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Teljes név

A szbvegben hasznalt rovidités

Bovine serum albumin (szarvasmarha

BSA
szérum albumin)
Computer-assisted Sperm Analysis CASA
(szamitogépes spermavizsgalo rendszer)
Controlled-rate freezer (programozhato CRF
mélyhité berendezés)
Curvilinear velocity (sebesséq) VCL
Desztillalt viz Dv
Hank’s Balanced Salt Solution (Hank’s HBSS
féle sdoldat)
Horvéth et al. médszer (Horvath et al. Hm
2012)
Human chorionic gonadotropin hCG
Lahnsteiner et al. médszer (Lahnsteiner Lm
et al. 1996d)
Lahnsteiner-féle altalanos sigér Sa
aktivalooldat (Lahnsteiner 2011b)
Mdédositott Lahnsteiner-féle aktivalo La
olda (Lahnsteiner 2011b)
Modositott Lahnsteiner-féle Li
immobilizalo oldat (Lahnsteiner 2011b)
Maodositott pér higitd MPh
Mdédositott Tanaka higité (Szabd et al. Th
2005)
Nynca et al. moédszer (Nynca et al. Nm
2015b)
Pér higitoé (Horvath et al. 2012) Ph
Ponty szeminalis folyadék Szf
Mddositott pontyfélék aktivalooldat Pa
(Saad et al. 1988)
Progressive motility (progressziv pMOT
motilitas)
Propidium-jodid Pl
Straightness (egyenesseéq) STR
Woynérovich oldat (Woynarovich és Wo

Woynarovich 1980)
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1. BEVEZETES

A halsperma-mélylités a genetikai tartalékok miggése és a gyakorlati
allattenyésztés soran egyarant nagyon fontos Mintdégiai eljardas. A sperma
fagyasztasos tarolasanak szamdésyet lehet, pl. az aszinkron gametogenezis soran
mind a két ivarban a legjobb nésedi ivarterméket hasznalhajtuk, egydedtheti a
termelést, lehévé teszi az ivarsejtek szdllitasdt és kereskedelmégiti a
veszélyeztetett fajok megmentését, a genetikaeke@it és iranyitott tenyesztest,
valamint a génbankok létrehozaséat (Cabrita et @02 A halak esetében az &ls
sikeres spermaméliités egyids mas haziallatokéval, am mig a nagyiesnhlbsok
korében az elmdult tdbb mint 50 évben a mddszer (se&ismétiés miatt) millard
dollaros Uzletaggadtte ki magat, addig a halak esetében a gyakorlksiraazas
tovabbra is varat magara.

A mélyhités gazdasagossaganak novelése és sikeres alksémakaegyik
alapfeltétele a modszerek faése (Tiersch 2008). Az egységes mobdszertan hianya,
a kozolt metodikdk gyenge ismételbmtge sulyos akadalynak bizonyul a sperma
manipulaciojaval jaro technikak (pl. a mélyés) elterjedésében a halgazdalkodasi
gyakorlatban (Cabrita et al. 2010, Tiersch 2008). ekedményeket egy egységes
rendszerbe kell beépiteni, amely a szaporodaslh@ld@s genetikai informaciot
egyarant magaba foglalja. A rendszer részét ketlytképezze a mintak hosszu tava
hatékony és szelektiv tarolasa, valamint azok 6éségének ellefrzése.
Infrastruktura fejlesztés keretében adatbazisokaéslo allomasok létrehozasaval
mindenki szamara elérlie® valhat ez a szolgaltatas. A folyamatban foniesepe
lehet a kutatomunka mellett a gyakorlati szakembdwepzésének. A modszerek
elterjedésének és gyakorlati alkalmazdsanak eléegetten feltétele az anyagi
hattéer megteremtése (Tiersch 2008). A nemzetkdzneaesment, tadmogatasi
rendszerek és pénzlgyi alapok nagyban meggyojaikha sztenderdizaciés
folyamatot vilagszerte.
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1.1. Célkitiizések
Kutatasom sorédn a kovetke# kisérletek megvaldsitasatitztem ki célul:

1. A mélyhitétt sperma felolvasztas utani tarolhatosaganaksgailata
természetvédelmi és gazdasagi szempontbdl egygetentvs lénai tok
(Acipenser baer)iés vagoétokAcipenser gueldenstaedtfajokban.

A slugérsperma miiség-vizsgalatanak és méiyasének optimalizacidja.

A pontyspermaQyprinus carpid mélyhitésének sztenderdizacioja.

A sperma tarolhatésaganak vizsgalata, és niédgle kilonbdE aranyhal

véaltozatokban.

5. A sebes pisztrangS@lmo truttam. fario) €s marvanypisztrangSalmo
marmoratuy meélyhitott spermajaban a felolvasztas utani térolhatésag
vizsgalata, illetve az utdbbi faj esetében a meta® dimetil-szulfoxid
(DMSO), mint védanyagok 6sszehasonlitdsa. A felolvasztasi utaninspe
ikra arany meghatarozasa és kulortbogpermamélylitési maodszerek
dsszehasonlitdsa az adriai pénzes pérbigynfallus thymallgs

Pwn
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A halak ivarszervei es -sejtei
2.1.1. A here felépitése, tipusai

A halak him ivarszerve a here. A herét kétdszre oszthatjuk, az ott talalhatod
sejtek, valamint az altaluk betdltétt funkcié akapj(Callard 1991, Grier 1993). Az
intersticialis, kdbszovetes allomany szolgalja a here vérellatadath#aok itt myoid
sejtek és az androgéneket kivalaszto Leydig-féjgelse A myioid sejtek nem
egybeflig§ simaizomszovetet képeznek a here masikéfyioja, a csiraham korul
(Grier 1993). A simaizom 6sszehluzédasaival a spenok kijuttatasat segiti &laz
ivasi iddszak soran (Grier és Neidig 2011). A spermatogsnéx az érett
spermiumok tarolasa egyarant a csirahamban folgike( 1993, Grier és Taylor
1998). A csiraham morfoldgiai sajatossagai alapggtiéle heretipust kilonithetlink
el a halakban: a csoves és lebenyes herét. A cdieexden a csiraham egy
egybefligd térhalés rendszert alkot. A periférikus régidbamsiraham hurkokat
képez, igy kapcsolodva vissza a csoves rendsz&her (és Neidig 2011). Ezt a
heretipust talalhatiuk meg az alacsonyabb iten@Protacanthopterygii,
Clupeomorpha, Ostariophysicsontos halakbanOgteichthyes [pl. pontyfélék-
Cyprinidag harcsafélélGiluridag csukafélék=socidae lazacfélékSalmonidae
(Grier 1993)]. Kozuluk, szamos fajt mar évszazadtktenyésztenek (pl. aranyhal-
Carassius auratys masok pedig kedvelt sporthalak (szivarvanyoszt@asg-
Oncorhynchus mykisgsukaEsox luciusstb.) (Grier és Neidig 2011). A magasabb
rendi (tlskésuszojuak oregrenddeanthopteryg)i csontos halak esetében a
csiradllomany lebenyekbe renddik, amelyek vakon vé@znek a here periférigjan
(pl. sugéralakualkerciforme$ (Grier és Taylor 1998). Mindkét heretipusban a
csirahamban helyezkednek el a Sertoli- 68s/arsejtek, melyek a spermiumok
képzdéseében jatszanak kulcsszerepet. Ebben a régiohgk a spermiumok
kialakulasa (spermato- és spermiogenezis) és sadlEamieson 1991). A Sertoli-
sejtek teljesen korulveszik a &6 ivarsejteket, segitik a tapanyagtranszportot,
fagocitaljak a spermiogenezis végén visszamaratripmokat (Szabé et al. 2000).

2.1.2. A himivarsejtek kialakuladsa

A himivarsejtek kialakulasdnak folyamata a spergetezis, ami a csiraham
szOvetében megy végbe. A progenitimsejtek §s-csirasejtek vagy primordialis
csirasejtek) diploid sejtek, amelyek akt&rvakban gyongysorsaen fizédnek fel
az ivari redbe, ahova az embrionalis f&jlés soran vandorolnak. Az &l&pés a
maganyosan allé A-tipusu spermatogoniumok diffaédaddasa, melyeket a Sertoli
sejtek vesznek koril, és amelyek a hamszovetbeatikuis osztodasra képesek
(fenntartva szamukat a csirahamban). Az Ujabb dégt&oran kialakulnak, a mar
csoportokba rendédott B-tipusu spermatogoniumok, amelyek tovabbabzoés
atalakulva elddleges spermatocytakat képeznek. Azédilsges spermatocytak
kialakulasaval megkesdik a meiozis folyamata. A B-tipusu spermatogénilitab
az elédleges spermatocytakat a nagy sejtmag €s cisztans&gitségével
kulonithetjik el. Az eld szamfele# osztédas soran kialakulnak a masodlagos
spermatocytak. Ezek a sejtek szinte azonnal tovsddnak, |étrehozva a haploid
spermatidakat. A spermatidak atalakulasaval elkdikd a spermiogenezis

9
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folyamata. A centriolumok a sejt periférigjara varalinak. A kil$ membranra
merdleges elhelyezkedéscentriolumok alakitjak ki a bazalis testet, meégibb a
spermium flagellumavé fog fégini. A flagellum folyamatos nydlasaval a sejtmag
alakja és a kromatin allaga megvaltozik. A sejtnzagletrejon egy Ureg, ekdzben a
flagellum nyudlasa folytatodik. A mitokondriumok nmreggyobbodnak és a flagellum
proximalis végehez vandorolnak. A spermatida cé#pplaja szintén hatrafelé
vandorol és a sejten kivilre lédkik, amit a Sertoli-sejtek fagocitalnak (Grier és
Neidig 2011, Szabd et al. 2000).

2.1.3. A petefészek felépitése, tipusai

A petefészek az ingolaknaP¢tromyzontidae és nyalkahalaknal Myxini)
paratlan, a porcoChondrichthyesés csontossteichthyeshalaknal paros szerv.
A csontos halak petefészke tagas firégirtyasfall zsak. Beisfalabol szamos
lamella indul ki, ezekil fizédnek le a petesejtek (ikra), és a taplaldsukaigaim|
valamint a peteburok kialakitasaban is résztwé@ghamsejtek (nutritiv sejtek). A
petevezét az ingolakndl és nyalkahalaknal hianyzik, a pordwaaknal és
tokfeléknél Acipenseridag az ésvese elvezét csatornajabdl levezettietMuller-
cHbdl sza&rmazik. A csontoshalak jelést részénél a petevedeta petefészek
elkeskenyed részéBl jon Iétre. Tagult része az uterus, ami egyeseglsxib fajok
esetében az utdédok féjlési helyéil szolgal. A csontoshalak kdziul nem wdtaki
petevezet az angolnafélékbenAfguillidag és a pisztrangfélekbersgdimoninag
igy az ovulalt ikra a testliregbe jut. A petevézatalanosan a hugynyilas utan nyilik
a kulvilagba, de éfFordul a hugyivarszemolcs is (Kiss 2000). A Kkijudtid
ikraszemek altaldban egymastol fuggetlenil jutnakzbe és oszlanak el az aljzaton.
Kivételt képez a sugér ovulacidja ahol, éstények altal kibocsatott ikraszemek
egymashoz tapadva gyongyfuzérsizéancot alkotnak, ami a névényeken vagy a
koveken megtapad (Harka és Sallai 2004). A le ndottakrat az ivasi ifiszak
végeztével a tughamsejtek, vagy mas vandorlasra képes sejtek fadjaki (Kiss
2000).

2.1.4. A petesejtek kialakulasa és érése

A petesejtek fefldése szempontjabdl kétféle tipust kilénboztetlinky. me
0sszes ivarsejt végigmegy a 8ejési folyamaton (szinkronizalt) és a petefészekben
minden sejt azonos stadiumban van, akkor semelgiidéstl beszélink (pl.
lazacfélék). Ezek a halak életiikben egyszer szdpako A csontos halak nagyobb
része azonban élete soran tobbszor szaporodika iggtesejtek a petefészekben
kulonbo® fejlettségi allapotban vannak (iteropar).

A petesejteket a fdjtiés kezdeti szakaszaban a tiisamsejtek veszik kortl. A
petesejtek kialakulasanak (oogenezis) 3 $zakaszat kulonboztetjuok meg
(szaporodasi, nbvekedési és érési peridodus). Aeraxis soran adspetesejtekhez
az 6ket koruléleb multipotens sejtek kapcsolodnak, Iétrehozva a @rioocytakat (a
rajta 1é\6 hartyaval jon létre a primer folliculus). A petgek szamtartd osztédasra
képes szakasza lezarul. A protoplazmas szakaspbe, Iénegkezédik a sejtek
plazmajanak egyenletes novekedése. A kovétképésben a primer oocytakban
megindul a nagyaranyu tapanyagfelvétel, és felhaimdtrofoplazmikus szakasz).
Els6 Iépésben, a citoplazmaban vakuélumok jonnek l@tad&uolizacié), amelyek
lassan kit6ltik az egész plazmat. A kévetkéalyamat soran alveolusok jénnek létre
(olajtartalmu  sejtzarvanyok), melyek kozott megketid a lipoid tartalmu

10
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sziklemezkék szintézise, felhalmozddasa és berakofatellogenezis), mely soran
a vakuélumok a perifériara szorulnak. A sejtmérgtorgan gyarapodik. A
vitellogenezis sordn megvastagodik a peteburok efopla) és sugariranyu
csatornacskak alakulnak ki benne (zona radiatajegbemef bioszintézisben nagy
jelentbséggel birnak a sejtmagvacskak (nukleoluszok), yakeh sejtmembranhoz
tapadva a fehérjeszintézisben vallalnak aktiv gegré\ petesejt érésének végét jelzi
a nukleoluszoknak a sejtmag centrumaba valé huaddgenkor, az érett petesejt
kész az ovulaciora (Szabo et al. 2000).

Az érett petesejteket a szikanyag alapjan csogtnaigik. Sok szikanyagot
tartalmazo (polylecithalis, szamos halfaj), kevémgw kdzepes (mesolecithalis)
szikanyaggal rendelkézetesejt (iszaphamia calva tudsshalakbipnoi, tokfélék-
Acipenseridag A szikanyag elhelyezkedése alapjan lehet éggel eloszlasu
(anisolecithalis), illetve a petesejt egyik pdélusadmorib (telolecithalis).
Elkilonithed egy szikmentes, vagy csak keves szikanyagot mdggteo animalis
€s egy nagy mennyiségsziket tartalmazd vegetativ pélus. A sejtmag attér
petesejtben az animalis polusban talalhatd (Ki€¥)ROA kilsh megtermékenyités
fajokban a pete ks védiburkan csirakapuk (micropyld,. abra) jonnek létre,
amelyek a spermiumok bejutasat szolgaljak (szansoktoshalaknal 1, tokféleknél
altalanosan 5-15, de akar 50 is lehet) (Kiss 2000).

11
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HV mag| WD
20.00 800x% 4.5 mm| 373

1. abra. A balin (Aspius aspiuyikra és csirakapuelektronmikroszkdpos képe3 perccel az
aktivaciot kovetdgen (Korzelecka-Orkisz et al. 2013).

2.1.5. A spermiumok felépitése

A spermium el&dleges funkcidja a him haploid kromoszdémaallomany
eljuttatasa a petesejtbe. Nédy reészre oszthato: akroszéma (csak egyes fajokban
taldlhatd meg pl. a tokalaktuakbawaipenseriformes fej, kbzépdarab, és a farok
vagy flagellum. A tokalakuak esetében az akroszéera vesz részt az ikra kdls
burkanak lizisében, ugyanakkor az akroszOma-rea&l@agedhetetlen a sikeres
termékenyitéshez. A pontos sejttani folyamat efgelnem tisztazott, azonban
feltételezik, hogy a reakcid soran keletketermékenyulési filamentumok kotik
0ssze a petesejtet a spermium fejével, ezzel segfiva termékenyilést (Linhart et
al. 2011). A lazacfélékben, a spermium feji régi@jécsucsi részén kis vezikulumot
irtak le, mely valoszifsitheben csokevényes akroszOmamaradvany (Lahnsteiner és
Patzner 2008). A DNS-allomanyt tartalmazo feji éégiyakorta kerek vagy ovalis
alakot vesz fel (stgérféléRercidae lazacfélék, pontyfélék?. abra), de ebfordul
hosszukas megnyult forma is (pl. tokalakiakbany&ck et al. 2009, Lahnsteiner
és Patzner 2008, Linhart et al. 2011). A k6zépdaraipermium energiaraktara, itt
talalhatok a mitokondriumok. A himivarsejt motogdlagellum. A fej és kdzéptest
hatdran talalhaté a centriolaris komplex, amelyetpmximalis és disztalis
centridlumok (a flagellum alapjat képezi) alkotnak.

A szamos halfajt valtozatos felépiiéspermiumok jellemzik (Lahnsteiner és
Patzner 2008). A sejtek alakjat tekintve aszimrkatrialakot irtak le a pontyfélék és
sugeérfélék esetében, sugariranyban szimmetrikskaakuakban és fugtegesen
szimmetrikus felépitést a lazacfélékben (Firbocal.eR009, Lahnsteiner és Patzner
2008, Linhart et al. 2011).
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2. dbra. Stigérspermium elektronmikroszképos képe.wn sejtmag, mi: k6zépdarab, ce:
centriolum, f; kdzéptest és centriolaris komplex (lahnsteiner et al. 1995a).

2.1.6. Termékenyiilés és termékenyités

Megkulonboztetliink a halakon belll kéil@vipar) megtermékenyitédajokat,
amelyek nagyszamu ivarsejtet termelnek. Az ikidlela vizbe (kulvilagba) kerul,
majd azt megtermékenyiti a spermium. A Belmegtermékenyitds fajoknal a
spermium az ikras testén belll talalkozik a petedejA bel$ termékenyités
porcoshalakban gyakoribb, mint a csontos halakb&@yakorta parzészerv
segitségével kerul & a himivarsejt &sténybe (porcos halak-myxopterigium,
csontos halak-gonopodium). Egyes rajak, capak eémtashalak esetében a
megtermékenyitett zigbta azonnal a kilvilagba ké&igopar). Az ovovivipar fajok
esetében a petevedanodosult részében féfnek és kelés étt kertlnek leadasra
(porcoshalak 50%, csontoshalak 2-3%). Az ikréas tégtaljacket kdzvetlendl, de a
vérerek segitségével az oxigénellatas biztoshotivipar fajok esetében az utéd az
uteruszban fefidik (capak egy része), vagy a petefészekben (csioalk mintegy
500 fajanal) fejpdik. A taplalas a szikzacsko és az anya altal mikta vérerek, vagy
sziktombplacenta segitségével.

A termékenyilés természetes folyamat, mely sordra@oid ivarsejtek (n)
(impregnéacid), majd bekdvetkezik az Osszeolvadamjgacio). A spermiumok
célba jutasdban a kemotaxisnak kulcsszerepe vamilkopyle korul taldlhato
attraktansként Gkods vegyuletek valtjak ki a spermiumok nagyaranyu \akésat
(pontyfélék, lazacfélék). A lerakott megtermékeety@n petesejt élettartama fajtol
fluggéen néhany perét akar egy napig is tarthat. A termékenyilés sd@ikalis
reakcion megy keresztil az ikraszem. A kétfélensagol létrejonnek az @hagvak
(pronukleuszok). A maganyagok 0Osszeolvadadsaval amadtindllomanybdl
létrejonnek a kromoszomak transzport formai. A ndaplak ciszternakba
tagolddnak, kialakul a mitotikus orsé. A centridloiknaz orso két végeére kertilnek,
€s vegbemegy a mitozis, azaz megkelkd a barazdaldédas folyamata. A
barazdalédas ¢bb é&llomasai az elds osztodasok, szedercsira (morula) allapot,
holyagcsira (blasztula) allapot, bélcsira (gasjruddlapot, idegcsira allapot
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(neurulacid), és a tobbi szerv kif@iese a kelésig (posztembrionalis ddgs). A
barazdalddas #artama fajspecifikus, kérnyezeti téngkzelenttsen modosithatjak
(alacsony Bmérséklet és oxigénkoncentracio lassitja a folythgtdiss 2000). A
valddi csontoshalak esetében a termékenyllés miedetben monospermias. A
polispermia kialakulasat az ikra szerkezeti adgdsa(pl. a zona radiata a
spermiumok szamara nem atjarhaté, a petesejt fiéiszicsak egy csirakapu
talalhatd,) és élettani sajatossagia (pl. a pdtdet§zinén lejatsz6dé kortikalis
reakcid) akadalyozzdk meg. Tokfélekben (pl. kecs&gipenser ruthenys a
nagyszadmu csirakapu miatt kialakulhat polispermigeranékenyilés soran, ami
rendellenes embrionalis féfést eredményezhet (Horvath €s Urbanyi 2000).
Mesterséges korilmények kdzott a szaporitas soddalakban fajspecifikus
modszerekkel indukaljuk az ivarsejtek termelésédin(iai €s organikus anyagok
injektalasa, fotoperiédus, vidéfok szabalyozdsa stb.). A lefejt tejet és ikrat
kontrollalt korulmeények kozott keverjik 6ssze. Aegpiumok aktivacioja térténhet
viz, vagy aktivalo oldatok alkalmazasaval (fajsfikos). Megkulonboztetiink
agynevezett szaraz (sperma ikrdhoz keverése, méajivaed) és nedves
termékenyitést (ikrara&zor az aktivalo kerll, majd a sperma) (Szabdé. &040).

2.2. A halsperma mélylitése és midsitése
2.2.1. A mély#ités fizikai-biologiai alapjai

A tiszta, ionokat nem tartalmazé vitagyaspontja 0 °C. A kulénbdzldott
anyagokat tartalmazo vizes oldatok fagyaspontjaéleatacsonyabb és anldott
anyagok mennyiség#tfligg (Denniston et al. 2000). Azéésejtek szamos ozmotikus
egyensulyt fenntarté partikulumot tartalmaznak, lymile nagyban befolyasoljak
mélyhitésiket. Az éllati sejtekben nagy mennyisédz, oldott cukrok és sok,
valamint fontos fehérjék és zsirok talalhatok. Minek nélkilozhetetlenek a sejt-
szervecskék és adket korllvew sejtmembran zavartalan tkbdéséhez és
felépitéséhez. Aplazmamembran egy féligateragsttartya, amely csak a nagyobb
molekulak szamara jelendkadalyt, a viz tdbbé-kevésbé zavartalanul at atdlhi
rajta. Ez a sejten bellli és a sejten kivili téedtth aramlas Iétfontossagu, hiszen
lehetvé teszi, hogy a kulénbézanyagok mennyisége egyensulyban legyen a két
oldalon. Az oldott anyagok mennyiségét az oldatbaamolalitassal szokas
megadni, amelynek mértékegysége mosmol/kg. Eggaglallati sejtben atlagosan
280-310 mosmol/kg az oldott anyag mennyisége (Btomiet al. 2000).

A sejtek mélylitésének idrendben 4 § folyamatat kulonithetjuk el. Az dis
periodusba a jégkristalyok kialakulasat mégélhitesi folyamatot soroljuk. A soron
kovetke®d folyamat maga a kristalyok kialakulasa, melyet é&dgn a mintakat
tovabb hitjuk atlépve a fagyasztas szempontjabol kritikusgokist (-10 °C-tdl -40
°C-ig). A vég$ szakaszban a sejtelorhérséklete, a itiésre szolgalé anyaggal
megegyeé (szaraz jég, folyékony nitrogén stbgfbkra csokkenAz elsy szakasz a
halsperma esetében (a soron kdvetkbdz képest) nem bir nagy jeléséggel a
mélyhités alakulasaban, am fontos megjegyezni, hogy t@ksejem tehék ki
sorozatos émeérsékletvaltozdsnak (ingadozasnak), valamint sitgni kell a
fagyasztasra szolgalé tarolé egységekiqmalma, fagyasztogsstb.) mintaval
megegyed homérsékletét.

A kovetked periodus alapja, a sejteket korilsevizes kdzeg fagyasa soran
végbemefi halmazallapot-valtozas. Altdé kozeg fagydsa sorén, a sejten bellli
térben és kozvetlen kornyezetében nérseklet névekszik. Optimalis esetben a
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jégkristalyok a KBtémédium fagyaspontja kozelibmérsékleten nagy aranyban, am
egyenletesen jonnek létre (tathst megakadalyozva), elkerilve a sejtek eseté&ben,
viz héfazidja altal kivaltott tulzott tBrmérsékletvaltozasA kritikus peribdusban nagy
szerepe van a ukes sebességének. A sejten kivili jégkristaly-kdpg
kovetkeztében, a membran két oldalan ozmotikusigmadon létre, ami nagyaranyu
vizkiaramlast eredményez. A vizleadas tart, amigeghartya két oldalan az
ozmotikus viszonyok ki nem egyemdiiinek. A Hhités sebességének tehat elég
lassunak kell lennie a viz kiaramlasdhoz és az Gkos viszonyok
kiegyenlibdéséhez. A tul gyorsdmérséklet-csokkenés sejten bellli jégkristaly-
képadéshez vezet. A tul lassu fagyasztas azonban adwelgedett membranon
beltli sbékoncentracié kovetkeztében végzetes datéididt eredményez.A
fagyasztas zar6 szakaszaban a sejtek atlépve ikugritbmérséklet tartomanyt
lehiilnek a hitékdzeg lbmérsékletére (Cloud és Patton 2009). A membrantin és
kival stabil, homogén, fagyott halmazallapot jorirdé A végé homeérsekleten
tortéro  rovid tarolassal a mintdk teljes mértékben adédt@Ek kil$
kornyezetikhoz.

2.2.2. A spermamélyfiés folyamata

A sperma mélytitese egy asszisztalt reprodukcios eljaras, melynek
koszonheten a genetikai Orokitanyag szinte korlatlan ideig tartdsithaté (Cloud
és Patton 2009) Ashwood-Smith, Whitthingham és sStastatdsai alapjan
elmondhatjuk, hogy a mélibtt minta folyékony nitrogénben évekig is
tartosithaté (Ashwood-Smith 1980, Whitthingham 1,98@ss 1983). Ez az eljaras
kivaléan alkalmazhat6é a halatenyésztésében és veszélyeztetett fajok genetikai
tartalékainak meigyzésében (Cloud és Patton 2009).

2.2.3. A sperma gijtése és lités ebtti tarolasa

A mélyhités el§ lépése a vizsgalt faj spermajanak kinyerése. A
csontoshalak nagyeészenél a spermat le lehet fejni (pl.: szivarvdngztrang),
azaz a hasfal masszirozdsaval kinyeihet herében tarolt sperma (Pintér 1992).
Mas halfajok (pl. afrikai harcsaClarias gariepinuy esetében a fajanatomiai
sajatossagai miatt az egyedet altatast K@vete kell vagni, és az ivarszeréélell
kinyerni a spermat. A sperma kinyerése soran el kell kerulnénkinta verrel,
vizelettel, széklettel vagy egyéb anyagokkal tdfté&zennyegdéset (Cloud és
Patton 2009). A fejés kdzben hasznalhatunk az ivarvezetékbe hdtykattert,
mellyel tovabb csokkenthetjik a szennazs lehaiségét (Glogowski et al. 2000).
A gyijtott spermat felhasznalasig oxigéndus koérnyezetlierd °C-on kell
tarolni. Amennyiben a minta szallitast igényelaelasnal megadotbmérsékletet
és oxigénellatottsagot kebiztositani (Cloud és Patton 2009).

2.2.4. A hitomédium és ekvilibracio

A minta Hitomédiummal tortéd higitasa fajspecifikus és tdg keretek kodzott
mozog (altalaban 1:1-1:9, Cabrita et al. 2010). @dxdg, amelymélyhités kézben
kortlveszi a spermiumokat, kéb Hsszetebbdl all. Az elss ezek kdzul a higitd
(szemindlis plazmanak megfdlel izotonias oldat), amely a optimalis
pufferrendszerrel és membranstabilizadld anyagokkal rendelkezik. Azalatazott
higitd nem aktivalja a sejtek mozgasat, ésszetétele taxonfiigg SOk és cukrok
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(extracellularis vééanyag, Cabrita et al. 2001a) egyarant alkothatfek. egyik
legfontosabb Osszet@e a pufferrendszer, amelynegakadalyozza attés és
felolvasztas soran az oldat pH-értékének jéernihgadozasatFontos alkotérészei
lehetnek a kilonbd&& membranstabilizalé anyagok, amelyek jebsntszerepet
jatszanak a sejtek kidls feliletének védelmében (Cloud és Patton 2009). Jol
alkalmazhat6é stabilizal6 anyag pisztrangfélélesetében a tojassargaja, a
szarvasmarha szérum albumin (BSA) és a promin Chi#meédium szintén
fontos alkotéja az unvédsanyag (Baynes és Scott 1987, Stoss és Holtz 1981b).
A védbanyagok altaldban alacsony molekulatotheggylletek, hiszen at kell
hatolniuk a sejtek plazmamembranjan. Egyes &aayagok toxikusak lehetnek a
sejtek szamara. A spermiumokba jutva megakadalyozzak a jégkristalyo
kialakulasat a mélyities soran. llyen anyagok hasznélata nélkil a sperma
termékenyié-képessége a felolvasztas utan jélsen lecsokken (Cloud és Patton
2009). Halaknal jol alkalmazhato w&hyagok példaul a dimetil-szulfoxid
(DMSO), a glicerin, vagy a metanol (Denniston et al. 2000).sdjtbe tortéé
behatolasukhoz tde van szikség, amelyet ekvilibraciossndk nevezink. Az
ekvilibraciés folyamat addig tart, amig krioprotektiv anyag koncentracidja a sejten
belul és kivil ki nem egyendidik. Kis sejtek ésegyes védanyagok (pl. metanol)
esetében a jelenség az 0sszekeverést &bBnehzonnal lezajlik, nincs szikség
varakozasi idre (Horvath 2001).

