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1 Bevezetés

Az elso sikeres spermamélyhiitést Polge és munkatarsai végezték 1949-ben szarazjégen, glicerin
felhasznalasaval (Polge et al., 1949). A véddanyagok fontossaganak felismerése utan az
ivarsejtmélyhiitésben robbandsszeri fejlodés indult el. A moddszer célja a sejtek, szovetek
megoOrzése azaltal, hogy alacsony hémérsékletre hiitik (-196 °C), majd folyékony nitrogénben
taroljak azokat. Nagyon fontos kutatési teriiletnek szamit, amely altal lehetové valt a himek és a
néstények térbeli és akar idébeli elvalasztasa a termékenyités sordn. EI0bb emlitett eldnye mind
gazdasagi, mind pedig génmegorzési célokat is szolgalhat (FAO, 2012).

Nem véletlen tehat, hogy szarvasmarha esetében a mesterséges termékenyités 6nallo iparagga
ndtte ki magat (Brackett, 1983). Halaknal is sok fajban fejlesztettek ki kiilonb6z6
spermamélyhiitési modszereket (Billard et al., 1995; Tiersch, 2000). A szamos kutatas ellenére a
halakon végzett spermamélyhtités a mai napig nem terjedt el keltetbhazi szaporitas gyakorlataban.
Ennek tobb oka is lehet; a mélyhiités viszonylag koriilményes, iddigényes, szakértelmet és olykor
draga eszkozoket is igényel, hiszen a mélyhiités nem csak abbol all, hogy a sejteket, széveteket
folyékony nitrogénbe helyezik. Olyan szempontokat is figyelembe kell venni, mint a megfeleld
védbanyag, homérséklet, fagyasztasi id6, equilibracios id6, stb.

A kiilonb6z6 védbanyagokat a fagyasztas el6tt pontosan megvalasztott equilibracios idével kell
hozzdadni a mintahoz annak érdekében, hogy a megdrizni kivant bioldgiai anyagok ne sériiljenek.
A karosodasnak tobb oka is lehet, példaul a viz mennyiségének, ennek kdvetkeztében pedig az
ozmotikus nyomasnak a valtozasa a sejtben. Ezt okozhatja a mintak alacsony hémérsékletre hiitése
és felovasztasa is. Ezek a beavatkozasok hatalmas stresszt okoznak a sejteknek, szoveteknek, azok
el is pusztulhatnak. Sejtszelekcid kovetheti tehat a mélyhiitést, ami befolyasolhatja a jovobeli
genetikai diverzitast is. Ezt felismervén elengedhetetlenné valt nemcsak a fagyasztasi modszerek
tokéletesitése, hanem a mélyhiités tobb aspektusbol torténd vizsgalata is.

A kutatasoknak természetesen elemét képezik az ivarsejtek mindségére gyakorolt hatasok is.
Halaknal jelenleg nincs lehetdség sem az ikra, sem pedig az embri6 mélyhiitésére, ezért ezek a
vizsgalatok kizarolag a spermamélyhtitésre korlatozodnak. Ezekben a kisérletekben altalaban
figyelembe veszik a spermiumok motilitasi paramétereit, alakjat, esetleges sériiléseit, a DNS és a
sejtszervecskek épségét, a flagellum meglétét, miikodését. Tovabbi vizsgalatok targyat képezi a
koncentracio szerinti mélyhiités, a kiillonb6z6 véddanyagok haszndlata, a mélyhiitési, illetve
felolvasztasi id6 meghatarozasa, a hémérséklet pontos feltérképezése. A vizsgalatok masik
szegmense az utddgeneraciok feltérképezése, amelyeknél arra keresik a valaszt, hogy a mar
elézetesen vizsgalt spermiumokbol milyen méreti, kiilsejti, stb. utodok fejlédnek. A cél annak
megallapitasa, hogy a mélyhtités befolyasolja-e a kovetkezé generaciok feno-, illetve
genotipusanak megnyilvanulésat.

Babiak és munkatéarsai 2002-ben egy addig ismeretlen, a mélyhfitést altal okozott hatast véltek
felfedezni szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) esetében. Azt talaltdk, hogy a
mélyhiitott spermabol szarmazd egyedek mélyhiitott spermdjanak termékenyitéképessége
feliilmulja a friss spermabol sziiletett egyedeknél mért értékeket. A kutatok ezt esetlegesen egy
eddig feltérképezetlen, a mélyhtités altal okozott epigenetikai mddosulasnak tudtak be.



1.1 Célkituzés

Babiak és munkatarsai (2002) kutatasat alapul véve jelen dolgozat célja annak a megallapitésa,
hogy zebradanié (Danio rerio), illetve ponty (Cyprinus carpio) esetében, tobb generaciot
vizsgalva a mélyhiitott spermabol sziiletett egyedek spermdjanak felolvasztas utani motilitasa és
termékenyitd képessége jobb értékeket mutat-e a friss spermabol szarmazd teljes testvéreik
spermajanak felolvasztas utani paramétereihez képest. Célul tiiztem ki tovabba annak vizsgalatat,
hogy a mélyhiités milyen hatast gyakorolhat az egyedek kiils6 megjelenésére, vagyis
morfometriagjara. Eldzetes kutatdsaim soran feltérképeztem a kiilonbozé generaciok
spermamindségi paramétereit, majd ezekkel a mintdkkal termékenyitve kivantam meghatarozni
pontyban a masodik generaci6 kiilalakjara gyakorolt hatast. A kutatdmunkéaban természetesen
helyet kapnak a kiilonbozé mélyhiitési eljarasok tokéletesitésére szolgald vizsgalatok, igy a
spermakoncentracid konnyti és gyors meghatdrozéasa, valamint a sejtdenzitds motilitasra, illetve
termékenyitd képességre gyakorolt hatasa, azonban jelen dolgozat legfébb célja egy, a mélyhiités
soran még nem feltérképezett hatas bemutatasa.



2 Irodalmi attekintés

2.1 A vizsgalatba bevont fajok
2.1.1 A ponty

A ponty (1. abra) a sugarasuszoju halak (Actinopterygii) osztalyaba, a pontyalaktiak
(Cypriniformes) rendjébe, a pontyfélék (Cyprinidae) csaladjaba és azon beliil a Cyprininae
alcsaladba tartozo faj (Kovacs et al., 2018). Legiijabb kutatasok szerint Kelet-Azsiabol szarmazik
¢s ma ismert alfajai elterjedéstol fliggben alakultak ki (Zhao et al., 2020). Magyarorszagon a
legjelentdsebb halfajok koz¢é tartozik, a tégazdasagi haltermelés 80%-at adja (Orszaggytlés
hivatala, 2020).

1. abra. A ponty (Cyprinus carpio). Sajat felvétel.

2.1.2 A zebradanio

A zebradanido (2. abra) a Sugarastszoju halak (Actinopterygii) osztalyaba, a pontyalaktak
(Cypriniformes) rendjébe, a pontyfélék (Cyprinidae) csaladjan beliill a Danioninae alcsaladba
tartozo mindenevé halfaj, amely Kelet-Indiabol szarmazik (McCluskey és Postlethwait, 2014).
Elterjedten hasznaljak laborallatként szaporasaga, gyors ivarérése, kis termete és korai optikai
attetsz6sége miatt. Széleskorti human kutatasokban hasznalt modellallat, hiszen a zebradanio

genomjahoz viszonyitva a human gének 70%-a legalabb egy ortolog egyezést mutat (Anderson és
Ingham, 2003).

2. abra. A zebradanio (Danio rerio). Csenki-Bakos Zsolt felvétele.



2.2 Halak szaporodasbiologiaja

Az ¢éldlények szempontjabol a szaporodas jelenti a fajfenntartast, a sziilékre hasonlitdé utédok
1étrejottét (Szabd et al., 2000). Fontos azonban, hogy az utodok genetikailag valtozékonyak
legyenek, ezaltal tudjanak alkalmazkodni a kiils6 kornyezeti feltételekhez. Erre pedig a szamfelezo
sejtosztddas, vagyis a meiozis teremt lehetOséget. A haploid spermium és haploid petesejt
fejlodése soran a meidzis elsdé profazisanak zigotén fazisaban rekombinaci6 torténik, az
anafazisban pedig lezajlik a homolog kromoszomak szétvalasa €s véletlenszerii elrendezédése. Ez
a két jelenség ¢€s a termékenyiilés soran torténd véletlenszerii 6sszekapcsolddas teszi lehetéveé az
utodok sziilokhoz viszonyitott €s tilélést szolgald genotipusos eltérését (Rohlich, 2014).

A sikeres szaporodashoz szamos kiilsé és belsd tényezd sziikséges. A belsd tényezok koziil
megemlithetjiik a szaporodasi szervek, vagyis ivarmirigyek meglétét, a gametogenezis, ezen beliil
a spermatogenezis és az ovogenezis soran az ép ivarsejtek kialakulasat. Fontos tovabba a
szaporodasi folyamatokat befolyasold belsé elvalasztasa mirigyek (hipotalamusz, hipofizis,
pajzsmirigy) helyes miikodése, valamint a homeosztazis, vagyis a belsé kornyezet dinamikus
egyensulya is. A kiilsd kornyezeti tényezéknek is nagy szerep jut, hiszen barmely paraméter
valtozasa esetén (pl. hémérséklet, pH, oxigén) a halak szervezete els6ként a belsé egyensuly
helyrehozasara, majd megtartasara torekszik, a szaporodasbiologiai folyamatok leallnak, a hal nem
szaporodik, hanem tlél (Szabo et al., 2000).

