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1. BEVEZETES

A halsperma-mélyhiités a genetikai tartalékok megorzése és a
gyakorlati  allattenyésztés sordn egyarant nagyon fontos
biotechnoldgiai eljaras. A sperma fagyasztasos taroldsanak szamos
elonye lehet, pl. az aszinkron gametogenezis soran mind a két
ivarban a legjobb mindségli ivarterméket hasznalhatjuk,
egyszerisitheti a termelést, lehetové teszi az ivarsejtek szallitasat és
kereskedelmét, segiti a veszélyeztetett fajok megmentését, a
genetikai szelekciot €s iranyitott tenyésztést, valamint a génbankok
létrehozasat (Cabrita et al. 2010). A halak esetében az els sikeres
spermamélyhiités egyidés mas haziallatokéval, &m mig a nagytestii
emldsok korében az elmult tobb mint 50 évben a moddszer tobb
millard dollaros iizletdggd ndtte ki magat, addig a halak esetében a
gyakorlati alkalmazas tovabbra is varat magéra.

A  mélyhités gazdasdgossaganak ndvelése és  sikeres
alkalmazéasanak egyik alapfeltétele a modszerek fejlédése (Tiersch
2008). Az egységes modszertan hianya, valamint a kozolt metodikak
gyenge ismételhetdsége stlyos akadalynak bizonyult a sperma
manipuldcidjaval jard technikdk (pl. a mélyhiités) halgazdalkodas
gyakorlatdban valod elterjedésében (Cabrita et al. 2010, Tiersch
2008). Az eredményeket egy egységes rendszerbe kell beépiteni,
amely a szaporodasbioldgiai €és genetikai informaciot egyarant
magaba foglalja. A rendszer részét kell, hogy képezze a mintak
hosszii tava hatékony ¢és szelektiv taroldsa, valamint azok
mindségének ellendrzése. Az infrastruktura fejlesztése keretében
adatbazisok ¢és tarold allomasok létrehozasaval mindenki szamara
elérhetévé valhat ez a szolgaltatds. A folyamatban fontos szerepe
lehet a kutatomunka mellett a gyakorlati szakemberek képzésének.
A moddszerek elterjedésének és gyakorlati alkalmazédsanak
elengedhetetlen feltétele az anyagi hattér megteremtése. A
nemzetk6zi menedzsment, tamogatdsi rendszerek és pénziigyi
alapok nagyban meggyorsithatjdk a sztenderdizacios folyamatot
vilagszerte (Aquagamete Cost Action 2015, Tiersch 2008).



1.1. Célkitiizések

Kutatasom soran a kovetkezo Kkisérletek megvalositasat tiiztem
ki célul:

1. A mélyhiitott sperma felolvasztas utani tarolhatosaganak
vizsgalata a természetvédelmi €s gazdasagi szempontbol
egyarant jelent0s Iénai tok (Acipenser baerii) és vagotok
(Acipenser gueldenstaedtii) fajokban.

2. A sligérsperma mindségvizsgalatanak ¢és mélyhiitésének
optimalizécioja.

3. A pontysperma (Cyprinus carpio) mélyhiitésének
sztenderdizacidja.

4. A sperma tarolhatoésaganak vizsgalata ¢s mélyhltése
kiilonbozd aranyhal-valtozatokban.

5. A sebes pisztrang (Salmo trutta m. fario) ¢és
marvanypisztrang  (Salmo  marmoratus)  mélyhttott
spermdjan a felolvasztas utani tarolhatdsag vizsgalata, illetve
az utobbi faj esetében a metanol és dimetil-szulfoxid
(DMSO) mint védéanyagok 0sszehasonlitasa. A felolvasztas
utani sperma-ikra arany meghatarozasa ¢és kiilonb6zo
spermamélyhiitési modszerek 0Osszehasonlitdsa az adriai
pénzes pérben (Thymallus thymallus).



