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1. Bevezetés

Az Eurdpai Unié halaszati termékekbdl nettd importér, vagyis nem tudja
megtermelni a piaci keresletnek elegendd produktum tébb, mint 50%-at. Az él6
kornyezetunk mindségének romlasa kovetkeztében a halak 34%-a kerult az elmult
id6szakban veszélyeztetett statuszba.

A két megallapitas alapvetdn eltérd reakcidkat valt ki az olvasokbdl: az egyik egy
gazdasagorientalt problémara hivja fel a figyelmet, mig a masik tény a természet- és
kornyezetvédelem hidnyossagaira utal. A kdzos rendezé elv azonban viszonylag
konnyen megtalalhatd. A modern tenyésztési, biotechnikai-bioldgiai-genetikai
eljarasokkal és technolégiakkal lehetéség van a problémak sulyossaganak
enyhitésére és részbeni megoldasara.

llyen jellegi megoldast jelenthet a halak himivarsejtjeinek (spermajanak, vagy
tejének) a mélyhitése:
= A haltermelés ndvelése érdekében a sperma mélyhiités alkalmazasaval a
himivaru genetikai informaciot tarolhatjuk, és a szaporitasi id6szakban
felhasznaljuk a piaci termelés intenzitasanak fokozasara. A mélyhités
szinte minden halfaj esetében kidolgozhat6, igy a tenyésztési programok
szerves és hasznos része lehet, illetve részévé valhat.
= A sperma mélyhiltés alkalmas arra is, hogy a védett és veszélyeztetett
pozicidban 1évé halfajok, halpopulaciok megmentésére alkalmazzuk, a
mélyhitott ivarsejt szinte korlatlan ideig (emberi Iéptékkel mérve) tarolhato,
és igény szerint felhasznalhatd egyes halfajok megmentését célzo
tevékenységek, programok soran.

Az ivarsejt mélyhités torténete az els6é sikeres fejlesztésre vezethetd vissza,
melyet Polge 1949-ben hajtott végre. A tobb, mint félévszazados idészak alatt ezen
technika széleskorben, iparszeri meéretekben elterjedt néhany haszonallat, pl. a
szarvasmarha tenyésztés technologiajaban.

Viszont ez a mddszertan napjainkig csak laboratériumi szinten kerult bevezetésre
a halaszatban, a hal szaporodasbioldgiai €s halszaporitasi teruleten. Ennek okai tobb
tényezbre vezethetbek vissza, de alap rendezéelv és jogos kifogas, hogy a metodika
tulsagosan bonyolult ahhoz, hogy a gyakorlatba gond nélkul bevezethetéveé valjon.
Ezek érvek részben visszavezethetbek a bonyolult mélyh(tési programra, a jelentés
berendezés/miiszer hattér igényre és az igényelt szakember tudasra.

A fentiek alapjan MTA Doktori értekezésem céljaul tliztem ki, hogy az elmult egy
évtized alatt elvégzett sperma mélyhitési kutatbmunkam soran tapasztalt, analizalt
eredményeket 0Osszegezzem, és gyakorlati szempontokat el6térbe helyezve
ertékeljem a modszer praktikumba torténé felhasznalasanak esélyeit.

Nem titkolt szandékom volt, hogy bizonyos mértéki standardizalas iranyaba
elmozditsam ezt a technologiat, egyes paraméterek rogzitésével a gyakorlati
igényeket beépitve felhasznalobaratta alakitsam at a modszertant.

Célkitizéseim, terveim részben sikerultek, de ugy érzem, hogy idével, a kapott
eredményekre tamaszkodva a célok megvalosithatova valnak-valhatnak.
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2. Anyag és modszer

A disszertacidmban bemutatott eredményeket 10 év alatt elvégzett kutatas-
fejlesztési munkam soran gydjtottem és publikaltam. Ezalatt az idészak alatt nagyon
nagy egyedszammal dolgoztam (1. sz. tablazat), ami a kapott eredmények
megbizhatésagat és értékességét noveli.

1. sz. tablazat: A SzlE, MKK-KTI Halgazdalkodasi tanszék altal a hal himivarsejt mélyhiitési

vizsgalatokba bevont egyedek szama halfajonként (db)
| Ikras Tejes Osszesen

178 980 1158
29 62 91
17 29 46
37 61 98
| Marna | 22 35 57
| Harcsa | 40 69 109
T 21 35 56
| Kecsege | 44 65 109
| Osszesen | 388 1336 1724

Az alkalmazott anyag és mddszert a vizsgalt halfajok szama, és a vizsgalt
paraméterek nagysaga kovetkeztében, a terjedelmi korlatok figyelembevételével
tablazatos formaban targyalom.

2. sz. tablazat: Ponty vizsgalatok anyag és médszere

Kisérletek
helyszine

Dinnyési Ivadéknevelb Togazdasag

oliEi e Ereg=iel Tejesek: Ovopel, 1 adag/ttm kg, 1x-i, ikrasok 2x-i adagban

Sperma elvétel Keltetéhazi technoldgia alkalmazasa

Ikra elvétel Keltetéhazi technoldgia alkalmazasa

Termékenyités Keltetbhazi technoldgia alkalmazasa

Ikra inkubacidé Keltetéhazi technoldgia alkalmazasa

Higité 1: 350 mM glukéz, 30mM TRIS (pH 8.0); Higité 2: 350
mM fruktéz, 30mM TRIS (pH 8.0); Higité 3: 300 mM szaharéz,
30mM TRIS (pH 8.0); Higité 4: 200 mM KCI, 30mM TRIS (pH
8.0); Higitd 5: Ponty higité 1000 ml-re tartalmaz 350mg NacCl,
1000mg KCI, 22mg MgCl,, 20mg NaHCO;

Védodanyag 10% DMSO és 10% metanol

Higitasi aran 1:9

Miiszalma méret 0,5 ml

Equilibracio 10 perc (DMSO)

Hités médja 3 cm magas polisztirol keret, 3 perc, folyékony nitrogénben

Felolvasztas 40 °C-os vizben 13 masodperc

Mutatészamok Felolvasztas utani motilitas, termékenyulési %, kelési %

™
=X
-
=
o
(o
(7))

Statisztikai feldolgozast kovetben
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3. sz. tablazat: Pontyféléken végzett vizsgalatok anyag és médszere

Kisérletek Temperaltviz( Halszaporité és Kereskedelmi Kft.
helyszine

Tejesek pontyhipofizis, 1x-i adagban 2mg/ttm kg (bodorka és
karikakeszeg) 3mg/ttm kg (dévérkeszeg és marna); ikrasok
4mg/ttm kg (bodorka, karikakeszeg, dévérkeszeg), Smg/ttm kg
(marna) 1x-i adagban

Oltas modszertana

Sperma elvétel Keltetbhazi technoldgia alkalmazdsa

Ikra elvétel Keltet6hazi technoldgia alkalmazasa

Termékenyités Keltetbhazi technoldgia alkalmazdsa

Ikra inkubacié Keltetéhazi technoldgia alkalmazasa

Higité 1: 350 mM glukéz, 30mM TRIS (pH 8.0); Higité 2: 350
mM fruktéz, 30mM TRIS (pH 8.0); Higité 3: 300 mM szaharéz,
30mM TRIS (pH 8.0); Higité 4: 200 mM KCI, 30mM TRIS (pH
8.0); Higité 5: Ponty higité 1000 ml-ben 350mg NaCl, 1000mg
KCI, 22mg MgCl,, 20mg NaHCO3

10% DMSO és 10% metanol

1:9

Muszalma meret NIV iaul

Equilibracio 10 perc (DMSO)

Hités médja 3 cm magas polisztirol keret, 3 perc, folyékony nitrogénben

Felolvasztas 40 °C-os vizben 5 masodperc

Mutatészamok Felolvasztas utani motilitas, termékenyulési %, kelési %

Ertékelés Statisztikai feldolgozast kovetben

4. sz. tablazat: Harcsa vizsgalatok anyag és médszere

Spermanyerés: SZIE Halgazdalkodasi Tanszék, Szarvas-Fish
Kisérletek Kft., Szegedfish Kft.,, Aquakultura Kft.,, Fish-Coop Kift.;
helyszine Ikranyerés: Aranykarasz Bt., Attalai Hal Kft., TEHAG Kift.,
Szegedfish Kft., Aquakultura Kift.