Figyelembe kell venni azt is, hogy a halak valtozo6 testhémérsékletii allatok. Ennek elénye, hogy
az allando testhdmérséklet fenntartdsara nem kell energiat forditaniuk, ugyakkor hatranya, hogy
az anyagcsere sebessége a kornyezeti hdmérséklet fliggvénye. Ez tulajdonképpen azt jelenti, hogy
a mérsékelt égévon €16 halak tobbsége télen nem taplalkozik, nem novekszik és ebbdl kifolyolag
nem is szaporodik, vagyis ezeknek a halaknak a szaporodasi idészaka meghatarozott id6k6zonként
zajlik (Csorbai & Urbanyi, 2018). Ettdl természetesen eltérd lehet az intenziv rendszerben, egész
évben allando hdmérsékleten tartott halak szaporitasa/szaporodasa.

Tovéabbi fontos észrevétel, hogy a spermiumoknak nagyon kevés 1dd all rendelkezésre a
termékenyitéshez (Amanze & lyengar, 1990), amely alatt karosodhatnak is. Sériilhetnek
egyrészrol az ozmotikus sokktol, amely a kiilvilagba keriilve éri a sejteket (Morisawa, 1985; Hart,
1990), mésrészrdl pedig példaul az oxidativ stressztdl (Dzyuba et al., 2015). Az emldsoktdl
eltéréen, ahol a spermium az akroszoma és egyéb képletek segitségével hatol keresztiil a petesejt
zona pellucida rétegén, a halak (kivéve tokalakuak, Isd. 2.2 A spermiumok felépitése) spermiuman
nem talalhato akroszéma, ezért a petesejtbe vald behatolas csak egy helyen, a mikropylén keresztiil
lehetséges. Az emlésok a kortikalis reakcio segitségével kiiszobolik ki a polispermias
termékenyitést, amely halak esetében is nagy szerepet kap. Tovabba a petesejt aktivalodasaval,
vagyis duzzadéasaval jaré mikropyle bezarodasa gatolja meg ennek bekdvetkezését, amely szintén
leroviditi a termékenyitési id6t (Fehér & Kovacs, 1973; Szabo et al., 2000).



2.2.1 A here tipusai és szerkezete

A here két lebenybdl allo, hosszikas paros szerv, amely hosszanti iranyban helyezkedik el a
hastireg hati részén (Szabd et al., 2000). Csontoshalak esetén a herének két 6 tipusat
kiilonboztethetjiik meg, a csoves (tubularis) €s a lebenyes (lobularis) herét.

A csoves here kozpontjaban nagyméretii lireget talalunk, amelybdl a here sz¢lei felé sugaririnyban
csovek nyilnak (3. dbra). Ezekben a csdvekben talalhatok a spermatogenezis fazisainak kiilonb6z6
stadiumaban 1év6 himivarsejtek, vagyis fejlodési sorrendben: az 6sondosejtek, az A- és B tipusu
spermatogoniumok, az elsérendii spermatocitak, a masodrendii spermatocitak, a spermatidak és
végiil az érett ondosejtek, vagyis a spermiumok. Ilyen here tipus jellemz6 az elevensziild
fogaspontyfajokra (Poecilidae).

A lebenyes herében ezzel ellentétben egy szerteagazd csérendszerben fejlodnek a spermiumok €s
a csOrendszer barmely részén talalkozhatunk valtozo fejlettségii himivarsejtekkel (3. abra). A
gazdasagi jelentOsséggel (pl. ponty) bird halfajainkra, illetve zebradaniora is ez a heretipus
jellemzd. A tubularis herével rendelkez6 fajok spermatogenezise egész évben folyamatos, mig a
lobularis herével rendelkezd fajok spermiumtermelését elsésorban az ¢€l6hely klimatikus
viszonyai, illetve a viz hdmérséklete hatarozza meg, igy ezekre a ciklikussag jellemz6 (Billard,
1986).

3. abra. A here tipusai. A: lobularis here, B: tubularis here, PC: peritubularis sejtek, TC:
kotdszovetes tok, ED: efferens csatornak, G: spermatogéonium, Cl: elsérendil spermatocita, , S:
spermatida, Sp: érett spermium. Forras: Loir et al., 1995,

2.2.2 Spermatogenezis

A Witschi-féle, mara mar bizonyitott csirapalya elmélet szerint az allabas dsivarsejtek a szikzacsko
falabol vandorolnak az ivari redékbe (plica genitalis), ahol az ivarszervek differencialodasa
torténik (Witschi, 1948). Himek esetében az ivarérésig a kanyarulatos herecsatornacskakat (tubuli
seminiferi contorti) sejtek toltik ki. Ivarérést kovetéen megindul a meiotikus sejtosztodas. A
spermatogenezis kiilonb6z6 fazisaban 1€v0 sejtek a Sertoli-sejtekbe agyazva, cisztakban fejlédnek.
Az A-tipust spermatogoniumok mitotikusan folyamatosan osztédnak, beldliik alakulnak ki a B-
tipasu spermatogoniumok. Ezekbdl a sejtekb6l alakulnak ki a primer spermatocitak. A Sertoli
sejtek szoros sejtkapcsold struktarakkal (tight junction) kapcsolddnak egymdashoz, igy védelmet
nyuUjtanak a makrofagok ellen. A primer spermatocitakbdl alakulnak ki a secunder spermatocitak
7



(1n) és végiil a spermatidak (1n) is (Schulz et al., 2010; 4. abra). Ezt a differencialodast nevezziik
citogenezisnek. Morfogenezis soran kialakul a spermium, lathatova valik a flagellum, az
elkiiloniilt nyaki ¢és feji rész, amelyeknek megfeleléen f6-, vég- ¢és kozépdarabot is
megkiilonboztethetiink (Fehér & Kovacs, 1973, Billard 1990).

A Sertoli sejtek feladata nem meriil ki a mei6zison atesett sejtek makrofagoktol vald védelmében.
A feleslegessé valt sejttormelékeket is képesek ujrafelhasznalni. Az emlésok Sertoli sejtjei a
halakéhoz képest két kiilonbséget is mutatnak. Egyrészr6l a halakban a Sertoli sejtek ivarérés utan
is képesek osztodni (Schulz et al., 2005), masrészrél pedig a Sertoli sejtek cisztakat képeznek,
amelyeken beliil ugyanolyan érési stadiumu sejtek fejlodnek (Schulz et al., 2010). Emlésoknél,
ezzel ellentétben ugyanazon, védelmet biztosito Sertoli sejten beliil kiilonb6zd differencidlodason
atesett sejteket figyelhetiink meg.

A herében talalhatunk még Leydig -féle interstitialis endokrin sejteket, amelyeknek feladata a him
nemi hormon, vagyis a tesztoszteron termelése. Ezek a sejtek a herecsatorndk kozotti laza
kotszovetes allomanyban, szabalytalan csoportokban foglalnak helyet (Harbert & Picon, 1984).

ST
‘m I’A

Z"‘

?".,‘
. .

4. abra. A here szoveti metszete kiilonb6z6 fejlédési stadiumban 1évé himivarsejtekkel. A: tubulus,
B: spermatogénium, C: leptotén fazisban 1év6 elsérendii spermatocita, D: zigotén fazisban 1évé
elsérendii spermatocita, E: masodrendii spermatocita, F: spermium, G és fehér nyilak: Sertoli
sejtek, H és fekete nyilak: Leydig -féle interstitialis sejtek. Forras: Siegfried & Steinfeld, 2021.

2.2.3 A spermiumok felépitése

A spermiumoknak harom f6 részét kiilonithetjiik el, a fejet, a nyakat és az ostort. A spermiumok
felépitése és morfologiaja azonban a megtermékenyités modjanak valtozatossaga miatt
halfajonként kiilonbozik (Nagahama, 1983). A spermiumok feje lehet gombolyi, elliptikus, mint
példaul a ponty esetében vagy hosszikas. A fej koriilbeliil 2 mikrométeres nagysagu, amely a farok
tengelyéhez képest mindig oldalra eltolodva, vagyis excentrikusan helyezkedik el. A fejben
talaljuk az 6roklédéshez sziikséges apai DNS-t.



A farok tovénél, a nyaknal citoplazmatikus kitliremkedést talalunk, amelyben a spermiumok
mozgasi energiajat biztositd mitokondriumok (2-10 db) taldlhatok (Cosson, 2013; Csorbai &
Urbanyi, 2018). A mitokondrialis DNS habar megtalalhato a spermiumokban, az nem 6roklédik
tovabb az utddokban, a mitokondriumokban kizardlag az anyétol szdrmazd DNS-t talalunk
(DeLuca & O’Farrell 2012).

A spermiumok mozgésa az ostor altal lehetséges. A flagellum altalaban 30-60 mikrométeres
(Mattei, 1991; Islam & Akhter, 2011), bazalis testének mikrotubularis elrendez6dése a
centriolumhoz hasonldéan 9x3-as szerkezetet mutat, amig periférias része 9x2-est, kozepén 2 darab
tovabbi struktaraval. Ezekhez (A-tubulus) rogziilnek a dineinkarok, amelyek eldsegitik a flagellum
mozgasat (5. abra). A mikrotubulusok tubulin fehérjébdl felépiild, az eukariota sejtek sejtvazanak
alkotoi, amelyek elektronmikroszkopos képen csészerti képletekként jelennek meg (Darvas &
Laszlo, 2011).
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5. abra. Az ostor mikrotubulus rendszerének elrendezodése. Forras: Darvas & Laszlo, 2011.