2. VIZS(}ALATOK, EREDMENYEK ES
KOVETKEZTETESEK A KULONBOZO RENDSZERTANI
CSOPORTOKBAN

2.1. A spermavizsgalat és -mélyhiités részfeladatainak altalanos
osszefoglalasa

A vizsgalt halfajokban a hasznalt modszertan egy része
megegyezett. Az anyakat nedves torolkozore helyeztem, és a hasfal
masszazsaval nyertem ki az ivarterméket. A tejet minden esetben 4
°C-on, az ikrat fajtol fliggben (meleg ¢és hideg vizben ivo)
keltetbhazi  korilmények kozott, illetve szintén 4 °C-on
(hiitészekrényben) taroltam. A friss és felolvasztott spermamintak
motilitdsat szamitogépes spermavizsgald berendezéssel (CASA)
rogzitettem. A munkam soran két kiilonb6z6 rendszert alkalmaztam.
A magyarorszagi ¢€s szlovén vizsgalataimban a Sperm VisionTM v.
3.7.4.  (Minitube of America, Venture Court Verona),
Lengyelorszagban végzett kutatdsaimban a Sperm Class Analyzer v.
4.0.0. (Microptic S.L., Barcelona) rendszereket hasznaltam. A
sperma aktivacidjat Makler-kamraban (Sefi-Medical Instruments
Ltd.) végeztem fajspecifikus, vagy a kisérleti beallitdsnak megfeleld
oldattal. Az aktivalé oldatokhoz minden esetben 0,01 g/ml
szarvasmarha szérum albumint (BSA) kevertem, meggatolva ezzel a
sejtek letapadasat. A méréseket minden esetben legalabb 2
ismétlésben végeztem el. Kisérlettdl fiiggden a sperma progressziv
motilitdsat (pMOT), az egyenletes ivmozgas sebességét (VCL) és a
sejtek egyenes vonali mozgasanak aranyat (STR) rogzitettem
(WHO 2010). A paraméterek kivalasztasa irodalomban megjelent
kozlemény alapjan tortént (Rurangwa et al. 2004, WHO 2010a,
Wilson-Leedy ¢és Ingermann 2007). A 3 paraméter a mozgas 3
kiilonbozd tulajdonsagat irja le. A sejtslirliség meghatarozasara
Biirker-tipusu sejtszamlalé kamrat (Marienfield Superior, Paul
Marienfield GmBH), valamint fénymikroszképot (Nikon Eclipse
E600, Auroscience, Budapest) hasznaltam. A mélyhiités soran 0,5
ml-es miiszalmakat alkalmaztam. A mintakat kiilonb6z6 higitokban
immobilizaltam (vizsgalat szerint), és 10% metanollal (véddanyag)
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kevertem 0Ossze. Kutatdsomban a kisérlettdl fiiggéen kétféle
mélyhtitési modszert vettem igénybe. A polisztirol hiitédoboz
(folyékony nitrogénnel 3 cm magasan feltoltve) alkalmazasa soran a
mintakat egy 3 cm vastag hiitokereten 3 percig fagyasztottam, majd
a szalmakat a nitrogénbe helyeztem 5 percre (Horvath et al. 2012).
A masik eljards soran a spermat egy programozhatdé mélyhiito
berendezésben (CRF, IceCube 14s, IceCube Series v. 2.24, Sy-Lab,
Neupurkersdorf) fagyasztottam le (kiinduldsi hdmérséklet: 7,5 °C,
végpont: -160 °C, hiitési sebesség: 56 °C/perc). A programot a sligér
fajban végzett kisérletek sordn dolgoztam ki. A miiszalmakat 10
(Bio 20, Statebourne Cryogenincs) vagy 35 l-es (VWR XSS 48/10,
VWR Inernational, Debrecen) tgynevezett kaniszteres kannaban
taroltam. A mintdkat vizfiirddben (ThermoHaake P5, Thermo
Electron, Waltham) olvasztottam fel 40 °C-on 13 masodpercig
(Horvath et al. 2012). A termékenyiilést sztereomikroszkoppal
hataroztam meg (Leica MZ16.5, Wetzlar, Carl Ceiss Jena Technical
Carl Zeiss GmbH). Az adatok eclemzését minden esetben a
Microsoft Excel (Microsoft, Redmond), SPSS 14.0 (SPSS Inc.,
Chicago) ¢és GraphPad Prism 5.0 for Windows (GraphPad, La Jolla,
California) programok felhasznalasaval végeztem. A csoportok
normal eloszlasat Kolmogorov-Szmirnnov, Shapiro-Wilk, és Jarque-
Berraval tesztekkel ellendriztem. A normal eloszlast nem mutato
adatsorokat  logaritmizaltam  (VCL), vagy arkusz-szinusz
négyzetgyok fiiggvénnyel (pMOT, STR, termékenyiilési arany)
transzformaltam. A kiilonb6zd csoportok 0sszehasonlitasanal
egyszempontos, illetve  tobbszempontos  varianciaanalizist
(ANOVA), Kruskal-Wallis-, Student-féle fiiggetlen kétmintds t-
probat, Welch- valamint Mann-Whitney-teszteket alkalmaztam. A
csoportok kozotti kiilonbségek kimutatdsdhoz Dunn-, Tukey-,
Bonferroni-, vagy Dunett-T3 post-hoc teszteket hasznaltam. A
valtozok kozotti Osszefiiggések vizsgalatanal altalanositott linearis
modellt és  tobbtényezds  regressziot  alkalmaztam. A
hipotézisvizsgalatot minden esetben P<0,05 szignifikancia szinten
végeztem. A felhasznalt vegyszereket a Reanal (Budapest), POCH
(Gliwice, Lengyelorszag) ¢és Sigma-Aldrich (Budapest) cégektol
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szereztem be. A fentiekben részletezett modszertantol vald
eltéréseket, valamint a modszerek egyedi alkalmazasat a
tovabbiakban az adott fejezetben kiilon ismertetem.