2.2.5. A spermamidiség és vizsgalata

A szezonalisan ivo halfajokban (fajonként valtozédon) természetesen az
ivarsejtek érése is ddzakos ritmust mutat. A termékenytlés sikere miazdgsagi,
mind pedig a természetes populaciék dinamikus egyganak fenntartdsa okan
elengedhetetlen. A sikeres ivas vagy szaporitdam@zaornyezeti, antropogén
hatastol fiugghet kozvetlendl (pl. aradas, anyahadatasa), illetve kdzvetve (pl.
sperma, ikra mifisége €s mennyisége) (Cabrita et al. 2011, Fauatl 2010, Szabd
et al. 2000). Tébb esetben megallapitottak, hogykez termékenyilése szorosan
Osszefligg a sperma nisegével (Fauvel et al. 2010). A legtébb 0Osszefdglal
értekezés is arrdl szamolt be, hogy a sperma tulgmhai kulon-kalén vagy
eggyuttesen fejtik ki hatasukat a termékenyilégafolataban (Alavi et al. 2008,
Bobe és Labbé 2010, Cabrita et al. 2009). A legletbb midséget jeld
paraméterek a sperma motilitasa, s$efisége, morfoldégaja, a sejtmembran
integritasa, és a spermium energiakészlete (ATRexi a sejtmagi DNS
fragmentaltsaga, stb. A mérési mddszerek egységesitizonban elengedhetetlen a
hatékonysag novelése érdekében (Fauvel et al. 2K#&ypar et al. (2008) a
pontysperma kompeticid vizsgalata soran bizongitdtiogy a sperma sebessége
befolyasolta az eredményes termékenyitést. Azokbawjzsgalatokban, ahol a
spermamifiség és termékenyulés kozott nem volt 6sszeflggewalsanyos
pisztrang, tengeri si@Dicentrarchus labrak a termékenyiilés sikerét egyértém
az ikra mirbsége hatarozta meg (Nagler et al. 2000, Saillaait @001).

2.2.6. A sejtkoncentracié mérése
A sejtkoncentracio vagy sejiisiség az 1 ml mintaban talalhatd sejtek szamat
jelenti, amelynek ismerete termékenyitéskor leloettds. A spermaisiiségének

meghatarozasa elengedhetetlen a medgfelét fajfligép spermalikra arany
megallapitasahoz. A sejtkoncentracié pontos isreesdisegitheti a mélyitési
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modszerek eredményességét és ismétalbgét (Cuevas-Uribe és Tiersch 2011,
Fauvel et al. 2010). Az évtizedek soran szamokbatéemodszert fejlesztettek ki a
sperma sriiségének preciz mérésére. Az egyik klasszikus modsaejtszamlalo
kamrakban (Burker-, Thoma-, Neubauer-kamra) mikiOpzsegitségével végzett
szamlalas. A sejteket immobilizalt allapotban szabaemmel, vagy szamitdgépes
szoftver segitségevel szamolhatjuk le (Christeregeal. 2005, Fauvel et al. 2010,
Luji¢ et al. 2015, WHO 2010b). A sdjtiség tovabba meghatarozhatd szamitdgépes
spermavizsgald rendszer segitségével is (Compudsisted Sperm Analysis,
Cuevas-Uribe és Tiersch 2011). Ujabb moédszer atsgetométer alkalmazasa,
melynek segitségével vizsgalhatd, hogy az &fgok kilénbos sirisédi spermaja
mas hulldmhossz-tartomanyban nyeli el a lathatoytfér\ legkorszeiibb és
legdragabb modszer az aramlasi citométer (flowrogter) alkalmazasa. A gép
segitségével nem csak a kulonbdaéreti és alaku sejtek szama, de azok fiziol6gias
allapota is vizsgalhat6 (Fauvel et al. 2010).

2.2.7. A sperma morfoldgiai vizsgalata

A spermium heré&ll az ikrahoz valo eljutdsa soran szamos valtozaselet
keresztil, amit gyakran abiotikus tén§lez mutaciok, vagy a kilénbéztarolasi
folyamatok (pl. mélyfités) eredményeznek. A spermium feji, kozépdaraliads
régioja egyarant sérilhet. Bar az ésdlknél mar a 90-es évéktalkalmazzak az
agynevezett automata spermavizsgaldo rendszert (ABM@amMated Sperm
Morphology Analysis), a halak koérébenéstdr Van Look és Kime 2003-ban
hasznalta sikerrel az aranyhal spermajan. Az utébbkben azonban a maddszer
alkalmazasa az eurdpai angolmanguilla anguilld esetében is eredményesnek
bizonyult (Asturiano et al. 2006., Peflaranda e2@08).

2.2.8. A spermiumok membran-integritdsanak és a Di&edezettségének
vizsgalata

A modszer lényege, hogy a sejtmembran eépségénediegiithsanak)
vizsgalataval megallapitjuk az6éEs holt spermiumok aranyat. A hagyomanyos
festési eljarasok (pl. eozin-nigrozin festés) hatep esetében nem terjedtek el,
mivel a sejtek rosszuliitik a szaritdst. Gyakrabban haszndljak a fluoreszce
eljarasokat, amelyek szintén Kettfestésen alapulnak. Azéésejtek kimutatasara
hasznalhatjuk pl. a zéld fényt kibocsaté SYBR 14adholt sejtek meghatarozasédhoz
pedig a voros fluoreszcens fényt kibocsato propidiodidot (Grzyb et al. 2003,
Segovia et al. 2000). A SYBR 14 képes a& stjtek membranjan athatolni és a
magban mMkodé DNS-hez kdédni, mig a propidium-jodid a sérilt membrannal
rendelked (azaz holt) spermiumokba hatol be és ott festi raeghaganyagot
(Segovia et al. 2000). Az aramlasi citométer uggaadolyamatot gyorsitja fel: egy
CCD kamera &ltal egymas utan rogzitett képek hadimaazalizalja, és meghatarozza
az éb es halott sejtek aranyat. A berendezés alkalmgtkoseentracio
meghatarozaséara, és a mitokondriufkidés hatasfokdnak vizsgélatara. A
membranintegritas vizsgalhato tovabba nagyfelbdntésymikroszkop segitségével
szabad szemmel. A mozgd sejt membranjanak vizegalgdl mikodé modszer a
stroboszkopos analizis, ami a fej és farok illedéls@ének allapotat, valamint a farki
részen ozmotikus sokk hatasara rendellenesen ulédlaknembranhdélyagok
vizsgalatat teszi leh&té.

17



10.14751/SZIE.2016.014

A sejtmagban talalhaté DNS épségének meghatarezgdalkalmazhat6 az
ugynevezett ,Comet Assay“ modszer. A modszer ségdteel olcson és nagy
hatdsfokkal mutathaté ki a DNS fragmentécioja. Reti@zettség létrejohet, a sejt
morfologiai elvaltozasihoz hasonldéan, abiotikusygaik és a kilénbdk tarolasi
folyamatok (pl. mélyhités) eredményeként. A modszer soran kiloakboreszcens
anyagok (pl DAPI, etidium bromid stb.) megfestikDAIS allomanyt az egyszer
gélelektroforézis sordn megfuttatott targylemezedkeuvel et al. 2010).

2.2.9. A spermiumok energiakészletének vizsgélata

A mitokondriumokban az ATP (adenozin-trifoszfat)dtalizisével energia
szabadul fel, és a parosan elhelyedkadkrotubulusok elmozdulasaval Iétrejon a
flagellum mozgasa. A folyamatot szamos fajband&ifponty: Perchec et al. 1995;
nagy rombuszhaksetta maximaDreanno et al. 1999a; Iénai télcipenser baeri
Billard et al. 1999; tengeri séll Dreanno et al. 1999b és 2000). A sejtek
energiakészletének meérésére szolgaldo modszerek gy nteljesitménty
folyadékkromatografia (HPLC, High Pressure Liquid hr@mnatography),
biolumineszcens mérés, vagy magneses magrezorakalmazasa (NMR, Nuclear
Magnetic Resonance). A lumineszcens eljaras somamtikat foton kibocsatasara
képes anyaggal (pl. luciferin, Perchec et al. 19@%)lve specialis lemezeken
analizéljak. BEbnye, hogy gyors (akar 3 Ora) eljaras, alkalmazdsaza ATP
mennyisége precizen mérbet

A HPLC teknika alkalmazasaval az ATP-vel egyitiej, az ADP (adenozin-
difoszfat) és AMP (adenozin-monofoszfat) szint i®rhet. Egyuttesen AEC
(Adenylate Energy Charge) komplexnek hivjuk, amisgermiumok szdmara a
mozgas soran elérlieenergiaraktar egy része. Ertékét szazalékos amangitljak
meg. Ha a mért eredmény 80-95%, akkor sejt idedleygiakészlettel rendelkezik.
Kbzepes stadiumban 50-70%, a spermium alacsonyalehitAsi mozgasra lehet
képes, de az energiakészlet még magasnak szamialadgzony energiakészletet
50%-nal alacsonyabb szint jelenti, melysn kihat a sejt mozgasara.

Az NMR egyéb (nem AEC) energetikai szempontbdl denvegyiletek (pl.
kreatin-foszfat, Saudrais et al. 1998) méréséralmlts (Fauvel et al. 2010). Az
NMR alapelve szerint az anyagot magnesesdtmezhelyezzik ahol, egy masik
forrasbaol érke& elektromagneses sugarakat rezonanciésmeglnyeli (Sohar 2004).
Az ATP-szint egyes fajokban az ivasbsdak ebrehaladtaval csokkenhet (tengeri
sullé, Dreanno et al. 1999b). Az ATP-szint és a motilikézotti 0sszefligést csak
néhany kutatdsban nem tudték bizonyitani (pl. sglhkiszAlburnus alburnus,
Lahnsteiner et al. 1996b) (Fauvel et al. 2010).

2.2.10. A spermamotilitds és vizsgélata
Aktivacio

A kulsé6 megtermékenyitésfajok esetében a sperma a szeminalis plazmaban
nyugalmi, immobilis &llapotban van. Az aktivaciovéitasahoz vizes kdzegre vagy
specidlis aktivalé oldatra van szikség. Az aktivdllfatok ionos dsszetétele réevén a
spermiumok koril ozmotikus nyomaskilénbség alakul Attél figgéen, hogy
édesvizi, vagy tengeri fajr6l beszélink az ozmidlafiak az aktivaldé oldatban
alacsonyabbnak vagy magasabbnak kell lennie, misgeminalis plazmaban. Az
édesvizi fajok esetében az ozmolalitds csokken@sg,a tengeri fajok esetében
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annak novekedése valtla ki a sejtek mozgasat. Nesak caz ozmotikus
nyomaskulonbség jatszhat szerpet a motilitds kadldkaban. Egyes fajokban a
kaliumion (tokalakuak, lazacfélék), mas esetberzéndgioxid (lepényhalalakiak-
Pleuronectiformes koncentraciéjanak nagyaranylu csokkenése sziksémes
aktivacidhoz. Az optimalis aktivaléban maximalizatét a motilitds, az immobilizalo
oldattal vagy higitéval pedig megakadalyozhatéeaarmpummozgas (Cosson 2008).

A motilitas id étartama

A motilitas idstartama az aktivaciot koven néhany perc, de nagyon gyakran
kevesebb, mint egy perc. Vigyazni kell tehat a degdran, hogy a sperma ne
érintkezzen semmilyen, aktivaciora képes anyaggaklet, bélsar, viz, vér stb.),
elkerlilve ezzel is a mozgas vizsgalabttel indukalasat. Eaktivaciot okozhat
tovabba a mintak tarolasara, vagyhatitasara szolgald immobilizalé oldat vagy
higitd. A motilitas id eldtti inicializaldsa a rogziteni kivant paraméterdiettiv
meéréseét is torzithatja, melyeket rogton (néhanyoahderc, fajflig§) az aktivaciot
koveen ajanlott rogziteni. A spermiumok kezdeti maigiénak 2-3 masodperccel
az aktivaciot kovéten igen magas a sebessége (300 um/s) és a flagelbagasi
frekvenciaja (100 Hz), azonban ezek az értékekdazelrehaladtaval ardnyosan
csokkenek (Cosson 2008). A vagotoRcipenser gueldenstaedtiiesetében a
motilitds idbtartama korubelll 245 mp, a pont@yprinus carpiy esetében 90 mp,
sebes pisztrangs@lmo truttam. fario) esetében 100 mp (Browne et al. 2015). A
sugér Perca fluviatili sperma esetében a szdrzaltal kozolt adatok nagy
kilonbségeket mutatnak. Browne et al. (2015) adagol0 mp-es intervallumot
irtak le munk4jukban. Lahnsteiner (2011b) vizsgddah, meglep médon még 2
Oraval az aktivaciot kovéen is fedezett fel mozgd sejteket a sugérsperma-
mintakban.

A motiliths mérése

A spermiummozgas mintan bellli meghatarozasanalkjeiziiv, de gyors
mobdszere a fénymikroszkoppal végzett vizudlis BscslA spermamotilitds
szamitdgép altal végzett mérése, objektivebb éségggebb eredményt ad. A
legalapveibb (régebbi) formaja, hogy mikroszkdp és kamerdtségével felvételt
készitiink a spermiumok mozgasarol, majd azt szgépen utdlagosan elemezzik.
Minden sejtmozgast leallitva egyenként jeldljuk agtett utat, a sebességet és a
mozgo sejtek aranyat. A modszer pontos, baiig&hyes é€s nem képes az
eredmények valls idgj(real-time) kdzlésére. A szamitdgépes vizsgalatdmigazi
attorést a bonyolultabb CASA (Computer-assistedriSpéAnalysis) rendszerek
jelentették (Kime et al. 2001). A CASA rendszer mersniumok fejét érzékeli,
videodfelvételeket rogzit, melyeket ezutan egymésiza A szoftver a spermiumok
elmozdulasat kalkuldlja ki a felvételek alapjan, deghatarozza a mozgas (utjat,
aranyat és egyeéb paramétereit (Fauvel et al. 2000nodszert ész6r a human
orvostudomanybdl adaptéltak az émikre, ké8bb szamos moédositas atjan a
halakra. Az endls sperma O6rakig tartd6 mozgasaval szemben, a raneégze
alkalmazkodnia kellett a halsperma révid, legfdljeb-2 perces mozgasahoz. A
.real-time” rendszerekben is alkalmazhatok egydzemprogramok (sperm tracker),
melyek sorén a kiulénbézidedkon a kutatd valasztja ki az elemezni kivsajteket.
Ezek az eljarasok még mindig viszonylag szubjektigs ibigényesek. Az Ujabb
programok mar tdbb szaz sejt azonnali, egyiddé¢mzésére is képesek (pl. Hobson
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Sperm Tracker, Hobson Vision Ltd., Baslow, UK. Kimeal. 2001). Egy hasonldéan
eredményes alkalmazas az Image J szoftveren (Idafpe Windows, National
Institutes of Health, Egyesiilt Allamok) belill kidokott CASA alkalmazas
(Wilson-Leedy és Ingermann 2007), mely hasznalatars még mindig rengeteg
bedllitas, és utbmunka szikséges, de a moédszereaitomatizalas mar némileg
csokkenti az ifiraforditast. A szoftver legfontosablbeye az ingyenes elérliség.
(Fauvel et al. 2010, Purchase és Earle 2012). &jdbb, legkoltségesebb rendszerek
mar mikroszkOp és szamitogépes szoftver segitsed@pmesek azonnal nagy
mennyiséf spermium (akar 4000) pontos elemzésére. A fellddaak nem kell
utomunkékkal foglalkoznia, am a mérést mégétn a fajra jellem& spermiumok
sajatossagaihoz kell igazitania a rendszert (pkri8pClass Analyzer v. 4.0.0. by
Microptic S.L., Barcelona, Spanyolorszag; SpermiofisM v. 3.7.4., Minitube of
America, Venture Court Verona, Egyesilt Allamok A Proiser R+D, S.L.,
Paterna, Spanyolorszag). A modernebb CASA rendszaréuman orvoslasban
meghatarozott, a spermiumok mozgasanak objektigsi@ia szolgaldé paramétereket
rogzitik, melyek a mozgd és statikus sejtek argngafej rezgesét, a mozgas
egyenességét és kulonibosebességi paramétereket adjak meg téblazat, 3.
abra).
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1. tAbldzat. A CASA rendszerek altal legygakrabbamdgzitett paraméterek (Fauvel et al. 2010,
Horvath et al. 2006, Rurangwa et al. 2004, WHO 20&).

RoOgzitett paraméter (angol) Paraméterek magyar megttarozasa Mértékegység
Motility Motilitas %
Progressive motility Progressziv motilitas %
VCL-curvilinear velocity A himivarsejt sebességnylegesen um/s
megtett, teljes mozgasi Utvonalara szamolva
VSL-straight line velocity A himivarsejt sebességezgasanak um/s
kiindulasi és végpontja kdzotti tavolsagra
szamolva (progressziv sebesség)
LIN-linearity A himivarsejt ténylegesen megtett rgazi %
Utvonalanak az egyenébkszamitott eltérése
VAP-Average Path Velocity A himivarsejt sebességegasanak atlagolt um/s
utvonlara szadmolva
ALH- amplitude lateral Head A fej oldaliranyu kitérésének atlagos um
Displacement nagysaga
BCF-Beat Cross Frequency A fej kilengésének frekisga Hz
DAP- distance average path A himivarsejt ténylegesegtett Gtonalanak um
€s a mozgasanak kiindulasi és végpontja
kozott mért tavolsagnak (nettd) az atlagolt
hosszlsaga
DCL-distance curved line A himivarsejt altal térgdsen megtett Gt um
hosszusaga
DSL- distance straight line A himivarsejt altal nretgegyenes utvonal um
WOB- wobble A himivarsejt teljes mozgasi Utvonaléaa %
atlagolt mozgasi Utvonaltdl szamitott eltérése
STR-straightness A himivarsejt atlagolt mozgasogalanak %

az egyenest szamitott eltérése

Average

path

1
i
I
]
I
v

V5L =» - i
A\
V Straight-line path .

3. abra. Kulénb6z6 motilitds paraméterek a spermamozgas Utvonalanakifjgvényében (WHO
2010a).

A motilitas mérésének folyamata

A mérés soran a spermat egy aktivalé oldattal ey specialis fajspecifikus
aktivalo oldat) keverjuk 6ssze. A vizsgalatot vdugsjik egyszdr vagy specialis
targylemezen (pl. Leja targylemez v. kamra, Lejazérnestraat, Hollandia), illetve
spermavizsgalé kamraban (pl. Spermtrack, ProiserD,R+5.L., Paterna,
Spanyolorszag; Makler, Sefi Medical Instrumentsadt). A mérés soran meg kell
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akadalyozni a sejtek letapadasat (pl. fehérjetattalanyag hozzaadasaval
(szarvasmarha szérum albumin-BSA)). #xibb mintadk ebhigitast igényelnek. A
higitbnak a spermiumokat teljes egészében immadbiia kell. A legtbbb faj
esetében a sperma aktivacidjat kdeet a motilitas drasztikus csotkkenésének
kovetkeztében, a mérést nagyon gyorsan (<10 mp) dte€gezni. Az aktivalo
héomérsékletét az adott faj kornyezeti igényeinek mledifen érdemes
megvalasztani. A vizsgalat soran tovabba, torekddii a sejtek sodrédasanak
elkertlésére, mivel ilyenkor az egyébként mozdatatbejteket is aktivan mozgo
spermiumokként rogziti a rendszer (Kime et al. 308% emlitett tényeik alapjan,

a meréseket egy adott mintdban tébb alkalommatisnées megismételni.

2.2.11. Mélylités és tarolas

Az elokészitett spermamintakat cseppek (pelletek) forba@jakozvetlendil,
vagy miszalmakba, illetve ampullakba toltveitik. Utdbbi kett alkalmazasa
kényelmesebb,hiszen kdnnyebb adagolast tesz |éhét(Martinez-Pastor és Adams
2009). A miiszalmak mérete valtozé lehet (0,25-5 ml) (Cabttital.e2005, Ciereszko
et al. 2014, Horvéth et al. 2003, Horvath et aD2MMiskolczi et al. 2005, Velasco-
Santamaria et al. 2006).

Az évek soran szamtalan moddszer alakult ki a sperma ritdghre. A
legegyszdibb és legolcs6bb a szarazjég hasznalata, melynelblirmAcios
hémérséklete -78,5 °C. Ennél az eljarasnal un. m@iédt cseppentenek a
szarazjégtomb fellletén lévmélyedésekbe. Amodszer hatranya, hogy ditési
sebesség és az arany nagyban figg a minta nagisagdsfordul, hogy a
pelletek nem egyenletesen fagynak meg.

A szarazjéghez hasonl6 moddszer lddeg alkoholos furdl A spermat
miiszalmakba toltve fagyaszthatjuk le. Ebben az eseibeszigetelt taroloegységet
alkalmaznak, de ebbefolyamatosan aramoltatjak az alacsonygmiérseklei
alkoholt. A hitékdzeg ebben az esetbditaldban minimum 95%-o0s és -78 °C-0s
metanol, etanol vagy akar izopropanol. Szarazjeglegolhaté a rendszerhez, ezzel
is szabalyozva aiités sebességét. Ennek a lépésnek hirtelen bubpzdklés
lehet az eredménye, ami csokkenthetmalyhités sikerét.

A fenti moédszerhez képest tobbomhyel bir a cseppfolyds nitrogén
alkalmazasa. Ebbenz esetben is szilkség vatshigetelt edényre, amelybe a -196
°C-os hitékdzeget helyezik. Amintakat niiszalmékba, vagy itheth ampullakba
toltik, melyeket egyenesen a folyékomytrogénbe vagy egy, a kdzeg tetején uszo
keretre helyeznek. A fellleten leldedartd kiUlénb6zd vastagsagu lehet, ezzel
bedllithaté a tités sebessége égnmérséklete. Ez anddszer lehéwé teszi fajra
jellemz hitési eljarasok kidolgozasat.(abra).

A negyedik lehdiség a programozhat6 elektromos méighh berendezések
hasznalata 5, abra). Ezek Hitokamrajaba kell belehelyezni aitbni kivant
muszalmakat vagy ithett ampullakat. A kamraba a szamitégép egyrel
megirt program alapjan adagolja a cseppfolyos gdtno ghzét, igy belé
érzékebi segitségével szabalyozza a minta koralnBrsékletet (Martinez-Pastor és
Adams 2009). A készulékekoelye, hogy a mélyiitést befolyasold fontos valtozok
(pl. hiitési sebesség és a kornyezet a minta koril) a $atps alatt egységesek és
valtozatlanok. A programozhaté méighh berendezésekkel fajra jellethz
fagyasztasi modszerek kidolgozasa valik 1éhét (pl. higité, védanyag,
fagyasztasra valdé érzékenyseg tesztelése) (BudelP&gg 2012). A készilék
kapacitdsa akér tobb szazismalma is lehet tipustol fugegn. Kereskedelmi
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forgalomban szamos ilyen berendezés érkefpl. (Cryomed", Thermo Scientific,

Waltham, Massachusetts, USA), (IceCube, Sy-Lab, pNekersdorf, Ausztria),

(Asymptote EF600, Asymptote Ltd., St John’s Innawat Centre, Cambridge,
Egyesult Kirdlysag)]. A programozhatd fagyaszt6 zkiéskek hasznalataval, a
kontrollalt kornyezetnek kdszonléenh, novelhét a mélyhitési protokollok

ismételhetsége (Babiak et al. 1999). Hatranya ezeknek a beréseknek, hogy
nagy az aramfelvételik és viszonylag nagy méreliflogea terepenegyaltalan nem

vagy csak nehezen alkalmazhatok (Martinez-Pastédéass 2009).

4. abra. Folyékony nitrogénnel toltott polisztirol doboz és a ?ajta Usz06 3cm-esiiiékeret. (Foto:
Horvath Akos)

¥

5. abra. Programozhat6 fagyzté berendezés. (Fotdasa Eszter)

2.2.12. Felolvasztas

Hasonl6éan a mélytiéshez, a mintdk felolvasztasakor is torekedni leell
megfeleb sebességre. A imzalmék esetében gyors és dinamikus felolvasztas
sziikséges (pl. 0,25 ml-esiiszalma 40 °C-on 5 mp, Szab6 et al. 2005). Ha a
folyamat lassu, az intracellularis jégkristalyokgnének, ami karos a sejtek szamara
(Piironen 1993). A felolvasztasnal eredményesenal@éizhatd a viffdos
berendezés 6( abra). A felolvasztds sebességét a minta mésktéiiggoen,
fajspecifikusan kell bedllitani (Tiersch 2011).
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6. abra. Miiszalma felolvasztasa vifird 6ben. (Fot6: Kasa Eszter)

2.3. A spermameélylités és —milsités eredményei kulonbak
rendszertani csoportokban

2.3.1. Spermavizsgalat és -méiiths eredményei tokalaktuakban

A tokalakuak spermamotilitds-vizsgalatanak és spearglyhitésének
tanulméanyozasa igen nagy mdultra tekint vissza, ymeébszak sordn szamos
vizsgalat és eredmény sziletett. A tavi tdkcipenser fulvescepsfelovasztott
spermaja még 5 perc elteltével is képes volt aix akbzgasra Ciereszko et al. 1996
vizsgalataban. Tsvetkova et al. (1996) a Iénaiéskkecsege esetében 3-4 perces
maximalis mozgasiit rogzitettek. A Iénai tok flagelluméanak mozgadalalvasztott
mintakban az aktivaciot kouvign az idvel aranyosan valtozik (Billard et al. 2000).
A perzsa tok Acipenser persicsesetében bizonyitast nyert, hogy a motiliths nem
flgg a szeminalis plazma iondsszetétkléts ozmolalitasatol, valamint a minta
siriségédl (Alavi et al. 2006). A sperma szemindlis folyaddkk Osszetétele,
sebessége és a spermiumok morfologidja j6 paragkéik bizonyultak kilonbéz
tokfajok spermatoldgiai 6sszehasonlitdsa sorann{&se et al. 2008). A tokfélék
spermajat toxikoldgiai vizsgalatokban is hasznaltaint modell-szdvetet. A Iénai
tok spermaja ellendllénak bizonyult a kadmium syemgssel szemben, azonban az
olom hatranyos hatassal volt termékeh\iépességre (Dietrich et al. 2012). Dzyuba
et al. (2012) vizsgélatukban egy (egy napon betglyed tobbszori fejése soran
nagyobb mennyiség jobb motilitassal és termékenskEpességgel rendelkiz
mintakat nyertek ki. Ugyancsak a kecsege esetétsémnlét igazolta, hogy a heidb
szarmaz6 sperma ntiseége és terméken§itképessége ddaht meértékben nem
kilonbozik a fejt tejéll (Dzyuba et al. 2014).

Tobb kutatds témaja volt a sperma fejés utatiioth tarolhatésaganak
vizsgalata. Az atlanti tok Acipenser sturip esetében egy mintanal 17 napos
tarolhatésagot irtak le folyamatos oxigénellatafletigDilauro et al. 1994). Dorsey
et al. (2011) az atlanti tok spermajat Park és @Gtaapféle higitdbban 21 napig tudtak
tarolni. A Iénai és vagotokAgipenser gueldenstaedtiesetében legalabb 6 napos
tarolhatésagot rogzitettek (Shaliutina et al. 2013asonlé eredményt publikalt
Aramli et al. (2013) és Aramli (2014) a perzsa @skviza tej vizsgélatandH(so
husg.
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Szamos tanulmany szlletett tobbféle higitdk és 6aghgok sikeres
alkalmazasarol a kulonbézokfajok spermajanak meéliitése soran. Tisztan cukor
alapu higitokat sikeresen alkalmaztak pl. 1énai ésktében (Judycka et al. 2015).
Kizarélag sok (ionok) felhasznalasavabalitott hitémédiumok eredményességét
irtak le a kecsege és kinai tokc{penser sinensigesetében (Jahnichen et al. 1999,
Lahnsteiner et al. 2004, Liu et al. 2006). A higit@sztelése soran sok kutatd
(Boryshpolets et al. 2011, Glogowski et al. 200ntth et al. 2005 és 2008,
Linhart et al. 2006, Liu et al. 2007, Wayman et2008, Yamaner et al. 2015) a
cukor (legtobbszor szacharéz) és s6 Ossékatv (NaCl, KCl stb.) egyarant
alkalmazta a Iénai tok, vagotok, kecsege, rovidaoki (Acipenser brevirostruim
asoorru tok $caphyrinchus albys lapatorra tokRolyodon spathulaspermajanak
mélyhitésére. A védanyagok kozil, a metanolt, dimetil-acetamidot, DMSO
(dimetil-szulfoxid), és etilén-glikolt alkalmaztaleginkabb a kutaték a tokfélék
spermajanak mélytiése soran (Billard et al. 2004). Aithsi sebesség kevésbeé
kutatott témanak bizonyult napjainkig a tokfélékédien. A viza esetében Aramli et
al. (2015a) gyors, 40°C/perces fagyasztassal étgk eredményeket. Az utobbi
idében sokat kutatott téméva valt a sperma felolvaszti@ni tarolhatésdganak
vizsgalata. Aramli és Nazari (2014), valamint Araetlal. (2015b) a perzsa tokon és
vizadn végzett kutatasaik sordn a fagyasztott maejdivlasztott spermamintak 30
percigorizték meg a mitséguket. A meélytités befolyasolhatja a spermamintakban
végbemefi enzimatikus folyamatokat szdmos tokfélében (kezsdénai tok,
vagotok, perzsa tok, viza), ami j6 indikatora leadagyasztas sikerességének, és a
sejtmembranban végbement feolvasztas utani esetlsgerkezeti valtozasoknak
(Aramli et al. 2014, Aramli 2015, Huang et al. 203arosiek et al. 2004). A
fagyasztott sperméat sikeresen alkalmaztdk andragensordn lénai, vagotok,
séregtok és viza esetében (Grunina et al. 2006 é4)2@hlamint alkalmaztak
hibridek eballitasara (kecsegexvagotok és kecsegexatlanti okbanyi et al.
2004).

