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1. Bevezetés

Az ivarsejt mélyhiités, mint biotechnikai-biotechnolégiai médszer tobb mint
60 éve ismert a tudomany és az emberiség szamara. Létjogosultsaga az
agrarium egyes agazataiban megkérdéjelezhetetlen, viszont elmondhatd, hogy napi
szinten alkalmazhaté rutin  moddszerként csak néhany mezbgazdasagi
(Allattenyésztési) szektorban kerul alkalmazasra.

A halaszati termel6 agazatban, valamint a halaszati kutatasban is meglelhet6 ez
a modszer, de napjainkban joval csekélyebb mértékben alkalmazzak a
gyakorlatban, mint amire a benne rejl6 lehetéségek predesztinalnak. Ennek okait és
miértjeit nem tiszte ennek a dolgozatnak elemezni, de néhany olyan tényeken
alapuld el6rejelzést fontos kiemelni, mely varhatéan a jov6ében ezen eljaras
fontossagat emelni fogja a halaszat és akvakultura tertiletén egyarant.

Az emberiség lélekszama évente 80 millioval ndvekszik, most 6,6 milliard, de
2050-re meghaladja majd a 9 milliardot (U.S. Census Bureau, 2009). Ez a hatalmas
embertdmeg (tobbek koézott) egy-egy alapveté input és output kritériummal
rendelkezik: élelemmel kell ellatni, és munkaja/tevékenysége folytan terheli
(gyakorta) szennyezi a koérnyezetét. Ezen tények alapjaiban hatarozzak meg a
mez6gazdasag hangsulyos voltat: ezt az embertomeget nap, mint nap élelmiszerrel,
élelmiszer alapanyaggal kell ellatni, viszont a mez8gazdasagi terlletek a nagy
embertdomeg kozvetett vagy kozvetlen hatasara szennyezdédnek, szlkulnek,
adottsagaik romlanak.

A folyamatos termelésnodvelési kényszer, a termelés intenzifikalasa alapvetéen
rakényszeriti a mez6gazdasagot és az ipart, hogy a legfejlettebb technolégiat, a
tudomany legujabb vivmanyait is alkalmazza. Emellett a folyamatos
nyersanyagigény eredéjeként ujabb és ujabb terlletek kerllnek mezbgazdasagi
mdlvelés és ipari hasznositas ala, ami kornyezetvédelmi- és természetvédelmi
aggalyokat ébreszt és general. Ezt tamasztja ala az a tény, hogy a vilagon
napjainkig 6 379 allatfajt haziasitottak, melyek kozul 9% allomanynagysaga kritikus
értéken van, és 39%-a mar veszélyeztetett statuszban van (Hiemstra et al., 2005).

A halak osztalyanak fajgazdagsaga a legnagyobb a gerincesek térzsében, tdbb
mint 22 000 halfajt ismertunk. Ennek 58%-a tengeri, 41%-a édesvizi halfaj, és 1%-a
az édesvizi és soOsvizi térség kozott vandorol élete soran. A legvaltozatosabb
halfajok a tengerekben alakultak ki, ami nem véletlen, mivel a Fold 70%-at boritja
sosvizli tenger és/vagy 6cean. A Fold édesvizi boritottsaga csak 1%, viszont ez a
kis tertlet 8 000 halfaj otthona és élettere.

A vildag halaszati termelése 974 halfajt, 143 rakfélét 116 puhatestit, 26
novényfajt és 73 egyéb allatfajt (pl. tiskésboérieket) érint. Ezek kozul 153 halfaj, 60
héjas allat, 44 puhatestli, 11 ndvény és néhany egyéb allat jelenti a tényleges
termelés dontd hanyadat (Bartley, 2005).

A FAO (Food and Agriculture Organization) felmérte a vizi szervezetek genetikai
tartalékainak védelmi és megbrzési lehetéségeit. A tanulmany hangsulyozza, hogy
mind a termelés fokozasa, mind pedig a biologiai és genetikai sokszinlség
meglrzése elképzelhetetlen a modern biotechnoldgiai és biotechnikai eljarasok
alkalmazasa nélkul (Bartley és Pullin, 1999).

A fentiek alapjan batran kijelenthetd, hogy a termelés fokozasanak egyik

modszere lehet az ivarsejt mélyhltése a halaknal is, valamint az is belathato, hogy a
kornyezet allapotanak drasztikus rombolasa, a biodiverzitas rohamos csOokkenése,
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ezen hatasok kikliszobodlése és megeldzése szintén az ivarsejt mélyhiités valés
sziikségességét vetiti elore.

A természeti er6forrasok egyre gyorsabb Utemi felélése, az éléhelyek
elpusztitasa miatt napjainkban sokkal nagyobb a fajkihalas Uteme, mint barmikor a
Fold torténete soran. A leglatvanyosabban ez a gerinces allatok esetében figyelhet6
meg: jelenleg a madarak 11, az eml6sok 25 és a halak 34%-a valt
veszélyeztetetté. Megszilettek azok a kezdeményezések, amelyek |ényege a
fajkonzervacio, vagy altalanosabban: a biolégiai valtozatossag, azaz biodiverzitas
megébrzése.

Az elmult évszazadban 270 halfaj pusztult ki a Foéldon, és a kipusztulas és
fenyegetettség gyorsulasat jol jelz6 adat, hogy a 270 halfajbol 160 halfaj 1964 utan,
az ipari és mezdgazdasagi termelés ndvekedésének fokozddasatdl szamithato.
Osszességében elmondhatd, hogy az édesvizi halfajok 20%-a, mig a tengeri
halfajok 39%-a veszélyeztetett kategoriaba sorolhatd, habar ennek a statusznak az
értelmezése, és a statuszt megilleté védelem bizonyos érdekek kovetkeztében nem
mindig biztositja a halfajok megovasat (Helfman, 2007).

A halfajok jelentésége az alabbiakban foglalhatoak 6ssze (teljesség igénye nélkil):

e A halak a taplalkozasi lanc (taplalék piramis) fontos szerepl6i, az Okoldgiai
egyensuly fontos tagjai: egyesek mas halfajok vagy magasabbrendi
ragadozé allatok taplalékai, valamint egyes vizi szervezetek egyensulyanak
Orei;

e Fontos indikatorai a vizmin6ségnek és az 0koszisztéma egyensulynak: egyes
halfajok eltlinése bizonyos vizekbdl jelzi a vizminéség romlasat. Emellett
tovabbi tevékenységek (eliszapoldédas, vizszennyezés, vizierébmuivek,
banyaszat, tulhalaszat stb.) is negativ hatassal vannak a halak elterjedésére.
Roéviden fogalmazva: a halak a vizek 6rszemei-indikatorai, azonnal jelzik, ha
valtozas van a kornyezetukben,;

e A vadon él6 és a tenyésztett halfajok fontos elemei az emberi taplalkozasnak.
A halhus magas fehérje tartalma, kivalé zsirsav Osszetétele, zsir- és
koleszterinszegény volta kovetkeztében egyike a legegészségesebb
élelmiszereknek. Rendszeres fogyasztasa pozitiv hatassal van az egyének
egészségi és fitnesz allapotara. Néhany haltermék inyenc csemege, melyek
a luxus élelmiszer kategérigjaba tartoznak (kaviar);

e A horgaszat, mint szabadid6s tevékenység jelentés tarsadalomra gyakorolt
hatassal rendelkezik. Iparagak élnek meg a horgasz tarsadalom
kiszolgalasabdl (felszerelések, csali eledelek gyartasa stb.), és Oriasi
tomegek valasztjak id6toltés végett a horgaszatot. Hazankban 300.000 fére
tehetd a horgaszok létszama, de pl. az Amerikai Egyesiilt Allamok
lakossaganak 30%-a rekreacids horgasznak szamit.

A tenyésztett és vadon él6 Adllatok biodiverzitdsanak meg6rzését hivatott
koordinalni a szamos allam vezetéje altal ratifikalt Biolégiai Diverzitas Egyezmény
(CBD, 1992). Az ebben megfogalmazott elvek mentén sziletett tanulmanyok és
szakkdnyvek taglaljak az egyes allatosztalyok-fajok megbrzésének madozatait,
megvilagitva azok elbényeit és hatranyait egyarant. A szakirodalmak azonban
egységes veleményen vannak az ivarsejt mélyhités potencialis hasznosithatdésaga
és alkalmazhatosaga terén: a kodzeljovd fontos feladatanak jeldlik meg a mélyhitési
technologiak fejlesztési és kidolgozasi Utemének gyorsitasat, mely technolégiak
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felhasznalasa a tenyésztés és génmegorzés két fontos teruletén kertlhet legel6szor
bevezetésre (Hill, 2005).

A modern génmegoérzési eljarasokat tobbféle mdédon lehetséges osztalyozni,
melyek kozul a legfontosabbat mutatja be az 1. sz. abra.

Génmegorzés l

In vivo In vitro
(él6 allat formaban) mélyhiitott sejt, szovet formaban)

In situ Ex situ
(természetes él6helyen) (mesterséges éléhelyen)

Petesejt

— Embrié

— Szomatikus sejt

Lt

1. sz. abra: A gazdasagi haszonallatok génallomany mego6rzésének alap modozatai (Simianer,
2005)

A halak spermajanak mélyhitése az '50-es években kezd6dott, de az azoéta eltelt
tobb mint félévszazad alatt sem nyert létjogosultsagot a gyakorlati életben.
Természetesen vannak kivételek, a lazacfélék egyes fajainal (Amerikai Egyesult
Allamok), illetve tokfélék egyes fajainal (Oroszorszag) rutinszeriien bevalt moédszer,
melyet alkalmaznak a halgazdalkodasi gyakorlatban (Tiersch, 2000).

Laboratériumi, kisérleti és nagy értékkel bird genetikai allomanyok esetében a
modszernek fontos jelentésége van pl. zebradanié, medaka, boédoénhal stb.
esetében, de ezen modszerek is csak szlk korben kertilnek felhasznalasra.

Vitathatatlan tény, hogy a haltermelés intenzifikalasaval egyrészt el6térbe kerdl
az egyedi szelekcid és a molekularis markerek alapjan végzett tenyésztés, ahol a
tenyészallomanyok szintén az egyed fontossaga is novekszik, aminek
eredményeként annak Orokité anyaga is értékké valik. Masrészt tenyésztésbe
vonnak olyan fajokat, mint pl. a barramundi (Lates calcarifer), ahol az ivaratfordulas
miatt a himek csak rovid ideig hasznalhatok, illetve a mélyhités lehetéve teszi az
ontermékenyitést, ami  klasszikus allattenyésztési  értelemben magasan
beltenyésztett vonalak kialakitasaval és keresztezésével jelentds heterdzishatast
eredményezhet.
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Tobb orszagban meélyhitott hal spermabankokat hoztak létre, tobbek kozott
hazankban is a HAKI koordinalasaval, és Tanszékunk hathatos segitségével, de
ezen génbankok is egyes halfajok, tajfajtak és valtozatok genetikai megbrzését
szolgaljak, nem pedig a praktikumot. Még a nagy pusztitast okozo tiszai
cianszennyezés sem vilagitott ra arra a tényre, hogy halaink ivarsejtjeinek hiitése,
és mélyh(itétt formaban valo tarolasa lehetéséget biztosit a kornyezeti katasztréfak
utani visszatelepitésekben, és a tenyésztbi, szaporitéi munka segitésének hathatos
eszkoze lehet. Ehhez a munkahoz a szakember garda adott, tobb kutatointézetben
is megvan az a humaneréforras és infrastrukturalis hattér, amelyet a gyakorlat
szamara hasznositani lehet és kész segiteni a tenyésztéi és természetvédd
tevékenységet.

AlapvetGen két konkrét ok van, amelyek a modszer térnyerését hatraltatjak:

1. Univerzalis, minden halfajra egységesen hasznalhaté modszer hianya.
Ennek hianyaban altalaban a hal csaladokra kulonbozé spermameélyhtési
technoldgiat szikséges kidolgozni, nincsen standard modszer. A meglévd
modszerek jelentds hanyada laboratoriumi hattérhez kotott, gyakorlati
alkalmazhatdsaga szinte kizarhato, terepi munkalatokra alkalmatlanok.

2. A kidolgozott modszerek gyakorlatiatlansaga. A keltetdhazi szaporitas
soran nagy mennyisegu ikraval dolgoznak a szakemberek, a laborszint(
és méretll mélyhltési hattér nehezen, vagy egyaltalan nem illeszthetd
bele a Kkeltet6éhazi technolégiaba. Nagy mennyiségl ikrahoz nagy
mennyiségl meélyhitott sperma szikséges, melynek megvaldsitasa
napjainkban nem megoldott.

A fentiek, valamint az eddigi kutatasi tapasztalataim alapjan -1991 ¢6ta folytatok
kisérleti munkat a halak ivarsejt mélyhitésének tertletén- a jelen dolgozatban az
alabbi célkitiizéseket allitottam fel:

e Olyan mélyhitési modszer kidolgozasara torekedtem, melynek hasznalata
soran minimalizalni lehet a valtozé6 paraméterek korét, és az a gyakorlat
szamara alkalmazhatéva valik;

e Adaptalni a gazdasagi emlésfajokban hasznalatos miszalma méreteket a hal
ivarsejt hltéshez, igy ndvelve az egységnyi id6 alatt hithetd és felolvaszthato
sperma mennyiseéget, elbsegitve annak a keltetbhazi gyakorlatba torténd
beillesztését;

e Gazdasagi haszonhalaink kozil a legfontosabb halfajok sperma mélyh(tési
technolégiajanak tovabbfejlesztése, egyes esetekben adaptalasa mas

fajokra, illetve olyan halfajok spermamélyhitési technikajanak és
metodikajanak  kidolgozasa, melyeknél a mddszer I|étjogosultsaga
vitathatatlan;

e A mélyhitési technoldégia génbanki alkalmazasanak kidolgozasa, és
kozremikodés a modszertan bevezetésében;

e A mélyhitési technologia Uzemi szintl bevezetése legalabb egy, hazai,
gazdasagilag jelentés halfaj esetében.

A célkitizések tekintetében és figyelembevételével a dolgozatban a ponty
(Cyprinus carpio), folyovizi pontyfélék (Cyprinidae) egyes fajainak, a harcsa (Silurus
glanis), a sulld (Sander lucioperca) és a kecsege (Acipenser ruthenus) sperma
mélyhitésének eredményeit taglalom.



Bevezetés dC 273 11

Okkal és joggal merulhet fel, hogy miért csak a sperma fagyasztasra
koncentraltam? Erre az irodalmi attekintésben kildn kitérek, de napjainkig sajnos —
habar nagy erbfeszitéseket fejt ki a kutatd tarsadalom ez iranyba— szamottevo
eredmények a halak ikra- és embrié mélyhldtésében nem szulettek. Ezen témaval
magam és kollégaimmal egyltt vannak probalkozasaink, de ezek még nagyon
kezdetleges szinten folynak, és attérést még josolni sem merészelek ezen a téren.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Az ivarsejt mélyhiités, mint kutatasi tertilet

A modern mélyhiités mérfoldkdvének tekintjiik Polge és munkatarsai
felfedezését, akik 62 évvel ezel6tt glicerin védbanyaggal fagyasztottak baromfi
spermat, és a felolvasztas utan él6-mozgd, tulélé spermiumokat detektaltak (Polge et
al., 1949).

A hal ivarsejtek alacsony homérsékleten végzett tarolasra iranyulo kisérletek
azonban joval korabbra datalédnak. Az él6 sperma rovid ideig tartd tarolasat
alacsony hémérsékleten Ovszjanyikov, orosz (szovjet) kutatd irta le elészoér 1868-
ban, aki lazac (Salmo salar) és maréna (Scomber scombrus) spermajat 48 o6raig
tarolta. Ljebjedincev és Nyedoszivin kezdték el el6szor az életképesség
meghosszabbitasat adalékanyaggal, 1%-0s etanol oldatot alkalmazva 8 napig
tartotta meg a sperma a termékenyitOképességet.

Pisztrangon Scheuring 1925-ben préobalta az ,etanolos” modszert megismételni,
sikertelenll. Wiesner 1934-ben kisérleteiben 8-10 “C-on a sebes pisztrang (Salmo
trutta m. fario) himivarsejtjei 5 napig tartottak meg aktiv allapotukat. Butcher 1944-
ben a szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) spermajat 5 napig tartotta
életben 3 "C-on, folyékony paraffinban (Svéda, 1973).

Ezt kovetbéen Polge és munkatarsainak eredményei mas megvilagitasba
helyezték a kutatasokat, és elindult az a folyamat, melynek eredményeképpen
napjainkig mintegy 200 halfaj spermajanak mélyhiitését dokumentaltak (Tiersch,
2000).

A technika-technolégia térnyerésének okait vizsgalva két fébb magyarazatot
adhatunk a mélyhités fejlédésére (Rana, 1995):

e a haltenyésztésben is hasznaljak a nemesités (keresztezés és szelekcio)
modszereit, ami magaval vonja az értékes tenyeszegyedek ivartermékének
hosszu tavu tarolasanak szikségességét,

e fontos tényezd a mélyhlités génbanki szerepe a kulonbozd védett,
veszélyeztetett fajok fenntartasaban is.

A kutatasi médszertan fokozatosan fejl6dott, és a ujabb és Ujabb ismeretek mas
€s mas kérdéseket generaltak.

Disszertaciomban a tradicionalis mélyhiitési metodikat kdvetem, és mutatom
be az eredményeimet: vagyis védbéanyag és higité optimalizalas soran, a mélyhitési,
felolvasztasi és alkalmazasi technologia standardizalasa mellett igyekeztem
eredményeket produkalni.

Id6kdzben a tudomany fejlédésével szamos modern technoldégia is bevezetésre
kerGlt. llyen pl. a sperma motilitast objektivan analizal6 CASA technolégia
(késBbbiekben targyalom), mely nagysagrendekkel pontosabba tette a
spermamindsitést. llyen eszk6z hasznalatara a disszertacidmban bemutatott munkak
soran azonban alkalmam nem volt (egy ilyen, csucskatagoérias berendezést az idei
évben vasarolt Tanszékunk). Hasonlé fontos, a gyakorlat altal generalt kérdés volt a
mélyh(tott spermabdl kelt ivadékok vitalitasa, tulélési esélyeinek problémakoére. Ezt
szintén nem vizsgaltam a disszertacibmban bemutatott fajokon, mert ezen
vizsgalatok szUkségességére az utobbi id6szak vilagitott ra, illetve tanszéki kollégam
ezen terulettel is foglakozott és adott megnyugtatd valaszokat a felmerdlt kételyekre

11



Irodalmi attekintés dC 273 11

(késObbiekben szintén kitérek ezen kérdéskorre). Az utobbi 10 évben a kutatasok
sulypontja az ujabb halfajok spermamélyhitési technologidjanak kidolgozasan tul, a
meélyhlGtés okozta karosodasok és a sperma minéség alaposabb vizsgalatara
iranyult. A mélyhltés okozta DNS karosodasok felderitésére a kutatdok a Comet
assay elnevezésl modszert alkalmaztak sikerrel (Labbe et al., 2001; Cabrita et al.,
2005; Miskolczi et al., 2005). A mélyhitést kovetben a spermiumok
életképességének tesztelésére az élo-halott fluoreszcens festési eljaras adott
lehetéséget (FlajShans et al., 2004). A modszer pontossaga aramlasos citométeres
(flow cytometer) vizsgalattal kombinalva tovabb javithaté (Liu et al., 2007; Horvath
et al., 2008a)

A fentiek mellett évr6l-évre ujabb fejlesztések, a tudomany fejl6désével modern
high-tech berendezések szolgaljak a kutatokat, és ennek is kdszénhetd, hogy az
elmalt 10 évben ugrasszerllen novekedett a vizi szervezetek sejtjeinek
mélyhltésével foglalkozé irodalom (Tiersch, 2011). Ezen irodalmak a kulénb6zé
szovetek, sejtek fagyasztasa mellett jelentés szamban tartalmazzak a gaméta és
embri6 fagyasztassal kapcsolatos kdzleményeket és cikkeket (2. sz. abra).
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2. sz. abra: A vizi szervezetek sejtjeinek mélyhiitési irodalmanak valtozasa (Tiersch, 2011)

Kllén szimpoziumok foglalkoznak a hal ivarsejtek biolégiajaval és ezen talalkozdk
alkalmaval kulon szekcié targyalja az ivarsejt mélyhltés aktualitasait. Ennek a
tanacskozasnak adott otthont legutébb hazank, mely egyben jelentette a hazai hal
ivarsejttel foglalkozo kutatok elismertségét is (http://fish-gametes2011.org).

A fentiek alapjan kijelenthetdé, hogy az ivarsejt mélyhités, ennek vizi
Okoszisztémak fajaival foglalkozé aga az elmult években kimagaslé fejlédésen ment
keresztll, Iétjogosultsaga elvitathatatlan az él6 természettudomany berkein beldl.

2.2. A mélyhiites alapelvei

2.2.1. A viz és vizes oldatok fagyasa

Az él6 anyag mélyhitési folyamatanak megértéshez a vizes oldatok hilésének és
fagyasanak alapjaival sziikséges tisztaban lenni, mivel az elvrendszer szinte teljesen
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megegyezik. A viz fagyaspontja 0 °C, az ionokat és egyéb oldott anyagokat
tartalmazo vizes oldat ennél alacsonyabb hémérsékleten fagy meg. Idealis esetben
az oldatbdl el6szor a viz fagy ki, mivel a jég kristalyracsaba elsésorban vizmolekulak
épulnek be. Ennek eredményeként a hatramaradé oldat besilrisodik és fagyaspontja
is sullyed. Ez a folyamat az ugynevezett eutektikus pontig folytatdédik, amikor az
oldat slirisége eléri lehetséges maximumat és megfagy.

A természetben, természetes korulmények kozott a fagyas meég tiszta viz
esetében sem mindig 0 °C-on megy végbe, hanem a viz, vagy oldata tulhil, azaz a
hémérseéklete a fagyaspont ala sillyed, de az oldat folyékony marad. A jégképzddeés
ugynevezett kristalyosodasi magok korul indul el. A magképz6dés lehet homogén
és heterogén. Az el6bbi esetben koncentraciokulonbségek szerepelhetnek
jégmagkeént, mig az utobbi esetben kulonboz6 szennyezbdések, vagy az oldattal
érintkez6 felluletek egyenetlenségei okozzak a magképzddeést. Heterogén mag
hianyaban az oldat akar —40 °C-ig is tulhdlhet, ahol spontan homogén magképz&dés
indul el, és az oldat megfagy.

A viz és oldatai a fagyas kdzben felmelegszenek a valédi fagyaspontjukra, mivel
a folyékony halmazallapotbdl a szilardba valdé atmenetbdl szarmazd energia
felszabadul és a keletkezett h6 megemeli az anyag hémérsékletét. Ezutan az egész
anyag atalakul kristalyos jéggé (Denniston et al., 2000).

Az oldatok hdtésének létezik ezen kivul egy masik mddja, az ugynevezett
vitrifikacié. Ez az ultragyors hitési eljaras Uvegszeri amorf allapot kialakulasat
eredményezi, kristalyos jég képzddése nélkul. A vitrifikaci6 nem jar egyutt a
molekularis kapcsolatok megvaltozasaval a folyékony halmazallapothoz képest,
hanem egy olyan szilard allapotot eredményez, amely mintegy "pillanatfelvétele" a
cseppfolyds allapotnak (Fahy et al., 1984). Mivel ilyenkor nincs vizleadas és
jégképzédés — a lehiitétt anyag valtozatlan formaban régzil — ez lenne az idealis
modszer a hitésre, azonban a sikeres vitrifikaciohoz a kulonb6z6 védéanyagok olyan
tomeénysegi alkalmazasa szukséges, amelyet csak bizonyos sejttipusok toleralnak,
de a leggyakrabban mélyhiitoétt anyag, a sperma nem visel el (Horvath és Urbanyi,
2000).

2.2.2. Az é16 sejtekben és szovetekben végbementd folyamatok

A hités elvi alapjait az €16 anyagban egy nagyon fontos tényez6 befolyasolja: a
sejtmembran, amely féligatereszté hartyaként az ozmotikus folyamatokat
szabalyozza, tehat vizet és kisebb molekulakat atenged, mig a nagyobb méreti
molekuldk aramlasat akadalyozza. Az ozmozis elve szerint a féligatereszté hartyan
mindig a higabb oldatbdl a tdoményebb felé térténik a vizaramlas, tehat a higabb oldat
igyekszik felhigitani a toményebbet és nem forditva.

Habar a citoplazma fagyaspontja —1 °C fol6tt van, a sejtekben az oldat altalaban -
10-15°C-ig tulhdl. Ez két tényezbre vezethet6 vissza: a sejtmembran képes
meggatolni a jég behatolasat a sejtekbe még akkor is, amikor a jégképz6dés az
extracellularis térben mar megindult, a masik, hogy a sejtekben nincsenek jelen
hatékony magképz6 elemek (Mazur, 1970). Az ozmdzis szabalyai alapjan, amikor a
sejtkdzotti térben elindul a kristalyos jég képzédése a sejtben 1évd tulhdlt oldat
igyekszik vizleadassal kiegyenliteni a kialakulé ozmotikus nyomaskulonbséget az
intracellularis és az egyre beslrlis6dé extracellularis tér kdzott. Ha erre nincs a
sejtnek ideje, mert a hités sebessége tul nagy, akkor a sejtben nagyméreti
jégkristalyok alakjaban megindul a jégképzédés, amelyek roncsoljak a sejt belsd
szerkezetét, elsésorban a membrant (Mazur, 1963; Leibo, 1980). A vizleadast
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segithetjuk alacsonyabb eutektikus ponttal rendelkez6 véd6anyagok hozzaadasaval.
A sejtek vizleadasa azonban addig nem indul meg, amig az extracellularis
folyadékban el nem kezdddik a jégmagképz6dés. Amennyiben hagyjuk a sejteket
tartalmazoé folyadékot is magképzés nélkal tulhdlni, akkor a fagyas ismét csak
gyorsan, nagy jégkristalyok képzésevel zajlik le, ami a sejt halalahoz vezet. Ezért a
folyadék tualhlilését megakadalyozandd, adott hdémérsékleten mesterséges
magképzeést, un. seedinget hasznalnak, ami a gyakorlatban ugy zajlik, hogy egy
leh(tott targyat (pl. csipeszt) hozzaérintenek a folyadékhoz. Spermamélyhitésnél
nincs szukseég seedingre.

Ha lassu hitéssel a sejt vizleadasat segitjuk, az a sejt kiszaradasahoz vezethet,
ami szintén letalis hatasu. A kutaté feladata megtalalni azt az idealis hitési
sebességet, ahol a vizleadas mar olyan mértékl, ami megakadalyozza a nagyméreti
jégkristalyok kialakulasat, de még nem vezet a sejt végleges kiszaradasahoz. A vizes
oldatok fagyasanak korszer(i elmélete szerint a megfagyott oldat két részbdl all: a
jégkristalyokbol és a bekoncentralodott, oldott anyagokat tartalmazé kristalyszerkezet
nélkulli szilard amorf részbél. Az amorf rész aranya fligg az oldat koncentraciojatél és
a hitési sebesseégtdl. Minél nagyobb a koncentracié és a hitési sebesség, annal
nagyobb lesz az amorf, vitrifikalodott rész aranya.

Az él6 anyag mélyhltésének és tarolasanak masik nagy lehet6ségét a vitrifikacio
rejti magaban. A folyadék kristalyosodasaval szemben az Gvegszeri allapot képzése
jelenlegi tudasunk szerint semmiféle karosodast nem okoz a sejtekben. A sikeres
amely adott esetben toxikus lehet a sejtekre nézve. A masik oldalrdl nézve, viszont,
megallapithatd, hogy a jégkristalyok képz&édésével jaré fagyas végeredményét nézve
még magasabb és meég karosabb védbéanyag-koncentracid Iétrejottével jar, mivel a
viz kifagyasaval a véddanyagok koncentracidja is novekszik (Fahy et al., 1984). A
vitrifikacié masik nagy korlatja, hogy az uvegszeri allapot nem stabil, a hasznalhato
véddanyag-koncentraciok mellett - féleg felolvasztas kézben - kdnnyen el6fordulhat,
hogy az oldat devitrifikalodik, tehat kristalyos fagyas kdvetkezik be.

Felolvasztasnal szintén vigyazni kell az optimalis felolvasztasi sebességre.
Amennyiben a felolvasztas sebessége tul alacsony az eredetileg kisméreti
jégkristalyok nagyobb kristalyokka egyesulhetnek az olvasztas folyaman, ami ismét
csak a sejtorganellumok szétroncsolasat eredményezi. Ezért a felolvasztas
sebességét altalaban percenkénti 1000°C-nal magasabbra kell megvalasztani
(Denniston et al., 2000).

2.2.3. A védbéanyagok

A védbanyagok vagy krioprotektansok alacsony toxicitdsu és nagy
vizoldhatésagu anyagok, amelyeket két nagy csoportra osztunk aszerint, hogy
behatolnak-e a sejtekbe, vagy sem. Az extracellularis, be nem hatold
védbanyagokhoz kulonb6zd nagy molekulaju polimerek, cukrok tartoznak, amelyek a
sejtmembranhoz kapcsoldédva azokat stabilizaljak. Az intracellularis, behatolo
védbanyagok soraba tartozik a dimetil-szulfoxid (DMSO), dimetil-acetamid (DMA),
metanol, glicerin, etilén-glikol és mas kis molekulasulyd anyagok. A hitéshez
altalaban elengedhetetlennek tartjak az intracellularis védéanyagok hasznalatat, az
altalunk ismert szakirodalom nem tud kizarélag extracellularis védéanyagok sikeres
hasznalatarél. A védbéanyagok behatolasi sebessége tobb tényez6tél flgg, pl. a
hitésre szant sejtek tipusatol, fellletuktdl, fejlédési stadiumuktdl és az intra- és
extracellularis tér kozti koncentracio-kulonbségektél. Ezen kivll természetesen adott
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sejttipus esetében az alkalmazott véd6éanyagok behatolasi képességei kozt is van
eltérés. igy példaul zebradanié embridinal tapasztaltak, hogy a metanol mar 15
perccel a veédbanyagokat tartalmazé oldatba sullyesztés utan is magas
koncentraciéban volt jelen a sejtekben (és az id6 mulasaval ez a koncentracioé csak
nétt), mig a DMSO-t és propilén-glikolt tartalmazé oldattal kezelt embriokban még 2
ora elmultaval sem volt tapasztalhaté szamottevé behatolas (Hagedorn és Kleinhans,
2000).

A véddanyagok hatasmechanizmusa napjainkban sem pontosan ismert.
Tisztazott tény, hogy a védbanyagok hasznalata gyorsitja a sejtek vizleadasat a
koncentraciokllonbség fenntartasa céljabdl, viszont ezen tulajdonsagukon felll
minden egyéb funkcid ismeretlen. Az azonban bizonyos, hogy a védb6anyagok
hasznalata elengedhetetlen az él6 sejtek és szovetek alacsony hémérsékleten
torténd tuléléséhez. Mivel a védbanyagok csokkentik az oldat fagyaspontjat,
amelyhez hozzaadjak 6ket, ezért kevesebb jég képzddik (Denniston et al., 2000).

A védéanyagok azonban rendelkeznek bizonyos mértéki toxicitassal is. Altalanos
elvként elfogadhatd, hogy a véddanyagok optimalisnal magasabb koncentracidja
esetén mar nem a fagyasztas, hanem a véddanyagok maguk fejtenek ki karositd
hatast még a hités megkezdése el6tt (Fahy, 1986). Ezért a kutatd feladata a

Ve

2.2.4. A mélyhiitott sejtek tarolasa

A tarolasi hémérsékletnek -139 °C-nal alacsonyabbnak kell lennie, ugyanis
ennél magasabb hdémérsékleten az amorf jégben a vizmolekulaknak lesz annyi
mozgasi energidjuk, hogy a kristalyszerkezet racspontjaiba vandoroljanak. Ekkor
alakulnak ki a jégkristalyok, amelyek kozvetlenul okozhatjak a sejt pusztulasat, vagy
a felolvasztas soran kristalyképzddési magként szerepelnek, aminek kovetkeztében
konnyebben alakulnak ki nagy jégkristalyok. Az altalanosan elterjedt tarolékozeg a
folyékony nitrogén. A folyékony nitrogénnek olyan alacsony a hémérséklete (-196
°C), ahol a biogén molekulak mar csak rezg6 és rotacios mozgast képesek végezni,
tehat biokémiai folyamatokban nem vesznek részt. Ezért a folyékony nitrogénben
tarolt anyagok gyakorlatilag korlatlan ideig eltarthatdk valtozas nélkul. A tarolasi id6
egyetlen korlatozé tényezdje a hattérsugarzas. Szamitasok szerint egy mélyhitott
sejtpopulaciot ér6 hattérsugarzas 32.000 év alatt éri el az un. D10 dozist, amelyet a
populacionak csak a 10 %-a él tul. Tehat a mélyhtétt anyag emberi 1éptékkel mérve
korlatlan ideig eltarthaté igen csekély mértékl karosodassal (Fahy, 1986).

2.3. A halak him ivarszervei és ivarsejtjei

2.3.1. A here tipusai

A halak spermatogenezise a herében zajlik. Ez két lebenybdl allé hosszukas
paros szerv, a hasureg hati részén talalhaté hosszanti iranyban. A lebenyek lehetnek
részlegesen dsszenbttek, mint a sugérféléknél vagy teljesen 6sszendéttek, mint az
elevenszilé fogaspontyoknal (Billard, 1986). A here kivezetd6csatornaja a
végbélnyilas és a hugycsé kdzott elhelyezked6 ivarnyilasig, az ivari papillaig tart. A
csontoshalak heréjének két f6 tipusa ismert: a csdves (tubularis) vagy ujabb
elnevezéssel korlatozott (restricted) here, és a lebenyes (lobularis) vagy nem
korlatozott (unrestricted) here (Billard et al., 1982). A tubularis here elsésorban az
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elevenszulé fogaspontyokra jellemzd, mig a tenyésztett halfajaink lobularis herével
rendelkezik.

A két f6 tipus morfolégiajaban és spermatogenezis rendszerében tér el
egymastol:

1. A csoves here kozpontjat egy nagymeéretl ureg képezi, ahol a spermiumok
spermatozeugmaknak nevezett csomokban talalhatok. Ebbdl az Uregbdl csovek
nyulnak sugariranyban a here szélei felé, amelyekben a spermatogenezis fazisainak
megfeleléen a csucstdl a kdzponti Ureg felé talalhatdbak meg a kuldonb6zd fejlédési
stadiumu himivarsejtek. A csdvek csucsaban talalhato ,A”-tipusu spermatogoniumok
még egyenként fejlédnek, a kozponti Ureg felé haladva az el6z6ekbdl kialakuld ,B”-
tipusu spermatogoniumok azonban mar cisztakat képeznek és ezek a cisztak
folytatjak fejlédésiket és haladnak a cs6 kivezetényilasa felé, ahol végul egy ciszta
alkot majd egy spermatozeugmat (Billard, 1986).

2. A lebenyes herében a himivarsejtek egy szerteagaz6é csérendszerben
fejlédnek, amely lebenykéket alkot, ezek falat 6sszekotd intersticialis szovet alkotja.
A lobulus elnevezés a csérendszerre azért indokolt, mert a csovek belsé atméréje
erdsen valtozo és szdvettanilag lebenyszerl szerkezetet mutat. A kilonb6zé fejlédési
stadiumu himivarsejtek a csdévek Ilumenének egész felliletén mindenhol
megtalalhatéak, nincsenek adott csészakaszhoz kotve. A spermatogenezis soran
csak kismértékben mozdulnak el a cisztak a lebeny belseje felé. A spermiumok a
lobulusok belsé Uregébe urulnek, ahonnan tovabb szallitddnak a spermavezetéken
keresztll a kulvilag felé (Billard, 1986).

