve a lekerekitett
szikzacské formdjdban jelentkezik (May et al., 1988), mig a tengeri nagy rombuszhalban
(Scophthalmus maximus) a hidnyzé farki részben (Piferrer et al., 2004). A haploid egyedek a
fent emlitett tanulmdnyok szerint — és a torzsfejlédés magasabb fokin 4llé gerincesekkel
ellentétben — képesek eljutni a kelésig, azonban legkésébb az o6ndllé tdplilkozis
megkezdésekor elpusztulnak.

Az, hogy a kisérletiinkben nem taldltunk haploid egyedeket a kontroll csoportban, arra
utal, hogy a haploidia a mélyhttétt spermaval végzett termékenyités eredménye. A mélyhiités
és a jégkristilyok képzddése sordn tobbféle kdrosodds érheti a sejteket. Ezek a karosoddsok
elsésorban a sejtmembrint és a kilonboz8 sejtszervecskéket érintik. A sejtmembran sériiléseit
tobb tanulmdny leirta halakban, pl. szivirvinyos pisztringban a felolvasztist kovetGen a
spermiumok kevesebb, mint 20%-a drizte meg a sejtmembrinja épségét és ez az ardny tovibb
csokkent az aktiviciét kovetSen (Cabrita et al., 1998). A sebes pisztring spermiumaiban a
sejtmembrén térszerkezetének dtrendezddését figyelték meg a felolvasztds utdn (Drokin et al.,
1998). Az eml8sokben megfigyelt mintik alapjin a megvaltozott szerkezetd spermiumokban
a felolvasztist kovetSen igen gyors Utemben képzddnek reaktiv szabadgyokok (Alvarez &
Storey, 1992). Ezek a peroxidiciés termékek igen kdrosak az 6rokitSanyagra nézve, a DNS
kettds szdldnak torését vagy nukleotid bazisok kicserélédését okozhatjik (Lopes et al., 1998).
Ennek drimai kovetkezményei lehetnek, mivel halakban is bebizonyitottdk, hogy a
genotoxiklus tényezSknek kitett sperma az utédok genomjiban is valtozdsokat indukaél
(Kubota et al., 1995). Feltételezéstink szerint a ponty spermiumaiban a mélyhités (fagyasztis
és felolvasztis) reaktiv szabadgyokok képzdédését indukalta, ami tobb sejtben az
orokitéanyagot teljes mértékben inaktivalta. Az ilyen spermiumok képesek voltak ugyan
megtermékenyiteni az ikraszemeket, azonban a fejl6dé embridhoz genommal nem jirultak
hozza. Eredményeink ugyanakkor azt is bizonyitjdk, hogy a pontyban — még akkor is, ha
lehetséges — az ilyen jellegl haploidia el6forduldsinak az esélye jelentéktelen és az ivadékkori
torzulds nem irhaté a mélyhtités szimlajara.
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5.3 A lazacfélékben kapott eredmények értékelése

A lazacfélékben végzett kisérleteink elsGsorban a gyakorlati alkalmazis lehetdségeinek
javitdsat céloztik. A kisérleteket a dolgozatomban ugyan fajok szerint csoportositottam,
azonban alapvetden hdrom kiilonboz4 teriiletet 6leltek fel: a DMSO és metanol védéanyagok
hatékonysdganak Osszehasonlitdsit (mdrvanypisztrangban és szivarvdnyos pisztringban), a
sperma felolvasztds utdni eltarthatésiginak vizsgilatit (az Osszes fajban), illetve a sikeres
termékenyitéshez szitkséges sperma-ikra ardny meghatdrozasit (a pénzes pérben).