Tejesek: Ovopel 1 adag/ttm kg, 1x-i (SZIE Halgazdalkodasi
o=l e Bl ER Tanszék), 4mg/ttm kg hipofizis, 1x-i (vallalkozasok); ikrasok:
6mg/ttm kg hipofizis, 2x-i adagban

Sperma elvétel Keltetéhazi technoldgia alkalmazasa

lkra elvétel Keltetbhazi technoldgia alkalmazdsa

Termékenyités Keltetéhazi technoldgia alkalmazasa

lkra inkubacio Keltetbhazi technoldgia alkalmazasa

Eltarthatésagi Higitd 1: 6%-os fruktéz (pH 7,73); Higitd 2: 6%-os glukéz (pH
vizsgalatnal 7,73); Higitdé 3: Ponty higité 1000 ml-ben 350 mg NaCl, 1000
tesztelt higité mg KClI, 22 mg CaCl,, 8 mg MgCly, 20 mg NaHCO:s.

BT 6%-0s glikéz (pH 7.73)

10% metanol

11

Miszalma méret 5ml

3 cm magas polisztirol keret, 3-5-7 perc, folyékony nitrogénben

Felolvasztas 40 °C-os vizben 30 masodperc

Mutatészamok Felolvasztas utani motilitas, termékenytllési %, kelési %

Equilibracio nincs

Ertékelés Statisztikai feldolgozast kdveten
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5. sz. tablazat: Sillé vizsgalatok anyag és médszere

Kisérletek Attalai Hal Kft.
helyszine

4mg/ttm kg hipofizis, 72 éraval a fejést megel6zéen (tejesek és

Oltas modszertana [ :
ikrasok egyarant)

Sperma elvétel Keltetéhazi technoldgia alkalmazasa

lkra elvétel Keltetbhazi technoldgia alkalmazdsa

Termékenyités Keltetéhazi technoldgia alkalmazasa

lkra inkubacio Keltetbhazi technoldgia alkalmazasa

Higitd 1: 350 mMol Glukéz, 30mMol Tris; Higitd 2: 200 mMol
KCI, 30 mMol Tris; Higitdé 3: 300 mMol Szachar6z, 30mMol Tris;
Higitd 4: Pontyhigité; 1,75g NaCl; 5g KCI; 0,14569g
CaCl;*2H,0; 0,0853g MgCl,*6H20; 0,1g NaHCO3

Védodanyag 10% DMSO és 10% metanol

Higitasi aran 1:9-1:1

Miiszalma méret KiEIul

Equilibracié 3 perc (DMSO)

Hiités moédja 3 cm magas polisztirol keret, 3 perc, folyékony nitrogénben

Felolvasztas 40 °C-os vizben 13 masodperc

Mutatészamok Felolvasztas utani motilitas, termékenyilési %, kelési %

Ertékelés Statisztikai feldolgozast kdveten

6. sz. tablazat: Kecsege vizsgalatok anyag és médszere

Kisérletek SZIE Halgazdalkodasi Tanszék, Halaszati és Ontézési Kutatd
helyszine Intézet

Ovopel 1 adag/ttm kg, tejesek 1x-i (SZIE Halgazdalkodasi
o=l e B ER Tanszék), tokhipofizis 4,5mg/ttm kg, tejesek 1x-i (HAKI),
tokhipofizis 3mg/ttm kg, ikrasok 1x-i (HAKI),

Sperma elvétel Keltetéhazi technoldgia alkalmazasa

lkra elvétel Keltetbhazi technoldgia alkalmazasa

Termékenyités Keltetéhazi technoldgia alkalmazasa

Ikra inkubacié Keltetéhazi technoldgia alkalmazasa

Higitd 1: Jahnichen-féle higité: 25 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI,
pH=8,5, Higité 2: Tsvetkova-féle higitd: 23,4 mM szacharédz,
118 mM Tris-HCI, pH=8,0; Higité 3: Mddositott Tsvetkova-féle
higité: 23,4 mM szacharéz, 30 mM Tris-HCI, 0,25 mM KCI,
pH=8,0.

10% DMSO, 10% DMA, 10% és 17,5% EG, 5%, 7,5%, 10%
metanol

Védbéanyag

Higitasi arany 1:1

Miiszalma méret 0,5 ml

Equilibracié nincs

Hiités modja 3 cm magas polisztirol keret, 3 perc, folyékony nitrogénben

Felolvasztas 40 °C-os vizben 13 masodperc

Mutatészamok Felolvasztas utani motilitas, termékenyulési %

Ertékelés Statisztikai feldolgozast kévetéen
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3. Eredmények bemutatasa és értékelése

3.1. Ponty eredmények

A friss sperma motilitasa a kontrollnal 84+7% volt n=45 ismétlésszamnal A
legmagasabb felolvasztas utani motilitast (63+9% n=29) a glikéz higitdé és a metanol
mint védb6anyag adta (1. sz. dbra). Statisztikailag nem volt kimutathaté kulonbség a
kontroll és a metanol-glik6z kombinacioja kozott. A tobbi higitd alkalmazasa
metanollal nem adott ilyen magas motilitasi értéket. Azonban elmondhatd, hogy a
metanolos mintak altalaban jobbnak bizonyultak, mint amikor DMSO-t hasznaltam
véddanyagkent.

100 o @ @

a Kontroll Metanol  DMSO

80 -
be  bed 2

1. sz. abra: A mélyhiitott pontysperma felolvasztas utani motilitas eredményei. Az oszlopok
feletti azonos betiik statisztikailag szignifikansan nem kiilonb6z6 csoportokat jelolnek (n=29,
kontroll: n=45).

A legjobb termékenyllést 4-8 sejtes allapotban, 74+15%-ot (kontroll értéke
84+13%) n=22 ismétlés szamnal a metanol véd6anyag és glukoz higitd adta (2. sz.
abra). Statisztikailag szignifikans kilénbséget nem talaltam a kontroll és a frukt6zos,
illetve glikézos mintak kozott metanol védbanyag hasznalata mellett. Azonban az
kijelenthetd, hogy amikor metanolt hasznaltam védbanyagként mindig jobb
eredményeket kaptam, mint a DMSO védbanyaggal hiitott mintak esetében.

A legjobb kelési eredményt (67£17%, n=22) megint csak a glukéz, mint higito
és metanol mint védéanyag kombinacidjanal kaptuk (3. sz. abra). Itt a kontroll
eredménye 69+14% volt. Az eredmények statisztikai feldolgozasat kdvetéen hasonld
megallapitast tehettem, mint a termékenyitési eredmények esetében, ugyanis itt sem
volt statisztikailag szignifikdns kulonbség a kontroll, és a fruktéz-metanol, glukéz-
metanol kombinacidék kozott. A metanolos mintakkal kapott eredmények ebben az
esetben is felilmuljak DMSO hasznalata soran kapottakat.
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2. sz. dbra. Mélyhiitott pontyspermaval kapott termékenyiilési eredmények. Az oszlopok feletti
azonos betlik statisztikailag szignifikansan nem kiilonb6z6 csoportokat jelolnek (n=22).

100

® ® O
90 | ab Kontroll etanol MO

Kelés (%)

3. sz. abra. Mélyhiitétt pontyspermaval kapott kelési eredmények. Az oszlopok feletti azonos
betiik statisztikailag szignifikansan nem kiilonb6z6 csoportokat jeléinek (n=22).

3.2. Pontyfeléek eredményei

A friss spermara vonatkozé motilitasi eredmények vizsgalatanal az alabbi
értékeket kaptam: bodorka: 95+0% (n=26), dévérkeszeg: 79+9% (n=24),
karikakeszeg: 87£15% (n=15), marna: 69+27% (n=16).
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Mindegyik faj esetében kivalogattam a legjobb 10 mintat, és azzal dolgoztam
tovabb, melynek eredményeképpen: bodorkanal 95+0%, dévérkeszegnél 82+8%,
karikakeszegnél 94+3%, mig marnanal a motilitas: 86+8% értéket adott.

A felolvasztott sperma motilitas értékei a kulonb6zd krioprotektansok
fuggvényében: 7. sz. tablazat mutatja be.