2.3.2. A here szerkezete

A gazdasagi szempontbdl jelentds halfajokra jellemzé lobularis herében a here
kulsé falatol 6sszekotd szovet valaszfalak indulnak ki, amelyek szabalytalan csdveket
hoznak Iétre. A csdvek, illetve lebenykék belsé falat Sertoli-sejtek alkotjak, valamint
az ezekben elhelyezkedé fejl6dé ivarsejtek. A lebenykék belsé vége a kulsé herefal
felé néz. A lobulusok falat alkoté bazdlis membrant az interlobularis térben
fibroblasztok folyamatos fala hatarolja, amely tavolodva a bazalis membrantdl ritkabb
szovetet alkot (Billard, 1986).

A fejl6dd ivarsejteken kivll két fontosabb szomatikus sejttipus lelhetd fel a
herében. Az interlobularis térben a fibroblasztok kozott elszort sejtcsoportokban
talalhaték az ugynevezett intersticidlis sejtek, amelyek szexualszteroidhormon-
termelésik miatt a fejlettebb gerincesek Leydig-sejtjeivel homolégok. A Sertoli-
sejteknek nevezett sejtek nevének jogossagat tobb kutatd vitatja (Billard, 1972;
Roosen-Runge, 1977). Véleménylk szerint ezek a sejtek azonban valéban
homologok a fejlett gerincesek Sertoli-sejtjeivel, am muikodésukben azoktdl tobb
ponton is eltérnek. A halak spermatogenezise teljes egészben ezekbe a sejtekbe
agyazottan, azok altal korulvéve torténik. A fejl6dd ivarsejtek nem érintkeznek a
bazalis membrannal, mig az eml6sok heréjében ez a kapcsolat megvan. Ennek
megfelel6en ajanljak a ciszta-sejt elnevezést a Sertoli-sejt helyett, amely kizardlag az
eml8sOk esetében hasznalhaté. A ciszta sejt funkcidja azon tul, hogy a fejl6dd
ivarsejteket tartalmazzak, a tapanyagtranszport a fejl6dé ivarsejtekhez és a
spermatogenezis végén a visszamaradt spermiumok fagocitdzisa.
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2.3.3. A halak spermiuma

A csontos halak spermiuma egy igen leegyszerisitett sejtszerkezetet mutat,
amely nem rendelkezik sem akroszomaval, sem perforatériummal (Stoss, 1983). Az
Osi jellegl tokalakuak rendjébe tartozé fajok himivarsejtjei még rendelkeznek mikodé
akroszomaval (Cherr és Clark, 1984), azonban ez a sejtszerv a fejlettebb
csontoshalak termékenyulés-biologidjanak sajatossagai miatt az evoluciéo soran
feleslegessé valt és eltlint (3. sz. abra).

A valodi csontoshalak kozul a szivarvanyos pisztrang spermatogenezisének
spermatida fazisaban fedeztek fel egy akroszéma-szer(i vakuélumot, amely azonban
az érett spermiumban nincs jelen (Billard, 1983).

A csontoshalak jellegzetes spermiumtipusaként a pontyfélék himivarsejtjét lehet
bemutatni (Bacetti et al., 1984).

3. sz. dbra: Két tokspermium pasztazoé elektronmikroszképos képe
(a: akroszomareakcio elétt, b: akroszémareakcié utan) (Cherr és Clark, 1984 utan)

A spermium feje tartalmazza a gémboly(l, vagy enyhén elliptikus sejtmagot, amely
mindig oldalra eltolédva, excentrikusan helyezkedik el a farok tengelyéhez képest (4.
sz. abra).

4. sz. dbra: Az aranyhal (Carassius auratus) spermiumanak vazlatos felépitése (Bacetti et al.,
1984 utan). Jelolések: a: axonéma, pc: proximalis centriélum, dc: distalis centridélum
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A fej atmérdje 1,5-2,5 ym a pontyféléknél. A sejtmag és a farok kozott az
Osszekottetést a két, valtozatosan elhelyezked6 centridlum (proximalis és distalis)
biztositja. Ezek kozul a distalis centrilum a faroktengellyel egy vonalban talalhato,
mig a proximalis megkdzelitbleg 120°-o0s szdget alkot azzal. A halspermium nem
rendelkezik az egyéb rendszertani egységek himivarsejtieire jellemzd kifejezett
k6zépdarabbal. A sejtmag utan egy, a spermium farkat (flagellumat) gylriszerien
koraldlel6 citoplazmatikus kituremkedés talalhatd, amely 2-10 mitokondriumot
tartalmaz. A faroktengely tove és a citoplazmatikus kitliremkedés kozott egy
ugynevezett posztnuklearis csatorna figyelhet6 meg. A spermium farka jellegzetes
9+2 elrendezést mutat 9 dupla periférikus és 2 szimpla centralis rosttal. A farok
hossza pontyféléknél 36 és 60 um kozott valtozik, jelents fajok kozotti eltéréssel.

A bemutatott sejttipustol szamos eltérés ismert a halak kozott. igy példaul az
Ictaluridae csaladba tartéz6 harcsafajok spermiuma biflagellalt, két farokkal
rendelkezik (Mattei, 1991). Kulonleges spermiumtipussal rendelkeznek a
stigéralakuak (Perciformes) rendjébe tartozé fajok. A sejtmag a farok tengelyétél
teljesen eltavolodott, alapja a flagellum tengelyével parhuzamos, a sejtmag alapjan
bemélyedés talalhatdo, am a centriolumok ezen kivul helyezkednek el. Az irodalmi
adatok szerint a sugéralakuak spermiuma egy leegyszerUsitett spermiogenezis
eredménye, amelybdl kimaradt az a fazis, amely soran a sejtmag elfordulasa a
centridlumokat a mag alapi részén talalhaté mélyedésbe helyezi (Mattei, 1991).

A herében a spermiumok nyugalmi allapotban vannak. Mozgasuk a szabadba
(vizbe, termékenyité oldatba) kerilve indul el. A szabadba kerilés soran haromféle
valtozas mehet végbe, amely a mozgast kivaltja. A legtdobb édesvizi halfajban, pl. a
pontyfélékben a mozgas kivalté tényezbje az ozmolalitas csdokkenése. A szeminalis
folyadék ozmolalitasa fajtol figgéen 250-300 mosmol/kg H20. Amennyiben ezt az
értéket csdkkentjik a sejtek mozgasa elindul, fuggetlenil attol, hogy az izoténias
immobilizalé oldat, amiben a spermat felhigitottuk eredetileg milyen komponensekbdl
— sOkbol, vagy cukrokbdl — allt (Morisawa et al., 1983), tehat a pontyfélék
himivarsejtjeinél a mozgas f6 kivalté oka az ozmotikus nyomas csokkenése. Ezzel
szemben a pisztrangfélék spermiumait a K+ koncentracié tarta mozdulatlanul.
Kimutattak, hogy amennyiben a higitdé kizarélag NaCl-ot tartalmazott (ami a
pontyfélék spermiumait immobilizalta volna), akkor a sejtek még abban az esetben is
mozgasnak indultak, amikor az oldat ozmolalitasa jéval meghaladta (450 mosmol/kg
H20) az izotonias 300 mosmol/kg H20 értéket (Morisawa et al., 1983). Az aktivalt
spermiumok igen rovid ideig mozognak, fajtél fuggbében minddssze 30-60
masodpercig. A tengeri halfajok spermiumainak mozgasat az extracellularis
ozmolalitas emelkedése aktivalja (Morisawa és Suzuki, 1980), ugyanakkor egyes
fajok esetében az aktivacios mechanizmus ennél bonyolultabb is lehet. Az egyik
heringfaj, a Clupea pallasi spermiumai a tobbi tengeri halfajnoz hasonléan
aktivalédnak a hiperozmotikus tengervizi kornyezetben, ugyanakkor a motilitas
értéke alacsony marad. Az ikra jelenlétében ugyanakkor a mozgd spermiumok
aranya igen magas, ami azt feltételezi, hogy a spermiumok aktivaciéjahoz a néi
ivarsejteken jelen 1évé vagy azokkal ivaskor egyutt Grtlé anyagok is hozzajarulnak
(Morisawa et al., 1992).

A spermiumok egy kuldnleges tipusat képviselik a tokfélék himivarsejtiei. Az
emlitett mikodo akroszoman kivul szamos tulajdonsagukban eltérnek a csontoshalak
spermiumaitél. A feji részuk er6sen megnyult, nem gombdlyded, hanem hosszukas,
hengeres alaku. Hossza 7um koruli. A mozgashoz az energiat Dbiztositd
mitokondriumok nem egy posztnuklearis csatornaban, hanem egy jol kifejezett
k6zépdarabban talalhatdéak. Az akroszomalis régidhoz egy rostos anyagot tartalmazo
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szubakroszomalis terllet kapcsolodik, amelybdl kiindulva 3 csatorna fut végig a fej
belsejében egyfajta harmas hélixet alkotva (Cherr és Clark, 1984). A szeminalis
folyadék ozmolalitasa nagysagrendekkel alacsonyabb a csontoshalaknal tapasztalt
értéknél: 40-80 mosmol/kg H20 korlli. Mivel igy a vizbe Urités soran az ozmotikus
nyomasvaltozas nem olyan drasztikus, mint a csontoshalak spermiumai esetében, a
tokfélék spermiumai 5-6 percig (szélséséges esetben 1 éraig) is mozognak. Akarcsak
a pisztrangfélékneél, itt is els6ésorban K+ koncentracié tinik felelésnek az
immobilizaciéért (Gallis et al., 1991).

2.3.4. A spermatogenezis folyamata

A korai egyedfejl6dés soran a haslreg hatsé falan mar a kel6 pontylarvaban
észrevehetbek a gyongysorszerien elhelyezked6 elsddleges 6sivarsejtek
(Parmentier és Timmermans, 1985). Ezek j6l felismerheték nagy méretukrél (15-25
um), tojasszerd alakjukrol és nagyméretl sejtmagjukrol (7-10um). A primordialis
gonadsejtek szama 50 kordli, mitotikusan osztédni képesek, és két tovabbi
gonadsejttipust hoznak létre, amelyek kdzll legalabb az egyik megtalalhaté a felnétt
himivaru egyedekben. Ezek a primordialis ,A” tipusu spermatogoniumok. Az
ivarszerv differencialédasa petefészekké és herévé az egyedfejlédés 10. hetében
kovetkezik be a pontyban (Parmentier és Timmermans, 1985). A primordialis
ivarsejtekbdl létrejové ,A” tipusu spermatogéniumok mar allandd résztvevéi a
spermatogenezisnek. Ezek a legnagyobb méretli sejtek a fejlédé herében, és
jellemzéjik, hogy mindig egyesével allnak. A cisztakka rendez6dott és az el6z6ekbdl
kifejléd6é ujabb sejttipus a ,B” tipusu spermatogdénium. Ezekre csokkend sejt és
sejtmagméret a jellemzé (Billard, 1990).

Az ivarsejtek fejlédésének kovetkez6 allomasat képezik az els6érendi
spermatocitak, amelyekkel elkezdédik a meidzis folyamata. Pontynal ez a fazis a
fejlédés 20. hetében figyelhetd meg el6szor. A B tipusu spermatogdéniumoktol a
nagymeretl sejtmag és az er6sen megnovekedett méretl ciszta kulonbozteti meg az
els6rendd  spermatocitakat. Az elsérendi  spermatocitakbol  1étrejové n
kromoszomaszamu masodrendl spermatocitakat tartalmazoé cisztak szama kevés,
ami azt valdszinisiti, hogy ez a fazis halaknal igen rovid.

A masodrendli spermatocitak osztddasa befejezi a meidzis folyamatat és
létrehozza a haploid spermatidakat. A spermatidak gombolyl sejtek, amelyek
belépve a spermiogenezis folyamataba, létrehozzak a termékenyitésre érett
spermiumokat. A sejtmagban a kromatin fokozatos atalakulasa és besUrisodése
figyelhetd meg, azonban halakban ez korantsem olyan kifejezett és erételjes, mint a
magasabb rend( gerincesekben. Pisztrangnal a sejtmag enyhén megnyulik, a
centridlumok helyzete keveset valtozik, és a kozépdarab mitokondrium-gylrive
egyszerUsodik (Billard, 1983). Ponty és csuka esetében a sejtmag és igy a spermium
feje gdombdlyl marad, és a farok a médosulatlan centriolaris komplexumon keresztil
csatlakozik a fejhez (Billard, 1969).

A tubularis herével rendelkezé fajok spermatogenezise egész évben folyamatos.
A lobularis heretipusra azonban a ciklusossag jellemz6. A ciklusossag jellege
alapjan két, jol elkiilonithetd csoportra lehet felosztani a spermatogenezist.

1. Pisztrangtipus. Két telies mértékben elkllonuldé ciklusra bonthaté a
spermatogenezis. Kizarolag az ,A” tipusu spermatogoniumok vannak
folyamatosan jelen a herében, az 0sszes tobbi fejlédési stadium, valamint
az azokat tartalmazoé cisztak teljes mértékben eliminalodnak a kdvetkez6
ciklus kezdete el6tt. A pisztrangféléken kivil ez a tipus jellemz6 a
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bodorkara (Escaffre és Billard, 1976), a csukara (Billard et al., 1983), a
compora (Breton et al., 1980) és altalaban a legtobb mérsékeltdvi halfajra.

2. Pontytipus. A két egymast kovetd ciklus nem kulonul el olyan élesen, mint
az eléz6 tipusnal. Az ,A” és ,B” tipusu spermatogoniumok, valamint a
spermiumok folyamatosan jelen vannak a herében. A spermatogenezis itt
is id6északos, de a ciklusok atfedik egymast. Ha a ponty egyedeket
folyamatosan 10 °C feletti hémérsékleten tartjuk, barmely évszakban
képes termékenyitbképes spermat termelni, feltéve, hogy gonadotréop
stimulus éri a himeket.

2.4. A halsperma-mélyhiités folyamata

A halsperma-mélyhités folyamatanak f6bb lépései jol kidolgozott, tobb évtizedes
kutatas-fejlesztések eredményei. Viszonylag jol standardizalt metodika, mely az
édesvizi haszonhalak esetében kivaloan muikodik. A fébb lépéseit mutatja be az 5.
sz. abra.

Spermafejés Hitémédium elkészitése

Mindsités % @ @ {JE{

Higitas

&

Equilibracio

=

Fagyasztas

=

Tarolas
-

=

Felolvasztas

b5
&

=

Mindsités

& O

Termékenyités

5. sz. abra: A halsperma-mélyhiités jelentésebb lépései (Urbanyi et al., 2004)
2.4.1. A spermamélyhiités torténete

A spermamélyhités, mint biotechnikai eljaras térténete viszonylag fiatal: az elsé
dokumentalt Iépésének Polge és munkatarsai (1949) munkajat tekintjik, akik glicerin
segitségével fagyasztottak baromfi spermat, majd a felolvasztast kdvetéen mozgo
sejteket detektaltak. Ez a Kkisérlet bizonyitotta a véddanyagok jelentéségét,
ramutatott arra a tényre, hogy védb6anyagok alkalmazasaval a sejtek tulélik az
extrém hideg korulményeket is. Polge és munkatarsainak felfedezését kdvetéen a
krioprezervacié technikaja, az ezt célzé kutatasok jelentés fejlédésnek indultak. A
kutatasok els6sorban a gazdasagi haszonadllatok, igy értelemszerien a
gazdasagilag legjelentésebb allatfaj, a szarvasmarha esetében tortént sikeres
elérelépés Smith és Polge (1950) kisérleteivel, majd a fejl6édés kovetkezd
lépcsdfokaként az elsé mélyhitésbél szarmazd borju szlletését publikalta Stewart
(1951), aki -79 °C-ra mélyh(itott és felolvasztott bikaonddt hasznalt az inszeminacié
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soran. A szarvasmarha esetében napjainkra kulon iparagga valt a
spermamélyh(ités, mely Gzemi gyakorlatta fejl6dott és nagymértékben hozzajarult a
genetikai elérehaladas gyorsitasahoz.

A halspermamélyhités hasonlé mérfoldkoveként Blaxter (1953) kisérletét tekintik,
akinek a szarazjég (-79 °C) hémérsékletérdl sikerult életképes hering spermiumokat
felolvasztani. A '90-es évek kodzepéig mintegy 200 halfaj spermajat hiitotték sikerrel
kutatdbk a vilag szamos pontjan (Tiersch, 2000), mely érték napjainkig csak
novekedett. A csontoshalak kozul a pisztrangfélék (Salmonidae) spermamélyhitése
fejlodott a leggyorsabban, koszOnhetbéen annak, hogy szamos kutatd csoport
dolgozott és dolgozik a vilag minden pontjan tobbek kozott a szivarvanyos pisztrang
himivarsejtjének mélyhitési technikajan, mely igy kozel all az Gzemi alkalmazashoz.

2.4.2. A sperma kinyerése

Mesterséges korulmények (keltetéhazi indukalt szaporitas soran) kozott a
beoltott halak spermajat fejéssel nyerik a tejes egyedektdl. llyenkor vigyazni kell
arra, hogy az ivartermék ne szennyez6djon vizelettel, bélsarral, vagy vérrel, mert
esetleg aktivalhatia a spermiumokat, rontva a termékenyllés esélyeit. A halak
tobbségénél (pl. ponty, tokfélék, sillé stb.) a spermanyerés egyszeribb folyamat, a
harcsak fejése anatomiai sajatossagaik miatt azonban nehézkes, a hagyomanyos
fejés nem hasznalhaté médszer, igy a halak heréjét ki kell operalni és kbzvetlendl
abbdl nyerik ki a spermat.

2.4.3. A nativ sperma minésitése

A minésités soran az alabbi szempontokat vizsgaljak:
1. a haladé mozgast végz6 spermiumok %-os aranya,
2. a halad6é mozgas ideje,
3. a halad6é mozgas intenzitasa,
4. a sperma mennyisége,
5. a sperma koncentracidja (spermium/mil),
6. a sperma szine és allaga
7. a spermiumok morfoldgiaja.

A gyakorlatban altalaban az elsé 4-5 szempont szerint mindsitik a spermat. A
motilitasi %-ot és intenzitast tobbnyire becsléssel, a mozgasi id6t, a sperma
mennyisegét és koncentraciojat egyszerl mérési modszerekkel hatarozzak meg. A
becsléshez nagy gyakorlatra van sziikség, és sokszor szubjektiv. A bikasperma
mindsitésére ma mar egy sokkal objektivebb modszert hasznalnak a motilitasi
szazalék megallapitasara, amely a spermiumok atlagos mozgasi sebességét is
képes mérni. A spermium szine és allaga szintén szubjektiv médon minésithet. A
sperma koncentracidjat nagy higitasban (ezerszeres-tizezerszeres higitas) Burker-
kamras vizsgalattal (400-szoros nagyitasnal) lehet megallapitani (Szasz, 2007).

A mindsitést gyorsan kell elvégezni, hogy a minéségromlast elkeruljuk. A spermat
felhasznalasig 4 °C-on hitészekrényben kell tartani, és minél elébb fel kell hasznalni.

Az elmult években a sperma mindsitési rendszer is nagy valtozason ment
keresztll, az informatika térnyerésével ez a metodika is modernebbé és
objektivabba valt, a gyorsasdg és a pontossag mellett. A szamitdégépes
spermavizsgalat, azaz a CASA (computer assisted sperm analysis) rendszer a
spermamozgas képi megjelenitésének és analizisének harmadik generacids
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eszkozeét képviseli. A modern CASA rendszerek mogott igen jelentds fejl6dési
folyamat all, hiszen mar tobb mint 300 évvel ezelbtt hasznaltak el6szor
spermamedgfigyelésre alkalmas eszkozt.

Ma mar a CASA egy automatizalt rendszer (hardver és szoftver), mely alkalmas
a spermamozgasrol készult képek egymas utani megjelenitésére és digitalizalasara,
valamint az informacié feldolgozasara és elemzésére is. Ennek kovetkeztében
képes pontos, preciz és értelmezhetd informacidt szolgaltatni, mind az egyes
sejtekrdl, mind pedig az adott csoportok atlageredményeirél is.

A CASA rendszer alkalmazasi teruletei:

e a spermiumsejtek nyomon kovetését, valamint a hiperaktiv mozgassal
rendelkez6 spermiumok automatikus felismerését is (Amann és Katz
2004),

e a kornyezeti hatasok kimutatasara is alkalmas, pl. kulonb6zé nehézfém-
szennyezések (cink és kadmium) hatasait vizsgaltak a harcsasperma
minéségére nézve (Kime et al., 1996),

e egyszerll és gyors kvantitativ mddszer a halsperma minéségének
értékelésére, tovabba az eljaras segitségével elbre jelezheté a
termékenyit6é képesség (Kime et al., 2001).

A CASA rendszer kivaldéan alkalmas a spermiumok mozgasanak detektalasara is
(Toth el al., 1997). A kutatocsoport tavi tok (Acipenser fulvescens) himivarsejtiének
vizsgalatahoz alkalmazta a berendezést, melynek segitségével az alabbi
paraméterek felvételezése és analizise lehetséges:

e mozgod sejtek aranya (azok a sejtek, melyek egyenes vonalu mozgast
végeztek minimum a kuszobérték feletti tavolsagig [25 pm/s]),

e ives vonalu mozgas sebessége (VCL) (idéegység alatt ténylegesen
megtett ives vonalu ut),

e egyenes vonalu mozgas sebessége (VSL) (a spermafej egyenes vonalu
mozgasanak kezdd és a végpontja kozotti tavolsaga alapjan),

e sperma fejének az oldaliranyu amplituddjanak az eltolédasa (ALH) (az
aktualis utvonal eltolédasa egy kalkulalt atlagiranyhoz képest) (6. sz. abra).

VCL

rrr———

6. sz. abra: A spermamozgas analizisének paraméterei (Toth et al., 1997)
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2.4.4. A sperma higitasa a hiitémédiummal

A hiatémédium két f6 alkotorészbdl all, a higitobol és a fagyasvedé anyagbol.

A higitd egy olyan vizes oldat, amely reverzibilisen gatolja a spermiumok
aktivacidjat. Ez altalaban cukrok (glukoz, fruktéz, szacharéz, galaktdz, trechaldz,
stb.), és/vagy sok (NaCl, KCI, MgCl,, CaCl,, sth.) oldata. Az oldatban lévé cukrok
extracellularis fagyasvedoként is mikoédnek. A jo higitd a halspermat reverzibilisen
immobilizalja, nem tartalmaz toxikus anyagokat, ozmotikus koncentracidja toleralhato
(a hités soran is), pH-ja megfelel6 (altalaban enyhén lugos), j6 pufferkapacitasu
(Leung, 1991). A spermiumok mozgasanak gatldsa az oldat koncentraciojatol
(ozmotikus nyomasatol) fugg. A spermiumokat a 300 mosmol/kg H,O kordli
ozmolalitas gatolja a mozgasban. Nagyon fontos a megfelel6 koncentracio
meghatarozasa, mivel a kis koncentracioju oldatban a spermiumok aktivalédnak, a tul
tomény oldatban pedig a gatlas irreverzibilis lesz (a spermiumok lassan
dehidratalodnak). A  megfelel6  tdménység  egyszerl  kisérletsorozattal
meghatarozhaté. A higitokhoz alkalmazhatunk puffer-rendszereket (NaHCO3-CO, és
Tris-HCI), melyek a fagyasztashoz biztositjak a pH-érték megfelel6 szinten tartasat.
Az immobilizaciés oldat savas kornyezete (pH 5,6) lecsdkkenti az onddsejtek
metabolikus aktivitasat, de Billard (1972) szerint ez az onddsejtek termékenyulésére
nézve nem hatranyos. Ekkor a Tris helyes koncentraciéjat kulon meg kellett
allapitani, ami végul 1,65 mmol/l-nél eredményezte a legjobb felolvasztas utani
motilitasi eredményeket (12%). A Tris koncentracidjanak novelésével fokozodott a
motilitas is. Az NaHCO3-CO, esetében nem volt szikséges tovabbi kisérletekre, mert
az NaHCO3; mennyisége nem befolyasolja a pH-értéket (Linhart et al., 2005).

Harcsa fajban kdzepes eredményeket értek el abban az esetben, amikor puffer-
rendszereket egyaltalan nem alkalmaztak. Az sem okozott kulonosebb eltérést a
kulonbozé puffer-rendszerek kdzott, amikor a mesterséges onddplazmat hasznaltak
higitoként. A legmagasabb termékenyulési ratat a fruktoz oldat alkalmazasaval,
szaraz termékenyitéssel érték el (84,43%), mig a glukoz oldattal Iényegesen kisebbet
(71,25%), de itt a nedves termékenyitési mddszer jobb eredményeket mutatott
(78,5%) (Linhart et al., 2005).

Amikor afrikai harcsanal egy kisérletben a higiték hatasat vizsgaltak a legjobb
eredményeket egy 333 mmol/l-es, 6%-o0s fruktdz oldattal értek el, melyhez NaHCO3-
CO.,- puffer-rendszert alkalmaztak. Az NaHCO3; hasznalatakor nem talaltak jelentés
eltérést a fruktoz, glikéz és szachardz oldatok kozott csakugy, mint a puffert nem
tartalmazo glukdz esetében. A sdoldatok alacsonyabb motilitasi szazalékot mutattak
az esetek tobbségében, mint a szacharidok vagy a mar korabban emlitett
mesterséges ondoplazma. A szacharidokat tekintve minden esetben az NaHCO;-
CO, volt a legeredményesebben alkalmazott puffer (Urbanyi et al., 1999).

A fagyasvéddk a hités soran lejatszédo kristalyosodasi folyamatok ellen hatnak.
A h(ités sikerességét befolyasolja a szer fajtdja, mennyisége, hatasideje, és a sejttel
valé kélcsdnhatas hémérséklete. A kilonb6z6 fagyasvéddk toxicitasa és behatold
képessége eltérd. A kis mennyiségl krioprotektans nem fejt ki elég erés védbhatast,
a tul nagy mennyiségl pedig a toxicitasa réven lehet veszélyes a sejtre. A toxicitas
csOkkentheté a hémérséklet csokkentésével, de ebben az esetben ndvekszik a
behatolas id6tartama, tehat hosszabb equilibraciés id6ére van sziukség. A
fagyasvéddket altalaban 5, 10, 15 %-0s koncentracidoban alkalmazzak.

A sperma-hitémédium aranyt altalaban 1:1 és 1:10 kozott allitjak be. Harvey a
mozambiki tilapia (Oreochromis mossambicus) spermajat vizsgalva (1983) 1:5 folotti
higitasban mar nem kapott jobb eredményt. A higitaskor kialakult
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spermakoncentraciét a termékenyités soran figyelembe kell venni. A higitast
alacsony hémérsékleten (0-4 °C) érdemes végezni a véddanyag toxicitasanak
csokkentése érdekében.

2.4.5. Az equilibracié

Az equilibracio a védéanyag-koncentracio kiegyenlitbdése az extracellularis és
az intracellularis tér kozott. Az equilibracié optimalis idejét kisérletileg kell
meghatarozni, ugyanis ez a spermium membranpermeabilitasatol és az adott
krioprotektans behatold képességétél is fligg. Ha a spermium kisméretl és jo
membranpermeabilitasu, pl. a zebradaniénal, DMSO és metanol alkalmazasa
esetén nincs szukség equilibraciés id6ére (Harvey, 1983). Az equilibracio
hémérsékletét a toxikus hatasok csokkentése érdekében 0 °C korul sziUkséges
beallitani.

2.4.6. A sperma hiitése

Equilibracié utan a sperma hiitése alapvetéen harom kiilonb6zé modszerrel
torténhet. Az els6 az un. pellet-mddszer, amikor a hitémédiumban lévd spermat egy
szarazjég-tomb feluletén kialakitott mélyedésekbe cseppentik (7. sz. abra) és az igy
képzddott pelleteket azutan folyékony nitrogénbe helyezik. A moddszer elényei:
egyszerl, hitéberendezést nem igényel és nagyobb tomegl sperma hithetd
egyszerre. Hatranyai: a h(itési sebesség egyenlétlen és nem allandé (fligg a pellet
méretétdl) és sokszor nem optimalis, habar a pisztrang- és tilapiaspermanal
megallapitott alkalmazhaté hdtési sebesség igen széles hatarok kozott valtozhat.
Pisztrangnal 30-160 °C/perc (Scott és Baynes, 1980), tilapianal 15-45 °C/perc
(Harvey, 1983). Tovabbi hatranya, hogy a felolvasztasahoz kuilén felolvasztd
médium szikséges és az egyenlbtlen felolvasztasi sebesség miatt féként a tobb ml-
es pelletekben ujrakristalyosodas zajlik le.

7. sz. abra: Szarazjégtomb felszinén a mélyedésekkel (kép: Horvath A., 2000)

A masodik modszer a programozhatd hitégéppel végzett mélyhités (8. sz.
abra).
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PLANER

8. sz. abra: "Planer Kryo 10 series llI" programozhaté hiitégép (www.techtrader.com.au)

A hités 250-500 pl-es miszalmakban torténik. Mivel a hitési sebesség pontosan
szabalyozhatdo a spermiumoknak j6 esélyuk van a tulélésre. Hatranya, hogy
nagytomegl ikra termékenyitésekor sok idét vesz igénybe a kis mennyiségi
spermat tartalmazo miiszalmak egyenkénti felolvasztasa és felnyitasa, ami ronthatja
a termékenyulést. Ez a probléma azonban athidalhaté aluminium tasakok
alkalmazasaval (Kurokura, 1984). Mivel azonban a mélyh{té allomasok a sperma
mulszalmakban torténd tarolasara rendezkedtek be (és Uzemi meéreti mélyhités
esetén a halakra kidolgozott metodikanak a mar meglévé telepek technologiajahoz
kell majd alkalmazkodnia), igy elsésorban a miszalmas hités marad a jovébeni
vizsgalatok targya. Ujabban sikeres vizsgalatok folytak nagyobb drtartalmi - 1,2 és 5
ml-es - szalmak bevezetésére a pisztrangfélék spermajanak mélyhltése soran
(Lahnsteiner et al., 1997).

A harmadik lehetéség a folyékony nitrogén feletti, annak gézében vald hités. A
modszer lényege, hogy egy hdszigeteld, pl. polisztirol dobozba folyékony nitrogént
ontenek, és attdl megfelel6 magassagra helyezik el a miszalmakat, majd bizonyos
id6 elteltével a nitrogénbe dobjak 6ket. Olyan megoldas is létezik, ahol a nitrogén
felszinén uszo polisztirol lapra helyezik a miszalmakat (9. sz. abra).

) IR

9. sz. abra: Mélyhiités polisztirol dobozban (kép: Bokor Z., 2005)
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2.4.7. A tarolas

A mélyhltott mintak tarolasa -196 °C-on folyékony nitrogént tartalmazé
kaniszteres kannaban torténik. Mivel -130 °C alatt nincsenek kémiai reakcidk és a
fizikai hatasok (pl. hattérsugarzas) okozta karosodas csekély, ezért a sperma
folyékony nitrogénben korlatlan ideig tarolhaté. A nitrogén parolgasa miatt fontos a
rendszeres utantoltés, hogy a tarolas hémeérséklete allando legyen.

Itt kell megemliteni, hogy a szalmak és kaniszterek megfelel jeldlése alapvetd
fontossagu, mivel a lehGtott mintakat gyakran hdénapokig, vagy évekig is taroljak
felhasznalasuk elétt. A pontatlan jeldlés késleltetheti a feldolgozast, a legrosszabb
esetben pedig a génbanki alkalmazas esetén a genetikailag faj- és fajtatiszta
allomanyok keveredését eredményezheti. Kisérletes alkalmazasnal a szalmak
jelolésében minimalis kovetelmény, hogy pontosan jeldljuk a vizsgalt kisérleti
valtozdkat. Génbanki és tenyésztési hasznalatnal a szalmak egyedi jelolésére mar
kozvetlenll a szalmara nyomtatd gépeket hasznalnak, amelyek az 6sszes fontos
informaciot tartalmazzak, ugy mint az allat egyedi jele, a hasznalt védéanyag, annak
koncentracidja, a hités idépontja stb. (Wayman és Tiersch, 2000).

2.4.8. A felolvasztas

A pellet-modszerel hitétt sperma felolvasztasa specialis médiumban toérténik pl.
pisztrangnal NaHCO3 oldatban (Stoss és Holz, 1983). A mliszalmaban lévé spermat
vizflrdében olvasztjak fel, amelynek hémérséklete 0 °C-t6l 60-70 °C-ig terjedhet. Az
alacsony hémeérséklet elénye lehet a védéanyagok felolvasztas utani toxicitasanak
csOkkentése, hatranya viszont a lassabb felolvadas.

2.4.9. Termékenyités felolvasztott spermaval

Felolvasztas utan a spermiumok a nativtdl eltér6 mozgast mutathatnak (Billard,
1978; Leung, 1987). A mozgasi id6 jelentésen csokkenhet, pl. groupernél
(Epinephelus malabaricus) a nativ sperma mozgasi ideje 30 perc, a felolvasztotté
pedig 30 masodperc volt (Withler, 1982). A felolvasztdas utan a sperma
termékenyitbképessége gyorsan csokken, ezért a termékenyitést haladéktalanul el
kell végezni, pl. felolvasztott pisztrangspermaval azonnal és 30 masodperc mulva
termékenyitve a termékenyulés 72 és 56 % lett (Stoss és Holz, 1981). A mélyh(tott
amursperma teljes foszfolipid-tartalma szignifikansan csokkent, tekintet nélkul a lipid
telitettségére (Drokin et al., 1985). Mélyh(itétt pisztrangspermiumokban a Na™ és a
Ca’" ionkoncentracio nétt, a K" és a Mg*™" ionok koncentracioja pedig csokkent.
Feltételezhetéen ennek volt koszonhetd a termékenyitbképesseg csokkenése
(Kurokura és Hirano, 1980). A termékenyitéshez altaldban az ivasi id6észak
vizhémérsékletének alsé hatara az optimalis, mivel alacsonyabb hémeérsékleten a
spermiumok energiakészletiket lassabban meritik ki. A hdtési eljaras okozta
mortalitdas és mindségromlas miatt mélyhitott spermabdl tobb szikséges
ugyanakkora termékenyulés eléréséhez (Kurokura és Hirano, 1980). A gyakorlatban
alkalmazott adag rendszerint 50-100 ezer db spermium/ikra. Magasabb és
alacsonyabb koncentracioban is értek el termékenyulési sikereket, de 800 db
ondosejt/ikra mennyiség alatt mar jelentés csdkkenést tapasztaltak (Linhart et al.,
2003). Pisztrangnal ez a nativ spermiumok 15-szdrosét jelentette (Stoss és Holz,
1981).
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A termékenyitést altalaban a felolvasztas utani legmagasabb motilitasi
szazalékot mutatd higito- és fagyasvédé koncentracidval végzik, tovabba szikséges
a kontrollhoz a nativ sperma aktivalhatésaganak és az ikra ragaddssaganak
megallapitasa. A termékenyités Gzemi kérilmények kdzott szarazon folyik, tehat az
ikrahoz hozzaadjak a spermat, elkeverik, majd utana ontenek hozza vizet. (0,25 ml
fagyasztott sperma/0,5 ml ikrahoz 1 ml viz). A mélyh(tott sperma esetében az erésen
toxikus fagyasved6 anyagok, mint a DMSO és a DMA karosan hatnak az
ikraszemekre és igy a termékenyulésre is. Ezért célszerl lehet az ugynevezett
nedves eljaras alkalmazasa is, amikor az ikrdahoz kozvetlenul a felolvasztott
spermaval valé termékenyités elétt adjuk a vizet, igy a fagyasvéddk a vizben
felhigulnak, és kisebb koncentracioban érik az ikrat.

2.5. A spermamélyhilités gyakorlati alkalmazasa

2.5.1. A spermamélyhiités standardizalasanak lehetéségei

Els6sorban a himivarsejt mélyhitéssel foglalkozé kutatdok szamara valt
nyilvanvaléva, hogy a mddszer térnyerésének alapvetd kritériuma a moddszer
egyszerUsitése és egysegesitése: standardizalasa. Az elmult 60 évben szamos
halfajnak (kézel 200 faj) mélyhiitétték a spermajat: melyhez szamos valtozo, és a
korabban kozoltektél eltéerdé higitok, védbanyagok, miszalmak és technologiak
tarsultak.

A 2.2. és 2.4. alfejezetek ramutattak azon tényre, hogy szamtalan valtozo
paraméterrel szikséges foglalkozni a mélyhlités soran, melyek nagymeértékben
meghatarozzak az alkalmazott mddszer sikerességét.