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 tokalakdakban végzett kisérletek targyaldsakor
részletesen ismertettem, ezért itt nem térek ra ki kilon. Fontos ugyanakkor a két véd6anyag
kolesonhatdsdnak tirgyaldsa a sperma felolvaszts utdni tiroldsdnak fiiggvényében.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a lazacfélék spermdja a felolvasztist kovetSen
legaldbb 10 percig (a szivirvinyos és mdrvanypisztringban), de akir egy 6rdig is (a sebes
pisztringban és a pénzes pérben) megdrzi a termékenyits képességét. Eredményeinkbdl az is
kideril, hogy ez a tdrolhatsig nem csak a fajtél, hanem a hasznalt véd8anyagtdl is fiigg, azaz
a fent leirt tdrolhat6sdg csak metanol véddanyag hasznédlata mellett valdsult meg. A kordbbi
szakirodalmi forrdsok lazactélékben a felolvasztott sperma azonnali felhaszndlisa mellett
érveltek (Stoss & Holtz, 1981), s6t a kozolt eredmények azt mutattak, hogy mair 30
masodperces tdrolds is szignifikinsan csokkentette a sperma termékenyitd képességét
(Lahnsteiner et al., 1996b). Mindkét fent emlitett esetben ugyanakkor a szerz6k DMSO
védbanyagot haszniltak a sperma mélyhiitésére. Egyértelmd, hogy nagy mennyiségid ikra
termékenyitésekor az ilyen révid tarolasi id6k nem teszik lehet6vé a mélyhitétt sperma
hatékony felhaszndldsit az indukdlt szaporitisban. Ez kilonésen azért fontos, mert a
mélyhttott halsperma pont a lazacfélék — helyesebben az atlanti lazac (Salmo salar) —
tenyésztésében all a legkozelebb a tdmeges gyakorlati alkalmazdshoz. Sajit vizsgalatainkkal
parhuzamosan egy lengyel csoport az eredményeinkkel megegyez8 megfigyeléseket tett a
pataki szajbling spermdjinak mélyhitése sordn és arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a sperma
telolvasztds utin még 60 percig megdrzi a termékenyits képességét (Nynca et al., 2014).
Ennek alapjin kijelenthets, hogy a lazactélék spermdja a felolvasztis utin biztonsiggal
tarolhaté legalibb 10 percig (illetve egyes fajokban 60 percig) és felhasznilhaté
termékenyitésre.

A pénzes pér spermamélyhiitése sordn az tapasztaltuk, hogy akédr ikraszemenként
5 x 10* spermium is elegendd a sikeres termékenyitéshez a kilénb6z6 termékenységi mutaték
csokkenése nélkil. Ez a szim lényegesen alacsonyabb a fajban kordbban leirtakndl (Stein &
Bayrle, 1978; Lahsteiner et al., 1996a), és 20-szoros csokkenést jelent az emlitett forrasokban
hasznélt 106 spermiumhoz képest. A kordbban javasolt arinyhoz képest drasztikus csokkenést
szintén a metanol véd8anyag haszndlatival lehet magyarazni, hiszen a fent emlitett irodalmi
forrasok mindegyikében DMSO véddanyag jelenlétében hitotték a spermdt. A fent mdr
emlitett, veliink parhuzamosan dolgozé lengyel kutatécsoport szintén metanolt hasznélt a
pénzes pér spermdjinak mélyhitésekor és az optimalis sperma-ikra ardnyt 1,5 x 10°: 1-ben
hatiroztik meg (Nynca et al., 2015).

Itt érdemes megemliteni, hogy az dltalunk tanulmanyozott lazactélék koziil a pénzes pér
spermdja bizonyult a legellenallébbnak a mélyhiités kiros hatdsaival szemben. Ez nem csak
abban mutatkozott meg, hogy azonos mélyhitési mdédszertan mellett ebben a fajban
tapasztaltuk a legmagasabb termékenyulési arinyokat, hanem abban is, hogy az extrém
alacsony sperma-ikra ardny (10% : 1) hasznilata mellett is taldltunk termékenyilt ikrit,
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amelyekbdl egészséges ivadék kelt ki. Hasonlé megfigyeléseket tett pontyspermaban Kaspar et
al. (2008) aki 5 x 103 spermiumot hasznalt egy ikraszem megtermékenyitésére.

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
telhaszndlt sperma tényleges mennyisége 22 + 12 pl volt. Ez azt jelenti, hogy egy miszalma
tartalma (500 ul) 1100 g ikra megtermékenyitéséhez elegendd a termékenyiilés
hatékonysdganak megérzése mellett. Figyelembe véve az ebben a fajban ikrdsonként dtlagosan
lefejhetd ikra mennyiségét (100-150 g), a kereskedelmi forgalomban kaphaté 0,5 ml-es
miszalmék jél hasznilhaték az tizemi szintG mélyhttésre és nincs sziikség ennél nagyobb
térfogatd eszk6zok alkalmazasara.

