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1. A MUNKA ELOZMENYEL KITUZOTT CELOK

1.1. A munka el6zményei

Napjainkban a génmegorzés szerepe ndvekvd fontossagl: évrdl évre
tobb fajt mindsitenck veszélyeztetettnek, kritikus allapotunak vagy
kihaltnak, ezzel parhuzamosan a héaziasitott fajok genetikai tartalékai a
beltenyésztettség kovetkeztében folyamatosan sziikiilnek. A halak a
gerincesek legvaltozatosabb és legnagyobb csoportja a maga 32000 —
napjainkig — felfedezett fajaval. A FAO (Food and Agriculture Organization
of the United Nations) informdacioi alapjan tobb, mint ezer vizi faj
veszélyeztetett a természetes vizi halaszat altal. Az allélok diverzitdsanak
megorzésére in situ allomanymegdrzés mellett ajanlott ex situ in vitro
génmegOrzést is folytatni, ez az ivarsejtek mélyhiitésével kivitelezhetd. A
sejtek mélyhiitésével a genetikai informécié hosszi tavon megorizhetd. A
legtobb halfaj esetében az altalanosan elterjedt spermamélyhiitési eljaras a

hagyoményos (lassu) fagyasztas, azonban a kozelmultban szamos kutatd

crer

A hal-ivarsejtek mélyhiitése gazdasagi és génmegdrzési szempontbol
egyarant kiemelt jelentéségii kutatési teriilet. A halgazdasagi termelés soran
a halsperma mélyhiitése megkdnnyiti az ivarsejtek kereskedelmét és
szallitasat. A kutatas oldalan jelentOs szerepe van a mélyhiitési eljarasoknak
a génbankok létrehozdsa soran, melyekkel veszélyeztetett fajokat
menthetiink meg a kipusztulastdl, valamint kiemelt szerepe van a
transzgenikus vonalak megorzésében is. Szintén fontos és fejlodo tertilet az
orvostudomanyi ¢€s fejlodésbioldgiai kutatasok soran hasznalt modelléllat, a
zebradanio (Danio rerio) spermdjanak mélyhiitése. A laborallatként hasznalt

halfajokra - példaul a zebradanio és a mexikoi kardfarkahal (Xiphophorus



hellerii) - jellemz6é a kis testméret, €¢s ennek kovetkezményeként a kis
mennyiségli sperma termelése. A néhany pl térfogata folyadék
fagyasztasanal a hagyomanyos mélyhiités nehezen kivitelezhets, a

vitrifikaci6 viszont megoldast jelenthet erre a problémara.

Az elmult harom évtizedben végzett szdmos kutatas ellenére hal
petesejtek (ikra) és embriok mélyhiitése a tudomany jelenlegi allasa szerint
nem kivitelezhetd sem vitrifikdcioval, sem a hagyomanyos mélyhtitési
eljarasokkal. Ennek alapvetd oka az ikra és az embrid viszonylag nagy
mérete, magas hiitési érzékenysége, valamint a nagy mennyiségli szikanyag,
amelybe az alacsony permeabilitdsi sejtmembranokon nem tud a
karosodasok megeldzéséhez elegendd véddanyag bejutni. Szamos kutatas
foglalkozik a probléma megoldasaval, tobbek kozott a membrancsatornak
alaposabb megismerésével és megvaltoztatdsaval, valamint a szikanyag
részleges eltavolitdsdval. Egyre tobb kutatdo allaspontja szerint az
Osivarsejtek mélyhtitése a helyettesitdé megoldas. Kiilonb6z6é halfajokban
sikeresen alkalmaztak vitrifikaciot dsivarsejtek mélyhiitésére. Ez az eljaras
attorést jelenthet a hal génmegdrzés teriiletén, mivel az Osivarsejtek
(spermatogéniumok, oogdniumok) mélyhiitésével megdrizhetd mindkét ivar
genomja. Vitrifikalt zebradanié embriokbol izolalt primordilis dsivarsejtek
steril recipiensbe torténd atiiltetésével fertilis zebradaniokat hoztak Iétre,
melyek a vitrifikalt embridk genetikai dllomanyéat orokitették tovabb. Ezek
alapjan kijelenthetd, hogy amennyiben sikeriil a génmegdrzés targykdrében
érdekelt (pl. veszélyeztetett) halfajokra primordialis dsivarsejt mélyhitési
modszereket kidolgozni, azzal lehetové valik az adott faj ex situ in vitro

génmegdrzése — anélkiil, hogy embridt vagy petesejtet tarolnanak mélyhfitve.