Amennyiben filozéfiai megkozelitéssel tekintink a mélyhitésre, néhany
kiemelked6 fontossagu kritériumot kell meghatarozni (Dong et al., 2007):

e tudatdban kell lenni azon ténynek, hogy kulénbdzé halfajokon veégzett
munkat kivanjuk egységesiteni,

e koncentralni kell az egyszeriségre, konnyen reprodukalhaté modszereket
szukséges alkalmazni,

e altalanos technoldgia kialakitasara van igény, mely a fejlettebb gerinces
haszonallatok génbanki infrastrukturajahoz hasonld, vagy oda beépithetd,

e a mélyhltott sperma felhasznalasa széleskori, mely igényeket figyelembe
kell venni,

e csokkenteni kell az eltéré technikakbdl adédo akadalyokat a kereskedelem
és felhasznalas élénkitéséhez, és a gyakorlati elfogadashoz.

A 10. sz. abra mutatja be az ivarsejt mélyhiités jelentésebb kritikus pontjait,

melyek bioldgiai értelemben is, valamint technolégiai, gaméta minéségi és adatbazis
szint( kritikus pontokként egyarant értelmezhetbek.
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Mélyhiités

10. sz. abra: Az ivarsejt mélyhiités kritikus pontjai és folyamatainak 6sszefiiggése (Tiersch et
al., 2007 nyoman)

A mélyh(tés soran, mind a fagyasztasnal, mind a felolvasztasnal, a technolégia
alkalmazasa soran tobb veszély fennall, ami a befolyasolhatja az ivarsejtek
mindségét (11. sz. abra). Ezek a veszélyek azonban nem csak a két f6 technoldgiai
lépésnél jelentkezhetnek, hanem tarolas alatt, vagy szallitas kozben s
bekovetkezhetnek (Yang et al., 2007).
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11. sz. abra: A mélyhiités kriobiolégiai alapjai és a lehetséges anomaliak (Yang et al., 2007
nyoman)

A biolégiai karosodas mellett fontos érzékelni az egyes technolégiai lépések

soran bekovetkezhetdé hibak okozta veszélyeket is (12. sz. abra). Ezen
informaciok tudataban kell oly mdédon meghatarozni és kialakitani az egyes

28



Irodalmi attekintés dC 273 11

technologiai Iépéseket, hogy azok minimalizalni tudjak ezen hibaforrasok
elé6fordulasat és elkdvetését (Tiersch et al., 2007).

Mintagyilijtés
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12. sz. abra: Az egyes technolodgiai Iépések soran eléfordulé karosodasok lehetséges formai
(Tiersch et al., 2007 nyoman)

A modszer egységesitését neheziti azon tdbbféle valtozé és alkalmazhaté
technika, melyeknek tovabbi kiemelt hatasa van a mélyhités sikerességére (1. sz.
tablazat). Ezek alapvetéen dontéseket feltételeznek, és az abbdl fakado
eredményeket vagy eredménytelenséget vonjak maguk utan.

1. sz. tablazat: A mélyhiités soran alkalmazhaté technikai valtozék

Valtozé Alternativak
megnevezése
H(t6 eszkoz miszalma uveg fiola mianyagcsé
Védbanyag DMSO metanol glicerin DMA
H(tési sebesség 4 °C/perc 40 °C/perc

A fentiek alapjan megallapithatd, hogy a mélyhitésnek, mint egységesithetd
biotechnikai eljarasnak szamos kihivassal kell megkiizdenie, a standardizalasi
torekvések mind a kutatdi kozeg, mind a felhasznaldk felél igényként jelentkeznek,
melyek megoldasa tudatos munkaval, 1épésrdl Iépésre megoldhatova valnak.

2.5.2. Spermamélyhiités alkalmazasa a halgazdalkodasban
A mélyhltésben elért sikerek ellenére, jelenleg nincs piaca a mélyhitott sperma

alkalmazasanak a halgazdalkodasban (Dong et al., 2007). A gyakorlati alkalmazas,
illetve szaporitasi technoldgia soraba tortéend beépitésre alig talalhato utalas. Kivételt
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képez ez aldl a génbanki alkalmazas, melynek célja alapvetben védett halfajok vagy
ertékes genetikai anyag megdrzésére iranyul. Ebben az esetben nem szikséges,
hogy a mélyhités technologigja kereskedelmi szempontbdl is kifizet6d6 legyen (pl.
nem szukséges, hogy a mélyhités hatékonysaga megegyezzen a bevalt
mesterséges szaporitasi modszerekkel). llyen génbanki alkalmazasra kerult sor egy
Moszkva melletti génbankban, ahol tobb, mint 900 adag kulénb6zd pontyfajtatol
szarmazo spermat tarolnak, és a kutatasok szerint az 5 éves tarolas nem
csOkkentette termékenyitbéképességiket (Katassonov et al., 1995). Hazankban a
Halaszati és Ont6zési Kutatointézet (HAKI) és a SZIE k6zos egylttmiikddésében a
HAKI él6 ponty génbankjanak felhasznalasaval hoztak létre kutatok mélyhtitott
spermabankot. A munka soran 187 egyed (15 hazai és 3 kulfoldi fajta) spermajat
hatotték 0,5 ml-es miiszalmakban (Horvath, 2007). A pontylazacfélék kdzé tartozo,
veszélyeztetett Brycon orbignyanus spermajanak mélyhitésére Maria et al. (2006)
dolgoztak ki sikeres eljarast, melynek segitségével génbankot kivannak létrehozni.

A gyakorlati alkalmazas egyik fontos eleme az Uzemi méretl technoldgia
kialakitasa. A gyakorlati technolégianak két fontos pillére van: nagy mennyiségi ikrat
lehessen termékenyiteni egy adag mélyhltott spermaval, illetve relative nagy
mennyiségl (4-5 ml) spermat lehessen egy miiszalmaban mélyhdteni.

Lubzens et al. (1997) vizsgalatai soran 1 ml (kb. 1000 ikraszem) és 100 ml (kb.
100 000 db ikraszem) ikra termékenyulése kozotti kuldnbségeket vizsgaltak ponty
esetében. Az elsé esetben 33+24%, mig a masodik esetben 14116% volt a
termékenyllés, szemben a kontroll értékkel (70+15%). Ezt kdvetéen azonos
ikramennyiséget (0,2 ml) termékenyitettek 4, 20 és 200 pl mélyhitétt, majd
felolvasztott spermaval. Mig a sperma mennyiségét 50-szeresére novelték, addig a
termékenyulés csak 2,35-szorosére néit.

A laborkisérletek soran hasznalatos (0,25; 0,5; 1 ml) méretli miiszalmak helyett a
gyakorlatban az Uzemi ikratételek (100-300 g) megtermékenyitéséhez elegendd
himivarsejtet tartalmazé 4-5 ml-es miszalmakra lenne szikség. A nagy méret
azonban hatranyokkal is jar (pl. a hiités soran a nagy méret miatt nem egyenletes a
fagyas a teljes térfogatban), ami a sperma min6ségének romlasahoz vezethet, ezért
szukséges az egyes mélyhitési technologiakat a nagymeéretii miiszalmak esetében
is tesztelni, fejleszteni. Erre végeztek mar kisérleteket, igaz valtozé sikerességgel.
Wheeler és Thorgaard (1991) 4,5 ml-es mlUszalmaban, szarazjégen fagyasztottak
szivarvanyos pisztrang spermat. A mintakat 5°C-os vizfurdében olvasztottak fel.
Ezzel a modszerrel a kontrollhoz képest 49%-o0s termékenyulést értek el, amikor 700
ikrat termékenyitettek egy szalmaval. Brown és Mims (1999) szintén szarazjégen
hitottek lapatorra tok (Polyodon spathula) spermat 5 ml-es miiszalmaban. A mintak
motilitdsa a kontroll 100%-hoz képest 50-25%-ra csokkent a felolvasztast kdvetéen.
A kelési szazalék szignifikansan alacsonyabb volt mélyhitott sperma esetében
(16£2%) a kontroll eredményekhez (91+2%) képest. Silveira-Ninhaus et al. (2006)
nem taldltak szignifikdns kulonbséget a 0,5 ml és a 4 ml-es miszalmaban
mélyhitott sperma hasznalata kdzott a kelési szazalék vonatkozasaban a Brycon
cephalus faj esetében, annak ellenére, hogy a 0,5 ml-es miiszalmakban némileg jobb
eredményeket kaptak. Horvath et al. (2007) azt talaltak, hogy amennyiben 5,917x10°
db spermiumnal kevesebb jut egy ikraszemre ponty esetében, akkor nem ajanlott a
termékenyités soran 5 ml-es miiszalmaban h{tott him ivarterméket hasznaini.

Cabrita et al. (2001) a hémérsékleti viszonyokat vizsgaltak kulonb6zd méretl
miszalmak hasznalatakor (0,5; 1,8; 5 ml) tovabba termékenyitési prébakat is
végeztek. A hiitési és felolvasztasi sebességet nagyon hasonlénak talaltak az 1,8 és
a 0,5 ml-es miszalmak esetében. Az 5 ml-es mliszalma viszont lassabb hitési és
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olvasztasi sebességet eredményezett. A motilitds eredmények tekintetében a
kutaték mindharom esetben hasonlé értékeket figyeltek meg. Az elsé termékenyitési
kisérlet soran 100, 240 és 400 ikraszemet termékenyitettek 0,5 ml, 1,8 ml és 5 ml-es
milszalma tartalmaval. A legjobb eredményt a 0,5 ml-es, majd az 1,8 ml-es
miszalma adta. A masodik kisérlet soran 150 ml (1600-2000 db ikraszem) ikrat
termékenyitettek 2 db 5 ml-es miiszalma tartalmaval. Az eredmény megegyezett a
kontroll eredményeivel. A szerz6k a kapott eredmények tukrében alkalmasnak
talaltak a nagy méretlii miiszalmakat keltetéhazi célokra. Lahnsteiner et al. (2002)
egy Uj eljarast teszteltek, mely soran 500 g szivarvanyos pisztrang ikrat
termékenyitettek 12 db 1,2 ml-es miszalma tartalmaval. Az Uj eljaras szerint a 12
szalmat sajat készitéslU rugalmas, mianyag hevederbe helyeztek, amelyben a
szalmak szamara egyenként alakitottak ki helyeket. Ezt kovetéen megtoltotték a
szalmakat és az egész csomagot egyszerre hitottek le. Mivel a hevederek a
cseppfolyds nitrogénben is rugalmasak maradtak, azokat a kaniszteres tarolas
céljara fel lehetett gongydlni. Felolvasztaskor a hevedereket kiengedték és meleg
vizfird6ében olvasztottak fel. Ezt kdvetéen a miiszalmakat az ikratétel folé helyezték,
elvagtak és Osszekeverték az ikraval. A termékenyulés 87+2% lett mélyhiitott
sperma, és szintén 87+2% friss sperma esetében. A szerz6k szerint csak a szaraz
termékenyitési technika eredményez magas termékenyullési aranyt nagy
mennyisegu ikratételek mélyhitott spermaval torténé termékenyitése esetén.

A nagy rombuszhal esetében Chen et al. (2004) dolgoztak ki olyan
mélyhltési eljarast, mely soran a spermat 1,8 ml-es krio-csdvekben hitétték és a
kontrollal megegyez6 termékenyulési és kelési eredményt kaptak. Ezek alapjan a
szerzOk alkalmasnak talaltak a modszert keltetdhazi célokra.

Fehér busa (Hypophthalmichthys molitrix) esetében 50 ml ikrat (kb. 60 000 db
ikraszem) termékenyitettek Alvarez et al. (2003) 1,8 ml-es miiszalmak tartalmaval,
melyek 1,5 ml higitott szeminalis folyadékot tartalmaztak, keltetbhazi koriimények
kozott. Nem talaltak szignifikans kulonbséget a mélyh(itétt és friss sperma kelési
eredmeényei kozott. Leirasuk szerint mélyh(tétt sperma segitségével 38 400 000 db
fehér busa larvat allitottak el6 egy kubai halgazdasagban 1999. november és 2000.
marcius kozott, amikor friss sperma nem allt rendelkezésre. Véleményuk szerint a
melyhités csokkentheti a szukséges himek szamat, minimalizalhatjia a kezelés
okozta stresszt a fejési alkalmak csOkkenése miatt és el6segiti a mesterséges
termékenyitést, amikor az ikra rendelkezésre all.

2.5.3. Mélyhiitésbél szarmazé ivadék életképesség vizsgalatanak eddigi
eredményei

A nagyszamu mélyhitéssel foglalkozo irodalom ellenére napjainkig kevés
rendelkezésre all6 kozlemény talalhaté a mélyhltésbdl szarmazé ivadékok
életképesseégével, a megmaradasaval és novekedésével kapcsolatosan.

Azonban a mélyhitésbél szarmazé larvak vitalitasanak vizsgalata két okbdl lehet
fontos. Ki kell zarni a vizsgalatokkal az esetleges mélyh(ités okozta genetikai és az
ebbdl fakadd szervi torzulasok lehet6ségét, tovabba szikségesnek tartom a
gyakorlati szakemberek mélyhités szembeni hiedelmeit eloszlatni.

Az egyik legkorabbi munkaban a csikos sligéren (Morone saxatilis) vizsgaltak
amerikai kutatok a spermamélyhitésbdl szarmazé larvak novekedését és tulélését
(Kerby et al., 1985). A kisérlet soran a larvakat 5-6 napig keltetéhazban tartottak a
tavakba torténé kihelyezést megel6zben. Az elsé, illetve masodik kisérletben 6-6 db
0,4 ha-os és 0,2 ha-os tavat hasznaltak. Az egyes tavakat 5-6 napos larvaval 3-3
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ismétlésben (kezelt-kontroll) 500 000 larva/ha slriiségben népesitették. A tavakat 47
(1. Kkisérlet) és 43 (2. kisérlet) nappal a kihelyezést kdvetéen lecsapoltak, majd
lehalasztak. Osszehasonlitva a kezelt és kontroll larvakat, sem a lehalaszott
egyedszamban és tdmegben, sem a megmaradasban nem talaltak szignifikans
kilonbségeket, habar, a mélyhitott spermabdl szarmazo larvak mérete
szignifikdnsan nagyobb volt a friss spermabdl szarmazd larvakénal. Az egyedileg
lemért 1988 db kezelt larvabol minddssze 5 db, mig 1970 db kontroll egyedbél 7 db
volt torz. A 12 db-bdl 10 egyednek volt enyhén rdvidebb felsé allkapcsa és 2 az
atlagnal nagyobb fejjel rendelkezett.

Ehhez hasonlé eredményeket kapott Rana és McAndrew (1989) is tilapia fajok
(Oreochromis spp.) esetében. Ebben az esetben 30 I-es kadakbdl allé recirkulacios
rendszerbe helyezték az eluszo larvakat, majd 30 napos korban egyesével mérték le
Oket. A kisérletben vizsgaltak a meélyhltott sperma tarolasi idejének hatasat is a
larvak tulélésére. A 30 napos ivadék novekedése és tulélése nem kulonbozott
szignifikansan a kontroll egyedek paramétereitdl.

Tiersch et al. (1994) csatornaharcsan végeztek megmaradasi kisérletet. Az 5
nap alatt kikelt larvakat a szikhdlyag felszivodasat kovetdéen, az exogén taplalkozas
kezdetének idépontjaban 80 I-es, majd 4 hénapos korban 160 |-es, végul 9 hénapos
korban 800 l-es kadakba helyezték at. A nevelés elején megfelel6 méretl, 49%
fehérjetartalmu, slllyedé tappal, majd a nevelés végén 35%-os fehérjetartalmu
lebegd tappal etették a larvakat. Minden hénapban 25 egyed tomegét mérték le. Az
egy éven keresztll havonta mért tomeg nem tért el szignifikansan a mélyhitott és
friss spermabdl szarmazé larvak esetében.

A nagy rombuszhal (Psetta maxima) spermajanak esetében is tobbszor
vizsgaltak a mélyhités hatasat a larvak tulélésére. Az el6z6 kisérlethez hasonldan
medencében tartottak az egyedeket a nevelés soran, és a mélyh(tott spermabdl
szarmazo, 10 napos larva tomege és megmaradasa nem kuldnbozott szignifikansan
a kontroll egyedekétél (Suquet et al.,, 1998). Ezzel ellentétben Chereguini et al.
(2001) mar talaltak eltérést a mélyhatott, illetve friss spermabdl szarmazd larvak
vizsgalata soran. A szerzdk 31 napig neveltek 4 kulonb6z6 szaporitasbol szarmazé
larvakat, melyek ndovekedési paramétereit a 0, 7, 14 és 31. napon mérték. A larvak
hosszaban és nedves tdomegében nem talaltak szignifikans kilénbséget a 0, 7 és 14.
napokon. A 31. napon azonban, két esetben szignifikans volt az eltérés a mélyh(tott,
illetve a friss spermabdl szarmazo larvak tdmegében, a négy csoportbdl az egyikben
a kezelt, mig a masikban a kontroll egyedek mutattak jobb eredményt. A munka
soran azonban nem volt szabalyszer( kulonbség az egyes csoportok kozott, igy a
talalt eltéréseket a szerz6k az egyedi hatasoknak, illetve a kulénb6zd szaporitasi
kisérletek altal okozott variancianak tulajdonitottak.

Egy késObbi munka soran ugyanez a kutatocsoport mar 4 hénapos rombuszhal
ivadékot vetett 0sszehasonlitd vizsgalat ala egy éven keresztil. Az eredmények
szerint a kezelt és kontroll egyedek ndvekedés regresszios egyenesének
meredeksége nem mutatott kildnbséget (Chereguini et al. 2002), hasonléan a
legrégebbi dsszehasonlitd vizsgalathoz, melyben Moczarski (1977) 1 éves korig
vizsgalta a mélyhatott, illetve friss spermabdl szarmazé ponty ivadékok
novekedését.

Szivarvanyos pisztrang (Oncorhyncus mykiss) esetében 4-9 hénapon keresztll
vizsgaltak a mélyh(tott és normal spermabdl szarmazo ivadék tulajdonsagait (Hayes
et al., 2005). Az 1996-os kisérlet soran a két csoportot kulon kadakban, 130 napig
nevelték, intenzivebb takarmanyozds mellett, és a vizsgalatokban nem volt
kimutathaté szignifikans kilonbség a megmaradas, a testhossz vagy a testtdmeg
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tekintetében. Ezzel ellentétben a masodik kisérletben a két csoportot azonos
kadakban nevelték, alacsonyabb taplalasi intenzitas mellett (kompeticiot eléidézve)
210 napon at. Ennek eredményeképpen a megmaradas azonos mertéki volt, mig a
kontroll egyedek hossza 4%-al, az atlagtdmege pedig 15%-al nagyobb volt a
mélyhitésbél szarmazo larvak paramétereinél. Az 1997-ben elvégzett harmadik
kisérletben a masodik kisérletet ismételték meg, 313 napos neveléssel. Sem
megmaradasban, sem tdmegben, sem pedig hosszban nem talaltak eltérést a két
csoport kozott. Az eddigi szakirodalomtdl eltéréen az 1996-os kisérletben
megvizsgaltak a kezelt és kontroll egyedek stresszre és betegségekre adott reakcioi
kozotti eltéréseket is. Az ivadékok akut stressz hatasara mért kortizol szintjében nem
volt szignifikans kulonbség a két csoport kozott, mig a 48 oras stressz hatasara meért
kortizol szint szignifikdnsan magasabb volt a friss spermabdl szarmazé csoportban. A
haromféle ddzisban Listonella anguillarium baktériummal fertézo6tt egyedekben nem
volt szignifikans kulénbség a mortalitasi %-ot tekintve a mélyhitott és friss spermabdl
szarmazo ivadekok csoportjai kozott.

Egy indiai pontyféle, a Tor khudree esetében sem talaltak a kutatok szignifikans
kuldonbséget a 15 napig nevelt, mélyhitott spermabdl szarmazéd larvak
morfolégidjaban a kontroll egyedekhez képest (Basavaraja et al., 2002). A kisérlet
soran azonban megvizsgaltdk a larvak megmaradasanak és a kulonb6zb
equilibracios idéknek az 6sszefliggéseit 3 kildonb6zé DMSO véddanyag koncentracid
hasznalatakor. A legmagasabb tulélési ratat (75%, kontroll: 77%) 15%-0os DMSO
védbanyag és 30 perces equilibracids idd alkalmazasa mellett mutattak ki a kutatok.

A braziliai lepényhalat (Paralichthys orbignyanus) vizsgalva Lanes et al. (2008)
sem talaltak kilénbséget a mélyhltott és friss spermabdl szarmazéd larvak
életképessége kozott. A kutatdk vizsgaltak tovabba a két csoportbdl szarmazé larvak
kozott talalhato torz egyedek szamat is, azonban hasonléan a téli lepényhalon
(Pseudopleuronectes americanus) (Rideout et al., 2003) és afrikai harcsan (Clarias
gariepinus) (Miskolczi et al., 2005) korabban végzett vizsgalatok eredményéhez,
szignifikans kulonbséget nem talaltak.

Bokor et al., (2010) kutatasai soran, mely a harcsa spermahitésre fokuszalt,
megvizsgalta, hogy a mélyhitésbdl, illetve a friss spermabdl szarmazé larvak
megmaradasa és ndvekedése miben kulonbodzik egymastdl. A vizsgalatokat mind a
nem taplalkozé, mind a taplalkozé larvakon elvégezte. A masodik esetben a
vizsgalatokat Uzemi korulmeények kozott is vizsgalta. Az eredmények szerint a
mélyhiitésb6l szarmazé larvak megmaradasa megegyezik, mig a novekedése
bizonyos esetekben felilmulja a nativ spermabdl szarmazdé, kontroll egyedek
megmaradasat, illetve ndvekedését. A vizsgalat eredményei megcafoljak a gyakorlati
szakemberek mélyhdtés iranti hiedelmeit.

2.6. A halsperma mélyhiités eddigi eredményei és problémai
rendszertani csoportok szerint

Altalanossagban megallapithaté, hogy az egyes rendszertani csoportokhoz
tart6zé fajok esetén hasznalt médszerek sok kozds jellemzét tartalmaznak, ezért
indokolt, hogy az elért eredményeket és a fennmaraddé problémakat is rendszertani
csoportonként targyaljam. A szakirodalomban a pisztrangfélék spermamélyh(itését
tanulmanyoztak a legtobben, azonban ezzel a rendszertani csoporttal kildon nem
foglalkozom, mivel az ide tart6zo fajok ivarsejtjei nem képezték vizsgalataim targyat.
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2.6.1. Tokfélék

A tokfélék spermajanak mélyhitése egészen a hatvanas évekig nyulik vissza,
azonban igazan megelégedésre szolgaldé modszert azéta sem sikerult talalni. A
publikacidk nagy része orosz nyelven jelent meg, ami a nyugati kutatok szamara
nehezen volt elérhetd, a kelet- és kdzép-eurdpai orszagok pedig — ahol ez az
irodalom rendelkezésre allt — sokaig nem érdeklédtek ez irant a technoldgia irant. Az
elsé probalkozast Burcev és Szerebrjakova kozolték 1969-ben, akik viza (Huso
huso) és amuri viza (H. dauricus) spermajat hitotték szachardzt, tojassargajat és
glicerint tartalmazé hiatémédiumban, amivel 100% koruli motilitast, de igen alacsony
termékenyulést értek el. Késébb Kasimov et al. (1974) és Pushkar et al. (1978)
végeztek kisérleteket vagotok (Acipenser gueldenstaedti) és séregtok (A. stellatus)
spermajan és atlagosan 35%, illetve 70%-os termékenyulést kaptak. Drokin et al.
(1991) a veszélyeztetett szahalini tok (A. medirostris) spermajat hitotték 20 mM
Tris-HCI puffer és 12% DMSO hasznalataval. Jelentésik szerint a spermiumok 20%-
a élte tul a hitést. Cherepanov et al. (1993) tobb faj spermajat vizsgalva 10 és 90%
kozotti felolvasztas utani motilitast kaptak, de nem koézoltek termékenyulési
eredményeket. A modszertani leirasuk sajnos kevés informaciot tartalmazott,
minddssze annyit kozoltek, hogy Tris-HCI puffert és DMSO-t hasznaltak. Az els6
igazan jol hasznalhaté modszert Tsvetkova et al. kozoltéek 1996-ban, akik kecsege
(A. ruthenus) és lénai tok (A. baeri) spermajan dolgoztak. A hitést 23,4 mM
szacharoz, 118 mM Tris (pH 8,0) dsszetétell higitoval és 20% tojassargajat, valamint
15% DMSO-t tartalmazé véddanyag-keverékkel végezték, aminek eredményeként
Iénai toknal 53%, kecsegénél pedig 23% termékenyulést értek el. Jiahnichen et al.
(1999) egy igen egyszerl, de hatékony moddszert dolgoztak ki a kecsege
spermajanak mélyhitésére. Higitoként 25 mmol/l NaCl, 10 mmol/l Tris (pH 8,5)
oldatot hasznaltak, amelyhez 12,5 illetve 17,5% etilénglikol védbéanyagot adtak. A
spermat programozhatdé hitégépben fagyasztottak le, és 44-94%-os kelést (a
kontrollt véve 100%-nak) értek el a felolvasztott spermaval. Sajnos nem kdzolték,
hogy melyik védbéanyag-koncentracio bizonyult a legjobbnak.

Flggetlenll a publikalt sikeres mélyhitési moédszerektél a tokfélék spermajanak
fagyasztasanal egy altalanos probléma jelenleg is fennall: a mélyhitott sperma a
felolvasztas utan nagyon j6 motilitast mutat, azonban vagy egyaltalan nem
termékenyit, vagy csak nagyon gyenge termékenyulési eredmények szlletnek. A
lapatorra tok (Polyodon spathula) spermajat mélyhitve Mims et al. (2000) a
kontrollhoz (90+3%) képest igen gyenge kelést értek el a felolvasztott spermaval
termékenyitve (16+£2%). Megfigyelésik szerint a spermiumok akroszoma membranja
sérul, ami spontan akroszomareakciohoz vezet ¢és megakadalyozza a
termékenyulést. Billard et al. (2000) a Iénai tok spermajanak mozgasat vizsgaltak
friss és mélyhltott majd felolvasztott himivarsejteken. Azt figyelték meg, hogy a
felolvasztott sejtek mozgasa lassubb, mint a kezeletlen sejteké, és a farki région
gombolyli képzédmények keletkeztek meg, melyek hianyoztak a frissen fejt him
ivartermeék sejtjeirdl.

Az elsé jelentds attorést a tokfélék spermajanak mélyhlitésében Glogowski et al.
(2002) lénai tok fajban kapott eredményei jelentették, akik harom higité hatasat
hasonlitottak 6ssze 10% metanol véddanyag jelenlétében és azt talaltak, hogy a 23,4
mM szacharéz; 30 mM Tris; 0,25 mM KCI (pH 8,0) 6sszetétell higitéval mélyhitott
sperma hasznalata a kontrollal megegyez6 termékenyulési és kelési eredményeket
eredményezett. Ugyanezt a higitét és védbanyagot hasonlitottak O6ssze mas
hGtémédiumokkal (pl. DMSO véd6éanyaggal és hiperozmotikus higitdkkal) Horvath et
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al. (2005) két amerikai tokfaj, az Acipenser brevirostrum és a Scaphirhynchus albus
spermajat mélyhltve. Minden esetben a metanol védb6anyag jelenlétében hitott
mintakkal magasabb termékenyulési és kelési eredményeket értek el, mint DMSO
védbanyag hasznalatakor. Eredményeiket Osszegezve arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a mélyhltott spermaval végzett sikeres termékenyités f6 feltétele az,
hogy a hitémédium ozmolalitisa megegyezzen a spermaéval, azaz 80 mOsmol
korulinek kell lennie. Ezeket a medfigyeléseiket késdbb lapatorra tok spermajat
mélyhitve is megerdsitették (Horvath et al., 2006). A kecsege (Acipenser ruthenus)
spermajat mélyhitve metanol és DMSO véddanyagok jelenlétében Psenicka et al.
(2008) azt tapasztaltdk, hogy DMSO védb6anyag hasznalata mellett a mélyh(tés
spontan akroszomareakciot valt ki, ami szintén magyarazat lehet az ezzel a
védbanyaggal hitott mintak alacsony termékenyitd képességére.

2.6.2. Pontyfélék

A ponty (Cyprinus carpio) spermamélyhitése szintén igen kiterjedt irodalommal
rendelkezik. Az elsé prébalkozasok még a ,héskorra” tekintenek vissza, amikor is
Sneed és Clemens (1956) ponty és aranyhal sperman végzett el vizsgalatokat.
Ringer-oldatot alkalmazva, 6-12% glicerin krioprotektanssal kombinalva fagyasztottak
a spermat -73 °C-ig, és 60 6ra mulva a sejtek kevesebb, mint 20%-a aktivalodott.
Termékenyulési kisérleteket nem végeztek. Az elsé hazai prébalkozas Litkei
nevéhez flizédik (1976), aki miszalmaban, Gvegkémcsében és lezarhaté mianyag
centrifugacs6ben végezte a hitést, folyékony nitrogénben. Higitd Osszetétele az
alabbi volt: 0,4 g NaCl, 0,8 g Na-citrat, véddanyag: 2,05 g glikéz. A termékenyités
soran 15,6%-os termékenyulést realizalt. Az els6 eredményes meélyhitést kdvetden
Moczarski (akivel Litkei személyes konzultalt a kisérletei el6tt és alatt) publikalt
hivatalos folydiratban sikeres spemamélyhitést 1977-ben. 10-15 %-os DMSO-t
alkalmazva 6-12 %-os felolvasztas utani motilitast és 10-12 %-os termékenyulést ért
el. Fontos elbrelépést jelentettek Kurokura et al. (1984) vizsgalatai, akik
meghataroztak a ponty szeminalis folyadékanak 6sszetételét, és ennek segitségével
allitottak 6ssze egy higitot, valamint 6k alkalmaztak el6szor aluminium tasakot
melyhités céljabol, ami a nagymennyiségl sperma lehdtését teszi Iényegesen
egyszertbbé. Koldras és Bieniarz 1987-ben ampullakban végeztek hitést folyékony
nitrogén gézében. Cognie et al. vizsgalatai 1989-ben 10 % DMSO védéanyaggal
programozhaté mélyhltéssel igen gyenge eredményt hoztak. Lubzens et al. 1993-
ban el6szor hitott koi pontyspermat. Magyary et al. (1996a,b) megnovelt K+-
tartalommal modositottdk a Kurokura-féle higitot, a termékenyités soran
optimalizaltdk a sperma-ikra, valamint az ikra-viz aranyt, és 0j termékenyitési
moédszert alkalmaztak. Az eddigi legjobb eredmény Lin et al. (1992) nevéhez
flz8dik, akik 10-12 % DMSO alkalmazasaval 92 %-os termékenyulést értek el. A
pellet-médszert és a DMA-t, mint védbéanyagot sikerrel alkalmazta Babiak et al.
(1997), aki egy sajat dsszeallitasu higitoval és 10% DMA védbanyaggal hiitve a
spermat 73% szemfoltos stadiumu termékenyulést és 61% eluszé larvat kapott.

A tobbi pontyféle faj spermajanak mélyhiitésére lényegesen kevesebb
figyelmet forditottak, mint a pontyéra. A novényevé fajok kozul az amur
(Ctenopharyngodon idella) spermajat Durbin et al. (1982) hitotte 0,73% NaCl, 0,75%
NaHCO3; és 10% DMSO hasznélataval, és egyéves tarolas utdan 57 %-os
termékenyulést ért el. Az amur, fekete amur (Mylopharyngodon piceus) és a fehér
busa (Hypophthalmichthys molitrix) spermajat hitétte Zhang és Liu (1992), és 80-
92% koruli termékenyulést ért el. HGtémédiumként 0,3% NaCl, 6% glikéz, 0,05%
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NaHCOg3 Osszetétell higitdt és 10% DMSO védbanyagot hasznaltak. Az aranyhal
(Carassius auratus) spermamélyhitésérdl Bercsényi et al. (1998) adtak jelentést
elészor, akik a Magyary et al. (1996a,b) altal pontyra kidolgozott moddszert
alkalmaztak az aranyhalra. A pontyfélék spermamélyhitésének maig fennalld
problémaja a nem kielégit6 felolvasztas utani motilitas és a kontrolltol elmarado
termékenyulés.

2.6.3. Harcsaalakuak

A harcsaalakuak rendjébe (Siluriformes) tart6zo tobb ezer faj kdzul eddig csak
néhany gazdasagi jelentéséggel is rendelkez6 faj spermajara dolgoztak ki meélyhdtési
eljarast.

A sziirke harcsa (Silurus glanis) spermajat el6sz6ér magyar kutatok, Krasznai és
Marian (1985) hitoétték eredményesen. Higitoként Alsever-oldatot, védéanyagként 15
% DMSO-t hasznalva 1:5 higitasi arany és 10 °C/perc hitési sebesség mellett 90 %-
os termékenyulést és 85 %-os kelést értek el.

Linhart et al. 1993-ban Saad et al. féle immobilizalé oldatot alkalmazva
folyékony nitrogén g6ézében aluminiumlemezen végeztek hitést. A munka soran a
spermat egy aktivaciot gatléo oldatba (200 mM NaCl, 30 mM Tris, pH 7) fejték. Az
elso kisérlet soran ezt az elegyet kulonb6zé koncentracioju glicerin (5, 10, 20, 30,
40 és 50 %), DMSO (5, 10, 20, 30%) vagy etilén-glikol védéanyaggal keverték. Az
igy higitott mintakat equilibracids idé nélkul 40 pl-es adagokban aluminium lemezre
cseppentették, mely 4 mm magassagban uszott a folyékony nitrogén felszinétdl a
nitrogén gbézben, majd 10 perccel késébb a mintdkat a folyékony nitrogénbe
helyeztek. Felolvasztas soran a pelleteket egy 5 ml-es kémcsdbe tették higitas
nélkdl, majd kézzel melegitve 10 masodpercig raztak 6ket. A masodik kisérletben
tesztelték a hitési sebességet és a felolvasztas kdzegét. A kis aluminium lemezeket
nyitott polisztirol dobozban Iévé folyékony nitrogén felszinétél 2 mm-re (-80°C -tdl -
85°C —ig), 4 mm-re (-70-t6l -75°C-ig) és 20 mm-re (-50°C-t6l -55°C-ig) usztattak,
illetve kozvetlenll a nitrogén felszinére (-100°C-t6l -105°C-ig) helyezték a mintakat.
Védbanyagként glicerint hasznaltak. A felolvasztast 30°C-on végezték 10
masodpercig, aktivaciot gatlo oldattal, ill. oldat nélkil. A harmadik kisérlet soran
termékenyitési teszteket végeztek. A friss permat, az aktivaciét gatlé oldatot és a
12%-o0s glicerint 6sszekeverték, majd aluminium lemezen 5 ml-es pelletekben
hatottek (-80°C-tdl -85°C-ig terjedd hémérsékleten) 10 percen at, majd folyékony
nitrogénbe helyezték a mintakat. Felolvasztaskor a minta felét (2,5 ml) Uveg
kémcsébe helyezték és 30°C-on 20 masodpercig olvasztottak. Ezt kdvetéen 25 ml
desztillalt vizzel higitottak és 80 g ikrahoz keverték. Az elsd kisérlet értékelésekor a
mélyhdtést megel6zéen 10 %-os glicerin és 10%-0os DMSO eredményezte a
legmagasabb motilitas értékeket. A mélyhitést kdvetéen 13-36% motilitast figyeltek
meg 10-30 %-os glicerin koncentraciénal. DMSO esetében nem taldltak mozgd
sejteket a hiltést kovetéen. Mar a hitést megel6z6en megszint a spermiumok
mozgasa az etilén-glikol toxicitdsa miatt. A masodik kisérlet soran azt kaptak a
kutatok, hogy az optimalis hiitési magassag 2 mm a folyékony nitrogén felszinétél. A
termékenyitési kisérlet soran a termékenyullési arany 42,3 és 48,1 % kozott volt
(atlag 45,2%, mig a kontroll érték 64 és 74,8% (atlag 70,6%). A két eredmény kozott
szignifikans kuldnbség nem volt. A mélyhitésbdl szarmazd embridk 52,3%-a, mig a
kontroll embridk 31,5% (nem volt szignifikans kilénbség) deformalt volt.