5.4 A kidolgozott médszerek gyakorlati alkalmazasanak értékelése

A NAIK Halaszati Kutatéintézetében (HAKI) létrehozott és a mai napig fenntartott
mélyhitott pontysperma-génbank Magyarorszdgon egyedildllé. Nemzetkozi viszonylatban
természetesen tobb génbankrdl is van tudomdsunk Oroszorsziagban, Franciaorszdgban,
Csehorszdgban, Németorszdgban és az Amerikai Egyesiilt Allamokban, ahogy azt a
Szakirodalmi attekintés fejezetben mdr ismertettem. Azt is fontos kiemelni, hogy a HAKI
génbankjdban eltirolt mintdk egyrészt az él6 génbank kiegészitéseként mikodnek, masrészt
lehet6vé teszik, hogy egyes fajtikat visszakeresztezziink onmagukkal, hogy elkeriljik a
beltenyésztéses leromldst.

A felolvasztott spermamintdk nagy részében taldltunk mozgé sejteket, ennek
megfeleléen a génbankban eltirolt 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 tenyészillomany-jel6ltként nevelték fel.

A lazactélékben kidolgozott mddszer gyakorlati alkalmazdsa a mélyhdtott halsperma
alternativ felhasznalasi teriiletét jelenti. Ezekben a fajokban a génbanki munka a fajmegérzési
céli haltenyésztést egésziti ki. A Tolmini Horgidszegyesiilet élen jir két helyi jelentSségi
NATURA 2000-es faj (illetve véltozat) megérzésében. Mindkét populicié esetében sulyos
kovetkezményekkel jart a XX. szdzad sordn végrehajtott haltelepités. A Soca (Isonzo) foly6 és
vizrendszere az Adriai-tenger vizgy(jtéjéhez tartézik és halfaundja jelentSsen kiilonbozik a
dunai (végs6 soron fekete-tengeri) vizgytjt6jétsl. A folyé vizrendszerében tobb alkalommal
telepitettek ,fajb6vités” cimmel nem Gshonos, a dunai vizgy(jt6bdl szirmazé 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 két faj sorsa eltéréen alakult: a mérvinypisztringnak a
magashegyi patakok izoldlt szakaszain fennmaradt 8 fajtiszta populdciéja (Crivelli et al., 2000;
Fumagalli et al., 2002). Ezek a fizikai izoldcié miatt nem hibridizdltak a sebes pisztringgal,
ugyanakkor a populdciéikat tobb tényezd is veszélyezteti. Az alacsony létszim miatt a
génsodrédis veszélye igen magas, a legtobb vizsgilt genetikai markeren az allélszdm nagyon
alacsony, s6t a populcidk egymastdl is rendkiviili médon kiillonboznek. Ennek megfeleléen
minden populdcié 6nmagiban is egy genetikai szempontbdl értékes dllomdnyt jelent. A
populdcikat a foldrajzi kornyezet és az idGjardsi események is veszélyeztetik, igy pl. a 8
populiciébdl az egyik (a Predelica-patakban taldlhatd) egy drviz miatt mara kipusztult. A
pénzes pér esetében a probléma még silyosabb: mivel a faj nem vandorol fel a patakok felsg
folydsira, hanem a hegyi folydk nyiltabb, tigasabb szakaszait kedveli, izoldlt populicick sem
alakultak ki. Az Gshonos populdcick akadilytalanul keveredhettek a betelepitettekkel, igy
mara a helyi allomdnyok kizarélag hibrid egyedekbdl allnak, amelyek kisebb-nagyobb

ardnyban hordozzik az 8shonos adriai populdcié genotipusat.
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A Tolmini Horgédszegyestilet felismerve ezt a problémit, akcidtervet dolgozott ki a két
faj genetikai tartalékainak megdrzésére. A marvinypisztring esetében tenyészallomdnyokat
hoztak létre a 7 megmaradt fajtiszta populaciébdl a halgazdasigukban. E mellett a populdcidk
,mdsolatait” hoztdk 1étre un. menedékpatakokban, ahova a fajtiszta populiciék szempontos
ikrajat helyezik ki mesterséges fészkekbe. Igy 1j populdcickat hoznak létre, amelyek késsbb
magukban rejtik az 6nallé genetikai fejlédés és a faj diverzifikiciéjanak lehetGségét. A pénzes
pér esetében a céljuk az, hogy molekuldris markerek segitségével felmérjék a populicié
genetikai helyzetét és az Gshonos adriai genotipus ardnyit. Ez utdn irdnyitott szelekciéval — a
magasabb ardnyban adriai genotipust hordozé egyedek felhasznildsival — egy 4j
tenyészallomanyt hoznak létre, amelynek utédait telepithetik a helyi folyékba. Ebbe a
munkdba tudtunk mi bekapcsolédni az emlitett fajok spermdjinak mélyhiitésével.