7. sz. tablazat: A bodorka (a. n=10), a dévérkeszeg (b. n=10), a karikakeszeg (c. n=10) és a
marna (d. n=10) felolvasztas utani spermamotilitasa 5 higité (fruktoz, gliikdz, szaharéz, KCI és
madositott Kurokura) és 2 védéanyag (metanol és DMSO) hasznalatat kovetéen. A sorokon
beliil azonos betiivel jelolt értékek szignifikansan nem kiilonb6znek (P > 0.05). Az oszlopokon
beliil azonos szammal jelolt értékek szignifikansan nem kiilonbéznek (P > 0.05).

a. Bodorka

Fruktéz Glikéz  Szacharéz KCl Modositott
Kurokura
Metanol 70410 776" 676" 47+6% 53+6%2
DMSO 53+6"" 57+6"" 53162 2316 3716
b. Dévérkeszeg
Fruktéz Glikéz  Szacharéz KCl Modositoit
Kurokura
Metanol 7746 776" 70402 57+6%2 67+6%2
DMSO 7243 7243 6010 50+10%2 5746212
c. Karikakeszeg
Fruktéz Glikéz  Szacharéz KCl Modositott
Kurokura
Metanol 554622 67+5%" 6040312 400 53+5%2
DMSO 40+8°12 50+11°" 45461 20+8" 30+8°%
d. Marna
Frukt6z Glikéz  Szacharéz KCl Modositott
Kurokura
Metanol 50+8%2 756" 554632 40+8% 50+8%2
DMSO 43+5% 60+112" 43+10% 25+13%° 40+11%2

A legmagasabb felolvasztas utani motilitas a bodorkanal volt megfigyelhet6,
metanol védbanyag és glukéz higitd kombinacional (77+6%) (7.a. tablazat). A
motilitas szempontjabol a két védbanyag kozott minden higitd esetében
statisztikailag szignifikans kulonbséget allapitottunk meg (P<0.0001). A metanollal
kezelt mintak jobbnak bizonyultak, mint amikor DMSO-t hasznaltunk véddéanyagként.

Dévérkeszeg esetében (7.b. tablazat) a glukéz (77+6%) és a fruktdéz (77+6%)
higitd metanol védéanyaggal valé kombinacidja adta a legjobb eredményt.

Fagyasvéddk (P=0.0014) és higitok (P<0.0001) kozaott statisztikailag szignifikans
kildnbséget talaltam felolvasztas utan a sperma motilitasaban.

Glukéz és metanol kombinacioja eredményezte a felolvasztas utani legnagyobb
motilitasi értéket karikakeszegnél (67+5%) és a marnanal (7516%) (7.c. és 7.d.
tablazat).

A termékenyitési eredményeket mutatja be a 8. sz. tablazat. A kontroll csoport
termékenyulési eredményei, amelynél friss spermat alkalmaztunk, a kovetkezb6ek
voltak: bodorka: 90+5%, dévérkeszeq: 87+8%, karikakeszeg: 63+3%, marna: 8414 %.
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Két fajnal szignifikans kuldnbséget talaltam a higitdk (karikakeszeg és marna:
P<0.0001) és a védb6anyagok kozott (karikakeszeg: P<0.0001, marna: P=0.0005).

Harom fajnal a legnagyobb termékenytlési eredményt a glukoz higitdé és metanol
védbanyag alkalmazasaval értem el (bodorka: 84+4%, karikakeszeg: 6312% és
marna: 70+4%), kivétel volt a dévérkeszeg, ahol a metanollal a fruktéz higitd
alkalmazasa mutatta a legmagasabb értéket (83+2%).

Megallapitottam, hogy a higitok (P<0.0001 minden fajnal) és a fagyasveédék
kozott (bodorka és karikakeszeg: P<0.0001, dévérkeszeg és marna: P=0.0005) is
szignifikans kulonbségek vannak a termékenyulési eredményekre nézve.

Osszefoglalva elmondhatom, hogy minden halfaj esetében a motilitasra
vonatkozoan a metanol fagyasvédd esetében kaptam magasabb értékeket, illetve a
higitok szempontjabdl a glikdéz, egy esetben pedig a fruktéz mutatott jobb
eredményt.

8. sz. tablazat. A bodorka (a. n=10), a dévérkeszeg (b. n=10), a karikakeszeg (c. n=10) és a
marna (d. n=10) mélyhiitott spermajaval kapott termékenyiilési eredmények 5 higitd (fruktoz,
gliikéz, szahar6z, KCl és médositott Kurokura) és 2 védéanyag (metanol és DMSO) hasznalatat
kévetéen. A sorokon beliil azonos betiivel jel6lt értékek szignifikansan nem kiilénb6éznek (P >
0.05). Az oszlopokon beliil azonos szammal jel6lt értékek szignifikdnsan nem kiilénbéznek (P >
0.05).

a. Bodorka
Frukt6z Glikéz  Szacharéz KCl el ol
Kurokura
Metanol 78162 84+421 7616 53+432 61+5%2
DMSO 67+3%" 71+4°1 66+5%" 35+5% 44462
b. Dévérkeszeg
Frukt6z Glikéz  Szacharéz KCl el o
Kurokura
Metanol 834221 7942312 61+8%3 524634 7041323
DMSO 7545 7246212 58+8%3 46+4%* 6445323
c. Karikakeszeg
Frukt6z Glikéz  Szacharéz KCl el o
Kurokura
Metanol 564432 63+2?" 5742312 44433 5142323
DMSO 467" 52+6°" 48+2°"1 27+42 33422
d. Marna
Frukt6z Glikéz  Szacharéz KCl el
Kurokura
Metanol 57+631% 70442 614312 46+11%3 5148323
DMSO 514622 63157 5249212 3241133 40+8°%

A kelési eredményeket mutatja be a 9. sz. tablazat. Kontroll csoport kelési
eredményei: bodorka: 79+2%, dévérkeszeqg: 68+7%, karikakeszeg: 60+2%, marna:
7513%.

Mélyhitott sperma alkalmazasat kovetéen, hasonldan a termékenyulési
eredményekhez, a kelési eredményeknél is a metanol védbanyag és a glukoz higitd
kombinacié6 adta a legnagyobb értéket 3 halfaj esetében: bodorka 7412%,
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karikakeszeg 54+2%, marna 61+4%. Kivétel itt is a dévérkeszeg volt, ahol a fruktéz
és metanol parositas eredmeényezte a legmagasabb kelési szazalékot: 67+6%.

A kelés szempontjabdl a higitdk kozott statisztikailag értékelhetd kilonbséget
talaltam (P<0.0001). A fagyasvédé anyagokat vizsgalva az eredmeények kozott
szignifikans kulonbséget a bodorka esetében nem talaltam (P=0.1388), viszont a
masik harom halfajnal igen (P<0.0001 mindharom fajnal).

Mind a négy halfajnal erés korrelaciot talaltam a motilitasi és a termékenylulési
szazalék kozott (bodorka: r=0.9661, n=30, P<0.0001; dévérkeszeg: r=0.8199, n=30,
P<0.0001; karikakeszeg: r=0.9535, n=40, P<0.0001; marna: r=0.9315, n=40,
P<0.0001).

Hasonldképpen erbs korrelacié allapithatd meg a felolvasztott sperma motilitasa
és a kelési eredmények kozott mind a bodorka (r=0.9418, n=30, P<0.0001), a
dévérkeszeg (r=0.7703, n=30, P<0.0001), a karikakeszeg (r=0.9366, n=40,
P<0.0001) és a marna (r=0.8879, n=40, P<0.0001) halfajnal egyarant.