Késébb ismét Linhart et al. (2005) foglalkozott a harcsa sperma mélyhitésével. A
hitést tobb Iépcsében programozhaté hiitéberendezés (PLANER Kryo 10 series
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lIl) segitségével végeztek: + 4°C-rol -9°C-ra 4 °C/perc sebességgel, -9°C-rél -80°C-
ra 11 °C/perc sebességgel, majd -80°C-on 6 percig allni hagytak a mintakat, miel6tt
azok folyékony nitrogénbe kerlltek. A felolvasztast 40°C-on 105 masodpercig
végezték. Az elsé kisérlet soran 3 védbanyag (8, 10, 12%-os DMSO, 5, 7,5 10%-0s
metanol, 8, 10, 12%, 1:1 aranyu DMSO és propandiol elegye) kulonbozé
koncentracidjat és kombinacidjat vizsgaltak 2 tarolasi id6 (1 és 5 6ra) mellett. A
mintakat 1,8 ml-es kriocsovekben h(itotték. A masodik kisérlet soran 3 equilibracios
id6t teszteltek. Az 5 6ran keresztil tarolt higitott spermahoz 10 % DMSO-t adagoltak,
majd 0, 5 és 20 percig jégen equilibraltdk a mintakat, a mélyhitést megel6zben. A
harmadik kisérletben 3 kulonb6zd méretli kriocsovet teszteltek. Egy ml mintat
toltottek 1 és 1,8 ml-es, illetve 4 ml mintat 4 ml-es kriocsovekbe. A legjobb kelési
eredményt (82-86%) a DMSO (8, 10, 12%), illetve az 5% DMSO és 5% propandiol
elegye mellett az 5 6ras tarolas esetében figyelték meg. Ezek az eredmények nem
kuldnbdztek szignifikdnsan a kontroll eredményektdl. A legmagasabb kelési aranyt a
kontroll és az 5 percen keresztll equilibralt mintak esetében kaptak. Az equilibracios
idének nem volt szignifikans hatasa a sperma mozgasara és a felolvasztast kovetd
motilitasra. A kelési eredmény jobb volt abban az esetben, amikor 1 és 1,8 ml-es
méretl krio-csdveket hasznaltak. Az €l spermiumok aranya azonban szignifikansan
magasabb volt az 1,8 és 4 ml-es mintak esetében az 1 ml-es mérethez képest.

Ogier de Baulny et al. (2008) is leirtak egy moddszert, mely alkalmas a
harcsasperma mélyhitésére. A kipréselt spermaszuszpenziét 4 °C—on, 20 percig,
200 g-n centrifugaltdk, és a centrifugalast kovetden kililepedett sperma 9x10°
spermiumot tartalmazott milliliterenként. A spermat 1:3 aranyban higitottak Cryo-
Fish™ véd&anyaggal (ref 017295, IMV technologies, L’aigle, Franciaorszag). A
védbanyagot 0,8-ad rész cryofish puffer, 0,1 rész tojassargaja és 0,1 rész DMA
Osszekeveresével allitottak el6. Ezt kovetéen az elegyet 0,5 ml-es miszalmakba
toltottek, majd a 4 °C-os 10 perces equlibraciés idét kovetbéen hitotték egy, a
folyékony nitrogén felszinén Uszd 3-4 cm-es kereten. A miszalmakat 10 perc mulva
nitrogénbe helyezték. A felolvasztas soran 37 °C-os vizfurdét hasznaltak 10
masodpercig. Javasoljak a spermat 2-3 perccel a felolvasztast kdvetben felhasznalni.
A leirdsa alapjan érdemes 10-szer annyi mélyhitott spermat hasznalni
termékenyitéshez, mint amennyi friss spermabdl hasznalatos.

Az afrikai harcsa (Clarias gariepinus) spermamélyh(itésével el6szor a dél-afrikai
Steyn et al. (1985) foglalkoztak. 5 % glukéz higitd és 5 % glicerin véd&anyag
alkalmazasaval 50 %-os felolvasztas utani motilitast értek el.

Steyn és Van Vuren 1987-ben végezték az els§ termékenyitési kisérleteket,
amikor 5 % glukoz higitoval és 11 %-os glicerin és DMSO véd&anyaggal a kontrollal
megegyezd kelést kaptak. Steyn 1993-ban a h(itési sebességet 5 °C/percben
optimalizalta.

Van der Walt et al. (1993) célja az volt, hogy meghatarozza a spermamélyh(ités
hatasat a larva tulélésre, az el6zetes elektroforézis eredményei alapjan szelektalt
szuldéktél szarmazd, mesterséges termékenyitéssel létrehozott afrikai harcsak
specifikus biokémiai fenotipus gyakorisagara és az F1 generacié ndovekedésére. A
szerz6k szerint a mélyhitést fel lehet hasznalni az elektroforézis eredményeivel
egyutt a tenyésztett allomanyok életképességének ndvelésére éppugy, minta
természetes populacidk genetikai variabilitasanak megdrzésére.

Viveiros et al. (2000) 5-25 % kozotti koncentracioban DMSO-t és metanolt
teszteltek véddanyagként, a szeminalis folyadékot Ginzburg-féle ringer oldatban
higitottak, a h(tést pedig 1 ml-es kriocsovekben végezték programozhat6é hitd
berendezés segitségével. Az egységnyi ikrara juté spermium felesleg elkeriilése
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végett a felolvasztott spermat 1:20, 1:200 és 1:2000 aranyban higitottak a
termékenyitést megel6zéen. A kisérlet végeztével a legjobb kelési aranyt a 10 %-os
metanol és az 1:200-as higitas adta, tovabba a lassu hitési sebességi szakasz (-2, -
5 vagy -10 °C/perc) kilénbdzé hémeérsékleti végpontokat (-25 és -70°C kozott)
eredményezett, miel6tt a folyékony nitrogénbe helyezéssel (LN,) megkezdddott a
gyors hltési szakasz. A kelési szazalék abban az esetben, amikor a spermiumokat -
5 °C/perc sebességgel hatottek -45-r6l -50 °C-ra, majd 10 °C/perc sebességgel -55
°C-ra megegyezett a kontroll értékekkel. Megvizsgaltak, mi térténik abban az
esetben, ha a spermiumokat -5 °C/perc hitési sebesség mellett 0, 2 és 5 percig -30,
-35 és -40 °C-on tartjadk (harom lépcsds hlités), miel6tt folyékony nitrogénbe
helyezéssel elindul a gyors hitési szakasz. A kelési eredmények alapjan azok -35
°C-on 5 percig, ill. -40 °C-on 2 és 5 percig tartott spermiumok esetében egyeztek
meg a kontroll eredményekkel.

Horvath és Urbanyi (2000) 6 véddanyag hatasat vizsgaltak afrikai harcsa
spermajanak mélyhatése soran. Glicerint (5-11 %), etilén-glikolt, metanolt, propilén-
glikolt (5-15 %) és DMSO-t, illetve DMA-t (10 %) teszteltek kulénbdz6 equilibraciés
idével (2-30 perc). A kutatok NaHCO3-CO,-ral pufferelt 6 %-os fruktéz oldatot
hasznaltak higitdként a kisérletben. A hitdmédiumot 250 pl-es miszalmakba
toltottéek és programozhatd hitéberendezés (Cryocell-15, BLS) segitségével 4
°Cl/perc sebességgel 3 °C-rél -4 °C-ra, majd 11 °C/perc sebességgel -4°C-rél -80°C-
ra hitottek. Ezt kovetéen folyékony nitrogénbe helyezték a mintakat. A felolvasztast
soran 5 masodpercig 40°C-os vizfurdébe meritették a szalmakat. A termékenyitési
és kelési prébakat csak DMSO-val és DMA-val hitott spermaval végezték el nedves
(Magyary et al. 1996c, leirasa alapjan: ezzel az eljarassal csodkkentheté a
védbanyagok ikrara kifejtett toxikus hatasa) és szaraz (hagyomanyos keltetbhazi
technoldgia) termékenyitési eljarassal. Az etilén-glikol, a glicerin, a metanol és a
propilén glikol gyenge eredményeket adott. Atlagos felolvasztas utani motilitast
(44+9,7 és 22,6118,1%) értek el 10 perces equilibracios idé mellett DMSO, ill. DMA
védbanyag segitségével. A legmagasabb termékenyulési (86,8+3,1 %) szazalékot
DMA, a legmagasabb kelési (67,1+11,9 %) szazalékot pedig DMSO segitségével
éerték el 200 pl higitott sperma és nedves termékenyitési eljaras esetében.
Megallapitasuk szerint a véd6anyagok hasznalata novelte a torz larvak aranyat a
kontrollhoz képest, tovabba a DMA-nak némileg gyengébb a mélyhités soran a védé
hatasa, azonban szobahémérsékleten kevésbé karos a DMSO-hoz képest.

Szintén ebben az évben a kutaté csoport az el6zé, illetve korabbi években
elvégzett kisérletek alapjan 6sszefoglalé kozleménylkben meghataroztak az afrikai
harcsa spermamélyhiitésének moédszerét (Urbanyi et al., 2000). A leiras szerint a
higité 6% fruktézt (6 g fruktéz 100 ml desztillalt vizben feloldva) és 10 % végsé
koncentracibban DMSO-t vagy DMA-t tartalmaz. A higité 7,73-as pH-jat NaHCO;
pufferrel allitottak be. Megjegyzésik szerint fontos a higitét és a véddanyagot
O0sszekeverni, miel6tt a puffert hozzakeverik, a megfelel6 pH érték biztositasanak
erdekében. A sperma:higitd aranya 1:1 volt. Az equilibriacidés idét 10 percben
hataroztak meg 3 °C-os hdmérsékleten. Ezt kdvetben a sperma és higitd elegyét
0,25 ml-es mlUszalmakba toltotték, elkerulve a Iégbuborékok képzédést a miszalmak
belsejében. Csak 200 pl spermat toltéttek a miszalmakba, azért, hogy a felolvasztas
soran vizzel ne érintkezzen a sperma. A szalmakat programozhat6 hitéberendezés
segitségével htotték a mar korabban is k6zolt médon: 4°C/perc sebességgel 3 °C-
rél -4 °C-ra, majd 11 °C/perc sebességgel -4°C-rél -80 °C-ra. Ezt kovetben a
szalmakat folyékony nitrogénbe helyezték. A felolvasztast soran 5 masodpercig 40
°C-os vizfurdébe meritették a szalmakat.
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A fentiekben leirt mélyhitési modszert vette alapul Miskolczi et al. (2005) is, annyi
kildnbséggel, hogy a mintakat 0,25, 0,5 és 1,2 ml-es miiszalmakban hiitotte.
Munkajuk soran talaltak deformalt larvakat. Meglepetésre a mélyhitott, majd
felolvasztott spermabdl szarmazéd deformalt larvak egy része haploid volt, de csak
0,25 és 0,5 ml-es miszalmakbdl szarmazé spermiumok esetében. Az egyik
lehetséges magyarazat szerint a spermiumok genomja a meélyhités soran
karosodott, ennek ellenére a himivarsejtek még képesek a mozgasra illetve a
termékenyitésre, azonban orokitbanyaguk nem vesz részt az embriok fejlédésében.
Ezt a hipotézist tamasztja ala a tény, hogy nem talaltak haploid egyedeket a friss
spermabdl szarmazoé deformalt, kontroll egyedek kdzott.

A szintén afrikai eredetii Heterobranchus longifilis spermajat Otémé et al.
(1996) hatotte, aki 5% DMSO-t, 5% glicerint és 10% tojassargajat hasznalt
védbanyagkent és 81,1 %-os (1 oran keresztlul a folyékony nitrogénben tarolt minta
esetében), ill. 83%-0s (8 hdénapig a folyékony nitrogénben tarolt minta esetében)
kelést ért el az igy hitott spermaval (kontroll: 78,9%).

Az Azsidban honos Heteropneustes fossilis és Clarias batrachus spermajat
hiatotte Padhi és Mandal (1995), akik harom hdtémédium kombinaciot (higitd és
véddanyag) prébaltak ki munkajuk soran. A védéanyag minden esetben glicerin
volt. 1,5 ml-es centrifugacsdvekbe toltotték a mintat, mely 500 ul spermabdl allt, és a
glicerin végs6 koncentracidja 10 % volt. A szobahémérsékletrél egyenesen -70 °C-os
ultramélyhitébe tették a mintdkat, ahol is vagy tovabb taroltak vagy folyékony
nitrogénbe helyezték 6ket. A mintakat 25 °C-on olvasztottak fel 120 masodpercig,
majd a szuszpenziét 5000 percenkénti fordulatszamon sebességgel 2 percen
keresztll centrifugaltak. A fellluszo részt eltavolitottak, a killepedett spermiumokat
pedig 1 ml 0,6%-is séoldatban szuszpendaltak a termékenyitést megel6zéen, majd
100-120 ikraszemet termékenyitettek kontroll és kezelt spermaval. Utébbi esetben 87
%-0s termékenyulést értek el.

A Pangasius gigas spermajara dolgoztak ki Mongkonpunya et al. (2000)
mélyhltési eljarast. Kisérletikben fejt, ill. herébdl préseléssel kinyert spermaval
dolgoztak. A fejt sperma estében a tejet fejést kdvetéen azonnal higitottak NaCl-al
vagy modositott HBSS oldattal. A herébdl kipréselt spermat streptomycinnel és
penicillinnel kezelték a baktériumos és gombas fert6zések elkerlilése végett.
Védbanyagként DMSO-t hasznaltak, igy higitas fejt sperma esetén 1:3
(sperma:higitd, v:v), mig a herébdl kifejt sperma esetében 1:10 (g:ml) aranyban
alakult. A sejtstir(iség 4,2x10° volt milliliterenként. A mintakat ezutan 2 és 5 ml-es
krio-csovekbe toltétték, majd 15 perces equilibracios idé elteltével nitrogéngbzbe
helyezték Oket és leh(itotték -80 °C-ra. Ezt kdvetben a mintak folyékony nitrogénbe
kerlltek a végsoé felhasznalasig.

Masik két azsiai Pangasius faj a P. hypophthalmus (régebbi nevén P. sutchi) és
a P. larnaudii spermajat Kwantong és Bart hitdtte hasonlé médszerrel. A Pangasius
hypophthalmus esetében 4 védéanyagot (a metanolt, DMSO-t, DMA-t és az etilén-
glikolt) és 3 higitét (Ca-mentes HBSS-t, HBSS-t és HBSS, ill. NaCl keveréket),
hasznaltak munkajuk soran (Kwantong és Bart, 2003). A higitott spermat 250 ul-es
miszalmakban, programozhatd h{ité berendezés segitségével fagyasztottak, majd 2
hétig folyékony nitrogénben taroltdk a mintakat. A szobahd&dmérsékleten torténé
felolvasztas utan, motilitas vizsgalatot, ill. termékenyitési probat végeztek. A legjobb
termékenyullési szazalékot a 12% DMSO-val és NaCl-al, egy lépcsében -10°C
sebességgel hitétt minta adta (81%-a a kontrollnak). A 12%-0os DMA is magas
értéket eredményezett (51%-a a kontrolinak) a metanolhoz (38%-a a kontrollnak), ill.
az etilén-glikolhoz (12%-a a kontrollnak) képest.
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Ezekre az eredményekre alapozva a kutaték a masik faj (P. larnaudii) esetében 3
hGtémédiumot teszteltek: 1. DMSO (10%) és NaCl (0,9%); 2. DMA (10%) és Ca-
mentes HBSS, 3. metanol (5%) és NaCl (0,9%) (Kwantong és Bart 2006). A
mélyhltés folyamata megegyezik az el6zd Kkisérletben leirtakkal. A legjobb
termékenyulési eredményt (a kontrollnak a 70%-a) az 1. higitoval kaptak. A 2. higitd
eredményei (a kontrollnak a 42%-a) magasabbak voltak a 3. higité eredményeinél (a
kontrollnak a 12%-a). A két kisérlet alapjan megallapitottak, hogy a sperma
eletképesség teszt nem megbizhaté eljaras a termékenyitd képesség
megbecsulésére. Koldras és Bieniarz (1987)-hoz hasonldéan a termékenyitési probat
javasoljak a felolvasztott spermiumok mindségének értékelésére. Emellett
megallapitottak, hogy amennyiben egy mikodé modszert kifejlesztettek egy halfajra,
akkor a modszer alkalmas lehet mas hasonlé fajok esetében is.

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban tenyésztett csatornaharcsa (Ictalurus
punctatus) spermamélyhitésével el6szor Guest et al. (1976) foglalkozott, akik 10%
DMSO hasznalataval és 2 6ras equilibracios idével érték el a legjobb eredményt, am
csak a felolvasztas utani motilitast vizsgaltak.

Tiersch et al. (1994) egy atfogd munkat kozoltek a csatornaharcsa spermajanak
mélyhitésérdl. Megallapitottak, hogy a legkedvezébb motilitast 5 és 10% metanol
védbanyag alkalmazasa mellett kaptak, és az igy hatott mintakkal 24-97%
termékenyulést értek le, ami nem kulonbozott az ugyanazon himekkel elért kontroll
termékenyuléstal.

Christensen és Tiersch (1997) az el6z6 kisérletben kapott eredményeket
finomitani probalta. Ennek érdekében 6sszehasonlitottak, hogy az 5, 10, 15 %-o0s
metanol vagy DMA megfelel6bb-e védbéanyag gyanant. Leirasuk szerint az 5 %-0s
metanol szignifikansan magasabb motilitas értékeket eredményezett, mint az 5, 10,
15 %-os DMA. Barmelyik véddanyag 5%-0s koncentracidoban szignifikdnsan
magasabb értékeket eredményezett a 10, ill. 15 %-os koncentracioknal.
Osszehasonlitottak a 0,5 és 0,25 ml-es miszalmak hasznalatanak hatékonyséagat,
mely szerint a 0,25 ml-es miszalma szignifikdansan magasabb motilitas értékeket
eredményezett. Minden esetben szignifikans kdlcsdnhatast talaltak a véddanyag és a
véddanyag koncentracioja, a védbéanyag és a miszalma méret, a koncentracio és a
muiszalma méret, a koncentracié a védéanyag és a miszalma méret kozott.

Ugyanez a kutatéparos a csatornaharcsa sperma mélyhitésének folyamatat
egyre részletesebben vizsgalta (Christensen és Tiersch, 2005). Munkajuk soran az 5
%-0s metanol toxicitdsat, a hitési sebességet, illetve a felolvasztasi id6t és
hémérsékletet kutattak. Nem csokkent a minta motilitasa, amikor 5%-0s metanolban
1, ill. 48 éran és 1 6ra, ill. 5 napon keresztul allni hagytak a spermat. A 45 °C/perc-es
hltési sebesesség szignifikansan kisebb motilitas csdkkenést okozott a 3 °C/perc-es
sebességnél (3319%, ill. 83+13%). A felolvasztasi kisérletek soran azt tapasztaltak,
hogy az 50 °C-os viz szignifikansan kisebb motilitas csokkenést okozott a 30 °C, ill.
40 °C-os viznél (25+14% ill. 51+21% és 59+11%). A felolvasztasi id6 tekintetében a
10 masodperc eredményezett kisebb motilitas csokkenést az 5 masodperccel
ellentétben (38+12% és 52+12%). A felolvasztasi hémérseéklet és idé kdzott nem
talaltak Osszefiggést. Az 5 %-os metanol kisebb motilitds csOkkenést okozott
szemben a 10 %-os metanollal (43£17% és 67+14%). A regresszid analizis szerint 5
% és 10 %-0s metanol esetében nincs kapcsolat (r=0,012 és r?=0,011) a mélyh{tést
megeldzb és felolvasztast kovetd motilitas értékek kozott.

Az észak-amerikai kék harcsa (Ictalurus furcatus) spermajat 3 koncentracidoban
(3,75x10® spermium/szalma, 1,5x10° spermium/szalma és 6x10° spermium/szalma)
0,25 ml és 1 ml-es miszalmakban, folozott tejbol készilt tejporral kiegészitett
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metanol, illetve DMSO védbanyagok segitségével 12 hdénapig hitotte Bart et al.
(1998). HBSS oldatban 5% metanolt és 15% tejport (pH=7,4), mig szintén HBSS
oldatban 10% DMSO-t (pH=7,2) oldottak fel. A termékenyitési kisérlet soran 450
csatornaharcsa ikraszemet termékenyitettek. A két faj keresztezésére azért van
szukség, mert a hibridek gyorsabban és egyenletesebben nének, stressztlrésuk
nagyobb, hatékonyabban értékesitik a takarmanyt és a betegségekkel szemben
ellenallébbak (Dunham és Smitherman, 1987). Az alkalmazott equilibraciés id6
kevesebb, mint 3 perc volt. A mintakat folyékony nitrogén gézében hitotték 6,5 cm-
rel a nitrogén felszine felett. A miszalmakban 6 perc utan -66 °C-ot mértek. A
felolvasztas szobahémérsékleten tortént (25 °C) 390 °C/perc sebességgel. A
kontrollhoz viszonyitott termékenyitési arany DMSO esetében 32 % (23-54%) volt. A
metanol-tejpor keverék alkalmazasakor a kutatbk nem kaptak megfeleld
termékenyitési eredményeket. A legmagasabb relativ termékenyitési eredményt
(54%) a legmagasabb spermakoncentracioval rendelkezd minta esetében kaptak. A
masik két koncentracioju sperma altal kapott termékenyitési aranyok esetében nem
talaltak szignifikans kulonbséget. A miszalmak mérete sem befolyasolta
szignifikansan a termékenyitési aranyt. Tobb esetben észlelték, hogy felolvasztast
kovetben a sperma gyakorlatilag termékenyités nélkul, zselészerlien koagulalt egy
csomoban, és nem keveredett el az ikraval. Ezt a jelenséget capaharcsa (Pangasius
sutchi) esetében mar korabban is megfigyelték (Withler, 1982).

Ezt kovetéen Lang et al. (2003) kisérletet tettek Uzemi koruimények kozott a kék
harcsa spermamélyhitésre, ill. a mélyhltott sperma segitségével hibridek
létrehozasara. Négy kulonb6zd védbanyag kuldnbdzé koncentracidjanak friss
spermara kifejtett akut toxicitasat vizsgaltak meg: DMSO (5%, 10%, 15%, 20 %),
metanol (5%, 10%, 15%, 20%, 25%), glicerin (5%, 10%) és DMA (5%, 10%, 15%).
Eredményként a kutatdk azt kaptak, hogy a metanolt (5%, 10%, 15%) tartalmazé
mintak motilitdsa szignifikansan magasabb volt a tobbi védéanyagénal. Részletesebb
analizis szerint az 5%, illetve 10 %-0s metanol esetében nem kaptak szignifikans
eltérést a motilitas értékek kozott. A spermat 1:1 aranyban higitottdk HBSS és
védbanyag keverékével, majd a motilitast a higitast koveté6 0, 15 és 30 percben
értékelték. A mélyhitést a bika sperman alkalmazott eljaras segitségével végezték,
mely soran védbéanyagként metanolt (10%) hasznaltak. A higitott spermat 0,5 ml-es
miszalmakba és 110 ml-es sertés onddézsakokba (5, ill. 10 ml-es adag/110 ml-es
onddzsak) helyezték. A mintakat tizemi hiité berendezésbe raktak és 16 °C/perc
sebességgel -140 °C-ig hitotték, majd folyékony nitrogénbe helyezték Oket tarolas
céljabdl. Felhasznalas elétt a szalmakat 7 masodpercig (40 °C), mig a 10 ml-es
adagot tartalmaz6é ondozsakokat 12 masodpercig olvasztottak fel (40 °C). A
termékenyullési arany 83+13% (2000. év) és 54+27% (2001. év) volt miszalma
esetében. A kezdeti motilitas és a termékenyllés kozott nem volt szignifikans
Osszefliggés. A termékenyllés 57+24% volt 5ml-es adagot tartalmaz6é onddzsak
esetében, mig 10 ml-t tartalmazé onddzsak esetében 55+10%-a termékenyult az
ikranak. A vizsgalatok alapjan a szerzdk alkalmasnak talaltak a modszert gyakorlati
felhasznalasra hibrid harcsa eléallitasara.

A Dél-Amerikaban 6shonos pintado (Pseudoplatystoma corruscans) spermajat
10 % metanol és 15 % tejpor segitségével mélyh(totték és a kontrollal megegyezd
termékenyulést értek el (Carolsfeld et al., 2003).

Egy tropusi halfaj, a Mystus nemurus spermajat kutatok 1:20 aranyban oldottak
Ringer oldatban, védéanyagként DMSO-t, etanolt, metanolt és glicerint hasznaltak 5,
10 és 15%-0s végsé koncentracioban (Muchlisin et al., 2004). Az elegyet 5 ml-es
ampullakba toltotték, majd jégtormelék kbézé helyezték 5 percig equilibracio
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céljabdl. Miel6tt folyékony nitrogénbe kerlltek volna a mintak, athelyezték 6ket 5
percre szarazjeget tartalmazo jégdobozba. Az ampullakat 15 nap mulva olvasztottak
fel 40°C-os vizfurdében 5 perc alatt. A véddanyagok kozott, a vedbanyagok
koncentracidja kozott, illetve a védbanyag és a koncentracidé kozott szignifikans
Osszefuggéseket talaltak. A legjobb motilitas eredményt, 58 %-ot a 10 %-0s metanol
adta (kontroll 92 %), ezt kdvette a 10 és a 15 %-os etanol, majd az 5 %-os DMSO
(49, 49 és 48 %).

Pan et al. (2008) kutatasait a Pelteobagrus fulvidraco fajon végezte. A
spermamélyhiités soran kulonbozd higitok (Ringer, D-15, Kurokura-1) és
véddanyagok (DMSO, glicerin, metanol) kombinaciojat vizsgalta. A legjobb motilitasi
(651£5%), termékenyulési (90,47+3,67%, kontroll: (97.55+2.74%) és kelési (88+4%,
kontroll: 92+5%) eredményeket 10%-0s metanol és Ringer kombinacidja esetében
kaptak.

A harcsaalakuak fajgazdagsaga miatt az alkalmazott moddszerek is
rendkivul sokfélék. Az ide tartézo fajok spermamélyhiitése igen sok kézzelfoghato
gyakorlati lehetéséggel kecsegtet, mivel a fajokra altalaban jellemz6, hogy igen
kevés him ivarterméket termelnek (Legendre et al., 1996), amit tobbnyire lehetetlen
lefejni. A gyakorlatban ezért a him egyedeket felaldozzak és a spermajukat
kozvetlendl a kioperalt herébdl préselik ki. A mélyhltés értékes him tenyészallatok
ivartermékének tarolasara ad lehetéséget az allatok felaldozasa utan is. Emellett
fontos a gyakorlatban a mélyhitési modszer viszonylagos egyszerisége is, mivel a
harcsafajok termelése jorészt tropusi orszagokban fontos gazdasagi agazat, ahol a
dragabb technoldgiak beszerzésére és Uzemeltetésére sokszor nincs lehetéseg.

2.6.4. Sugéralakuak

A sugéralakuak (Perciformes) rendjébdl szamos édesvizi és tengeri halfaj
himivarsejt mélyhitését irtak le kutatok az évek soran. llyen faj példaul az
aranydurbincs (Sparus aurata) (Chambeyron és Zohar 1990, Fabbrocini et al.,
2000, Cabrita et al., 2005) vagy a nilusi tilapia (Oreochromis niloticus) (Rana és
McAndrew 1989, Godinho et al.,, 2003). Ellentétben a fent felsorolt halfajokkal, a
sugérfélék (Percidae) — ahova az A&ltalam vizsgalt sullé (Sander lucioperca) is
tartozik - esetében a sperma mélyhiithetéségének kevesebb figyelmet
szenteltek.

A sugérfélék csaladjabol ismereteink szerint legkordabban Moore (1987)
foglalkozott az egyik amerikai sulléfaj, a walleye (Sander Vvitreus)
spermamélyhitésével. Vizsgalatai soran a walleye szeminalis folyadékanak
Osszetétele alapjan készitett hlgl'tét kombinalta DMSO, szarvasmarha szérum
albumin (BSA) és PRO-FAM™ széja fehérie védbanyaggal 4 kulonb6zd
kombinacidban. Az egyes kombinaciok a kdvetez6képpen alakultak: 1. 5 % DMSO;
2. 7% DMSO - BSA (4 mg/ml) - PRO-FAM (7,5 mg/ml) keveréke; 3. 5% DMSO - BSA
(4 mg/ml) — PRO-FAM (7,5 mg/ml) keveréke; 4. 7% DMSO - BSA (4 mg/ml).
Mindegyik higit6 tartalmazott tovabbi 15 g glukozt és 5 g mannitolt 2 literenként. A
spermat 1:2 aranyban higitotta a higité kombinaciokkal, majd a mintakat 0,25 ml-es
mlszalmaba toltve 30 percig hitdtte szarazjégen. A miszalmakat folyékony
nitrogénben tarolta. A felolvasztas soran a higité furdé hédmérséklete 21,1 vagy
32,1°C volt. A szerz6 1985-ben 59 ml ikrat, mig 1986-ban 118 ml ikrat termékenyitett
2 ml mélyhitott, majd felolvasztott spermaval. A kisérlet eredménye szerint, a
mélyhltott walleye sperma szignifikdnsan kevesebb ikrat termékenyitett minden
ismétlésben a friss spermahoz képest. A mélyhlitétt sperma termékenyulési
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szazaléka 55,2 és 83,2% (1985), ill. 39,2 és 68,0% (1986) kozott volt. A nativ sperma
1985-ben 94,4%-os termékenyulést eredményezett, mig 1986-ban 83,2 és 96,6%
kozo6tt ingadozott. A legjobb termékenyulési eredmények 1985-ben a 2 és 3-as higito
kombinacioval szllettek, melyek szignifikdnsan eltértek az 1. és 4. higitok
eredményeitdl. Az 1986-os évi kisérletek soran a 2. sperma-higit6 kombinacio
eredményezett szignifikdnsan magasabb értéket a masik harom sperma-higitd
kombinacional.

Egy ujabb kisérlet soran (Bergeron et al., 2002) 3 kiilonb6z6, DMSO-ra
alapozott higitét (1. 7% DMSO, 4 mg/ml BSA, 7,5 mg/ml PRO-FAM és Rathbun
higité keveréke; 2. H,0, 3,6 mg/ml NaCl, 10 mg/ml KCI, 0,09 mg MgCl,, 0,2 mg/ml
NaHCO3; és 10% DMSO keveréke; 3. H,0, 0,3 M glukoz, 10% DMSO keveréke) és 3
higitasi aranyt (1:5, 1:9, 1:15) vizsgaltak a kutatok szintén walleye fajon. A legjobb
eredményt az 1:15-0s aranyban az 1. higitoval kevert sperma esetében kaptak. Ez
az eljaras 461£3%-os felolvasztas utani motilitast eredményezett, szemben a 2. és 3.
higitdé 10 és 5%-os értekeivel. A friss sperma motilitdsa 75 és 80% kozott mozgott.
Az 1. higitéval, 1:15 aranyban kevert sperma mélyhitést és felolvasztast kdvetben
28,51+6,84 és 59,02+1,06 % kozotti termékenyitést eredményezett (12 napos
szempontos ikran vizsgalva), mig nativ spermanal ez az érték 83,2313,16 és
91,01+0,63 % kozott alakult.

A masik halfaj, a szintén az amerikai kontinensen honos sarga sugér (Perca
flavescens) spermajanak hosszu tavu tarolasaval el6szor Ciereszko et al. (1993)
prébalkozott. A kisérlet soran a kutatok két higitét hasznaltak: a DMSO higitd 125
mM szacharozt, 6,5 mM redukalt glutationt, 100mM kalium-bikarbonatot (KHCO3), 8
% DMSO-t és 10% tojassargajat tartalmazott, mig a glicerin-glikéz higité dsszetétele
a kovetkezbképpen alakult: 0,3 M glukdz, 20 % glicerin. Mindkét higitd esetében 4x,
illetve 8x higitast alkalmaztak. A spermat 0,5 ml-es adagokban szarazjégen hitottek
-79 °C-on (az un. pellet-modszerrel), amelyeket utana az erre szolgalé ampullakban
taroltak cseppfolyds nitrogénben 1,5-2 hénapig. A termékenyitést megel6zéen 3
vagy 4 mélyh(tott adagot szobahémeérsékletl fizioldgias séoldatban olvasztottak fel,
majd ezt kdvetéen a spermaszuszpenziét dsszekeverték egy adag ikraval (1175 +
267 ikraszemmel). A termékenyulést 8-10 °C-os vizben 7 nap mulva szamoltak.
Annak ellenére, hogy a 8x higitott DMSO higitéval magasabb termékenyulési %-ot
lehetett megfigyelni, mint a 4x higitasnal (28,7+27,2, ill. 18,3+13,5), a két érték kozott
statisztikailag kimutathaté kulonbség nem volt. A glukdz-glicerin higitéval kevert
sperma gyakorlatilag minden termékenyitd képességét elvesztette (0,3 %), igy a
DMSO higité termékenyllési eredménye (23,2 %) szignifikdnsan jobb értéket
eredményezett a masik higitonal, azonban mindkét higité eredménye szignifikdnsan
elmaradt a friss sperma hasznalataval kapott termékenyulési szazaléktol (53,4 %).

Késébb Glogowski et al. (1999a) szamolt be ismét sikeres sarga sugér
spermamélyhiitésrél. A kutatas soran 4 véddanyagot tesztelt: 1. DMSO (15 %
DMSO); 2. DMSO-tojassargaja keverék (15 % DMSO és 10 % tojassargaja); 3. DMA
(15 % DMA); 4. DMA-tojassargaja keverék (15 % DMA és 10 % tojassargaja).
Mindegyik higitéhoz 0,45 M szacharozt kevertek. A mélyhitést az el6zd kisérletben
leirtak szerint végezték, azzal a kulonbséggel, hogy ebben az esetben 0,05 ml-es
adagokban hiitétték a spermat. A felolvasztas 0,5 % NaCl oldatban tértént 21 °C-on.
Megkézelitdleg 3x10° spermium jutott egy ikraszemre. A friss sperma 61,1+3,1 %
termékenyullést eredményezett szempontos embrid stadiumban. Mélyhltott sperma
esetében 42,5-47,2 % kdzotti értéket kaptak (ami a friss sperma 69,6-77,3 %-a), és
az egyes higitok kozott nem volt szignifikans kilonbség. Ez az eredmény mar
jelentds fejlédést mutat (~30 %), az el6z6ekben leirtakhoz képest.
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Az els6k kozott sajat kutatdcsoportunk végzett mélyhiitési kisérleteket stigéren
(Perca fluviatilis). Horvath és Urbanyi (2001) leirasa szerint a spermat 1:9 aranyban
higitottak, 0,25 ml-es miszalmakat hasznaltak. 5 kulonb6zb higitot (300mM
szachar6z és 30 mM Tris (pH 8.0); 350mM glikéz és 30 mM Tris (pH 8.0); 200 mM
KCI és 30 mM Tris (pH 8.0); Magyary-féle modositott Kurokura-higité: 360 mg NacCl,
1000 mg KClI, 22 mg CaCl,, 8 mg MgCl, és 20 mg NaHCO3; 100 ml vizben feloldva,
Magyary et al., 1996c¢), ill. 2 véd6éanyagot (DMSO, illetve metanol 10 % végs6
koncentracidban) teszteltek a vizsgalatok soran. A mélyh(tés folyamata soran az
el6z6 kisérletben is leirt polisztirol dobozos technikat alkalmaztak (hités 3 cm-rel a
folyékony nitrogén felszin felett, 3-5 percig). A mélyhltott szalmakat folyékony
nitrogénnel toltott kaniszterekben taroltak 2-3 hétig. A termékenyités soran 350-400
db ikrat termékenyitettek 1 miszalma tartalmaval. A felolvasztas 40 °C-os
vizfurdében 5 masodpercig tartott. A megfigyelések szerint a felolvasztast kovetd
motilitds eredményekben nem volt szignifikdns kilénbség az egyes higitok és
véddanyagok kozott. Azonban a cukor alapu higitdék elénydsebb hatasat észlelték a
sperma tulélését tekintve, szemben az ionos 0sszetétell higitdkkal. A legmagasabb
motilitast a glukéz-DMSO parositas eredményezte (33+22%). A termékenyulési
eredményeket tekintve mélyh(itott sperma esetében a legmagasabb érték 63 %, mig
a friss sperma esetében 61 % volt.