A Sociban és vizrendszerében €16 lazacfélék esetében a mélyhtités egy viszonylag rovid
idészak (1-2 hénap) dthidaldsdra szolgdl. A pénzes pér esetében a genetikai vizsgilatok hossza
hatirozza meg azt az id8szakot, amit a spermdnak mélyhitott allapotban kell tdltenie. A
szaporoddsi idGszakban vadon befogott egyedektsl kinyert sperma folyamatosan, évente
biztositja a gének bevindorldsit a tenyészillomdnyba, ugyanakkor a markerekre alapozott
szelekcié noveli az eredeti adriai genotipus hdnyadit az dllominyban. Mivel ezt a munkat
2009 ota folyamatosan végezziik, mara elmondhatd, hogy az egyesiilet teljes pénzes pér
tenyészallomanya vadon €16 egyedek mélyhitott spermajabdl szarmazik.

A marvinypisztring esetében az egyik legkisebb létszdimu, ezért legsériilékenyebb
fajtiszta allomany, a Huda Grapa-patakban taldlhat6 populicié him egyedeivel dolgozunk. Itt
a spermamélyhiités az ivdsi idGszak el6tti egy-két hoénap dthidaldsdra szolgil. Mivel az
egyedeket elektromos haldszgéppel kell befogni a patakban, az ivisi idészakban ez
tonkretehetné magit az ivast: a parokat elildozné a fészkekt8l és a taposis a fészkeket is
megsemmisithetné. Ezért a himektél még novemberben vessziik le a spermat, amikor mar
termelnek elegendd ivarterméket, de az ivist még nem kezdték meg. A késébb (december-
janudrban) felhasznilt mélyhitott sperma egy Gjabb generécié létrehozdsiban segit, amibdl

egy menedékpatak populiciéjat alakitjdk ki a szlovén kollégik.

5.5 Jovokép

A kidolgozott és a gyakorlati alkalmazasba atkertilt médszerek egy hossza és elmélyiilt
kutatémunka eredményei. Az, hogy sor kerilt valamilyen szinti gyakorlati alkalmazdsukra,
bizonyitja, hogy van létjogosultsdguk és van igény a fejlesztésiikre. Azt is litnunk kell
azonban, hogy a halak spermamélyhttésének megvannak a sajit korlatai. Nem vérhatd, hogy a
haltenyésztésben a sperma mélyhtitése ugyanolyan sikeres izletiggd valik, mint a
szarvasmarha-tenyésztésben. A szarvasmarha-tenyésztésben a spermamélyhiités pontosan
akkor érkezett a tenyésztSk segitségére, amikor arra a legnagyobb sziikség volt. Az 1950-es
években mar akkora szelekciés nyomds volt — elsGsorban a tejelémarha-dgazatban — a bikakon,
ami jelentGsen felértékelte az egyedeket és lehetévé tette az OrdkitGanyagukkal végzett
kereskedelmet. Az egyes nagy tenyészértékd bikdk spermdjinak is 6néllé értéke lett, a
mélyhiités pedig lehet6vé tette, hogy akir kontinensek kozott is kereskedhessenek vele. A
tenyésztett halfajokban a him tenyészegyedekre nem nehezedik ilyen szelekciés nyomas, az
egyes egyedeknek nincs 6ndllé tenyészértékiik. Ezen kivil a halszaporitdsban a sperma ritkdn
korlitozé tényezd — a legtobb esetben szaporitiskor az ikra kinyerése okoz gondot, nem a
spermdé. Ez aldl természetesen léteznek kivételek, azonban ezek ritkdk és nem a legfontosabb
tenyésztett halfajokban fordulnak eld.