1.2. Célkituzés

Kutatasaim célja fajspecifikus  sperma-vitrifikaciés moddszerek

kidolgozésa volt az alabbi halfajok esetében:

o lazacfélék (Salmonidae): pénzes pér (Thymallus thymallus), sebes
pisztrang (Salmo trutta m. fario), marvanypisztrang (Salmo
marmoratus),

. pontyfélék (Cyprinidae): ponty (Cyprinus carpio), comp6 (Tinca
tinca), zebradanio (Danio rerio),

o stigérfélék (Percidae): csaposiigér (Perca fluviatilis),

o angolnafélék (Anguillidae): eurdpai angolna (Anguilla anguilla).

Kutatdsaim eredményességének értékelésére a kovetkezd mennyiségi €s

mindségi paramétereket vizsgaltam a vitrifikalt, majd felolvasztott sperman:

. progressziv motilitas,

o ¢letképesség (membranintegritas),
o morfometriai paraméterek,

o termékenyitd képesség.

A sperma vitrifikacids kutatdsokkal parhuzamosan spermatogdnium
(hereszovet) vitrifikdcios modszereket is teszteltem zebradanid és ponty
fajokban. Ezek eredményességét tripan-kék membranintegritas festéssel

vizsgéltam.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Halsperma-vitrifikacio

A halaktol a spermat fejéssel nyertem ki. A halakat altatasban fejtem
a gyakorlatban alkalmazott altatdsi modszertan (angolna: 60 mg/l benzokain,
siigér és zebradanié: 150 mg L' MS-222, t5bbi halfaj: 0,4 ml/l 2-
fenoxietanol) szerint. Ponty, compd, siigér €s angolna fajok esetében a fejést
hormonalis indukci6é elézte meg. A spermavételt kovetden a halakat
altatdoldattol mentes, oxigénben dus vizbe helyeztik. A kisérletek
megkezdéséig a spermat olvadd jégen taroltam (maximum 30 percig). Az
Osszegylijtott sperma mindségét az aktivaciot kovetd motilitdas mérésével
hatdroztam meg szamitégépes spermavizsgalati rendszer (CASA)
hasznalataval. A sperma aktivaciojat fajspecifikus oldatokkal végeztem,
melyekhez minden esetben BSA-t (0,01 g/ml) kevertem a sejtek iivegre
tapadasanak gatlasdhoz. A CASA rendszer a Sperm Vision® nevii szoftvert
hasznalja, amely felismeri a mozgo ¢és statikus sejteket. A rendszer altal mért
szamos paraméter koziil a progressziv motilitast valasztottam a vitrifikacios

protokollok értékeléséhez.

A spermat fajonként optimalizalt izotonids hiitdmédiummal
higitottam, majd hozzdadtam a véddanyagokat kiilonb6zd koncentracidban.
A vitrifikacios technikék hatékonysagat miiszalmas, oltdokacsos és Cryotop-
os modszerrel is teszteltem. Minden esetben kozvetleniil folyékony
nitrogénbe helyeztem az oldatot tartalmazé eszkdzt, eldzetes nitrogéngdzben
végzett hiités nélkiil. A Cryotopon ¢és oltdkacson vitrifikalt szuszpenziokat
kozvetleniil az aktivald oldatba helyezve olvasztottam fel, a miiszalmakat

vizfiirdében olvasztottam 40°C-on, 11 méasodperc alatt.