Az egyik tanulmanyban a normal és ivaratforditott siigér himek mélyh(tott,
majd felolvasztott spermajanak motilitasat és termékenyitbképességeét hasonlitotta
O0ssze egy nemzetkdzi kutatokbdl allé csoport (Linhart et al., 2008). Az ivaratforditott
egyedek heréjét eltavolitottdk a haslregbdl, majd a szeletekre vagott herébdl a
spermat nylon halon keresztll préselték ki. A normal halak spermajat fejéssel
gyujtottek. Mindkét mintat 300 mM-os gluk6éz oldattal higitottak 1:6 aranyban.
Védbanyagként DMSO-t hasznaltak 10 % végsd koncentraciéban. Az igy kapott
elegyet 0,5 ml-es szalmakba toltotték, majd polisztirol dobozban hiitétték cseppfolyds
nitrogén gézében 3 cm-rel a folyékony nitrogén felllete felett 10 percig. A
felolvasztas 40 °C-os vizfiirdSben 8 masodpercig tartott. 1 g ikrat (451 db) 12x10°.
illetve 2,4x10° spermaval termékenyitettek. A normal egyedek mélyh(itdtt spermaja
hasonl6 kelési aranyt eredményezett, mindkét sperma-ikra arany esetében (12x10°;
37,2 % és 2,4x10°: 29,1 %). Az atforditott ivard himek spermajanak esetében nem
talaltak killdnbséget a két érték kozott (12x10°: 7,3 % és 2,4x10°: 6,6 %). A kapott
eredményekbdl az is kidertlt, hogy a fejt sperma alkalmas a mélyh(itésre, azonban a
herébdl préselt sperma gyengébb mindéségi, mint a normalis himek fejt spermaja.

A Szent Istvan Egyetem kutatdcsoportja tett kisérletet 3 stigérféle, a magyar
bucé (Zingel zingel), a széles durbincs (Gymnocephalus baloni) és a koésiullé
(Sander volgensis) spermajanak meélyhltésére (Keresztessy et al., 2003). Sikeres
fagyasztast azonban, csak a magyar bucd esetében sikerult kivitelezni. A sperma
hGtéséhez 3 féle higitot hasznaltak: 1. 350mM fruktéz, 30 mM Tris, pH 8,0; 2. 200
mM KCI, 30 mM Tris; 3. Magyary-féle modositott Kurokura-higité 100 ml-re 350 mg
NacCl, 1000 mg KClI, 22 mg CaCl,, 8 mg MgCl,, 20 mg NaHCOg3;. A higitokhoz kétféle
véddanyagot, DMSO-t és metanolt adagoltak 10 %-os végsé koncentraciéban. A
spermat 1:9 aranyban higitottak a hitémédiummal, majd mindezt 0,25 ml-es
miszalmakba szivtak fel és szintén polisztirol dobozban h(itétték (4 cm-re a nitrogén
felszinétdl 3 percig). A szalmakat 40 °C-os vizfurdében 5 masodpercig olvasztottak
fel. A legmagasabb atlagos felolvasztas utani eredményeket KCI higitéval és 10 %
metanol védbéanyag hasznalataval kaptak. A metanol hasznalataval hitott mintak
motilitasa altalaban magasabb volt, mint DMSO esetében.
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3. Eredmények targyalasa

3.1. A kisérleti munkak altalanos attekintése és a folyamatok
standardizacidja

3.1.1. Altalanos informaciok

A dolgozatban bemutatott eredmények a 2001-2010. év kozotti id6szakbol
szarmazo kutatasi munkaim, és nemzetkozi egyuttmikodések soran kapott
vizsgalati adatokbdl kerultek kivalasztasra. Jeleznem szikséges, hogy a
rendelkezésemre all6 adatok kisebbik hanyada kerul itt bemutatasra, mivel a
dolgozat terjedelmi korlatja hatart szab az adatsorok és vizsgalatok bemutatasara.

Viszont fontos adatnak tartom, hogy ezen 10 éves id6szak alatt az egyes

halfajok mekkora egyed nagysagaval dolgoztam, amelyekbél a bemutatasra kerulé
adatok szarmaznak (2. sz. tablazat).

2. sz. tablazat: A SzlE, MKK-KTI Halgazdalkodasi Tanszék altal a hal himivarsejt mélyhiitési
vizsgalatokba bevont egyedek szama halfajonként (db)

Ikras Tejes Osszesen

Bodorka

Dévérkeszeg
Marna

Harcsa
Siillé 21 35 56
Kecsege 44 65 109
Osszesen 388 1336 1724

3.1.2. Standardizalasi vizsgalatok

A dolgozatom egyik célkitlizése, hogy a kilénb6zé mélyhitési modszerek
egységesitést, ennek relevanciajat bemutassa. Az alap kritérium ehhez a munkahoz
a nagymennyiségl elemszam, melyet a 2. sz. tablazatban bemutatott egyedszamok
alatamasztanak.

Emellett lehetéség szerint torekedtem egyszerl, a terepen is alkalmazhaté
metodikakat hasznalni, a szofisztikalt kutatasi modszereket igyekeztem mellézni. igy
pl. viszonylag kdonnyen osszedllithatd higitdkat preferaltam, a hités-felolvasztas-
termékenyités menetét probaltam a keltetbhazi technoldgia feszitett id§- és
cselekvési Uteméhez igazitani. Megkiséreltem lehetéség szerint a kilonb6zd
valtozékat minimalizalni: pl. a miszalmak esetében torekedtem a nagyobb méret
alkalmazasara (13. sz. abra), viszont ezen torekvések elfogadottsagat az hatarozta



Eredmények targyalasa dC 273 11

meg, hogy mennyiben alkalmazhato a modszer a termékenyités és a kelés
eredményeinek romlasa nélkul.

13. sz. abra: Kiilonb6z6 térfogatu miiszalmak: feliilrdl lefelé 0,25 ml, 0,5 ml, 1,2 ml és 5 ml (foto:
Horvath A., 2004)
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3.2. Kisérleti munka és eredmények bemutatasa ponty fajon

3.2.1. Bevezetés, a munka indokoltsaga

A ponty hazank legfontosabb gazdasagi halfaja, mely mind termelési
volumenében, mind termelési értékben vezetd szerepet jatszik. A ponty sperma
mélyhitése, illetve ezen technoldgia fejlesztése szamtalan kutatd munkajanak
kozéppontjaban allt, és all még napjainkban is. A kozOlt irodalmak heterogenitasa
azonban azt mutatja, hogy napjainkig nem sikerult olyan egyszer(i, konnyen
reprodukalhato, a gyakorlatba bevezetheté modszert talalni, mely metodikat teljesen,
vagy részelemeiben alkalmaznak és elfogadnak. igy a moédszertan fejlesztésénél
szikségesnek lattam a génbanki felhasznalas mellett olyan mddszertant, illetve
annak alapjait kidolgozni, melyre alapozva széleskorl és elfogadott technoldgia
fejleszthetd ki. A fajon végzett nagyszamu kisérlet j6 alapot biztositott ahhoz, hogy a
standardizalasi célkitizésekhez anyagot és informaciot gyljtsek, és az egységesitési
rendszer alapjait kidolgozzam.

3.2.2. A kutatomunka idobeli és térbeli bemutatasa

A kapott eredmények 2001-2006. év kozotti hazai és nemzetkozi
egyuttmikodésekbdl szarmazo vizsgalataimra alapultak. A kisérletek gyakorlati
helyszine a Haltermel6k Orszagos Szovetségének és Terméktanacsanak (ma:
Magyar Haltermel6k és Halaszati Vizterulet-hasznositok Szovetsége) dinnyési
Ivadéknevelé6 Toégazdasaga volt. Vizsgalataimhoz a gazdasagban tenyésztett
ponty tajfajtat, a dinnyési tukrost hasznaltam (14. sz. abra), a kisérleti munkat a
gazdasag keltetbhazaban végeztem. Az egyedeket minden évben a telel6k
lehalaszasat kovetéen morfologiai bélyegek (szaporitasra valé felkésziltség,
sérulésmentes testfelllet) alapjan kivalasztottam és a keltetéhazba szallitattam.

14. sz. abra: A dinnyési tiikros ponty tajfajta (foté: Szabo K., 2002)

3.2.3. Az egyedek oltasa

Az ivartermék kinyerése érdekében hormonalis indukciot alkalmaztam. igy
biztositottam az ovulalt folyos ikrat és a megfelel6 minéségl nagy mennyiségi
spermat. Az ovulacié6 és a spermiacié indukciéjahoz Ovopel hormonkészitményt
hasznaltam (1 adag/ttm kg) mind a tejeseknél, mind az ikrasoknal. A
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hormonkészitményt halfiziolégias sooldatban (0.65%-os NaCl) szuszpendaltattam el.
A mi esetlinkben alkalmazott készitmény mGnRH analégot és METOCLORAMID
vizoldékony dopamin receptor antagonistat tartalmazott.

Az igy nyert szuszpenziét steril orvosi fecskend6é segitségével a halak
haslUregébe injektaltam, a hasusz6 eredési pontjanal (15. sz. abra). A himeknek a
fejés el6tt 24 o6raval adtuk be a hormonkészitményt, mig a ndstényeknél ez két
adagban tortént: 24 oraval a fejés el6tt kaptak az el6éadagot (a teljes adag 10%-a),
mig a dont6 adagot (90%-ot) a fejés el6tt 12 draval (23 °C vizhédmérsékletnél).

15. sz. abra: Ponty anya oltasa (foté: Szabé T., 2005)

3.2.4. A tejesek fejése

A halakat kivettik a tarold kadakbdl, majd altatéoldatot (Chinaldint) tartalmazo
kadba helyeztik 6ket. Amikor a halak megfeleléen elbodultak, kivettik éket a kadbdl,
fejiuket letakartuk és ivarnyilasukat szarazra toroltik, ezek utan milanyag
kémcsovekbe vagy Uvegpoharba tortént a sperma lefejése, Ugyelve arra, hogy vizelet
ne szennyezze az ivarterméket (16. sz. abra).

Ezt kovette a sperma vizsgdlata, melynek soran szubjektiv. mddon
megallapitottam:

e a haladé mozgast végzd spermiumok %-os aranyat,
¢ a halad6é mozgas idejét (masodpercben),
e a mozgas intenzitasat.

Amennyiben a sperma minésége megfeleld volt (70-80%-0s motilitast
tapasztaltam) felhasznaltam a tovabbi munkara.
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16. sz. abra: Ponty tejes fejése (foto: Urbanyi B., 2004)
3.2.5. Az ikrasok fejése

Hormonalis kezelést kdvetben fontos szempont, hogy az ovulaldé halak ne szérjak
el ikrajukat a tartbmedence padldjara, igy ezt a problémat a keltetéhazi gyakorlatnak
megfeleléen az ivarnyilas bevarrasaval oldottuk meg.

17. sz. abra: Ponty ikras fejése (foto Szabo'\T., 2005)

igy a halak elaltatdsa és hasfaluk szarazra torlése utan elsé dolgunk a varratok
eltavolitdsa volt Ez utdn az ivarnyilast szarazra toroltik, és a hasfalra gyakorolt
kaudalis irdnyu hatarozott, de egyben évatos nyomassal lefejtik az ikrat, igy az
ivartermék szaraz mianyag talakba kerult (17. sz. abra).

3.2.6. A sperma mélyhiitése

A sperma hitéséhez 6tféle higitdét hasznaltam fel.
1. 350 mM glikoéz, 30mM TRIS (pH 8.0)
2. 350 mM fruktéz, 30mM TRIS (pH 8.0)
3. 300 mM szahar6z, 30mM TRIS (pH 8.0)
4. 200 mM KCI, 30mM TRIS (pH 8.0)
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5. Ponty higité (Magyary et al. 1996a) amely 1000 ml-re tartalmazott
350mg NaCl
1000mg KClI
22mg MgCl,
20mg NaHCO3

Védbanyagként 10% dimetilszulfoxidot (DMSO) és 10% metanolt hasznaltam
végso6 koncentracioban.

Hatés elbtt a spermiumokat 1:9-hez higitottam, mégpedig a kdvetkez6 aranyban:
1 adag sperma,
1 adag védbanyag,
8 adag higito.

A mélyhdtésig a spermiumokat 4 °C koruli hémérsékleten hitében taroltam. A 2
védéanyag és az 5 kiilénbdzé higité 10 kombinaciot adott dsszesen. igy a hiitésre
szolgalé miszalmakat kulonb6zé szinl és szamu csikozassal lattam el, és mindegyik
kombinaciobdl 4 ismétlést végeztem. A mintakat 500ul-es (0,5ml-es) miszalmakba
automata pipettaval szivtam fel. A DMSO-s mintak esetében 10 perces equilibraciés
idével dolgoztam, mig a metanolos mintaknak a hitését azonnal elvégeztem.

A hités hordozhatd polisztirol dobozban folyékony nitrogén gbézében tortént. A
miszalmakat a folyékony nitrogén szintjén Usz6 3 cm magas polisztirol kereten
helyeztem el, majd 3 perc elteltével a nitrogénbe dobtam a mintakat.

A hi{tés utan azonnal megkezdtem a mintak felolvasztasat a felolvasztas utani
motilitas vizsgalata céljabol, ami 40 °C-os vizben tortént 13 masodpercig. Minden
mintanal megvizsgaltam a mintak vizzel valé aktivalhatésagat és a haladé6 mozgast
végz6 spermiumok %-os aranyat.

3.2.7. A mélyhiitott spermaval végzett termékenyités

A néstényektél nyert ikrat el6szor 10g-os adagokba mértem ki, ami kb. 8000 db
ikrat jelent, és ezt szaraz mlanyag edényekbe tettem. Ezutan 2-3 ml vizet adtam az
ikrahoz, majd hozzaadtam a felolvasztott spermat. A termékenyitést kovetd 1-2
perces keverés utan hozzaadtam a Woynarovich-féle oldatot (0,3% karbamid, 0,4%
NaCl) melyben 1 6ran at kevergettem.

Kozben megvizsgaltam az ikra termékenyulését 4-8 sejtes allapotban. A
ragadossag elvételének utolsé fazisa az 5 %-os tanninos furdé volt 2 x 20
masodpercig. Az ikrat ezutan 7 literes Zuger edényekben helyeztem el Ugyelve a
megfelel6 atfolyasi sebesség beallitasara. Keléskor megszamoltam a kikelt larvak
aranyat.

3.2.8. Az eredmények statisztikai feldolgozasa

A kapott motilitasi, termékenyulési, valamint kelési eredmények kozti
kilénbségeket p<0,05 szignifikanciaszint mellett egyszempontos varianciaanalizissel
(ANOVA) vizsgaltam, Turkey-Kramer-prébat hasznalva utétesztként. Az adatok
normalis eloszlasat Kolmogorov-Szmirnov-probaval ellenériztem. Az adatok
biometriai feldolgozasahoz a GraphPad InStat Version 3.01 for Windows statisztikai
szoftvercsomagot hasznaltam.
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3.2.9. A kisérletek eredményei

A tejes egyedek oltasat kovetben minden alkalommal, minden egyed megfelel
mennyiségl (5-15 ml) spermat adott. Az ikrasok ugyszintén kivétel nélkil reagaltak a
hormonalis indukciora.

A friss sperma motilitdsa a kontrollndl 84+7% volt n=45 ismétlésszamnal A
legmagasabb felolvasztas utani motilitast (63+9% n=29) a glukoz higitdé és a
metanol mint védbéanyag adta (18. sz. abra). Statisztikailag nem volt kimutathaté
kilonbség a kontroll és a metanol-gluk6z 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 védbanyagként.

100 @ @ O

Kontroll Metanol DMSO

4 o

bc  bed P

o <b .{'0(‘) \3‘9(\)
¥ & &

18. sz. abra: A mélyhi(itott pontysperma felolvasztas utani motilitds eredményei. Az oszlopok
feletti azonos betiik statisztikailag szignifikdnsan nem kiilonb6z6 csoportokat jelélnek (n=29,
kontroll: n=45).

A legjobb termékenyulést 4-8 sejtes allapotban, 74+15%-ot (kontroll értéke
841+13%) n=22 ismétlés szamnal a metanol védbanyag és glukéz higitd adta (19. sz.
abra). Statisztikailag szignifikans kulonbséget nem talaltam a kontroll és a fruktézos,
illetve glikdézos mintak kozott metanol védéanyag hasznalata mellett. Azonban az
kijelenthetd, hogy amikor metanolt hasznaltam véddéanyagként mindig jobb
eredményeket kaptam, mint a DMSO védbanyaggal hitétt mintak esetében.
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19. sz. abra: Mélyhiitott pontyspermaval kapott termékenyiilési eredmények. Az oszlopok feletti
azonos betlik statisztikailag szignifikdnsan nem kiilonb6z6 csoportokat jelolnek (n=22).

A legjobb kelési eredményt (67+17%, n=22) megint csak a glukoz, mint higito
és metanol mint védéanyag kombinaciéjanal kaptuk (20. sz. abra). Itt a kontroll
eredménye 69+14% volt. Az eredmények statisztikai feldolgozasat kdvetéen hasonlo
megallapitast tehettem, mint a termékenyitési eredmények esetében, ugyanis itt sem
volt statisztikailag szignifikans kulonbség a kontroll, és a fruktéz-metanol, glikéz-
metanol kombinaciok kézott. A metanolos mintakkal kapott eredmények ebben az
esetben is felilmuljak DMSO hasznalata soran kapottakat.
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20. sz. abra: Mélyhiitott pontyspermaval kapott kelési eredmények. Az oszlopok feletti azonos
betiik statisztikailag szignifikansan nem kiilonb6z6 csoportokat jelolnek (n=22).

3.2.10. Kovetkeztetések

A pontysperma mélyhiitése a mai napig problémas kutatasi terilet, mivel a
szamos probalkozas ellenére keveseknek sikerdlt talalni olyan biztos és hatékonyan
mikodd modszert, amellyel megfelel, a kontrollal megegyez6 termékenyllést értek
volna el.

A hordozhaté mélyhltéses modszer optimalizalasara végzett kisérleteim soran
megallapitottam, hogy motilitasi értékek alapjan nem hatarozhaté meg
megfeleld higité védbéanyag, illetve higitasi arany. Egyik kombinacié sem adott
egyértelml eltérést a motilitasi értékekben, amire kijelenthetném, hogy a kapott
eredmények megfelel6ek.

A termékenyitési eredmények alapjan viszont kijelentheté hogy a legjobb
védbéanyagnak a metanolt talaltam, ez mind az 6t higitéval elfogadhaté eredményt
adott. Glukéz esetében tapasztaltam a legjobb eredményeket, itt 74%-0s
termékenyitési értéket kaptam, mig a leggyengébbet a KCI esetében, itt 47%-0s
ertéket kaptam, mely érték is magasabb volt, mint barmelyik kombinacio, ahol
véddanyagként DMSO-t hasznaltam.

A DMSO esetében azt tapasztaltam, hogy a KCI -dal végzett higitas esetén értem
el a legmagasabb termékenyitést, 31%-ot. Ezzel ellentétben a metanol esetén ez a
higité bizonyult a legkevésbé eredményesnek.

A korabbi publikacidékbadl kiderll, hogy az eddigi kutatasok soran igen sok szerzd
(Kurokura et al.,, 1984; Moczarski, 1977; Koldras és Bieniarz, 1987) nagy
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jelentéséget tulajdonitott a DMSO-nak. Azonban a mas halfajoknal — harcsa és
pisztrangféléknél — elért sikeres eredmények (Lahnsteiner et al., 1995; Steyn és Van
Vuren, 1987) alapjan akartam kiprébalni a metanolt, mint védéanyagot, és az elért
eredmények azt mutatjak, hogy kisérleteim eredményesnek bizonyultak. Metanollal
végzett kisérletek eredményei nemcsak jobbak, de kiegyenlitettebbek is, mint a
DMSO esetében.

Higitasi aranynak 1:9 higitasi arany bizonyult a legjobbnak, mig a
szakirodalombdl kiderul, hogy alkalmaztak 1:1, illetve 1:6 -os higitasi aranyokat
(Moczarski, 1977). Korabbi tarsszerz6s kozleményemben egyes pontyfélék
hatékony mélyhlitéséhez elengedhetetlen a legalabb 1:5 aranyu higitas (Lahnsteiner
et al., 2000).

Metanol esetében a higitas utan azonnal megkezdtem a hitést, mig a DMSO
esetén 10 perces equilibracidoval szamoltam és csak ezutan tortént a sperma hitése.
Mas szerz6 is alkalmazott equilibraciot, Moczarski (1977) esetében 6 masodperctdl
5-6 percig tartott, mig Sneed és Clemens (1956) is emlitést tesz az equilibraciordl,
bar pontos adatokkal nem szolgalnak.

Hltés utan a mintakat azonnal kiolvasztottam és megvizsgaltam azokat. A
mintak felolvasztasat természetesen egyenként végeztem. Ezt 40 °C-os
vizfurdében végeztiik 13 masodpercig, mig Lubzens et al. (1993) 25 °C-on 2-3
percig, Moczarski (1977) 20-60 °C-on, illetve 0 és 20 °C-on. Kurokura et al. (1984)
esetében 23 °C bizonyult megfelelének.

A mintaknak a motilitasat vizsgaltam, de nem vizsgaltam a mozgas idejét, sem
intenzitasat, sem a motilitds egyéb paramétereit. A megfelelének talalt mintakkal
termékenyitést végeztem, majd a termékenyulést 4, 8 sejtes allapotban
vizsgaltam és keléskor pedig a kelési aranyt detektaltam. A termékenyités soran
1 mUszalmanyi spermat 10g (kb. 8000-9000db) ikrahoz kevertem, mig Kurokura et
al. (1984) 1ml-1g, illetve 1ml-50g kombinaciot alkalmazott, Zhukhinsky (1981) pedig
3,59 ikrahoz 0,135, illetve 2ml spermat hasznalt termékenyitésre.

Az altalam hasznalt kombinaciok kozelebb allnak a gyakorlati alkalmazashoz
ugyanis 1 miszalmaval (0,5ml 10-szeres higitassal) 10g ikrat tudtam
termékenyiteni, ami mar félizemi szinten eredményesen felhasznalhaté.
Eredményeim megbizhatésagat nagymeértékben alatamasztja a magas
ismétlésszam.

A cukoralapu higitok esetében azt tapasztaltam, hogy felolvasztas utan a sperma
zselés gélszeri allapotot vett fel, fliggetlenul az alkalmazott védéanyagtol, mig ezt
a so alapu higitoknal nem tapasztaltam. Mas szerz6k publikacidiban erre utalast nem
talaltunk, konzultacidok soran (Lahnsteiner, személyes kozlés, 2002) jutottam ahhoz
az informaciéhoz, mely szerint masok is talalkoztak ezzel a jelenséggel, bar akkor
nem veégeztek termékenyitést a mélyhatott spermaval. Eredményeim szerint ez az
agglutinacié nem befolyasolja a termékenydulési, illetve kelési eredményeket.

A kapott eredmények alapjan megallapithatd, hogy a ponty sperma mélyhitése
soran tobb olyan tényezd is optimalizalasra keriilt, melyek kiprobaldasa mas
halfajokon a moédszertan egységesitési torekvéseit segiti. llyen tényezdk: a
hGtémédium Osszetétele (glukoz és metanol), a hités metodikaja (1:9 higitasi arany,
3 cm magas polisztirol keret, 3 perces hitési idd).
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3.2.11. Javaslatok

e Javaslom a ponty spermajanak mélyhitéséhez a cukor — els6sorban glukéz —
alapu higitok hasznalatat.

e Javaslom a pontysperma mélyhitéséhez a metanol védbéanyag alkalmazasat az
altalanosan hasznalt DMSO helyett.

e Javaslom késdObbiekben novelni az egy miszalmanyi mélyhitott spermaval
termékenyitett ikra mennyiségét, mivel feltevésem szerint ennek fels6 hatarat
meég nem értuk el.

e Javaslom a nagyobb méreti miszalmak (1,2ml és 5ml) kiprobalasat a ponty
spermajanak meélyhitéséhez, mivel igy novelhetd az egy egyseégben lehithetd
sperma mennyisége.

e Javaslom az optimalizalt mélyhGtési modszer génbanki felhasznalasat, részben
hazai, részben kilféldi megbrzési tevékenységek elvégzésére.

e Javaslom a hitébmeédium, a hdtési modszer alkalmazhatdésaganak tovabbi
vizsgalatat a mélyhltés standardizalasanak fejlesztésében.
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3.3. Kisérleti munka és eredmények bemutatasa pontyféléeken

3.3.1. Bevezetés, a munka indokoltsaga

A 2000. februar 1. és 12. kd6zo6tt a Szamoson és a Tiszan végigvonuld cian- és
nehézfém-szennyezés jelentds kart okozott a magyar folydvizi dkoszisztémanak,
amely leglatvanyosabban a halak tomeges pusztulasaban jelent meg. Ez a
katasztrofa eredményezte azt, hogy tanszékiink tébb olyan programot inditott, mely
a kart szenvedett halpopulaciok egyes fajainak szaporodasbioldgiai statuszanak
vizsgalatara, ezen belll a himivarsejtek mélyhitésére fokuszalt.

A kornyezeti katasztrofa inspiralta kutatdmunka elején szembesultem azzal a
ténnyel, hogy milyen csekély irodalom all rendelkezésre az un. egyéb pontyféléek
ivarsejt mélyhitését illetéen. Viszont a pontyon szerzett tapasztalatok és gyakorlat
elegendd kiindulasi alapot biztositott, és tobb olyan fogast és mddszert lehetett a
munkdm soran alkalmazni, ami a pontyon mar bevalt és mikodétt. igy a
standardizalas elsd lépéseit ezeken a fajokon végzett kisérleti munka soran
végeztem-végezhettem el.

3.3.2. A kutatomunka idobeli és térbeli bemutatasa

A folyévizi pontyféléken végzett kutatbmunkam 2000-2006. kozotti idészakban
folyt, kisérleteim soran négy, hazai vizeinkben is megtalalhaté pontyfélével, a
bodorkaval (Rutilus rutilus, 21. sz. abra), karikakeszeggel (Blicca bjoerkna, 22. sz.
abra), dévérkeszeggel (Abramis brama, 23. sz. abra) és a marnaval (Barbus barbus,
24. sz. abra) dolgoztam.

e

22. sz. abra: Karikakeszeg (forras: http://tankonyvtar.hu)
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23. sz: abra: Dévérkeszeg ikras egyed oltas kozben (foté: Szabé T., 2003)
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24. sz. abra: Marna (forras: ht

R R =

tp://itankonyvtar.hu)

Az egyedek minden évben Ercsi mellett a Dunabdl keriiltek lehalaszasra,
majd atszallitottak 6ket a Temperaltvizii Halszaporité és Kereskedelmi Kft.
(TEHAG) szazhalombattai gazdasagaba. A  bodorkan, dévérkeszegen,
karikakeszegen és marnan folytatott kisérleteimet ezen a helyszinen, a halak
szamara megfelel6 kornyezeti feltételek (vizmindség, h6mérséklet) mellett végeztem
el minden év tavaszan, a szaporitasi id6szakban.

3.3.3. Az oltas

Az ivartermék kinyerése érdekében mind a négy faj esetében hormonalis
indukcioét alkalmaztam. A hormonkezelés célja, hogy fejésre alkalmas, ovulalt,
megfelel6 mennyiségi ,folyds” ikra és kell6 mennyiségil és mindéségl sperma alljon
rendelkezésre. Az ovulacié és a spermiacié kivaltasahoz 26 °C vizhémérséklet
mellett szaritott pontyhipofizist hasznaltam. A hormonkészitményt halfiziologias
soéoldatban (0,65%-0s NaCl) szuszpendaltam el, a him egyedek kozul a bodorka és a
karikakeszeg tejesek esetében 2mg/ttm kg, dévérkeszeg és marna esetén 3mg/ttm
kg-ot szamolva.
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Az ikrasokat 4mg/ttm kg pontyhipofizissel kezeltem, kivéve a marnat, ekkor
5mg/ttm kg volt az arany.

Az igy nyert szuszpenziét steril orvosi fecskendével és tlvel egy adagban a
hasuszo eredési pontjanal a halak hasuregébe juttattam.

3.3.4. Az ikrasok fejése

Az ovulacio az injekcid utan 12 oraval kovetkezik be a bodorka és a karikakeszeg
anyaknal, illetve 10 o6rara van szikség a dévérkeszeg esetében. A marna a
hormonkezelést kdvetbéen 22 oraval ovulal és all készen a fejésre. Az ivartermék
elvétele az ivarnyilas szarazra torlése utan a hasfalra gyakorolt kaudalis iranyu
nyomassal tortént. A sikeresen kezelt néstények ikrait szaraz mianyag talba fejtem,
és letakarva szobah&mérsékleten tartottam. Torekedtem a minél hamarabbi
felhasznalasra.

3.3.5. A tejesek fejése

A himektdl a spermat szaraz mianyag kémcsovekbe fejtem, Ugyelve arra,
hogy fejés kdzben vizelet ne szennyezze.

A spermabdl mintat vettem, targylemezre cseppentettem, majd vizzel
aktivaltam. Ezutan fénymikroszképpal (Zeiss Laboval, Carl Zeiss, Jena, NDK) 200-
szoros nagyitason megvizsgaltam a minéségét. Szubjektiv médon megallapitottam:

e a halad6é mozgast végz6 spermiumok %-os aranyat,
e a halad6é mozgas idejét (masodpercben),
e a mozgas intenzitasat

A minimum 80-90%-o0s motilitast eléré6 spermat hasznaltam fel a
kisérletekhez, az ivarterméket felhasznalasig 4 °C-on taroltam.

3.3.6. A spermamélyhiités folyamata

A hiatdmeédium két Osszetevdje a higitoé és a fagyasveédé anyag.

A sperma higitasat a hitémédiumokkal 1:9 aranyban, Eppendorf csdvekben
végeztem el. Kisérleteinkben az alabbi higitékat hasznaltam fel:
350 mM glikéz, 30mM Tris (pH 8.0)
350 mM fruktéz, 30mM Tris (pH 8.0)
300 mM szachar6z, 30mM Tris (pH 8.0)
200 mM KCI, 30mM Tris (pH 8.0)
modositott Kurokura-féle higité: 350 mg NaCl, 1000 mg KCI, 22 mg
CaCl,, 8 mg MgCl,, 20 mg NaHCO3z; 100 ml vizben (Magyary et
al.1996a)

akrwnPE

Véddanyagként 10% dimetil-szulfoxidot (DMSO) vagy 10% metanolt hasznaltam
végsd koncentracidban. igy 10 kilénbdzé Osszetétell hitémédium vizsgalatat
végezhettem el.

A mintakat 0,25 ml Grtartalmi miszalmaba szivtam fel. Minden kombinaciobdl 4
szalmat hitéttem. A szalmak jeldlésére szines alkoholos filctollat hasznaltam.

A DMSO védbanyag hasznalatakor equilibraciés idére van szikség. A
védbanyag koncentracié kiegyenlitbdése az extracellularis és intracellularis tér
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kozott 10 perc alatt megtorténik. Az equilibracié idejére ezeket a mintakat
hitészekrénybe helyeztem.

A hltéshez folyékony nitrogént hasznaltam. A nitrogént hészigetelt tartalyokban
taroltam, a kisérlet soran polisztirol dobozba toltottem ki. Ezutan a folyadék
felszinére 3 cm vastagsagu polisztirol keretet helyeztem, és erre tettem a szalmakat,
igy a hités a folyékony nitrogén g6zében torténik. A hitési id6 3 perc, lejarta utan a
mintakat a nitrogénbe dobtam. A szalmak a nitrogéntartalyban —196 °C-on korlatlan
ideig tarolhatok.

A miiszalmakban |év6é sperma felolvasztasat 40°C-os vizfurdében végeztem 5
masodpercig. Felolvasztas utan ismét motilitas vizsgalatot végeztem és a spermat
azonnal felhasznaltam, mivel a spermiumok a nativtdl eltéré mozgast mutathatnak és
a sperma termékenyitéképessége altalaban gyorsan csokken.

3.3.7. Termékenyités

A termékenyitéshez minden halfaj esetében kevert ikrat alkalmaztam a
termékenyitéskor, csokkentve az esetleges gyengébb minéségl ikra negativ hatasat.
Az ikrat kis mianyag edényekbe osztottam szét, ez a mennyiség 1 gramm volt a
keszegeknél, 4 grammos adagokat hasznaltam a bodorkanal és 5 grammos
adagokra osztottam szét a marna ikrat. Minden adaghoz 1 miszalma tartalmat
adtam hozza. Egy adagot mindig friss spermaval termékenyitettem, ez volt a kontroll
csoport, mellyel ellendriztem az ikra mindségeét.

Az ivartermékek Osszekeverése utan az aktivaciot 26 °C hémérsékletl vizzel
végeztem, az edény finom mozgatasa kdzben. A termékenyulési szazalék
megallapitasat 4-8 sejtes allapotban végeztem. Ez a bodorkanal, a dévérnél és a
karikakeszegnél a termékenyitést kovetéen 2 oraval, a marnanal 3 o6raval utana
kovetkezik be.

Az ikraadagokbdl mintat vettem és mikroszkép alatt megszamoltam a nem
termékenyult, torz, illetve a latotérben 1évé Osszes ikraszemet. A nem termékenyult
ikrak animalis pdélusa is osztddhat (pszeudoparthenogenezis), az utddsejtek azonban
nem egyenértékliek; az osztdédas egyenetlen. Morula allapotban a szabalytalan
sejtek mar alig felismerhetbéen aprok, ezért ebben a szakaszban a termékenyulési
szazalék meghatarozasa igen nehéz. A szabalytalanul oszt6do sejtek egy id6 utan
természetesen szétesnek, ez nagyjabdl arra az idészakra tehetd, mikor a termékeny
sejtek gasztrula allapotba érnek. A termékenyulési szazalékot tehat vagy korai
osztodasi allapotban, vagy gasztrula allapotban célszerli meghatarozni (H. Tamas et
al., 1982).

A szamolast 3 latétérben, 3x ismételtem meg, koézben tobbszor végeztem
vizcserét. A vizsgalat utan az inkubaciét 7 literes Zuger livegekben végeztem,
megfelel vizhémérséklet (26 °C) és vizatfolyas mellett.

Kelés utan megvizsgaltam a kikelt larvak aranyat, a szamolast ebben az esetben
is 3x ismételtem 3 latdtérben, ebbdl megallapitottam a kelési szazalékot.

3.3.8. Az adatok statisztikai feldolgozasa

Az adatok statisztikai feldolgozasat a GraphPad Prism 4.0 és GraphPad InStat
3.01 verziészamu statisztikai programcsomag segitségével végeztem. Vizsgaltam,
hogy a hasznalt védbéanyag és higitd milyen mértékben befolyasolja felolvasztas
utani motilitdsi, termékenyllési és kelési eredményeket. Ehhez kétszempontos
varianciaanalizist (ANOVA) végeztink P<0,05 szignifikanciaszint mellett. Emellett
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linearis regressziot végeztem, hogy feltarjam a felolvasztas utani motilitas és a
termékenyllés, illetve kelés kdzotti lehetséges korrelaciokat.

3.3.9. A kisérletek 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).

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 kildnbdz6 krioprotektansok
fuggvényében: 3. sz. tablazat mutatja be.