Fontos felhivni a figyelmet arra, hogy a tokalaktiak (Acipenseriformes) megtartottak Osi
rendszertani bélyegiiket, vagyis spermiumaik fején, épp ugy, mint emlésok esetében, akroszomat
1s megfigyelhetiink (Ciereszko et al., 2000). Ez mas halfajoknal nem jellemzd, ugyanakkor
szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) egyedeinél a spermatogenezis egy korai
stadiumaban akroszomaszeri vakudlumot lehet megfigyelni a sejtek fején, amely az érett
spermiumban mar nincs jelen (Billard, 1983). Az akroszéma emldsoknél a spermium athatolésat
segiti a petesejt zona pellucida rétegén, azonban funkcidja tokhalak esetében egyelére nem
tisztazott (Fehér & Kovacs, 1973; PSenicka et al., 2010).

2.2.4 Spermiumok aktivalasa

Az eml6sok, illetve hiillok spermiumai mar a szeminalis traktusban aktivalédnak és viz hatasara
immobilizalodnak (Krasznai et al., 1995). A halak himivarsejtjeinek mozgasahoz ezzel szemben
elengedhetetlen a viz jelenléte. A spermiumok mozgésat él6helytdl fiiggden az ozmotikus nyomas
csokkenése (édesvizi halfajok esetében), illetve novelése (tengeri halak esetében) is elindithatja



(Alavi & Cosson, 2006), valamint kiilonbséget tehetiink a lazacfélék spermiumainak aktivalasa
tekintetében is.

Az édesvizi fajok tobbségében, példaul a pontyfélékben a mozgas kivaltdja a hipotonias kozeg. A
szeminalis plazma ozmotikus nyomadsa fajtol fiiggéen 250-300 mOsmol/kg kozott valtozhat. Ez
azt jelenti, hogy egy édesvizi hal spermiuménak aktivalasdhoz a spermat egy enné¢l kisebb
ozmolaritassal rendelkezd kozegbe kell helyezni. A sperma el6zdleg immobilizalé oldatba
keriilése sem befolyasolja a hipotonikus kozegben valo aktivaciot.

Pontyfélék esetében a pH is hatassal lehet a motilitasra (Marian et al., 1997). A lazacfélék
spermiumat pedig a K" ionok immobilizaljak, igy példaul kalcium-kloridot adva a higitohoz a
sejtek mozgasnak indulnak a hipertonias kozeg ellenére is (Morisawa et al., 1983).

Tengeri halfajok esetében azt fedezték fel, hogy a mozgas kivaltasahoz nem feltétlentil elegendd
a magasabb ozmolaritast kézeg (Morisawa & Suzuki, 1980), hanem ovarialis folyadékra is
szikkség van (Morisawa et al., 1992). Tengeri halak spermiumai altalaban hosszabb ideig
mozognak, mint az édesvizi halaké (Cosson et al., 2008). Példaul az eurdpai angolna (Anguilla
anguilla; Gibbons et al., 1985), illetve a tengeri angolna (Conger conger; Cosson et al., 2008)
egyes himivarsejtjei akar 30 percig is képesek valtozatlanul megdrizni motilitasi értékeiket, mig
az édesvizi halak himivarsejtjei altaldban csupan 0,5-2 percig maradnak mozgasban (Cosson,
2010).

2.2.5 A spermiumok mozgésanak biologiai hattere

A spermiumok mozgéasaban a pH épp olyan nagy jelentéséggel bir, mint maga az ozmolaritas,
hiszen ez a két tényezd depolarizdlja a sejtmembrant, amely altal stimuladlodik a motilitas
(Morisawa és Suzuki, 1980; Morisawa et al., 1983). A pH csokkenése gatolja a motoros dinein
(Isd. 2.3 A spermiumok felépitése) fehérjék mozgasat, ezaltal negativ hatdssal van az ostor
mozgasara. Ugyanakkor a Na*/H" ioncsere is hatassal lehet a spermiumok motilitisara, amit az
ozmotikus koncentracié hatdroz meg (Marian et al., 1997).

A spermium membranjaban 1évé K* csatornak nyilasa és zarodasa hipoozmotikus kézegben a
plazmamembran lokalis hiperpolarizacidjat, illetve depolarizaciojat okozza. Ennek kovetkeztében
a Ca?* csatornak kinyilnak, Ca®* bearamlas torténik és az ostor mozogni kezd (Krasznay et al.,
2000). A fej balrdl jobbra, az ostor pedig jobbrol balra, hullamzéan mozog (6. abra). Az egy
masodperc alatt 1étrejové hullamok szamat nevezziik mozgasi frekvencianak (Cosson, 2019). A
spermiumok mozgasanak ideje természetesen fiigg a benniik tarolt energiatol (Billard & Cosson,
1990). Amint a sejteknek tobb energiara van sziikségiik, beindul a mitokondrialis ATP szintézis
(Cosson, 2013). Az intracelluralis ATP csokkenése maga utan vonja a motilitas lassulasat
(Perchech, 1995).
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6. abra. A spermium mozgasa. L: hullimhossz, H: a spermium feje, A: fél hullim amplitadoja, a:
hullam hajlitasi szoge, 1-2: a fej elmozdulasa, d: a farok elmozduldsa. Forras: Cosson, 2019.

2.2.6 A sperma Osszetétele

A him egyedek altal, a herében termelt sejtszuszpenzidt nevezziikk sperméanak. A sperma
himivarsejtekbdl és szemindlis plazmabol all. A szemindlis plazma egy olyan természetes
médiumnak tekinthetd, amely megfeleld kornyezetet biztosit a spermiumok hosszutava
tarolasahoz (Ciereszko et al., 2011). Azt talaltak, hogy a szeminalis plazma eltavolitasa
befolyasolja a spermiumok termékenyitOképességét, igy bebizonyosodott, hogy nem csak a
spermiumok mozgasat, tarolasat segitd szerepe van (Maxwell et al., 2007; Ratto et al., 2011).

A szeminalis plazmaban talalhatunk antioxidansokat, példaul hugysavat (Ciereszko et al., 1999),
szuperoxid-dizmutazt, glutation-reduktazt, katalazt, glutation-peroxidazt (Li et al. 2010; Martinez-
Paramo et al. 2012) és a humoralis immunvalaszban szerepet jatszo transzferrint (Dietrich et al.,
2010). Az emldsokkel ellentétben a halak spermaja kevesebb fehérjét és egyéb szerves anyagot
tartalmaz (pl. koleszterin, vitaminok, cukrok, lipidek, aminosavak). Ugyanakkor nagyobb
mennyiségben talalhat benne Na*, K* és CI (Linhart et al., 1991). A spermaban talalhatd ionok
koncentracioja hatarozza meg annak ozmolaritasat. Ozmométerrel mérve ez pontyfélék esetében
290-300 mOsmol/kg kozott valtozik (Alavi & Cosson, 2006).

2.2.7 A halsperma kinyerése és a spermiumok mozgasara hatd tényezok

Begytijtés soran figyelni kell, hogy a sperma ne szennyezddjon vizelettel, bélsarral, illetve ne érje
viz, ami azonnal aktivalhatna. Fontos a mintdk azonnali jégre helyezése is (Billard et al., 1995;
Agarval, 2011). A mintak szennyezettsége a termékenyitoképességet is negativan befolyasolhatja
(Bokor et al., 2007).

Ajanlott a halak altatasa a fejés megkezdése el6tt. Ez torténhet trikain-metilszulfonattal (MS-222;
Piironen, 1993), illetve 2-fenoxietanollal is (Perchech et al., 1995). Abdominalis masszazst
alkalmazva, a legjobb eredmény elérése érdekében, a himekbdl Kkifejt sperma nem szennyezett,
széraz edénybe fejhetd (Bozkurt et al., 2005). Egyes halfajok, példaul zebradani6 esetében,
tekintettel a kis méretre, mikroszkdp alatt, dvatos mozdulatokkal tivegkapillarisba fejik ki az
egyedekbdl a him ivarterméket egy csipesz segitségével (Caetano et al., 2019).
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A sperma mindsége halfajonként eltérd lehet (Piironen, 1985), de nagymértékben befolyasolja a
taplalék mindsége, mennyisége, valamint a viz homérséklete is (Broomage & Roberts, 1995;
Rurangwa et al., 2004; Billard & Cosson, 1988; Dadras et al., 2016a). Ponty esetében példaul a
hémérséklet csokkenése képes negativ hatast gyakorolni a motilitasi értékekre (Dadras et al.,
2016Db). Az egyedek érettsége is hatassal lehet a minéségi paraméterekre (Lahnsteiner et al., 1996).
A mar fentebb emlitett ovarialis folyadékrodl olyan hipotézisek is sziilettek, amelyek szerint a pH,
az ionkoncentracid, vagy akar a hdmérséklet megvaltoztatasaval segiti a spermiumok mozgasat
(Eisenbach & Giojalas, 2006). Szamos halfaj esetében bizonyitast nyert, hogy az ovarialis
folyadék képes megnyujtani azt az iddintervallumot, amelyben az ikra képes megtermékenyiilni,
illetve a spermium képes termékenyiteni (Lahnsteiner, 2002). Kekildinen és Evans (2018)
kutatasukban pedig radmutattak, hogy nem csak az ovarialis folyadéktol, hanem a spermium és az
ikra kozotti kémiai kommunikaciotol is fligg a termékenyiilés sikeressége.

2.3 A mélyhiités
2.3.1 A mélyhiités eredete

A sperma mélyhiités eredete egészen 1949-ig nyulik vissza, amikor Polge és munkatarsai glicerin
segitségével, szarazjégen (-79 °C) sikeresen mélyhiitottek baromfi spermat. A glicerin hasznalata
fontos mérfoldkd volt, hiszen felhivta a figyelmet az Gigynevezett ,,védéanyagok” hasznalatara.
Egy évvel késobb, 1950-ben Smith és Polge sikerrel krioprezervaltak bikaspermat. Ettdl kezdve
robbanasszerti fejlédés indult meg a spermamélyhiités tekintetében, olyannyira, hogy ma mar
kiilon iparagga nétte ki magat a melyhtitott spermaval torténd mesterséges termékenyités.