2.2. Vizsgalatok tokfélékben (Acipenseridae)

2. tiblazat. Altalanos médszertan a tokfélékben.

Vizsgalt fajok 1énai tok és vagotok (2-2 tejes)
Motilitasviszgalat vizualisan fénymikroszkoppal (friss sperma) és CASA
berendezéssel (felolvasztas utan), aktivacio: sooldat
(Horvath szobeli kozlése alapjan)
Mélyhiités modositott Tsvetkova-féle higité (Glogowski et al. 2002),
1:1 higitasi arany

MéElyhiitott toksperma felolvasztas utani motilitdsvizsgalata (N=10)

A mélyhutott 1énai tok és vagotok spermatételeket a felolvasztas
utdn 12 oran keresztiil taroltam (pMOT: 6ranként).

Mélyhiitott toksperma felolvasztas utani életképesség-vizsgalata
(N=10)

A mintdkat 12 6ran at taroltam ¢és 3 Oranként festettem meg
sejtfestékekkel (SYBR green-ép és PI-sériilt).

2.2.1. A tokfélékben végzett vizsgdlatok eredményei

A Iénai tok sperma 6 ¢és 12 o6ra kozott mért motilitds értékei
statisztikailag szignifikans kiilonbséget mutattak a kozvetleniil
felolvasztas utan mért atlagos motilitdshoz képest (50+£24%). A
spermiumok életképessége szignifikdnsan nem csokkent. Az atlagos
motilitasi értékek a vagotok esetében 2, illetve 12 ora tarolési ido
kozott mar szignifikansan alacsonyabbak voltak a kozvetleniil
felolvasztds utdn mért eredményhez képest (32+10%). A
spermiumok membran-integritas vizsgalata lénai tokhoz hasonld
eredményt mutatott.



2.2.2. A tokfélékben végzett vizsgdlatok alapjan levonhato
kovetkeztetések

Eredményeim alapjan kijelenthetem, hogy mindkét altalam
vizsgalt tokféle spermdja felolvasztas utan hosszu ideig tarolhatd. A
két faj koziil azonban a vagotok-sperma érzékenyebbnek bizonyult.

2.3. Vizsgalatok a siigér fajban

3. tablazat. Altalanos médszertan a siigérben.

Alloméany 120 tejes és 36 ikras
Motilitasvizsgalat kétféle CASA rendszer alkalmazésa (friss és felolvasztott
sperma, 2.1. fejezet)

Oldatok Immobilizald oldatok és higitok: Ph, Th, Li
Aktivalo oldatok: Pa, Sa, La, Wo
Mélyhiités hiitédoboz és CRF (2.1. fejezet)

2.3.1. A siigérsperma mindségvizsgalatanak és mélyhiitésének
optimalizdcidja

A mélyhtités soran minden esetben hiitddobozt alkalmaztam.

A legjobb immobilizald oldat kivélasztdsa (N=10)

A Th, Ph és Li oldatoknak a motilitdsra gyakorolt hatasat
hasonlitottam 0&ssze 6 Oras higitott tarolas soran (pMOT: 2
oranként).

A legjobb aktivald oldat kivéalasztasa I. (N=10)

A vizsgalatok soran négyféle aktivalo oldatot (Pa, Sa, La és
Wo) hasonlitottam 6ssze (pMOT: 10, 30, 60, 90 és 120 mp-nél
rogzitve).

A legjobb aktivalo oldat kivalasztasa I1. (N=10)

A fentebbi vizsgalatot modositva, az adatokat 10, illetve 20
mp-nél rogzitettem.

A frissen lefejt siigérsperma tarolhatdésaganak vizsgélata (N=10)

A mintakat elShigitatlanul taroltam (6 o¢ra) és oOranként
megmeértem motilitasukat.



A legjobb spermamélyhiitéshez hasznalt higitd kivalasztasa (N=7)

Vizsgalatom soran a Th-t és Li-t mint hitdmédiumot
hasonlitottam Ossze. A spermat 1:40 aranyban higitottam.
A legjobb spermamélyhiitésnél alkalmazott higitdsi ardny
kivalasztasa (N=10)

A mélyhités (Th) soran a kovetkezd higitasi aranyokat
teszteltem minden spermaminta esetében: 1:1, 1:5, 1:10, 1:20, 1:30,
1:40.