3. 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 (fruktéz, gliikkéz, szaharéz, KCI és
modositott Kurokura) és 2 véddanyag (metanol és DMSO) hasznalatat kovetéen. A sorokon
beliil azonos betlivel jelolt értékek szignifikdnsan nem kiilonbéznek (P > 0.05). Az oszlopokon
beliil azonos szammal jelolt értékek szignifikansan nem kiilonb6znek (P > 0.05).

a. Bodorka

Fruktz Glikéz  Szacharéz KCl MK°d°S't°tt
urokura
Metanol 70+10% 77162 67+6% 47+6% 53+6%2
DMSO 53+6"* 57+6"* 53462 2316™ 3716
b. Dévérkeszeg
, .t , Modositott
Fruktoz Glukoz Szacharéz KCI Kurokura
Metanol 7716 7716 70407 57+6% 6716
DMSO 7243 7243 6010 50+10% 5746712

A legmagasabb felolvasztas utani motilitis a bodorkanal volt megdfigyelhetd,
metanol védbéanyag és glukéz higitd kombinacional (77+6%) (3.a. tablazat). A
motilitdas szempontjabol a két védbéanyag kozott minden higitd esetében
statisztikailag szignifikans kulonbséget allapitottunk meg (P<0.0001). A metanollal
kezelt mintak jobbnak bizonyultak, mint amikor DMSO-t hasznaltunk véddanyagként.

Dévérkeszeg esetében (3.b. tablazat) a glukdéz (77+6%) és a fruktdéz (77+6%)
higit6 metanol véd6anyaggal valé kombinacioja adta a legjobb eredményt.

Fagyasvéddk (P=0.0014) és higitdk (P<0.0001) kozott statisztikailag szignifikans
kuldnbséget talaltam felolvasztas utan a sperma motilitasaban.
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Glikoz és metanol kombinaciéja eredményezte a felolvasztas utani legnagyobb
motilitasi értéket karikakeszegnél (67+5%) és a marnanal (75+6%) (3.c. és 3.d.
tablazat).

A termékenyitési eredményeket mutatja be a 4. sz. tablazat. A kontroll csoport
termékenyllési eredményei, amelynél friss spermat alkalmaztunk, a kdvetkez6ek
voltak: bodorka: 90+5%, dévérkeszeg: 87+8%, karikakeszeg: 63+3%, marna: 84+4%.

Két fajnal szignifikans kildnbséget talaltam a higitok (karikakeszeg és marna:
P<0.0001) és a véddanyagok kozott (karikakeszeg: P<0.0001, marna: P=0.0005).

Harom fajnal a legnagyobb termékenyulési eredményt a glukdz higitdé és metanol
védbanyag alkalmazasaval értem el (bodorka: 84+4%, karikakeszeg: 63+2% 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 fagyasveédok
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 szempontjabol a glukéz, egy esetben pedig a fruktoz mutatott jobb
eredményt.

4. 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 higité (fruktoz,
gliikkoz, szaharéz, KCI és modositott Kurokura) és 2 védéanyag (metanol és DMSO) hasznalatat
kovetéen. A sorokon beliil azonos betiivel jelolt értékek szignifikansan nem kilonboznek (P >
0.05). Az oszlopokon beliil azonos szammal jelolt értékek szignifikansan nem kiilonb6znek (P >
0.05).

a. Bodorka
, ., , Modositott
Fruktoz Glukoz Szacharéz KCI Kurokura
Metanol 78+6%! 84+43! 761621 53+4%2 61+5%
DMSO 67+3% 71441 66152 3545 4446
b. Dévérkeszeg
, . ) Modositott
Fruktoz Glukoz Szacharéz KCI Kurokura
Metanol 83+23 7942312 61+8%34 52+6% 7041323
DMSO 75+5% 7246312 58+8% 46442 6445323

6
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A kelési eredményeket mutatja be az 5. sz. tablazat. Kontroll csoport kelési
eredményei: bodorka: 79+2%, dévérkeszeg: 68+7%, karikakeszeg: 60+2%, marna:
75+3%.

Mélyhitott sperma alkalmazasat kovetéen, hasonldan a termékenyulési
eredményekhez, a kelési eredményeknél is a metanol véd6anyag és a glukoz higitod
kombinacié adta a legnagyobb értéket 3 halfaj esetében: bodorka 74+2%,
karikakeszeg 54+2%, marna 61+4%. Kivétel itt is a dévérkeszeg volt, ahol a fruktéz
€s metanol parositas eredményezte a legmagasabb kelési szazalékot: 67+6%.

A kelés szempontjabdl a higitok kozott statisztikailag értékelhetd kulonbséget
talaltam (P<0.0001). A fagyasvéd6 anyagokat vizsgalva az eredmények kozott
szignifikans kildnbséget a bodorka esetében nem talaltam (P=0.1388), viszont a
masik harom halfajnal igen (P<0.0001 mindharom fajnal).

Mind a négy halfajnal erés korrelaciét taldltam a motilitasi és a
termékenyililési szazalék kozott (bodorka: r=0.9661, n=30, P<0.0001; déveérkeszeg:
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).

Hasonloképpen erds korrelacié allapithaté meg a felolvasztott sperma
motilitasa és a kelési eredmények kozott mind a bodorka (r=0.9418, n=30,
P<0.0001), a déverkeszeg (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.

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

a. Bodorka
Sl dliicz | e=diecs KCl Modositott
Kurokura
Metanol 71+4%% 74423 70+3%¢ 45+3%2 53+4%2
DMSO 61+2" 6445 6062 29443 3746

c. Karikakeszeg

Modositott
Kurokura

43422
23+1°

Szacharéz

48+22
33+1°

37+3%
19+3°

Metanol
DMSO

Modositott
Kurokura

45+7%
286"

Szacharéz

54442
37+6°

Metanol
DMSO
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3.3.10. Kovetkeztetések

A pontyfélék spermamélyhitésének megoldasaval mar régdta foglalkoznak a
kutatdk. A kisérletek nagy része természetesen a ponty fajra (Cyprinus carpio L.),
mint az egyik legelterjedtebb gazdasagi halfajra iranyul. Az egyéb pontyfélékkel
kapcsolatban nagyon kevés informacié latott eddig napvilagot, ami a
spermamélyhitési lehetéségeket targyalja. Tudomasom szerint a bodorka és a
karikakeszeg spermamélyhiitésére még egyaltalan nem szlletett kisérlet és a
déverkeszeg him ivartermékének hitésérdl is csak egy cikk szamolt be (Glogowski et
al., 1999b). Marna esetében is csak egy kisérletrél tudok (magyar tarsszerzéséggel),
habar itt a szerz6k nem szamoltak be termékenyulési eredményekrdl (Lahnsteiner et
al., 2000).

A fenti informacidkat lehet magyarazni és el kell fogadni a tényt: gazdasagilag
kevésbé jelentés halfajok himivarsejtjeinek mélyhiitése nem tart érdeklédésre
szamot az ezen a kutatasi terlleten munkalkodé szakemberek kdzott.
Kutatécsoportomat is a tiszai cian katasztréfat kovetéen kezdte el foglalkoztatni a
lehetéség, hogy a spermamélyhltés nyujthat-e alternativ megoldast ezen halfajok
genetikai allomanyanak megérzéséhez, valamint megprébaltam kifejleszteni egy
egységes mélyhltési modszert ezen négy, hazai folyévizekben megtalalhato
pontyfélére.

Munkam soran mindkét fagyasvédé anyagnal és a higitok esetében is
szignifikans kulonbséget talaltam a felolvasztott sperma motilitasat, illetve a
termékenyllési és a kelési eredményeket vizsgalva. Ez a megallapitas az altalam
vizsgalt halfajokon belll egyedil a dévérkeszeg esetében nem igaz, ahol a kelési
eredményre vonatkozéan nem taldltam szignifikans kulonbséget a fagyasvédo
anyagok kozott.

A metanol, mint védbéanyag alkalmazasa barmely higitoval jobb
eredményeket adott, mint a DMSO-val valé kezelések. A pontyféléknél,
els6sorban a pontynal az eddigi kisérletekben a leginkabb hasznalt véddanyag a
DMSO volt (Moczarski 1977; Kurokura et al., 1984; Cognie et al., 1989; Glokowski et
al., 1999b; Lahnsteiner et al., 2000; Linhart et al.,, 2000), igaz, a go6dolléi
laboratériumunkban a ponty esetében mar metanollal értek el jobb eredményeket
(Horvath et al., 2003).

A metanolt sikeresen hasznaltak védéanyagként pisztrangféléknél (Lahnsteiner
et al. 1997), harcsaknal (Steyn, 1993; Steyn és Van Vuren, 1987; Tiersch et al.,
1994) és tilapian (Harvey, 1983). A fagyasvéddk hatasmechanizmusa kevéssé
ismert. Egy lehetséges magyarazatot a véddanyagok eltéré hatasara vonatkozdan
Tiersch et al., (1994) és Ogier de Baulny et al., (1997) adtak, akik medfigyelték,
hogy a DMSO drasztikusan ndveli a higitok ozmolalitasat, mig a metanol némileg
csOkkenti azt. Az ozmolalitdas novekedése hiperozmotikus sokkot okozhat, igy a
sejteket nagyobb mértékl karosodas érheti a fagyasztas soran, tehat ez a jelenség
befolyasolja a mélyhités eredményességét.

Kisérleteimk sordan medgfigyeltem, hogy cukor alapu higitékkal, kulondsen a
glikdz és a fruktoz alkalmazasakor magasabb felolvasztas utani spermamotilitas
érhet6 el, mint a s6 alapu higitok hasznalatakor. Egy kivételt csak karikakeszegnél, a
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kelési eredmények esetében talaltam, ahol a modositott Kurokura higitdo nem
mutatott statisztikailag szignifikans klldnbséget a glikéz és a fruktdéz higitokhoz
képest.

Glogowski et al. (1999b) ugyancsak ugy talalta, hogy dévérkeszegnél a 0.3 M
glukéz higitd eredményezi a legmagasabb termékenyulési szazalékot szemfoltos
stadiumban.

A cukoralapu higitékat mas pontyféléknél is alkalmaztak, ugy mint a pontyon
(Babiak et al., 1997; Warnecke and Pluta, 2003), indiai pontyfajokon (Kumar, 1988)
és novényevd halakon (Zhang és Yun, 1991). A cukoralapu higitok hasznalatanak
eredményessége abban az ismert hatasukban keresendd, hogy j6 extracellularis
krioprotektansok, illetve jol bevalt membran-stabilizatorok.

A legmagasabb felolvasztas utani motilitast, termékenyulési és kelési
eredményeket mind a négy vizsgalt faj esetében fruktéz vagy gliikéz higito és
metanol védbéanyag kombinaciéjaval kaptam. Eredményeim alapjan
megallapithaté, hogy mind a négy vizsgalt halfaj esetében erds Kkorrelacio
mutatkozik a felolvasztas utani motilitds és a termékenyulési eredmeények, illetve a
felolvasztas utani motilitas és a kelési eredmények kozott. Tehat ezeknél a fajoknal
a mélyhatott sperma felolvasztas utani motilitdsa jol hasznalhaté a termékenyulés
eredményességenek elbrejelzésére.

Kisérleteim soran bebizonyosodott, hogy az egyszerl fruktéz vagy glukoz alapu
higitok metanol védéanyaggal kombinalva sikeresen alkalmazhatok e négy pontyféle
spermamélyhiitéséhez.

Levonhattam azt a kovetkeztetést, hogy adott egy mddszer, melynek
hasznalataval el6segithetjlk a veszélyeztetett és védett halfajok génbanki
megodrzésének fejlédését.

3.3.11. Javaslatok

e Javaslom a pontyféléknél is bevalt cukoralapu higité (glikéz és/vagy frukioz),
valamint a metanol védbanyag alkalmazasat hatémeédiumként, és ezen alapokra
helyezve mas pontyfélék (amur, vagy busa fajok) ivarsejtjeinek mélyhitéséhez
felhasznalni.

e Javaslom a kidolgozott mddszert génmegdrzési céllal alkalmazni, mivel kiforrt és
jol reprodukalhaté technoldgia, és megbizhatéan produkdlja az elvart
eredményeket.

e Javaslom a modszer génbanki alkalmazasanak bevezetéseét.

e Javaslom a médszer alkalmazasakor elért eredményeket és kidolgozott metodikat
a mélyhitési technoldgia standardizalasi kovetelményeinek kialakitasanal
figyelembe venni és felhasznaini.
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3.4. Kisérleti munka és eredmények bemutatasa harcsa fajon

3.4.1. Bevezetés

A harcsa (25. sz. abra) gazdasagilag jelentds ragadozé halfajunk. Indukalt
szaporitasa mar ismert, és magyar kutato-fejleszté munka eredménye a keltetéhazi
modszer bevezetése a gyakorlatba, és elterjesztése szerte a vilagon (H.Tamas et
al., 1982). Azonban a mesterséges (indukalt) szaporitasi modszer kritikus Iépése
az ivarok elkulonitése és a spermakinyerése, mely alapjaiban meghatarozhatja a
szaporitas eredményességét. Az ivarok elkulonitése tapasztalattal elsajatithato, az
els6dleges ivari jellegl jelzések mellett masodlagos testparaméterek segitségével
ez a probléma athidalhaté. Viszont a harcsa tejesek fejése nehézkes, gyakran nem
megoldhato, valamint a here eltavolitasaval sem biztos, hogy elegendd sperma all
rendelkezésre a szaporitasnal.

&

25. sz. abra: Hrcsa (forras: hp:lltankonyvtar.hu) )

igy elmondhatd, hogy a harcsa esetében gyakorlati elénydket rejt magaban a
mélyhitott sperma alkalmazasa, és ezért a mélyhltési modszert az Uzemi
igényekhez igyekeztem tarsitani, és gyakorlatba konnyen adaptalhaté technoldgiat
kivantam kidolgozni.

3.4.2. A kutatdmunka idobeli és térbeli bemutatasa

A dolgozatban a harcsa himivarsejt mélyhtésbdl bemutatott eredmények 2003-
2009 kozotti  idészakban  végrehajtott  kutatbmunka eredményeinek az
Osszefoglalasa. Ezen kisérletek tobb gyakorlati helyszinen (6. sz. tablazat),
valamint az egyetem Halgazdalkodasi Tanszékének laboratériumaban hajtottam
végre. A termékenyitési kisérleteket csak és kizarélag gyakorlati helyszineken
tudtam végezni, mivel tanszékiinknek ezen tevékenység elvégzéséhez nincs meg a
szukséges infrastrukturaja (7. sz. tablazat).

3.4.3. A him egyedek tartasa és kezelése

Halgazdalkodasi Tanszék korulményeinek bemutatasa: A harcsa himek
atlagosan 2-3 kg testtomeglek voltak és 2000 l-es mlanyag kadakban tartottuk
13°C-on 0,1 I/mp vizatfolyas és 5-6 mg/l oxigénkoncentracié mellett. A halak
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indukaltam. 20 6raval az oltas utan a hasureg felnyitasat kovetéen a kioperalt herét
lemértem. A spermat steril mullpdlyan keresztll szaraz petricsészébe préseltem.

Gyakorlati _helyszinek bemutatasa: a terepi munkak elvégzése soran
alkalmazkodtam az adott vallalkozas altal biztositott kériilményekhez. igy egységes
tartasmodrél nem szamolhatok be, a munkakat az adott vallalkozas termelés
technolégiajahoz és infrastrukturalis feltételeinez igazitottam, melyet a 6. sz.
tablazat mutat be.

6. sz. tablazat: A spermagyiijtési helyszinek fébb paraméterei

Szarvas-Fish Szegedfish Aquakultira Fish-Coop Kft
Kft. Kft. Kft.

Egység jellege intenziv telep keltet6haz intenziv telep keltet6haz

Tartasi

v er betonmedence | betonmedence | betonmedence | betonmedence
korulmények

Rendszer , . . , .. , .. ,

. " atfolyovizes atfolyovizes atfolyévizes atfolydvizes
jellemzo

Atlagos 24 °C 21°C 22C
vizhomérséklet

Oltas madja egy adagban egy adagban egy adagban egy adagban

3.4.4. A him ivartermék gyijtésének, eltarthatésaganak médszere

A felhasznalt ivarterméket a tejes harcsak eldlését kdvetben, a haslregbdl
eltavolitott herékbdl kézvetlenul nyertem (vagyis nem fejéssel). A herét a hasuregbél
kiemeltem (26. sz. abra), majd szaraz mullpdlyan felvagtam és a spermat a pdlyan
keresztul Petri-csészébe préseltem (27. sz. abra). Ezen eljaras alatt a sperma
vizelettel nem szennyez6dhetett, a herében Iévd vérerekbdl szarmazo minimalis vér
pedig megfigyeléseim szerint nem befolyasolta a sperma minéségét.

T® e

b a T i

~26. sz. abra: A kioperalt harcsa here (foté: Horvath A.,
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27. sz. abra: A harcsasperma kipréselése a kioperalt herébél (foté: Horvath A., 2007).

A sperma Kipréselése utdn meghataroztam az ivartermék motilitasat
fénymikroszkop alatt, 200-szoros nagyitason. Targylemezen Osszekevertem 19 ul
vizet 1 pl spermaval és sotét latotérben becsiltem meg a motilitds szazalékos
értékét.

Higitoként 3 eltér6é dsszetétell oldatot vizsgaltam:
e 6%-0s fruktdz higitd: az oldat pH-at 1 M NaHCOs-al allitottuk be 7,73-ra.
e 6%-0s glukoz higitd: az oldat pH-at 1 M NaHCOg-al allitottuk be 7,73-ra.
e Magyary et al. (1996a) féle ponty higité (100 ml): 350 mg NaCl, 1000 mg
KCI, 22 mg CaCl,, 8 mg MgCl,, 20 mg NaHCOs.

A mintakat 4 °C-on hitve taroltam. A friss sperma vizsgalatatél szamitott 1, 2, 3,
4 és 5 ora elteltével, ill. napi rendszerességgel, azonos idében motilitast néztem,
mindaddig, amig a spermiumok mozgasa teljesen meg nem szlnt.

3.4.5. A mélyhiités médszertana

A mélyhitést az el6z6ekben leirt folyamat soran nyert friss spermaval végeztem.
A mélyhiitéshez 6 %-os fruktéz higitét, véddanyagként 5% és 10 %-o0s
végsdkoncentraciéoju metanolt teszteltem. A spermat 1:1 aranyban kevertem
Ossze a hitémédiummal. Az igy kapott higitott spermabdl 4 ml-t pipettaztam egy 5
ml-es miszalmaba. Az 5 ml-es miszalmaba, igy 2 ml sperma, 1800 pl fruktéz és
200 pl metanol (5% véddanyag esetén), illetve 2 ml sperma, 1600 pl fruktéz és 400
pl metanol (10% védbanyag esetén) kerult. A felhigitott spermat a higitas utan
azonnal, equilibraciéos idé nélkil szivtam fel a milszalmakba. A h{tést egy
folyékony nitrogénnel megtoltdtt polisztirol dobozban végeztem. A nitrogén
felszinére egy 3 cm magas polisztirol keretet helyeztem, majd erre fektettem a
miszalmakat (28. sz. abra). A hités ideje 5 perc volt. A hités utan a szalmakat
folyékony nitrogénbe helyeztem és felhasznalasig ott taroltam.
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28. sz. abra: Harcsasperma mélyhiitése cseppfolyds nitrogén gézében, 5 ml-es miiszalmakban
(fot6: Bokor Z., 2007)

A miszalmakat 40 °C-os vizfurdében olvasztottam fel 30 masodpercig. A
felolvasztast kdvetéen a miszalmak lezart végét felvagtam és a szalmak tartalmat
kémcsébe vagy kozvetlenll a termékenyitendd ikratételre ontéttem. A felolvasztott
sperma motilitasat a fent leirtak szerint vizsgaltam.

3.4.6. A hiitési id6, hiitési sebesség és az sperma-ikra arany mélyhiitést
befolyasolé hatasainak vizsgalata

A mélyhitési mddszer tokéletesitéséhez vizsgaltam a mintak hitési idejének
hatasat a felolvasztott sperma motilitdsara és termékenyitd képességére. Ez
tulajdonképpen azt jelenti, hogy a hatdmeédiummal és a spermaval toltott miszalma
mennyi idét tolt el a folyékony nitrogén gézében, mielbtt a folyékony nitrogénbe kerul.
A mintak hiitési idejét 3, 5, illetve 7 percben hataroztam meg. A hitési idd
leteltével a szalmakat a cseppfolyds nitrogénbe helyeztem.

A vizsgalataim folyaman meghataroztam a hiitési sebességet is. Egy miiszalmat
megtoltottem a mélyhltés soran alkalmazott hitémédiummal. A miszalmaba egy
Digi-Sense DualLogR digitalis héméré (Eutech Instruments, Szingapur) K tipusu
szenzorjat helyeztem és a szalmat egy 3 cm magas polisztirol keretre raktam, amit a
cseppfolyds nitrogén felszinére tettem. A héméré 1 masodperces intervallumokkal
feljegyezte a hémérsékleti értékeket. A hltési értékeket 6 percen keresztil
rogzitettem, mivel a hdmér6 memodarigjanak taroldkapacitasa ennyi adat rogzitését
tette lehetbvé.

A mélyhiités alkalmazhatésagat az is befolyasolhatja, hogy milyen ikra:sperma
aranyt alkalmaznak a felhasznaldas soran. Ezt a kérdéskort az alabbi két
kisérletsorozattal vizsgaltam meg:

1. Az ikrat 40, 80 és 120 g-os adagokra osztottam szét és azt
termékenyitettem meg egy miszalmanyi mélyhitott spermaval. Felolvasztas
utdn a milszalmak tartalmat az ikraadagokra Uritettem, és félfiziologias
sooldattal (0,325% NaCl) aktivaltam az ivartermékeket. Ezt kdvetéen néhany
perc mulva a sooldatot lecseréltem sos-karbamidos termékenyit6oldatra és
néhany perces kevergetés utan az ikra ragadossag-elvételét 0,5 g/l-es
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tanninoldatban fejeztem be. A termékenyitett ikrat 7 I-es Zuger-tvegekben
inkubaltam. Keléskor meghataroztam a kelési aranyt.

2. Az ikratételeket két 150 g-os adagra osztottam szét, az egyik ikratételt egy,
a masikat két miszalmanyi felolvasztott spermaval termékenyitettem meg.
Mindkét tétel esetében a hdtési id6 7 perc volt. Az ikra ragaddossagat nem
sziuntettem meg, hanem hagytam a keltetéedények falara tapadni. A
termékenyitést kovetd 12 oraval az Uvegre felragadt ikrat finoman lekapartam,
mig a csomodban all6 részeket szétkevertem egy vaszonnal bevont végd,
vékony mianyag csével. Keléskor meghataroztam a kel larvak aranyat és a
torz fejlédési larvak aranyat is.

3.4.7. A termékenyitési kisérletek bemutatasa és a modszer
alkalmazhatésaganak vizsgalata keltetéhazi (lizemi) koriilmények kozott

A termékenyitési kisérleteket kizarélag gyakorlati helyszineken végeztem el (7.
sz. tablazat). Az ikramennyiséget rutin szaporitasi eljaras soran nyertem ki az
anyahalaktol.

A Kkisérletek soran elvégeztem a 3.4.5. pontban leirt sperma:ikra arany
optimalizalasi vizsgalatokat, a megtermékenyitett ikrakat 7 |-es Zuger-uvegekben
inkubaltam, majd a kelést kdvetéen meghataroztam a kelési aranyt.

7. sz. tablazat: A termékenyitési vizsgalati helyszinek fébb paraméterei

Aranykarasz | Aquakultara Attalai Hal Tehag Szegedfish
Bt. Kft. Kft. Kft. Kft.

Egy szalmaval
termeiitra;\yltett 200-350 g 200 g 2009
mennyisége

Termékenyitd 0,352 % 0,352 % keltet6hazi 0,352 % keltet6hazi
oldat NacCl NacCl viz NacCl viz

Végso
ragadéssag 0,05% 0,05% nem volt 0,05% 0,05%
elvételének tannin tannin tannin tannin
madja

Az alkalmazhatosagi kisérletek soran csatlakozva a gazdasag rutinszer(
mennyiségben mélyhiitott spermaval (5 ml-es miiszalma) lizemi mennyiségi
ikratételeket (150-350 g) termékenyitsek, analizalva a mdédszer megbizhatosagat
és ismételhetéségét. 1 adag Uzemi mennyiségl ikratételnez egy miszalmat
hasznaltam a termékenyitéshez (29. sz. &bra). A kisérletek soran a mélyhitott
sperma alkalmazhatésaganak legfontosabb paraméterét, a kel larvak szazalékos
aranyat hataroztam meg.
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29. sz. dbra: Termékenyités mélyhlitott harcsaspermaval Gizemi koriilmények kozott — a
miiszalma felvagasa a sperma kinyeréséhez (foté: Bokor Z., 2007)

3.4.8. Alkalmazott statisztikai modszerek

A hitési id6 és az ikramennyiség kelési aranyra kifejtett hatasat két szempontos
varianciaanalizis segitségével vizsgaltam (P<0,05). A termékenyitési kisérletekben a
meélyhatott és kontroll spermaval kapott kelési eredményeket szintén kétmintas t-
prébaval elemeztem. Ezeket a statisztikai prébakat GraphPad Prism 4.0 for Windows
program segitségével végeztem el.

3.4.9. Eredmények

A sperma eltarthatésagi vizsgalat soran egyik csoport esetében sem volt
szignifikans kulonbség a higitott és higitatlan mintak motilitasa kozo6tt, amiket a friss
sperma kinyerésétdl 5 éran keresztil 6ranként vizsgaltam (30-31. sz. abra).

100 - sperma

90 | M sperma+higito
-~ 70 ~
S 60 -
n
:_g 50 +
S o (solma| [sofsa| [ra(2| [sofso| [0

30 +

20 +

10 4

0
1 2 3 4 5
Idé6 (6ra)

30. sz. abra: Higitatlan és frukt6z higitéval higitott harcsa sperma motilitasa a kinyerést kéveté
elsé 5 6raban (n=14)
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B Sperma
100 1 B Sperma-+fruktoz higito
90 - Sperma+glikoz higitd

80 - W Sperma +ponty higitd
70 +
60 -
50 +
40 +
30 +
20 +

Motilitas (%)

10 4

1d6 (6ra)

31. sz. abra: Higitatlan és kiilonb6z6 higitoval higitott harcsa sperma motilitasa a kinyerést
koveto elsé 5 6raban (n=16)

A két csoport spermajanak motilitasat 24 oras peridédusonként is megvizsgaltam
az id6, illetve a higitdo fuggvényében. Az elsd kisérlet soran (32. sz. abra) az iddé
valtozasa befolyasolta a sperma motilitast, ami folyamatosan csokkent, majd
megszlint, mig a higitott és a higitatlan sperma kozo6tt nem volt szignifikans
kllonbség.

100+

60+

50+ = Sperma
E= Sperma+higité

Motilitas (%)

40+

304

Od6ra 246ra 4806ra 726ra 966ra 1206ra 144 6ra 168 6ra 192 6ra
1dd

32. sz. abra: Higitatlan és fruktéz higitéval higitott harcsa sperma motilitasa a kinyerést kovetd
napokban (n=14)

A masodik kisérlet soran (33. sz. abra) mind az id6, mind a higité befolyasolta a
sperma motilitdsat. Ebben az esetben is csokkent a motilitas az id6 mulasaval, mig
a higitd tovabb és magasabb %-on tartotta a sperma motilitasat, szemben a
higitatlan spermaval. A higitatlan sperma és a higitott sperma motilitasa k6zott a 24-
dik, a 42-dik, a 72-dik és a 96-dik d6raban szignifikans kilonbséget talaltam,
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amennyiben a higito fruktoz (P<0.001 mindegyik id6pontban), illetve glukoz (P<0.01,
P<0.01, P<0.001, P<0.01) volt. Abban az esetben, ha pontyhigitét hasznaltam, akkor
a 24-dik (P<0.05), a 48-dik (P<0.01) és 72-dik (P < 0.05) éraban talaltam szignifikans
klldnbséget a higitott és higitatlan sperma motilitasa kézott. A fruktéz és glikoz,
illetve a pontyhigitdé kozott is talaltam szignifikans kulonbséget a 96-dik draban
(P<0.01, P<0.05).

100+

90+

80+

704

60+

E=3 Sperma

B3 Sperma+ fruktdz higitd
I Sperma+ glikoz higitd
== Sperma-+ponty higito

50+

Motilitas (%)

40+

304

20+
10+ ‘
0- i L L

Oo6ra 24 6ra 48 6ra 72 6ra 96 6ra 1206ra 144 6ra
Tarolasi ido

33. sz. abra: A higitatlan és a kiillonb6z6 higitéval higitott harcsa sperma motilitasa a kinyerést
koveté napokban (n=16)

Statisztikailag szignifikans kililonbséget talaltam a friss és a mélyhitott
sperma mintak kozott védoéanyagtol fuggetlenil. A felolvasztas utan a
spermiumok motilitasa csokkent, azonban minden esetben maradt életképes
spermium (34. sz. abra). A kulonb6zé koncentraciéju védbéanyagok koézott nem
talaltam szignifikans kilénbséget.

100 -
a

90 A

80 A
-~ 70 -
S 60 -
\(h
S 50 b
L 40 |
°
s b

30

20

0 28

0 ,
Nativ 5% metanol 10% metanol

34. sz. abra: A friss és kulonb6z6 védéanyaggal kezelt, felolvasztott sperma motilitasa (n=13)
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A hitési idbére és az ikra-sperma aranyra vonatkozo kisérletek eredményeinél a
mélyhtott 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 idénél és 40 g ikra termékenyitésekor kaptam, azonban meg kell
jegyezni, hogy az 5 perces és 7 perces hitési id6 esetében mindharom
termékenyitett ikratétel esetében igen kiegyenlitett kelési eredményeket kaptam
(40+0% és 51+1% kozott). A statisztikai értékelést kovetéen megallapitottam, hogy a
termékenyitett ikra mennyiségének nem, de a h(itési idének volt szignifikans hatasa
(P<0.0001) a kapott eredményekre, tekintettel arra, hogy a 3 perces huitési id6
mellett gyengébb kelési szazalékot kaptam (35. sz. abra).

70

‘409 OBOg ‘120g

60 -

20 4

10 - @

Huités ideje (perc)

35. sz. abra: A hiitési idonek és az ikra mennyiségének hatasa a kelési eredményekre (n=12,
kontroll: 5712)

A tovabbi vizsgalataim sordn az egy milszalma mélyhitott spermaval
termékenyitett ikratétel kelési eredménye 94%, a két mlszalmaval termékenyitetté
77% lett, mig a két kezelés kontroll csoportjaban 89%, illetve 81% kelést
regisztraltam. Erdemes megjegyezni, hogy az egy miiszalmanyi felolvasztott
spermaval termékenyitett csoportban a torz fejlédési larvak aranya az 6sszes kikelt
larvahoz képest minddssze 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 sebesség -23 °C/perc korul alakult (36.

sz. abra). Megfigyeltem, hogy a miiszalma hémérséklete 3 perces hiités utan még
csak — 45 °C volt.
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36. sz. abra: A homérséklet valtozasa az 5 ml-es miiszalma hiitése soran

A keltetéhazi/lzemi korilmények kdzotti vizsgalatsorozatban megfigyeltem, hogy
a kulonbozd keltetési  kisérletek eredményei els6sorban a kulonboz6é
gazdasagoktol fliggtek, pontosabban az alkalmazott szaporitasi eljarastol és az ikra
mindségétdl, sét nagyon erbsen flggott a realizalt eredmény az egyes egyedek
felkészlltségétél is. Az attalai kisérletben a mélyhlGtott spermaval végzet
termékenyités soran a termékenyulés 97+1 % volt, mig a kontroll termékenyulés
93+1 % (37. sz. abra). A két eredmény kozott statisztikailag szignifikans kuldnbséget
mutattam ki (P=0,0084). A larvak kelési aranya ugyanebben a kisérletben 95+2 %
volt a mélyhitott spermaval termeékenyitett ikraadagok esetében, mig a kontroll
csoportban 94+6 %. A kelési eredmények kdzott mar nem talaltam statisztikailag
igazolhatd kulonbséget.
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37. sz. dbra: Mélyhiit6étt harcsaspermaval termékenyitett ikratételek termékenyiilési és kelési
eredményei az attalai keltetéhazban (n=13)

A szazhalombattai kisérletekben a mélyhltott spermaval  végzett
termékenyitésbél szarmazo 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 mélyhitott
spermabdl szarmazé larvak kelése 84 + 5 % volt, mig a kontroll csoporté 69 + 16 %.
Az eredmények kodzott itt sem talaltunk statisztikailag igazolhatd kulonbséget.

Az Aranykarasz Bt. ordongdsi keltetdjében végzett kisérletben a meélyhitott
spermabdl szarmazo 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 szarmazo
csoportban 75 + 3 % volt, mig a kontrollban 83 + 1 % és itt is statisztikailag
szignifikans kuldnbséget (P=0,0249) tudtam kimutatni a kelési eredmények kozott
(38. sz. abra).
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38. sz. abra: A szazhalombattai (a.), koromi (b.), 6rdongési (c.) és szegedi (d.) gazdasagokban
kapott kelési eredmények mélyhiitétt harcsaspermaval végzett termékenyités utan (n=9)

3.4.10. Kovetkeztetések

A sperma rovid tava tarolasanak lehetésége mar régoéta foglalkoztatia a
kutatdékat. A rovid tavu tarolas lehetévé teszi a sperma hasznalatat egy késdbbi
idépontban, amennyiben az nem kerllt telies mértékben felhasznalasra a
szaporitaskor, vagy a szaporitas valamilyen okbdl (pl. a tejes és ikras egyedek
elkulonitésének nehézségei miatt) elmarad. Vizsgalataim kimutattak, hogy a sperma
higitasa kilénb6zd higitokkal javithatja a spermiumok tulélését, klilondsen a cukor
alapu (gliikéz és fruktéz) higitok esetén. Megallapitottam, hogy a spermiumok egy
része az adott tarolasi kortilmények kozott tobb mint egy hétig megbrzi motilitasat.
Természetesen a tarolas korulményein meég lehetne javitani, pl. nagyobb
mennyiségl sperma tarolasaval, nagyobb fellleten torténd tarolassal, ami lehetbvé
teszi a levegdvel torténd érintkezést. A sperma életképességere j0 hatassal van az
oxigénkezelés (Magyary et al., 1996b), valamint a kulénb6z6 antibiotikumok
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hasznalata (Jenkins, 2000). A sperma higitéjahoz adagolt antibiotikumok jelentésen
javitottak tobbek kozott a 4 °C-on tarolt csatornaharcsa spermiumok tulélését
(Christensen és Tiersch, 1996), habar a vizsgalataim soran nem észleltem a
spermaban baktériumok jelenlétét.

Vizsgalataim soran megallapitottam, hogy az egyszerliibb 6sszetétell cukor alapu
higitdkban tarolt sperma min6sége nem marad el a bonyolultabb Osszetétell, a
szeminalis folyadék komponenseinek vizsgalata alapjan osszeallitott higitotdl (adott
esetben a pontyhigitotol). Ez megegyezik a spermamélyhiitéses szakirodalom
altalanos javaslataval, ami az egyszerlbb higitok hasznalatat ajanlja a legtobb
esetben (Ciereszko et al., 2000). Példaul Erdahl-féle (1986) 6. szamu higitd 9
Osszetevot tartalmazott, aminek elkészitése id6- és koltségigényes, és nem
feltétlentl valtia be a hozza flzott reményeket. A csukasperma mélyhitésekor
tapasztaltak, hogy az egyszeri 0,6 M glukoz alapu higitd jobb eredményeket adott
(Glogowski et al., 1997), mint a korabban hasznalt bonyolultabb higité (Babiak et al.,
1995). Hasonl6 megallapitasra jutottak magyar kutatok pontyon is (Horvath et al.,
2003).

A harcsasperma mélyh(tésére tett el6kisérleteim soran megallapitottam, hogy
habar a felolvasztott sperma minésége (motilitasa) gyengébb a friss spermaénal, igy
is tartalmazott elegendé mennyiségl mozgasra, igy valészinlleg termékenyitésre is
alkalmas sejtet. A harcsafajok esetén a sperma felolvasztas utani motilitasa
altalaban gyenge, 20-40% koruli (Tiersch et al., 1994, Horvath és Urbanyi, 2000),
am ez a sperma tokéletesen alkalmas a termékenyitésre.