2.3.2 A mélyhiités biologidja

A mélyhiités lényege a sejtek életfolyamatainak lelassitasa, az életképességiik hosszabbtava
megoOrzése, anélkiil, hogy barmilyen kar is keletkezne benniik. A krioprezervaciot altaldban
folyékony nitrogén segitségével végzik, amelynek forraspontja -196 °C. Ezen az extrém alacsony
héfokon a viz kristalyosodott, illetve amorf szilard allapotban is jelen lehet (Mazur, 1984). Ha a
viz 0 °C-on nem fagy meg, akkor beszélhetiink a tulhtilés jelenségérdl. Ekkor kdzponti
jégkristalyok képzddhetnek, amelyek mentén indul el a kristalyosodas (Mazur, 1990).

A kiilonb6z6 1onokat tartalmazo viz fagydspontja valamivel 0 °C alatt van. Ennek mértéke az
oldott ionok milyenségétdl és mennyiségétdl 1s fligg. Amikor egy ilyen oldatot hiitiink, eldszor a
a fagyaspontjat. A megndvekedett ozmotikus nyomds azonban szintén karosithatja a sejteket
(Mazur et al., 1972). Ezért a mélyhiitésnél az egyik legfontosabb tényezo a sejt belsejében 1év6 viz
mennyiségének csokkentése, olyan higitoé alkalmazédsaval, amelynek az ozmotikus koncentracidja
nem karositja a biologiai anyagokat. A mélyhiités soran ugyanis nem a hdmérseklet csokkenése
okozza a legnagyobb problémat, hanem a jégkristalyok kiilonb6z6 konformécioi (Mazur 1963,
Willadsen 1977, Shaw et al., 2000).

A hiitési intenzitas befolyasolja azonban az intracellularis, illetve extracellularis jégkristalyok
formdjat, tipusat és méretét is (Cabrita et al., 2022). A tul nagy vizveszteség is karosithatja a
sejteket, ezért minden fagyasztani kivant minta esetében a sejteknek megfeleld ,,arany kézéputat”
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kell megtalalni. Léteznek példaul gyorsabb mélyhiitési modszerek (Kumar & Betsy, 2015), illetve
lassabbak is (Viverios et al., 2000). Mindezeknél nagyon fontos, hogy elegend6 idot hagyjunk az
intracellularis viz sejtekbdl torténd Kiaramlasahoz. A gyors mélyhiités eredményeképpen til sok
viz maradhat a sejtek belsejében, a lassu eljarasokkal pedig pont ellentétes hatast érhetiink el.
Mindkét véglet a megdrizni kivant biologiai anyagok pusztulasaval jarhat (Cabrita et al., 2022).
Fontos tovabba kiemelni, hogy a mélyhlités soran a membran lipidjeinek fazisatalakulédsa is
eléidézhet karosodasokat (Belous & Bondarenko, 1982).

A sejtek tulélése tehat fligg a hiités iddintervallumatol, a hasznalt védéanyagok koncentraciojatol,
a sejtmembran atjarhatosagatol és a sejtek nagysagatol. Altalaban a kisebb sejteket gyorsabban le
lehet hiiteni, mivel nagyobb feliileten érintkeznek a higitoval, illetve a vizvesztés is gyorsabban
megy végbe. Erdemes tehat a sejtek méretét is figyelembe venni a megfeleld protokoll kivalasztasa
elott.

2.3.3 A halsperma mélyhititése

Halak esetében az elsé sikeres mélyhtitést Blaxter végezte 1953-ban, aki szarazjégen hiitott hering
(Clupea harengus) spermat 12,5 %-0s glicerin és tengerviz felhasznalasaval. Blaxter munkassaga
altal a vilag szamos orszagaban kezdték el kiilonbozo halfajok spermajanak mélyhiitését, illetve a
mélyhiités tokéletesitését. Olyannyira sikeres volt a kutatok munkaja, hogy a 2000-es évig mintegy
200 halfaj spermamélyhiitési protokolljat dolgoztak ki (Billard et al., 1995; Tiersch, 2000), és
szamos spermabank épiilt a vildg minden pontjan (Harvey et al., 1998). Annak ellenére, hogy a
halak spermamélyhiitése mintegy 70 éves multtal rendelkezik, a mélyhtitott spermaval torténd
termékenyitést inkdbb laboratoriumi koriilmények kozott hasznaljak, csak elenyészve
talalkozhatunk a modszerrel keltet6hazi szaporitas soran (Tiersch, 2008; Cabrita et al., 2010).
Ennek tobb oka is lehet, mint a draga eszk6zok, a szakértelem hidnya, a megtériilés kérdésessége
¢s a megnovekedett munkaidd.

rrrrrr

megnoveli a termékenyitéssel jard6 munka Osszidejét. A felolvasztas utani motilitast ugyanis
leginkabb a friss motilitas hatarozza meg, igy nagyon fontos a megfelelé mindségii ivartermék
hasznalata. Erdemes szem el6tt tartani tovabba azt is, hogy az édesvizi halak spermiumai kevésbé
ellenallok a fagyasztassal szemben, mint a tengeri halaké (Drokin et al., 1989).

Napjainkban a halak spermamélyhiitéséhez két modszert alkalmaznak; mindkettd folyékony
nitrogénnel dolgozik. Az egyik kevésbé szabalyozhatd, a masik pedig programozhaté mélyhiitd
berendezés segitségével pontosan bedllithatd mélyhiités. A szarazjéggel végzett krioprezervaciod
mara mar kikopott az eszkoztarbol. A kiilonbozd mélyhiitési protokollok kidolgozasa
természetesen napjainkban is folyik, azonban egyre nagyobb hangsulyt kapnak a mélyhttés altal
okozott DNS karosodasokkal (Labbe et al., 2001), az életképesség tesztelésével (Beirdo et al.,
2011), a génexpresszioval (Hossen et al., 2021), illetve az epigenetikai valtozasokkal (Depincé et
al., 2020) kapcsolatos kutatasok.
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2.3.3.1 Mélyhiités soran hasznalt védéanyagok

A mélyhiités soran, a sikeres eredmények elérése érdekében elengedhetetlen a megfeleld
véddanyagok alkalmazasa. A védéanyagok szerepe abban all, hogy segitenek megdrizni a sejtek
¢életképességét a mélyhiités ideje alatt, a tarolas soran, illetve a felolvasztas utan (Graybill &
Horton, 1969; Kamaruding et al., 2012). Fontos funkciéjuk tovabba, hogy immobilizalt allapotban
tartjak a spermiumokat, igy allandoésitjak a sejtek fizikai-kémiai paramétereit (Ohta & lzawa,
1996).

A véddanyagokat két csoportba sorolhatjuk, aszerint, hogy hol védik a sejtet (Tiersch et al., 2007).
Az extracellularis védéanyagok nagy molekulaju polimer molekulak. Ezek a sejt kiilsejéhez, a
sejtmembranhoz kapcsolddva stabilizaljak azt. llyenek példaul a cukrok, vagyis a gliikkoz, fruktoz,
stb., és a szintetikus polimerek, mint a polietilén-glikol, a polivinilpirrolidon, valamit egyéb
fehérje tartalmi anyagok, mint a tej, a tojassargaja, vagy a szarvasmarha szérum albumin
(Meryman, 1971). Az intracellularis védéanyagok beliilrdl, a sejtmembranon keresztiil behatolva
védik meg a sejteket a nagyobb méretli jégkristalyok kialakulasatol és az ozmotikus sokktol a
fagyaspont csokkentése altal (Leung, 1991). Intracellularis krioprotektans példaul a glicerin, a
metanol, a dimetil-szulfoxid (DMSO), a dimetil-acetamid (DMA) és egyéb kis molekulasulyu
anyagok (Hagedorn és Kleinhans, 2000).

Az 0sszes véddanyag azon az elven miikddik, hogy gyorsitja a sejt vizleadasat, illetve csokkenti
az oldat fagyaspontjat. Ez a folyamat azt eredményezi, hogy kevesebb, a sejtet karosito jégkristaly
keletkezik (Denniston et al., 2000). A nem megfelel6 védéanyag hasznalatanak szamos negativ
hatasa lehet, példaul a sejtek duzzadasa és a sejtmembran sériilése (Taylor et al., 1974). A
védOdanyagok, habar elengedhetetlenek a sejtek taléléséhez, bizonyosfoku toxicitassal is
rendelkeznek. Ez tulajdonképpen azt jelenti, hogy a krioprotektansok bizonyos mértéknél
magasabb koncentracoja (ennek értéke minden véddanyagnal kiilonbozik) esetén mar a fagyasztas
el6tt elkezdddik a sejtek karosodasa (Fahy, 1986). A koncentracion kiviil az equilibracios id6 (Isd.
2.13 Equilibracios id0) is befolyasolhatja a spermiumok életben maradasat (Li et al., 2010).