9. sz. tablazat. A bodorka (a. n=10), a dévérkeszeg (b. n=10), a karikakeszeg (c. n=10) és a
marna (d. n=10) mélyhiitott spermajaval kapott kelési eredmények 5 higité (fruktoz, gliikoz,
szacharéz, KCl és moédositott Kurokura) és 2 védéanyag (metanol és DMSO) hasznalatat
kovetéen. A sorokon beliil azonos betiivel jelolt értékek szignifikansan nem kiilonboéznek (P >
0.05). Az oszlopokon beliil azonos szammal jelolt értékek szignifikansan nem kiilonb6znek (P >
0.05).

a. Bodorka
Fruktéz Glikéz  Szacharéz KCl 'Y'<°d°s't°tt
urokura
Metanol 71442 74422 70432 45432 534432
DMSO 6142 64+5" 60462’ 29443 37162
b. Dévérkeszeg
Fruktéz Glikéz  Szacharéz KCl '\}"<°d°S't°tt
urokura
Metanol 67462 66+5°" 57410212 46472 63+32
DMSO 65482 63162 54472 424272 58+42
c. Karikakeszeg
Fruktéz Glikéz  Szacharéz KCl '\}"<°d°s't°tt
urokura
Metanol 474437 54422 4842312 37+3% 434233
DMSO 3245 3744 3341 19+3P2 23412
d. Marna
Fruktéz Glikéz  Szacharéz KCl '\}"<°d°s't°tt
urokura
Metanol 50+5%% 61142 54+4212 41192 454732
DMSO 36+4°12 44+3°" 37+6°'2 22483 2816°%

3.3. Harcsa eredmények

A sperma eltarthatosagi vizsgalat soran egyik csoport esetében sem volt
szignifikans kulonbség a higitott és higitatlan mintak motilitasa k6zott, amiket a friss
sperma kinyerésétél 5 oran keresztul oranként vizsgaltam (4-5. sz. abra).
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4. sz. abra: Higitatlan és fruktéz higitoval higitott harcsa sperma motilitasa a kinyerést kovetd
els6 5 éraban (n=14)

B Sperma
B Sperma-+fruktéz higitd

Sperma-+glukéz higité
B Sperma +ponty higito

Motilitas (%)
[én)
o

40
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5. sz. abra: Higitatlan és kiilonb6z6 higitoval higitott harcsa sperma motilitasa a kinyerést
kovet6 els6 5 6raban (n=16)

A két csoport spermajanak motilitasat 24 6ras periédusonként is megvizsgaltam
az idé, illetve a higité fluggvényében. Az elsé kisérlet soran (6. sz. abra) az id6
valtozasa befolyasolta a sperma motilitast, ami folyamatosan csokkent, majd

megszint, mig a higitott és a higitatlan sperma koézo6tt nem volt szignifikans
kulonbség.
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6. sz. abra Higitatlan és fruktéz higitéval higitott harcsa sperma motilitadsa a kinyerést kéveté
napokban (n=14)

A masodik kisérlet soran (7. sz. abra) mind az id6, mind a higitd befolyasolta a
sperma motilitasat. Ebben az esetben is csdkkent a motilitas az idé mulasaval, mig a
higité tovabb és magasabb %-on tartotta a sperma motilitasat, szemben a higitatlan
spermaval. A higitatlan sperma és a higitott sperma motilitasa kézott a 24-dik, a 42-
dik, a 72-dik és a 96-dik oraban szignifikans kulonbséget talaltam, amennyiben a
higité fruktéz (P<0.001 mindegyik idépontban), illetve glukéz (P<0.01, P<0.01,
P<0.001, P<0.01) volt. Abban az esetben, ha pontyhigitot hasznaltam, akkor a 24-dik
(P<0.05), a 48-dik (P<0.01) és 72-dik (P < 0.05) ¢draban talaltam szignifikans
kUlonbséget a higitott és higitatlan sperma motilitasa kozott. A fruktoz és glukodz,
illetve a pontyhigité kozoétt is talaltam szignifikans kulonbséget a 96-dik 6raban
(P<0.01, P<0.05).

100+
904
804
704
g 60+
2 B Sperma
= == Sperma+ fruktéz higitd
E° 40+ B Sperma+ gliikoz higito
30 = Sperma+ponty higitd
20-
10+ ‘
0« = el =
0 6ra 24 6ra 48 ora 72 6ra 966ra 12006ra 144 6ra
Tarolasi id6

7. sz. abra: A higitatlan és a kiilonb6z6 higitoval higitott harcsa sperma motilitasa a kinyerést
koveté napokban (n=16)
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Statisztikailag szignifikans kllonbséget talaltam a friss és a mélyh(itétt sperma
mintak kozott védbanyagtdl fuggetlenul. A felolvasztas utan a spermiumok motilitasa
csOkkent, azonban minden esetben maradt életképes spermium (8. sz. abra). A
kildonbdz6  koncentracioju véddanyagok kozott nem  taldltam  szignifikans
kulonbséget.

100
90
80 -
70 A
60 -
50 A b

40 b

30

Motilitas (%)

20

10 m

Nativ 5% metanol 10% metanol

8. sz. abra: A friss és kiilonb6z6 véddanyaggal kezelt, felolvasztott sperma motilitasa (n=13)

A h{tési id6ére és az ikra-sperma aranyra vonatkozo kisérletek eredményeinél a
mélyhitott sperma kiindulasi motilitasa 90% volt, mig a felolvasztas utani motilitas
ertéke egyontetiien 80% volt.

A termékenyitési kisérletek soran a legmagasabb kelési aranyt (51+1%) 7 perces
hitési idoénél és 40 g ikra termékenyitésekor kaptam, azonban meg kell jegyezni,
hogy az 5 perces és 7 perces hltési idd esetében mindharom termékenyitett ikratétel
esetében igen kiegyenlitett kelési eredményeket kaptam (40£0% és 51+1% kozott).
A statisztikai értékelést kovetbéen megallapitottam, hogy a termékenyitett ikra
mennyiségének nem, de a hitési idének volt szignifikans hatasa (P<0.0001) a kapott
eredményekre, tekintettel arra, hogy a 3 perces hiitési idé mellett gyengébb kelési
szazalékot kaptam (9. sz. abra).

A tovabbi vizsgdlataim sordn az egy miszalma mélyhlitétt spermaval
termékenyitett ikratétel kelési eredménye 94%, a két miszalmaval termékenyitetté
77% lett, mig a két kezelés kontroll csoportjgban 89%, illetve 81% kelést
regisztraltam. Erdemes megjegyezni, hogy az egy miszalmanyi felolvasztott
spermaval termékenyitett csoportban a torz fejlédésl larvak aranya az 6sszes kikelt
larvahoz képest mindossze 2,4% volt (1,8% a kontrollban), mig a két miszalmanyi
spermaval termékenyitett csoportban 11,2% (kontroll: 7,3%).

Az 5 ml-es miszalmakkal kapott hiitési sebesseg -23 °C/perc korul alakult (10.
sz. abra). Medfigyeltem, hogy a miiszalma hédmérséklete 3 perces hlités utdn még
csak — 45 °C volt.
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9. sz. dbra: A hiitési idének és az ikra mennyiségének hatasa a kelési eredményekre (n=12,
kontroll: 57+2)
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10. sz. abra: A homérséklet valtozasa az 5 ml-es miiszalma hiitése soran

A keltetéhazi/izemi korulmények kozotti vizsgalatsorozatban megfigyeltem, hogy
a kulonbozo keltetési kisérletek eredményei elsésorban a kulonb6zé gazdasagoktol
fuggtek, pontosabban az alkalmazott szaporitasi eljarastol és az ikra minéségétél, sét
nagyon erdsen flggott a realizalt eredmény az egyes egyedek felkészlltségétdl is.
Az attalai kisérletben a mélyhltott spermaval végzet termékenyités soran a
termékenyulés 97+1 % volt, mig a kontroll termékenyulés 93+1 % (11. sz. abra). A
két eredmény kozott statisztikailag szignifikans kulonbséget mutattam ki (P=0,0084).
A larvak kelési aranya ugyanebben a kisérletben 95+2 % volt a mélyhitétt spermaval
termékenyitett ikraadagok esetében, mig a kontroll csoportban 9416 %. A kelési
eredmények kozott mar nem talaltam statisztikailag igazolhato kulonbséget.
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11. sz. abra: Mélyhiitott harcsaspermaval termékenyitett ikratételek termékenyiilési és kelési
eredményei az attalai keltetéhazban (n=13)

A szazhalombattai  kisérletekben a mélyhitétt spermaval végzett
termékenyitésbdl szarmazé larvak kelési aranya 50 + 3 % volt, mig ugyanebben a
kisérletben a kontroll kelés 50 + 6 % volt. Az eredmények kozott statisztikailag
szignifikans kuldnbséget nem mutattam ki. A kordomi kisérletben a mélyhGtott
spermabdl szarmazo larvak kelése 84 + 5 % volt, mig a kontroll csoporté 69 + 16 %.
Az eredmények kozott itt sem talaltunk statisztikailag igazolhato kulonbséget.

Az Aranykarasz Bt. ordonglsi keltetdjében végzett kisérletben a mélyhitott
spermabdl szarmazé larvak kelése 57 + 22 % korul alakult, mig a kontroll csoporté
22 + 18 % volt. Ebben az esetben statisztikailag szignifikans kulénbséget (P=0,05)
talaltam a mélyhitott és a kontroll csoport kozott.