Mélyhitéses kisérleteim soran kiillonésen fontosnak tartottuk a nagyméretii,
4-5 ml térfogati miiszalmak hasznalatat. Ez, ugyanis a halsperma mélyhitésének
egyik kulcsfontossagu problémaja. A halaktodl egyszerre nagy mennyiségl ivartermék
(ikra és sperma) nyerhetd ki, és a keltetbhazi gyakorlatba beépilt a nagy
mennyiségl ivartermék egyideji kezelése. Ezzel szemben a spermamélyhités
modszereit elsésorban emlsallatokra, azon belll is a szarvasmarhara dolgoztak ki,
ahol a 0,25, illetve 0,5 ml Urtartalmu miszalmak hasznalata valt be, és tokéletesen
megfelel a gyakorlatnak. Az ilyen kisméretl miszalmak hasznalata a halgazdalkodas
igényeit nem elégiti ki, hogy nagymértékben korlatozza az egyszerre lehithet6 és
felolvaszthatd sperma mennyiségét (kulondsen, ha figyelembe vesszik a sperma
higitasat is a mélyhlités el6tt), és nehézkessé teszi a gyakorlatnak megfeleld
nagymennyiségu ivartermék hasznalatat.

A halsperma-mélyhiités kutatoi kozoétt jelenleg két médszertani ,iskola” van
kialakuléban. Az egyik iskola (Caffey és Tiersch, 2000) szerint a mélyhités
modszertanat mar kidolgoztak, és széles korben alkalmazzak, ezért a halspermat
mélyhité egységeknek a szarvasmarhara kidolgozott modszertant kell atvenniuk, és
a halgazdasagoknak kell rugalmasabba valniuk a nagymennyiségl ivartermék
kezelését illetben. A bikasperma mélyhitésére szakosodott kodzpontokban
(mesterséges termékenyité allomasokon, mélyhiitétt génbankokban) a mélyhités
nagymértékben automatizalt (a miszalmakat szamitdégéppel feliratozzak, gépesitett
a feltdltéslk, lezarasuk és hitésuk), és megoldottak a korokozokkal és
szennyezésekkel szembeni védelem, valamint a minéségbiztositas kérdései. Ezzel
szemben a kutatdk joval nagyobb részét tdmorité masik iskola szerint a mélyh(ités
iparanak kell alkalmazkodni a halgazdasagok eltér6 igényeihez, és kutatoi hattérnek
kell kidolgozni modszereket a nagymennyiségl sperma mélyhdtésére. Lahnsteiner
et al., (1997) sikerrel alkalmazta pisztrangfélék spermajan az 1,2 ml Grtartalmu
szalmakat, mig Wheeler és Thorgaard (1991) j6 eredményeket ért el a 4,5 ml
térfogatu miszalmak hasznalataval. Vizsgalataim soran azt tapasztaltam, hogy az 5
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ml-es midszalmak hasznalataval a spermiumok egy jelentés része megoérzi
motilitasat. Ezen el6kisérletek soran kapott eredményem alapozta meg az Uzemi
szintl kutatasaimat, melyre alapozva dolgoztam ki a gyakorlat szamara a metodikat.

A gyakorlat orientalt kisérletekben 6 %-o0s fruktoz és 10 %-os
végsOkoncentracioju metanolt hasznaltam. Az UGzemi felhasznalas egyik fontos
kovetelménye, hogy nagy mennyiségli spermat lehessen hiteni és ezzel a
keltetbhazban szokasos nagy mennyiségu ikrat lehessen termékenyiteni. Nagy, azaz
4-5 ml-es miiszalma hasznalatara talalhatunk irodalmi forrasokat (Cabrita et al.,
2001; Brown és Mims, 1999) mas halfajok esetében, azonban az eredmények
ellentmondasosak. A miszalma méretéb6l fakadoan eltér6 hitési és felolvasztasi
korilmények uralkodnak a midszalmaban, szemben a kutatasok tobbségében
hasznalatos 0,5 ml-es miszalmakkal. Kisérleteimben 5 ml-es miiszalmat
hasznaltam, melybe 4 ml higitott spermat toltéttem. A felolvasztast kdvetéen egyik
esetben sem tapasztaltam a sperma min6ségében jelentés romlast. Ennek egyik
oka, hogy meghataroztam azt a hitési idét, mely a legjobb termékenyulési aranyt
eredményezte. A hiitési eljaras soran 5 ml-es miszalmak alkalmazasa esetében a
7 perces hdtési id6 bizonyult a legeredményesebbnek, ellentétben a 3 perces
hitéssel.

A kapott eredmény tikrében megvizsgaltam a hémérsékleti viszonyokat
hiités kozben az 5 ml-es miszalmaban és 3 perces hltésnél a miiszalmak
hémérséklete csak -45 °C-ig csdkkent, ami feltételezhetéen még nem elégséges a
sérulésmentes fagyashoz. Ez az eredmény 6sszhangban van Horvath et al. (2007)
vizsgalataival, akik azt a megfigyelést tették ponty esetében, hogy a 4 és 5 ml-es
mulszalmakban 3 perces folyékony nitrogén gézben torténé hités esetén a minta
csak -30 és -40°C-ig hdl le. Egy masik vizsgalat szintén a hosszu idejli, 10 perces
hitésrél szamol be (Cabrita et al., 2001).

Kisérleteim soran kideriilt, hogy az egy miszalmaban talalhaté 2 ml sperma
elegendd spermiumot tartalmazott 120 g ikra termékenyitésére is, igy munkam soran
tovabb novelhettem az egy miszalmaval termékenyithet6 ikra mennyiségét.

Nagy mennyiségli sperma sikeres h(itését és felolvasztasat kovetbéen a
kovetkez6 fontos Iépés az lizemi technoldgia kialakitasanal, hogy a felolvasztott
spermaval nagy mennyiségl ikrat tudjunk biztonsagosan termékenyiteni. Lubzens et
al. (1997) vizsgalta pontyon a kulonbséget 1 ml és 100 ml ikratétel
termékenyitésénél, ahol az 1 ml-es adagok jobb eredményeket adtak. A szerz6 ezt a
nem megfelel§ sperma-ikra aranyra vezette vissza. Kisérleteimben 150-350 g kozotti
ikratételeket termékenyitettem 1 mdszalma tartalmaval. Ennél pedig biztonsaggal
nem keltetheté nagyobb mennyiség egy 7 Il-es Zuger Uvegben (Szabd, 2000).
Gyakorlatilag minden esetben a kontrollal megegyezé kelési eredményeket kaptam,
mely bizonyitja, hogy nem értem el azt a sperma-ikra aranyt, ami mar kimutathato
csOkkenést okoz a termékenyulésben. A vizsgalatok alapjan kijelenthetd, hogy a
kifejlesztet modszer nagy biztonsaggal alkalmazhato a keltetéhazi harcsaszaporitas
soran.
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3.4.11. Javaslatok

e Javaslom a gyakorlati felhasznalok szamara a harcsa sperma rovidtavu tarolasat
hatott (pl. hatészekréeny) koralmeények kozott, mivel 96 dra idétartam alatt a 6%-0s
fruktoz és 6%-os glikéz higitdé egyarant megbrzi a sperma
termékenyitOképességeét.
hGtémédium alkalmazni a harcsa spermamélyhitéshez.

e Javaslom a hdtési metodikdahoz a 3 cm-es polisztirol keret alkalmazasat, 7 perc
idétartamu hitéssel.

e A moddszer mar javasolhatdo az lUzemi korulmények kozott torténd hasznalatra,
mivel egy miszalmanyi (4ml) meélyhatott harcsasperma kivaléan alkalmas 150 g
frissen fejt harcsaikra termékenyitésére a kelési eredmények gyengulése nélkiil.

e Javaslom a kidolgozott és uzemi korulmények kozott is bevalt mélyhitési
modszer génbanki felhasznalasat, els6sorban kilfoldi megérzési tevékenységek
elvégzeéseére.

e Javaslom a hitémédium, a hdtési modszer és a mélyhitott spermaval vald
termékenyités alkalmazhatésaganak tovabbi vizsgalatat a mélyhités
standardizalasanak fejlesztésében.
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3.5. Kisérleti munka és eredmények bemutatasa siill6 fajon

3.5.1. Bevezetés

A sullé (39. sz. abra) hazank egyik hungarikum halfaja, ragadozo életmddot
folytat, husa kivald, mint termék korlatlan hazai és uniés piacokkal rendelkezik.

A sullét korabban igen érzékeny, a technologiat kevésbé tir6 halnak tartottak,
ezért is fejlesztették ki a fészekre ivatast, illetve a permetkamras sullé ikra érlelési
modszert. Az elmult években azonban, jelents szerepet vallalva a munkaban az
Attala Hal Kft., a vélemények atalakultak. A sUll6 is, bizonyos banasmod mellett jol
beilleszthet6 a hagyomanyos keltetéhazi technologiaba, tlir6képesseége tobbszorose
a korabban feltételezetteknek, joél fejhetd, és kivald terméket lehet produkalni
(egynyaras és kétnyaras sull6é allomany).

A fentiek alapjan kijelenthetd, hogy a sullé szaporitasnal is van létjogosultsaga
a spermamélyhitésnek. Ezt tamasztja ala az a tény, hogy sullé eltéré ivarainak
szaporitasi szinkronizalasa keltetbhazban még nem miikddik olyan pontossaggal,
mint pl. a ponty esetében. igy a mélyhiités segiti a munkacsucsok alkalmaval, a
szaporitas alatti torlddasok konnyl athidalasat, illetve segiti a szakembereket, hogy
,csak” az egyik ivar, nevezetesen az ikrasok ovulacidjanak idépontjara
koncentraljanak, mivel a sperma fagyasztva mar rendelkezésre all.

3.5.2. A kutatdmunka idobeli és térbeli bemutatasa

A dolgozatban bemutatott kisérletek eredményei 2005-2010. kozotti idészakbal
szarmaznak. Kisérleteimet az Attalai Hal Kft. attalai keltet6jében végeztem. A
kisérleti sulldallomanyt a fogad6 gazdasag sajat allomanya alkotta.

3.5.3. A halak tartasa és kezelése

Az attalai gazdasagban a kutatomunkat a keltetéhazi siillészaporitassal
parhuzamosan végeztem. Az anyakat 4 mg/ttm kg hipofizissel oltottuk 72 éraval a
fejést megel6z6en és betonmedencében vartam be az ovulacié és spermiacio
beindulasat.

Az ikrasok kezelése soran a tartdmedencébdl kiméletesen anyahaldval kifogtam
és athelyeztem a kivalasztott egyedet az altatdéoldatba (10 csepp szegfiliszegolaj 10 |
vizben). Boéditast kdvetéen az ivarnyilas kornyékét szarazra tordltem az esetleges
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szennyez6dések elkerllése végett, majd a hasfal masszirozasaval tiszta, szaraz
edénybe fejtem az ikrat.

A himeket szintén szegfliszeg olaj segitségével altattam, majd a spermat kézi
fejéssel egy automata pipetta segitségével gyUjtdéttem dssze (40. sz. abra), Ugyelve
arra, hogy vizelettel, illetve széklettel ne szennyez6djon az ivartermeék.

P 7 P
40. sz. abra: A sperma begyiijtése automata pipetta segitségével (fot6: Horvath A., 2005)

3.5.4. A sperma vizsgalata

A friss sperma motilitdsat vizzel aktivalva becsultem meg. A motilitast
targylemezen vizsgaltam 20-szoros higitdsban, 200-szoros nagyitas mellett, Zeiss
Laboval 4 mikroszkép segitségével (Carl Zeiss, Jena, NDK). A sperma siriségét
Blrker-kamras modszerrel allapitottam meg 1000-szeres higitadsban. A kamra egyes
négyzeteiben megszamoltam a himivarsejtek szamat, majd ezt atlagoltam. A mi-
enkénti sejtszamot (N) a kdvetkez6 képlet segitségével szamoltam ki a Burker-
kamraban szamolt sejtek atlagabdl (X):

N=Xx25x10x 1000 x 1000

Magyarazat: a Biirker-kamra egy négyzetének teriilete 1/25 mm? magassaga
1/10 mm, igy kapjuk meg az 1 ul-ben Iévd sejtszamot, ezt szorozva 1000-rel kapjuk
meg a ml-enkénti sejtszamot és az utolsé szam a higitasi arany.

3.5.5. A spermamélyhiités menete

A hasznalt oldatokat egységesen 500 mi-es kiszerelésben készitettem el, és a
pH-t 8-as értékre allitottam be.
e 350 mMol Glikoéz, 30mMol Tris;
e 200 mMol KCI, 30 mMol Tris;
e 300 mMol Szachar6z, 30mMol Tris;
e Pontyhigité; 1,75g NaCl; 5g KCI; 0,1456g CaCl,*2H,0; 0,0853g
MgCI2*6H20; O,lg NaHCO3
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Védbanyagként metanolt, illetve dimetil-szulfoxidot (DMSO) hasznaltam 10%
végs6 koncentraciéban. Minden a kisérletben szereplé vegyszert a Reanal Kft-t6l
rendeltem (Budapest, Magyarorszag).

A hitdmédiummal (200 ul védbéanyag, 1600 ul higitd) 1:9 aranyban kevert
spermat (200 pl) az elére egyedileg megjeldlt, 0,5 ml-es miiszalmakba, 3 perces
equilibracioés idé utan szivtam fel DMSO alkalmazasakor, mig a metanol esetében
equilibraciot nem alkalmaztam. A hitést egy folyékony nitrogénnel megtoltott
polisztirol dobozban végeztem. A nitrogén felszinére egy 3 cm magas polisztirol
keretet helyeztem, majd erre fektettem a miszalmakat. A hités ideje 3 perc volt. A
hités utan a szalmakat folyékony nitrogénbe helyeztem és felhasznalasig ott
taroltam. A felolvasztas 40 °C vizfurdében tértént 13 masodpercig. A felolvasztas
utan a sperma motilitasat a friss spermanal leirt moédon vizsgaltam.

3.5.6. Termékenyités mélyhlitott spermaval

Az ikrat 10 g-os (kb. 10.000 ikraszem) adagokra osztottam mianyag edényekbe.
Minden adagot egy felolvasztott muiszalmanyi minta (0,5 ml) segitségével
termékenyitettem. Az aktivaciét kovetéen 1 ml Woynarovich oldatot adtam az
ikrahoz, amit 90 percig duzzasztottam allandé kevergetés mellett. A duzzasztast
kovetben az ikrat 0,5 %-os tannin oldattal kezeltem, majd 7 |-es Zuger-uvegekbe
helyeztem az ikrat kelésig (6 nap, 14 °C-on). Ezt kdvetéen megszamoltam a kikelt
larvakat és kiszamoltam a kelési szazalékot.

3.5.7. Mélyhiitott sullésperma alkalmazhatésaganak vizsgalata
keltetohazi (izemi) koérulmények kozott

A halak tartasa és kezelése nagyrészt megegyezik a 3.5.2. pontban leirtakkal.
Az el6z6 kisérletek soran nehéz volt elkerilni a sperma vizelettel torténd
keveredéseét, igy ebben az esetben a fejést egy szilikon katéter (bels6é atméré: 1 mm,
kils6 atméré: 1,5 mm) segitségével végeztem, melyet felhelyeztem az
ondovezetékbe (41. sz. abra). A motilitas vizsgalatot az el6z6ekben leirtak alapjan
végeztem.

41. sz. abra: Siillésperma fejése szilikon katéter segitségével (foté: Horvath A., 2007)
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A spermat 1:1 aranyban higitottam a kovetkez6 Osszetétell hitémeédiummal: 350
mM glikéz, 30 mM Tris, pH 8.0 (ccHCI-el beallitva), 10 %-os végsé koncentraciéju
metanol. A higitott ivarterméket 0,5 ml-es szalmakba toltottem, majd a hitést
folyékony nitrogén gbézében végeztem egy polisztirol dobozban. A hiités egy, a
folyékony nitrogén felszinétél 3 cm magasan uszé polisztirol kereten tortént 3 percig,
ezt kovetben a mintdkat a folyékony nitrogénbe helyeztem. A spermat 1 hétig
taroltam folyékony nitrogénnel toltott kaniszteres kannaban (BIO 20, Statbourne
Cryogenics, Washington Tyne & Wear, UK). A felolvasztast 40°C-os vizflirdében 13
masodpercig végeztem. Ezt kdvetben szintén megvizsgaltam a mintak motilitasat.

Az ikrasokat 6ranként ellenériztem, hogy felkészlltek-e a fejésre. Az altatas és
fejés folyamata megegyezett az el6z6 kisérletekben alkalmazott mddszerekkel. A
lefejt ikrat 13 ismétlésben 10 és 30 g-os adagokra osztottam. Egy adag ikrat 1
miszalma tartalmaval termékenyitettem (42. sz. abra). Kontrollként frissen fejt
spermat hasznaltam. Az ikrat Woynarovich oldatban 90 percig, allandé kevergetés
mellett duzzasztottam. Ezt kdvetben tannin (0,5 g/l) oldattal vettem el a ragaddssagot
(20 masodpercig, kétszer). Az egyes tételeket kilon 7 |-es Zuger-lvegekbe dntdttem
inkubacio céljabol. A kelést kovetden a kelési aranyt leszamoltam.

42. sz. abra: Siilléikra termékenyitése mélyhiitott spermaval (foté: Bokor Z., 2007)
3.5.8. Alkalmazott statisztikai médszerek

A vizsgalatok eredményeinek értékelését Graphpad Prism 4.0 for Windows
programmal végeztem. A védbéanyagok és higitdk a motilitasra és a termékenyulésre
kifejtett hatasat, illetve a higitasi arany és a véddanyagok kelési aranyra kifejtett
hatasat kétszempontos varianciaanalizis segitségével vizsgaltam (ANOVA) (3.2.1-es
fejezet).

Az Uzemi szintl vizsgalatok soran kapott eredményeket, azaz motilitas
(felolvasztott és friss sperma) és kelési eredményeket (10 és 30 g-os ikratétel
esetében) 2 mintas t-proba (P< 0,05) segitségével értékeltem.
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3.5.9. Eredmények

A kisérleteim kezdetén minden igyekezet ellenére sem tudtam elkerulni, hogy a
tejesek fejése kozben a sperma ne keveredjen vizelettel, igy a frissen fejt
sullésperma motilitasa 50+17% volt. A mélyhitott mintak koézul a glikéz higitd és
DMSO védbanyag kombinacié produkalta a legmagasabb felolvasztas utani
motilitast 28+21% (43. sz. abra), azonban statisztikailag szignifikans kulonbséget
nem talaltam az egyes kezelések kozatt.

A Biirker-kamras szamolassal a siillésperma atlagstriisége 0,85 + 0,19 x 10
(spermium/ml) értéket adott.

100
o0 | O DMSO ‘ Metanol
80 +
70 -
60 -

50 ~

Motilitasi %

40 ~

30 ~

20 -

10 ~

Gliikoz KCI Szacharoz Kontroll

43.

43. sz. abra: A felolvasztott siillésperma motilitasa (n=15)

A termékenyitési kisérletekben a legmagasabb termékenyiilést (43+12%) a
glukéz higitdo és DMSO védbanyag alkalmazasaval értem el (44. sz. abra). Az adatok
statisztikai elemzése soran megallapitottam, hogy a higitd nem, de az alkalmazott
véddanyag szignifikans (P=0,0338) hatassal volt a termékenyulési szazalékra.
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44. sz. abra: A mélyhiitott siilldspermaval kapott termékenyiilési eredmények (n=16, kontroll
termékenyiilés: 51,7%)

A Kkelési eredmények vizsgalatanal (mas tejesek felhasznalasaval) a
legmagasabb kelési aranyt (41+22 %) metanol védbanyag hasznalata és 1:1
higitasi arany mellett kaptam (45. sz. abra), azonban az eredmények statisztikai
elemzése nem mutatott ki szignifikans kilonbséget a kelési eredmények kdzott.

50 - O Metanol O omso
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45 -

40 - 1
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45. sz. abra: Kelési eredmények a higitasi arany és a védéanyag fiiggvényében (n=13)
A mélyh(tott sullésperma keltetéhazi felhasznalasa soran a sperma vizelettel

valo keveredését kikliszoboltem. A katéteres spermavétel eredményeként a frissen
fejt sullésperma motilitdsa 6310 % lett. A spermakoncentracid a kisérletben
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1,8565+0,1547 x 1010, mig az 1 g-ban talalhaté ikraszemek szama 1351461 volt, igy
az egy ikraszemre jutd 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 mintak motilitas értékei
kozott szignifikans kilonbség nem volt (P=0,1135).

Amikor 10 g ikrat termékenyitettem 1 miszalmanyi mélyhitott spermaval a kikelt
larvak aranya 49+4 % volt, mig 30 g ikra termékenyitésekor 58+3 %. A két eredmény
ko6zott ugyan nem talaltam statisztikailag szignifikans eltérést, azonban a t-proba
eredménye (P=0,05701) nagyon kozel all a szignifikancia-szinthez. Meglep6 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 (46. sz. abra).
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46. sz. abra: Az 1 miliszalmaval termékenyitett kiilonb6z6 ikratételek kelési eredményei (n=13)

3.5.10. Kovetkeztetések

A felolvasztas utan a spermiumok motilitasa csokkent, azonban minden esetben
maradt életképes spermium. Vizsgalataim soran a legmagasabb motilitast és
termékenyllési szazalékot a felolvasztas utan 10% DMSO véddéanyag
alkalmazasaval, 3 perces equilibraciéval kaptam. Az adatok statisztikai
feldolgozasa soran megallapitottuk, hogy nincs statisztikai szignifikans kulénbség az
egyes felolvasztas utani motilitas eredmények kozott.

A legnagyobb problémat a kisérletek soran az jelentette, hogy a fejés kdzben
elkerlilhetetlen volt az ivartermék vizelettel valé szennyezddése. igy mar eleve
alacsonyabb fagyasztas el6tti motilitast kaptam. Ez a keveredés aktivalja a
spermiumokat, igy pl. a pontyspermiumok ATP-raktarai kitrtlnek (Perchec et al.,
1995), mig atlanti lazac esetében Honeyfield és Krise (2000) kimutattak flow
citométeres vizsgalat segitségével, hogy az él6 sejtek szama csokken.

Ezt a problémat sikerult elkertini katéteres fejéssel ugy, hogy kdzvetlenil az
ivari vezetékbe helyezett csé segitségével nyertem a spermat, igy elkertlhet6 a
szennyezddés okozta minéségromlas.
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A mélyhitési technika kialakitasa soran a DMSO védb6anyag jobb
termékenyulést eredményezett a metanolnal, azonban a keltetéhazi kiséretben a
metanollal termékenyitett ikratételek produkaltak jobb eredményt.

Erdekes megallapitas, hogy méas szerzdkkel ellentétben a hiités soran a legjobb
eredményeket a DMSO véddanyag esetében kaptam. Tokféléknél a 10%-0s metanol
védbanyag alkalmazasakor kaptak a legmagasabb motilitast equilibracié nélkdl, bar
itt statisztikailag nem talaltak szignifikans kilénbséget a védéanyagok hatasa kozott
(Horvath 2001).

A pontyfélék spermajanak mélyhlitése soran az esetek dontd tdbbségében
DMSO-t hasznaltak és ez bizonyult a leghatékonyabb védbanyagnak (Moczarski,
1977; Kurokura et al., 1984; Koldras és Bieniarz, 1987; Cognie és Billard, 1989;
Magyary et al. 1996a), azonban ismeretes olyan hazai eredmény, ahol a metanol
véddanyag hasznalata soran kiugréan magas termékenyllési szazalékot (80 %
kordli) értek el (Horvath, 2001).

A DMSO a harcsaalakuknal is a gyakran hasznalt védéanyagok kozé tartozik
(Marian és Krasznai, 1987; Linhart et al., 1993; Tiersch et al., 1994; Otémé et al.,
1996), am az afrikai harcsa (Clarias gariepinus) esetében kevésbé bizonyult
sikeresnek a vele tortén6 hités soran, helyette a glicerin hasznalata soran kaptak
magasabb eredményeket (Steyn et al., 1985). Ellenben a metanol alkalmazasara is
szamos példa mutatkozik: harcsaféléknél (Steyn, 1993; Steyn és Van Vuren, 1987),
tokfélék (Glogowski et al., 2002; Horvath et al., 2005), pisztrangfélék (Lahnsteiner et
al., 1997) és tilapia fajok (Harvey, 1983) esetében alkalmaztak sikerrel.

Tehat levonhaté a kovetkeztetés, hogy a két védbanyag preferenciajara nem
elegendé csak a felolvasztas utani motilitast és a termékenyulést figyelembe venni,
hanem a Kkeléssel bezarolag lehetséges a koOvetkeztetések megallapitasa.
Osszességében az eredményekbél arra kévetkeztettem, hogy a metanol-glitk6z
kombinacié, 1:1 aranyban higitva a spermaval alkalmasnak tlinik a sulldsperma
mélyhltésére.

Mélyhitéses kisérleteim soran kulondsen fontosnak tartottam a nagyméretii
muiszalmaval torténd vizsgalatokat, mivel ezen tételekkel lehet Uzemi szintl
munkakat végezni. A bemutatott eredmények reménykeltéek, de még sziukség van a
nagyobb ikratételeken tesztelni a modszer hatékonysagat (lasd: 50 g-os
ikranagysag).

3.5.11. Javaslatok

e Javaslom a sull§ esetében a glikoz alapu higitdé és 10%-os metanol védéanyag,
1:1 higitasi arany alkalmazasat, mind a laboratériumi, mind a gyakorlati
alkalmazas soran.

e Javaslom a kidolgozott technoldgia tovabbi vizsgalatat nagytétell ikraadagokban.

e Javaslom a moddszer alkalmazasi lehet6ségeinek vizsgalatat kiterjeszteni mas
stigérfélékre.

e A metodika jelenlegi fejlettségi allapotaban alkalmazhaté génbanki munkak
hatékony és biztonsagos elvégzésére, igy ezen iranyu felhasznalasat javasolom.

e A mélyhltés soran kapott eredmények nem elegendéek a standardizalas alap
kritériumainak lefektetéséhez és bevezetéséhez, ezért tovabbi kisérletek
elvégzését javaslom.
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3.6. Kisérleti munka és eredmények bemutatasa kecsege fajon

3.6.1. Bevezetés

Az Gsi eredetl tokfelék kozul szamos faj kis populaciokban, elszigetelten él,
ennek kovetkeztében fokozottan fennall a kihalas veszélye. A folyok szabalyozasa,
vizierbmivek és vizlépcsbk épitése megneheziti, s6t bizonyos esetekben teljesen
megakadalyozza a tobbségében anadrom tokfajok szaporodasat. A vizek
szennyezése ugyancsak komoly gondot jelent. Ennek eredményeképpen néhany
folyébdl egyes tokfajok teljesen eltlintek. A volt Szovjetunié teriletén, ahol a fold
legnagyobb tok populacioi élnek, ellendrizhetetlenné valt a halaszat. Ezeken a
terlleteken a megélhetési gondokkal kiiszk6dé embereknek j6 bevételi forrast jelent
az értékes ikraju, kaviart add tokfajok orvhalaszata és lemészarlasa, ami szintén
nagy veszélyt jelent a tokfélékre nézve. Az emberiség nem engedheti a genetikai
diverzitas tovabbi degradaciojat, nem eshetnek ujabb fajok az emberi ,fejl6dés”
aldozataul. Amig a tiszai Okoldgiai katasztrofahoz hasonldé események torténhetnek
régionkban és a Fold egyéb terlletein addig kiemelten nagy jelentésége kell, hogy
legyen a mélyhltésnek, mint az ex situ génmegérzés egyik igen fontos elemének,
amely kozelebb vihet minket a veszélyeztetett fajok, koztuk a tokfélék
megmentésehez.

A tokfélek spermamélyhltési technoldgiajanak kidolgozasara a legalkalmasabb
kisérleti faj a kecsege (Acipenser ruthenus), mivel a kisérleti tapasztalatok jol
alkalmazhatok mas tokfajokra is €s ezen kivlul a kecsege viszonylag nagy szamban
fordul el6 a hazai vizekben (47. sz. abra).
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47. sz. abra: Kecsege (forras: .h'ttb:lltankonyvtar'.hu)
3.6.2. A kutatomunka idobeli és térbeli bemutatasa

A bemutatott eredmények a 2002-2004. év kozotti idészak kutatasaibol
szarmaznak. A kisérletekhez szikséges ivarérett kecsegék a Dunabdl, Ercsi mellél
szarmaztak. A kisérletek két helyszinen folytak, a szarvasi HAKI és a SZIE, MKK-
KTI Halgazdalkodasi Tanszékén, ahol csak tejes egyedekkel dolgoztam. A kisérleti
példanyok szallitaisa 1 m3-es tartalyokban tortént. Mindkét helyen recirkulacios
rendszer(i kadakban, 16-18 °C-os vizben, ivar szerint szétvalogatva tartottam a
kecsegéket. A kadak (rtartalma G6dollén 2 m*, mig Szarvason 8 m* volt.
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3.6.3. Az ivartermékek elvétele

A spermiacié és az ovulacio kivaltasara Szarvason tokhipofizis kivonatot
alkalmaztam. Tejesek esetében 4,5 mg/ttm kg, ikrasok esetében pedig 3 mg/ttm kg
hipofizis kivonatot adtam 0,65 %-os NaCl oldatban feloldva, a hasuregbe
fecskendezve. Godollén 0,65 %-os NaCl oldatban feloldott GnRH analdgot (Ovopel
GnRHa) fecskendeztem be a hatizomzatba, ttm kg-onként 1 golyé GnRHa-t
szamitottam.

A tejesek fejése 24 éraval a hormonindukcidé utan tortént. Az allatok hasi és farki
részét szarazra tordltem, majd a hasfal ivarnyilas felé térténé enyhe nyomasaval
nyertem ki a spermat, amit szaraz mianyag talakban, illetve mianyag poharakban
fogtam fel és a kisérletek megkezdéséig 4 °C-on taroltam hitészekrényben. A
bélsarral és vizelettel szennyezett spermat nem hasznaltam fel.

Az ikrasokat 24 ¢raval a hormonindukcié utan folyamatosan megfigyelés alatt
tartottam. Amennyiben a kadak aljan ikraszemeket talaltam, probafejéssel
megkerestem az ovulalt egyedeket. Ezeknek az egyedeknek a hasfalat felnyitva
szaraz mianyag talakba nyertem ki az érett ikrat, amelyet felhasznalasig szintén 4
°C-on taroltam (48. sz. abra).

"r;
48. sz. abra: A kecsege ikras fejése (fot6: Szabd T., 2004)
3.6.4. A mélyhiités menete

A vizzel aktivalt spermiumok motilitas vizsgalatat fénymikroszkoppal, 600x-0s
nagyitason végeztem a kovetkez6 két szempont alapjan:
1) Haladé mozgast végz6 spermiumok szazalékos aranya.
2) A halad6é mozgas intenzitasa.

A sperma: hitémédium arany 1:1 volt. A tesztelendé hitémédiumokat tobbszori

ismétlésben vizsgaltam. A hiatémédium elballitdsahoz harom kulonbozd, elére
elkészitett és felhasznalasig 4 °C-on tarolt higitét hasznaltam:
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e Jihnichen-féle higité: 25 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH=8,5 (Jahnichen et
al., 1997).

e Tsvetkova-féle higité: 23,4 mM szacharéz, 118 mM Tris-HCI, pH=8,0
(Tsvetkova et al., 1996).

e Modositott Tsvetkova-féle higitdé: 23,4 mM szacharéz, 30 mM Tris-HCI,
0,25 mM KCI, pH=8,0 (Urbanyi et al., 1998).

Ezekhez a higitokhoz adtam kulonféle mennyiségben a négyféle tesztelendd
krioprotektanst: dimetil-szulfoxid (DMSO) 10% végs6é koncentraciéban; dimetil-
acetamid (DMA) 10% végsé6 koncentracioban; etilén-glikol (EG) 10% és 17,5% végs6
koncentraciéban; metanol (M) 5 %; 7,5%; 10 % végsd koncentracidban. Equilibracios
id6 nem volt.

A mintakat 500 ul-es miszalmakba szivtam fel automata pipettaval és azonnal
hatottem. A hiitést hordozhaté polisztirol dobozban, folyékony nitrogén gézében
végeztem. A miszalmakat egy a nitrogén felszinén Usz6, 3 cm magas polisztirol
keretre helyeztem el, majd harom perc elteltével a nitrogénbe dobtam &6ket.

A felolvasztast 40 °C-os vizfirdében 13 masodpercig végeztem. A felolvasztas
utan megvizsgaltam a spermiumok vizzel val6 aktivalhatésagat és motilitasat (halado
mozgast végzd spermiumok szazalékos aranya, haladé mozgas intenzitasa).

3.6.5. Termékenyités mélyhlitott spermaval

A termékenyitési kisérletekhez felhasznalt egyedektdl szarmazo ikrat csoportokra
osztottam és szaraz, steril mianyag Petri-csészébe helyeztem (atlag 10 g-os
csoportokat alakitottam ki). Egy ikracsoport termékenyitésére fél miszalmanyi
kezelt spermat (250 ul = 125 ul tiszta sperma) hasznaltam, amelyet termékenyités
el6tt vizzel higitottam 1:1 aranyban, igy az ikrara mar aktivalt allapotban kerultek a
spermiumok. Ezutan feltoltottem a Petri-csészéket vizzel és ovatos korkoros
mozgatassal biztositottam az ikrak és a spermiumok megfeleld keveredését. A
megtermékenyult ikraszemeket hagytam letapadni a Petri-csésze aljara. A kontroll
termékenyitését 125 ul nativ spermaval végeztem.

A megtermékenyilt ikraszemek inkubacidjat 36 6ran keresztul végeztem atfolyo-
vizes rendszerben. Szarvason miianyag valyukban aramoltatott vizbe helyeztem a
Petri-csészében lév6 ikrat. A termékenyllési szazalékot preparalé mikroszkoppal,
10x-es nagyitason, korai neurula stadiumban vizsgaltam, mivel ebben az allapotban
mar nem jelentenek zavard hatast a pszeudo-parthenogenetikus uton fejl6dé
ikraszemek.

3.6.6. Az adatok statisztikai feldolgozasa

A felvett adatok statisztikai feldolgozasat egyszempontos varianciaanalizissel
végeztik a GraphPad InStat statisztikai segédprogram segitségével.

3.6.7. 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 kilénb6z6 fagyasvédd anyagok alkalmazasa
nem eredményezett szignifikansan (P<0,05 szignifikanciaszint mellett) eltérd
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eredményeket (49. sz. abra). Mindemellett a legjobb motilitasi atlagertéket a metanol
hasznalatakor kaptam, 10%-o0s végkoncentracional: 46,7+23,1%-ot. A metanol
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49. sz. abra: Az eredeti Tsvetkova-féle higitoval elért felolvasztas utani motilitasi eredmények

(n=11)

Moédositott Tsvetkova-féle higité esetében a DMSO 10%-o0s és a metanol
10%-o0s alkalmazasa kozott észleltem szignifikans (P<0,05) kulonbséget (50. sz.
abra). A legjobb felolvasztas utani motilitast, 35,0£16,0%-ot, 10 %-0s

alkalmazasa eredményezte.
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50. sz. abra: A médositott Tsvetkova-féle higitéval elért felolvasztas utani motilitasi

eredmények (n=11)
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A Jahnichen altal kidolgozott higité hasznalatakor a felolvasztas utani motilitast
illetéen szintén a DMSO 10%-0s és a metanol 10 %-os végkoncentracioban toérténd
alkalmazasa kozott tapasztaltam szignifikansan (P<0,05) kimutathatdé kulonbséget
(51. sz. abra). A legjobb &atlagos motilitasi értékeket, 30,0+26,0%-ot, 7,5%-0s
végkoncentraciéban alkalmazott metanol esetében kaptam.
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~£ 60 +
= 50T
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0 : : : :
DMA DMSO 5% 7.5% 10%
Metanol Metanol Metanol

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

Az el6zetes vizsgalatokban legjobb eredményeket mutaté hiitomédium
kombinacidkat kivalasztva a modositott Tsvetkova-féle higité és a védbéanyagok
10%-0s vegkoncentracioban torténd 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 eredményeitdl (52. sz. abra). A DMA esetén a
tapasztalt termékenyilés 0% volt, igy ez a véddéanyag nem szerepel a grafikonon.