A felolvasztds utani motilitds értékek mellett zebradanid- és
angolnasperma esetében a membranintegritdst is vizsgaltam. Azon fajok
esetében, ahol rendelkezésiinkre allt megfeleld mindségli néivart dllomany,
termékenyitési tesztet végeztem. Angolna faj esetében morfometriai

vizsgalatokat végeztem a vitrifikalt spermiumokon.
2.2. Hal spermatogonium-vitrifikacio

A hal ivari 6ssejtek vitrifikadcios protokolljainak kidolgozasdhoz a
zebradaniot és a pontyot valasztottam modellnek. Ezen vizsgélatok esetében
az ivarszervet miitéti uton eltavolitottam a halak talaltatdsat (MS-222 oldat)
kovetden. A zebradanid esetében az ivarszervek kivételét mikroszkop alatt
végeztem. A kioperalt szerveket L-15 izotonids oldatba helyeztem. A
szovetdarabokat akupunktirds tlikre rogzitettem, majd a tlikre helyezett
szoveteket kétlépéses protokoll soran helyeztem a hiitémédiumokba. Szdmos
védbdanyagot teszteltiink kiilonb6zd koncentraciokban és kombinaciokban,
kétlépéses hozzdadassal: elsd 1épés: ekvilibracios oldatba (E) helyezés (5

perc), masodik Iépés: vitrifikacios oldatba (V) helyezés (30 masodperc).

Minden ekvilibraciés médiumot minden vitrifikdcids médiummal
kombinalva teszteltiink. Az intracellularis védéanyagok (metanol, propilén-
glikol, dimetil-szulfoxid) mellett minden hitémédiumban
ozmoprotektansként trehaloz kiegészitést (0,5 M), a viszkozitds novelésére
pedig fehérje kiegészitést (10% FBS), valamint 25mM Hepes kiegészitést
alkalmaztunk. A felolvasztas az ozmotikus sokk minimalizalasa érdekében 3

lépcsds protokoll alapjan tortént, csokkend trehaloz koncentracidju

oldatokkal (10%FBS + 0,3M / 0,1M / OM trehal6z).



EREDMENYEK

2.3. Halsperma-vitrifikacio

Osszesen négy csaladba tartozo nyolc halfaj esetén sikeriilt kidolgoznom
sperma-vitrifikdcios modszereket. Az optimalis  sperma-vitrifikacios
modszerek kozott fajonként jelentds eltéréseket talaltam a véddanyag tipusa
¢és koncentracidja, valamint az optimalis hiitémédium ¢és higitasi arany terén
egyarant (1. tablazat). Két tényezOben egyeztek meg az optimalis
protokollok az Osszes vizsgalt faj esetében: az elsé pont a hiités térfogata,
ami kizar6lag 10 mikroliter alatt volt megfeleld a vitrifikdcidhoz (ezen
modszerek koziil is a legkisebb toltési kapacitdsu Cryotop bizonyult a
leghatékonyabbnak). A masik kozds pont a véddanyag-koncentracio,
amelynek tekintetében minden esetben 30-40% kozott mértem a legjobb
eredményeket. Megfigyeléseim alapjan 30% véddanyag koncentracio alatt a
modszer nem eredményez teljes vitrifikaciot (ezekben az esetekben
jégkristaly-képzodés volt megfigyelhetd, a mintdk nitrogénbe helyezve
kifehéredtek), 40% véddanyag koncentracio felett pedig a citotoxikus hatas
volt jelentds (a vitrifikacios teljes volt, azonban a felolvasztas utani
mindségjelzd paraméterek szignifikdnsan csokkentek). A higitdsi arény,
védOanyag 0Osszetétel illetve hiitémédium tekintetében a mélyhiitési

protokolloknal leirt fajra jellemzd kiilonbségeket tapasztaltam.



1. tablazat: A kiilonboz6 fajok esetében a legmagasabb, vitrifikaciot
kovetd felolvasztas utan mért progressziv motilitas értékeket
eredményezd protokollok 0Osszefoglalasa. Prog. mot.=progressziv
motilitds, term.=termékenytilési arany, MOH=metanol, PG=propilén-

glikol, MTX=metoxietanol.