A felolvasztott siigérsperma tarolhatdséaga 1, illetve 6 6ran keresztiil
(N=10)

A felolvasztott mintakat (Th, 1:20) 1, illetve 6 6ran keresztiil
taroltam, rogzitve a motilitast 15, illetve 120 perces
id6intervallumokban.

A felolvasztott siigérsperma termékenyitoképessége (N=9)

A mélyhiitott (Th oldat hasznalataval, 1:20-as higitasi arany)
¢s a felolvasztott mintakkal termékenyitést végeztem.

2.3.2. Két spermamélyhiitési modszer dsszehasonlitdsa a siigér
fajban

A két mélvhiitési modszer 6sszehasonlitasa (N=5)

A mélyhiités megkezdése eldtt a hiitési gorbét egy digitalis
hémérd-szenzor segitségével mértem meg 3 cm-rel a folyékony
nitrogén feliilete felett (hiitési program megalkotadsa a CRF-hez, 2.1.
fejezet). A mélyhtitést (Th, 1:20) polisztirol dobozzal, valamint
programozhat6 fagyaszt6 berendezéssel egyarant elvégeztem.

A megfeleld higitasi arany kivalasztasa a CRF-hez (N=4)

A felolvasztott (Th, CRF) sperma motilitdsat hasonlitottam
Ossze 3 kiilonbozo higitasi arany alkalmazasaval (1:5, 1:10, 1:20).
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2.3.3. Nagy mennyiségii ivasi idoszakon kiviil lefejt siigérsperma
mélyhiitése

Az ekvilibracids id6, kihigitott és felolvasztott sperma motilitdsara
kifejtett hatasanak vizsgalata (N=5)

Az eldhigitott és felolvasztott (Th, hiitédoboz, 1:20) mintak
motilitasat rogzitettem 0, 30, €s 60 perces ekvilibraciot kovetoen.
A felolvasztas utani progressziv motilitds, higitdsi ardny és
sejtkoncentracid kozotti sszefiiggés vizsgalata (N=5)

A felolvasztott (CRF, Th) sperma pMOT, sejtstirtiség (2.1.
fejezet) és higitasi arany (1:5, 1:10, 1:20) kozotti Osszefiiggést
vizsgaltam meg.

Felolvasztas utani mozgas iddtartam mérése (N=6)

A felolvasztott sperma motilitasat 10, 20, 30, 60, 90, illetve
120 perccel az aktivaciot (Pa, Sa, La, Wo) kovetden rogzitettem.

Szezonon kivil, nagy mennyiségben mélyhitétt sperma
felhasznalasa a termékenyités soran (N=6)

A 67 db mélyhttott (Th, 1:10, CRF) szalmabol 57-et
motilitas vizsgalat, 10-et pedig termékenyités soran teszteltem.

2.3.4. A siigér fajban végzett vizsgalatok eredményei

Az immobilizdld kivélasztasa soran a legmagasabb
progressziv motilitas értékeket 0, 2, 4 és 6 oras kihigitott tarolast
kovetden Lahnsteiner-féle immobilizald (Li) esetében rogzitettem.
Az aktivalo oldatok Osszehasonlitdsa soran, 30 masodperc elteltével
minden vizsgalt aktivalo oldat esetében 5 % ala csokkent a motilitas.
Husz masodperc alatt a legkisebb mértékii motilitascsokkenést La-
nal mértem. A tesztelt aktivalok kozott nem fedeztem fel
kiilonbséget a kiilonb6zo idépontokban (10, 20, 30, 60, 90, 120 mp)
rogzitett pMOT, VCL és STR paraméterek felolvasztast kovetd
vizsgalata sordan. A 6 Oras nativ tarolas sordn a motilitds 2 Ora
elteltével  szignifikdnsan  csokkent. A Th  (54+14%)
eredményesebbnek bizonyult a sligérsperma mélyhiitésénél, mint a
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Li (19£17%). A legmagasabb motilitast a kisérletek soran az 1:10 és
1:20 higitasi aranynal mértem. A felolvasztott sperma tarolasanal a
motilitds negyed 6ra utdn mar csokkenést mutatott, am szignifikans
csokkenést csak 2 ora elteltével tapasztaltam. A CRF és hiitédoboz
motilitds paraméterei szamottevoen nem kiillonboztek a felolvasztas
utan. A pMOT ¢és STR értékek esetében nem talaltam szignifikans
kiilonbséget a kihigitott mintak kozott a kiilonbozo ekvilibracios
idoék (0, 30 illetve 60 perc) esetében. A felolvasztott sperma
motilitds paraméterei nem csokkentek a 60 perces ekvilibracios 1d6
hatasara. A kis mennyiségben mélyhiitott sperma termékenyito-
képessége 75+6%, progressziv motlitasa 58+25% volt. A nagy
mennyiségli szalma mélyhiitése sordn optimalis pMOT (37+7%),
VCL (92£10 pm/s), STR (89+3%) értékeket, valamint magas,
72+14%-0s termékenyiilést rogzitettem.