Termékenyiulés (%)

DMSO Metanol Kontroll

52. sz. abra: Mélyhiitott kecsege spermaval elért termékenyiilési eredmények (n=8)
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3.6.8. Kovetkeztetések

A spermamélyhitésben elengedhetetlen a sperma higitasa hitémédiummal. A
hitémédiumot alkoté higitok és fagyasvédod anyagok tesztelése hozzasegit az
alkalmazott kémiai anyagok kozil a legmegfelel6bbek kivalasztasahoz és helyes
aranyban torténd alkalmazasahoz. A gyakorlatban is hasznalhaté eredmények
eléréséhez azonban szikséges a mélyhlitott spermaval torténd termékenyités
eredményességeének vizsgalata is. A cél a nativ spermaval torténd termékenyités
hatékonysaganak megkdzelitése volt.

Kisérleteim eredményei alapjan megallapithaté, hogy az eltéré higitdk
hasznalataval nem tapasztalhatunk jelent6s felolvasztas utani motilitasi
kildnbségeket, igy a motilitdsra nézve nincs jelentésége annak, hogy
cukortartalmanal fogva immobilizalé (Tsvetkova-féle higitd), soétartalmanal fogva
immobilizalé (Jahnichen-féle higitd) vagy sot és cukrot is tartalmazd higitot
alkalmazunk. Szignifikans eltéréseket a felolvasztas utani motilitasban a modositott
Tsvetkova és a Jahnichen-féle higitok kozott csupan a DMSO és a DMA, mint
védbanyagok alkalmazasa esetén kaptam. Mindkét véd6anyag hasznalataval a
sétartalmu Jahnichen-féle higitdé igen rossz eredményeket adott, igy az emlitett
kombinaciok nem alkalmasak a kecsege spermajanak eredményes mélyhitéséere. Az
a tény, hogy a tesztelt higitdk felolvasztas utani motilitdsra gyakorolt hatasa kozott
nincs szignifikans kuldnbség, valoszindsiti, hogy a termékenyit6képességben sem
mutatkozna jelentds kulonbség.

A DMSO elterjedten hasznalt védéanyag a tokfélék spermajanak mélyhltésére
(Drokin et al., 1991, Cherepanov et al., 1993, Tsvetkova et al., 1996). A metanol
véddanyag alkalmazasat tokféléken Horvath (2001) kisérelte meg el6szor, és kapott
igen biztaté eredményeket.

A Tsvetkova-féle és a modositott Tsvetkova higitd kozti kilénbség elsésorban a
modositott higitdhoz adagolt 0.25 mM KCl-ban van. Ez 6sszhangban all Gallis et al.
(1991) feltételezésével, hogy a tokfélék spermaja esetén az immobilizacidért
els6sorban a K*-ionok felelések. A Jahnichen-féle higito igen egyenetlen felolvasztas
utani motilitast eredményezett az 6sszes véddanyag és azok kiprobalt koncentracioi
mellett.

Az etilén-glikol az alkalmazott koncentraciéban (10% és 17,5%) erbsen
karositotta a spermiumokat, azok mozgasképtelenségét okozva. igy megallapithato,
hogy az etiléen-glikol ezekben a végkoncentraciokban nem alkalmazhatdé a kecsege
spermajanak mélyhitésében.

A DMA 10%-os végkoncentracidoban torténé alkalmazasaval a Tsvetkova-féle
higitd esetében viszonylag gyenge, a Jihnichen-féle higitdé esetében pedig igen
gyenge felolvasztas utani motilitast tapasztaltam. A DMA-val kezelt, mddositott
Tsvetkova-féle higitoval higitott sperma bar viszonylag j6 motilitdst mutatott,
termékenyitésre egyaltalan nem volt alkalmas, mivel a kapott termékenyulési
szazalék gyakorlatilag 0 volt. Ezeknek az eredményeknek a tukrében nem javasolom
a DMA alkalmazasat a kecsege spermajanak mélyhitésében.

A DMSO-val végzett kisérleteimben a Tsvetkova-féle higitdé hasznalataval
tapasztaltam a legjobb felolvasztas utani motilitast, mig a Jihnichen-féle higité
alkalmazasaval igen rossz eredmények szulettek. A termékenyitési vizsgalatok soran
a modositott Tsvetkova-féle higitoval higitott és DMSO-val kezelt sperma
termékenyitbképessége szignifikans eltérést mutatott a kontrollhoz képest és igen
gyenge volt, igy ezeknek az adatoknak az ismeretében a DMSO-t sem javasolom
krioprotektiv alkalmazasra kecsege esetében.

93



Kecsege fajon kapott eredn‘jé\gveg t?'ll:gva_hég__a

A metanol kulonb6z6 toménységekben torténd alkalmazasaval viszonylag jé
felolvasztas utani motilitasi értékeket kaptam, amelyek rendszerint csak kis
meértékben kulonboztek a kontrolltdol. Tehat a metanol az alkalmazott
koncentraciokban nem csokkenti jelentésen a spermiumok felolvasztas utani
motilitasat. A termékenyitési kisérletekben felhasznalt, metanollal 10%-0s
végkoncentracioban kezelt sperma higitasara a modositott Tsvetkova-féle higitét
hasznaltam. Ennek a kombinacionak az alkalmazasaval igen jé, a kontrolltdl
szignifikdnsan nem kulénb6z6 termékenyillési szazalékokat tapasztaltam és ez
azt mutatja, hogy a metanol kivaléan alkalmazhaté a kecsege spermajanak
meélyhitésében.

Eredményeim alapjan feltételezem, hogy a tokfélék esetében a mélyhitott
spermaval torténé termékenyitési kisérletek relativ kudarca elsdsorban a
hasznalt védéanyagnak tudhaté be. Ennek oka tobbféle lehet. A DMSO, illetve az
azzal torténé mélyhités karosithatja a spermiumok flagellumat és a sejtek mozgato
mechanizmusat, mint azt Billard et al. (2000) medfigyelték. A DMSO jelenléte
okozhatja az akroszoma sérlilését is. A spontan akroszémareakciét kivaltdé hatasa
valoszinltlen, Cherr és Clark (1984) vizsgalatai alapjan ezért elsésorban a magas
Ca'"-koncentracié és magas pH felelések, mig a DMSO hatasanak kitett spermiumok
kozott kimondottan alacsony volt a spontan akroszomareakcion atment sejtek
aranya. Ettél figgetlendl, mivel az akroszoma a tokfélék termékenyllésének egyik
létfontossagu és igen sérulékeny organelluma, feltételezhetd, hogy a DMSO nem fejt
ki ra megfelelé védbhatast, viszont a metanol igen.

Az a tény, miszerint eltér6 védbanyagok alkalmazasaval a felolvasztas utani
motilitasi szazalékokban kisebb eltérések tapasztalhatok a termékenyulési
szazalékokban, arra enged kdvetkeztetni, hogy a krioprotektansok toxikus hatasa
nem realizalodik teljes mértékben a felolvasztas utani motilitas szintjén, hanem
a termékenyllés folyamata soran tovabbi karos hatasok jelentkeznek. Ez adddhat
abbdl, hogy a véddanyagok elsésorban nem a mozgasért felelés részeket,
sejtorganellumokat  (pl.:  farokrész,  mitokondriumok, stb.), hanem a
megtermékenyitésben résztvevdé elemeket (pl. akroszéma) karositjak, illetve a
fagyasvédd anyagok a kezelt spermaval egyutt az ikrara kerulve eltér6 mértékben
karositjak az ikraszemeket is, igy toxikussaguk hatvanyozottan jelentkezik.

3.6.9. Javaslatok

e Javaslom tokfélék spermamélyhitésében a metanol véd6anyag alkalmazasat a
DMSO helyett.

e Javaslom a tokfélék mélyhitott spermajanak Gzemi szintl hasznalatat szaporitas
és hibridizacio céljara.

e Javaslom nagyobb volumeni miszalmak alkalmazasi lehet6ségeit kiprobalni
tokféléken.

e Javaslom a modszer génbanki alkalmazasat, mind hazai, mind nemzetkdzi
viszonylatban.

e Javaslom a médszer alkalmazasakor elért eredményeket és kidolgozott metodikat
a méelyhitési technologia standardizalasi kovetelményeinek kialakitasanal
figyelembe venni és felhasznaini.
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3.7. A standardizalas Iehetéségeinek vizsgalata a kapoftt
eredmények alapjan

3.7.1. Bevezetés

A halaknal végzett mélyhltési technikak, technoldgiak kismeértékben terjedtek el
ezidaig a gyakorlatban. Eddig elsGsorban génbanki célzattal és felhasznalassal
alkalmaztak a technoldgiat, a gazdasagi haszon-emlbés allatokhoz mérhetd
felhasznalasrdél nincs informaciom.

Joggal meriil fel a kérdés, mi hatraltatia a technoldgia elterjedését, milyen
lépések szikseégesek ahhoz, hogy a gyakorlat oldalardl valos igényként mertljon fel
a mélyh(tott sperma Gzemi szintl alkalmazasa?

A disszertacioban vizsgalt halfajokon végzett kutatomunkambal, illetve a PhD
fokozat megszerzése o6ta folytatott, a jelen dolgozatban nem targyalt tapasztalatokra
és eredményekre hagyatkozva igyekszem felvazolni az ok-okozati tényezdket.

3.7.2. A mélyhiités teljesitmény fokozasanak szukséges kritériumai

Ahhoz, hogy a mélyhités elfogadott teljesitményt produkaljon, tdbb, a gyakorlati
felhasznaldi oldalrél j6vé jogos kritériumnak kell megfelelnie:

e Hatékony, nagy volumeni termelés: ezen kritérium alapja, hogy a gyakorlati
oldal biztositani tudja a nagymennyiségl ivarterméket (j06 mindéségben és
pontosan), mig a kutatoi oldalnak megfelel6 felszereltséggel (berendezések,
oldatok, eszk6zdk stb.) kell rendelkeznie ahhoz, hogy készen alljon a nagy
volumeni sperma feldolgozasara és mélyhitésére.

e Egyszerii technolégia: a felhasznalok alapvet6 igénye, hogy a bevezetett, vagy
alkalmazni kivant technoldgia egyszer( legyen, konnyen elsajatithatd lépéseket
tartalmazzon, és alkalmazasa ne feltételezzen kimagaslo bioldgiai jartassagot.
Ennek hianyaban is lehet ,egyszer(” technoldgiardl beszélni, abban az esetben,
ha a kutatéi oldal szolgaltatasként végzi a sperma mélyhitést és azzal a
szaporitas segitéset.

e A termékek egységesitése: a technoldgiaban szamos lehetéség nyilik a
fejlesztbk szamara, hogy a mélyhités végeredményét képezd terméket, magat a
spermaadagokat hogyan és milyen formaban allitiak elé6 a felhasznalasra. A
szarvasmarha esetében a 0,25 és 0,5 ml-es miszalmak mellett dontottek, mig a
I6tenyészték a nagyobb, 3-5 ml-es mlszalmakat preferaljak. A haltenyésztés
soran a felhasznalasi cél alapvet6en befolyasolhatja a kiszerelést, és igy a termék
megjelenését is. Génbanki célzattal elegendbéek a kisebb miszalmak (0,25-0,5
ml), mig az Uzemei felhasznalasnal, ismerve pl. a ponty szaporitds soran az
anyankénti 1 kg-ot is meghaladé ikra mennyiséget, a nagyobb Urtartalmu (5 ml,
vagy annal is nagyobb) miiszalmak, vagy tarolok bevezetése indokolt.

e Minéség ellendrzés és biztonsag: a felhasznaldk jogos elvarasa, hogy a
mélyhatott ivartermék mindéségben legalabb olyan paraméterekkel rendelkezzen,
mint a frissen fejt nativ sperma. Emellett a tarolas soran ez a mindéség ne
romoljon, vagyis a minéséget a fagyasztott ivartermék biztonsagosan érizze meg
a felhasznalasig. Fontos hangsulyozni, hogy nem elegendé csak és kizarélag a
felolvasztott sperma minéségét alapul venni, mint mindéségi minimum. A
disszertacibban bemutatott eredmények is alatamasztjak, hogy a mindség
legfontosabb jelzbje a termékenyitbképesseég, €s végezetll a kelés, a kikelt 1arvak
%-0s aranya.
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e Standardizacié és harmonizacié: A mobdszer alkalmazasanak egyik f6
kritériuma, hogy egységesiteni szukséges a kulonb6z6 technikakat. Még egy
halfaj esetében is szamtalan technika és eljaras létezik (pl. ponty esetében 6,
kisebb-nagyobb mértékben kulonb6z6), melyek gatjai a standard folyamat
kialakitasnak és bevezetésnek. Emellett a kilonb6zd halfajok spermahlitésének,
a tengeri és édesvizi halfajok technikainak harmonizalni kell-kellene egymassal,
hogy minimalis valtoztatassal a  kulonbo6z6 technikak  adaptalasa
problémamentesen megtorténhessen. Tovabba a harmonizacionak szikséges
kiterjedni a mélyhltést magasfokon, rutinszerlien alkalmazé agazattal és
szektorral (pl. szarvasmarha tenyésztés).

e Génbanki-tarolasi rendszerekkel kapcsolat: A technoldgia bevezetésének
legkézenfekvébb megoldasa lehet, ha csatlakozni tud az egyes orszagokban mar
mikodd, szarvasmarhara alapozott mesterséges termékenyité allomas
halézathoz. Ezen haldézatok multja, tapasztalata nagyban el6segiti a hal sperma
hasznalatanak gyakorlati elterjedését és elterjesztését.

3.7.3. A hal ivarsejtmélyhiités fejlodési lehetéségei

Amennyiben attekintjiuk a halivarsejt-mélyhités jelenlegi fejlettségi allapotat, és
megprobaljuk dsszevetni a gyakorlatba mar bevezetett, és gazdasagi jelentéséggel
biré szarvasmarha ivarsejt és embri6é fagyasztas fejlettségével, alapvetéen szomoru
képet kapunk, amit az 53. sz. abra illusztral.
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53. sz. abra: A szarvasmarha és a hal ivarsejt mélyhiités fejlettségi allapotanak illusztralasa

Mig a szarvasmarha tenyésztésben és szelekcids munkaban a mélyhltési
technologianak kiemelt szerepe van, addig a halivarsejt-mélyhiités még csak
kezdetleges felhasznalasi és alkalmazasi szinten van.

Fontos elklloniteni a kutatas-fejlesztés soran alkalmazott dimenziokat és
metodikat az iparszerl alkalmazasba torténd bevezetés minimum kovetelményeitdl,
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melyek hianya megkérddjelezi a modszer gazdasagi alkalmazhatdésagat. Ezen
tényezdket veti 0ssze és mutatja be a 8. sz. tablazat.

8. sz. tablazat: A halivarsejt-mélyhiitéssel szemben tamasztott kovetelmények
osszehasonlitasa a két potencialis alkalmazasi teriileten

Kisérleti volumen Iparszeri volumen

Kézi munkaeré 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
Egyszeril, manualis toltés Megbizhaté toltés
Higitott mintak Sejt koncentracios sorozatok
Mintak nagy valtozatossaga Mintak alacsony valtozatossaga
Alacsony standardizaltsagi fok Magas standardizaltsagi fok
Csekély mindség ellenérzési szint Magas mindség ellendrzési szint
Alacsony kezdetei beruhazas igény Magas kezdeti beruhazas igény
Magas mintankénti koltséghanyad Alacsony mintankénti koltséghanyad

A tablazat jol szemlélteti, hogy az a modszertan, mely kis volumend, elsésorban
kisérleti vagy csak csekély egyedszamu, els6sorban természet- és kdrnyezetvédelmi
céllal (génmegbrzés) keril kialakitdsra nem alkalmas a nagymennyiségl igénnyel
fellepd és gyors-preciz metodikat feltételezd iparszerl termeléssel.

Ezt a kontrasztot noveli, hogy napjainkban olyan ,high-tech” berendezéseket
alkalmaznak, melyek a szakszer(, hibanélkili, gyors ivarsejt mélyhitést (elsésorban
spermamélyhitést segitik. llyen automata eszk6éz pl. automata cimkézé (bar kod
szamot nyomtat a miszalmara), tolt6 és lezaré berendezés, mely akar 1000 db
szalma kapacitast is elér éranként.

Hatarozottan kijelenthetem, hogy a kisérleti volumen és az iparszer(i volumen
kozotti  kulonbséget nem lehet anélkul athidalni, hogy ne |épésrdl-lépésre,
szisztematikusan fejlesszik a technolégiat. A nagy teljesitményl mélyhitéshez
az atmenetet az alabbi 3 pont figyelembevételével javasolnam végrehaijtani:

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

2. A lépések racionalizdlasa és bevezetése a modszertanba tobbszords
ismétléseket kovetben,

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

A fentiek alapjan a kritikus metodikai és a technolégiai Iépéseket az alabbiakban
hatarozhatom meg (9. sz. tablazat). Az egyes lépéseknél figyelembe vettem azokat a
technikai elemeket is (CASA és spektrofotométer), melyeket disszertaciomban nem
alkalmaztam, viszont hianyukat és alkalmazhatésagukat megtapasztaltam, és a
technoldgiai Iépésekben hasznalatukat fontosnak tartom.

97



Standardizalas teruletén ka@gtt eg?rgénvfﬂ_térqvalésa

9. sz. tablazat: A hal ivarsejt mélyhiités metodikai és technolégiai Iépései
Minta gyiijtés és elemzés
Minta gydijtés Motilitas vizsgalat
Higitas
CASA analizisre elokészités
Motilitas minésitése
Spektrofotométer vizsgalat
Koncentracio vizsgalat és beallitas
Tarol6 kozeg elokészitése
Mélyhlités elbkészitése

Minta feldolgozas

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

Felhasznalas L . . o
Felolvasztas és termékenyités

A fentiekben altalanossagban, a kisérleti tapasztalataimra hagyatkozva
igyekeztem ravilagitani a mélyhiités standardizalasi és kereskedelmi
forgalomba hozatali aggalyaira és lehetéségeire.

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 termékenyitOképességének szorasa,
flggetlenul attdl, hogy a sperma minéség kitliné volt,

= Fajon belll, az egyes himek altal produkalt sperma koncentracio kozotti
jelentés eltérés, mely paraméter a termékenyités sikerességét alapjaiban
meghatarozhatja.

Osszefoglalva a disszertaciomban bemutatott 10 éves eredményeket, a
kovetkezd allapotban latom jelenleg a halivarsejt-mélyhltés iparszer(
alkalmazasanak helyzetét (10. sz. tablazat).

10. sz. tablazat: Az iparszeri halivarsejt-mélyhiités fejlettségi szintje napjainkban

Fejlédési irany Fejlodési lépések Statusz

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

sajat

tapasztalataim és a szakirodalom attekintését

kovetben, azok

O0sszegzéseként elkészitettem a halsperma-mélyhités SWOT elemzését, mely a 11.
sz. tablazatban lathat6. Igyekeztem azokat a legfontosabb paramétereket figyelembe
venni és felsorolni, melyek alapvetéen befolyasolhatjak ezen biotechnikai mddszer
elterjedését és gyakorlati bevezetését.

11. sz. tablazat: A halsperma-mélyhiités SWOT analizise

Uy

Erésségek

jol képzett kutatéi csoportok,
megdfelelé szakirodalmi
adatbazis,

szakmaspecifikus workshopok
és konferenciak,

relative fejlett miiszaki
infrastruktura,

j6 kommunikacio az egyes
csoportok kozott,
elérehaladott kisérletek,
szamos halfajon,

jol miikodo rendszerek mas
gazdasagi allatfajok esetén (pl.
szarvasmarha).

Lehetéségek

probléma az egyes halfajok
mesterséges szaporitasi
technolégiajaban,
veszélyeztetett halfajok

szamanak novekedése,
nemesitési munka alacsony
szintje a haltenyésztésben,
a mélyhiités alkalmazasa az
iparszeri haltermelési
technolégiakban.

Gyengeségek

koriilményes mélyhiitési
technolégiak,

nem megbizhaté és nem
ismételhet6 technoldgiak,
marketing teljes hianya,

kevés adat gyakorlati
tesztekrol,

kis mennyiségu ivartermék (0,5-
1 ml) hiitése all a kutatasok
fékuszpontjaban,

gyenge tudas- és
technolégiatranszfer,

altalanos bizalmatlansag a
mélyhiitott spermaval szemben.

Veszélyek

muszaki berendezések magas
koltségigénye,

a hazai haltenyésztési agazat
alacsony technolégiai
igényessége,

az uj kutatasi eredmények
bevezetésének nehézségei a
gyakorlatba,

a technikai szinvonal alacsony
szintje miatti piacvesztés.
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4. Uj tudomanyos eredmények

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

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

2. Ponty fajnal meghataroztam a hitémédium optimalis Osszetételét: glukédz
higitd és 10%-0s metanol védbéanyag végkoncentracié dsszetételben.

3. Ponty fajnal optimalizaltam a mélyhltés kritikus tényezéit: 3 cm vastag
polisztirol kereten 3 perc id6tartamig folytatott mélyhités, higitasi arany 1:9
mértékben, mig a felolvasztas soran a 40 °C-os vizfird6 13 masodperc
id6tartamig bizonyult megfelel6nek.

4. A pontyféléken végzett kutatasok soran a bodorka, karikakeszeg és marna
esetében a glikéz és 10% metanol egylttese, mig dévérkeszeg esetében a
fruktéz és 10% metanol produkalta a legjobb kelési eredményt.

5. Er6s korrelacio mutatkozik pontyfélék esetében a nativ sperma motilitas és
termékenyllési szazalék, valamint a felolvasztott sperma motilitas és a kelési
szazalék kozott. Ezen paraméterek mérésével nagy biztonsaggal
prognosztizalhaté a mélyhités sikeressége.

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

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

8. A harcsa mélyhltésének kritikus paramétereit az alabbiakban hataroztam
meg: 1:1 higitasi arany, 6%-os fruktéz higité és 10%-os metanol védéanyag
(végkoncentracioban).

9. A mélyh(tést harcsa fajon alkalmaztam el6sz6r Uzemi méretli szaporitasi
technolégia szerves elemeként, és kaptam a nativ spermaval végzett
termékenyitésekkel megegyez6 eredményeket.

10.S0ll6 faj esetében a legmagasabb termékenyulési eredményeket a glukéz és
10%-o0os DMSO hitémédium adta, mig kelési eredményeknél a glikoz és 10%-
os metanol kombinacié bizonyult a legeredményesebbnek.

11.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 vizfiurd6-13 masodperc.

12.Kecsege fajon a mélyhltés soran a modositott Tsvetkova-féle higitd és a
10%-0s végkoncentracioju metanol alkalmazasaval lehet a legjobb
termékenyulési eredményt realizalni.

13.Tapasztalati uton meghataroztam a mélyh(tés teljesitmény fokozasanak
szukséges kritériumait, elkulonitettem és definidltam a metodikai és
technologiai 1épéseket, és SWOT analizis alkalmazasaval prognosztizaltam a
hal himivarsejt fejl6dés lehet6ségeit 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 idGintervallumban végeztem kollégaimmal.

A disszertaciom legfontosabb célkitiizése volt, hogy az eredmények
prezentalasa lehet6ség szerint gyakorlati szemléleti megkozelitést és bemutatast
képviseljen, és egyben magaban hordozza a tudomanyos igényességet, az uj és
Ujszerl megoldasok vilagos ismertetéseét.

A ponty fajon végzett munkaim soran kidolgoztam egy olyan mélyh(tési eljarast,
melynek alkalmazasaval biztonsagosan lehet, els6sorban kisadagu ivarterméket
hdteni. A 0,5 ml-es mlszalma féképpen a génbanki megdrzésre alkalmas, viszont a
melyhités tobbi eleme mar jol adaptalhaté nagyobb volumenl és nagyobb tarold
eszkoz alkalmazasanak technologiajaba. A glukoz higitd, a 10%-o0s 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 idétartamig
folytatott felolvasztas alapjat képezte és képzi ezen technika fejlesztésének, melyet
szamos kutatas és ezekbdl szarmazdé eredmény tamaszt ala. A kidolgozott
technolégia bemutatasra kertilt tobbek kdzott konyvfejezetben (Urbanyi és Horvath,
2008), valamint a mddszer képezte a tovabbfejlesztés alapjat a nagyobb tarold
eszk6zok alkalmazasa felé (Horvath et al., 2007).

A pontyféléken végzett vizsgalatokat els6sorban gén és fajmegbrzési célzattal
végeztem, melynek indukalasa a tiszai cianszennyezésre vezethet6 vissza.
Kijelenthet6, hogy a pontyon kapott eredmények kivaléan felhasznalhatdéak és
atlltethetéek a folyovizi pontyfélék spermajanak fagyasztasi munkalataiba, azok
tervezésébe és végrehajtdsaba. Az eredmények értékelése soran nagyon szoros
korrelaciokat allapitottam meg egyes, a mélyhités sikerességét alapvetéen
befolyasol6 paraméterek kozott. Ez a szoros oOsszeflggés alatamasztja azt a
feltételezést, hogy a sperma motilitas (mind a kiindulasi, mind a felolvasztas utani)
nem nyujt kell6 informaciét és nem biztosit megfelelé termékenyulést. A vizsgalt
halfajok esetében a dévérkeszegnél a fruktéz és 10%-0os metanol kombinacid, mig
bodorka, karikakeszeg és marna fajoknal a glikoz és 10%-0s metanol eredményezte
a legjobb értékeket. A halfajok mélyhiitési eredményeir6l beszamoltam tudomanyos
kozleményben is (Urbanyi et al., 2006).

A disszertaciomban targyalt két ragadozé halfaj, a harcsa és a sullé sperma
mélyhlGtésének igénye a gyakorlat fel6l érkezett. Ezen halfajok keltetéhazi
szaporitasanak kidolgozottsaga kozel all a tokéleteshez, de van egy-egy tényezd,
mely veszélyezteti a szaporitd munka sikerességét. Ez pedig a himivartermékek
megfelel6é idében vald rendelkezésre allasa. Harcsa esetében ezt elsésorban a him
egyedek elblésével biztositjak, mig sulld esetében, amennyiben a szaporodas
szinkronizalasa nem megfeleld, akkor a sperma limitalé tényezdévé Iép el6. A
kidolgozott technolégia mindkét faj esetében keltetbhazi, vagyis nagyuzemi
bevezetésen is tuljutott, és a gyakorlati szakemberek is alkalmazzak a szaporitasi
tevékenységuk segitésére és konnyitésére.
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A harcsa esetében a modszer kidolgozott: 6%-os fruktéz és 10%-0s metanol
hatémeédium, 1:1 higitasi arany, 3 cm vastagsagu polisztirol kereten 7 perces hitést
kovetben olyan mindéségli sperma all rendelkezésre, mely a nativ spermaval
megegyezd kelési eredményeket biztosit. Ezen munkam eredményét kozoltuk
tudomanyos folyoiratban (Bokor et al., 2010), illetve adaptaltuk mas harcsafélékre
(Kovacs et al., 2010).

A sull6 esetében a mdédszer kidolgozottsaga majdnem kozelit a tokéleteshez. Az
optimalis metodika még nem egyértelmd, tovabbi vizsgalatokat igényel az a tény,
miszerint a termékenyulési és a kelési eredmények esetében a legjobb eredményt
eltér6 védbéanyag alkalmazasa eredményezi. A termékenyulési adatoknal a gliikoz és
10%-o0s DMSO, mig kelési eredményeknél a glikoz és 10%-os metanol kombinacid
bizonyult a legmegfelelébbnek. A tobbi kritikus paramétert meghataroztam: 1:1
higitasi arany, 3 cm vastag polisztirol keret alkalmazasa mellett 3 perces mélyhitési
id6tartam, felolvasztas 40 °C-os vizfirdében 13 masodperc id6tartam alatt.
Eredményeimrél beszamoltam (Bokor et al., 2008), a modszert mas sugerfélén is
alkalmaztuk (Bokor et al., 2007).

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

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

A spermamélyhltés technolégiajat napjainkra tébb mint 200 halfajra
kifejlesztették, de gyakorlati alkalmazasrdl szinte nincs informacionk. A mélyhatés
gyakorlati felhasznalasa még gyerekcip6ben jar, ellentétben a szarvasmarha
agazattal, ahol a mélyhiitott sperma felhasznaldasa mindennapossa valt és 6nalld
iparagga fejl6édott. Ezért is tartottam fontosnak, hogy az eredményekbdl levont
kovetkeztetések mellett fokozott figyelmet forditsak a modszer praktikumba vald
bevezetésének analizalasara, feltérképezzem és meghatarozzam azokat a kritikus
tényezbket és faktorokat, melyek az iparszer(i alkalmazast gatoljak. Igy a
disszertaciomban kulon fejezetben targyalom a standardizalas problémakorét,
melyben elemeztem a mélyh(tés teljesitmény fokozasanak szukséges kritériumait,
elkilonitettem és definialtam a metodikai és technoldgiai lépéseket, és SWOT
analizis alkalmazasaval prognosztizaltam a hal himivarsejt-mélyhités fejlédés
lehetéségeit és korlatait.

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

haltenyésztésben és halgazdalkodasban, és olyan rutinszerii technolégiava
valik, mely elésegiti az akvakultiura agazat fejlodését.
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7. Koszonetnyilvanitas

Nehéz probalkozas, de igyekszem ezuton is kdszonetet mondani mindenkinek,
aki hozzajarult kutatasi munkam Kkivitelezéséhez és a dolgozatom elkészitéséhez.
Sajnos nem all médomban mindenkit név szerint megemliteni, igy a kovetkez6kben a
legfontosabb személyeket, partnereket emelném Kki.

Kdszonettel tartozom a SZIE, MKK-KTI Halgazdalkodasi Tanszék dolgozé
kollektivajanak, akik a szorgos hétkdznapok gyakorta feszitett és nehéz perceiben
is mogottem alltak, kitartottak és biztattak. Kilén készonet a holgyeknek: Makadiné
Farkas Anasztazianak, Farkasné Borbély Andreanak, Pilcsik Tundének és
Kovacs Evanak, akik a sok adminisztracios terhet részben atvallaltak, és segitették
munkamat.

Kdszdnetet szeretnék mondani korabbi és jelenlegi dékanjaimnak: dr. Dimény
Judit professzor asszonynak és dr. Csanyi Sandor professzor urnak, akik
batoritottak és lehetéségeikhez meérten tamogattak disszertaciom osszeallitasa
soran.

Halaval tartozom azon vallalkozasoknak, intézményeknek és gyakorlati
szakembereknek, akik id6ét, energiat, infrastrukturat és alapanyagot (ivarterméket)
bocsatottak a rendelkezésemre, és lehetéséget adtak a mélyhitési mddszerek
gyakorlati, keltetbhazi tesztelésére, tovabba tlrelmet tanusitottak a kutatasaim
kozben:

Csoma Gabor - Fish-Coop Kift.

Danko Istvan - Aranykarasz Bt.

dr. Bercsényi Miklés - Pannon Egyetem Georgikon Mezbgazdasagi Kar,

Allattudomanyi és Allattenyésztési Tanszék, Allattan és Akvakultira Csoport

Faidt Petra - Attala Hal Kft.

Finta Pal Erol - Bécsi Onkormanyzat Kéromi Haltelep

H-né. dr. Tamas Gizella - Attala Hal Kft.

Ittzés Istvan — Temperaltviz(i Halszaporité Gazdasag

dr. Jeney Zsigmond — Halaszati és Ontdzési Kutatointézet

Lévai Ferenc Aranyponty Zrt.

Lédi Gyorgy - Szegedfish Kit.

Németh Ferenc — Balatoni Halaszati Zrt.

Orban Kornél - Attala Hal Kft.

Radics Ferenc - Szarvasfish Kft.

Szabd Krisztian — MAHAL Dinnyési lvadékneveld Tégazdasag

Szilagyi Istvan — Kézép-dunai Halaszati Kft.

A halaszati agazaton belll kiemelném Czikk Laszlé tulajdonos urat (Czikkhalas
Halastavai Kft.), Radics Ferenc és Radicsné Raczkevi Judit tulajdonos kollégakat
(Szarvasfish Kft.) és Radéczi Janos ugyvezetd urat (Szabolcsi Halaszati Kft.), akik a
szakmaisag mellett baratsagukkal is megtiszteltek, és hozzajuk szinte barminem
kérésemmel és gondommal nyugodtan fordulhattam.

Kész6ndém TDK, szakdolgozat- és diplomaterves és PhD hallgatéimnak a
munkajukat, melyek sordn a mélyhlités egyes kisebb-nagyobb részleteiben
segitették munkamat, és igyekeztek elmélyedni ennek a szép technikanak a
rejtelmeiben.
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Koszonetet mondok dr. Magyary Istvan baratomnak, aki 1992-ben felkarolt, és
tirelmét — idejét nem sajnalva vezetett be az ivarsejt mélyhités rejtelmeibe, és
varazslatos vilagaba.

Koszonettel tartozom dr. Mézes Miklés professzor urnak, aki Onzetlen
tanacsaival formalta és egyengette a disszertaciomat, és felvetéseivel terelt a legjobb
megoldasok iranyaba.

Csak a hala szavaival illethetem dr. Horvath Laszlé professzor urat, Tanar urat,
aki alapvetéen hatarozta meg a sorsomat, a személye miatt valasztottam a Godoll6i
Agrartudomanyi Egyetemet, aki mellett az évtizedek alatt sok szakmai és emberi
ertéket tanultam meg, és olyan iskolat adott, mely csak keveseknek adodhat.

Kdszonetet szeretnék mondani két kozvetlen kollégamnak:

dr. Horvath Akos kollégamnak, baratomnak, akivel a ,héskorban”, a ’90-es évek
elején egyutt kezdtuk el a mélyhitési tanulmanyainkat, szakdolgoztunk a Tanszéken,
segitettuk és tdmogattuk egymast, mely kapcsolat azéta is kivaléan mikodik. Akivel
kozel 20 éve ismerjuk egymast, respektaljuk a masik habitusat, és akire mind a
munka, mind a munkan kivali kdzegben minden idében szamitani lehet.

dr. Bokor Zoltan kollégamnak, baratomnak, akivel az elmult kézel 10 évben
dolgozunk egyutt, szorgalmaval és kitartdsaval nagyban hozzajarult mind a sajat,
személyes, mind a tanszéki sikereim eléréséhez, olyan tarssa nétte ki magat, akire
mindig, mindenhol szamitani lehet. Nagy segitséget nyujtott ezen disszertacio
Osszeallitasi és szerkesztési munkalatai soran. Emellett a maganéletben is gyakorta
boldogitjuk egymast, ha mashol nem, akkor a focipalyak kornyékén mulatatjuk egyutt
szabadid6nket.

Csak a szeretet és hala szavait tudom ,rebegni” Sziileimnek, Edesapamnak,
Urbanyi Bélanak (RIP), aki gyerekfejjel, minden eréltetés nélkll mutatta meg nekem
a halak és a halaszat varazslatos vilagat, akinek koszonhetem azt, hogy ennek a
csodalatos szakméanak a rabjava valtam; Edesanyamnak, Szabé Erzsébetnek, aki
az anyai szeretet minden pozitiv érzésével és érzelmével mai napig ellat, év, félt és
szeret.

Kdszonet Névéremnek, Kovacsné Urbanyi Kamillanak az onzetlen és igaz
testvéri szeretetért, Keresztsziilleimnek - Perkovits Gézané (Urbanyi Katalin) és
Perkovits Géza - a szeretetért, bolcs tanacsokért, Apésomnak és Anyésomnak -
Réakoczi Ferenc és Rakoczi Ferencné (Spindler Maria) - a torédésért és a szamtalan
segitségert.

Kbszonet lanyaimnak, a harom Hercegnének: Sarinak, Kingusnak és
Julcsinak, hogy a faradt hétkdznapok és hétvégék soran feludulést és viddmsagot
hoztak a mindennapokban, akikért érdemes sokat dolgozni.

Rakoéczi Katalinnak feleségemnek, tarsamnak nem tudom elégszer
megkészdnni azt, amit kaptam Téle: nem jutottam volna el idaig, ha O nem all
mogottem szeretetével, kitartasaval, energigjaval és hitével. Kati: 6rok hala és
kdszdnet mindenért!
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