A haltenyésztésben a spermamélyhttés tizemi alkalmazdsa a lazacfélék szaporitisiban
terjedt el leginkabb. Tobb lazactenyésztéssel foglalkozé norvég és izlandi cég dllt it a
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mélyhiitott sperma hasznalatira a keltet6hdzi gyakorlatban, mivel csak igy biztosithaté a
termékenyités biztonsdga (I. Babiak, Nord Egyetem, Norvégia; R. Estevez, Stofnfiskur, Izland,
szobeli kozlés). A mesterséges szaporitdst és inszeminaldst kiszolgdlé nemzetkozi cégek
kozott mar van olyan, amelyik a pisztring- és lazacsperma mélyhttésére is kindl
szabvanyositott higitékat és komplett htitémédiumokat. Igy megéllapithats, hogy a sperma
mélyhttése 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 haltenyésztés tobbi dgiban azonban a spermamélyhiités elterjedése nem vérhaté a
kézeljovében, kivéve az olyan eseteket, amelyeket a dolgozatomban is ismertettem. Ezek a
hatirteriletek azonban egyedi alapon jelentkeznek és nem jelentenek uzleti jellegd
alkalmazést. A dolgozatban emlitett példik (kilondsen a szlovén egyiittmikodésben végzett
munka) a génbanki munkdnak pontosan azokat a hidnyossigait kiiszobolik ki, amelyeket a 2.3
szakaszban ismertettem.

A halak esetében azonban nem csak a sperma mélyhttése teszi lehetévé a genetikai
tartalékok megdrzését. Az elmilt évtized kutatdsi eredményei bizonyitottik, hogy a halak
esetében az Gsivarsejtek izolalhatdk, majd atiltethetSk recipiens egyedekbe, amelyek mintegy
dajkaként a donor ivarsejtjeit fogjak termelni (Okutsu et al., 2007, Yoshizaki et al., 2011). Ez a
technoldgia valéban j lehetSségeket biztosit a génbanki munkaban. A donor egyedekbdl nem
csak a primordidlis ivarsejtek, hanem a spermatogéniumok, illetve oogéniumok is étiltethetdk
a recipiensek ivarmirigyeibe, ahol azok sikeresen megtapadnak és proliferilédnak. Ennek
megfelelSlen mind frissen kelt ivadékok, mind felnétt egyedek hasznilhaték donorként. A
recipiens egyedek sajit ivarsejt-termelése kilonb6z8 médszerekkel gatolhatd, pl.
triploidizédciéval vagy antiszensz oligonukleotidok (morpholinék) haszndlatival. A képzsds
ivarsejtek tipusdt (spermium vagy ikra) a recipiens ivara hatirozza meg. Recipiensként
hasznalhat6k fajazonos egyedek, illetve kozeli rokon fajok egyedei is. A donor ivarsejtjei,
illetve ivarmirigyei mélyhtthetsk, ahogy azt sajit kisérleteink is bizonyitjak (Luji¢ et al.,
2017). Az androgenezissel szemben, az ivarsejtekben taldlhaté mitokondriumok kizédrélag a
donortdl szirmaznak, igy nem fordulhat el6, hogy a mitokondrialis DNS-t tekintve az utédok
hibridek lesznek.

Génbanki haszndlat szempontjdb6l a technoldgia Uj lehetSségeket nydjt. Az izolilt
ivarsejtek vagy ivari szévetek mélyhitésével lehetévé vilik a génbankokban a mélyhtott
sperma kivaltdsa. Mivel az &sivarsejtek diploidok és mindkét végsé ivarsejt-tipussa
differencidlédhatnak a recipiens ivaritdl fiiggden, nincs szitkség sem a sperma, sem az ikra
vagy embriék — mindmaig megoldatlan — mélyhiitésére. Elviekben ez a technolégia valéban
lehetévé teszi egy faj helyreallitisit egyetlen him egyed spermatogéniumainak
telhasznaldsdaval. Kordbban erre csak a genommanipuldciés eljardsok, nevezetesen az
androgenezis nyujtottak lehetSséget, azonban ennek hétrdnyait (alacsony hatékonysig,
mitokondridlis hibridizdcié) mdr koribban tirgyaltam. A recipiensbe betltetett Ssivarsejtek
sajit mitokondriumokkal rendelkeznek és azokat adjik tovabb a belslik kifejl6ds
ivarsejteknek, igy a hibridizacié nem torténik meg. Tény, hogy a betiltetés jéval bonyolultabb
eljards, mint a sperma mélyhttése és felhasznildsa egy rutin keltet6hdzi szaporitds sordn,
azonban a génbanki munka alapvetSen tudomdnyos és nem rutinszerd tevékenység.
Reményeim szerint tehdt az ivari szévetek mélyhitésének, az ivarsejtek izolacidjanak és
atiltetésének komoly szerepe lehet a jov6 génbankjaiban.
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6. 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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9. Osszefoglalas