2.3.5. A siigér fajban végzett vizsgdalatok alapjan levonhato
kovetkeztetések

A legalkalmasabb immobilizal6 oldatnak az Li bizonyult a 6
oras vizsgalat eredményei alapjan. A motilitds mérésére rovid 1d6
(10-20 mésodperc) all rendelkezésre, de az eljaras soran La sikkerrel
alkalmazhato. A felolvasztas utani aktivacios id6 vizsgélata hasonlo
tendencidt mutatott, mint a frissen lefejt sperma esetében. Az Sa
egyszeri Osszetételének koszonhetden konnyen adaptalhatd és
sztenderdizalhato aktivald a termékenyitési kisérletekben és a
keltet6hazi szaporitdsban egyarant. A friss és felolvasztott mintak
motilitdsat 2 oOra tarolas szamottevoen befolyasolta. Kisérleteim
soran eredményesen alkalmaztam a siigérsperma mélyhiitésére a
korabban eurdpai angolna sperma fagyasztasara hasznalt modositott
Tanaka higitot (Szabo et al. 2005). Vizsgalataim sordn a
stigérsperma nagyobb mértékii toleranciat mutatott a fagyasztas
okozta sériilésekkel szemben magasabb higitdsi aranyok mellett
(1:10 és 1:20). A kihigitott és felolvasztott csoportok progressziv
motilitds és STR értékeit jelentésen nem befolyasolta az 1 oras
ekvilibraciés idd, ami szamos szalma megtoltését teszi lehetdové. A
CRF ¢és a hiitédoboz hasonléan jol akalmazhatonak bizonyult a
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mélyhiités sordn. A mélyhiitott spermat sikeresen hasznaltam fel a
termékenyitési tesztekben (hiitédoboz: 75%, CRF: 72%).

2.4. Pontyfélékben (Cyprinidae) végzett vizsgalatok

4. tablazat. Altalinos médszertan a pontyfélékben.

Faj Ponty Aranyhal
Motilitasvizsgalat CASA (firss és felolvasztott sperma)
Oldatok Aktivalo oldatok: Pa, Dv Higito illetve
Higitok: Ph, MPh (kevesebb aktivalo: Ph és Pa
cukor, tobb KCl), Szf, HBSS
Mélyhiités hiitédoboz és CRF (2.1. fejezet) hiitédoboz

2.4.1. A pontyban végzett vizsgdlatok

Az ekvilibracio hatasanak vizsgalata (N=6)

Az el6higitott felolvasztott (Ph, hiitédoboz, 1:9) mintak
motilitasat rogzitettem 0, 30 és 60 perces ekvilibraciot kovetden.

Két mélvhiitési mddszer Gszehasonlitdsa (N=4)

Minden egyed mint4jabol egy-egy muszalmat mélyhiitottem
mindkét modszerrel (Ph, 1:9).
Haromféle hiitdmédium vizsgélata a spermamélyhiités soran (N=5)
Minden csoportbol (Ph, Szf, HBSS) az 0sszes mintaval
mélyhiitést végeztem (CRF, 1:9).
Kétféle pér higitd és négyféle higitasi ardny vizsgalata (N=6)
A mélyhittést (CRF) 1:1, 1:5, 1:9 és 1:20 ardnyban, Ph és MPh
alkalmazésaval végeztem el.
Felolvasztas utdni mozgasi idétartam vizsgalata (N=6)
A mélyhiitott (CRF, Ph, 1:9) és felolvasztott mintdkat Dv- és
Pa-val egyarant kiilon aktivaltam (mérés: 10, 20, 30, 60, 90, 120
mp).

13



A m¢élyhitott sperma felolvasztas utani tarolhatésaganak vizsgalata
(N=6)

A felolvasztott mintakat (CRF, Ph, 1:9) 1, illetve 6 o6ran
keresztlil taroltam, rogzitve a motilitast 15, illetve 120 perces
idointervallumokban.

Nagymennyiségli pontysperma mélyhtitése és alkalmazasa
termékenyités sordn (N=6)

Osszesen 104  miiszalmanyi  kevert  spermamintat
fagyasztottam le (CRF, Ph, 1:9) ¢és alkalmaztam a termékenyités
soran.