A szegedi kisérletben a larvak kelési aranya a mélyhitott spermabdl szarmazé
csoportban 75 + 3 % volt, mig a kontrollban 83 + 1 % és itt is statisztikailag
szignifikdns kulénbséget (P=0,0249) tudtam kimutatni a kelési eredmények kdzott
(12. sz. abra).
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12. sz. abra: A szazhalombattai (a.), koromi (b.), 6rdongési (c.) és szegedi (d.) gazdasagokban
kapott kelési eredmények mélyhiitott harcsaspermaval végzett termékenyités utan (n=9)

3.4. Siill6 eredmények

A kisérleteim kezdetén minden igyekezet ellenére sem tudtam elkerllni, hogy a
tejesek fejése kozben a sperma ne keveredjen vizelettel, igy a frissen fejt
sullésperma motilitasa 50£17% volt. A mélyhitétt mintak kézul a glikéz higitd és
DMSO védbanyag kombinacié produkalta a legmagasabb felolvasztas utani motilitast
28+21% (13. sz. abra), azonban statisztikailag szignifikans kuldnbséget nem talaltam
az egyes kezelések kdzott.

A Birker-kamras szamolassal a siillésperma atlagstiriisége 0,85 + 0,19 x 10"
(spermium/ml) értéket adott.
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13. sz. abra: A felolvasztott siilldsperma motilitasa (n=15)

A termékenyitési kisérletekben a legmagasabb termékenyulést (43+12%) a
gliikoz higité és DMSO védbanyag alkalmazasaval értem el (14. sz. abra). Az adatok
statisztikai elemzése soran megallapitottam, hogy a higité nem, de az alkalmazott
védbanyag szignifikans (P=0,0338) hatassal volt a termékenyllési szazalékra.

A Kkelési eredmények vizsgalatanal (mas tejesek felhasznalasaval) a
legmagasabb kelési aranyt (41+22 %) metanol védbanyag hasznélata és 1:1 higitasi
arany mellett kaptam (15. sz. abra), azonban az eredmények statisztikai elemzése
nem mutatott ki szignifikans kulonbséget a kelési eredmények kozott.

A mélyh(tott sullésperma keltet6hazi felhasznalasa soran a sperma vizelettel vald
keveredését kikuszoboltem. A katéteres spermavétel eredményeként a frissen fejt
sullésperma motilitasa 63+10 % lett. A spermakoncentracié a kisérletben
1,8565+0,1547 x 1010, mig az 1 g-ban talalhaté ikraszemek szama 1351161 volt, igy
az egy ikraszemre jutdé spermiumok szama a 10 g-os ikratétel esetében 3,396x105, a
30 g-os ikratételek esetében 1,132x105 korul alakult. A felolvasztas utani motilitas
esetében 53+5% volt, igy a frissen fejt és a felolvasztott mintdk motilitas értékei
kozott szignifikans kuldnbség nem volt (P=0,1135).
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14. sz. abra: A mélyhiitott silléspermaval kapott termékenyiilési eredmények (n=16, kontroll
termékenyuilés: 51,7%)
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15. sz. abra: Kelési eredmények a higitasi arany és a védéanyag fliiggvényében (n=13)

Amikor 10 g ikrat termékenyitettem 1 mldszalmanyi mélyhitott spermaval a kikelt
larvak aranya 49+4 % volt, mig 30 g ikra termékenyitésekor 58+3 %. A két eredmény
k6zott ugyan nem talaltam statisztikailag szignifikans eltérést, azonban a t-préba
eredménye (P = 0,05701) nagyon kozel all a szignifikancia-szinthez. Meglepd
modon, amikor 50 g ikrat termékenyitettem egy miszalmanyi felolvasztott spermaval
87 %-os kelést tapasztaltam, igaz ebben az esetben ismétlés nem volt, az abran ezt
az eredményt nem tuntettem fel (16. sz. abra).
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16. sz. abra: Az 1 miiszalmaval termékenyitett kiilonb6z6 ikratételek kelési eredményei (n=13)

3.5. Kecsege eredmények

A nativ (kontroll) sperma motilitasa 56,2+23,2% volt. Etilén-glikolra vonatkozé
adatokat nem kozlok, mivel alkalmazasa esetén nem tapasztaltam kimutathato
motilitast.

A Tsvetkova-féle higitd esetében kilénbdz6 fagyasvédd anyagok alkalmazasa
nem eredményezett szignifikansan (P<0,05 szignifikanciaszint mellett) eltér6
eredményeket (17. sz. abra). Mindemellett a legjobb motilitasi atlagértéket a metanol
hasznalatakor kaptam, 10%-os végkoncentracional: 46,7+23,1%-ot. A metanol
végkoncentracidjanak csokkentésével csokkent a felolvasztas utani motilitas is.

Moédositott Tsvetkova-féle higitd esetében a DMSO 10%-0s és a metanol 10%-0s
alkalmazasa kozott észleltem szignifikans (P<0,05) kulonbséget (18. sz. abra). A
legjobb felolvasztas utani motilitast, 35,0+16,0%-ot, 10 %-os metanol alkalmazasa
eredményezte.

A Jahnichen Aaltal kidolgozott higitd hasznalatakor a felolvasztas utani motilitast
illetéen szintén a DMSO 10%-0s és a metanol 10 %-os végkoncentracioban torténd
alkalmazasa kozott tapasztaltam szignifikansan (P<0,05) kimutathatdé kuldnbséget
(19. sz. abra). A legjobb atlagos motilitasi értékeket, 30,0+26,0%-ot, 7,5%-0s
végkoncentracioban alkalmazott metanol esetében kaptam.

Az elbzetes vizsgalatokban legjobb eredményeket mutaté hiatémédium
kombinacidkat kivalasztva a modositott Tsvetkova-féle higité és a véddanyagok
10%-0s végkoncentracioban torténé alkalmazasaval hajtottam végre termékenyitési
kisérleteket.

A legjobb eredményeket 10%-0s metanol hasznalataval értem el: 22,01£15,84 %-
ot. Ez a termékenyulési szazalék szignifikdnsan (P<0,05) nem tér el a nativ
spermaval végzett termékenyités eredményeitél (20. sz. abra). A DMA esetén a
tapasztalt termékenyulés 0% volt, igy ez a védéanyag nem szerepel a grafikonon.
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17. sz. abra: Az eredeti Tsvetkova-féle higitéval elért felolvasztas utani motilitasi eredmények

(n=11)
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18. sz. abra. A médositott Tsvetkova-féle higitoval elért felolvasztas utani motilitasi

eredmények (n=11)
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19. sz. abra: A Jahnichen-féle higitoval elért felolvasztas utani motilitasi eredmények (n=11)

100
90 +
80
70 +
60 +
50 +
40 +
30 +

Termékenyiilés (%)

20 +
10 +

b

DMSO

Metanol

b

Kontroll

20. sz. abra: Mélyhiitott kecsege spermaval elért termékenyiilési eredmények (n=8)

3.6. A standardizalas eredményei

Fontos elklloniteni a kutatas-fejlesztés soran alkalmazott dimenzidkat és
metodikat az iparszer( alkalmazasba torténd bevezetés minimum kovetelményeitdl,
melyek hianya megkérdéjelezi a moddszer gazdasagi alkalmazhatésagat. Ezen

tényezbket veti 0ssze és mutatja be a 10. sz. tablazat.

A tablazat j6l szemlélteti, hogy az a mddszertan, mely kis volumend, elsésorban
kisérleti vagy csak csekély egyedszamu, els6sorban természet- és kdrnyezetvédelmi
céllal (génmegbrzés) kerdl kialakitdsra nem alkalmas a nagymennyiségi igénnyel
fellep6 és gyors-preciz metodikat feltételezd iparszerl termeléssel.
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10. sz. tablazat: A halivarsejt-mélyhiitéssel szemben tamasztott kovetelmények
osszehasonlitasa a két potencialis alkalmazasi teriileten

Kisérleti volumen Iparszeri volumen

Kézi munkaerd Gépesitett
Percek/minta kapacitas Masodpercek/minta kapacitas
Néhany 10-100 minta/nap 1000 minta/nap
Szarazjég, folyékony nitrogén Programozhaté hiitéberendezés
Egyszeri, manualis jelolés High tech cimkézés
Egyszerii, manualis toltés Megbizhaté toltés
Higitott mintak Sejt koncentracios sorozatok
Mintak nagy valtozatossaga Mintak alacsony valtozatossaga
Alacsony standardizaltsagi fok Magas standardizaltsagi fok
Csekély minéség ellendrzési szint Magas mindség ellendrzési szint
Alacsony kezdetei beruhazas igény Magas kezdeti beruhazas igény
Magas mintankénti koltséghanyad Alacsony mintankénti koltséghanyad

Ezt a kontrasztot ndveli, hogy napjainkban olyan ,high-tech” berendezéseket
alkalmaznak, melyek a szakszerd, hibanélkuli, gyors ivarsejt mélyhitést (elsésorban
spermamélyhiitést segitik. llyen automata eszkdz pl. automata cimkézé (bar kéd
szamot nyomtat a miszalmara), tolt6 és lezardé berendezés, mely akar 1000 db
szalma kapacitast is elér éranként.