2.3.2. Spermavizsgalat €s- méiiths eredményei stgeérféelékben

A sugérfélék spermajanak vizsgalata viszonylagléjikeaz el§ kisérleteket a
csaladba tartozo fajok tenyésztésbe vételével éthyen vegezték. Az északi siill
(Sander vitreus spermédja titott koralmeények kozott akar 10 napig is eltarofhat
(Satterfield és Flickinger 1995). Rougeot et al02) kutatasukban hagyomanyos és
ivaratforditott stgér tejesek spermajanak deégét hasonlitottdk 6ssze és nem
talaltak kulonbséget az ivartermék éegében a két tipus kdzott. Ugyancsak a
sugér esetében lengyel kutatok megallapitottak,y hag ivasi idszak soran a
vizhomérséklet befolyasolja a tejesek heréjének anatOadattsagait és azok
mukddését (Krdl et al. 2006). Alavi et al. 2007-bgy é@tfogd vizsgalatban kutatték,
hogy a slugérsperma motilitasa milyen mértékben faggimmobilizaléo oldat
ozmolalitasatél és a higitasi aranytol. Az eredmeé&nglapjan, a legoptimalisabb
higitasi aranynak az 1:50 (sperma: immobilizal@phiult, illetve azt talaltak, hogy
a 300 mOsm/kg ozmolialitasa higitd teljes meértékb@nmobilizalta a
spermiumokat. Boryshpolets et al. (2009b) vizsgélslban a sugérsperma
motilitAsanak ozmolalitasfigg sajatossagat fedezték fel. Az ozmolalitds
csokkenésével mas-mas sperma populaciok aktiv&i@ltaintdban a kisérlet soran.
A sligér esetében bizonyitast nyert, hogy a spefgitatianul és higitbban egyarant
napokig eltarolhatdo (Sarosiek et al. 2013). Sakosgt al. (2016) legujabb
kutatasukban a sdll(Sander luciopercafejése soran a katéteres és hagyomanyos
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fejést hasonlitotta 0ssze és arra a kovetkeztejésod, hogy a sidl esetében
ajanlott a katéter alkalmazasa a fejés soran, meeekl elkertlhét a sperma
szennyeédése vizelettel és az ezzel jaro fségromlas.

A sugerfélek spermajanak mélithsét illeben kevés szakirodalmi forras all
rendelkezésriinkre. Moore 1987-ben sikeresen mtittie az északi sidllspermajat,
egy ionokat és cukrot egyarant tartalmazo higit@sa83%-os termékenyulést ért el.
Bergeron et al. 2002-es vizsgélataban alacsonyabékenyilést ért el Rathbun
higitd alkalmazasaval. Ciereszko et al. 1993-balymittte a sarga stigéP¢rca
flavescens spermdjat egy szachar6z alapu higitoval, melyp&0O-t alkalmazott
védbanyagként. A slgér esetében glikéz alapu higittn€smnol, illetve DMSO
védbanyagok alkalmazasa mellett 40-40%-0s motilitas #&smékenyllési
eredmeényil szamoltak be kutaték (Rodina et al. 2008, Dzyetbal. 2010). Bokor et
al. 2007-ben kozolt kutatasaban a &idlsetében 43%-os termékenyulést ért el
glikoz higitdo és DMSO veédnyag kombinaciojaval, migokullé esetében a
termékenylilés 60% volt glikéz higitd és metanoblaiazasa mellett. A széiz
késibb nagy mennyiségikratétel (50 g) termékenyitése soran alkalmagiiékresen
(kelés: 87%) a mélyitott sullb spermat (Bokor et al. 2008).

2.3.3. Spermavizsgalat és -méiiths eredményei pontyfélékben

A ponty nagy multa keltéhazi szaporitasaval parhuzamosan (Horvath et al.
1992) mar évtizedek oOta jeléstfigyelem dsszpontosult a spermajanak vizsgalatara
és mélylitésére, amit a nagyszamu irodalmi adat igazolagilet al. (1995b) atfogo
cikkében részletesen leirta a sperma altalanogltmisagait (pl. szeminalis plazma
Osszetétele, atlagos séjtisség), valamint a motilitds (pl. dtartam,
energiafelhasznalas a mozgas soran stb.) és arsgggs termékenyités jelleéitz

Az elsy eredményeket a mélités témajaban Moczarski publikalta 1977-ben.
A kovetked eévtizedekben a kutatok szamba vettek szamos pwamami a
modszerek eredményességét déntbefolyasolni képes. A kilonh®mabdszereket
a kisebb-nagyobb sikerrel alkalmaztdk a spermaasggsa soran (Bozkurt et al.
2014, Dzyuba et al. 2013, Horvath et al. 2003, Kura et al. 1984, Ogretmen at al.
2014). Nagy figyelem szeg&iott a sperma mélyitese soran alkalmazott higitasi
aranyokra (sperma: higito+ugahyag). A kutatok széles skalan (1:1-1:9) tesiedté
higitas hatasat (Horvath et al. 2007, Lahnsteinhat. 000, Li et al. 2013, Linhart et
al. 2000, Warnecke és Pluta 2003). Fontos ténhyezsperma optimalis tiési
sebessége, melyet hagyomanyos és modern moédsZdesxkfaant vizsgaltak a
ponty esetében. Irawan et al. 2010-benigzalmak nitrogén folotti tavolsaganak (2-
6 cm) novelésével, illetve csokkentésével probdHasitani és gyorsitani a
folyamatot, ilyen modon tesztelve d@tési folyamatok hatékonysagat. Modernebb
eljaras a MHtési sebesség tesztelésére a programozhaté fagyhszendezés
hasznalata, amivel a kontrollalt kornyezet miattysegesebb, pontosabb
eredményeket kaphatunk (Babiak et al. 1999, BuételPegg 2012). Warnecke és
Pluta (2003) alacsonyiitési sebességek (3 és 6 °C/perc) 6sszehasonlbéda s
alkalmaztak hatékonyan a berendezést a pontysperéhghitésére. Irawan et al.
(2010) és Linhart et al. (2000) a ponty mdiigit spermajanak 105 masodpercig
tartd mozgasat rogzitették. A sperma felolvaszté$attien bizonyitast nyert, hogy
a spermiumok spontan aktivacioja bekdvetkezhet,umgpanakkor nem befolyasolta
negativan a sejtek termékerdyiképességét (Boryspholets et al. 2009a). Kevés
irodalmi forras foglalkozott napjainkig a tej felalsztas utani tarolhatésagaval ponty
esetében. Boryspholets et al. (2009a) eredményeikns a 10 perces tarolas nem
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befolyasolta a mintak méségét. A ponty mélyiiott spermajaval végrehajtott
termékenyités szamos esetben igen magas terméksngikdmenyezett (Horvath et
al. 2003: 74%, Irawan et al. 2010: 74%, Lahnsteieerl. 2003: 55-60%). Az
eljarasokat azonban csak kevés esetben vizsgalsgy mennyiséfy sperma

mélyhitésére (Horvéath et al. 2007, Lahnsteiner et al3200

A szisztematikus vizsgalatok ellenére mindmaig nextiletett egységes €s
minden korulmények kozott nagy hatasfokkalikids protokoll a pontysperma
mélyhitésére. A mddszer alkalmazasa nem éplilt be a ajtdtedzi szaporitasanak
folyamatdba. A kutatok kisebb hangsulyt fektettelegyéb pontyfélék spermajanak
mélyhitésére. Compos esetében Rodina et al. (2007, K&d86) és Lug et al.
(2015, kelés: 80%) eredményesen alkalmaztdk a videtott sperméat a
termékenyités soran. Lahnsteiner et al. 2003-baiékbay spermameélyheési
modszert publikalt az allas kiszCHalcalburnus chalcoideés a paduc
(Chondrostoma nasiisa marna Barbus barbup és a gyongyds konceRytilus
meidinger) fajokra (legmagasabb kelés: 63-82%). Ugyancsakn&ieiner et al.
(2000) melyfitotte eredményesen az am@ténouharyngodon ideljafehér busa
(Hypophthalmichthys molitr)x a fejes domolykéLeuciscus cephalli®s szilvaorru
keszeg spermajaVi{mba vimba (felolvasztas utani motilitas: 36-65%). Babiakakt
(1998) sikeresen alkalmazta a felolvasztott balkspfus aspius)spermat a
termékenyités soran (termékenyulés: 62%). Alvareale (2003) a fehér busa
esetében alkalmazta eredményesen a spermaitésytkeltebhazi keretek kdzott
(kelés: 53%). Urbanyi et al. 2006-ban magas termg@kiési eredményeklt szamolt
be bodorka Rutilus rutilug, dévérkeszegAbramis bramy karikakeszegRlicca
bjoerkng és marna fajokban (kelés: 54-74%). Dietrich et28l15-ben megjelent
tanulmanyaban kozdolte egy cselle feupallasella percnuryssperméjanak sikeres
mélyhitéseét.

Az aranyhal, a diszhaltenyésztés és kutatds szdjapoin (modelallat pl.
Shaluei et al. 2013, Wang et al. 2015) egyaraenjgd halfaj. Az aranyhal-sperma
motilitasat a tobbi pontyféléhez hasonléan (ponsgéles karasZarassius
carassiuy a kornyezet (természetben viz, vagy mestersédgeiwal@d oldat)
ozmolalitasdnak cstkkenése aktivalja (Morisawa |et1@883). A mozgas atlagos
idétartama 100 masodperc volt (Browne et al. 2015sparma, fejés utan akar 6
napig is tarolhaté kalcium mentes HBSS oldatbareri@let al. 2011). A savas
kornyezet meég rovid idejtarolas alatt is a motilitas csokkenését eredn@nye
(Chantzaropoulos et al. 2015). Taghizadeh et &l132 sikeresen mélyitdtte az
aranyhal spermajat, cukrot és sOt egyarant tarl@maigito és DMSO
alkalmazasaval. Nathanailides et al. (2011) vizggéban kilonb&z védanyagok
toxicitasanak vizsgalata soran 10 és 5% tojassarghjilletve DMSO-val kezelt
sperma esetében azt tapasztaltdk, hogy a DNS keuéstosodott a mélyibés
kovetkeztében, mint a 10% etilén-glikollal fagyasiz{kezelt) csoportban. Kutluyer
et al. (2015) kutatasukban eredményesen alkalmazak aranyhal sperma
fagyasztasahoz a 0,1 ml-es pelletet (felolvaszténiumotilitas: 45%). Az
eredmények tovabba azt mutattdk, hogy az L-metiotsikkentette a DNS
karosodasat a sejtekben. A méitdgtt aranyhalspermat sikeresen hasznaltak fel fajok
kozo6tti androgenezisben a ponty esetében (Bercséinwl. 1998). Az irodalmi
adatok a sperma ntieégvizsgalatarol és meéltesesl hianyosak. Egységes
mélyhitési protokollal a szakirodalom nem rendelkezikJap@ant a kuilonboé
valtozatok spermdjanak jelleizsem ismerjik.
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2.3.4. Spermavizsgalat és -méiiths eredményei lazacfélékben

Az elsy kisérletek tobbek kozott a lazacSalmo salar spermajanak
mélyhitésével kezdidtek az 1960-as évek elejéen. Szamos kutatd ritdite a faj
spermdjat, a felolvasztds utan azonban csak miisin{@|5-2%) termékenyulést
tudtak elérni (Hoyle és Idler 1968). Hoyle és Idler (1968) kistdben a
felolvasztott lazacspermeermékenyii-képessége mar 18%-o0s volt. Ott és Horton
1971-ben végzett kutatdsukban a szivarvanyos pisztradgcérhynchus mykiss
spermdjat mélyhitotték sikeresen. A felolvasztott mintak termékesepessége
atlagosan 59%-o0s volt. A kovetkeZl0 évben a figyelem kdzéppontjaba kerllt a
mélyhitést befolyasold tényeaik vizsgalata, valamint az adott fajokra tokéletdsit
hiitési eljarasok kidolgozasa. Stein és Bayrle 1978-ban végzett asdédtan
pontyfélék és pisztrangfélélspermajanak mélytiését vizsgaltak. A spermiumok
mozgekonysaga hasonld volt aktivaciot koveben. A pisztrangfélék mélyott
mintdja sokkal jobb terméken§it képességgel birt felolvasztas utan, mint a
pontyfélékeé. Billard (1983)kutatasaban sebes pisztrai®plmo trutta m. farip és
altala kifejlesztett termékengitldat hatasat vizsgalta. Az eredmények azt
mutattak, hogy a két faj esetében a Billard (19f€f@ oldat ndveli a mélykitott
sperma termékenyitépességet, viszont atths sordan a sejtek egy része
deformalddik, és termékenyitésre képtelenné valikdahl et al. (1984)
kutatasukban a szivarvanyos pisztrang, a sebedrgpigz valamint a pataki
szajbling (Salvelinus fontinalls spermamélytitését befolydsold tényéket
vizsgaltak. Az eredményelazt mutattak, hogy a védnyag fajtaja, valamint a
hiités ebtti tarolasi bmérséklet és il egyarant befolyasoljak a felolvasztas utani
termékenyitképességet a vizsgalt fajok esetében. Schmidt-Baéka Holtz (1989)
munk§jukban azt vizsgaltak, hogyan-e 0sszefiiggés a szivarvanyos pisztrang
spermajanak meélyhése eabtt eltelt tarolasi id és a felolvasztas utani
termékenyilés kozoétt. Az eredmények alapjan arr&Oeetkeztetésrejutottak,
hogy a mintat a dijtés utan azonnal méliiteni kell, mert a hosszu tarolasiéid
rontja a sperma miiségét és termékengiképességét. Wheeler és Thorgaard 1991-
ben sikeresen méhitbtték nagy mennyiségben aszivarvanyos pisztrang
spermajat. A modszer j6l alkalmazhaté volt a latdvrami kériimények mellett
a gazdasagi termelésben is. Lahnsteigeal. (1996a) vizsgalatukban arra keresték
a valaszt, hogy aiitési folyamatoknakmilyen élettani és anyagcserét befolyasolo
hatasai vannak a szivarvanyos pisztréapmermiumaira nézve. Az eredmeények azt
mutattak, hogy szamos sejtkddésben nélkilézhetetlen enzim, valamint a sejt
onfenntartdé mkodéséhez energiat biztositdo ATnennyisége is csokken a
mélyhités soran. Egy masikizsgalatukban a pénzes pg&éhymallus thymallysés a
dunai galéca (Hucho huchd spermamélyiitését vizsgaltdk (Lahnsteiner et al.
1996d). Egy, a pisztrangfélékre kifejlesztetthiitési eljarast alkalmaztak
(Lahnsteiner et al. 1995b) és harom kuloribgedanyag (metanol glicerol-DMSO
keveréke, DMSQ), valamint kilonb®&zhiitési sebességekhatasat vizsgaltak a
felolvasztas utani termékenyitképességre. Az eredmények alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a méligs sokkal nagyobb mértékben karositja a
dunai galéca spermiumait, mint a pérét. A pa@riszarmazo mélyktott minta
eredményesebbentermékenyitett a galocdhoz képest. A harom vizsgalt
védbanyag kozul a metanol volt Begeredményesebb.

Cabrita et al. (1998) vizsgalatukoran bebizonyitottak, hogy a szivarvanyos
pisztrang spermiumok DNS-e a méiys hatdsara toredezik. Az eredmények
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tovabba azt is mutattdk, hogy a karosodastiigsh eljaras mellett sokszor a
felhasznalt védanyag is okozhatja. A mélytési folyamatok megkezdéselstt
ellerdrizni kell az alkalmazni kivant védnyag hatdsat adott faj spermiumaira
nézve.

Babiak et al. 2001-ben végzett kutatdsukban bebimatak, hogy
0sszefliggés van aitésnél hasznalt higitd Osszetétele és az equiliisraich
kozott. A két tényed kulon-kulon és egylttesen is csokkentheti vagyeltiati a
felolvasztas utana sperma termeékenyit képességet a szivarvanyos pisztrang
esetében. Az eredmények alapjarmra is rajottek, hogy aikési folyamat soran, a
sejteken bellli a tejsav-dehidrogenaz @sz aszparaginsav-aminotranszferaz
mennyisége csokkenhet, ami gatolja a termékenyi@sbrita et al. (2001b)
vizsgalatukban sikeresen hajtottak végre spermdnii@ist nagymérét (1,8 és 5
ml) miszalmakkal szivarvanyogisztrang fajpan. Az 1,8 és 5 ml-edismalméak
esetében csak kismeértélcsokkenésttapasztaltak a termékenyiképességben az
eddig hasznalt kisebb (0,25 és 0,5 ml) szalmakHapest. A modszer akar a
tenyészimunka soran is j6l alkalmazhaté. Labbé és Maiss#l-28 kutatasukban
a sebes pisztrang spermiumainakiisfgét vizsgaltak. A halakat kilenc hénapon
keresztll tengervizben tartottak, majd a spermélyhitése és felolvasztasa utan
megvizsgaltak a sejtek élet- és termékdéniéipességét. Az eredmények azt
mutattak, hogy a sos kornyezet okozta ozmotikusk sokm befolyasolja a
felolvasztas utani termékenyiilés esélyét, a spenokumikodését és aktivitasat.
Sarvi et al. 2006-0s kutatasuk soran a veszélyditeebes pisztrangalfajaként
szamon tartottSalmo trutta caspiuspermameélytitését vizsgaltak. A ésnél
hasznalt higitd és a felolvasztas Utemének hatdsateztek a mélyhott sperma
termékenyit-képességére. Az eredmények alapjan a két ténkezott dsszefliggés
allt fenn, mely befolyasolta a termékenyités sikeégét.

Az évtizedeken at tartofejlesztés kdonnyen kezelldes piaci forgalomba
hozhaté KIT-eket eredményezett (Haffray eil. 2008). Az elmudlt 50 év
kutatbmunkajanak koszonklen a mélykitdétt sperma termékenyit-képessége
jelentbsen emelkedett (40-90%) a legtobb lazacfélek cgdlad tartozo faj
esetében. Akadnak azonban kis populacidval rentelkeeszélyeztetetttaxonok
(pl. marvanypisztran@almo marmoratysadriai pénzes pérhymallus thymallys
dunai galécaducho huchp amelyek spermajanak méiitesésl keveset tudunk.
A pénzes pér és dunai galéca esetében egyaranhé@mgds protokollt kdzoltek
Nynca et al. 2015b-ben, habar a glikoz higitdé gsetanol, mint védanyag, eltés
hatasfokkal nmik6dott (termékenyllés: dunai galoca-88%, pénzeHp®). A fent
emlitett higitdé és véhanyag hatdsosnak bizonyult a szivarvanyos pisztrang
(Oncorhynchus mykiysivaratforditott szivarvanyos pisztrang, a selpesztrang
(Salmo truttam. fario) és pataki szajblingSalvelinus fontinallsesetében egyarant
(Ciereszko et al. 2014 és 2015, Nynca et al. 2@s42015a). A fent emlitett
vizsgélatok mar nagy hangsulyt fektettek az effektiolvasztas utani sperma:ikra
arany meghatarozasara. Golshahi et al. (2015) zpkasbes pisztrangélmo trutta
caspiu3 esetében végeztek sikeres métgii kisérletet (70% feletti termékenyiilés
még 60 perccel a felolvasztast kdet), ami nagy jeletisséggel bir az alfgj
természetes populacidinak cstkkenése miatt.

Az adriai pér, a pénzes péfhymallus thymallys adriai vérvonalaként
természetvédelmi szempontbdl (az adriai vonal osiiéke és dihése) és horgaszati
szempont egyarant jeldisttaxon. Spermajanak meélitgsét Horvath et al. dolgoztak
ki. A kutatasok eredményességének koszdmmeta modszer mara a Tolmin-i
Horgasz Egyesulet konzervaciobiologiai programjasakrves részét kepezi, azaz
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bevezetésre kerilt a gyakorlati a kéiltetzi szaporitasba (Horvéath et al. 2012). Az
emlitett példa jol bizonyitja, a meél§tes alkalmazhatdésagat és potencialjat, a
lazacfélék termelésében. A mddszerek fejlesztésis/egységesitésével, egyre tébb
faj esetében valik leh&té az eljaras integracidja.

2.4. A spermamélytiités, valamint a sperma-midségvizsgalat
egységesitése és jovéje

Szadmos spermamélitési és -mifiségvizsgalati modszer sziletett az évtizedes
kutatasok soran gazdasagilag és természetvédebmpsmtbdl jelerits halfajok
esetében egyarant. Egyes esetekben az eljarastssikeatiltették a haltermelés
gyakorlataba, de toébbségében a modszerek alkalmaxésy varat magara. A
vizsgélati teknikak, valamint a sperma fagyasztéeolésdnak és hosszu tavua
felhasznalhatésaganak szamoéngé ellenére (sperma tarolasa a szaporitashoz,
szelekcios programok, koltségek csokkentése, Ujagpaeremtése, Cabrita et al.
2010, Tiersch 2008) a gazdasagi hasznositas tavablbarat magara. A meélites,
szélesebb korben valé alkalmazasa a modellallatdbradaniddanio rerio,
medaka©ryzias latipes mexikéi kardfarki hakKiphophorus helleri, aranyhal
Carassius auratys korében szintén jeletd potenciallal bir (értékes vonalak
spermabankja vagy exportja, a halak tartasanakzedgstese, fagyasztott sperma
felhasznaldsa a kutatasban), lékét téve mas tudomanyteriletek deigsét
(genommanipulacio, orvostudomany, ©Okotoxikolégiab.)st Az U] teknikak
integraldsa koltséges folyamat (eszk6zok beszerzésemelés adaptécioja,
szakképzett személyzet foglalkoztatottsaga), meligdivel a termelésben, a
mobdszerek alkalmazasanak koszotbmetszerzett tobbletjovedeleibehet fedezni
(Caffey és Tiersch 2000). A gyakorlatban azonbaak cegységesen, minden
korilmények kozott, az adott faj vagy fajok esetéhbmagas szinvonalon és
eredménnyel 1ikdds eljarasok lehetnek hosszutavorikidoképesek. A helyzet
megvaltozdsahoz a tudomany szintjén vanodidgiesen szikség éeklépésre,
esetlegesen szemléletvaltasra. Agjdkutatasainak a rendszer egyes részeire kell
kdlon-kilén nagy hangsulyt fektetnie, amioéwl egységes, egész modszert
eredményez. Efglleges lépés a kulcs-paraméterek definialasa ugyt anhalak
tartasa és felkészitése (fotoperibdusijmérséklet-program, spermatogenezis
indukcibja, altatas, fejés folyamata), a mintak aksztasa (CASA, higitok,
sejtkoncentracio, mozgasdidrtama, tarolas) és a méiyés (higitok, vééanyagok,
ekvilibracio, hités modszer-fagyasztd berendezé#édi sebesség, szalmameéret,
felolvasztasi sebesség, felolvasztas utani tarokagpvoben kilonleges figyelmet
erdemel majd a halak takarmanyozasa és annak hataparma mifségeére, mivel

ez indirekt médon befolyasolhatja a méitds eredményességét (Cabrita et al. 2010,
Tiersch 2008).

A mobdszerek fefldésének géatat szab a tudomanyos kodzleményekben
megjelent eredmeények 6sszehasonlithatésaganak ryyaiémya. Szikség van a
kutatdsban szlletett médszerek pontos leirdsary, mgyban megndveli az adott
fajban leirt eljarasok ismétellésegét (Tiersch 2008). Az emlitett tén§lezgylttes
sztenderdizalasa utat nyithat a spermanig#égés —miéiségvizsgalat elterjedésének
mas haszonallatokhoz hasonléan (pl. szarvasmaahiadJak korében is. Az elmult
nyolc évben a halak ivarsejtjeivel foglalkoz6 kotatnégy, egymast kétévente
koveth nemzetkdzi szimpoziumon fogalmaztak meg azt adadwos igényt, hogy a
publikalt médszerek ismétellisege és gyakorlati alkalmazasa érdekében keriljon
sor egy laboratériumok k6zotti médszertani egysiégee. A 2011-ben Budapesten
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és Godolbn megrendezésre keriilt talalkoz6f® (ternational Workshop on the
Biology of Fish Gametes) kouign a résztvaik (tdbb mint 20 orszag képvisel
sikeresen pélyaztak az Eurépai Unié COST prograakjddmogatasara. A palyazat
témaja és & célja a halivarsejtek kutatasaban hasznalt moekzegységesitése,
sztenderdizalasa. A pélyazat sikere is jelzi a tédiszefiségét és fontossagat
(Aquagamete Cost Action 2015).
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3. MODSZEREK, EREDMENYEK ES
KOVETKEZTETESEK A VIZSGALT RENDSZERTANI
CSOPORTOKBAN

3.1. A spermavizsgalat és -mélyiiés részfeladatainak altalanos
O0sszefoglalasa

A vizsgdlt halfajokban a hasznalt mddszertan eggadnegegyezett. A sperma
és ikra fejése soran az egyedeket 2-fenoxi etdn®®o, 0,4 ml/l) boditottam. Az
anyakat nedves torolkée helyeztem és a hasfal masszazsaval nyertem ki az
ivartermeéket. A tejet minden esetben 4 °C-on, aatifajtol figghen (meleg és hideg
vizben ivo) keltéthazi korulmények kozott, illetve szintén 4 °C-on
(hiitészekrényben) taroltam.

A friss és felolvasztott spermamintak motilitAs&araitogépes spermavizsgalo
berendezéssel (CASA, Computer-assisted Sperm Asplygyzitettem. A munkam
soran két kulonbdy rendszert alkalmaztam. Magyarorszagi €s szlovén
vizsgalataimban a Sperm VisionTM v. 3.7.4. (Minigubf America, Venture Court
Verona, Egyesiilt Allamok), Lengyelorszagban elvéigketatasaimban a Sperm
Class Analyzer v. 4.0.0. (Microptic S.L., Barcelpr&panyolorszag) rendszereket
hasznaltam. A sperma aktivaciéjat Makler kamral&efi{Medical Instruments Ltd.,
Izrael) végeztem fajspecifikus, vagy a kisérlet@lbgsnak megfelél oldattal. Az
aktivalo oldatokhoz minden esetben 0,01 g/ml szanaaha szérum albumin (BSA,
bovine serum albumin) kevertem, meggatolva ezzetefiek letapadasat. Az
aktivaciot minden esetben legalabb 2 ismétlésbgeatém el. Kisérlait fliggéen a
spermiumok pMOT, VCL, és STR értékeit rogzitetté&rparaméterek kivalasztasa
irodalomban megjelent kdzlemény alapjan toérténtréRgwa et al. 2004WHO
2010a, Wilson-Leedy és Ingermann 2007). A 3 param&tmozgas 3 kilonbéz
tulajdonsagat irja le a (las#:2.10. fejezet

A mélyhités sordan 0,5 ml-es {imzalmakat alkalmaztam. A mintakat
kilénb6®d higitokban immobilizaltam (vizsgalat szerint), 49% metanollal
(védbanyag) kevertem dssze. Kutatasomban a kis#@rféygéen 2 féle meélytitési
mobdszert vettem igénybe. A polisztirolithdoboz (folyékony nitrogénnel 3 cm
magasan feltbltve) alkalmazéasa soran a mintakat3egyn vastag tokereten 3
percig fagyasztottam, majd a szalmakat a nitrogdmhgeztem 5 percre (Horvath et
al. 2012). A masik eljaras sordn a spermat egy rpmgzhatd meélyito
berendezésben (CRF, Controlled rate freezer, lceQdls, IceCube Series v. 2.24,
Sy-Lab, Neupurkersdorf, Ausztria) fagyasztottankiendulasi romérseéklet: 7,5 °C,
végpont: -160 °C, iitési sebesség: 56 °C/perc).

A miszalmakat 10 I-es (Bio 20, Statebourne Cryogeniaggestilt Kiralysag)
vagy 35 l-es (VWR XSS 48/10, VWR Inernational Kitiebrecen, Magyarorszag)
agynevezett kanniszteres kannaban taroltam. A kantédzfurdsben (ThermoHaake
P5, Thermo Electron Corp, Waltham, Massachusettgye&ilt Allamok)
olvasztottam fel 40 °C-on 13 masodpercig (Horvatal.e2012).

Az adatok elemzését minden esetben a Microsoft IExdéicrosoft
Corporation, Redmond, WA 98052, Egyesiilt Allamo8PSS 14.0 (SPSS Inc.,
Chicago, Egyesiilt Allamok) és GraphPad Prism 5.0 WWindows (GraphPad
Software, La Jolla, California, Egyesiilt Allamokglfasznalasaval végeztem. A
felhasznalt vegyszereket a Reanal (Budapest, Mamgatrg), Sigma-Aldrich
(Budapest, Magyarorszag) €és POCH (Gliwice, Lenggelig) cégekt szereztem
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be. A fentiekben részletezett modszertantodl vaéré&teket, valamint a moédszerek
egyedi alkalmazasat a tovabbiakban az adott fdjemetlilon ismertetem.

3.2. Vizsgalatok tokfélekben Acipenseridag

(T
P
guelde

8. bra.gtAcipensr staed. Bk Zoltan)

Mintavétel

A lénai tok és vagotok7¢8. abra) spermamintdkat a Neptun Bt. Ercsiben
taldlhato telephelyén fejték le 2010-ben a Halghkodisi Tanszék kollégai. A
tarolhatésagi vizsgalatot 20%&8zén és 2013 év elején végeztem el. Fajonként 2-2
tejestl sikertlt spermét fejni. A halakat a telep munksad a fejés @kt
szegfiszegolaj oldataval boditottak. A mintakat fejésnuédSzent Istvan Egyetem
Halgazdalkodéasi Tanszékére szallitottak.