Az antioxidansok, amelyekkel a szeminalis plazmaban is talalkozhatunk, igen fontos szerepet
toltenek be. A mélyhiités soran ugyanis felborul a reaktiv oxigéngyokok egyensulya és oxidativ
stressz kovetkezik be, ami karositja a sejteket (Halliwell, 2006; Shaliutina-Kolesova et al., 2019).
Az oxidativ stressz soran fellépd lipidperoxidacid negativ hatassal lehet a motilitasra és a
termékenyitd képességre is (Aitken et al. 1998). Ennek ellenére a halak spermiumaban kevés,
antioxidans hatdssal rendelkezé vegyliletet taladlunk, igy azok nagyon érzékenyek a reaktiv
oxigéngyokokkel szemben. Ezaltal felértékel6dik a szeminalis plazma és az esetlegesen, a
mélyhtités soran spermahoz adagolt antioxidansok szerepe (Koppers et al., 2010; Gazo et al.,
2013). Egyes kutatasok szerint a mélyhiités soran fellépd oxidativ stressz szamos modosulast
okozhat a spermiumokban (Balamurugan et al., 2018; Figueroa et al., 2019), mint példaul a lipid
peroxidacié (Klaiwattana et al., 2016), a DNS tdredezettség (Cabrita et al., 2011; Ogretmen et al.,
2015), a mitokondrialis diszfunkciok (Figueroa et al., 2016), a fehérjék oxidacioja (Purdy et al.,
2016), illetve a spermiumok mozgasaban szerepet jatszoé enzimek inaktivacidja (Nynca et al.,
2015). Ezen okokbol kifolyolag terjedt el az enzimatikus (kataldz, szuperoxid-dizmutaz,
peroxidaz, stb.), illetve a nem enzimatikus (metionin, oxidalt glutation, stb.) antioxidansok
hasznalata szamos halfaj spermamélyhiitése esetében (Lahnsteiner et al., 2011; Figueroa et al.,
2018; Li et al., 2018).
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2.3.3.2 A sperma higitasa a mélyhiités eldtt

Meélyhiités el6tt higitot kell a spermahoz adagolnunk, amelynek az a feladata, hogy reverzibilisen
gatolja a himivarsejtek aktivacidjat. Ebben altalaban a mar el6z6leg emlitett extracellularis, illetve
intracellularis védéanyagok talalhatok, valamint olyan vegyiilet, amely az oldat pufferelését, pH-
jat biztositja a krioprezervacid soran is (pl. trisz-(hidroximetil)-amino-metan-Tris). A jo higitd
képes immobilizalni a spermat, nem tartalmaz toxikus anyagokat, pH-ja megfelel6 és a mélyhiités
soran is optimalis ozmotikus koncentraciot teremt a sejtek szamara (Leung, 1991).

Me¢élyhiités soran a megfeleld higitasi arany megvalasztasa az egyik legfontosabb 1épés, ugyanis ez
befolyasolhatja a sejtek talélését, valamint termékenyit6képességet is (Rieniets & Millard, 1987;
McPartlin et al., 2008). A spermat altaldban 1:3-20 aranyban higitjak lazacfélék, ponty és tilapia
esetén (Rana, 1995; Magyary et al., 1996). Az intracellularis, vagyis a sejt belsejébe bejutd
védbanyagok rendelkeznek bizonyos foku toxicitassal (Isd. 2.11 M¢lyhiités soran hasznalt
védbanyagok), ezért precizen meg kell hatarozni a végsé aranyukat, ami altalaban a végsd
koncentracio 5, 10, 15%-a (Harvey et al., 1983). Az intracelluralis védGanyag aranya, illetve fajtaja
pedig az adott halfajtol fligg (Linhart & Rodina, 2000; Lahnsteiner et al., 2003; Alavi et al., 2007).
Fontos tovabba megemliteni, hogy a toxicitas csokkentése érdekében érdemes a sperma higitasat
0 °C-on végezni, amelynek hatuliitéje, hogy minél kisebb homérsékleten végezziik, annal tobb
1dot kell raszanni az equilibracios id6 miatt.

2.3.3.3 Equilibracios id6

Equilibracionak nevezziik az extracellularis, illetve az intracellularis koncentraciokiilonbség
Kiegyenlitését. Az equilibracios id6 pedig az az id6, amely ennek a koncentraciokiilonbségnek a
kiegyenlitéséhez sziikséges és minimalizalja a toxicitas mértékét (Grout & Morris, 1986).

Az equilibracios 1d6t befolyasolhatja a spermium membranjadnak permeabilitasa. El6fordulhat az
1s, hogy nincs sziikség equilibraciods idore, hiszen a spermium kicsi €és a membranpermeabilitasa
is megfeleld (pl. zebradanid; Harvey, 1983). Vannak azonban olyan fajok, amelyeknél joval tobb
1d6 sziikséges a megfeleld hatas eléréséhez. Ez példaul marnanal (Tor putitora) 60 percet (Ponniah
et al., 1999), az allas kiisznél (Chalcalburnus chalcoides) 5 percet (Lahnsteiner et al., 2000), a
pisztrang (Pérez-Cerezales et al., 2010) és a ponty (Ponniah et al., 1998) esetében pedig egyarant
10-10 percet jelent. Eurdpai harcsa (Silurus glanis) spermajat 12 percre, pontyét pedig 20 percre a
higitoban hagyva mar szignifikdns csokkenést tapasztaltak a motilitdsban (Linhart et al., 1993).

2.3.3.4 Krioprezervacio tipusai

A szarazjég mint krioprezervacids kozeg szerepét napjainkban atvette a folyékony nitrogén. Ez
annak koszonhetd, hogy beallithato a hiitési sebesség €s a hiités ideje is, ezaltal elkeriilhetd a nagy
hémérsékletkiilonbség okozta sejtkarosodds. A mélyhlités szabdlyozdsa szerint tovabbi két
csoportra tudjuk osztani a folyékony nitrogénnel torténd fagyasztast.

2.3.3.4.1 Nem programozhato, folyékony nitrogénnel torténd mélyhiités
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A modszer 1ényege, hogy a mintékat el6szor folyékony nitrogén gézében hiitik. Elénye, hogy a
mélyhiités ideje a felszintl vald tavolsag fliggvényében szabalyozhatd. A hiités torténhet
fémlapon, pelletalt formaban (Tiersch, 1994), fémracson miiszalmaba tdltve (Magyary et al.,
1996), illetve a nitrogén felszinén usz6 porisztirol kereten (7. abra) szintén miszalmaba tdltve
(Baynes & Scott, 1987; Horvath et al., 2003; Boryshpolets et al., 2009). A szakirodalmak szerint
ponty spermamélyhiitése esetében ez a modszer bizonyult a leghatékonyabbnak, igy a doktori
kutatomunka soran is ezt alkalmaztam.

1‘@;

7. abra. Spermamélyhiités folyékony nitrogén gézében. Molnar Jézsef felvétele.

2.3.3.4.2 Programozhatd, folyékony nitrogénnel torténd mélyhiités

A programozhaté mélyhiité berendezéshez (8. abra) egy tartaly kapcsolodik, amelybdl a gép a
beallitott program alapjan kozvetleniil fecskendezi be a folyékony nitrogént, igy a hiitési
intenzitadsa sokkal jobban szabalyozhatova valik. Ezen okbdl kifolydlag ezt hasznaljak példaul
human spermamélyhtitéshez (Hammit et al. 1989), de egyre elterjedtebb halak esetében is (Cognie
et al., 1989; Sultana et al., 2009; Vuthiphandchai, 2015).

Elénye, hogy pontosan beallithatd a percenkénti hiitési sebesség (Gorin, 1992), amely lehet
egységes, vagy akar 1épcsdzetes. Ezen kiviil tobb program, illetve végleges hiitési hdmérséklet is
megadhaté (Rana & McAndrew, 1989; Linhart et al., 1993; Conget et al., 1996; Ponniah et al.,
1998). A motilitasi értékek akar kiilonboz6 hémérsékleteken is vizsgalhatok (Conget et al., 1996).
A szakirodalmak szerint zebradanié spermamélyhiitése esetében ez a moddszer bizonyult a
leghatékonyabbnak, igy a doktori kutatbmunka sorén is ezt alkalmaztam.
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8. abra. Programozhaté mélyhiitéberendezés. Sajat felvétel.

2.3.3.5 A mélyhfitott sperma tarolasa

A mélyhtitott spermat felhasznalasig folyékony nitrogénben taroljak. Fontos, hogy a mintak pontos
jelolést kapjanak, a miszalma (kiillonbozo térfogat, milanyagbol késziilt csd) és a goblet (tobb
miszalma taroldsara alkalmas miianyag cs0) is feliratozva legyen. Az azonos mintakat célszeri
ugyanabban a gobletben, illetéleg kaniszterben (fémbdl késziilt, a folyékony nitrogénnel teli
tartdlyhoz rogzithetd, a gobletek tarolasara alkalmas edény) tarolni. A mintdk elhelyezésére
szolgal6 kanna folyamatos utantoltése a nitrogén parolgasa miatt elengedhetetlen. Ezt elmulasztva
a mintak 1épcsdzetesen felolvadhatnak €s hasznalhatatlanna valhatnak.

2.3.4 A halsperma felolvasztasa

A felolvasztas 1ényege a sejtek rehidratalasa. A mintak felolvasztasanal, mint a mélyhiitésnél,
torekedni kell a pontossagra. Ennél is fontos tényezdve valik a sebesség, illetve az id6. A tal gyors,
illetve a tul lassu felolvasztés is karosithatja a sejteket (Diwan et al., 2010). A jol megvalasztott
felolvasztasi homérséklet és iddintervallum altal elkeriilheté az intracellularis jégkristalyok
ujraalakulasa, amely a sejtek sériilését okozhatja (Piironen, 1993; Richardson et al., 2011). Példaul
egy 0,25 ml térfogati miiszalma kiolvasztasa optimalis esetben 40 °C-on 5 mp-ig torténik (Szabd
et al., 2005). A felolvasztasnal ugyanakkor figyelembe kell venni a minta tarolojanak méretét,
milyenségét, valamint az adott faj spermajanak és spermiumanak paramétereit (Tiersch & Green,
2011). A mintak kiolvasztasara a legmegfelelébb eszkéz a programozhatd vizfiirdé (9. abra),
amelyen beallithato a kivant héfok.
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9. abra. Programozhato vizfiirdd. Sajat felvétel.