2.4.2. Kiilonbozo aranyhalvdltozatokban végzett vizsgalatok

Tobbféle aranyhalvaltozat spermajanak egyiittes tarolhatdsaga
(elbvizsgalat, N=5)

A mintakat kétféle hdmérsékleten taroltam (4 °C, illetve 20
°C-on) 10 oran keresztiil (pMOT: 6ranként).
A fekete teleszkopszemii (N=4), az Oranda (N=3) és a Calico (N=3)
aranyhalvaltozatok spermdjdnak fejés utani tdrolhatosaganak
vizsgalata

A spermamintakat fejést kovetden taroltam 4 °C-on 48 o6ran
keresztiil (pMOT: 6 6ranként).
A harom aranyhalvaltozat spermastirtiségének 6sszehasonlitasa

A tarolasi vizsgalatban emlitett kiilonb6zd valtozatoktol

lefejt spermamintakbol 1pul spermat kihigitottam 999 ul pér
higitoban (1000-szeres higitas, modszertan: 2.1. fejezet).
A harom aranyhalvaltozat sperméjanak felolvasztas utani
tarolhatdsadganak vizsgélata (N=5)

A vizsgalat soran a mélyhititott (htitdédoboz, Ph, 1:9) mintakat a
felolvasztast kovetden 6 Oran at taroltam (pMOT: 2 dranként).
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Termékenyitési kisérlet Oranda (N=5) és Calico (N=5)
valtozatokban

Felolvasztott (hiitédoboz, Ph, 1:9) Oranda és Calico spermaval
termékenyitést végeztem.

2.4.3. A pontyfélékben végzett vizsgalatok eredményei

A ponty és aranyhal sperma 50%-ban agglutinalodott a
mélyhiités hatasara kiilonb6z6o pér higitok alklamazasaval. A
motilitdsmérést a jelenség ellenére el tudtam végezni.

A kihigitas és felolvasztds utdan mért pMOT, VCL és STR
értékek nem csokkentek szignifikdnsan az 60 perc ekvilibracios id6
hatdsara. Hasonld motilitds értékeket rogzitettem a hiitddoboz és a
fagyasztd berendezés segitségével mélyhiitott sperma esetében.
Szignifikansan magasabb pMOT ¢és VCL értékek voltak
megfigyelhetdk pér higitoval, mint HBSS-sel és a szemindlis
folyadékkal. A legmagasabb felolvasztas utani pMOT és VCL a pér
higité esetében 1:9 (pMOT: 52+12%, VCL: 76£9 pm/s) és 1:20
(pMOT: 49+£8%, VCL: 76+£6 pum/s) higitds mellett volt
megfigyelhetd. A Pa-val aktivalt csoportokban még 120 masodperc
elteltével is mértem aktiv mozgast. A mélyhiitott pontysperma
pMOT, VCL, STR értékei nem csokkentek 1, illetve 6 oOras
felolvasztas utani tarolds sordn. Nagymennyiségli miiszalma
mélyhiitése sordn a termékenyités szempontjabol idealis pMOT
(47£5%), VCL (6249 pum/s) és STR (91+£1%) értékeket, valamint
32+6%-o0s termékenyiilést rogzitettem.

A kevert aranyhal-alloményon végzett vizsgalatban, a lefejt
spermamintdk pMOT értékei nem csokkentek 10 oras tarolas alatt.
A 4 °C-on tarolt mintak esetében még 27 ora elteltével is pMOT-t
mértem (64+15%). A 3 aranyhal véltozat spermamintajanak 48 6ras
tarolasakor az Oranda valtozat esetében szignifikans csokkenést
tapasztaltam a pMOT és VCL értékekben a kontrollhoz képest 48
ora utan. A valtozatok sperméjanak striisége nem kiilonbozott
szignifikdnsan. A felolvasztott Calico aranyhalsperma esetében 6
Ora tarolas utan szignifikansan alacsonyabb pMOT-t rogzitettem,
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mint 0 6rdnal. Az Oranda, illetve Calico valtozatok mélyhiitott
spermaja alacsony termékenytilést eredményezett.

2.4.4. A pontyfélékben végzett vizsgdlatok alapjan levonhato
kovetkeztetések

A pontysperma felolvasztas el6tti €és utani motilitasi
paramétereire nem volt hatdssal az ekvilibracios id6. Mindkét
vizsgalt mélyhiitési modszer alkalmas a sperma mélyhtitésére. A
pontysperma esetében bebizonyosodott, hogy a gyors (56 °C/perc),
egylépcsOs fagyasztasi eljaras magas felolvasztas utdni motilitast
eredményez. Eredményeim alapjan a pontyspermat 1:9 higitasban
ajanlott a magasabb gliikkoz tartalmi pér higitoban kihigitani a
mélyhtitést megelézéen. A pontysperma esetében a termékenyités
soran a Pa alkalmazédsa indokolt, hiszen a hosszabb mozgasi
idétartam nagyobb esélyt biztosit a termékenyitésre. Esetemben a
pontysperma motilitdisa magas maradt 6 oOra elteltével is, ami
lehetévé teszi a termékenyitésre valdo felhasznalhatosagi 1d6
meghosszabbitasat. A termékenyiilésben tapasztalt csokkenés a