Motilitasvizsgalat

A frissen lefejt sperma motilitasat Zeiss Labov@haK Zeiss, Jena, NDK)
fénymikroszkop segitségével hatéroztdk meg. A maozgjtek aranyat vizualisan
becsllték meg. A mintak aktivalasahoz allott csagivalkalmaztak. A mélytott,
majd felolvasztott mintdk motilitasat CASA berenéezegitségével hataroztam meg
(9. abra). Az sperma aktivaciéjahoz 5 mM NaCl, 10 mM Tni¢{ 8,0, (Horvath
Akos sz6beli kdzlése alapjan) 6sszetésgoldatot alkalmaztam.
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9. abra. Motilitasvizsgalat ASA berendezssel. Iéhtk felolvasztott sperméja halad6 mozgast
véga (Gtvonallal jel6lt), egy helyben mozg6 (kék pont)es statikus sejtekkel (piros pont).

Mélyhiités és felolvasztas

A mélyhiitést 2010-ben a Halgazdalkodasi Tanszék munkatéegaizték el. A
lénai tok- és vagotok-sperma méiydsenél ugynevezett modositott Tsvetkova féle
higitét (23,4 mM szacharéz, 0,25 mM KCI, 30 mM Tigd 8,0, Glogowski et al.
2002), védanyagot (lasd: 3.1. fejezet) a spermaval 6sszekeverve 1:1 aranyban
alkalmaztak. A polisztirol dobozban kgbtt szalmékat 8.1. fejezetben leirtaknak
megfeleben taroltam és olvasztottam fel.

A sejtek életképesség-vizsgalata

A sejtek membranszerkezetének allapotat kétfélerdkzcens sejtfestékkel
hataroztam megl(Q. abra). A sejtek detektalasahoz egy Nikon Eclipse E600
(Auroscience Kft., Budapest, Magyarorszag) fluocess fénymikroszkopot, a
fényképek rogzitéséhez Qlmaging MicroPublisher ddtalis kamerat, valamint
QCapture Pro 5.1 (Qlmaging, Surrey, Kanada) szdftvasznaltam. A két festék
kozul aSYBR greeraz éb sejtek membranjan athatolva és a magbdktad a
DNS-hez kobdve, zold fluoreszcens fényt bocsat ki. A propidioaid (Pl)
behatolva a sérilt membrannal rendetkg¢azaz holt) spermiumokba, megfesti a
maganyagot és voros fluoreszcens fényt bocsat kiirAdk életképességeét a zold és
vOros sejtek aranyaval jellemeztem.
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10. abra. Felolvasztott vagotok-sperma életképesseigsgalata floureszcens mikroszképpal. Az
ép membrannal rendelke# sejtek zélden, a sérilt membrannal rendelkeksejtek pirosan
vilagitanak.

Kisérleti terv

Mélyhitott toksperma felolvasztas utani motilitasvizstgla

Tiz-tiz mélyhitott 1énai tok- és vagotok-spermamintat tartalmeszzalmat a
felolvasztas utan 12 oran keresztil taroltam niyitgh ml-es centrifugacsévekben,
hiitészekrényben (4 °C). A spermiumok motilitasat éramkégzitettem.

Mélyhiitott toksperma felolvasztas uténi életképesséqaiata

A két faj 10-10 szalmajat felolvasztottam. A spernngyancsak fit6szekrényben 12
oran at taroltam és 3 oOranként festettem meg a demftett sejtfestékekkel. A
spermiumokat fluoreszcens mikroszkop alatt 200eszonagyitason vizsgaltam,
majd a zo6ld és voros fluoreszcens fényt kibocséjiels aranyat meghataroztam (5
kép/minta, 200-1000 spermium).

Adatok elemzése

A mérések eredményeit mindkét faj esetében a vagbfiggien 1, illetve 3 oras
idéintervallumonként atlagoltam. Az adatsorokban anmaitdst Kolmogorov-

Szmirnov teszt segitségével ebbeatem (szignifikancia szint?<0,05). Az értékeket
indokolt esetben (nem normalis eloszlas) logariéttéan, vagy arkusz-szinusz
négyzetgybk transzformaciét hajtottam végre. Az esgy csoportok

dsszehasonlitdsanél egyszempontos varianciaahgdi€OVA), valamint Tukey

vagy Dunett T3 post-hoc teszteket alkalmaztam fsftkgncia szint:P<0,05).

3.2.1. A tokfélékben végzett vizsgalatok eredményei
A mélyhitott Iénaitok-sperma motilitasa a felolvasztas wghelt ids hosszaval
aranyosan csokkent. Felolvasztas utan atlagosajtek $ele mozgott (50£24%), hat

oraval a felolvasztas utdn 22+19% éatlagos mottlitddrtem. A 7. ératol kezddoen
a mert motilitas értékek statisztikailag szignifisa kilonbséget mutattak a
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kozvetlenll a 0 6rdnél mért pMOT értékekhez kédesiblvasztas utan 12 oraval a
spermiumok progressziv motilitdsa 5£9% volt.

A mélyhitdtt vagotok-sperma vizsgalata soran a lénai toletééen
tapasztaltakhoz hasonl6 tendencia volt megfigyélhKbzvetlenil a felolvasztas
utdn 32+10%-0s motilitast mértem, a felolvaszta8veh 3. oratol kezddoen
szignifikans pMOT csokkenést figyeltem meg. A mifédolvasztasa utan harom
oraval a progressziv motilitas 12+8% volt, teh&dtiindulési értékhez képest tdbb,
mint 50%-ot csokkent. 6 Oras tarolaso idtan 5+3% motilitast mértem, 12 o6ra
elteltével 2+3% motilitas volt megfigyeltiet

Tizenkét oOras ftitve tarolas alatt a felolvasztott Iénaitok-spermakm
életképessége nem valtozott szignifikAnsan. Fedatés utdn a sejtek 72+17%
rendelkezett ép membrannal. Harom, illetve 6 éeaslds utan az életképesség
kismérteki csokkenését figyeltem meg (3 6ra: 65£18%, 6 0b&16%). A tovabbi
tarolasi id hatdsa sem volt jeleig a sejthartya integritasara nézve: a sejtek
életképessége 9 o6ra tarolas utan 64 +18%, 12 ane@lt+21 volt.

A felolvasztas utani hosszutavu tarolas nem vdjiatie hatassal a meélitott
vagotok sperma membranszerkezetére. Kozvetlenil elvésztds utdn a
spermiumok 53+8%-a rendelkezett ép sejthartyavalidé elsrehaladtaval a sejtek
életképessége kismértékben novekendenciat mutatott: a 6, illetve 9 oOra tarolas
utan mert értekek szignifikansan magasabbak valtkkndulasi értekhez képest (6
ora: 66+6%, 9 Ora: 64+7%). A 12 o6raval a felolvasztitan mért érték 62+8% volt
(11A és B., 12A és B. abda
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Progressziv motilitas (%)

O N 1Y ®> X b o AR 9 O O O
Elteltid 6 (6ra)

Progressziv motilitas (%)

Q N v D > © A > O
Elteltid & (6ra)

11. &bra. A Iénai tok (A) és vagotok (B) spermtelolvasztas utani motilitasa az eltelt id

fliggvényében N=10). Az abran atlagértékekés a hozzajuk tartozé szorasok lathatok.

A ,*"-gal jel6lt id épontok értékei szignifikansan kilonboztek a 0 éranmért értékektol
(P<0,05).
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12. &bra. A Iénai tok (A) és vagotok (B) spermtelolvasztas utani membran integritasa
(életképességegz eltelt ido figgvényében =10). Az abran atlagértékekés a hozzajuk tartozé
szorasok lathatok. A ,*"-gal jelélt idépontok értékei szignifikansan kilénbézteka O éranal
mért értékektol (P<0,05).

3.2.2. A tokfélékben kapott eredmények értékelése

Eredményeim alapjan kijelenthetem, hogy mindkéalat vizsgalt tokféle
spermaja felolvasztas utdn hosszu ideig tarolhatélénai tok esetében 7, a
vagotoknal 3 oOrés tarolasiddutan tapasztaltam szignifikans csokkenést, ami tag
szallitasi vagy felhasznalasididtervallumot tesz lehévé. Dzyuba et al. (1999)
mélyhitétt vagotok-, viza- luso husy siregtok- Acipenser stellatds kecsege-
(Acipenser ruthengsvalamint simatok-Acipenser nudiventrjsspermaval folytatott
kutatasaik alapjan azt javasoltak, hogy a terméiéstya felolvasztas utan azonnal
el kell végezni. A szaporitds esetleges elhalasztgésetén a felsorolt fajok
felolvasztott spermajat érdemes nagy fellletenlnaré tarolas soran biztositani
kell a 0 °C kordli bmérsékletet és a sejtek oxigénellatasat. AramNazari 2014-es
vizsgalatukban a perzsa tokAdjpenser persics mélyhitott spermajanak
tarolhatésagat vizsgaltak felolvasztas utan, 30 6€s percen keresztil. Az
eredmeények azt mutattdk, hogy a mintdk motilitéZséeémekenylt képessége nem
csokkent szignifikdnsan 30 perc tarolas utan a kontroll, valamint a felolvasztas
utdn azonnal meért értékekhez képest. Hatvan péettéslel azonban szignifikans
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csokkenés volt kimutathaté a két vizsgalt paranéter Eredményeimet dsszevetve
az irodalomban leirt adatokkal elmondhatdé, hogy énail tok spermaja
valésziriisitheten jol, mas eddig vizsgalt tokfélék spermajahozatigyitva jobban
tolerélja a felolvasztas utani tarolast. A vagospermaja eredmeényeim alapjan
kevésbéiinik ellenallénak.

A sperma életképesség-vizsgalata (sejtmembran épskgmérése) soran
eredményeim azt mutattak, hogy a tarola$i mem volt hatassal a spermiumok
sejthartyajanak szerkezetére. Horvath et al. (20@8tasukban 3 észak-amerikai
tokalaku halfaj, a lapatorrd tokP¢lyodon spathulg a rovidorra tok Acipenser
brevirostrun) és az asoéorrt tokS€aphirhynchus alblidelolvasztott sperméajanak
motilitdsat, termékenyitképességét és membranintegritasat vizsgaltak ghtités
soran alkalmazott kulonbézhigitok és véslnyag koncentraciok fluggvényében.
Eredményeik azt mutattak, hogy a kulonbokezeléselkdl fuggetlenil, az ép
membranszerkezetsejtek aranya igen alacsony volt a révidorra tektében és
lényegesen magasabbnak bizonyult az asoéorru tak lépatorra tok fajokban. A
motilitds a legtobb esetben korrelalt a sejtekkéjeességével. Az altalunk kapott
eredmények és az irodalomi adatok is azt mutatiigy a kilonb6é& tokfélék
spermaja eltér médon képes mégzni membranja épségét a melyds soran. A
spermiumok membran integritasa létfontossagu adieenmyités soran (Horvath et al.
2008). Vizsgalatomban a felolvasztott sperma nmasé az id elérehaladtaval
folyamatos csokkenést mutatott. A sejtek életkémpmsek vizsgalatanal nem
tapasztaltam hasonl6 tendenciat.

3.3. Vizsgalatok a sugér fajbanRerca fluviatilis)
3.3.1. A sligérsperma mélségvizsgalatanak és mélgtésenek optimalizicidja
A halak tartasa és a fejése

Vizsgdlataimat Lengyelorszagban, Olsztynban tatéln&armia és Mazuria
Egyetem, Halaszati és Kornyezettudoméanyi Kar, Tési Folyovizi Halaszati
Tanszékén végeztem 2013. marcius 11 és aprilis620tk A Tanszék halkelt&t
rendszerében 14 °C-on, egy 100 tefésfdl3. abra) és 12 ikrashdl all6 stgér
tenyészallomanyt tartottak fenn. A halak, a Szazywarosa kozelében talalhato
Saska folyobol szarmaztak. Fejéstelcsak az ikras halakat oltottak 500 NE/ttkg
(Nemzetk6zi Egyseég/testtomeg kilogramm) hCG hormabnghuman chorionic
gonadotropin, Argent, Egyesiilt Allamok) . Fejéétieh tejeseket és ikrasokat 150
mg/l MS-222-t (tricain-metanszulfonat, Argent, Egyedlllamok) tartalmazé altato
vizben boditottam. A sperma fejése soran katétatraaztam.
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13. abra. Sligér tejes egyed és a lefejt sperma. {EoKajtar Alexandra)
A friss és mélyhitott sperma motilitasvizsgalata
A motilitas-vizsgalatokat szamitégépes spermavibsgéndszer segitségével
végeztem. A mintak éhigitasahoz és aktivaciojahoz a kovetkealdatokat
alkalmaztam a kisérleti elrendez@gtiggéen:

Immobilizalé oldatok/higitdk

1. Pér higit6 [Ph]: 200 mM glukéz, 40 mM KCI, 30 mMig;rpH 8,0 (Horvath et al.
2012).

2. Modositott Tanaka higité [Th]: (137 mM NaCl, 76,MnNaHCGO;, pH beéllitas
nem tortént, Szabd et al. 2005).

3. Mddositott Lahnsteiner-féle immobilizalé oldat [L§50 mM NaCl, 5 mM KCl,
1 mM MgSQ x 7 HO, 1 mM CaCi x 2H,0, 20 mM Tris, pH 8,0 (Lahnsteiner
2011b).

Aktivalé oldatok

1. Mdbdositott Pontyfélék aktivaléoldata (Pa): 45 mMQila5 mM KCI, 30 mM
Tris, pH 8,0 (Saad et al. 1988).

2. Lahnsteiner-féle &ltaldnos sugér aktivaléoldat (S&) mM NaCl, pH 8,0
(Lahnsteiner 2011b).

3. Mddositott Lahnsteiner-féle aktivalé oldat (La): 1 NaCl, 2 mM KCI, 1 mM
MgSO, x 7 HO, 1 mM CaCl x 2 HO, 20 mM Tris, pH 8,0 (Lahnsteiner
2011b)

4. Woynarovich oldat (Wo): 4 g/l NaCl és 3 g/l karbdnpH 8,0 (Woynarovich és
Woynarovich 1980).

A spermavizsgélatot a friss és mél{dtt sperma esetében egyarant fejés
illetve felovasztas utan, vagy kisérigttliggéen adott tarolasi ilutan végeztem el.
A progressziv motilitas rogzitéséhez, a frisseejie$perméat a mintatisisegétl
flggéen 1:50 és 1:100 aranyban higitottam az adottdiigiit Az igy kihigitott és a
felolvasztott spermat az adott kisérletben megrédéts aktivaldo oldatokban
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aktivaltam. Az etil eltér6 mddszertant az adott kisérlet targyalasakor riesada is
ismertetem.

A sperma mélyhitése és felolvasztasa

A frissen lefejt spermat kisérléktfiiggéen dsszekevertem az immobilizald
oldattal vagy higitoval (lasd: A friss és mélyiitt sperma motilitas vizsgalata),
valamint védanyaggal (Iasd3.1.fejezet). A higitasi aranyt (sperma illetve higigd
védbanyag aranya) a kisérleti tervnek megfi@el valasztottam meg. A fagyasztast
polisztirol dobozban végeztem. A mintakaB.A. fejezetben leirtaknak megfelen
taroltam és olvasztottam fel.
Kisérleti terv
A kisérletekben egyedi mintakkal dolgoztam.

A legjobb immobilizal6 oldat kivalasztasa

Munkam soran 10 tejes spermdjat fejtem le. A vilban 3, méas fajok
esetében gyakran alkalmazott higitdt és immobdizdtiatot teszteltem. A higitok
kozul a Th, Ph és Li oldatoknak a motilitasra gyakchatidsat hasonlitottam 6ssze 6
oras higitott tarolas kozben. A mintakat a médiukabkald kihigitas utan 4 °C-on
taroltam, és a motilitAsukat 2 6ranként mértem nfegejtek aktivalasahoz Sa-t
alkalmaztam.

A legjobb aktival6 oldat kivalasztasa |.

A vizsgélathoz 10 sugér tejest fejtem le. A frissntdik ebhigitasahoz a
fentebb olvashaté mérés soran legjobbnak bizoniulbldatot alkalmaztam. A
vizsgalatok soran négyféle, aktivalo oldatot (Pa, lSa és Wo) hasonlitottam 6ssze.
A spermiumok mozgéasat az aktivaciot kdest 10, 30, 60, 90 és 120 masodpercnél
rogzitettem.

A legjobb aktival6 oldat kivalasztasa |l.

Vizsgélatomban a fentebbi mérést ismételtem meigaitett idintervallumot
lecsokkentve, 10 minta felhasznalasaval. Az akdivalldatok slgérsperma
motilitAsara gyakorolt hatasat 20 mésodpercen keidemértem. Az adatokat 10
illetve 20 mp-nél rogzitettem. A mintak kihigitasah_i oldatot alkalmaztam.

A frissen lefejt sigérsperma tarolhatdosaganak giasa

A kisérletben 10 tejes hal sperméjat hasznaltamAfahintakat ebhigitatlanul
4 °C-on 6 oran keresztll taroltam, és éranként néetpm motilitasukat. A mozgas
rogzitése soran a sejteket a Li-ben higitottans kigéval aktivaltam.
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A legjobb spermamélytiéshez hasznalt higitd kivalasztasa

Vizsgalatom soran a Th-t és Li-t mintithmédiumot hasonlitottam 6ssze. A
legjobb immobilizalé oldat kivalasztasa folyaman &pasztaltam, hogy e két oldat
immobilizalta sejteket a leghatékonyabban. Hétstsjgermajat hasznaltam ebben a
vizsgélatban. A mélyiiiés ebtt a friss mintdk motilitaséat ellénztem Li és La
oldatok segitségével. A mélgtést Th illetve Li oldatokkal egyarant elvégeztem
minden minta esetében. A sperméat 1:40 aranybatotiggh.

A legjobb spermamélyhiésnél alkalmazott higitasi arany kivalasztasa

A vizsgalat soran a stigérsperma métgsehez legoptimalisabb higitasi aranyt
kerestem. Tiz tejes hal spermdjat hasznaltam ehbgmsgalatban. A friss mintak
motilitasat a Li és La oldatok felhasznalasavatrélliztem. A mélylités soran a
kovetke®d higitasi ardnyokat teszteltem minden spermamisttében: 1:1, 1:5,
1:10, 1:20, 1:30, 1:40. Higitoként mar a fentebbsgalatban a legjobbantkddé
Th oldatot alkalmaztam.

A felolvasztott sligérsperma tarolhatésaqga eqgyyvél@at 6ran keresztil

A felolvasztott spermamintakat 4 °C-on kulon vidag&eretében 1 és 6 oran
keresztll taroltam. A kisérletben 10 tejest fejlenés valamennyi minta motilitdsat
megmeértem. A mélyiités soran a Th oldatot alkalmaztam. A spermat ara@yban
higitottam ki. A felolvasztott mintdk motilitdsatimden 15 percben illetve 2 éraban
megmeértem CASA rendszer segitségével.

A felolvasztott sigérsperma termékefiépessége

Munkam soran 9 tejes mintgjat mélybittem (Th oldat hasznalataval, 1:20-as
higitasi arannyal) és a felolvasztott mintdkkamé&kenyitést végeztem. A mélitgs
elétt és a felolvasztast kovietn megmeértem a sperma motilitasat. A vizsgalatban a
felolvasztott mintdk motilitasét is rogzitettemt&kmékenyitéshez 1 ikrast fejtem le.
Minden egyes (iiszalma/minta) riszalmaval 2 ikratételt (kb. 100-200
ikraszem/ikratétel)  termékenyitettem  meg. Friss rrmeggal  kontroll
termékenyitéseket végeztem ugyancsak 2 ikratéteMigldkét esetben a lengyel
kelte® rendszervizét hasznéltam aktivalé oldatként. Azbedkat a keltetben,
atfolyd rendszervizben inkubaltam 14 °C-on. A tererdgllést 3 nap elteltével
hatdroztam meg. A vizsgalat soran sztereomikroszit@ica MZ16.5, Wetzlar,
Németorszag) ala helyeztem a mintakat és digialisera segitségével rogzitettem a
felvételeket. Az embridkat Image J 1.46r szoftuerage J for Windows, National
Institutes of Health, Egyesiilt Allamok) segitsédémmoltam le. A termékenyiilés
ardnyat a termékenyllt (neurula stadiumba lépetbriéin és az 0sszes ikraszem
hanyadosaként hataroztam meg.

Az eredmeények értékelése
A statisztikai elemzések soran elleiatem a csoportok normalitasat Shapiro-

Wilk teszttel P<0,05 szignifikancia szinten. Az adatok transzfodmsara arkusz-
szinusz négyzetgyok fuggvényt alkalmaztam. A kedalgoportokat egyszempontos
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varianciaanalizissel (ANOVA), Student féle fliggetl&kétmintas t-prébaval,
valamint, Dunnett T3 és Tukey post-hoc tesztekkelsonlitottam 0ssze
(szignifikancia szintP<0,05).

3.3.2. Két spermamélyiiési modszer 6sszehasonlitdsa a stigér fajban
A halak tartdsa és a mintavétel

Vizsgalataimat egy a Szent Istvan Egyetem Halg&odalsi Tanszékén tartott,
7 tejesdl all6 sugér allomanyan végeztem 2014 februarjaBahalakat a babati és
az isaszegi 1-es tobol, elektromos halaszgép éegitsl gyijtétte Dr. Hegyi Arpad
tudomanyosdmunkatars. A kisérlet megkezdeésétteh stuger tejeseket 250 NE/ttkg
(Nemzetkozi Egység/testtomeg kilogramm) hCG (huraharionic gonadotropin,
Ferring, Saint Prex, Sv4jc) hormonnal oltottam ®wmlinjekcids it segitségével. A
mintavétel folyamata meggyezetB4.fejezetbenreirtakkal.

A friss és mélyhitott sperma motilitasanak vizsgalata

A sperma motilitdsparamétereit, mélyls ebtt €s utan egyarant CASA
rendszer segitségével rogzitettem (I&d: fejezet). A sejtek mozgasét La oldattal
aktivaltam (lasd3.3.1.fejezet).

Mélyhiités és felolvasztas

A mélyhités megkezdése il a hitési gorbét egy digitalisdmérs szenzor
(Digi-Sense DualLogR Eutech Instruments Pte Ltd, Szingapur) segitsgév
mértem meg 3 cm-el a folyékony nitrogén feliletelette (hiitéprogram
meghatarozasa). A méligés soran a spermat kisérétiliggéen 1:5, 1:10 vagy
1:20 aranyban kevertem 6ssze Th oldattal ésarfghggal (Lasd3.1. fejezet).
Kisérlettl flggoen az3.1.fejezetben ismertetett polisztirol doboz és CRF szédat
(hiitéprogram:3.1. fejezet) alkalmaztam a méltes soran.

Kisérleti elrendezés

A két mélyhitési moédszer 6sszehasonlitasa

A protokollok 6sszehasonlitdsa soran 5 egyed spétniasznaltam fel.
Minden egyedi mintdbdl 2-2 iiszalmét toltbéttem meg. A mélgtest a polisztirol
dobozzal, valamint a programozhat6 fagyaszté bemtssel egyarant elvégeztem.
Mindkét csoportbdl 1-1 fszalmdba a méar a fentiekben is emlitett, illetve a
programozhat6 fagyaszto berendezésbe beépitvhatdadigitalis bmén szenzort
helyeztem. A mélytités soran rogzitettem a spermélébi sebességét mindkét
modszer esetében. Minden egyed méigti mintajabdl 1-1 iszalmat a motilitas
paraméterek vizsgalatara hasznaltam fel.

A medgfeleb higitasi arany kivalasztasa a CRF-hez

A kisérlet soran 4 tejes spermajat hasznaltamAfehintakat fejést kévéen
0sszekevertem és megmeértem a motilitasi paraméter®kmélyhités sordn a mintat
1:5, 1:10 és 1:20 aranyban kevertem 6ssze higitésalédanyaggal. Minden
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csoportban 10-10 #szalmat toltdttem meg, majd mélihttem azokat a
programozhat6 fagyasztd berendezéssel. Felolvastdaisrogzitettem a motilitasi
paramétereket.

Az adatok kiértékelése

Az értékek normalis eloszlasdt Shapiro-Wilk tedzttellensriztem
(szignifikancia szint: P<0,05). A csoportok kozotti kilénbségek bizonyitasar
egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA), és Tulég- post-hoc tesztet
alkalmaztam (szignifikancia szirfe<0,05).

3.3.3. Nagy mennyiségivasi idiszakon kivll lefejt sigérsperma méltese
Halak tartasa és fejése

Vizsgélataimat a Szent Istvan Egyetem Halgazdakiot@nszekén fenntartott,
13 tejes (39-137 g) és 24 ikras (34-300 g) egyediti6 vadon befogott stgér
anyadllomanyon végeztem. A mélyési kisérleteket ivasi &dzakon Kkivl
december és februar k6zott végeztem el. Vizsgaladommem kivantam figyelmet
forditani az ikra szezonon kivili niiségére, ezért a termékenyitésre marcius végén
kerilt sor. Az anyakat minden esetben hormonalisdokaltam 500 NE/ttkg hCG
(Nemzetkozi Egység/testtomeg kilogramm, human omari gonadotropin, Ferring,
Saint Prex, Svajc) injekcioval. A tejeseket olté&nu6-9 °C-on 6 napig, az ikrasokat
kontrollalt hsmérsékleten (12 °C) 2 napig inkubaltam. Az ikraspkerettségi
allapotuk alapjan valasztottam ki és oltottam baxski et al. (2012b) mddszertana
alapjan. Az egyedek ivarnyilasan keresztil a pstelddl biopszids mintat vettem
egy fecskenéhoz (5 ml) csatlakoztatott katéter segitségévely Bg érettsegi
allapotbdl allé osztalyozasi rendszer szerint agcebppek elhelyezkedése alapjan
meghataroztam az oocitak érettségi stadiumat. Akdoidhoz kozeli stadiumok (V-
VI) esetében egyetlen nagyobb olacsepp volt tai@laza oocitakban, szemben a I-IV
stddiummal ahol az olajcseppek szétszortan helgégkesl a citoplazmaban. A 24
ikrasbol kisérletemhez harmat jeldltem ki (V-Viadium, 150 g feletti testtomeg).
Az ikrasok ivarnyilasat oltas utan bevarrtam. A tawétel megegyezett a.1-es
fejezetben leirt modszertannal.

A sperma motilitasvizsgéalata

A motilitds paramétereket mélites ebtt, valamint felolvasztas utan egyarant
CASA berendezés segitségével elemeztem (l&dsd:fejezet). Vizsgalataimban a
kordbban a3.3.1. fejezetben mar ismertetett 4 kulonBozaktivalé oldatot
alkalmaztam.

Sejtkoncentracié meghatarozasa

Az egyedileg lefejt mintakat mddositott Tanaka tdigan (Lasd 3.3.1:-es fejezet)
immobilizaltam (1:999 sperma:higité ardnyban). Aigitott spermét Blrker-tipusu
sejtszamlalé kamraba toltéttem (Marienfield Superiaul Marienfield GmBH &
CO. KG, Németorszag). A spermardl digitadlis kameta fénymikroszkdp
segitségével 200-szoros nagyitason felvételeketiteé®m. A sejtkoncentraciot, az
Image J 1.48v program (Image J for Windows, Nafiomstitutes of Health,
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Egyesiilt Allamok) és a kovetk&zképlet alkalmazasaval alapitottam meg:
Sejtgiriség/minta = Kapott atlagx25x10x1000xhigitasi aran{Bokor 2009,
Horvath 2001).

Mélyhiités és felolvasztas

Az ivasi idbszakon kival lefejt sperma mintdkat a kisééletfliggéen
programozhaté fagyaszté berendezésben, valamint ofiszfirol mélyhité
hitédobozban meélitdttem @.1. fejezet). A spermat a kisérleti elrendezésnek
megfeleben 1:5, 1:10, vagy 1:20 aranyban higitottam Thtblla 3.3.1.fejezet),
amihez védanyagot 8.1.fejeze) adagoltam.

Termékenyités

A termékenyités soran 3 ikrast fejtem le. Az ikedaghbdl 23 kisérleti egységet
alakitottam ki (kb. 100-200 ikra/egység). Az ivagbszakon kivil mélyhtott
miiszalmakbol 10-et hasznaltam fel. Mindefisralmaval 2 egységet (220 ul higitott
spermal/egység) termékenyitettem meg (20 csopor)ivAsi idszakban frissen
lefejt spermaval (kontroll, 20 ul) 3 csoportot tékmnyitettem meg. Aktivalo
oldatként az altalanos sugér aktivalot alkalmaztéésd: 3.3.1. fejezet). A
megtermékenyitett ikrat 4 napig inkubaltam (10-T2ch) nfianyag poharakban,
ahol a viz dramlasa biztositott volt. A vizet napndszerességgel frissitettem. A
termékenyulést, a gerinchuros allapotba |épettsiegmek és az Osszes ikraszem
hadnyadosaként hataroztam meg sztereomikroszkopsgalatot koveéten (Carl
Ceiss Jena Technival, Carl Zeiss Microscopy Gmbémbtorszag)ld. abra).