A dolgozatomban génbanki céli spermamélyhiitési médszertan kialakitisit mutatom be
tokalaktakban, pontyban és lazactélékben, illetve kitérek a kidolgozott médszerek gyakorlati
alkalmazdsdra is. Az értekezésben a 2003-2014 kozotti id8szak kutatémunkajit mutatom be.

A tokalakdak koziul a révidorra tokban (Acipenser brevirostrum), sépadt tokban
(Scaphirbychus albus) és lapatorra tokban (Polyodon spathula) vizsgaltam kilonbozd higitdk és
védSanyagok (illetve ezek koncentrici6i) hatisit a mélyhitott sperma felolvasztis utdni
motilitdsira, termékenyitd képességére és életképességére. A rovidorri tok spermdja igen
érzékeny volt a mélyhttésre, a kapott felolvasztds utdni motilitds értékek nem haladtik meg a
26 + 13%-ot, mig a termékenyiilési eredmények a 40 + 15%-ot (4-8 sejtes dllapotban), illetve a
31 £ 15%-ot (keléskor). A mdsik két faj spermdja nem mutatott ilyen érzékenységet.
Altalanossagban elmondhaté, hogy mindhdrom fajban a médositott Tsvetkova-féle higité és
metanol véddanyag kombiniciéja (5 vagy 10%-os koncentriciéban) eredményezte a
legmagasabb termékenytlést, még akkor is ha a felolvasztds utini motilitds egyes esetekben
magasabb volt a dimetil-szulfoxid (DMSO) védSanyag hasznilatakor. A felolvasztott
rovidorritok-sperma termékenyité képességében megfigyelt kilonbségek osszeftiggésben
alltak a higitéb6l és védGanyagbdl dllé hitémédium paranyomds-ozmométerrel mért
ozmolalitdsdval: a hiperozmotikus koriilmények jelentésen csokkentették a termékenyités
sikerét. Megallapitottam, hogy a sperma életképessége csak korldtozottan hasznilhaté a
sperma termékenyité képességének becslésére. Végiil lapatorrt tokban sikeresen vizsgéltam az
5 ml-es mlszalmédk alkalmazhatdésdgat a sperma mélyhiitésére.

A ponty fajban (Cyprinus carpio) szintén a hagyomdnyos 0,5 ml-es miiszalmaknal
nagyobb térfogatd 1,2 ml-es és 5 ml-es miszalmak alkalmazhatésigat vizsgaltam kiilonb6z6
hiitési id6k mellett. A kisérletek sordn megéllapitottam, hogy mindkét miszalma-tipussal a
kontrollhoz képest szignifikinsan gyengébb termékenyiilést lehet elérni. A legmagasabb
termékenyiilést mélyhdtott spermaval 1,2 ml-es midszalma és 4 perc hitési id6 hasznalatdval
értem el (69 + 16%), mig az 5 ml-es miszalma esetében az 5 perc hitési idével (39 + 27%). A
kilonb6z8 miiszalma-tipusok és sperma-ikra ardnyok hatdsit vizsgilva megiéllapitottuk, hogy
az 1,2 ml-es mdszalmdk esetében az alkalmazott sperma-ikra ardnynak nem volt szignifikins
hatdsa a kapott eredményekre, mig a 4 ml-es midszalmdk esetében az 1,775 x 106 : 1 és a
8,875 x 105 : 1 ardnyok eredményezték a legmagasabb termékenytlést. Torz fejlédést ivadékot
az 5 ml-es miszalméval termékenyitett 5,917 x 105 : 1 sperma-ikra ardnyu csoport kivételével
minden kisérleti csoportban taldltunk, azonban a legtébbet a kontroll csoportban. A torz
ivadék citogenetikai vizsgilata sordn megallapitottuk, hogy a mélyhitott sperméval
termékenyitett ikratételek tobbségében kis szdzalékban haploid egyedek jelentek meg. A
haploid egyedek kialakulisihoz valészinileg az vezetett, hogy a termékenyit§ spermium
genomja a fagyasztds vagy felolvasztis sordn sérilhetett, igy a termékenyités sordn csak
mechanikai szerepet jitszott — azaz elinditotta a zigéta osztéddsit —, azonban annak
genomjihoz nem jirult hozza. A megfigyeléstdl figgetlentil a haploid embridk olyan alacsony
ardnyban jelentek meg, ami nem veszélyezteti a mélyhitott sperma gyakorlati hasznélatat.