Az eredmények alapjan az Oranda valtozat spermaja kevésbé
bizonyult ellenallénak a 48 6ras tarolasi id6 soran, mig a Calico
valtozat spermdja érzékenyebbnek bizonyult a felolvasztds utani
tarolasra. Alacsony termékenyiilést rogzitettem felolvasztott sperma
alkalmazéasaval az Oranda és Calico valtozatok esetében, mely
valosziniisithetden az ikra szallitdsa soran adodo tarolasi 1d6 és a
sperma felolvasztast kovetd agglutinacidja miatt kdvetkezett be.
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2.5. Vizsgalatok lazacfélékben (Salmonidae)

5. tablazat. Altalanos médszertan a lazacfélékben.

Faj sebes pisztrang marvanypisztrang adriai pér
Motilitasvizsgalat ~ CASA (friss és fénymikroszkop, CASA (friss és

felolvasztott felolvasztott sperma)

sperma, 2.1.

fejezet)
Oldatok aktivalo: Billard-féle termékenyitd oldat (Billard 1977)
higit6: Ph Lasd: kisérleti terv

Mélyhiités hiitédoboz, 1:4 hiitédoboz, Lasd:

kisérleti terv

2.5.1. A sebes pisztrangban végzett vizsgdlatok

A felolvasztott sperma motilitasa 60 perces tarolas soran (N=6)

A mélyhiités (1:4 higitas) és felolvasztas utan 0, 10 és 60 perc
elteltével rogzitettem a progressziv motilitast.
Termékenyitési kisérlet (N=6)

A fent emlitett spermamintdkkal a termékenyitést felovasztast
kovetden 0, 10 és 60 perc elteltével végeztem el.

2.5.2. A marvanypisztrangban végzett vizsgalatok

A felolvasztott sperma motilitasa 60 perces tarolds soran (N=5)

A mélyhttés (Ph, 1:4) sordn véddanyagként 10% metanolt
vagy dimetil-szulfoxidot (DMSO) alkalmaztam. Felolvasztas utan 0,
10 és 60 perc elteltével rogzitettem a progressziv motilitast.

Termékenyités (N=5)
A kétféle véddanyaggal fagyasztott mintdkbol (lasd: elézd

kisérlet) termékenyitést végeztem 0, 10 és 60 perccel a felolvasztast
kovetden.

17



2.5.3. Az adriai pérben végzett vizsgalatok

Sejtkoncentracid meghatarozasa

Vizsgalatomban a megfeleld sperma-ikra arany teszteléséhez (2014)
és kiilonb6zé mélyhtitési modszerek 6sszhasonlitasahoz (2015)
meghataroztam a mélyhiitésre és termékenyitésre kivalasztott

modszertan: 2.1. fejezet).

Mélyhiités (N=5)

2014-es kisérletemben (sperma-ikra ardny meghatarozasa),
Horvath et al. (2012) modszerét (Ph, 1:1) alkalmaztam, mig 2015-6s
vizsgalatomban 3 publikalt mélyhiitési eljaras eredményességét
hasonlitottam 6ssze [Hm, Lm (ion alapu higito, 1:3), Nm (gliikkoz
higito, 1:5)].
Termékenyitési teszt (N=5)

2014-es kisérletemben a négy tesztelni kivant sperma-ikra
arany alapjan (10°, 5x10°, 10*, 5x10" spermium/ikraszem) végeztem
termékenyitést. 2015-6s kutatdsomban a haromféle publikalt
protokollal mélyhiitott mintakat alkalmaztam a termékenyités soran.

2.5.4. A lazacfélékben végzett vizsgdalatok eredményei

A sebes pisztrang esetében a legmagasabb pMOT (56+15%)
¢és termékenyiilés (45+22%) értékeket a felolvasztas utan 10, illetve
60 perc elteltével rogzitettem. A marvanypisztrangban a metanol
esetében szignifikdnsan magasabb termékenyiilést ¢s kelést
rogzitettem a felolvasztas utan 0 és 10 perc elteltével, mint a DMSO
haszndlatakor. Szignifikans csokkenést rogzitettem a termékenyiilés
¢és kelés értékeknél a metanol alkalmazasaval a 0 és 60 perces
csoportok kozott. A  DMSO esetében hasonld eredményt
tapasztaltam a 0 és 10 perces, valamint a 0 és 60 perces csoportok
kozott. A pérben végzett vizsgalatok soran a legmagasabb
termékenyiilést (60+7%) és kelést (53+7%) az atlagosan 5x10*
spermiumot szamlalo csoportban értem el, amely a friss kontrolltol
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szignifikdnsan nem kiilonbozott. Lm alkalmazasaval szignifikdnsan
alacsonyabb pMOT-ot ¢és termékenyiilést mértem, mint Hm-mel.
Hm és Nm hasznalataval hasonl6 eredményeket értem el.