Hatarozottan kijelenthetem, hogy a kisérleti volumen és az iparszeri volumen
kozotti  kulonbséget nem lehet anélkll athidalni, hogy ne Iépésrdl-Iépésre,
szisztematikusan fejlesszik a technologiat. A nagy teljesitményli mélyhitéshez az
atmenetet az alabbi 3 pont figyelembevételével javasolnam végrehaijtani:

1. Az eljaras minden lépésének 0Onallo, egyenkénti fejlesztése, illetve az
egyes lépések kozotti interakciok meghatarozasa,

2. A Iépések racionalizalasa és bevezetése a modszertanba tobbszoros
ismétléseket kdvetden,

3. A moddszertan standardizalasa alkalmazhatosagi kritériumok elsédleges
figyelembevételével, a hatékonysag atfogd javitasa és tokéletesitése
objektiv paraméterek (felolvasztas utani motilitas, termékenyulési és kelési
arany) alapjan.

A tapasztaltak alapjan a kritikus metodikai és a technoldgiai lépéseket az
alabbiakban hatarozhatom meg (11. sz. tablazat). Az egyes Iépéseknél figyelembe
vettem azokat a technikai elemeket is (CASA és spektrofotométer), melyeket
disszertaciomban nem alkalmaztam, viszont hianyukat és alkalmazhatosagukat
megtapasztaltam, és a technoldgiai Iépésekben hasznalatukat fontosnak tartom.

A fentiekben altalanossagban, a kisérleti tapasztalataimra hagyatkozva
igyekeztem ravilagitani a mélyh(tés standardizalasi és kereskedelmi forgalomba
hozatali aggalyaira és lehetbségeire.

Két nagyon fontos tényezét azonban szandékosan kihagytam, mivel a gyakorlati
észlelések és a tudomany jelenlegi allasa szerint ezeknek a paramétereknek a
befolyasolasara egyenlére nem talalhatunk megoldast:

= Fajon belll, az egyes himek termékenyitbképességének szorasa,
fuggetlendl attol, hogy a sperma minéség kitling volt,
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= Fajon belll, az egyes himek altal produkalt sperma koncentracio kozotti
jelentds eltérés, mely paraméter a termékenyités sikerességét alapjaiban
meghatarozhatja.

11. sz. tablazat: A hal ivarsejt mélyhiités metodikai és technolégiai lIépései
Minta gyiijtés és elemzés
Minta gyiijtés Motilitas vizsgalat
Higitas
CASA analizisre elokészités
Motilitas minésitése
Spektrofotométer vizsgalat
Koncentracio vizsgalat és beallitas
Tarolé kozeg elokészitése
Mélyhiités elokészitése

Minta feldolgozas

Hiités és osztalyozas Equlibracié és mintatoltés
Hiités
Mintak elrendezése és osztalyozasa
Tarolas Hosszutavu tarolas
Szallitas

Felhasznalas o i o
Felolvasztas és termékenyités

Osszefoglalva a disszertaciomban bemutatott 10 éves eredményeket, a
kovetkez6 allapotban latom jelenleg a halivarsejt-mélyhités iparszeri
alkalmazasanak helyzetét (12. sz. tablazat).

12. sz. tablazat: Az iparszerii hal ivarsejt mélyhiités fejlettségi szintje napjainkban

Fejlodési iran Fejlodési lépések Statusz

Torvényilpolitikai szemlélet fejlédés Hiany
Szaillitasi szabalyozas Hiany
Koltség szerkezet elemzés Hiany
Biolégiai biztonsag (Biosecurity) Hiany
Standardizalas Hiany
Minéség ellenérzés Részben kész
Kereskedelmi méretii infrastruktura Részben kész
Mélyhiitési volumen novelés Elkészult
Alap médszertan Elkésziilt
Alkalmazott kutatasok Elkésziilt

A sajat tapasztalataim és a szakirodalom attekintését kovetéen, azok
O0sszegzésekeént elkészitettem a halsperma-mélyhités SWOT elemzését, mely a 13.
sz. tablazatban lathato. Igyekeztem azokat a legfontosabb paramétereket figyelembe
venni és felsorolni, melyek alapvetéen befolyasolhatjak ezen biotechnikai modszer
elterjedését és gyakorlati bevezetéseét.
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13. sz. tablazat: A halsperma-mélyhiités SWOT analizise
Er6sségek Gyengeségek

= jol képzett kutatéi csoportok, = korulményes mélyhiitési

= megfelelé szakirodalmi technolégiak,
adatbazis, = nem megbizhat6 és nem

= szakmaspecifikus workshopok ismételheto6 technolégiak,
és konferenciak, — marketing teljes hianya,

= relative fejlett miiszaki — kevés adat gyakorlati
infrastruktura, tesztekrol,

= j6 kommunikaci6 az egyes kis mennyiségti ivartermék (0,5-
csoportok kozott, 1 ml) hiitése all a kutatasok

= elérehaladott kisérletek, fékuszpontjaban,
szamos halfajon, gyenge tudas- és

= jol miikodoé rendszerek mas technolégiatranszfer,
gazdasagi allatfajok esetén (pl. altalanos bizalmatlansag a
szarvasmarha). mélyhiitott spermaval szemben.

Lehet6ségek Veszélyek

= probléma az egyes halfajok — miuszaki berendezések magas
mesterséges szaporitasi koltségigénye,
technolégiajaban, = a hazai haltenyésztési agazat
veszélyeztetett halfajok alacsony technologiai
szamanak novekedése, igényessége,
nemesitési munka alacsony — az 0j kutatasi eredmények
szintje a haltenyésztésben, bevezetésének nehézségei a
a mélyhiités alkalmazasa az gyakorlatba,
iparszeri haltermelési = a technikai szinvonal alacsony
technolégiakban. szintje miatti piacvesztés.

25



dc_273 11

4. Uj tudomanyos eredmények

A disszertacioban bemutatott halfajok spermamélyhitési kutatdbmunkdm soran
végzett kisérleteimben tapasztaltakbdl az alabbi uj tudomanyos eredményeket és
megallapitasokat teszem:

1.

10.

11

12.

13.

Nagy egyedszamra alapozva  meghataroztam  egyes  halfajaink
himivarsejtjeinek fagyasztasa soran a kritikus technologiai |épéseket, azon
kritériumokat, melyek alapjaiban determinaljadk meg a himivarsejtjeik
mélyhitésének sikerességét és eredményességét.

Ponty fajnal meghataroztam a hdtémédium optimalis dsszetételét: glikoz
higitd és 10%-0s metanol védbéanyag végkoncentracio 0sszetételben.

Ponty fajnal optimalizaltam a mélyhités kritikus tényezdit: 3 cm vastag
polisztirol kereten 3 perc id6tartamig folytatott mélyhités, higitasi arany 1:9
mértékben, mig a felolvasztas soran a 40 °C-os vizfirdé 13 masodperc
id6tartamig bizonyult megfelel6nek.

A pontyféléken végzett kutatasok soran a bodorka, karikakeszeg és marna
esetében a glukoz és 10% metanol egyuttese, mig dévérkeszeg esetében a
fruktoz és 10% metanol produkalta a legjobb kelési eredményt.

Er6s korrelacio mutatkozik pontyfélék esetében a nativ sperma motilitas és
termékenyullési szazalék, valamint a felolvasztott sperma motilitas és a kelési
szazalék kozott. Ezen paraméterek mérésével nagy biztonsaggal
prognosztizalhaté a mélyh(ités sikeressége.

A harcsa faj spermajanak eltarthatosaga novelhet6, amennyiben a nativ
spermahoz cukoralapu higitét: fruktézt vagy glikézt adagolunk.