A lazacfélék kozil a sebes pisztringban (Salmo trutta m. fario), marvinypisztringban
(Salmo marmoratus), szivirvanyos pisztrangban (Oncorbynchus mykiss) és a pénzes pérben
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(Thymallus thymallus) vizsgiltam a felolvasztis utdni tdrolds idejének hatdsit a mélyhitott
sperma motilitdsira és termékenyits képességére. A kapott eredmények alapjin sikerilt
megcafolni azt a kordbban dltalinosan elfogadott nézetet, hogy a mélyhitott spermét a
telolvasztds utin azonnal fel kell haszndlni, ellenkez8 esetben mar akdr 30 masodperc tdroldst
kovetSen is romlik a termékenyitd képessége. A midrvinypisztringban és szivirvinyos
pisztrangban 10 perc, mig a sebes pisztrangban és a pénzes pérben 60 perc felolvasztds utdni
tarolds sem eredményezte a termékenyiilés (és kelés) jelentSs csokkenését. Pénzes pérben
vizsgdltam a sperma-ikra ardny hatdsit a mélyhiitott sperma termékenyits képességére.
Megillapitottam, hogy mar 50 000 : 1 sperma-ikra ariny elegendé a friss spermaval
megegyezd termékenyiiléshez, de még 1000 : 1 sperma-ikra ardny is 5 + 3% termékenyiilést,
illetve 4 + 2% kelést eredményezett.

A kidolgozott modszereket a gyakorlati halgazdilkoddsban is alkalmaztam. A
2005-2007 kozti idészakban részt vettem a INAIK Haldszati Kutatéintézete (HAKI)
mélyhtott ponty génbankjanak kialakitdsiban. A munka sordn 17 hazai fajta 130 egyedétdl,
illetve 8 kilfoldi fajta 57 egyedétdl hitéttink mintdkat, amelyekbsl 2013 sordan a HAKI
munkatdrsai fel is haszndltak az egyik fajta tenyészdllomdnydnak fejlesztésére. A lazafélékben
kifejlesztett modszertant a szlovéniai Tolmini Horgidszegyesiilet munkatirsaival kézosen
hasznéltuk fel a mdrvanypisztring és a pénzes pér helyi dlloményainak fejlesztésére. Az
egyestilet a mdrvinypisztring esetében az egyik veszélyeztetett fajtiszta populdcié
megdrzésére haszndlja a mélyhttést, mig a pénzes pér esetében pedig a genetikailag
ellendérzott tenyészallomany létrehozdsara.
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10. Summary

This dissertation presents the development of sperm cryopreservation methodologies in
Acipenseriform fish, the common carp and in salmonids with the purpose of application in
gene banking. The research work covered in the dissertation has been carried out between
2003 and 2014.

Concerning Acipenseriform fish, the effects of various extenders and cryoprotectants on
the post-thaw motility, fertilizing capacity and viability of cryopreserved sperm was
investigated in the shortnose sturgeon (Acipenser brevirostrum), the pallid sturgeon
(Scaphirbychus albus) and in the American paddlefish (Polyodon spathula). Sperm of shortnose
sturgeon was found to be very sensitive to cryopreservation, the resulting post-thaw motility
values did not exceed 26 + 13% while fertilization results were as low as 40 + 15% (at 4-8-
blastomere stage) or 31 + 15% (hatch). The sperm of the other two species was less sensitive.
Generally, highest fertilization results were observed in all three species with the combination
of modified Tsvetkova’s extender and the cryoprotectant methanol (at a concentration of 5 or
10%) although post-thaw motility was in some cases higher when the cryoprotectant
dimethyl-sulfoxide (DMSO) was used. Differences observed in the fertilizing capacity of
thawed shortnose sturgeon sperm were related to the osmolality (measured with a vapor
pressure osmometer) of the cryomedium composed of the extender and the cryoprotectant:
hyperosmotic conditions drastically reduced fertilization success. Viability of sperm can only
be used to estimate the fertilizing capacity of sperm to a limited extent. Finally, the
applicability of 5-ml straws to the cryopreservation of paddlefish sperm was successfully
tested.