Kisérleti elrendezés

Az ekvilibracids id, kihigitott és felolvasztott sperma motiltitaskifejtett
hatasanak vizsgalata

Ot egyed friss spermdjat kulon 1:20 aradnyban Higitt A mintakat
polisztirol dobozban mélyiéttem az ekvilibracios ithek megfelglen 0, 30 majd
60 perc elteltével. A motilitas paramétereket rtegem fejés utan (kontroll), a
kihigitott sperma esetében 0, 30 és 60 perc el&dtévégil a kilonbdk
idépontokban fagyasztott mintak esetében a felolvas#éveten. Az aktivacio
soran, La-t alkalmaztam (Ias8l3.1.fejezet).

A felolvasztas utani progressziv motilitds, higiggény és sejtkoncentracié kozotti
Osszefliggés vizsgalata

Az 0t tejesbl szarmazo spermamintdk sejtkoncentraciojat eggedil
meghataroztam, majd azokat CRF segitségével 119, ds 1:20 higitasi arannyal
mélyhitottem. Vizsgaltam a statisztikai 0sszefliggést #lMasztott mintdk
progressziv motilitdsa, higitasi aranya és sejtsége kozott. A sejteket La-val
aktivaltam (lasd3.3.1.fejezet).
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Felolvasztas utani mozgasitdrtaméanak 6sszehasonlitdsa néqy féle aktivald
oldatban

Hat, egyenként 1:10 aranyban (a fentebbi kiséretdreénye alapjan) CRF
felhasznalasaval méhitbtt mintat felolvasztas utan 4 kilonkéoaktivald oldatban
egyedileg aktivaltam (l&s@®.3.1.fejezet). A motilitAs paramétereket aktivacid utan
10, 20, 30, 60, 90 és 120 masodperccel mértem meg.

Szezonon kivil, nagy mennyiségben métikt sperma felhasznalasa a
termékenyités soran

Hat, ivasi idszakon kivil lefejt tejes egyed kevert mintgjaD83ml) 1:10
ardnyban mélyitottem CRF segitségével. A 67 db lefagyasztaiszalmabdl az
ivas idbszakban tizet véletlenszen kivalasztottam és termékenyitési kisérleteket
végeztem velluk. A lefejt ikra méiségének ellatrzésére kontroll termékenyitéseket
végeztem 3 tejes frissen lefejt spermamintajavamélyhitést az ivasi ilszakon
kivul februérban, a termékenyitést az ivaésihkban, méarciusban hajtottam végre.
A megmaradt 57 dszalma motilitasi paramétereit felolvasztas utageitettem. Az
aktivaciot Sa-val végeztem el (a fentebbi kiséstedmenye alapjan).

14. dbra. Megtermékenyitett ikraszalag. A termékenillt szemek morula allapotban lathaték.
(Fot6: Bokor Zoltan)

Az adatok elemzése

Az adatsorok normalitasat Kolmogorov-Smirnov- ésrqde-Berraval-
probakkal ellefiriztem (szignifikancia szintP<0,05). Az értékeket indokolt esetben
(nem normalis eloszlas) logaritmizéltam, vagy arks®inusz négyzetgyok
transzformaciét hajtottam végre. A korrelacioszamisoran altalanositott linaris
modellt és tobbtényés regressziot alkalmaztam (szignifikancia s#%0,05). A
csoportok 6sszehasonlitasa soran egyszempontoanesianalizist, Student-féle
flggetlen kétmintas t-probat, valamint Welch és Mévhitney teszteket hasznaltam
fel P<0,05 szignifikancia szinten. A paronkénti dsszehltisra Tukey és Dunett
T3 teszteket alkalmaztaRx0,05 szignifikancia szinten.
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3.3.4. A suigér fajban végzett vizsgalatok eredménye
A suigérsperma mirbségvizsgalatdnak és mélyitésének optimalizaldsa

Az optimdlis immobilizalé oldat kivalasztadsa

A legmagasabb pMOT mind a négy meérésbpiohtban Lahnsteiner féle
immobilizald oldat hasznélatakor volt megfigyelhetA motilitds csokkenése a
tarolasi id soran kisebb mértékvolt Li-nél, mint Ph és Th hasznalata soran. A Li
esetében 4 (72+22%), illetve 6 (67+21%) oranélrifilginsan magasabb értékeket

tapasztaltam, mint a Ph 4 (31+32%), illetve 6 (%3 Ora elteltével {5A-D.
abra).
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15. 4bra. Siigérsperma progressziv motilitasa Lahnsiner féle immobilizal6 oldatban,
Tanaka és Pér higitdban torté tarolas soran 0 (A), 2 (B), 4 (C), illetve 6 (D)ré elteltével
(N=10). Az abrakon éatlagértékek és a hozzajuk tartozézorasok lathatok. A kilonbds
betiik szignifikans kilénbséget jeldinek P<0,05).
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Az optimalis aktivalo oldat kivalasztasa |.

Az aktivaciot koved 10. masodpercben mért progressziv motiliths nem
kilonbodzott szignifikansan Pa (78+11%), La (75x16%Yo (76+13%) és Sa
(68+16%) aktivald oldatok hasznalatakor. Harmincsauperc eltelte utan a pMOT
5% alé& csOkkent minden vizsgalt aktivalo oldat &sein {6A és B. abra.
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16. abra. Slgérsperma motilitdsa 120 masodperces nyas iditartam mérése soran (A).
Progressziv motlitas 10 masodperc elteltével (B).zAabran atlagértékek és a hozzajuk tartozé
szorasok lathatok N=10).

A legjobb aktival6 oldat kivalasztasa |l.

Az aktivaciot koved 10. masodpercben mért progressziv motilitas La

(80+26%) és Wo (80+25%) hasznalataval volt a legmsaljb. Az aktivaciot kovét

20 masodperc eltelte utan a legkisebb mérgOT-csdkkenés La hasznalataval
volt tapasztalhatd (Pa: 73+26-53+21%, Sa: 79+251Z3%4, La: 80+26-69+22%,
Wo: 80+25-60+20%). Az aktivaciot kouvet 20 maésodperc eltelte utan Sa
hasznalataval mért motilitas (43+17%) szignifikansdacsonyabb volt a La-nal
tapasztalt értéknél. Sa esetében a 10, illetve @bdpercnél mért motilitas értékek
kozotti csbkkenés szignifikans volt{A és B. abra.
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17. abra. Sugér sperma progressziv motilitasa 10 J&s 20 (B) masodpercperc elteltével,
20 méasodperces mozgasédtartam mérése soran N=10). Az abran atlagértékek és a
hozzajuk tartozé szoérasok lathatok. A kiilénboa betiik szignifikans kulonbséget
jeldlnek (P<0,05).

A friss sligérsperma tarolhatdsdganak vizsgalata

A sperma motilitdsa a fejést koveR Ora tarolast kovéen szignifikansan

csokkent. Tovabbi két dra elteltével a csokkenéstéké nem volt olyan jelets
(18.4bra).

Progressziv motilitas (%)

Q N 2 > ™ ) o
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18. abra. A sligérsperma 6 oras tarolasa soran méprogressziv motilitas értékek. Az abran
atlagértékek és a hozzajuk tartoz6 szérasok lathakd(N=10). A ,*"-gal jeldlt id épontok értékei
szignifikAnsan kilonboztek a 0 6ras mérés értékél (P<0,05).

Az optimalis hiqité kivalasztasa sperma méigséhez

A Th (54+14%) esetében a pMOT szignifikhnsan madgasaolt a
felolvasztas utan, mint Li hasznalatakor (19+1786jmélyhitdtt mintak progressziv
motilitdsa szignifikAnsan alacsonyabb volt, mintkantroll sperma motilitasa
(85+3%) (9. &bra).
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1007 a

Progressziv motilitas (%)

19. &bra. Kulonbo# higitok tesztelése soran mért progressziv motilisdértékek.Az dbran
atlagértékek és a hozzajuk tartozé szorasok lathakd(N=7). A kilénbdzé betiik szignifikans
kilonbséget jeldlnek P<0,05).

Az optimdlis hiqgitasi arany kivalasztdsa a spermdlynitéséhez

Az 1:1 higitasi arannyal mélgtott mintakban szignifikansan alacsonyabb
motilitdst (0.6£0.6%) mértem, mint a nagyobb higjitarannyal mélylt6tt
mintakban (1:5 higitas: 21+14%, 1:10 higitas: 32412:20 higitas: 39£12%, 1:30
higitas: 33£12%, 1:40 higitas: 33£11%). A legmabbgaMOT-t az 1:20-as higitasi
aranynal meértem. A friss kontrollhoz viszonyitva égszes meélyitiétt minta
progressziv motilitasa szignifikansan csokket @bra).
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Higitasi aranyok

20. abra. Kulénbo# higitasi aranyok tesztelése soran rogzitett progssziv motilitas értékek
(N=10).Az abran atlagértékek és a hozzajuk tartozé szérakdathatok. A kilonb6zé betik
szignifikans kulénbséget jel6inek P<0,05).
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A felolvasztott siigérsperma tarolhatésaganak viasg@&qy illetve hat 6ran
keresztul

Hatvan perces tarolas soran nem tapaszatltam skégrs pMOT csokkenést.
A felolvasztva tarolt mintak motilitasa 2 ora eléslel szignifikansan cstkkent (0O
Ora: 3615, 2 6ra: 12 £7%, 4 6ra: 9+5%, 6 Ora 5£3%PMOT értéke a kovetkéz
ordban mar nem csokkent drasztikusabX( és B. abra.
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21. abra. 1 (A) illetve 6 (B) 6ras felolvasztas utdtarolas soran rogzitett progressziv motilitas

értékek (N=10). Az abran atlagértékekés a hozzajuk tartoz&zorasok lathatok. A kilénbod
betiik szignifikans kilonbséget jeldinek P<0,05).
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A mélyhitott stigérsperma felolvasztas utani termékérkdpesséqgének vizsgalata

A mélyhités soran szignifikAnsan csokkent a sperma ternyékiekepessege,
de a termékenyitési tesztek soran még igy is megasekenydlési aranyt értem el
(friss sperma: 86+5%, meljtott sperma: 75+6%). A pMOT értékek nem mutattak
szignifikans kulonbséget (friss sperma: 76£24% yimébtt sperma: 58+25%PRA
és B. abrg.
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22. abra. A felolvasztott siigérsperma esetében métogressziv motilitas (A) és termékenytilés
értékek (B). Az abran atlagértékek és a hozzajuk 0z6 szérasok lathaték N=9). A kiilénbdzé
betiik szignifikans kilénbséget jeldinek P<0,05).

Két spermamélyhiitési modszer 6sszehasonlitasa sigér fajban

A két fagyasztasi modszer dsszehasonlitdsa sogméasfoz hasonléibési
gorbéket rogzitettem. Kilonbségként megfigyeltemgyha CRF hasznalatakor a
hiités kezdetét kovét3. percre -146 °C-ra csokkent a mintariérséklete, szemben
a dobozban mért -86 °C-kal. A CRF esetében a pMIZEL5%) és VCL (146£11
um/s) értékek a friss sperma értékeihez viszonyaOT (90+£4%), VCL (173124
um/s)] nem mutattak szignifikans cstkkenést. A dblaoz fagyasztott mintaknal
rogzitett értékek [pMOT (62+15%), VCL (120+23um/s)] szignifikansan
kulonboztek a friss kontrolltol. A két mélgtdtt csoport mintaiban magasabb STR
értékeket mértem [CRF (84+4%), doboz (84+2%)], matfriss kontrollban
(68+4%). Egy CRF-fel fagyasztottirszalma esetében kiemelketh magas, 90%-0s
progressziv motilitast figyeltem meg. A masodik é&istben az 1:20 higitasi
arannyal CRF-fel mélyiitott mintakban a pMOT (49+6%) szignifikansan madsa
volt, mint 1:5 higitas esetében (39+6%). Szigniia@n magasabb VCL értékeket
meértem 1:20 higitasi arany alkalmazasa soran (12@efls), mint 1:5 (115+@um/s)
és 1:10 (112+17m/s) aranyok esetében. A mélghtt csoportok 6sszehasonlitasa
soran, az STR értékek kozott nem talaltam szighnifkkilonbséget 28., 24A és
B. &bra).
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23. 4bra. A fagyaszt6 berendezés (CRF)ibsprogramjanak, a fagyasztd berendezéssel
mélyhiit6tt stigérsperma, valamint a polisztirol dobozbandqoboz) mélyhitétt stigérsperma
hiitési gorbéje.
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24, abra. Programozhat6 fagyaszté készilékkel (CRFs polisztirol dobozban (doboz)
mélyhiitdtt siigérsperma progressziv motilithsa (AN=5) és kulonbo# higitasi aranyok
alkalmazasaval mélytitott (CRF) sugérsperma felolvasztas utani progres$z motilitasa
(B, N=10). Az &bréan éatlagértékek és a hozzajuk tartozé&eérasok lathatok. A kilonboz
betiik szignifikans kiildnbséget jeldinek P<0.05).

Szezonon kivil lefejt stigérsperma nagy mennyiségnélyhiitése

Az ekvilibracios id hatasanak vizsgalata kihigitott és felolvaszimtrima
motiltitAsara

A pMOT és STR értékek esetében nem talaltam s#gni$ kilonbséget a
friss, és kihigitott mintak kozott 60 perc eltekevA VCL értékek szignifikansan
csokkentek a friss kontroll csoporthoz (174pd/s) képest az ekvilibracios dd
hatasara 30 (146x1mm/s) illetve 60 (124+18um/s) perc elteltével. Minden
mélyhitétt mintaban szignifikans csokkenést figyeltem nmglyhitétt pMOT
(O perc: 15+6%, 30 perc: 17+4%, 60 perc: 21+5%Y€4& (0 perc: 68+5um/s:, 30
perc: 75+9um/s, 60 perc: 69+1@m/s) értékekben a friss kontrollhoz viszonyitva
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(PMOT: 90+6%:, VCL: 1749 um/s). A felolvasztott csoportok motilitas

paramétereiben mért értekek kozott szignifikan®kiaséget nem talaltan23A és
B. 4bra).
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25. abra. Kihigitott (A) és felolvasztas utani (BpMOT értékek a kiilénb6zé ekvilibraciés idék
vizsgélata soran siigér fajpanN=5). Az dbran atlagértékek és a hozzajuk tartozé srasok
lathatok. A kildnbdzé betiik szignifikans kilonbséget jeldinek P<0,05).

A felolvasztas utan mért progressziv motilitasjtagi arany és sejtkoncentracio
kozOtti 6sszefliggések vizsgalata

Nem volt szignifikans kulonbség a kulonieokigitasi aranyokkal mélyiott
mintak pMOT, STR és VCL értékei kozott. A pMOT éw&- higitasi aranyp&0,7),
és pMOT értékek-sejtkoncentracig=0,1) kdzott korrelaciét nem tapasztaltam.
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Felolvasztas utani mozgastdrtamanak dsszehasonlitasa 4 féle aktivald oldatba

A tesztelt aktivalok kozott nem taldltam kilonbgéga kulonbod
idépontokban rogzitett pMOT, VCL és STR paramétereksgdlata soran. A
felolvasztott sperma motilitasa 30 masodperc éleltlecstkkent mind a 4 aktivalo
hasznalata esetébe26( abra).
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26. abra. Négy féle spermaaktivalé 6sszehasonlitésaran rogzitettfelolvasztas utani
pMOT értékek stigér fajpan (N=6). Az abran atlagértékek lathatok.

Ivasi iddszakon kivill, nagy mennyiségben mditgit sperma felhasznalasa a
termékenyités soran

A nagy mennyiséfszalma mélylitése soran optimalis pMOT (37£7%), VCL
(92+10 um/s) és STR (89+3%) értekeket rogzitettem medfelebm tal magas
szoras értekekkel. A fagyasztas hatasara a pMOVGs értekek szignifikansan
csokkentek a kontrollhoz képest (pMOT: 85+5% és V@BI9+7 um/s). Az STR
szignifikans novekedést mutatott (friss kontroli+8%). A felovasztott spermaval
valo termékenyitési teszt soran kivalo, 72+14%esmékenylilést mértem, de ez az

erték szignifikansan alacsonyabb volt a friss sgeahvalo termékenyitéshez képest
(94+2%) @7A és B. abra.
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27. abra. Nagy mennyiséy miiszalma mélyhitése soran mért pMOT (A), termékenyiilés (B),
értékek sugér fajpan (N=6). Az bran atlagértékek és a hozzajuk tartoz6 szasok lathatok. A
klénb6zé betiik szignifikans kulonbséget jeldinek P<0,05).

3.3.5. A sligérben végzett vizsgalatok eredményegantikelése

A megfeleb immobilizalé oldat kivalasztasa kulcsfontossagubaonyult a
sugérsperma motilitasvizsgalatanak sztenderdiztwadi, mert a tul st mintak
esetében a CASA rendszer nem tudott pontos métésegezni. A legalkalmasabb
immobilizalé oldatnak az Li bizonyult a 6 0ras \gatat eredményei alapjan. Az
oldat a spermiumok ozmotikus viszonyainak szem@abntjértékes sokat tartalmaz.
Habar az immobilizalé a motilitas m@gése szempontjabdl elengedhetetlénél
Ccd* tartalommal bir, az oldat megfdlelbzmolalitisa (331 mosmol/kg) és az
alkalmazott higitas (1:50 és 1:100) egyuttesen neeéegeztek a sperma sikeres
immobilizalasat (Alavi et al. 2007).

A slgérsperma aktivacié utani mozgasanaktadama kulcsfontossagu a
preciz motilitas vizsgalati protokoll meghatdrozésa A slgérsperma pMOT
ertékét nem befolyasolta 10 masodpercémtidrvallum mellett a vizsgalt aktivald
oldatok Osszetétele. Az aktivalds utan 30 masodmdteltével azonban mar
szignifikans csokkenés mutatkozott az oldatok kiyzAt mozgas idtartamanak
novelésére egyik oldat sem volt képes. Alavi et (2D07) szintén drasztikus
motilitAscsokkenést szamolt be a felolvasztas utani aktivacios mdérése soran. A
megismételt rovidebb tavu vizsgalatomban azonbanPlaa és Wo 20 masodperc
elteltével eredményességében elkilonilt a Sa-tdl. LA esetében Lahnsteiner
(2011b) kutatasaban beszamolt egy egyedulallé gébpil, mely szerint a
sugérsperma az oldattal toréemktivacid utan meég 2 ora elteltével is mozgasra
képes. A Wo-t Zarski et al. (2012a) vizsgalatuklEedmeényesen alkalmaztak
termékenyitésre 180 masodperccel az aktivaciot tkéme A motilitds méréseére
rovid id6 (20 masodperc) all rendelkezésre, de a mérés faaha és Wo azonos
sikkerrel alkalmazhato.

A slgérsperma fejést kovetarolasa nagy jeletgséggel bir a keltéhazi
szaporitas, illetve a sperma vizsgalat szemporitgdp@arant. A mintak motilitasat 2
Ora tarolas szamottégn befolyasolta. Sarosiek et al. (2013) megall&@dito hogy a
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sugérsperma nativ formaban napokig tarolhaté 4°CMmsgélataim esetében
valoszirisithet, hogy a tarolashoz hasznalt Eppendorf-tipusu ifegac nem

volt alkalmas a sperma motilitasanak regsére. Tobb kutatdsban bizonyitottak,
hogy a halsperma estében a megéelaxigénellatottsag a tarolas soran
elengedhetetlen a spermiumok B¥88gének megzéséhez (Cloud és Patton 2009,
Saad et al. 1988). Kisérletemben a mintatarol6 els@iigghleges elhelyezése nem
tette lehaivé a sejtek jeleds részének oxigén-utanpétlasat (a mérés soran
felkevertem a mintakat). A tarolas kivitelezése yimm befolyasolhatja annak
sikerességét a sligérsperma esetében.

Kisérleteim soran eredményesen alkalmaztam a giggéra meélyhitésésre a
kordbban az eurdépai angolna sperma fagyasztas&andia modositott Tanaka
higitot (Szabo et al. 2005). Korabban hatékonyatymigtték a sigér spermat
Rodina et al. (2008), valamint Dzyuba et al. (20300 mM glikoz tartalma higitd
alkalmazasaval. A kapott eredményeim alapjan kijbletem, hogy a s6 alapu
Tanaka higitd szintén hatékony megoldast jelentetfieegyasztas soran.

Az 1:5 higitasnal magasabb aranyok mellett nagyédblvasztas utani
progressziv motilitdst tapasztaltam, mint 1:1 angéhy Lahnsteiner (2011a)
vizsgalataiban szamos lazacfélében [mar&mdggonussp), dunai galécaHucho
huchg, szivarvanyos pisztrangOfcorhynchus mykiys pénzes pér Thymallus
thymallug, sebes pisztrangs@lmo truttam. fario)] fedezte fel, hogy legalabb 3-7-
szeres (fajtdl fuggen) higitdsra van szikség a sperma sikeres Kiébdhez.
Dziewulska és Domagala (2013) tengeri pisztraBglro trutta m. truttp faj
esetében bizonyitottdk, hogy a sejtkoncentracibigsasi arany 6sszefligg az elért
motilitdssal, tehat egy minimalis sdjtéség (3-410°/ml) szilkséges a magas
felolvasztas utani motilitds eléréséhez. Basavarsjdlegde 2004-ben leirtak, hogy
az altaluk vizsgalT or kudhredaj spermajanak mélyitesére hatszorosnal magasabb
higitasi arany volt a legeredményesebb. Vizsgahataran a siigérsperma nagyobb
meértéki toleranciat mutatott a fagyasztas okozta sérikideskzemben magasabb
higitasi ardnyok mellett (Cloud és Patton 2009).

A felolvasztott stigérsperma motilitasardsnegativ hatassal volt hosszabb
idétartama térolas. Egy korabbi kutatasban a nagy wsatel Scophthalmus
maximu$ spermaja is hasonlé tendenciat mutatott. A sikekbvekeztetése alapjan
termékenyitést a felolvasztast kavet 6ran belil kell elvégezni (Dreanno et al.
1997). Babiak et al. (2012) kutatasukban azt &dalhogy fél oras tarolas még nem
volt negativ hatassal az atlantkéhal Gadus morhupfelolvasztott spermajanak
motilitasara. Vizsgalatom alapjan a sugeérspermakérzynek bizonyult a tarolasi
idére, mivel 2 éra elteltével mar szignifikdns csokéevolt mérhét a progressziv
motilitasban.

A mélyhitott spermat sikeresen hasznéltam fel a terméléngivran. Kozel
kétszer akkora termékenyilést értem el a feloledissperma hasznalatakor, mint
Rodina et al. (2008) korabbi vizsgalatukban. A nsaga5%-os atlagos
termékenyllés az altalam kifejlesztett €s optinddtliprotokoll alkalmazhatésagat
tamasztotta ala.

A CRF és a doboz egyarant alkalmasnak bizonyult igérsperma
mélyhitésére. Mindkét mddszer esetében 50% feletti &lapMOT értéket
rogzitettem. A slgérsperma magas toleranciat mutatdCRF-fel tortéé gyors
mélyhitéssel szemben {{tés kezdete: 7,5 °C,ités befejezése: -160 °CjitBsi
sebesség: 56 °C/perc). Aramli et al. (2015a) vidasp husdp sperman veégzett
vizsgalatdban kulénbdéz hitési sebességek (10-40 °C) 0Osszehasonlitasakor a
legmagasabb felolvasztas utani motilitast és teemyliiést, a leggyorsabb
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fagyasztas (40 °C/perc) mellett érték el. Esetemb@RF feltehéen a kontrollalt
kornyezetnek készonhien mikodott eredményesebben, mintiddkeret (Butler és
Pegg 2012). Viveiros et al. 2000-ben kdzolt vizagédban az afrikai harcs€l@arias
gariepinug spermajat melitotték kriocsdvekben programozhaté fagyasztd
berendezéssel. A felolvasztott sperma dsége — a slgér fajon elért
eredményeimhez hasonléan — nem kulénb6zott a Warsioport értékedl. A
mélyhitott afrikaiharcsa-sperma a friss spermaval azamasyl termékenyilést
eredményezett a keltdtazi szaporitas soran.

A fagyaszté berendezés 1:20 higitasi ardny melletikddott a
legeredményesebben. A kapott eredmény Uisedr bizonyult az irodalmi adatok
ismeretében, hiszen a kulonlb62desvizi és tengeri halfajok esetében eddig
kidolgozasra kerult specifikus médszerek alapjaeféektiv higitasi arany atlagosan
1:1-1:9 kozott alakult (Cabrita et al. 2010). AAQ:higitasi ardny nem mutatott
szignifikans kilénbséget az 1:20-t61 a pMOT és SftRkek 6sszehasonlitasa soran.

Az ekvilibraciés id vizsgalata fontos Iépésnek bizonyult az iva$sihkon
kival — gygjtott  stigérsperma meélitesénél, a gyakorlati alkalmazéas
megalapozasahoz. A progressziv motilitds és STékeket nem befolyasolta az 1
oras ekvilibracios id. A kihigitva tarolas toxikus lehet a sejtek szém@zoket €6
ozmotikus sokk miatt (Mazur 1977). A nem megfé@el megvalasztott védnyag
és annak helytelentl alkalmazott koncentracidjantémi hatranyos lehet a
spermiumok szamara (Christensen és Tiersch 200&dCés Patton 2009). Az
ekvilibracios id, a sejtek fent emlitett stresszhatasokkal szemlb@pitségét
ndvelheti. Az allitast alatamasztja a gangeszillalBan Nandus nandysvégzett
kutatas, ahol a spermara 5, 10 és 15% DMSO vagganoktoxikus hatassal volt,
hiszen a motilitas méar 35 perc elteltével csokkenmagatott (Sarder et al. 2012). A
sugérsperma ellenallonak bizonyult a stresszhakasokzemben a kidolgozott
mélyhitési protokoll hasznélataval. A tesztelt diitervallum elegendl idét
biztosithat a jo§ben, szamos szalma megtoltésére a fagyasztas soran.

Az effektiv higitdsi arany, és optimalis sejtkortcécio kozotti 6sszefliggés
vizsgalata a stigérsperma méligsének egysegesitésében, az atlagos mintan beldli
sejtszdm, és a felolvasztas utani motilitds maxrakisa céljabol elengedhetetlen
volt. A felolvasztas utani spermamotilitas méréslydman, a kilonbdg higitasi
aranyok kozott, az ivasiddzakon kivil ggjtott siigérsperma esetében sem talaltam
jelens kulonbséget. A pMOT, higitasi arany, és sejtkotréeio kozott
Osszefliggést nem fedeztem fel. Eredményemmel sredailmak korabbi kutatasok
eredményei, ahol bizonyitottak pisztrangféléekbenaéssukaban is, a felolvasztas
utdni mirbség, valamint sejtkoncentracio és a higitasi até&mptti 6sszefiiggést
(Dziewulska és Domagala 2013, Lahnsteiner 2000)tebb leirt vizsgalatomban azt
tapasztaltam, hogy a stigérsperma méis CRF-re val6 adaptécidja soran az 1:20
higitas statisztikailag igazolhatéan eredményeselibmint az 1:5 higitas, azonban
a 1:10 higitasi aranytél szignifikhnsan nem kulaitt Az ivasi idszakon kivl
gyijtott tej vizsgalata alapjan elmondhatjuk, az 1eB0-higiths mellett magas
sejtkoncentracidval, kivalo atlagos motilitds éeiéknellett sikeresen mélithetjik
a sugér spermat. Az alacsonyabb higitasi aranymenegkesebben alkalmazhaté a
gyakorlatban, hiszen magasabb sejtkoncentraciowal kévesebb felolvasztott
mintaval végezhetjik el a termékenyitést.

A felolvasztas utani aktivaciésdthrtam meghatarozasa, és a megbetdtiat
kivalasztasa a termékenyitési protokoll egysegesitgrolgallta. A felolvasztas utani
aktivacios id vizsgalata hasonl6 tendenciat mutatott, mint ssém lefejt sperma
esetében (lasd: a legjobb aktivaldé oldat kivalas)ta30 masodperc elteltével a
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motilitdsi paraméterek jelefg csokkenést mutattak. Hasonld eredményt rogzitett
Dzyuba et al. (2010), ahol a felolvasztott sigéarspesebessége 30 mp elteltével
kozel O-ra csokkent. Az adatok elemzése soransa fperma vizsgalatdhoz képest
elté eredményt kaptam az aktivalok 6sszehasonlitage sbgyik mért idpontban
sem rogzitettem szignifikans kilonbséget a tesatetitok kdzott. Bar a friss sperma
esetében a Sa hatékonysaga elmaradt a tobbi @ki@&zemben, felovasztas utan a
kilébnbség nem volt igazolhatd. Az Sa egy8zésszetételének koszonben
konnyen adatptalhatd és sztenderdizalhaté aktivalosigér termékenyitési
kisérletekben és a keldidzi szaporitdsban egyarant. Szamos irodalmi adat
alatamasztja azt az allitast, hogy kulonbdzintetikus oldatok a laboratériumi
munkak sordn és a termelésben egyarant jol alk&latékz (Brand et al. 2002,
Haffray et al. 2008, Woynarovich and Woynarovici3ap

Nagy mennyiséy miszalma mélylitésével, majd termékenyitési kisérlet
elvégzéseével igazoltam a fagyasztd berendezésrakahtosagat és hasznalatanak
ismételheiségét. A tobb egyedlt szarmazo, kevert sugérsperma kisérletemben
felolvasztas utan hasonlé progressziv motilitastatott, mint Dzyuba et al. (2010)
egyedi mintakkal végzett Kkisérletiknek eredményai. CRF-fel tdmegesen
fagyasztott spermat sikeresen alkalmaztam a temyéiés folyaman. Korabban, Hu
et al. (2014) a csatornaharcdatdlurus punctatus spermajat fagyasztottak nagy
mennyiségben CRF alkalmazéasaval. A felolvasztotitékkal valdé termékenyités
utdn magas termékenyilést értek el a kék hatcsgurus furcatu} ikrdval tortéd
hibrid harcsa éallitasa soran. A kevert mintaval, korabbi vizsgataban egyedi
mintaval rogzitett eredményhez hasonléan magas étemyllést meértem.
Kisérletem eredménye alapjan, a CRF és a kifeg#sgtotokoll nagy biztonsaggal
és eredményesen hasznalhaté a slgérspermaiésigre, ivasi idszakon belll és
kivil egyarant. A feolvasztott sperma alkalmasrmékenyitésre.