Harcsa faj esetében optimalizaltam a nagy - 5 ml Urtartalmu - miszalma
alkalmazasanak korulményeit: 3 cm vastagsagu polisztirol kereten 7 percig
szukséges hiteni a spermaadagokat.

A harcsa mélyhitésének kritikus paramétereit az aldbbiakban hataroztam
meg: 1:1 higitasi arany, 6%-os fruktoz higitd és 10%-os metanol védbéanyag
(végkoncentracioban).

A mélyhitést harcsa fajon alkalmaztam el6szor Uzemi méretl szaporitasi
technolégia szerves elemeként, és kaptam a nativ spermaval végzett
termékenyitésekkel megegyez6 eredményeket.

Sull6é faj esetében a legmagasabb termékenyulési eredményeket a glikoz és
10%-0s DMSO hitémédium adta, mig kelési eredményeknél a glukéz és 10%-
os metanol kombinacié bizonyult a legeredményesebbnek.

.A sull6 esetében a mélyhités kritikus elemeit az alabbiakban hataroztam meg:

1:1 higitasi arany, 3 cm vastag polisztirol keret alkalmazasa mellett 3 perces
mélyhitési id6tartam, felolvasztas 40 °C-os vizfurd6-13 masodperc.

Kecsege fajon a mélyh(ités soran a mddositott Tsvetkova-féle higité és a
10%-0s végkoncentracioju metanol alkalmazasaval lehet a legjobb
termékenyulési eredményt realizalni.

Tapasztalati uton meghataroztam a mélyhités teljesitmény fokozasanak
szikséges kritériumait, elkllonitettem és definidltam a metodikai és
technoldgiai Iépéseket, és SWOT analizis alkalmazasaval prognosztizaltam a
hal himivarsejt fejlédés lehetbségeit és korlatait.
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5. Osszefoglalas

Az MTA Doktori értekezésemben egyes gazdasagi haszonhalaink
himivarsejtjeinek (spermajanak) mélyhiitési eredményeit targyalom, mely
kisérleteket 2001-2010. évek kozotti iddintervallumban végeztem kollégaimmal.

A disszertaciom legfontosabb célkitiizése volt, hogy az eredmények
prezentalasa lehetéség szerint gyakorlati szemléleti megkdzelitést és bemutatast
képviseljen, és egyben magaban hordozza a tudomanyos igényességet, az Uj és
Ujszerl megoldasok vilagos ismertetését.

A ponty fajon végzett munkaim soran kidolgoztam egy olyan mélyhdtési eljarast,
melynek alkalmazasaval biztonsagosan lehet, elsésorban kisadagu ivarterméket
hiteni. A 0,5 ml-es miszalma féképpen a génbanki megdrzésre alkalmas, viszont a
mélyhités tobbi eleme mar jol adaptalhaté nagyobb volumen( és nagyobb tarold
eszkO0z alkalmazasanak technologiajaba. A glukéz higito, a 10%-os metanol
védbanyag alkalmazasa, 1:9 higitasi arany, a 3 cm vastag polisztirol kereten végzett
3 perc id6tartamu hités, valamint a 40 °C-os vizfurdében 13 masodperc id6tartamig
folytatott felolvasztas alapjat képezte és képzi ezen technika fejlesztésének, melyet
szamos kutatas és ezekb6l szarmaz6é eredmény tamaszt ala. A kidolgozott
technolégia bemutatasra kerult tobbek kdzott konyvfejezetben (Urbanyi és Horvath,
2008), valamint a moddszer képezte a tovabbfejlesztés alapjat a nagyobb tarold
eszk6zok alkalmazasa felé (Horvath et al., 2007).

A pontyféléken végzett vizsgalatokat els6sorban gén és fajmegérzési célzattal
végeztem, melynek indukalasa a tiszai cianszennyezésre vezethet6 Vvissza.
Kijelenthetd, hogy a pontyon kapott eredmények kivaléan felhasznalhatéak és
atultethetéek a folyovizi pontyfélék spermajanak fagyasztasi munkalataiba, azok
tervezésébe és végrehajtasaba. Az eredmények értékelése soran nagyon szoros
korrelaciokat allapitottam meg egyes, a mélyhités sikerességét alapvetden
befolyasol6 paraméterek kozott. Ez a szoros Osszefliggés alatdmasztja azt a
feltételezést, hogy a sperma motilitas (mind a kiindulasi, mind a felolvasztas utani)
nem nyujt kell6 informaciét és nem biztosit megfelel6 termékenyulést. A vizsgalt
halfajok esetében a dévérkeszegnél a fruktéz és 10%-0s metanol kombinacid, mig
bodorka, karikakeszeg és marna fajoknal a glukoz és 10%-os metanol eredményezte
a legjobb értékeket. A halfajok mélyhitési eredményeir6l beszamoltam tudomanyos
koézleményben is (Urbanyi et al., 2006).

A disszertaciomban targyalt két ragadozé halfaj, a harcsa és a siillé sperma
mélyhitésének igénye a gyakorlat fel6l érkezett. Ezen halfajok keltet6hazi
szaporitasanak kidolgozottsaga kozel all a tokéleteshez, de van egy-egy tényezé,
mely veszélyezteti a szaporitd munka sikerességét. Ez pedig a himivartermékek
megfeleld idében vald rendelkezésre allasa. Harcsa esetében ezt elsésorban a him
egyedek eldlésével biztositjak, mig sull6 esetében, amennyiben a szaporodas
szinkronizalasa nem megfeleld, akkor a sperma limitalé tényezévé 1ép eld. A
kidolgozott technoldégia mindkét faj esetében keltetdhazi, vagyis nagylzemi
bevezetésen is tuljutott, és a gyakorlati szakemberek is alkalmazzak a szaporitasi
tevékenységuk segitésere és konnyitésére.
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A harcsa esetében a modszer kidolgozott: 6%-o0s fruktdoz és 10%-os metanol
hatémeédium, 1:1 higitasi arany, 3 cm vastagsagu polisztirol kereten 7 perces hitést
kovetéen olyan mindségl sperma all rendelkezésre, mely a nativ spermaval
megegyezd kelési eredményeket biztosit. Ezen munkam eredményét kozoltuk
tudomanyos folydiratban (Bokor et al., 2010), illetve adaptaltuk mas harcsafélékre
(Kovacs et al., 2010).

A sulld esetében a mddszer kidolgozottsaga majdnem kozelit a tokéleteshez. Az
optimalis metodika még nem egyértelmi, tovabbi vizsgalatokat igényel az a tény,
miszerint a termékenyulési és a kelési eredmények esetében a legjobb eredményt
eltér6 védbanyag alkalmazasa eredményezi. A termékenyulési adatoknal a glukoz és
10%-0s DMSO, mig kelési eredményeknél a glikéz és 10%-os metanol kombinacio
bizonyult a legmegfeleldbbnek. A tobbi kritikus paramétert meghataroztam: 1:1
higitasi arany, 3 cm vastag polisztirol keret alkalmazasa mellett 3 perces mélyhitési
idétartam, felolvasztas 40 °C-os vizfurdében 13 masodperc idétartam alatt.
Eredményeimrél beszamoltam (Bokor et al., 2008), a mddszert mas sugérfélén is
alkalmaztuk (Bokor et al., 2007).

A kecsege fajon végzett munkam eredményei meég ezen halfaj spermamélyhitési
kutatasaink kezdetén szllettek, viszont szamos tovabbi, a tokféléken folytatott
egyuttmikodés és kisérleti munka alapjait képezi. A mddositott Tsvetkova higitod
kidolgozasa, valamint a metanol, mint védéanyag bevezetése alapjaiban valtoztatta
meg a tokfélék spermamélyhitési modszertanat, melyet azéta is szamos helyen
alkalmaznak a vilagban. Ezen munka eredményeképpen szamos publikacié szuletett
tudomanyos folyoiratban (Horvath et al., 2010, Horvath et al., 2008a), vagy
konyvfejezetként (Horvath et al., 2008b).

A disszertaciéban bemutatott eredmények rendezéelve volt az alkalmazhatésag.
A lépések és moddszerek tervezésénél fontos volt azon kritérium figyelembevétele,
hogy a kidolgozott metodika milyen mértékben vezethet6 be a gyakorlat szamara.