In the common carp (Cyprinus carpio) the applicability of the larger 1.2-ml and 5-ml
straws (rather than the traditional 0.5-ml straws) was investigated at various cooling times.
The use of both straw types resulted in significantly lower fertilization than the control. The
highest fertilization percentage with 1.2-ml straws was observed at 4 minutes cooling time
(69 + 16%) while with 5-ml staws at 5 minutes (39 + 27%). Investigation of various straw
volumes and sperm-egg ratios revealed that sperm-egg ratios did not have a signficant effect
on fertilization in case of 1.2-ml straws while for 5-ml straws sperm-egg ratios of
1.775 x 106 : 1 and 8.875 x 105 : 1 yielded the highest fertilization results. Larval deformities
were found in all experimental groups except for that fertilized with the contents of one 5-ml
straw at a sperm-egg ratio of 5.917 x 105 : 1. On the other hand, the highest percentage of
deformed larvae was observed in the control fertilized with fresh sperm. Cytogenetic analysis
of deformed larvae revealed that haploid larvae have been found in the majority of groups
fertilized with cryopreserved sperm, albeit at a very low rate. A probably explanation for the
occurrence of haploids is that the genome of the fertilizing spermatozoon was damaged
during the process of freezing and thawing, thus it only played a mechanical role — it was able
to initiate the fertilization process, however, did not contribute a genome to the developing
embryo. Regardless of the observation, haploid embryos occurred only at a very low ratio
which does not compromise the use of sperm cryopreservation in aquaculture practice.

The effect of post-thaw storage on the post-thaw motility and fertilizing capacity of
cryopreserved sperm was investigated in salmonids including the brown trout (Sa/mo trutta m.
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fario), the marble trout (Salmo marmoratus), the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) as well as
the grayling (7hymallus thymallus). Based on the results, we were able to rebut the previously
accepted view that cryopreserved sperm has to be used for fertilization immediately following
thawing, otherwise it will lose its fertilizing capacity within 30 seconds. No significant
reduction of fertilization and hatch results was observed after 10 minutes of post-thaw
storage in the marble trout and the rainbow trout and after 60 minutes in the brown trout and
the grayling. The effect of sperm-egg ratios on the fertilizing capacity of cryopreserved sperm
was investigated in the grayling. We have found that a sperm-egg ratio of 50,000 : 1 was
sufficient to attain fertilization percentages similar to the control and even sperm-egg ratios as
low as 1000 : 1 resulted in 5 + 3% eyed eggs and 4 + 2% hatched larvae.

The developed methods were applied to aquaculture practice. I have participated in the
development of the cryopreserved common carp gene bank of the Research Institute for
Fisheries and Aquaculture (HAKI) of the NARIC in the period between 2005-2007. Sperm
samples from 130 individuals of 17 Hungarian carp varieties and 57 individuals of 8 foreign
varieties were cryopreserved. Samples in this gene bank were used in 2013 for the
development of the broodstock of one of these varieties. The methodology developed in
salmonids was used in collaboration with the Angling club of Tolmin, in Slovenia for the
conservation of local populations of the marble trout and the grayling. The Angling club used
cryopreservation for the conservation of an endangered pure population of the marble trout
while in case of the graying the objective is to develop a genetically controlled broodstock of
the species.

82



dc_1552 18

11. 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
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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 Luji¢-ot,
Dr. Kisa Esztert, Kollir Timedt, Zoran Marinovié-ot, Pataki Bernadettet és Ilija Scekié-et. A
Tanszék munkatirsai kozil mégis a legtobb koszonet munkahelyi vezetSmet és baritomat,
Dr. Urbanyi Béla egyetemi tandrt illeti meg, akivel 1993 6ta ismerjiik egymadst és dolgozunk
egyutt és aki mindig meghatdrozé szerepet toltott be tudomanyos karrieremben és szakmai
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elémenetelemben. Béla amellett, hogy kitart6é és gondoskodé barit, igazi kézosségszervezd,
aki folyamatosan a munkatarsai 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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