Prog. Higitasi  Hiit6- Védé-

Csalad Faj Term. . -
mot. arany médium  anyag
Pénzes pér 15%
(Thymallus 8’75;6’25 113’71;1 1:1  Pérhigitt MOH +
thymallus) ° e 15% PG
Lazacfélék ~ Marvanypisztrang 20%
(Salmonidae) (Salmo 8,6+0,7% - 1:1 Pér higit6 MOH +
marmoratus) 20% PG
N 20%
S(gzelfnlgljf;r;‘;‘)g PESS . 10 parhigis MOH+
° 20% PG
Zebradanid (Danio  10.8£5.2 0,70 15%
rerio) ‘(y ’ ’3<y ’ 1:4 HBSS MOH +
erio 0 0 15% PG
10%
Ponty MOH +
. L o
Ponty (C)‘/prmus 7.240.6% ) 1:100 szeminalis 10%
Pontyfélék carpio) plrazrrrlar + MTX
(Cyprinidae) pér higito  +10%
PG
10%
MOH +
Comp6 (Tinca o . C1rors 10%
tinca) 3,14£0,1% 1:4 Pér higito MTX
+10%
PG
Siigérfélék  Siigér (Perca 4,9+4 15%
(Pegrcidae) ﬂiviatilis) 141,6% ’80/ ’ 13 Tanaka — MOH +
’ 15% PG
1z . Tanaka + 20%
Angolnafélék  Eurdpai angolna 10,3+1,7 ) 11 02M MOH +

7 . . o
(Anguillidae) (Anguilla anguilla) % trehaloz  20% PG




2.3.1. Lazacfélék

Pénzes pér fajban 30% védbanyag (15% MeOH + 15% PGQG)
felhasznalasaval, 1:1 higitasi arannyal (sperma:htitémédium), pér szeminalis
plazma higitéval, Cryotop eszkdzon vitrifikdlva 8,75 + 6,25 % felolvasztas
utani progressziv motilitast mértem (friss kontroll: 95,5 + 0,5 %). A trehaloz
kiegészités a pérsperma esetében szignifikdnsan csokkentette a felolvasztas
utdni motilitds értékeket. A vitrifikalt pérspermaval termékenyitve a
szempontos stadiumig fejlédé embridk aranya 14,3+12,7% volt (kontroll:
77,1£9%), a kelésig az embriok 13,1+11,7% jutott el (kontroll: 73,9+10,4%).
A kisérleti csoportok termékenyiilési értékei (szempontos stddiumig fejlédés
¢s kelés aranya) szignifikdnsan alacsonyabbak voltak, mint a kontroll
csoportban mért paraméterek, azonban a vitrifikalt csoportban nem tortént

szignifikans csokkenés a szempontos stadium és a kelés kozott.

Marvanypisztrang fajban 40% véddanyag (20% MeOH + 20% PG)
felhasznalasaval, 1:1 higitasi arannyal (sperma:hiitémédium), pér higitoval,
Cyrotop eszkdzon vitrifikalva 8,6 + 0,7 % felolvasztds utani progressziv

motilitast mértem (friss kontroll: 78,4 + 23,3 %).

Sebes pisztrang fajban 40% véddanyag (20% MeOH + 20% PQG)
felhasznalasaval, 1:1 higitasi ardnnyal (sperma:hlitdémédium), pér higitoval,
Cyrotop eszkozon vitrifikalva 13,2 + 5,8 % felolvasztds utani progressziv
motilitast mértem (N=6, friss kontroll: 84,4 + 9,7 %). A vitrifikalt spermaval
termékenyitési probat végeztiink (5 Cryotop / 100 ikraszem, N=6), azonban
nem talaltunk szempontos stadiumig fejlédé embridt a kisérleti csoportban

(kontroll: 37,0 + 5,2%).
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2.3.2. Pontyfélék

Zebradanio fajban 30% véddanyag (15% MeOH + 15% PQG)
felhasznalasaval, 1:4 higitasi arannyal (sperma:hiitémédium), HBSS
higitoval, Cyrotop eszkozon vitrifikdlva 10,8+5,2% felolvasztds utani
progressziv motilitdst mértem (friss kontroll: 84,5+8%). Ugyanezzel a
modszerrel a vitrifikdlt-felolvasztott mintakban SYBR-14/P1  festést
kovetden a membran-intakt sejtek aranya 91,4+2% volt, mely nem
kiilonbozott szignifikansan a kontrolltoél (96+1,4%). A 0,2 M-os trehaloz
kiegészitésnek nem volt szignifikdns hatasa a felolvasztds utdni motilitas
értekekre, 0,4 M trehaldz kiegészitésnél pedig szignifikdnsan csokkent a
vitrifikalt zebradanié sperma motilitdsa. Az optimalis protokollal vitrifikalt
spermaval termékenyitést végeztem, melynek eredményeképp az embriok
0,740,3%-a kelt ki (N=5, kontroll: 59,843%). A kikelt embriok

morfologiailag nem mutattak eltérést a kontroll csoporttol.