A spermamélyhltés technolégiajat napjainkra toébb mint 200 halfajra
kifejlesztették, de gyakorlati alkalmazasrdl szinte nincs informacionk. A mélyhités
gyakorlati felhasznalasa még gyerekcipében jar, ellentétben a szarvasmarha
agazattal, ahol a mélyhltott sperma felhasznalasa mindennapossa valt és 6nallé
iparagga fejl6dott. Ezért is tartottam fontosnak, hogy az eredményekbdl levont
kovetkeztetések mellett fokozott figyelmet forditsak a modszer praktikumba valo
bevezetésének analizalasara, feltérképezzem és meghatarozzam azokat a kritikus
tényezéket és faktorokat, melyek az iparszerli alkalmazast gatoljak. igy a
disszertaciomban kulon fejezetben targyalom a standardizalas problémakorét,
melyben elemeztem a mélyhltés teljesitmény fokozasanak sziukséges kritériumait,
elkilonitettem és definialtam a metodikai és technoldgiai lépéseket, és SWOT
analizis alkalmazasaval prognosztizaltam a hal himivarsejt-mélyhités fejl6édés
lehet6ségeit és korlatait.

Bizom benne, hogy a mddszer rovid idén beliil teret nyer a

haltenyésztésben és halgazdalkodasban, és olyan rutinszeri technolégiava
valik, mely el6segiti az akvakultura agazat fejlédését.
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7. Publikacios adatok

Tudomanyos kozlemények a tud. fokozat utan szama | Impakt Faktor
Lektoralt szakfolydiratokban kozl. dsszesen 66 -
Ebbél: elsé vagy utolsé szerzb 19 ---

nemzetkozi IF-es folydiratban 30 32,114
hazai IF-es tud. folydiratban magyarul 1 0,088
hazai |IF-es tud. folydiratban idegen nyelven 8 5,437
nemzetkdzi nem IF-es szakfolyodiratban 0 ---
hazai nem |IF-es szakfolyéiratban magyarul 15 ---
hazai nem IF-es szakfolydiratban idegen 1 ---
nyelven
Kongr. proceedings (teljes terjedelem) 9 —
ebbél kulfoldi kiadvanyban 0 ---
magyar kiadvanyban 9 —
Ismeretterjesztd kbzleményei szama: 2 ---
A tud. fokozat utani impakt faktor --- 37,639
A teljes életmiire vonatkoztatott impakt faktor - 42,35
Az alabbi adatok: dsszes és tud. fokozat utan Osszes | Tud. fok. utan
Tud. kényv magyarul, egyszerzés 0 0
idegen nyelven egyszerzds 0 0
konyvrészlet magyarul 3 3
konyvrészlet idegen nyelven 9 9
Tankonyv  magyarul egyszerzs 0 0
magyarul tobbszerzds 0 3
Ismeretterjesztdé kozlemények 4 2
konyvek 0 0
Publikacidinak fliggetlen idézettsége 371 283
a) ebbdl kulfoldi folybiratban, kbnyvben 340 252
b) hazai folyéiratban, kdnyvben, magyarul 0 0
c¢) hazai folydiratban, kdnyvben idegen ny. 31 31
Kongresszusi elbadasai szama itthon 38 31
Kongresszusi el6adasai szama kulfoldon 27 22
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Intézet, Halgazdalkodasi Tanszék, Godolls, Pater K. u. 1.
2103.

06-28-522-000/1912 mellék

06-28-410-804

Urbanyi.Bela@mkk.szie.hu

és kompetencia

Altalanos iskola, Soponya

Teleki Blanka Gimnazium, Székesfehérvar

Godollsi Agrartudomanyi Egyetem, Allattenyészté szak
Halaszat és halgazdalkodas fakultacié

Agrarmérnoéki Diploma 118/1995. sz. oklevél
Vadgazdalkodas-vadaszat képesités

Fels6foku kulkereskedelmi Uzletkotd szakképesités
Halaszat és halgazdalkodas szakiranyu diploma, 12/1996. sz. oklevél
Ph.D. fokozat megszerzése, 25/1999. sz. oklevél
Mindségligyi szakmérndk diploma, 34/2004. sz. oklevél
Palyazatok készitése és gondozasa felnbttképzési kurzus
PL 0603/2005/2/154 sz. oklevél

Habilitacio-Szent Istvan Egyetem, Godollé

vismeret
német kdzépfoku nyelvvizsga (C tipusu, 04469/1992, 27172/1993)
angol alapfoku nyelvvizsga (C tipusu, 08997/1995)

ETDK Takarmanyozasi, etoldgiai és vadgazdalkodasi szekciéban Il.
helyezés, G6doll6

Agrar OTDK Allattenyésztési szekcidban kiiléndij (1I. helyezés),
Mezétar

V. Orszagos Kornyezetvédelmi konferencia (l. helyezés és rektori
kalondij)

A ’"Tiz Kiemelked6 Fiatal” (TOYP) palyazat “Tudomanyos
eredmény” kategoriajanak gy6ztese.

Magyar Tudomanyos Akadémia "Stratégiai Kutatasok Irodaja"
palyazatanak EInoki fodija
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1998: 1 éves SOROS predoktori 6sztdondij elnyerése (SOROS Alapitvany)

1999: MTA Agrartudomanyok Osztalyanak Daranyi Ignac 0sztondij
elnyerése

1999-2001: Magyary Zoltan posztdoktori 6sztondij

2001-2004: OTKA posztdoktori 6sztdondij

2004: Dékani dicséret

2009: SzIE arany Babérkoszoru kitlintetés

2009: OTKA honap kutatéja

2010: .Kari Tudomanyos Munkaért” kitlintetés

Hazai és nemzetkozi szervezetekben betoltott tagsag
= MTA Agrartudomanyok Osztalya, kdztestuleti tag 1999-t6l
= Magyary Zoltan Oszténdijasok Tarsasaganak tagja 1999-tél
= EAS (European Aquaculture Society) tagja, 2002-tél

Egyetemi tisztségek

A SzIE Szenatusanak tagja, MKK képviseloként, 2011. junius 30-ig

MKK Kari tanacs tagja KTI képvisel6ként, 2011. junius 30-ig

A SzIE Allattenyésztés-tudomanyi Doktori Iskola titkara, 2000-

A SzIE Allattenyésztés-tudomanyi Doktori Iskola belsé alapité tagja, 2009-
Regionalis Egyetemi Tudaskdzpont, operativ igazgaté, 2006-2008
Regionalis Egyetemi tudaskdzpont, mb. igazgatd, 2009-

TAMOP 4.2.1. palyazat, SzIE projektmenedzser, 2009-

Rektori megbizott, palyazatok és K+F+| teruleten, 2008-2010

MKK AVOP palyazat, projektmenedzser, 2005-2007

L R R R R

Publikaciok
= Lektoralt szakfolydiratban k6zolt kozlemények (PhD fokozat megszerzését -
1999- kdvetben) szama: 66
= Impakt faktor (teljes életmire vonatkozoan): 42,35
= Fulggetlen idézettség (teljes életmire vonatkozo6an): 371

Biraloéi tevékenység
= 26 alkalommal biralé (OTKA palyazat, GOP-111/KMOP-111 palyazat biraldja,
FP7)
= OTKA Agrar2 zsUri tag (2011-t4l)
= 14 alkalommal hazai és nemzetkozi folyodirat felkért biraloja

Tudomanypolitikai tevékenység
= Innovacios jarulék hasznosulasa a gazdasagban munkacsoport felkért tagja
= Eurdpai halaszati és innovacios technoldégiai platform egyik hazai képviseldje
= Halaszati Tudomanyos Tanacs tag
= Halaszati Tanacsadé Testllet tag

Utanpoétlas nevelés
= Fokozatot szerzett doktoranduszok szama: 2 f6
= Doktori cselekményt végzé hallgatok szama: 5 6
= TDK hallgatok szama: 26 6
= Szakdolgozatos és diplomadolgozatos hallgatok szama: 27 6
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Palyazati aktivitas (1995-t6l)

= 6 alapkutatasi palyazat témavezetbje és kozremikoddje (OTKA, Norveg
OTKA és FKFP palyazatok)

= 33 alkalmazott kutatasi palyazat témavezetdje és kozremikodéje (OMFB,
NKFP programok)

= 14 K+F+l vallalati projekt megrendelés koordinatora (GOP és KMOP
palyazatok)

= 1 EU FP7 palyazat témavezetbje

Egyéb készségek és kompetenciak
= Fradi szurkol6

= vadaszvizsga

= sport (labdajatékok)

= borszakérté

= kartyajatékok

= sielés
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