2.3.5 A ponty spermajanak mélyhiitése és felolvasztasa

A ponty megfelelc’i spermamélyhﬁtési protokollj énak kidolgozésémél a kutat(')k leginkébb a higit(’)
homersekletenek tokéletesitésére koncentraltak. Szaklrodalml adatok alapjan rengeteg mformacm
all rendelkezésiinkre ahhoz, hogy a szdmunkra legmegfelelobb variaciokat alkalmazzuk. A
kovetkezOkben, a teljesség igénye nélkiil betekintést nyerhetiink az eddig hasznalt mddszerek
sokszinliségébe.

Ahogyan egy korabbi fejezetben emlitettem (Isd. 2.11 Mélyhiités soran hasznalt véd6éanyagok), a
véddanyagok toxikus hatassal rendelkeznek, ezért mint minden fajnal, pontynal is fontos volt tobb
védbanyag tesztelése. Ezeknek az anyagoknak a végkoncentracioja is nagyon fontos tényezo, ami
altalaban nem 1épi tal a 15%-ot. Kiilonb6zo intracellularis véddanyagokat alkalmazva, mint a
DMSO (Horvath et al., 2003) a DMA (Warnecke & Pluta, 2003), a glicerin (Bozkurt et al., 2014),
vagy a metanol (Horvath et al., 2003), a kutatok mas felolvasztas utani motilitasi értékeket kaptak.
Egyes esetekben a metanol (Horvath et al., 2003), mig masokban a DMSO teljesitett jobban
(Irawan et al, 2010). A kapott eredményeket természetesen befolyasolhatja a higitd dsszetétele is.

A kiilonbozo szakirodalmakat lapozgatva szamtalan, kiillonb6z6é Osszetételii  higitoval
talalkozhatunk. Magyarok altal kifejlesztett higité az ugynevezett ,,pér higit6” (200 mM gliikoz,
40 mM KCI, 30 mM Tris, pH: 8,0+0,2, Horvath et al., 2012), amelytdél annyiban tér el a Kurokura
€s munkatarsai (1984) altal alkalmazott, hogy az gliikkoz helyett natrium-hidrogénkarbonatot,
magnézium-kloridot ¢és kalcium-kloridot tartalmaz. Egyes publikaciokban olvashatunk
tojassargaja (Babiak et al., 2008), méz (Ogretmen & Inanan, 2014), vagy akar kokusztej (Devita
et al., 2021) hozzaadasarol is.

18



Fontos tovabbi tényez0 a fagyasztasi id0 és homérséklet megfeleld megvalasztasa. A fagyasztas
kezdddhet kiilonb6z6 hdmérsékleten, amely szintén befolyasolhatja a sperma mindségét. Azaltal,
hogy megndveljiik a miiszalmak és a folyékony nitrogén felszine kozotti tavolsagot, a hdmérséklet
a kovetkezOképpen befolyasolhaté; —190°C/1 cm, —150°C/3 c¢cm, —110°C/6 cm, —70°C/9 cm
(Boryshpolets et al., 2017). A mélyhiités ugyanakkor végezheté programozhaté mélyhito
berendezés segitségével is (Varkonyi et al., 2019). A hdmérséklet szabalyozasan kiviil a mintak
taroldsdra hasznalt eszkoz is befolyasolhatja a motilitdst. A mintdkat kiilonb6zé méretl
miiszalmakba (Horvath et al., 2003) vagy akar kriocsdvekbe is tolthetik (Varkonyi et al., 2019).

A sejtek talélése szempontjabol a mintak felolvasztasa is épp olyan fontos (Isd. 2.16 A halsperma
felolvasztasa), mint a mélyhitésiik, ezért a kutatok erre is kiilonb6z6 protokollokat dolgoztak ki.
A felolvasztast eltéré homérsékleten végezhetik, igy példaul 40 °C-os (Horvath et al., 2003),
35 °C-o0s (Linhart et al., 2000) vagy 25 °C-o0s (Lubzens et al., 1997) vizfiirdobe helyezve is.
Végezetiil pedig a mintak felolvasztasi ideje is befolyasolhatja a sperma mindségi paramétereit
(Linhart et al., 2000).

2.3.6 A zebradani6é spermajanak mélyhitése és felolvasztasa

A zebradanié spermamélyhiitési eljarasai koziil is szamos ismeretes. A higitd Osszetételére, a
is nagy hangsulyt fektettek a kutatok. A zebraddnid és a ponty ivartermékei kozott talalhatunk
kiilonbségeket, illetve hasonlosagokat is. Nem véletlen tehat, hogy egyes anyagok, eszkdzok épp
ugy bevaltak a ponty, mint a zebradanido spermamélyhiitése esetében, mig masok nem. A
kovetkezokben, a teljesség igénye nélkiil ezeket az eljarasokat szeretném bemutatni.

A védbanyagokat tekintve helyet kapott a metanol (Caetano et al., 2019), a DMA (Morris et al.,
2003), a DMSO ¢és a glicerin (Yang et al., 2007). A sejtek toxikozisanak elkeriilése végett
zebradanio esetében ezeknél a krioprotektansoknal is maximum 15%-os végkoncentraciot
alkalmaznak a kutatok. Fontos azonban megemliteni, hogy egyes védéanyagok hatasossaga a
mélyhiités idejének a fliggvényében valtozhat. igy példaul Yang és munkatarsai (2007) 20 °C/perc
hiitési sebesség mellett DMA-t alkalmazva kaptak a legmagasabb felolvasztas utani motilitasi
értéket. A metanol azonban 10 °C/perc mellett sokkal jobb védéanyagnak bizonyult és feliilmulta
a DMA hatasat is.

Higitok koziil a mar emlitett, magyar fejlesztésii ,,pér higit6”-t (200 mM gliik6éz, 40 mM KCl,
30 mM Tris, pH: 8,0 £ 0,2, Horvath et al., 2012) zebradanional szintén felhasznaltak a mélyhiités
tokéletesitéséhez (Caetano et al., 2019). Egy masik kisérletben 400 mmol/kg ozmolaritast higitot
(130 mM KCI, 50 mM NaCl, 2 mM CaClz, | mM MgSOa, 10 mM D-(+)-gliik6z, 30 mM HEPES-
KOH, pH 7,9 ) alkalmaztak sikeresen (Matthews et al., 2018). Szamos kutatasban 6sszetevoként
lelhetjiik fel a tejport (Harvey et al., 1982; Draper et al., 2004) vagy a tojassargdjat és a
szarvasmarha szérum albumint is (Diogo et al., 2019).

A mélyhiités tekintetében is tobb moddszert teszteltek. Matthews €s munkatarsai (2018) a
szarazjeget épp olyan megfelelonek talaltak, mint a programozhaté mélyhtité berendezést. Caetano
és munkatarsai (2019) is sikerrel mélyhiitottek szarazjégen zebradanié spermat. A legmagasabb
felolvasztas utani motilitasi értékeket azonban beallitott 10-15 °C/perc hiitési sebesség mellett
mérték (Matthews et al., 2018). A mintak felolvasztasanak szakirodalma viszonylag egységes,
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altalaban a miiszalmakat 40 °C—os vizfiirdébe helyezik 5 masodpercig (Yang et al., 2007, Caetano
etal., 2019).

Kiilonleges eljarast dolgoztak ki a kis mennyiségli minta miiszalmaban valo6 taroldsdhoz (10. dbra).
E szerint elézetesen a higitdt, majd a kihigitott mintat szivjak fel a miiszalmaba, ugy, hogy a kettd
kozott levegd legyen, igy a két folyadék nem keveredik. Erre azért van sziikség, hiszen
maskiilonben a minimalis mennyiségili mintat teljes egészét felszivna a két pamutszovet-dugo és a
koztiik talalhato, folyadék hatasara gélesed6 por (Caetano et al., 2019).

10. abra. A miiszalmaba betoltott spermaminta. Sajat felvétel.

2.3.7 A mélyhiités hatdsai

Szamos kutatas szol arrdl, hogy a mélyhiités karosithatja a spermiumokat, ezaltal befolyasolva a
motilitasi paramétereket és a termékenyitSképességet. Ujabb kutatisok kiemelik a mélyhiités
hatasat az utddgeneraciokra példaul egyes gének expresszidjanak befolyasolasa altal. Fontos
megemliteni azonban, hogy a mélyhtités soran hasznalt médszerek epigenetikai valtozasokat is
okozhatnak.

2.3.7.1 M¢élyhiités hatdsa a spermiumra

A mélyhités hatasara spermium feje és a citoplazma dehidratdlodésa altal a plazmamembran is
sériilhet, tovabba megdagadhat a mitokondrium, az ostor leszakadhat, rongaldédhat (Billard et al.,
¢s a termékenyitoképesség csokkenéséhez. Fontos azonban megemliteni, hogy a spermium
morfoldgiaja és az egyed fenotipusa kozott mérhetd az Osszefiiggés (Immler et al, 2014). A
spermiumok kiilalakja tovabba sok mindentdl fligg, tobbek kozott szezonalisan is eltérhet (Liipold
et al., 2012). Hasonlo kutatas sziiletett marna (Barbus barbus) esetében, ahol megallapitottak,
hogy a sperma mennyisége ¢és a spermiumok morfologidja a reprodukcios idészakban
folyamatosan valtozott (Alavi et al., 2007).