crer

javitani a fenti médszertan (10% MeOH + 10% MG +10% PG, hiitémédium:
ponty szemindlis plazma. 1:100 higitdsi ardny) hatékonysagat. 0,4 M
trehalozzal kiegészitve, Cryotop eszkdzon vitrifikalva 7,2+5,8% felolvasztas
utani progressziv motilitast mértem (friss kontroll: 88,5 + 8,9%). Az ennél

magasabb, illetve alacsonyabb koncentracioji trehaloz kiegészités

szignifikansan alacsonyabb motilitds értékeket eredményezett.

Comp¢ fajban elséként az idealis higitasi aranyt kellett meghataroznom,
mivel a ponty sperma vitrifikdcidja soran hasznalt 1:100 higitas nem
eredményezett mozgd sejteket felolvasztds utan. A vitrifikdcié soran

10%MeOH+10PG+10%MG  védéanyagot  hasznaltam,  eszkozként
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oltokacsot. Az 1:4 higitasi aranyt hasznalva szignifikdnsan magasabb
motilitas értékeket mértem (6,84+3,3%, friss kontroll: 80,8+22%), mint az
1:100 higitas esetében. Ezt kovetden a hlitdmédium trehaldz kiegészitésével
probaltam novelni a felolvasztds utdni motilitds értékeket, ez esetben 4
koncentraciot (0,8 M, 0,4 M, 0,2 M, 0 M) teszteltem. A hitdémédium 0,4 M
trehaldzzal torténd kiegészitése esetén szignifikdnsan magasabb motilitas
értékeket (1,9 = 1,2 %, friss kontroll: 81,0+28%) mértem, mint a 0,8 M, 0,2

M és 0 M trehaloz kiegészités esetén.

2.3.3. Stgérfélek

Stigér fajban 30% véddanyag (15% metanol + 15% propilénglikol)
felhasznalasaval, 1:5 higitasi arannyal (modositott Tanaka higitoban),
Cryotop eszkozon vitrifikdlva 14 + 1,6% felolvasztds utani progressziv
motilitdst mértem (friss kontroll: 76 £ 17%). A 20% ¢és 30% véddanyag
(metanol és propilénglikol 1:1 aranyt keveréke) kozott nem talaltam
szignifikans kiilonbséget, azonban 40% véddanyag hozzaaddsakor a
felolvasztas utani progressziv motilitas szignifikansan csokkent. A vitrifikalt
spermaval torténd termékenyitési teszt fejlodé embridkat eredményezett (4,9
+ 4,8% termékenyiilés, friss kontroll: 76 = 14,5%). A harom kiilonb6z6
termékenyitésre hasznalt spermamennyiség (1/6/18 Cryotop/100 ikraszem)

kozott nem talaltam szignifikans kiilonbséget.

2.3.4. Angolnafélék

Els6 1épésként membranfestéssel (SYBR-14/PI) vizsgaltam 4 kiilonb6z6
sperma-vitrifikdciés modszer hatékonysagat. 50% védbdanyag koncentracid
felett szignifikdnsan csokkent az ép membrannal rendelkezd angolna-

spermiumok ardnya, igy tovabbi vizsgalatok soran 40%-nal magasabb

12



védOanyag koncentracidt hatdsat nem vizsgéaltam. 30% és 40% véddanyag
koncentracid hasznalataval nem csokkent szignifikansan az életképesség a
friss kontrollhoz képest. Ot kiilonbdzd modszer &sszehasonlitdsa sordn
megallapitottam, hogy nem mérhetd szignifikans kiilonbség a friss és a
vitrifikalt-felolvasztott spermiumok fejének morfometriai paramétereiben
(fej keriilet és teriilet, n=100/minta). Korabbi vizsgalatok alapjan
kijelenthetd, hogy a morfometriai paraméterek korreldlnak az
¢letképességgel, tehat ez alapjan megallapithatjuk, hogy a vizsgalt
vitrifikdcios modszerek megfeleloek az europai angolna spermdjanak

vitrifikalasara.