3.4. Pontyfelékben Cyprinidag veégzett vizsgalatok

3.4.1. A pontysperma (Cyprinus carpio) mélitesének sztenderdizacioja
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A halak tartasa és a mintavétel

A vizsgalataimat Goddh, a Szent Istvan Egyetem Halgazdalkodasi
Tanszéken végeztem 2014 és 2015 méajusaban. A kamstadtott 16 tejes egyedlb
(atlagos sualy: 0,77-1,9 kg) és 9 ikras egye#dB-3,5 kg) allé ponty allomanyfg.
abra) az Aranyponty Zrt. goddl telephelyébl szereztem be . A tejesek
indukaltam. Az ikrdsokat a kelté#tazi gyakorlatnak megfeliggn két adagban
oltottam (ebadag 24 oOraval a tervezett fejéstel0,4 mg/ttkg (testtomeg-kiloramm),
dontadag 12 6raval a fejésoet 3,6 mg/ttkg). A poritott hormonkészitmeényt 0nb
desztillalt vizben oldottam fel és 1 ml-es injekcitiibe toltottem. A halakat a
hasisz6 tovenél oltottam be. Az ikrasokat az ividd@ey bevarrasat kowuen,
kontrollalt mérsékleten tartottam (22-23 °C). A mintavételB.a-esfejezetnek
megfeleben végeztem el.

A friss és mélyhitott sperma motilitasanak vizsgalata

A pontysperma motilitas paramétereit kdzvetlentlfeges utan (kontroll
csoport), valamint mélyhés és felolvasztas utdn egyarant megmértem. A
vizsgalatokat a tdbbi halfajnal leirt moddon szageées spermavizsgald
berendezéssel végeztem. A sperma aktivalasa sdkéserdettl fiiggoen desztillalt
vizet (Dv) vagy a pontyfélékre kifejlesztett aktidaoldatot (lasd:3.3.1. fejezet)
alkalmaztam.

A sperma mélyhitése és felolvasztasa

A pontysperma mélyliése soran a frissen lefejt mintakat a kiséileiiiggoen
kilonb6d Osszetétdl higitokkal és véganyagként 10 % metanollal kevertem dssze.

A vizsgalatok soran haszndlt higitok:

1. Pér higit6é [Ph]: 200 mM glikéz, 40 mM KCI, 30 mMig,rpH 8,0 (Horvéth et al.
2012).

2. Modositott pér higito [MPh]: 100 mM glukdéz, 100 miCI, 30 mM Tris, pH
8,0.

3. Ponty szemindlis folyadék (Szf): pontysperma cémgélva 20817 g-n, 5 percen
keresztll, 4 °C-on (Eppendorf 5810R, Eppendorf B@rkhausenweg 1, 22339
Hamburg, Németorszag).

4. Hanks-féle sooldat (HBSS, 8 g NaCl, 0,4 g KCI, OgL€aC} x 2 H,0, 0,1 g
MgSO, x 7 HO, 0,05 g NgHPQO,, 0,06 g KHBPO, 0,35 g NaHC@ 1 g
CsH1206, 0,01 Phenol Red Na, pH 7,5, Sigma-Aldrich, H9269)

A kisérleti elrendezést figgoen kétféle mélyhitési eljarast alkalmaztam a
3.1-esfejezetben mar leirt médon. A mintak tarolasardedslvasztasara szintén a
fent leirt modon kerult sor.
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Kisérleti terv

Az ekvilibracié hatasanak vizsgalata a friss ésl¥alsztott sperma motilitasara

A mélyhitést megdiz6 ekvilibracios id vizsgélata sordn 6 tejéstlefejt
mintat egyedileg kevertem 0ssze pér higitoval @damyaggal 1:9 aranyban. Az
eléhigitott mintakat 0, 30 és 60 perccel az 6sszeksvatan polisztirol titédoboz
segitségével tottem le. Megmeértem a mintak progressziv motiditamnindharom
idépontban dlhigitott allapotban, valamint felolvasztas utan. #perma
aktivaciojahoz desztillalt vizet alkalmaztam.

Két mélyHhitési moédszer 6sszehasonlitasa

A két modszer tesztelése soran 4 tejes egyedi jatink&vertem O0ssze pér
higitéval és véshnyaggal 1:9 aranyban. Minden egyed mintajabol expy-
miiszalmat mélytitottem mindkét modszerrel. Felolvasztas utan megmea két
mobdszerrel mélyitott spermamintdk progressziv motilitasat. Az aktid soran
desztillalt vizet hasznaltam.

Haromféle litomédium vizsgalata a spermaméliids soran

Vizsgalatom soran 5 tejes spermdjat egyedileg kewedssze pér higitdval,
szemindlis folyadékkal, Hanks-féle soéoldattal valmvédanyaggal. Minden
csoportbdl egy riszalmat mélytitéttem le programozhaté méisté berendezés
segitségével. Felolvasztas utan megmértem a kidénbdgitobkban mélytitott
mintak progressziv motilitsat. A sperma aktiv&idjesztillalt vizzel végeztem.

Kétféle pér higitd és néqyféle higitasi arany éitsip spermamélyités sorén

Vizsgalatomban 6 tejes spermédjat fejtem le, magzésevertem pér higitoval,
modositott pér higitoval, valamint wahyaggal 1:1, 1:5, 1:9, and 1:20 aranyban.
Minden egyedi mintabdl programozhaté méih berendezéssel fagyasztottam le
egy-egy nfiszalmat. Felolvasztas utan desztillalt viz felhatzshval megmértem a
mintak progressziv motilitasat.

Felolvasztas utani mozgasbidrtam vizsgalata

A kisérlet soran 6 tejes egyedi mintjditditem le pér higitd, véanyag
valamint 1:9-es higitasi arany felhasznalasaval gnamozhaté mélyito
berendezésben. Felolvasztas utan megmértem a mimbdktasat. Az aktivacio
soran a desztillalt vizet és a pontyféle aktivdlasonlitottam dssze. Rogzitettem a
pillanatnyi matitilitast 10, 20, 30, 60, 90, 120 rapaz aktivacio utan.

A mélyhitott sperma felolvasztas utani tarolhatésaganagéiata eqy illetve hat
oran keresztil

Vizsgalatomban 6 tejes sperméjat mélygittem CRF segitségével és pér higito
alkalmazaséaval. A tarolasi ddhatdsanak megfigyelésére minden egyedi mintabol
kilon-kdloén 1-1 niszalmat olvasztottam fel. Az 1 Oras tarolas soelolfasztas
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utdn 0, 15, 30, 45 és 60 perccel rogzitettem a mepgrmiumok aranyat. A 6 Oras
tarolasi id vizsgalata folyaman megmértem a mintak progressitilitasat 0., 2.,
4., illetve a felolvasztast kove. oraban. A sejtek aktivaciojanal desztillaltetiz
alkalmaztam.

Nagymennyiséii) pontysperma mélytiése és alkalmazasa termékenyités soran

Hat tejes spermajat dsszekevertem 1:9 aranybahig#tban, 10% metanol
védanyagot adagoltam hozzé és mélgittem CRF-ben. A mintak friss motilitas
paramétereit az 6sszekeverést méagen egyedenként rogzitettem. Osszesen 5,2 ml
(104 miszalma) spermat fagyasztottam 29.(abra). Tiz-tiz miszalméat hasznaltam
fel a termékenyités teszt és a felolvasztas utaatiliths vizsgalat soran. A
termékenyités és motilitasvizsgalat soran pontyktévalot alkalmaztam (lasd:
3.3.1.fejezet). Harom oltott ikras kozll egy haltol silderikrat lefejnem. Kezelési
csoportonként 0,2 g ikrat (100-200 ikraszem) terengitettem meg 500 pl
felolvasztott (higitott) és 50 ul friss (aranyosamélyhitott sperma mennyiségével)
kontroll sperméval (3 egyedi friss minta). A megtékenyitett ikraszemeket 22-23
°C-on allott csapvizben inkubaltam és 24 ¢6ra éielt gerincharos allapotban
meghataroztam a termékenyllés aranyat (gerincleimisio/dsszes ikraszemx100).
A szamlalast sztereomikroszképpal, szabad szemégelztem 30. abra).

29. dbra. Szaznégy darab fiszalma belehelyezése a programozhaté méijtié berendezésbe.
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30. abra. Fejibdé pontyembridk jol lathaté gerincharral. (Foté: Koll ar Timea)
Az adatok elemzése

Ertékeim normalis eloszlasat Kolmogorov-Smirnov- &hapiro-Wilk-
probakkal elledriztem (szignifikancia szintP<0,05). A kezelési csoportok kozotti
kilonbségek bizonyitasara egytényees kétténydis varianciaanalizist (ANOVA),
Kruskal-Wallis, Welch és Mann Whitney teszteketiamaint Tukey, Dunn, Dunnett
T3, illetve Bonferroni post-hoc teszteket alkalnaazt(szignifikancia szinfP<0,05).

3.4.2. KUl6énb6# aranyhal valtozatok (Carassius auratus) spermajéaégzett
kisérletek

A kisérletekben egyedi mintakat alkalmaztam.
A halak tartdsa és mintavétel

Elévizsgélatokat végeztem Lengyelorszagban, a Warmidazuria Egyetem,
Halaszati és Kornyezettudomanyi Kar, Tavi és FalyoMalaszati Tanszékén 2014
januarjdban. A lengyel Kkisérleti tejes-allomany, [0kib6z tipusd aranyhal
valtozatokbdl allt. A halakat recirkulaciés renddmemn tartottak 20 °C-on. A tejesek
sperméacidjat 1 egység/ttkg Ovopellel ((D-Ala6 Pr&@NMGnRH  +
metoclopramide)) indukaltdk az egyetem  munkatarsailizsgalataimat
Magyarorszagon, 2014szén folytattam. Egy nagykardcsonyi tenyés#ital
fenntartott allomany tejes (26) és ikras (6) hataisznaltam fel a kisérletekhez. A
kutatas soran 3 aranyhalvaltozat (fekete teleszaigs Oranda és Calico
valtozatok) spermajat vizsgaltan81¢33. abrg. Mintavételezés étt a tejesek
spermiacidjat 2 mg/ttkg dozisban hipofizis injeka@b két részletben indukalta a
telep vezdije. A teljes mennyiség 10%-at 24 oraval, 90%-atiga@ oraval oltottak
a halakba. Az ikrasokat 1 fazisban 12 oOraval asfeBtt oltottak be (4 mg/ttkg
hipofizis). Az oltast kovéen a halak vizének dmeérseklete 21-23 °C volt. A
mintavétel minden esetben megegyezatlafejezetben leirtakkal. Felhasznalésig a
mintakat, kisérlettl figgéen nyitott 1,5 ml-es centrifugacsdvekben 4, vagy@n
szobalimérsékleten taroltam.
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N

33. abra. Calico aranyhal tejes. (Foto: Koncsek Ada)
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Spermavizsgalat

A friss és felolvasztott sperma motilitasat szagéfies spermavizsgalo
berendezéssel rogzitettem (I&s@ll. fejezet). A lengyelorszagi kisérletben az
aktivaciohoz a halak tartasara hasznalt rendszgralkalmaztam. A nagykaracsonyi
tenyészallomanyon végzett méréseim soran pontgldigalot (I1asd:3.3.1.fejezet)
hasznaltam.

Kisérleti terv

Kilonboa aranyhal valtozatok sperméjanak tarolhatbsaqga, 4lé&e 20°C-on

A Lengyelorszagban végzett vizsgalat soran 5 t¢jébb féle valtozat
vegyesen) spermajat fejtem le. A mintakbdél egyenhkd@-40 pl-t 4 °C-on
(hitészekrényben) illetve 20 °C-on (szolbakérséklet) taroltam nyitott centrifuga-
cbben, 27 oran keresztil. A mintak progressziv ntétét mindkét csoportban
rogzitettem 2 éranként 10 oran keresztll. Az utolgdést azonban 27 oraval a fejést
koveen végeztem, mivel a 10. éraban kapott eredmémakoltta tettek a lefejt
aranyhalsperma tovabbi tarolasat. A vizsgalatba@710ra k6zott nem rogzitettem

adatot. A 27. éraban mar csakidadben tarolt mintak motilitAsat mértem meg.

A fekete teleszképszdimaz Oranda és a Calico aranyhal valtozatok spéamag;j
fejés utani tarolhatésaganak vizsgalata

A vizsgalat sordn 4 fekete teleszkops#eniletve 3-3 Oranda és Calico
valtozat spermajat taroltam 4 °C-oni{gszekrényben) nyitott centrifugaétsen 48
oran keresztil. A progressziv motilitast 6 érankégtitettem.

A harom aranyhalvaltozat sperniasséqgének 6sszehasonlitdsa

A tarolasi vizsgalatban emlitett kulonlgoz valtozatoktol lefejt
spermamintakbdl 1l spermat kihigitottam 999 plhdgitéban (I4sd3.3.1.fejezet).
A sejtkoncentracio megallapitasa a sugér faj esatébmertett modszer alapjan

tortént @4. abra).
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s ip’e

34. abra. Faziskontraszt objektivvel vizsgalt spermmok
a kisérleti négyzetben koncentracioé szamitas soran.

A harom aranyhalvaltozat spermajanak métghe

A kisérlet soran 5 tejest fejtem le minden valtczsdtében. A mélyiesnél, a
sejtkoncentracid szamolas soran alkalmazott péitdhiglasd: 3.3.1. fejezet) és
védbanyagot kevertem a spermamintakhoz 1:9 aranybafaggasztas (polisztirol
doboz modszer), tarolés és felolvaszt&slafejezet alapjan tortént.

A harom aranyhalvéltozat sperméjanak felolvasztési sarolhatdsdganak
vizsgalata

A vizsgélat soran a mélitbtt mintakbdl valtozatonként 1-1 {rszalmat
hasznaltam fel. Felolvasztas utan 0, 2, 4, ill@waanal rogzitettem a spermiumok
progressziv motilitasat.

Termékenyitési kisérlet

A kisérlet soran 1-1 ikrast, valamint a kontrolinbékenyitéshez 3 Oranda és
Calico tejest fejtem le. A Calico esetében a lithithramennyiség miatt csak 2
kontroll termékenyitést veégeztem. Az ikrat szalbaBrsékleten, a tejet
megkozelibleg 4 °C-on taroltam. A mintékat elszallitottam @®bére, a Szent
Istvan Egyetem Halgazdalkodasi Tanszékére. A teemdkest 3 Oraval a fejést
kéveben, 5-5 felolvasztott és a kontroll sperma mintéklégeztem el. Atlagosan
100-200 ikraszemhez (0,125 g) egyismalmabol 300 pl-t, és a felolvasztott
spermaval ardnyosan 50 pl friss mintat kevertenmty®éle aktivalét alkalmaztam
termékenyit oldatként (lasd3.3.1.fejezet). A megtermékenyitett csoportokat allott
csapvizben 2 napig 24-25 °C-on inkubéaltam. A vizaponta cseréltem, ésiis&
berendezéssel forgattam. A termékenyilés eredmséyétsgerincharos allapotban
hataroztam meg sztereomikroszkép segitségével n@denios allapotba Iépett
ikraszem/6sszes ikraszemx100).
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Az adatok elemzése

Az adatsorok normal eloszlasat Kolmogorov-Smirnodg@val elleiriztem
(szignifikancia szintP<0,05) A kulonbo# kezelési csoportok kézotti kilonbségek
vizsgalatdhoz az egyszempontos varianciaanaliA$iOVA), Kruskal-Wallis
tesztet, Student féle parositatlan egymintas tdgtrddann Whitney tesztet, valamint

Tukey, Dunn és Dunnett T3 post-hoc teszteket alfatem (szignifikancia szint:
P<0,05).

3.4.3. Pontyfélékben végzett vizsgalatok eredményei
A ponty sperma mélyhitésének sztenderdizacidja

A felolvasztott sperma pér és modositott pér hidgiggznalatakor minden

esetben 1:1 aranyban agglutindlt spermat (zselgdetk) és sejtszuszpenzidt
tartalmazott.

Ekvilibracié hatdsa a friss- és felolvasztott spemmtilitdsara

A kihigitas és felolvasztds utan mért pMOT, VCL $%R értékek nem
csokkentek szignifikansan az ekvilibracié hatasArmélyhités hatasara a pMOT és
a VCL szignifikAnsan csokkent mindharom csoportflkontroll: pMOT: 88+6%,
VCL: 126+22um/s, mélyhitdtt: pMOT 0 perc: 53+13%, 30 perc: 39+12% 60 perc:
41+10%, VCL 0 perc: 63£1Qm/s, 30 perc: 53t@m/s, 60 perc: 51+Gm/s) B5A
és B. abrg.

1004 @& a a
80+
60+
401

201

Progressziv motilitas (%)
Progressziv motilitas (%)

2 Q O N} Q
Qj\@ > © Q,&\%Q

Ekvilibraciés id 6 (perc) Ekvilibracios id 6 (perc)

o B

35. abra. Az sperma ekvilibraciés idejének vizsgata soran mért kihigitott (A) és felovasztott
(B) pMOT értékek ponty fajban (N=6). Az dbran atlagértékek és a hozzajuk tartoz6 srasok
lathatok. A kilénbozé betiik szignifikans kilonbséget jelélinek P<0,05).
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Két mélyhitési moédszer 6szehasonlitasa

Hasonld motiliths értékeket rogzitettem a kétfélédazerrel lefagyasztott
sperma esetében [doboz: pMOT (33+16%) VCL (47t59)nés STR (88+2%),
CRF: pMOT (32+13%) VCL (54110 um/s) és STR (89+1%)]

Harom kiulonboé hiitbmédium tesztelése a spermaméb@s soran

Szignifikhnsan magasabb pMOT (42+12%) és VCL (6t#/s) értékek
voltak megfigyelhgik pér higitdé hasznalatakor, mint Szf (pMOT:6+2%, L\VC
37+7um/s) és HBSS (pMOT: 3 +1%, VCL: 3219 um/s)tésen. A mélyhtés
hatadsara mindharom fagyasztott csoportban szigm&én alacsonyabb pMOT és
VCL értékeket rogzitettem, mint a kontrollban (pMO30+7%, VCL: 147+13
um/s). Az STR értékek ndvekedtek a fagyasztas o $6. abra).
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36. abra. Kulénbo# higitdk (N=5) 6sszehasonlitasa soran mért pMOT értékek ponfajban. Az
abran atlagértékek és a hozzajuk tartoz6 szérasokéthatok. A kiildonb6zé betik szignifikans
kilonbséget jeldinek P<0,05).

Két elté Osszetétdl pér higitd és négy kulonbdhigitasi arany tesztelése
spermamélvtités soran

A legmagasabb felolvasztas utani pMOT és VCL a sd4tében 1:9 (pMOT:
52+12%, VCL: 769 um/s) és 1:20 (pMOT: 49+8%, VCI6+6 um/s) higitas
mellett volt megfigyelhéi A legmagasabb STR értéket a mdélgtt csoportok
kozott 1:5 higitasi arany alkalmazéasa soran taplsmt. A mélylités hataséra
mindkét higitd és az dsszes higitasi arany hadakalaszignifikansan cstkkent a
pPMOT és a VCL a friss kontrollhoz képest. A Ph ében szignifikAnsan magasabb
pMOT illetve VCL értékeket mértem 1:5, 1:9 és 1HHQitasi aranyok mellett, mint
MPh hasznélatakor. Az STR értékek nem kilonboztagnifikansan az egyes
kisérleti csoportokban, valamint nem csokkentekgydsztas hatasar@i( abra).
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37. abra. Két eltéi6 higitd és négy kilonbdé spermahigitasi aranyalkalmazasa soran mért
felolvasztas utanipMOT értékek ponty fajban (N=6). Az abran atlagértékek és a hozzajuk

tartoz6 szérasok lathatdk.A ,**-gal jeldlt higitd csoportok adott higitasi ar anyon belil
szignfikansan kilénbdznek P<0,05).

Felolvasztas utdni mozgasbidrtam vizsgalata

A vizsgalat soran az aktivaciot kogen 60 masodperc elteltével Pa (28+7%)
és Dv (5x7%) esetében egyarant szignifikansan afgedbb pMOT értékeket
rogzitettem, mint 10 masodpercnél (Pa: 50+6%, Dba+13%). A VCL értékek
szignifikans csokkenése Pa esetében 60 masod@ar¢44+13 um/s), Dv esetében
mar 20 masodperc utan (52+9 pm/s) bekodvetkezettn{f0 Pa: 71+8 pm/s, Dv:
7517 um/s). Az STR Pa esetében nem csokkent 12@dpéccel az aktivaciot
kovetben, Dv hasznalatakor 120 masodperc utan tapasmatakaignifikans
csokkenést. A ponty aktivalé alkalmazésa soranngfdignsan magasabb értékeket
meértem pMOT és VCL esetében az aktivaciot k&g masodperc, STR esetében
90 mésodperc elteltével, mint desztillalt vizzaB.(abra).
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38. abra. Két eltéi6 aktival6 oldat és a sperma felolvasztas utani moag idétartamanak
tesztelése soran mért pMOT értékek ponty fajpanN=6). Az abran atlagértékek és a hozzajuk
tartozo6 szorasok lathatok. A ,*"-gal jeldlt id 6pontokban az egyes aktivalo oldatokhoz tartozo

motilitas értékek szignfikdnsan kilénbdznek P<0,05).
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A mélyhitdtt sperma felolvasztas utani tarolhatésaganagéiata eqy, illetve hat
oran keresztil

A mélyhitott pontysperma pMOT, VCL, STR értékei nem csok&knl,
illetve 6 Oras felolvasztas utani tarolas soranzueilentl a felolvasztds utdn a
pPpMOT és VCL értékek szignifikansan csokkentek atkalinoz viszonyitva.

Nagy mennyiséfpontysperma mélytése és a mélyidtt sperma alkalmazasa
termékenyités soran

A nagy mennyiséy miszalma mélylitése soran a termeékenyités
szempontjabol idedlis pMOT (47+5%) VCL (6219 un#s)STR (91+1%) értékeket
rogzitettem. A pMOT és VCL értékek a méiys hatasara szignifikansan
csokkentek (kontroll: pMOT: 91+7%, VCL 129+37 um/STR: 8315%). A
fagyasztott sperma esetében 32+6%-0s termékenylldgasztaltam. A
termékenytlés szignifikhnsan alacsonyabb volt, miat kontroll csoport
termékenyulési szazaléka (73+8%Y(abra).
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39. abra. Nagy mennyiséiy miiszalma mélyhitése soran mért pMOT (A), termékenyiilés (B),
értékek ponty fajban (N=6). Az abran atlagértékek és a hozzajuk tartoz6 szasok lathatok. A
kllénbdzé betiik szignifikans kilénbséget jeldlinek P<0,05).

Kilénbdzé aranyhal valtozatok spermajan végzett kisérletekredményei

Kulonb6a aranyhal valtozatok spermajanak tarolhatésaga, 4lé6e 20°C-on

A frissen lefejt sperma mintak pMOT értékei nemkésintek szignifikansan a
10 orés tarolas alatt. A ket tarolasnmerseklet kozott egyik épontban sem mértem
szignifikans kulonbséget. A 4 °C-on tarolt mint&dettben még 27 éra elteltével is
progressziv motilitast mértem (64+15%). A 20 °C4anolt spermamintak a 10,
illetve 27 oras tarolasi tdkozott beszaradtak.

71



10.14751/SZIE.2016.014

Fekete teleszképszémOranda és Calico valtozatok spermajanakis@igeg mérése
és fejés utani tarolhatésaqi vizsgalata

A fekete teleszkdpszdaimés Calico valtozat spermajanak motilitds pararmaéter
nem csokkentek szignifikAnsan a tarolas hatasaraOfanda valtozat esetében
szignifikans csokkenést tapasztaltam a pMOT (15+&%)VCL (6814 um/s)
ertékekben 48 ora elteltével a kontrollhoz képkss( pMOT 84+5%, VCL 150+11
um/s). A harom aranyhal valtozat spermajanak seftkotraciéja nem kiulénbozott
egymastol szignifikdnsadQA-D. abra).
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40. abra. Fekete teleszképszeinA, N=4), Oranda (B,N=3) és Calico (CN=3) aranyhalak
spermajanak 48 oras tarolasa soran mért pMOT értékie. Sejtkoncentracio a kilénbos
aranyhal valtozatokban (D). Az dbran atlagértékek é a hozzajuk tartozé szérasokathatdk. A
»*"-gal jelolt id épontok szignifikdnsan kilonboztek a 0 ératol P<0,05).

A harom aranyhalvaltozat spermajanak felolvasztasi sarolhatbsagi vizsgalata

A felolvasztott sperma minden esetben 1:1 aranybselés képletet és
sejtszuszpenziot tartalmazott. A fekete teleszképsz és Oranda valtozatok
mélyhitott spermdjanak felolvasztas utani pMOT, VCL eéREFtékei 6 oras tarolas
soran nem csokkentek szignifikansan. Calico ardbghna6 ora elteltével a pMOT
(19£11%) szignifikdnsan csokkent (kontroll: 55+15%)VCL és STR értékek nem

csokkentek szignifikansan a tarolasé idlatt a fent emlitett valtozatbad1(A-C.
abra).
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Progressziv motilitas (%)

Q 3z ™ ©
Elteltid 6 (6ra)

@
@]

801

o)
2

60+

40-
40 *

20+

Progressziv motilitas (%)

Progressziv motilitas (%)

o
I
o
1

Q 9 ™ © Q % ™ ©
Elteltid 6 (6ra) Elteltid 6 (6ra)

41. abra. A fekete teleszkopszeiin(A), Oranda (B) és Calico (C) aranyhal valtozatok folvasztott
spermajanak 6 éras tarolas soran rogzitetpMOT értékek (N=5). Az dbran atlagértékek és
hozzajuk tartozé szérasok lathatok A ,*"-gal jeldlt id épont szignifikdnsan kilénbdzétt a 0
oratol (P<0,05).

Két aranyhalvaltozat mélyitdtt spermajanak felhasznalasa a termékenyitén sora

A felolvasztott sperma mindkét valtozat esetébdnatanyban zselés képletet
és sejtszuszpenziét tartalmazott. Az Oranda véltanglyhitott spermdjaval
termékenyitve a kontroll csoporthoz képest szigaiisan alacsonyabb
termékenyulést tapasztaltam (Oranda friss: 72+9®ymitott: 14+2%). A Calico
esetében az alacsony mintaelemszam miatt nem tusttasztikai elemzést végezni
friss: 63+17%, mélytitott: 23+6%).

3.4.4. A ponytfélékben kapott eredmények értékelése

A pontysperma felolvasztasodi és utani motilitdsi paramétereire nem volt
hatdssal az ekvilibraciésddLahnsteiner et al. (2000) szintén egy pontyfakeallas
kisz (Chalcalburnus chalcoidgs speramajan vizsgalta az ekvilibraciosé id
mélyhitott spermara kifejtett hatasat. Tiz perces, 4 ACés 15 °C-on tortén
ekvilibracio szignifikans csokkenést eredményeadtlolvasztas utani motilitasban.
A szivarvanyos pisztrang fajbar©corhynchus mykiygesztelt 1 és 60 perces
ekvilibracios idk negativ hatdsa volt megfigyeltiekiilénb6z koncentraciokban
alkalmazott DMSO alkalmazdsa soran, a felolvaszggerma termékenyit
képességeére nézve (Stoss és Holtz 1983). Babiak €001) vizsgalatukban a 10
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perces ekvilibracios il negativ hatdsat irtdk le a szivarvanyos pisztrangh
mélyhités sikerességének cstkkenése azonban dsszefugg@sott a védanyag
tipuséval. A dimetil-acetamidnal nem, mig a DMS#ignglikol esetében mériiet
volt a karos hatas. A fent emlitett irodalmi ad&kszemben vizsgalatomban a
pontysperma ellenallt a kihigitas okozta ozmotilstiessznek Mazur (1977). A
metanol, mint vééanyag, nem volt toxikus a sejtek szamara az ek&sitio soran
(Cloud és Patton 2009). Az egy oras tarolaéi @ stgérhez hasonléan, elegéend
lehet a niszalmak témeges megtoltésere, ezzel is deetieve a pontysperma nagy
mennyiséf mélyhitését.

A pontysperma esetében bebizonyosodott, hogy asgyagyasztas (56
°Clperc), valamint az egy lédis fagyasztasi eljards magas felolvasztas utani
motilitast eredményez. Az irodalmi adatok korablféként 2 lépcss, relative
lassabb titési modszerek sikeres alkalmazasarél szamoltalCbgnie et al. (1989)
5 °C/perc-et eredményesen hasznaltak (2 °C-t6C-®yy és 25 °C /perc (-7 °C-tdl -
70 °C-ig: 25 °C/perc) a pontysperma esetében. Mgggaal. 1996-ban szintén 2
lépcss (lassu) modszert alkalmaztak sikeresen (0 °C4GIC-ig: 4 °Clperc és -4
°C-t6l —80 °C-ig: 11 °C/perc). Hasonlditiési programot (4 °C tdl -9 °C-ig: 4
°Clperc, -9 &l -80 °C-ig: 11 °C/perc, vegul tarolas -80 °C-opdrcig és athelyezeés
folyékony nitrogénbe) alkalmazva a fagyasztast reien végezték el, egy dél-
csehorszagi pontytdrzs esetében (Linhart et alORO&arnecke és Pluta (2003)
kutatasukbanban 3 kulonbbmaddszert hasznaltak. Két modszerberiitési |€pcét
(1. 2-6l -7 °C-ig, 2. -7-61 -30 °C-ig, 3. -30-t6l -80 °C-ig, athelyezés fdkgdy
nitrogénbe) és lassu atlagos sebességet (3 épéréLAllitottak be. Ezzel szemben
a 3. eljarasnal (a korabbiakkal ellentétben) eggdben (2é -50 °C-ig) végezték el
a mélyhitést 10/perces (gyorsabb) sebességgel. Az eredinéayenutattak, hogy a
gyorsabb sebesség (6 illetve 10 °C/perc) eredmébbesk bizonyult.
Kisérletemben a lefejt tej ellenallt a mélyds okozta stressznek (Denniston et al.
2000) az egylepés, gyors fagyasztas soran. A kisérlet (ismeretdapjan) el$
izben bizonyitja, hogy a pontysperma eredményestrets egy kordbban még nem
alkalmazott kitési sebesseggel (56 °C/perc).