Zebradanioban azt talaltak, hogy a mélyhiités, illetve felolvasztas soran a fej megdagadhat, vagy
le is szakadhat, a farok megrovidiilhet és meggorbiilhet (da Costa et al., 2020). Egy angolnan
végzett kutatds ramutatott, hogy felolvasztas utan a sejtek nem nyerik vissza eredeti méretiiket
(Asturiano et al., 2007). Ezek a hatasok mind negativan befolyasolhatjak a progressziv motilitast,
illetve a spermiumok sebességét (Yao et al, 2000; Zhang et al., 2003).
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A mélyhtités soran fellépd oxidativ stressz is karosithatja a spermiumok motilitasat, sebességét,
illetve a DNS-t is (Gazo et al.,, 2015). Megfeleld véddanyagok alkalmazasaval azonban
csokkenthet6k ezek a negativ hatasok (Shaliutina-Kolesova et al., 2015). Kecsegén végzett
kutatasban azt talaltak, hogy a higitohoz adott fagyasgatld fehérjék megnovelik a sejtek talélési
esélyét.

2.3.7.2 M¢élyhutés hatasa a DNS-re

A mélyhiités altal a DNS is karosodhat (Labbe et al., 2001), ennek mértéke azonban egyes
kutatasok szerint a megfeleléen megvalasztott véddanyag alkalmazasaval csokkenthetd (Zilli et
al., 2003). Egy koreai sziklahallal (Sebastes schlegelii) foglalkozo kutatasban azt talaltak, hogy a
mélyhités 179 génnek az expressziojat befolyasolta és tovabbi 1266 génnek a metilacios
mintazatat modositotta (Niu et al, 2022). 2010-ben Zeng és munkatarsai azt talaltak, hogy az
abnormalis epigenetikai modosulasok hatassal lehetnek a sperma motilitdsdra. Egyes humén
kutatdsokban azt feltételezik, hogy a normadlistdl eltérd epigenetikai mintdzatnak koze lehet a

vetéléshez (El Hajj et al., 2011), valamint a férfiaknal a termékenyitOképesség elvesztéséhez is
vezethet (Nanassy & Carrell 2011a, 2011b).

A mélyhités ugyanakkor aktivalhatja a hdsokk fehérjéket. Egyes géneket pedig hipermetilacid
nélkiil is elcsendesithet. Ezek a valtozasok egyértelmiien a mélyhttés, illetve felolvasztas
hatasdhoz kothetdk, nem pedig a véddanyagok alkalmazasdhoz (Riesco & Robes, 2013).
Kijelenthetd tehat, hogy a mélyhiités altal egyfajta szelekcid torténik (Asturiano et al., 2017),
amely az utdédgeneracio fenotipusanak megvaltozasaval jarhat (Immler et al., 2014; Alavioon et
al, 2017).

2.3.7.3 M¢élyhiités hatasa az utdédok ivarsejtjeire

Babiak és munkatarsai 2002-ben azt talaltak, hogy a mélyhtitott spermabdl sziiletett szivarvanyos
pisztrang egyedeknek a spermaja felolvasztas utan 8%-kal jobban termékenyitett (89,6%), mint a
friss spermabdl szarmazo egyedeké (81,7%). A friss spermaval torténd termékenyitési eredmények
azonban nem mutattak kiilonbséget a két csoport esetében. Mivel az egyedek teljes testvérek
voltak, illetve azonos koriilmények kozott tartottak dket, igy azt a kovetkeztetést vontak le, hogy
a mélyhiités sordn a spermiumok szelekcidja torténik. A fagyasztassal szemben ellenalld
spermiumok ¢élnek tal. Azt feltételezték tovabba, hogy a spermiumok ezen tulajdonsaga
,,atorokithet6” az utdbdokba (Babiak et al., 2002; Cabrita et al., 2010).

2.3.7.4 M¢élyhiités hatasa az utddok novekedésére, testalakulasara

Az egyedek novekedését is befolyasolhatja a spermiumok mélyhititése. Nusbaumer és munkatarsai
(2019) azt talaltak sebes pisztrang (Salmo trutta) esetében, hogy a mélyhiitott spermabol sziiletett
egyedek szignifikansan kisebbek. Eurdpai harcsa (Siluris glanis) esetében ezzel ellentétes
megfigyelésre jutottak, vagyis a mélyhiitott spermabdl sziiletett egyedek hossza szignifikansan
nagyobb volt, mint a kontroll csoport értékei (Bokor et al., 2015). Egy masik, szivarvanyos
pisztrangokkal foglalkoz6 tanulmany pedig arra mutatott ra, hogy a friss spermabdl sziiletett halak
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atlagosan nehezebbek voltak, azonban az egyedek hossziisagat nemcsak a mélyhiités, de a sziil6i
feno- és ezaltal genotipusok is befolyasoltak (Hayes et al., 2004). Szamos kutatas szol arrol is,
hogy az ivarsejt mélyhiitésének semmilyen hatdsa nem volt az utédgereracié ndovekedésére. Illyen
kutatasok sziilettek a teljesség igénye nélkiil példaul csatornaharcsa (Ictalurus punctatus), csikos
stigér (Morone saxatili), javai marna (Barbonymus gonionotus), illetve Brycon insignis esetében
IS (Kerby et al., 1985; Tiersch et al., 1994; Rahman et al., 2009). Egyes halfajok esetében az
embriogenezis sordn sem talaltak eltérést a két csoport kozott (Viveros et al., 2012).

Diogo és munkatarsai (2019) zebradanidéban azt talaltdk, hogy a mélyhiités soran hasznalt
véddanyagok koncentracidja hatassal lehet az utddgeneracid csontvazanak alakulasara. Mas
kutatasok is alatmasztjak, hogy a mélyhtitott spermaval torténd termékenyités a larvak alakjanak
normalistol eltérd valtozataihoz vezethet (Miskolczi et al., 2005). Egy szivarvanyos pisztrangon
végzett kutatdsban azonban a kutatok eltéré eredményeket kaptak. A mélyhiitétt spermabol
sziiletett egyedek morfoldgidjukban szignifikdnsan nem tértek el friss spermabdl sziiletett
tarsaikhoz képest (Young et al., 2009).

Osszességében tehat elmondhatd, hogy a mélyhiitésnek szdmos hatésa lehet a sperma mindségére.
Ezeknek nagy része kikiiszobolhetd a megfeleld6 mélyhiitési protokollok, véddanyagok
hasznalataval. Ezek az anyagok azonban befolyassal lehetnek az utdédgeneracio novekedésére,
csontszerkezetére, illetve egyéb genetikai értékekre is. Nagyon fontos tehat a megfeleld
modszereket minden faj esetében atfogd vizsgalatok alkalmazasdval egyenként megallapitani.
Hiszen a filogenetikai kiilonbségek miatt nem 1étezik olyan univerzélis megoldés, amely minden
¢l6lény ivarsejtmélyhiitésénél hasznéalhato lenne.

2.4 Szamitdgépes spermavizsgald rendszer (CASA- Computer Assisted Sperm

Analysis)

A szamitogépes spermavizsgald rendszer, vagyis CASA (11. abra) egy szamitogéphez kapcsolt
mikroszkopot jelent €s a hozzd tartozd spermavizsgald szoftvert, amely altal precizebb,
objektivebb képet kaphatunk a spermiumok mozgasarol, mint a fénymikroszkoppal torténd
szubjektiv becslés esetében (Fauvel et al., 2010). A pontossaghoz elengedhetetlen a CASA altal
mért paraméterek szakirodalom szerinti manualis beallitasa, hiszen a program Szarvasmarha
spermara lett alapértelmezve. Ezen kiviil egy virtualis vonalzoval megadhatjuk a spermiumok
fejének nagysagat, igy a szdmitdgépes spermavizsgald rendszer képet kap arrdl, hogy milyen
méretll sejteket vizsgaljon. Ez nagyon hasznos lehet, amikor kiilonbdzé halfajok spermajanak
motilitasat mérjik.

A mérés végén egy videdn is megtekinthetjiik a spermiumok mozgasat, amelyen a program mas
szinekkel jeloli meg a kiilonb6zd sebességli spermiumokat. Azokat a sejteket is lathatjuk,
amelyeket a CASA valamilyen okbol kihagyott a mérésbol. Ezeket tovabbi beallitasokkal
mérhetévé tehetjiik. Elmondhatéd tehat, hogy a szamitdgépes spermavizsgald rendszer nagyon
fontos mérési eszkoz, de ellendrzésre szorul. A nagyobb pontossag elérése érdekében indokolt a
mérési eredmények manualis feliilvizsgalata. Segitséget nyljthat tovabba a vizsgalat ismétlési
szamanak novelése is.
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11. abra. Szamitégépes spermavizsgalo rendszer. Sajat felvétel.

A CASA altal mért motilitasi adatok tiikrében megallapithatjuk, hogy milyen a sperma mindsége
(Lahnsteiner et al., 2004). Tovabbi elénye, hogy nem csak a mozgd spermiumok aranyat adja meg,
hanem a mozg6 spermiumok fejének elmozdulési utvonalat is végigkoveti (12. abra). Igy méri az
atlagolt Gtvonalra szamitott- (VAP), az egyenes vonalra szamitott- (VSL), a ténylegesen megtett
utvonalra szamitott sebességet (VCL), a fej kilengésének frekvencigjat (BCF), a fej oldaliranyu
kilengésének nagysagat (ALH) és az emlitett paraméterekbdl is képes tovabbi értékeket szamolni,
mint a szazalékban kifejezett LIN (az Gtvonal egyenestdl szamitott eltérése) és az STR (az atlagolt
mozgas Utvonalanak egyenest6l szamitott kiilonbsége; WHO, 2010). A spermiumok mozgasat
kiilon is lekovethetjiik, illetve az adatokat egységesitve is megtekinthet;jiik.