2.5.5. A lazacfélékben végzett vizsgdalatok alapjan levonhato
kovetkeztetések

Eredményeim alapjan a sebes pisztrang sperma esetében a
tarolasi idével szemben magas tolerancia volt megfigyelhetd. A
marvanypisztrang sperma azonban érzékenynek bizonyult a tarolasi
idére. Utdbbi esetében beigazolddott, hogy a metanol sikeresebb
védoanyag, mint a DMSO. Bizonyitottam, hogy a Nynca et al.
(2015) altal hasznalt 1,5x10%:1 sperma-ikra aranynal joval
alacsonyabb mennyiségli sperma is sikeres termékenyiilést
eredményezhet (5x10%1). A kiilonbozé modszerek 6sszehasonlitasa
soran az altalam hasznalt Horvath et al. (2012), valamint Nynca et
al. (2015) modszere a kontrollhoz hasonld termékenyiilési
eredményt hozott. Gyakorlati szempontb6l gazdasagosabb az
altalam alkalmazott 0,5 ml-es miiszalma méret, szemben a Nynca et
al. (2015) altal alkalmazott 0,25 ml-es miiszalmaval, hiszen
egyidejlileg tobb sperma mélyhtitését teszi lehetévé a kétszeres
kapacitas.
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2.6. Uj tudomanyos eredmények

1.

Meghatéaroztam a 1énai tok és a vagétok sperma felolvasztas
utani felhasznalhatosaganak id6beni korlatait (Iénai tok: 6
ora, vagotok: 2 ora).

Kidolgoztam egy hatékony spermavizsgalati (modositott
Lahnsteiner-féle immobilizalo, illetve aktivald és altalanos
stigér aktivald) és két mélyhiitési modszert a siigér fajban
[modositott Tanaka higito, 1:10 és 1:20 higitasi arany, 3 cm-
en a folyékony nitrogén goézében 3 percig, vagy
programozhato fagyasztd berendezéssel (hiités kezdete: 7,5
°C, hiités befejezése: -160 °C, hiitési sebesség: 56 °C/perc)].
A fagyasztds kis €s nagy mennyiségli minta esetében
egyarant magas termékenyiilést eredményezett.
Egységesitettem a pontysperma mélyhiitésének egyes
paramétereit (pér higitd, 1:9 higitasi ardny). A modszert
sikeresen teszteltem nagy mennyiségli sperma mélyhiitése
soran (programozhatd fagyasztd berendezés, hiités kezdete:
7,5 °C, hités befejezése: -160 °C, hiitési sebesség: 56
°C/perc).

Meghataroztam a sebes pisztrang ¢és marvanypisztrang
mélyhiitott spermajanak fejés utani felhasznéalhatosaganak
idébeni korlatait (60, illetve 10 perc). Utobbi esetében
kisérletesen bizonyitottam, hogy a metanol eredményesebben

alkalmazhat6 véddanyag a spermamélyhiités soran, mint a
DMSO.

Az adriai pér sperma esetében eredményesen alkalmazhato,
felolvasztas utani alacsony spermium-ikra aranyt (5x10*1)
megallapitottam, valamint kisérletesen kivalasztottam a
fagyasztas soran jol miikodo leggazdasagosabb modszert.
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2.7. Javaslatok

Eredményeim alapjan a gyakorlati alkalmazas, illetve kisérletes
korilmények kozott végzett vizsgalatok eldsegitése céljabol a
kovetkezd javaslatokra szeretném felhivni a figyelmet:

1.

Javaslom a mélyhiitott 1énai toksperma felhasznéalasat
legfeljebb 6 oraval, mig a vagotokét legfeljebb 2 oraval a
felolvasztast kovetden.

A siligérsperma mindsitése soran a mintak kihigitasara
javaslom a modositott Lahnsteiner-féle immobilizalo,
aktivalasara pedig a modositott Lahnsteiner-féle aktivalo,
vagy az altalanos siigéraktivalé alkalmazésat.

A stigérsperma mélyhiitése soran javaslom az 1:10-es higitési
arany, a modositott Tanaka higitdé €s a programozhatd
berendezés hasznalatat.

Javaslom a ponty esetében a pér higité és 1:9-es higitasi
arany alkalmazasat, valamint a programozhatd berendezés
felhasznalésat.

Javaslom a mélyhlitott marvany- €s sebes pisztrang sperma
felhasznalast legfeljebb 1 oraval a felolvasztast kovetden.
Az adriai pér sperma mélyhiitésére javaslom Horvath et al.
(2012) modszerét, tovabba termékenyitésnél az 5x10*:1-es
sperma-ikra arany alkalmazasat a felolvasztast kovetden.
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