Eurépai angolna fajban 40% védéanyag (20% MeOH + 20% PG)
felhasznalasaval, 1:1 higitdsi ardnnyal (sperma:hiitémédium), ponty
szeminalis plazmat hasznalva higitoként 0,2 M trehal6zzal kiegészitve,
Cryotop eszkozon vitrifikalva 10,3 + 1,7 % felolvasztds utani progressziv
motilitast mértem (friss kontroll: 88,3 &+ 2,7%). A 0,2 M trehaldzt tartalmazo
higitd hasznalataval szignifikansan magasabb felolvasztas utdni motilitas

értéket mértem, mint a tobbi kisérleti csoportban.

2.4. Hal spermatogonium-vitrifikacio

Zebradani6 faj esetében mind a kilenc tesztelt vitrifikacidos modszer
kiilonb6z6 mértékben bizonyult alkalmasnak a spermatogdéniumok
megolrzésére. A legmagasabb talélési aranyt (58,31 + 13,79%) az El
ekvilibracids (1,5 M MeOH + 1,5 M PG) oldat és a V3 vitrifikacios oldat (3
M PG + 3 M DMSO) hasznalatakor mértem.

13



crcr

alacsonyabb volt a zebraddnié esetében kapott értékeknél. Ponty
spermatogoniumok vitrifikaladsara az E3 ekvilibraciés oldat kombinalva a V2
és V3 vitrifikacios oldatokkal eredményezte a legmagasabb tulélési aranyt

(E3V2: 11,43 £ 5,2%, E3V3: 10,05 + 4%).

2.5. Uj tudoményos eredmények

1. Bebizonyitottam, hogy a Cryotop mint hiitéeszkdz eredményesen

hasznalhato kiilonb6zd halfajok spermdjanak vitrifikacidja soran.

2. Elséként sikeriilt sperma vitrifikaciés eljarasokat kidolgoznom nyolc
halfaj: pénzes pér, sebes pisztrang, marvanypisztrang, ponty, compo,
zebradanio, csapd sligér, eurdpai angolna esetében, a modszerek
hatékonysagat harom faj esetében (zebradanio, csapo siigér €s pénzes
pér) a termékenyitési kisérletek is bizonyitottak.

3. Megallapitom, hogy az altalam leirt vitrifikaciés eljarasok
alkalmazéasaval az eurdpai angolna spermiumainak morfometriai
paraméterei nem valtoznak szignifikdnsan.

4. Hereszovet vitrifikacids eljarasokat dolgoztam ki ponty és zebradaniéd

fajok esetében.

14



3. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

3.1. Halsperma vitrifikacidoja

Kisérleteim eredményeképpen lehetové valt szamos olyan halfaj
spermdjanak vitrifikacidja, amelyekrél korabban nem allt rendelkezésre
informacio. Altaldnossagban megallapithato, hogy a vizsgalt hiitdeszkozok
két eszkdz bizonyult: a milanyag oltokacs, illetve a Cryotop. Mindkét eszkdz
alkalmas kis térfogatok hiitésére és gyors olvasztasara, egyedileg jelolhetoek,
azonban a Cryotop hasznélatakor szignifikdnsan magasabb felolvasztast

kovetd motilitas értékeket mértem, mint az oltdkacson vitrifikalt mintaknal.

A vitrifikédlt sperma felolvasztast kovetden mért motilitds értékei a
legtobb faj esetében alacsonyabbak voltak, mint a hagyomanyos
mélyhiitéssel elérhetd értékek. Ezt a tendenciat irtdk le a témaban publikalo
mas szerzok is, mivel a vitrifikacidt kovetden a spermiumok mozgasa inkabb
rezgésszerli, mint progressziv. A jelenség magyarazata egyelore nem
tisztazott, de feltételezhetéen az oldat magas viszkozitdsa okozza a
karosodast. Tobb faj esetében termékenyiilést is leirtam a vitrifikalt
spermaval torténd termékenyitést kdvetden, ez is bizonyitja azt, hogy
alacsony motilitds értékek mellett is hatékonyan megdrizhetd a genetikai

informacio.