Horvath et al. 2003-ban kdzo6lt munkjukban a cudatetom fontossagardl
szamoltak be. Eredményeik alapjan 3 féle, eéltglikéz tartalmd higitot
hasonlitottunk 0ssze. Az irodalmi adatoknak medfele és az &ltalam leirt
Osszetétel alapjan, a pér higitd (gluikéz 36,04 @brvath et al. 2012)
eredményesebbnek bizonyult a pontysperma niédge soran, mint az alacsony
glukoztartalma HBSS (1g/l, Sigma Aldrich, H9269) &ponty szeminalis folyadék
(0,009-0,1 g/l, Gosh 1985, Kruger et al. 1984). ddé tendencia mutatkozott a
kétféle dsszetétel(tobb és kevesebb glikdz tartalmu) pér higitdeisazonlitasanal.
A HBSS szamos halfaj spermajanak métg@sében jol hasznalhatd, tébbek kdzott:
zebradanio@anio rerio, Yang et al. 2007), kék harcdat@lurus furcatusHu et al.
2014), csatorna harcs#ct@lurus punctatusChristensen és Tiersch 1997), orias
laposhal Kippoglossus hippoglossud)ing et al. 2011), fehér sigéMerone
chrysops Devireddy et al. 2006) és csikos suiddp(one saxatilis,Thirumala et al.
2006) fajok esetében. A halak szeminalis folyadikialdgias kdzeget biztosit a
spermiumok szaméra és immobilizalja azokat a Ikidvbk (pl. viz) kerulést
megebzéen (Alavi et al. 2007, Billard et al. 1995a). Kédtsbm azonban
bizonyitotta, hogy a pontysperma esetében a nmitdghe hasznalt higitd
Osszetételeben a glukoz tartalom mellett, annak ngisége szintén nagy
jelenbséggel bir.

74



10.14751/SZIE.2016.014

Eredményeim alapjan a pontyspermat 1.5, 1.9 és higlidsban ajanlott a
magasabb glukoz tartalma pér higitéban kihigitamétyhitést megeizéen. Linhart
et al. (2000) és Lahnsteiner et al. (2003) szinggadményesen alkalmaztak
magasabb higitasi aranyt ponty faj esetében (Mbpkajukban azt tapasztaltak,
hogy az 1:7-nél magasabb ardny mar szignifikansdacsenyabb kelést
eredményezett az allas kigZh@lcalburnus chalcoidgsesetében. A felolvasztott
pontysperma spontan aktivacidéjanak kutatasa sorywtia et al. (2010) a spermét
1:1 arannyal fagyasztottak sikerrel. Horvath e(2003) kutatasukban 1:9 higitassal
(glukdz higitd) a kontrollhoz hasonlo termékenyidéskelés eredményeket értek el.
Vizsgalataim igazoltak, hogy a pontysperma fagysst magasabb higitasi aranyok
alkalmazasaval is (1:9 és 1:20). A termékenyitésngontjdbdl azonban az 1:9-ben
kihigitott, dirtbb felolvasztott sperma alkalmazasa optimalisablkeletbhazi
szaporitas soran.

A pontysperma felolvasztds utani motilithsa dras®@n lecsokkent az
aktivaciot koved 30 mésodperc elteltével, de a csOkkenés nem zotics mértéek
a 2 eltéd aktivaléban. A mintak progressziv motilitasa Pak@t perc elteltével
30% és 20% kozott volt. Linhart et al. (2000) kasatkban hasonld eredményt irtak
le, a dél-csehoszagi ponty tordklszarmazo sperma esetében 120 masodperces
motilitasidstartamot mértek. Ogretmen et al. (2014) azonbamppoliszt killonbod
mennyiségben tartalmazo higitok tesztelése soa akalmazasaval az aktivaciot
koveen csak 39 masodpercig tapasztaltak motilitast.e8ztillalt vizet friss és
felolvasztott sperma aktivalasara korabban marreden alkalmaztak zebradanio
(Danio rerio) és csuka Hsox luciusL.) (Alavi et al. 2009, Yang et al. 2007)
fajokban. A pontysperma esetében a termékenyit@&n szonban a Pa alkalmazasa
indokolt, hiszen a hosszabb mozgasitadtam, nagyobb esélyt biztosit a
termékenyitésre.

A 6 Oras feolvasztas utani tarolads nem volt neghé#tassal a pontysperma
motilitas értékeire. Boryshpolets et al. (2009ajakasukban bizonyitottak, hogy 10
perces tarolas nincs hatassal a felolvasztott gpetyna termékenyitképességére.
Kovacs et al. (2010) afrikai harcs&@ldrias gariepinu¥ végzett vizsgalatukban a
felolvasztott spermat 24 6ran keresztul taroltdkéwlas nem befolyasolta a mintak
termékenyit képességét. Esetemben a pontysperma motilithsasnmagradt 6 6ra
elteltével is, ami lehévé teszi a termékenyitésre val6 felhasznaldsanak
meghosszabbitasat.

A pontyspermara altalam optimalizalt mélyési modszer ismételtietegének
teszteléese soran a CRF egy korben, eredményesemiindd le 104 szalmat. Az
eredményekben optimalis atlagos pMOT-ot rogzitetterezalmak kodzotti alacsony
kilonbséggel. Ez az eredmény a modszer ismétsibgét igazolta. A
termékenylilésben tapasztalt csdkkenés a felolMassferma agglutinacidjaval
allhatott Osszefiiggésben. A tendencia ellentmondHavath et al. (2003)
vizsgalatukban levont kovetkeztetéseknek, amelysdrirt az agglutinacié nem
befolyasolta a termékenyiilést. Allitasuk szerinséKieteikben az Osszetapadt
régiobol a spermiumok ki tudtak szabadulni az iktédvalé O0sszekeverés soran.
Vizsgalatomban azonban az agglutinalodott részpadtakiviltl az ikraszemekre,
ami meggatolhatta azok termékenytlését.

A keltetbhazi szaporitasban, problémat jelent a spermi&cigvalacio idében
tortérd  szinkronizalasanak megoldasa (Cabrita et al. 201AQ) 10 o6ras
elovizsgalatban a 4 °C, illetve 20 °C-on toiéefejést koved tarolas nem volt
negativ hatassal az aranyhalsperma motilitasaszoBalbmérsékleten tarolt mintak
esetében 10 odra elteltével azonban végzetes diumrakdvetkezett be. A masik
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csoport spermdja aitve tarolas hatasara, toleralta a 27 6ras kitettsiég A fekete
teleszkdpszeiyy Oranda és Calico aranyhal valtozatok kulédbomdon reagaltak
az alacsony &mérsékleten tortén taroldsra. Bar alacsony mintaszam allt
rendelkezésre, az eredmények alapjan az Orandazatltspermija kevésheé
bizonyult ellenallonak a 48 orés tarolasb idoran, mint a fekete teleszk6psiem
vagy a Calico valtozatoké. Glenn et al. (2011) erédyeket kozoltek tarolasi
kisérletldl, ahol 3 féle higtét [Calcium-Free HBSS (8g NaOl4dg KCI, 0,29
MgSOux7H,0, 0,069 NaHPO,, 0,069 KHPO,, 0,35g NaHC@ 1g gliikdz), NaCl és
NaHCQ;] alkalmaztak a tarolas soran. Eredményeik alapjdrigitatlan kontroll 3
napigoérizte meg motilitasat, mig a sperma a legmagasattiitéist 6 nap elteltével

a leghatékonyabban itk6dé C-F HBSS higitbban mutatta. A hatodik napot
kovetben mar nem volt mérh&tmotilitas egyik csoportban sem. A kisérletben
azonban nem vizsgaltak, a kulénboaltozatok kdzotti kilonbséget. A tarolasbid
meghosszabbitasaval megoldhat6 a nativ spermatéagigagokra torténszallitasa
(Glenn et al. 2011). A kulon vizsgalt valtozatokkanirodalmi adatok hidnyosséaga
miatt a kapott eredmények az alapkutatas szemgpahtig jelenéséggel birnak. A
legalacsonyabb sejtkoncentraciét az Oranda vallamatrogzitettem, bar az
eredmény statisztikailag nem kulonbozott a masik dedporttol. Szamos kutatas
szlletett az emlitett témaban az elmult évtizedekfeauvel et al. 2010). A
szaporitas szempontjabol, az 0gy nevezett ,ratétntejesek kivalasztasahoz
elengedhetetlen a sperma d8Rgjeld tulajdonsagainak vizsgalata (pl. morfoldgia,
mozgasidtartam, sejtériiség, membranintegritas, stb.) (Cabrita et al. 201L)
kilonbod valtozatok spermdjanak atlagodiriségének kiszamitasa tovabba
szukségszdéraz effektiv sperma:ikra arany jiiveni meghatarozasahoz.

A klUl6nbdd aranyhal valtozatok spermajanak mél@se soran
eredményesnek bizonyult a metanol &adyagként tortéh alkalmazasa.
Nathanailides et al. 2011-ben a DMSO eredményemBbsat kozolték az aranyhal
spermajanak meélyitése soran. Esetemben a 10% metanol a ponty meltett
aranyhal esetében is sikeresnek bizonyult. Kutleyed. (2015) igen magas, 45%-0s
pMOT-t rogzitettek a felolvasztast kogen. Esetemben a Calico valtozat spermaja,
még a fent emlitett értéknél is magasabb, kdzel-65%pMOT-t mutatott, mely a
mélyhitési moddszer alkalmazhatdésagat igazolja. A kuloébozaltozatok
felolvasztott sperméja ellendlit a 6 Oras tarolédsals, azonban a Calico aranyhal
spermaja ebben az esetben érzékenyebbnek bizomyult,a masik két valtozaté.
Esetemben a 6 0Or4s tarolasb idem volt negativ hatdssal a mélidtt sperma
motilitasara a fekete teleszkdépsdeds Oranda valtozatokban. A felovasztas utani
tarolas szintén megkdnnyitheti a keltgizi szaporitast, kikiiszobdlve az aszinkron
ivarsejteréstl adodo problémakat. (Cabrita et al. 2010 és 2011).

A termékenyitési kisérlet soran alacsony termékigsyiialaltam az Oranda és
Calico valtozatok esetében, mely feltételezésemrdzez ikra szallitasa soran adodo
tarolasi idh miatt kovetkezett be. Bozkurt és Yavas (2012) gatatukban a ponty
ikra esetében 90 perc elteltével 8 és 12 °Cémaénsékleten torténtarolas utan is
80% koruli termékenyllést tapasztaltak. Bozkurt af. (2010) amur
(Ctenopharyngodon ideljakran végzett kisérletében gliikoz alapu higitobas-
nal magasabb termékenyilést értek el 8 éra 4 °@v@rd tarolas utan. Az emlitett
fajokhoz viszonyitva, az Oranda és Calico ikraefedifien érzékenyebb a tarolasi
idére. Az alacsony termékenyulést emellett a pontyspeesetében méar targyalt
agglutinacio is eredményezhette.

76



10.14751/SZIE.2016.014

3.5. Vizsgalatok lazacféléekbenSalmonidaé

A kisérletekben egyedi mintakat alkalmaztam.

3.5.1. A sebes pisztrdngban (Salmo trutta fario) végzett vizsgalatok
Mintavétel

A mintavétel soran a sebes pisztrang. (abra) tejeseket (6 db) és ikrasokat a
Lillafiredi Pisztrangtelep (Hoitsy & Rieger Kftgnyészallomanyabdl valogattam ki
a szaporitasi itszak soran Hoitsy Gyorgy telepveketsegitségével 2013
januarjaban. A tejesek (10 egyed) spermajat 2:drfs@:higitd) aranyban a korabban
leirt pér-higitoba (lasd3.3.1.fejezet) fejtem. A termékenyitési kisérlethez Jastr
fejtem le. A mintavétel folyamatatal.fejezetnek megfeléen hajtottam végre.

42. abra. A sebes pisztrang. (Foté: Kaczké Daniel)
Spermavizsgalat

A higitoba fejt, valamint felolvasztott sperma pegsziv motilitaséat
szamitdgépes spermavizsgalo berendezessel mértgm(lasel: 3.1. fejezet). A
sejteket Billard-féle termékenyitoldattal (2,42 g Tris, 3,76 g glicin, 5,5 g NaCl 1
liter vizben) aktivaltam (Billard 1977). A kihigitosperma vizsgalata alapjan a 6
legjobb mintat valasztottam ki mélytésre. Felolvasztds utan 0, 10, és 60 perc
elteltével rogzitettem a progressziv motilitast.

Mélyhiités és felolvasztas

A higitéba fejt mintdkat 1:4 aranya (sperma: higi@bnyag) vegs
higitdsban mélyitottem pér higitoban (las®.3.1. fejezet). Minden mintabdl 4-4
miiszalmat (harmat a termékenyitési kisérlethez éstegynotilitas vizsgalatahoz)
fagyasztottam le polisztirol dobozban. A tarolasféelvasztds a kordbban mar
ismertetett médon tortént.

77



10.14751/SZIE.2016.014

Termékenyitési kisérlet

Vizsgalatomban 3 ikras kevert ikratételét haszndltdel. A sperma
felolvasztasa és a kiulonhbikratételekre helyezése utan a termékenyitésarail
féle oldattal, 0, 10 és 60 perc elteltével végeztein(3 miszalma). Minden
idépontban 15 g ikrdhoz (170 db ikraszem) 300 pl felsktott spermat kevertem. A
kontroll csoport esetében 60 pl kihigitatlan fegermat alkalmaztam (a mélitktt
sperma mennyiségével aranyosan). Az ikrat a pisgtegepen, sandforti tipusu
keltebedényekben inkubaltuk. A termékenylilést szabad se#ni2 nap elteltével
szempontos stadiumban hataroztam meg (szemponmtgskzes ikra mennyiség x
100).

Az adatok elemzése

Ertékeim norméal eloszlasat Kolmogorov-Smirnov-pradéa ellerdriztem
(szignifikancia szint:P<0,05). A csoportok dsszehasonlitdsanal egyszemgonto
varianciaanalizist és Tukey-probat alkimaztam (sfikpancia szint:P<0,05).

3.5.2. A marvanypisztrangban (Salmo marmoratus) €if vizsgalatok

A marvanypisztrangd@. 4bra) esetében vizsgélataimat Szlovéniaban, Tolmin
varosaban rikddé Tolmini Horgasz Egyesilet telephelyén fenntartott
marvanypisztrang tenyészallomanyon végeztem el 20®emberében. A
mintavételt a korabbiakban ismertett médon hajtott@gre (lasd3.1.fejezet).

Ty

43. dbra. A marvanypisztrdng Salmo marmoratuy (Fot6: Helena Guzvinec)
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Spermavizsgalat

Mélyhiités ebtt a frissen lefejt mintak motilithsat Szlovénidban
fénymikroszkop segitségével szabad szemmel, 20@szmagyitason hataroztam
meg. A 10 mintabdl, a sperma motilitasa alapjan; égkivaldbbat valasztottam ki
a kisérlethez. Felolvasztast koseh mar Magyarorszdgon a Szent Istvan Egyetem
Halgazdalkodasi Tanszékén szamitdégépes spermaliasg@ndezést alkalmaztam.
A marvanypisztrdng spermdjanak motilitdsat a sepisgtrang fajban veégzett
kisérleteknél mar leirt modszertan szerint hataraaheg.

Mélyhiités és felolvasztas

Az 6t spermamintat pér higitbban (14s8l3.1. fejezet) higitottam ki 1:4
aranyban, majd véanyagként 10% metanolt vagy 10% dimetil-szulfoxidot
(DMSO) adagoltam hozza. A mélytést polisztirol kitédobozban végezten8.Q.
fejezet). Minden egyedt 8-8 miszalmat ktottem le, amibl a vizsgalt
védbanyagnak megfeléen 3-3 nfiszalmat a termékenyitési kisérletben, 1-1
miiszalmat pedig a felolvasztas utani motilitas viisgdéa hasznaltam fel. A
mintakat a3.1.fejezetben leirt médon taroltam.

Termékenyités

Ot egyed lefejt ikrajat osszekevertem. A kétféleldaiyaggal fagyasztott
mintakbol 3-3 niiszalmaval termékenyitést végeztem 0, 10 és 60 glerac
felolvasztast kovéen. Az egyes kisérleti egységekben 15 g (135 dasizem)
ikrahoz 200 pul felolvasztott spermét kevertem. A ntkoll csoportok
megtermékenyitésére a mélybitt mintak spermamennyiségével aranyos
mennyisé§ friss spermat (40 pl) hasznaltam. A termékenyigi®rességét a
szempontos stadiumba lépett ikraszemek és kikelakaaranya (szempontos ikra
vagy kikelt larva/osszes ikra) alapjan allapitottameg. Az ikraszemek és larvak
szamlalasat a telep dolgozoi végezték 42 nap @haltmig a kelést 56 nap elteltével
hatéroztak meg.

Az adatok elemzése

Az értékek normdl eloszlasat Kolmogorov-Smirnovhaéal elledriztem
(szignifikancia szint: P<0,05). A kilonb6# csoportok 6sszehasonlitasanal
tobbszempontos varianciaanalizist €s Bonferronbdralkalmaztam.
3.5.3. Az adriai pérben (Thymallus thymallus) végagzsgéalatok
Mintavétel

Vizsgalataimat 2014-2015 ko6zott Tolminban, a Tolnttorgasz Egyesilet
telepén végeztem. Kutatdsaim soran, a telepenhadfdladriai pér 44. abra

tenyészallomany ivarérett ikrds (&ltalaban 5-10efes halait (10-15) hasznaltam. A
mintavételt a fentebb ismertett médon végeztem.
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44. abra. Az adriai pér (Thymallus thymallug. (Foto: Horvath Akos)
Spermavizsgalat

A frissen lefejt és felolvasztott sperma kiinduldmsotilitasat szamitégépes
spermavizsgald berendezés segitségével hatarozegnansebes pisztrang fajban
leirt moédon. Minden esetben az 6t legmagasabb itastiimutaté spermamintat
valasztottam ki termékenyitési kisérleteimhez.

Sejtkoncentracié meghatarozasa

Vizsgélatomban a megfetel sperma ikra arany teszteléséhez (2014) és
alkalmazasahoz (2015) meghataroztam mi#ddre és termékenyitésre kivalasztott
mintaim sejtkoncentraciojat. A sejtkoncentracio hegrozasara a sugér fajban
végzett vizsgalatoknal leirt modszert hasznaltan®-sAbros vagy 1000-szeres
higitasban. A sejteket szabad szemmel, fénymikdsAegitségével szamoltam le
(Olympus BX 41, Olympus Corporation, Egyesiilt Allzkh

Mélyhiités és felolvasztas

2014-es vizsgalatomban az 5 kivalasztott spermairi:1 aranyban
higitottam ki pér higitoban (14s®.3.1. fejezet), amihez vé@dnyagot adagoltam
(lasd: 3.1. fejezet). Minden egyedlt 5-5 miszalmat fagyasztottam le, ardib-et
termékenyitésre, egyet pedig a motilitas dliegsére hasznaltam fel. A mélyhst
htitédobozban végeztem. A iiszalmakat kézmeleg vizben 13 mp-ig olvasztottam
fel.

2015-0s vizsgalatomban 3 publikalt méiydsi modszer eredményességét
hasonlitottam 6ssze (Horvath et al. 2012, Lahnsteat al. 1996d, Nynca et al.
2015b). A modszerek leirdsat2a tablazat tartalmazza. A mintakatibbdobozban
fagyasztottam le. A mintakat vigtisben olvasztottam fel 40 °C-on aligzalma
méretével aranyos dhtervallumban (0,5 ml: 13 masodperc, 0,25 ml: Souperc).
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2. tAblazat: Killénb6z6 spermamélyhitési médszerek a pér fajban.

Horvath et al. Lahnsteiner et al. Nynca et al.
2012 (Hm) 1996d (Lm) 2015b (Nm)

Higitd 6sszetétele 200 mM glik6éz, 103 mM NaCl, 40 180 mM glikoz
40 mM KClI, 30 mM KCI, 1 mM
mM Tris, pH 8,0 CaCl2, 0,8 mM
MgSo4, 20 mM
Hepes, 1,5 % BSA,
7% tojassargdja, 0,5
% szachar6z pH 7,8

Védéanyag tipusa metanol metanol metanol
Védéanyag
koncentracio (%) 10 10 9
Higitasi arany 1:1 1:3 1.5
Miiszalma mérete 05 05 0.25
(ml)
Hiités magassaga 3 15 3
(cm)
Hiités idstartama
(perc) 3 5 5
Ekvilibracio 0 0 15
(perc)

Termékenyitési teszt

2014-es kisérletemben 10 ikras kevert ikratétélékakitottam ki csoportokat
a négy tesztelni kivant sperma:ikra arany alapja® (510°, 1¢%, 5x<10°
spermium/ikraszem). A spermamintdk egyedi sejtkotréeidja alapjan a
mélyhitétt és kontroll csoportokban meghataroztam a nbelgfe sperma
mennyiséget. A termékenyitéshez 10 g ikrat (840asikem) hasznaltam
csoportonként. A termékenyitést Billard-féle (1a38d5.1.fejezet) oldattal végeztem.
2015-0s kutatdasomban a haromféle protokollal nigdth mintakat, az egyedi
sejtkoncentraci6  alapjan, azonos aranyban x{05 spermium/ikraszem)
termékenyitettem a felolvasztott (5 minta) és fapermaval (3 minta) a 3 egyéit
szarmaz0 kevert ikratételeket 10 g (800 ikraszexk)ivaloként vizsgalatomban, a
fentebb emlitett kisérlethez hasonléan, Billaréfébldatot alkalmaztam. A
termékenyulés sikerét a marvanypisztrang fajbahiebdszertan alapjan hataroztak
meg a telep munkatérsai (termékenyulés: 10 napskilt nap).

Eredmények értékelése
Az atlagok normal eloszlasat Kolmogorov-Smirnoviadal vizsgaltam

(szignifikancia szintP<0,05). A kezelés csoportok dsszehasonlitdsa sdggefien
kétmintas t-probat, egyszeres varianciaanalizst,ukey-tesztet alkalmaztam.
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3.5.4. Lazacfélékben végzett vizsgalatok eredmeényei
A sebes pisztrangban végzett vizsgalatok eredményei

A felolvasztas utani tarolas soran a méhgtt mintak kozott sem a pMOT,
sem pedig a termékenyulés értekekben nem talaliagmikans kulonbséget. A
termékenytlés eredmények a kontrollhoz képest sentattak szignifikans
csokkenést. A legmagasabb pMOT értéket (56+15%)erthekenyilést (45£22%)
60 perccel a felolvasztast kogeh rogzitettem. Minden mélgtott csoportban
rendkivil magas, 50% feletti progressziv motilitdspasztaltam, ami azonban

szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult a konttstiporthoz (88+7%) viszonyitva.
(45A és B. abra.
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45, abra. A mélyhitott sperma felolvasztas utani tarolasa soran mépMOT (A) és
termékenyilés (B) eredményekN=6) sebes pisztrang fajban. Az abrakon atlagértékeés a
hozzajuk tartozé szorasok lathatok. A kiilénboa betiik szignifikans kulénbséget jeldinek
(P<0,05).

A marvanypisztrangban végzett vizsgalatok eredménye

Szignifikdnsan kulonbdztermékenyllési és kelési értékeket allapitottany me
a metanollal fagyasztott csoport esetében a 0 péreanekenyilés: 60+15%, kelés:
55+13%) és 60 perces (termékenyiilés: 15+18%, ké&kes16%) tarolas kozott. A
DMSO esetében szignifikans kilénbséget tapasztadtadnperces (termékenyulés:
21+4%, kelés: 20+5%) és 10 perces (termékenylted3 kelés: 2+2%), valamint a
0 és 60 perces (0% termékenyulés) csoportok kozbttmetanol esetében
szignifikansan magasabb termékenytilést és kelgzfteitem 0 és 10 perc elteltével,
mint a DMSO-val. A motilitas értékek tekintetébezarmvolt szignifikans kilonbség
a két higitd hasznalataval kapott értékek kOZBA(C. abra).

82



10.14751/SZIE.2016.014

A
Bl Metanol
407 Il DMSO
s
< 304
12}
p
3
£ 204
=
N
[}
1%
<t
5, 10
o
o
o4
N K s
Eltelt idd (perc)
B C
804 % 801 .

Hl Metanol
= Bl Metanol BB DMSO
=3 BB DMSO 604
= 60 * *

[0}
o <
8 s
Z 40 8 401
5 Q
> v2
g
g 20 201
5]
|_
O_
° S ® o © &
Eltelt id6 (perc) Eltelt idd (perc)

46. abra. Két elté6 higitd és 60 perces felolvasztas utani tarolasiddesztelése soran rogzitett

pMOT (A), termékenyilés (B) és kelés (C) eredménydl=5) marvanypisztrang fajban. Az

abrakon atlagértékek és a hozzajuk tartoz6 szérasoliathatok. A ,*"-gal jeldlt véd éanyagok,
adott idépontban szignifikdnsan kilénbdznek a méasiktélP<0,05).

Az adriai pérben végzett vizsgalatok eredményei

A legmagasabb termékenyilést (60+7%) és kelést 7%3ta melylkitott
csoportok kozil az atlagosar1®' spermiumot szamlalé csoportban értem el, mely
a kontrolltol szignifikansan nem kulonb6zott (tekepyllés: 68+3%, kelés:
55+3%). Az atlagosan $05x10° és 18 sejtszami csoportokban szignifikdnsan
alacsonyabb termékenyulési és kelési értekeketitgiggm. A pMOT a mélylités
hatdsara szignifikansan csokkent (friss: 86+8%, yhiébtt: 33+12%).
Szignifikdnsan alacsonyabb termékenytlést mérterreL®9+7%), mint a Hm-el
(82+3%), és alacsonyabb kelést (67+6%), mint a rodlban (80+2%) valamint
ugyancsak Hm-el (79+3%). SzignifikAnsan alacsonya¥dl®T-ot régzitettem Lm-el
(1249%), mint Hm-el (37+8%). A mélyités kovetkeztében, minden maodszer
esetében szignifikdnsan csokkent a pM@T €s 48A-C. abra
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47. abra. A sperma-ikra arany meghatarozasa sorarbgzitett pMOT (A), termékenyiilés (B), és
kelés eredmények (C) adriai pér fajpanl=5). Az abrakon atlagértékekés a hozzajuk tartozé
szorasok lathatok.A kiilonb6z6 betiik szignifikans kulénbséget jeldinek P<0,05).
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48. abra. A harom kilénbd® mélyhiitési moédszer dsszehasonlitasa soran mért pMOT (A),
termékenyilés (B), és kelés (CNE5). Az abrakon atlagértékek és a hozzajuk tartozézorasok
lathatok. A kildnbdzé betiik szignifikans kilonbséget jeldlinek P<0,05).

3.5.5. A lazacfélékben kapott eredmények értékelése

A sperma felolvasztasa utani tarolasé id pisztrangfélék esetében is nagy
gyakorlati jeleniséggel bir a mélyhés keltebhdzi szaporitasban vald
alkalmazasanak @észitésében (Golshahi et al. 2015, Nynca et all5&20
Eredményeim alapjan a sebes pisztré@alro truttam. fario) sperma esetében a
tarolasi idvel szemben mutatott tolerancia kiemelieek bizonyult. Az
irodalomban tébb mint 30 éve tartotta magat a nhegidhs, hogy pisztrangfélék
esetében 30 masodperccel a felolvasztas utan rentopgen csokken a sperma
termékenyitképessége (Lahnsteiner et al. 1996c, Stoss és Hb#i@la).
Kisérletemben a sebes pisztrang esetében 60 peacdelolvasztas utan is jo
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termékenyulést tudtam elérni. Nynca et al. (201®g)ataki szajbling Jalvelinus
fontinalig), Golshahi et al. (2015) a kaszpi sebes pisztr@amg@®almo trutta caspiys
esetében ért el hasonlé eredményt 60 perces tasol@. A marvanypisztrang
(Salmo marmoratyssperma nem mutatott hasonld ellenalloképességatkenynek
bizonyult a tarolasi iéke. A sebespisztrdng-spermaban mért magas motilitas
kimagaslé eredménynek bizonyult. Korabbi irodalndamk a pisztrangfélék
esetében jelentkézalacsony felolvasztas utani mozgasi képességramoltak be
(Dziewulska és Domagala 2013). Kutatasom, valamiitynca et al. (2014) altal
kozolt eredmények bizonyitottak a sebes pisztrarsgtében a mélyiés
alkalmazhatésagat. Vizsgalataim a sebes- és mamisanang-sperma eli@r
tolerancidjat igazoltdk a mélités és a felolvasztas utani tarolas soran.