A vitrifikdcios modszerek hatékonysagat a motilitas értékek mellett
az angolna sperma morfometriai elemzésének eredményei is bizonyitjak,
mivel a vitrifikalt-felolvasztott spermiumok fejének kertilete és teriilete nem

csOkkent szignifikdnsan a friss sperma értékeihez képest.
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A fluoreszcens membranintegritds vizsgalatok eredményei azt
mutattdk, hogy a vitrifikalt zebraddni6- és angolna sperma életképessége
nem kiilonbozott szignifikdnsan felolvasztas utan a kontroll értékektdl. Ezzel
szemben a motilitas értékek, valamint zebradani6 esetében a termékenytilési
értékek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak vitrifikaciot kvetéen a kontroll

értékeknél.

A higitdo oldat trehaldz kiegészitésével szignifikdnsan magasabb
felolvasztds utdni motilitas értékeket mértem ponty, compd és angolna
sperma vitrifikacidja esetében. Ezzel szemben a trehaloz kiegészités pozitiv
hatdsa nem volt megfigyelhetd zebraddnid és pénzes pér fajok sperméjanak

vitrifikaciojakor.

A vitrifikdcio eredményességének kritikus pontja az olvasztas,
amikor rekrisztallizaci6 torténhet. Kisérleteimben a legjobb eredményeket
akkor kaptam, amikor a vitrifikalt spermat kdzvetleniil az aktivalo oldatban
olvasztottam fel, a cseppfolyds nitrogénbdl valo kivételt kovetden, 1

masodpercen beliil.
3.2. Hal spermatogoniumok vitrifikacioja

A hereszovetek mélyhtitve tarolasaval, majd a felolvasztott szovetbdl
torténd spermatogénium izoldldsaval €és ndivaru steril recipiensbe valo
beiiltetésével reprodukélhatdé a ndi ivar, ezaltal veszélyeztetett populdciok

helyreallithat6ak akkor is, ha mar nincs fellelhetd ndivaru egyede a fajnak.

Az akupunktiras tlin torténd szovet vitrifikaciot erre a célra alkalmasnak
talaltam zebradanid és ponty fajokban. A tiik egyedileg jelolhetéek, valamint

kriocsdvekben vagy sinekre rogzitett gobletekben tarolhatdak felolvasztasig.
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A vitrifikacidt kovetden sikeresen izoldltam spermatogdéniumokat ponty és

zebradanio faj esetében egyarant.

genomja, igy kivalthaté a nem mélyhiithetd hal ikra és embrido megdrzése.
Az utdébbi években kiilonb6zé halfajokban sikeresen alkalmaztak
vitrifikdcios protokollokat Osivarsejtek megdrzése soran. Egy 2017-ben
Ugyanez a japan kutatdcsoport korabban teljes hal véddanyagmentes
mélyhiitése utan izolalt sikeresen €16 Gsivarsejteket kiolvasztast kdvetden a
hal ivarszervébdl, majd az izolalt sejteket steril recipiens lazacba iiltetve
beépiiltek és osztodtak, a recipiensek a donor hal ivarsejtjeit termelte. Az igy
kapott ikra és sperma segitségével donor eredetii utdédokat allitottak eld,
ezaltal bizonyitottdk, hogy ez a moddszer sikeresen alkalmazhato

veszélyeztetett fajok génmegdrzésére.

3.3. Javaslatok

crer

mivel vizsgalataim eredményei alapjan ez az eszkoz a legalkalmasabb a
halsperma ultragyors mélyhiitésére.

e Javaslom a vitrifikaciot zebradanio-sperma megdrzésére, mivel a faj kis
testméretbdl adoddan mas — nagyobb hiitési térfogatot igényld — hiitési
eljarasokkal nem  kivitelezhet6 az  egyedi  spermamintak

krioprezervacioja.
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Javaslom a  hereszovet vitrifikdciot zebradani6 €és  ponty
génmegOrzésére, mivel ezzel a modszerrel a ndivar is reprodukalhat6,
igy athidalhat6 a halikra mélyhtitésének problémaja.

Javaslom a trehaléz, mint védéanyag hasznalatait az alabbi fajok
ezen fajok esetében a vitrifikaciot kovetden a felolvasztott sperma

motilitdsara pozitiv hatassal volt a trehaldz kiegészités.
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