Az adriai pér Thymallus thymallys esetében az optimalis felolvasztott
sperma:ikra arany meghatarozasa és a nitdgh mddszerek 6sszehasonlitasa
egylittesen a fagyasztds modszerének egységesitésigalta. Az 5101
spermium/ikra arany a kontrollhoz hasonlé magasdé&enyilést eredményezett. Az
eredménnyel bizonyitottam, hogy a Nynca et al. §201altal hasznalt 1:20°1
spermium/ikra aradnynal joval alacsonyabb mennyisé&permium is sikeres
termékenyllést eredményezhet.

A kiulénb6z mbdszerek 6sszehasonlitasa soran Lahnsteiner(&@986d) altal
kozolt mélyhitési protokoll niikodott a legkisebb hatékonysaggal. Az altalam
hasznalt (Horvath et al. 2012) és Nynca et al. $8)Imodszere a kontrollhoz
hasonlé termékenyllési eredményt hozott, mely a spg@ma-meélytites
alkalmazhat6sagat bizonyitotta két kilonbdajarassal. Gyakorlati szempontbdl
gazdasagosabb az altalam alkalmazott 0,5 mliszahma méret, szemben a Nynca
et al. altal alkalmazott 0,25 ml-esiigzalmaval, hiszen egyididgg tébb spermium
mélyhitését teszi lehévé a kétszeres kapacitas. A modszeremben haszfais1
higitasi arany, szemben az 1:5 arannyaljlsb fagyasztott mintat eredményez, mely
tovabb novelheti a spermabank hatékonysagat (tpbbrsum all rendelkezésre a
termékenyités soran).
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3.6. Uj tudomanyos eredmények

1.

2.

Meghataroztam a Iénai és vagotok sperma felolvasztatani
felhasznalhatésaganaldlobn korlatait (Iénai tok: 6 Ora, vagotok: 2 ora).
Kidolgoztam egy hatékony spermavizsgélati (moddsit@hnsteiner féle
immobilizalo illetve aktivalo és altalanos sigétieio) és két melyhitési
mobdszert a sugér fajpan [moédositott Tanaka hiditdQ és 1:20 higitasi
arany, 3 cm-en a folyékony nitrogéfizgben 3 percig, vagy programozhato
fagyasztd berendezésselitgs kezdete: 7,5 °C,utés befejezése: -160 °C,
hiitési sebesség: 56 °C/perc)]. A fagyasztas kis y n@ennyiséd minta
esetében egyarant magas termékenyilést eredményezet
Egységesitettem a pontysperma mélghének egyes paramétereit (pér
higitd, 1.9 higitasi arany). A modszert sikeresmzteltem nagy mennyisig
sperma meélytitése soran (programozhaté fagyaszté berendezét®s h
kezdete: 7,5 °C,itiés befejezése: -160 °Gjthsi sebesség: 56 °C/perc).
Meghataroztam a sebes pisztrang és marvanypisztrarayhitott
spermajanak fejés utani felhasznalhatésaganélberd korlatait (60, illetve
10 perc). Utdbbi esetében Kkisérletesen bizonyitptthogy a metanol
eredményesebben alkalmazhatédayag a spermamélités soran, mint a
DMSO. Az adriai pér sperma esetében eredményeskalmalzhato,
felolvasztas utani alacsony spermium/ikra aranyl@1) megéllapitottam,
valamint Kkisérletesen kivalasztottam a fagyasztasans j6I mikdds
leggazdasagosabb mdédszert (Horvath et al. 2012).
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3.7. Javaslatok

Eredményeim alapjan, a gyakorlati alkalmazas, villeta kisérletes
kortlmények kdzott végzett vizsgalatoksdgitése céljabdl a kdvetkepvaslatokra
szeretném felhivni a figyelmet:

1. Javaslom a mélytott Iénai toksperma felhasznalasat legfeljebbavalr mig
a vagotokét legfeljebb 2 6raval a felolvasztastdiden.

2. A slugérsperma miisitése soran a mintak kihigitasara javaslom a nitadios
Lahnsteiner féle immobilizald, aktivalasara pedignadositott Lahnsteiner
féle aktivalo vagy az altalanos siigéraktivalo atlatasat.

3. A sugérsperma mélyitése soradn javaslom az 1:10-es higitasi arany, a
modositott Tanaka higité és a programozhat6 berésdeasznalatat.

4. A ponty esetében az 1:9-es higitasi arany és ahfmptdo alkalmazasat,
valamint a programozhat6 berendezés felhasznalasat.

5. Javaslom a mélytott marvany- és sebes pisztrdng sperma felhastnala
legfeljebb 1 éraval a felolvasztast kowen.

6. Az adriai pér sperma mélgtésére javaslom Horvath et al. mddszerét,
tovabbéa termékenyitésnél azls":1-es spermium-ikra aranya alkalamazasat
a felolvasztast kovéen.
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4. OSSZEFOGLALAS

Kutatisom soran két tokféle (Iénai toldc{penser baer)i és vagotok
(Acipenser gueldenstaedjii ponty Cyprinus carpi9, sebes pisztrangélmo trutta
m. fario) és marvanypisztrangélmo marmoratys valamint adriai pérfhymallus
thymallug fajok esetében a sperma tarolhatésagat vizsgakkama mélytités
egységesitését végeztem el. A sugéer¢a fluviatili és kilénbd& aranyhal
(Carassius auratys valtozatok esetében a sperma @ésiygvizsgalatanak,
tarolhatosaganak optimalizalasat és effektiv faggasanak fejlesztését hajtottam
végre.

A lénai tok és vagotok esetében a felolvasztas utémtem a sperma
motilitasat és membran-integritasat 12 oran keiksat mintakat 4 °C-on taroltam.
A lénai tok sperma felolvasztasa utan atlagosagjtaksfele mozgott (50+24%). A 6
és 12 ket ora kozott meért motilitas értékek stikadag szignifikans kilénbséget
mutattak a kozvetlentl a felolvasztds utan méragas motilitashoz képest. A
spermiumok életképessége jels®n nem valtozott. Kbzvetlenll a vagotok sperma
felolvasztasa utan 32+10%-0s motilitAst mértem. &lagos motilitasi értékek 2,
illetve 12 ¢6ra tarolasi i ko6zott mar szignifikansan alacsonyabbak voltak a
kozvetlendl felolvasztas utan mért eredményhez $t¢épehosszu idéj tarolds nem
volt negativ hatassal a vagotok mdiigtt spermiumainak membranszerkezetére.

A sugérben végzett kutatdsaim soran meg kivantamardzi egy, a
spermavizsgalathoz elengedhetetlen, jdlkéds immobilizalé és aktivalo oldatot.
Teszteltem a frissen lefejt sperma tarolhatés&&Cq) kihigitott (6 6ra) és nativ
allapotban (1 o6ra). A mélyitési mddszer kidolgozasa és optimalizadlasa soran
dsszehasonlitottam kulonk®zigitokat, higitasi aranyokat, valamint aktivaioka
Megvizsgaltam a sperma felolvasztas utani tarol@at, a sejtkoncentracié és az
ekvilibracios id hatasat. Atilltettem a laboratériumi korulményekatd hitskereten
és polisztirol dobozban jol #Whod6 modszert egy kontrollalt kdérulmeényeket
biztositd, nagy mennyiség miszalma mélytitésére alklamas fagyaszto
berendezésre. Termékenyitést végeztem kis- és nagynyiségben mélyiott
sperma alkalmazasaval. Az immobilizal6 kivalasztésadn a legmagasabb
progressziv motilitds értékeket 0, 2, 4, és 6 ddgitott tarolast koveéen
Lahnsteiner féle immobilizalo (Li) esetében rogtém. A motilitAs cstkkenése a
tarolasi id soran kisebb meértékvolt a Lahnsteiner féle immobilizalo oldat
esetében, mint pér higité (Ph) és Tanaka higity iBkznalata soran. Az aktivalo
oldatok Osszehasonlitasa soran a ponty aktivalg TBa11%), Lahnsteiner féle
aktivalo (La, 75£16%), Woynarovich oldat (Wo, 76248 és slugér aktivalo (Sa,
68+16%) esetében a 10 masodpercnél meért progressailitas nem kilonbdzott
szignifikansan. Harminc masodperc elteltével minyilegrizsgalt aktivaléo oldat
esetében 5 % ala csokkent a motilitas. Husz masodpatt a legkisebb meérték
motilitascsokkenést La-nal mértem. A 6 6ras nadiwlas soran a motiliths 2 ora
elteltével szignifikAnsan csokkent. A Th (5414 égdmenyesebbnek bizonyult a
sugérsperma mélyikésénél, mint a Li (19£17%). A legmagasabb mottitdz 1:20
higitasi aranynal mértem. A felolvasztott spernralésanal a motilitas negyed 6ra
utdn csokkent, &m szignifikAns csokkenést csakaZetieltével tapasztaltam. A kis
mennyiségben melyitdtt sperma termékengiképessége szignifikansan csokkent,
de az elért termékenyllési ardny magas volt (@srma: 8615% és mélitott
sperma: 75+6%). A vizsgalatban meért progresszivilitdst értékek nem mutattak
szignifikans kilonbséget (friss sperma: 76+24% é$/hitott sperma: 58+25%). A
CRF esetében a pMOT és VCL értekek a friss spermuaisaonyitva nem mutattak
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szignifikans csokkenést. Attbdobozban fagyasztott mintaknal a paraméterek
(pPMOT, VCL) értekei szignifikansan kiulénboztek ankwll csoportétol. Az 1:20
higitasi ardny mellett a CRF-fel mélitbitt csoportban a pMOT szignifikAnsan
magasabb volt, mint 1:5 higitas esetében. Szigmfkn magasabb VCL értékeket
mértem 1:20 higitasi arany alkalmazasa soran, Iminés 1:10 aranyok esetében. A
PMOT és STR értekek esetében nem talaltam szigmdikkilonbséget a kihigitott
mintak kozott a kilénbdz ekvilibracios idk (0, 30 illetve 60 perc) esetében. A
felolvasztott sperma motilitas paraméterei nem ksitek a 60 perces ekvilibracios
id6 hatasédra. A pMOT értékek-higitasi aranp=Q,7), és pMOT értékek-
sejtkoncentraciopE0,1) kozott korrelaciot nem tapasztaltam. A tdsz&tivalok
kozott nem fedeztem fel kilénbséget a  kilérdbozidépontokban
(0,10,20,30,60,90,120 mp) rogzitett pMOT, VCL ésRSparaméterek vizsgalata
soran. A felolvasztott sperma motilitasa mindentkese csokkent 30 masodperc
elteltével mind a négy aktivaldé hasznalatakor. Agyhamennyiséd szalma
mélyhitése soran optimalis pMOT (37+7%), VCL (92ti0/s), és STR (89+3%)
ertékeket rogzitettem megfaleszoras értekekkel. A felolvasztott sperma esetében
kivald, 72+14%-o0s termékenyulést mértem.

A pontysperma fagyasztasanak optimalizalasa so&h @erces ekvilibracios
id6, kilonbod®d higitok, higitasi aranyok, aktivalod oldatok, éslyhétési moédszerek
hatasat vizsgaltam. Meghataroztam egy lehetségkdvasztas utani tarolasi
idétartamot, valamint fagyaszt6 berendezés alkalmazghght teszteltem
nagymennyiséig pontysperma melytiése soran. A higitas és felolvasztas utan mért
PMOT, VCL és STR értékek nem csokkentek szignifdemaz 60 perc ekvilibracios
id6 hatasara. A mélytiés hatasara a pMOT és VCL cstkkenése volt medfigige
mindharom felolvasztott csoportban. Hasonlé madslitértékeket rogzitettem a
hiitédoboz és a fagyasztd berendezés segitsegével itidtylsperma esetében.
Szignifikhnsan magasabb pMOT és VCL értékek voltakgfigyelhebek pér
higitoval, mint a HBSS-el és a szeminalis folyadgklR legmagasabb felolvasztas
utani pMOT és VCL a pér higité esetében 1:9 (pM&d+12%, VCL: 769 um/s)
és 1:20 (pMOT: 49+8%, VCL: 766 pum/s) higitas nteNelt megfigyelhet. A pér
higitdé esetében szignifikhnsan magasabb pMOT és &ttdkeket mértem 1:5, 1:9
és 1:20 higitasi aranyok mellett, mint a modositatltozatban. A vizsgalat soran 60
masodperc elteltével a ponty aktivalo (Pa, 28+7%)désztillalt viz (Dv, 5+7%)
esetében egyarant mar szignifikAnsan alacsonyab®TpMrtékeket rogzitettem,
mint 10 masodpercnél (Pa: 50+6%, Dv: 55+11%). Atpaaktivalo alkalmazasa
soran a desztillalt vizes aktivalashoz képest #figmsan magasabb értékeket
mértem pMOT és VCL esetében 60 masodperc, STR beset60 masodperc
elteltével. A Pa-val aktivalt csoportokban még I#c elteltével is mértem aktiv
mozgast. A mélyiitdtt pontysperma pMOT, VCL, STR értékei nem csokélerl,
illetve 6 Oras felolvasztas utani tarolas soran.nAgymennyiség miszalma
mélyhitése soran a termékenyités szempontjabol ideal@p7+5%) VCL (62+9
um/s) és STR (91+1%) eértékeket rogzitettem. A fagi@t sperma esetében
32+6%-0s termékenyilést tapasztaltam.

Kllénb6 aranyhal valtozatok spermajan végzett kutatasoknsegy kevert
alloméanyon dlvizsgalat keretében a frissen lefejt sperma tatoH#mat teszteltem 4
°C-on illetve 20 °C-on, 27 o6ran keresztil. A fekéedeszkopszetsy Oranda, é€s
Calico aranyhalak esetében a sperma tarolhatoga®@ton vizsgéltam fejés utén
48; felolvasztast kovéen 6 oran keresztil. Osszehasonlitottam a harotozadita
jellemz sejtdiriséget, valamint az Oranda és Calico aranyhalalendalékenyitést
végeztem. A kevert allomanyon végzett vizsgalatlalefejt sperma mintak pMOT
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értékei nem csokkentek 10 6ras tarolas alatt. £-o1 tarolt mintdk esetében még
27 Ora elteltével is pMOT-t mértem (64+15%). A fakeeleszkdpszeinés Calico
aranyhal sperma motilitas paraméterei nem csokkentérolas hatasara. Az Oranda
valtozat esetében pMOT és VCL 48 odra o6ra elteltéaekontrollhoz képest
szignifikans csokkenést mutatott. A 3 féle aranytgperma sejtgsiisége
szignifikansan nem kulonbozott. A fekete teleszképsi és Oranda valtozatok
mélyhitott spermdjanak felolvasztas utani pMOT, VCL eéREFtékei 6 Oras tarolas
soran nem csokkentek szignifikAnsan. Calico ardbgina 6 Ora elteltével
szignifikansan alacsonyabb pMOT-t rogzitettem, nfinbranél. Az Oranda (friss:
7219%, mélylitott: 14+2%), illetve Calico (friss: 63£17%, meéljitt: 23+6%)
valtozatok mélyhitott spermaja alacsony termékenyulést eredményezett

A sebes pisztrangban végzett kutatasban a feldbsszani tarolhatésagot
(0,10, illetve 60 perc) vizsgaltam. A marvanypiamty esetében kilonb®z
védbanyagok, valamint a felolvasztas utani tarolhatoglagd: sebes pisztrang)
hatdsat mértem. Az adriai pérben kulortb&perma-ikra aranyok és méiihsi
protokollok hatasat vizsgaltam a mélys soran. A sebes pisztrang esetében a
legmagasabb pMOT (56+15%) és termékenytlilés (45+&¥%keket a felolvasztas
utan 10 illetve 60 perc elteltével rogzitettem. d&n mélylkitott csoportban
rendkivil magas, 50% feletti pMOT-t mértem. A marydisztrangban a metanol
esetében szignifikansan magasabb termékenyuléstkeddst rogzitettem a
felolvasztas utan 0 és 10 perc elteltével, mint\SD hasznélatakor. Szignifikans
csokkenést rogzitettem a termékenyllés eés kelégke&riél a metanol
alkalmazasaval a 0 és 60 perces tarolas kozott. MSO esetében hasonlo
eredményt tapasztaltam a 0 és10 perces, valandirdsa60 perces csoportok kozott.
A pérben végzett vizsgalatok soran a legmagasabitgkenyllést (60+7%) és kelést
(53+7%) az atlagosan 5x16permiumot szamlalé csoportban értem el, amefiss f
kontrolltdl szignifikdnsan nem kulonbozott (termaiélés: 68 + 3%, kelés: 55 +
3%). Lm-el szignifikAnsan alacsonyabb pMOT-ot émtkenyilést mértem, mint a
Hm esetében. Lm ugyan csak alacsonyabb keléstotiitaint Hm és a kontroll.
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5. SUMMARY

In my study, the standardization of sperm cryopreg@n and the evaluation
of effective post-thaw storage period were carpetin various sturgeon (Siberian
sturgeonAcipenser baerii,Russian sturgecAcipenser gueldenstaedtiicyprinids
(common cargeyprinus carpio goldfish-Carassius auratys salmonids (brown
trout- Salmo truttam. fario, marble troutSalmo marmoratusAdriatic grayling
Thymallus thymallysand in Eurasian perclPérca fluviatilig. The objective of our
experiments to improve or establish cryopresermatieethods and to optimize the
factors which can affect the process. The resuitaioed from the investigation can
support the successful integration of the spernopmgservation into the hatchery
practice.

Sperm quality in the endangered Siberian sturgeod the critically
endangered Russian sturgeon was investigated fapod following thawing using
a CASA (Computer assisted sperm analysis) systedh arviability (live/dead
staining—cell membrane integrity) assay. pMOT waslyzed in 1-hour, while
viability in 3-hour intervals. A sucrose-based exter and 10% methanol was used
for sperm cryopreservation. pMOT of Siberian storgeperm decreased from 50%
at the moment of thawing to 5% at 12 hours postttHa case of Russian sturgeon,
we found the same results, whereas the motilityedesed from 32% to 2%. A
significant reduction in Siberian sturgeon was obsg already after 6 hours
whereas in Russian sturgeon after 2 hours in casgrarwith 0 hour. Drastic
reduction of motility during post-thaw storage wed accompanied with decrease of
viability of sturgeon spermatozoa.

In the Eurasian perch, the selection of an efficisrTmobilizing and activating
solution for CASA analysis was carried out. The gilole storage time (4 °C) of
stripped undiluted native (1 hour) and predilutgebren (6 hours) were tested.
Through standardization of the cryopreservationcgss, an optimal extender,
dilution ratio and activating solution were selekcti our work, the effective storage
time following thawing was measured as well. Theat of equilibration time and
cell concentration on fresh and thawed sperm qualiere investigated. The
technique developed for a Styrofoam box, was adafutea controlled rate freezer.
Fertilization rate was performed both in small- amdreased-scale. Modified
Lahnsteiner immobilizing solution showed the higha®lOT at 0, 2, 4 and 6 h of
storage. Progressive motility showed lower decr@asase of modified Lahnsteiner
immobilizing solution during 6 hours storage thanmodified Tanaka extender or
grayling extender. Sperm activated with activatsoedution for cyprinids (78+11%),
modified Lahnsteiner activating solution (75+£16%y}YVoynarovich solution
(76x13%) and common activating solution for per@8#16%) showed similar
pMOT at 10 seconds after activation. At 30 secoafiisr activation progressive
motility decreased with every activating solutidiedow 5%. The lowest reduction in
progressive motility was measured during 20 secomitls modified Lahnsteiner
activating solution. pMOT decreased significantlyeady after 2 hours of storage.
Perch sperm cryopreserved with modified Tanaka nebde (54+14 %) showed
significantly higher progressive motility after thimg than with modified
Lahnsteiner immobilizing solution (19+£17%). Theutiibn ratio of 1:20 showed the
highest pMOT. Post-thaw sperm was sensitive tag®time however the reduction
of progressive motility was statistically signifidaonly after 2 hours. Thawed sperm
(small-scale) resulted in a high fertilization réf&+5%) compared to that with fresh
sperm (86+5%). Although, fertilizing capacity hasduced as a result of
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cryopreservation, progressive motility did not shawsignificant reduction in the
same experiment (76+24% in fresh sperm and 5824 %ryopreserved sperm).
Progressive motility and curvilinear velocity ofesp cryopreserved with CRF did
not reduce significantly compared to fresh spermampaters. On the other hand,
progressive motility and VCL of sperm cryopreservetth the conventional
Styrofoam box technique were significantly lower emhcompared to the fresh
control. Perch sperm cryopreserved with CRF atlation ratio of 1:20 showed
significantly higher pMOT than at a ratio of 1:5dashowed significantly higher
VCL than at dilution ratios of 1:10 and 1:5. Sigreint decrease was not recorded in
pMOT and STR among equilibrated groups for 0, 3t &0 minutes in diluted
sperm. After thawing, no decreasing tendency wasemied among different
equilibration times in all analyzed groups. No etation was observed among
progressive motility, dilution ratiopE0.7) and cell concentrationp=0.1). Similar
pMOT and VCL was measured with different activatisgjutions during a 120
seconds post-thaw activation time. Neverthelessrngpmotility reduced notably
after 30 seconds using all activators. Repeatabldity parameters with a moderate
variability were recorded after thawing of 57 steagpMOT: 37+7%, VCL: 9210
um/s, STR: 89+3%). Ten randomly selected straws framereased-scale
cryopreservation resulted in a very high fertilieatrate (72+14%).

Basic parameters of carp sperm cryopreservatiore weandardized using a
controlled-rate freezer. The effect of differenuiiration times, cryopreservation
methods, extenders, dilution ratios, activatingiBohs on the post-thaw motility of
common carp sperm was investigated. The suitabdé-thaw storage time-interval
as well as fertilizing capacity of cryopreservecersp was also examined. The
pMOT, VCL and STR values did not decreased siganfity during 60 minutes of
equilibration both in prediluted and thawed grouldetility parameters of thawed
sperm were similar for the two cryopreservatiorhteques. A significantly higher
pMOT and VCL was measured in thawed sperm cryopredewith grayling
extender compared to Hank’'s Balanced Salt SolufldBSS) and seminal fluid.
Using grayling extender, pMOT and VCL were sigrafitly higher at a dilution
ratio of 1:5, 1:9 and 1:20 than with the modifiechyding extender. The highest
pMOT and VCL was measured with grayling extenderaatatio 1:9 (pMOT:
52+12%, VCL: 769 pm/s) and 1:20 (pMOT: 49+8%, VCE6+6 pm/s). A
reduction in pMOT was recorded after 60 secondsgubbth activators (activating
solution for cyprinids: 28+7%, distilled water: 3#%j§ compared to 10 seconds
(activating solution for cyprinids: 50+6%, distllevater: 55+11%). The pMOT and
VCL were significantly higher using activating st for cyprinids after 60
seconds than with distilled water. STR was notdbgher after 90 seconds with
activating solution for cyprinids compared to dietl water. Six hours storage time
did not have a significant effect on the motilitsrameters of thawed carp sperm.
Agglutination was observed during cryopreservatafnelevated volume of milt.
Optimal pMOT (47+5%), VCL (62+9 um/s) and STR (9%)lwas measured after
thawing. A fertilization rate 32+6% with thawed spewas observed. In a mixed
goldfish population, the effective storage time(stl on 4 and 20 °C) after stripping
was measured for 27 hours.

The effective storage time after stripping (forlgurs in 6 hours intervals) and
after thawing (for 6 hours in 2 hours intervals)Black moor, Oranda, and Calico
goldfish types was also investigated. The varigbitf sperm density was also
investigated in all lines. Fertilization was cadrieut with cryopreserved sperm in
Oranda and Calico types. pMOT did not reduced 8aamtly trough 10 hours
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storage in the mixed goldfish types, however ntgtivas measurable after 27 hours
only in the group stored at 4 °C (64+15%). A sigraiht reduction was detected in
pMOT and VCL in Oranda type at 48 hours. pMOT, VGInd STR did not
decreased significantly for 48 hours in Black maad Calico goldfish. A similar
cell concentration was calculated among the thrageties. In Calico, pMOT
decreased significantly 6 hours after thawing campga 0 hour whereas VCL and
STR showed no reduction. pMOT, VCL and STR was Isinin Oranda through 6
hours of post-thaw storage. A parallel tendency al@served in Black moor. A low
fertilization rate was revealed in Oranda (conti2+9%, cryopreserved: 14+2%)
and Calico (control: 63+17%, cryopreserved: 23x@fldfish using cryopreserved
sperm.

The applicable post-thaw storage time (0, 10, 60) mas investigated in the
brown and marble trout. The effects of differenyaprotectants (DMSO and
methanol) on the sperm quality following thawing time marble trout was also
measured. Various sperm to egg ratios and repditeezing protocols were
compared in the Adriatic grayling. The highest pM(®b+15%) and fertilization
rate (45£22%) were measured in the brown trouDaarid 60 minutes after thawing.
Furthermore, cryopreserved groups showed a high pNERove 50%) following
thawing. In the marble trout, significantly highfertilization and hatching rate were
measured at 0 and 10 minutes after thawing in #s& ©f methanol compared to
DMSO. A significant reduction in fertilization arfdhtching rate was recorded using
methanol between 0 and 60 minutes. The similar elecyl was observed with
DMSO between 0 and 10, and 0 and 60 minutes. Tgieeht fertilization (60+7%)
and hatching rate (53+7%) were measured in theafidrgrayling using a sperm to
egg ratio 5x181 whereas a similar result was observed in thshfreontrol
(fertilization rate: 68 * 3%, hatching rate: 55 %8B The method reported by
Lahnsteiner et al. (1996d) showed a significartlydr pMOT and fertilization rate
compare to the method presented Horvath et al (2QiRewise, a significantly
lower hatching rate was recorded using the methddighed by Lahnsteiner et al.
(1996d) than with the method presented by Horvétlale(2012) and the fresh
control.
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7. KOSZONETNYILVANITAS
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fejlédésem disegitésére. Anyagiakat €s energiat, nem sajnaludt jAozza szakmai
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Kilon szeretnék koszonetet mondanDa Daniel Zarski-nak, aki nélkiil csupan csak a
kisérletek toredéke valdGsulhatott volna meg. Tudorszeretete és szakmai nyitottsaga,
isnpiraltak munkamat. Sokat készonhetek Bokor Zoltannak, aki kapcsolataival, és
szakmai tudasaval nagyban hozzajarult a munkdam zeegzéséhez, a tenyészallomanyok
beszerzéséhez. A mélitieés soran aktivan részt vallalt a kisérletek kigzéséeben. Halaval
tartozom Véarkonyi Leventének, aki a kisérleteim sordn a halak életben tartasaba
oroszlanrészt vaéllalt. A rendszerek épitékérkarbantartasarol, valamint a halak
gondozasarol szamos informacidval latott el. Mindhék személyében egy j6 kollégat és
baratot ismerhettem meg.

Tobb szakember, cég és szervezet segitette munKhalaivarsejt, keltéikapacitas stb.),
akiknek ezért nem @ygok elég halas lenni:

Hoitsy Gyorgy, Hoitsy és Rieger Kft.

DuSan JesenSekTolmini Horgasz Egyesiulet, Szlovénia
Ittzés Istvan, a Tanszék kollégaja és egyeni vallalkozo
Szabé Zoltan egyéni vallalkoz6

Ifj. Radoczi Janos Szabolcsi Halaszati Kift.

Deli Zsolt

Kovasznai Szasz BélaAranyponty Zrt.

Béke Horgasz EgyesuletGodolb
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Kbdszonettel tartozom a kovetkezpdlyazatoknak, melyek keretein belll kisérleteimet
végeztem:

COST Action FA1205 AQUAGAMETE

EUREKA_HU_12-1-2012-0056

GOP-1.1.1-11.2012-0306

Kutaté Kari Kivalésagi Tamogatés - Research Ceuitiexcellence-9878/2015/FEKUT
TAMOP 4.2.2/B-10/1-2010-011

Halamat szeretném kifejezni a Warmia és Mazuriaeksggy kollégainakpr. Katarzyna
Palinska-Zarska-nak, Dr. Stawomir Krejszeff-nek és Jarostaw Krél-nak, akik szivélyesen
alltak rendelkezésemre Lengyelorszagban a silgémarasyhal kutatbmunkam soran.
Tudasukkal és kozrefhodésukkel szamos kisérlet valdsult meg. Az altabidtositott
eszk6zOk és infrastruktira nagyban hozzajarultakgélataim sikeréhez.

Kdszonettel tartozom #&lalgazdalkodasi Tanszék teljes kollektivdjanak A kollégaim
segitsége nélkil nem tudtam volna megvaldsitaniodoknunkdmat. Szakmai segitséggel,
szellemi tamogatassal és adminisztrativ intézketté&ss egyarant megkonnyitették a
mindennapjaimat. Kulon kdészondém négy kolléganek, Kasa Eszternek, Szentes
Katalin Agnesnek, Kollar Timeanak, és Osz Agnesnekhogy faradsagos munkéjukkal
aktivan részt vettek a kisérletek megvalésitasalzan,eredmények meghatarozasaba.
Kbdszonettel tartozom, a hdrom év alatt szakmai téseen alatt dolgozé hallgatoknak,
Kajtar Alexandranak, Schmidt Dorottyanak, Kollar Ti meanak, Kaczkd Danielnek,
Koncsek Adamnak, és Szabdé Tamasnak hogy tiirelemmel &ltak szakvediet
tapasztalatlansagomhoz. Halas vagyok munkajukaotgalmukeért.

Végul hdlamat szeretném kifejezZbsaladomnak Az embert probalo pillanatokban tamaszt
nyujtottak és dit adtak nekem. Gyakran lelkesitettek a sokszor Zipsgs farasztd
kutatbmunka soran. Mindvégig teljes tAmogatasutetiek tanubizonysagot. Dolgozatom
odaadasuk nélkul nem johetett volna Iétre.
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