VAP*
BCF ":

Calculated parameters:
LIN* = VSL*/VCL x 100
STR = VSL*/VAP* x 100

12. abra. A spermium mozgasi iranyai. Az atlagolt utvonalra szamitott sebesség (VAP), az egyenes

vonalra szamitott sebesség (VSL), a ténylegesen megtett itvonalra szamitott sebesség (VCL), a

fej kilengésének frekvenciaja (BCF), a fej oldaliranyu Kilengésének nagysaga (ALH), az utvonal
egyenestol szamitott eltérése szazalékban Kifejezve (LIN), az atlagolt mozgas utvonalianak
egyenestol szamitott kiilonbsége szazalékban kifejezve (STR). Forras: Sloter et al., 2006.

A motilitasi adatok €s a termékenyitOképesség kozott sok halfaj esetében Osszefliggést talaltak
(Harvey et al., 1982; Stoss, 1983; Cosson et al., 1985; Billard & Cosson 1992; Ohta et al., 1995),
igy tehat a CASA-bol kinyert adatok alapjan 6vatos becsléssel kovetkeztethetiink a termékenytilési
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eredményekre. Fontos azonban megemliteni, hogy a motilitds, a sebesség ¢és a
termékenyitOképesség a szemindlis plazma ozmolaritasatol is fligg, amely évszakonként valtozo
lehet (Benau & Terner, 1980; Akcay et al., 2004).

2.5 A sejtdenzitds mérése

A sejtkoncentraci6 értéke megadja az 1 ml mintdban jelenlévo sejtek szamat. Ez az adat foként
keltetohdzi szaporitasndl nyujthat segitséget, ahol a megfeleld sperma/ikra ardny
meghatarozasaval lehet elérni a kivant termékenyiilési szazalékot. Egyes kutatok ramutattak arra,
hogy a sejtdenzitdis mérésének a mélyhiités el6tt is nagy szerep juthat. A megfeleléen
megvalasztott koncentracid tobbek kozott novelheti a mélyhiités eredményességét (Cuevas-Uribe
et al., 2011). Babiak és munkatarsai (1997) szintén arra jutottak, hogy az egyedenként eltérd
spermadenzitas befolyasolhatja a felolvasztas utani termékenyit6képességet. Ennek ellenére a
legtobb mélyhiitési mdodszer higitasi aranyokkal dolgozik.

A sejtkoncentracid mérésére kiilonboz6é eszkozoket hasznalhatunk. Rendelkezésre allnak
kiilonféle sejtszamlald kamrak (Biirker-Tiirk; 13. abra); Thoma, Neubauer, Neubauer Improved,
Makler), amelyekbe a megfelel$ higitast kovetden beletdlthetd a vizsgalni kivant minta. Minden
kamranal a térfogatot, illetve a higitasi aranyt figyelembe véve kaphatjuk meg a sejtdenzitast.
Fontos azonban megemliteni, hogy a kamrak pontossaga kiilonbozhet (Christensen et al., 2005).

13. abra. Biirker-Tiirk kamra Sajat felvétel.

A sejtkoncentracié meghatarozasahoz hasznalt tovabbi eszkoz a spektrofotométer (14. abra),
amely adott hullamhossztartomdnyban a fényelnyelés mértéke alapjan képes meghatarozni a
sejtdenzitast. El0szor emldsoknél tesztelték ezt a modszert, majd késObb szdmos kutatd sikerrel
probalkozott kiilonb6zé halfajokban is. A kisérletek soran a Biirker-Tiirk kamraval torténd
sejtszamolas alapjan alkottak egy linearis regresszios fliggvényt, amelynek az egyenletébe
behelyettesitve a kiilonb6zd fényelnyelési értékeket, kovetkeztettek a sejtszamra (Ciereszko &
Dabrowski, 1993, Fauvel et al., 1999). Ez a modszer képes lényegesen meggyorsitani a
sejtkoncentracié mérését.
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14. abra. Plate leolvaso spektrofotométer. Sajat felvétel.

Potencialis, sejtsiirliség mérésére alkalmas eszkdzként mertiilt fel a CASA is (Cuevas-Uribe &
Tiersch, 2011), amelynek a pontossaga megkérddjelezhetové valt (Serensen et al., 2013), ezért
nem terjedt el halak esetében. Léteznek ugyanakkor nem a sejtszamolasra kidolgozott, de arra is
hasznalhat6 modszerek. Ilyenek példaul az aramlasi citométerek vagy a Coulter szamlalok (Fauvel
et al., 2010).

2.6 Morfometria

A morfometria a statisztikanak az a teriilete, amely esetében az alak szamszerUsitett leirasa torténik
(Mitteroecker & Gunz, 2009). Kezdetben, az 1960-as és 1970-es években a morfometria az
¢l6lények eredeti alakjanak leirdsan alapult, ezt nevezziik tradicionalis morfometridnak (Marcus,
1990; Reyment 1991). Ez a modszer azért nem volt a legmegfelelobb, mert egyes egyedeken
szamtalan hosszmérést végeztek (Rohlf, 1990), ez pedig sok id6t vett igénybe, ami talaltatashoz,
igy végiil a halak pusztulasahoz vezetett (Specziar et al., 2009).

Az 1980-as évektdl kezdve az alak leirasa hatalmas valtozasokon ment keresztiil. A technika
fejlodése altal, a szamitdgép segitségével megjelentek a koordinatdkon alapuldé mddszerek ¢€s a
deformitas racsok szamitogépes elemzése is (Bookstein, 1998). A thin plate spline (TPS) lehetové
tette, hogy az alak sikjat egy vékony fémlemezként értelmezve, azon kiilonb6z6 mérdpontokat
felvéve és ezeket interpolalva a masik mérépont készlethez, lathatova valjanak a lemez hajlitasi
iranyai. fgy tulajdonképpen nyomonkévetheték az alakban végbement valtozasok (Bookstein,
1989;1997; Staszny, 2016). A kovetkezo, 15. abran ezeket az ontogenetikus valtozasokat lathatjuk
abrazolva thin plate spline segitségével 3 faj esetében.
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15. abra. Harom Eucinostomus nemzetségbe tartozo halfaj testalakja kozotti kiilonbség. Forras: De
La Cruz-Agiiero, 2004.

Egy ) irdnyzat, a geometriai morfometria fejlddése vette kezdetét, amelynek Iényege, hogy az
¢lélények alakjat mérdpontok felvételével és azok kiillonb6zd geometriai alakok szerinti
Osszekotésével hatdrozzak meg (Adams et al., 2004). Leginkdbb hasznéalatos a Prokrusztész
modszer, amelyben a mérépontok felvétele utan a Prokrusztész-koordinatak (16. abra) geometriai
atlagaként rajzolodik ki a teljes minta atlagos alakja. Ehhez az ugynevezett referencia alakhoz
viszonyithatjuk az egyedeket, csoportokat. A kialakulé6 mérdpontok iranyaba vektorokat huzva
lathatova valik az eltérés az atlagos alaktdl, tovabba az egyes mintdk kiilonbségét is
megfigyelhetjiik (Zelditch, 2004a).
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16. abra. Ontogenetikus valtozasok jellemzése Prokrusztész moddszer segitségével a pirdja
(Serrasalmus gouldingi) esetében. Forras: Zelditch, 2004a.

2.7 Morfometriai valtozasok halakban

rrrrrr

volt az elsd, aki tengeri csigakat vizsgalva matematikailag allapitott meg 0sszefliggést a testtomeg
¢és a testhossz kozott. Manapsag is altaldban ezzel a hagyomanyos morfometriai mddszerrel
dolgoznak a kutatok (Binohlan & Pauly, 2000). A leggyakrabban hasznalt egyenlet a W=a TL",
ahol a,,W” jel6li a testtomeget, a,,TL” a testhosszat, az ,,a” a testalak koefficiensét és végiil ,,b” a
dimenzidk kiegyenlitésére szolgald koefficienst. Az ,,a” értékei lehetnek 0,1 (Kis és gombdlyii
hal), 0,01 (aramvonalas testii hal), illetve 0,001 (angolna testli halak). A ,,b” pedig lehet < 3 (a hal
gyorsabban nyulik, mint ahogyan a tdmege nd), > 3 (a hal tomege gyorsabban nd, mint ahogy
nyulik), végiil b = 3 (izometrikus novekedés; Lleonart et al., 2000). Ezek az allometrikus
egylitthatok azért elénydsek, mert képesek megmutatni a relativ novekedés sebességét is.

Ezen kiviil hasznaljadk még a vizsgalt paraméterek mintan beliili atlagat is (Lleonart et al., 2000).
Ezekre a valtozokra azért van sziikség, mert a halakra altalaban az allometrikus novekedés
jellemzd, vagyis a kiilonb6zd korti egyedek testardnyai is kiilonboznek egymastol (Huxley &
Teisser, 1992). A moédszerrel ugyanakkor az a probléma, hogy rengeteg standardizalasi eljarast
fejlesztettek ki ra, amelyek mind mas és mas eredményt adnak, igy ezeket nem lehet
Osszehasonlitani egymassal (Adams et al., 2004). Zelditch és munkatérsai példaul egy piraja faj
esetén hataroztak meg az allometrikus egyiitthatokat. Az érték < 1 esetén arra utalt, hogy az adott
hossz novekedett gyorsabban, > 1 esetén lassabban, illetve = 1 esetén a standard testhosszal azonos
mértékben novekedett (17. dbra).
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17. abra. Tradicionalis morfometriai allometrikus koefficiensek. Forras: Zeldrich, 2004b.

A hagyomanyos morfometriai eljarasokban a merisztikus bélyegeket is figyelembe veszik
(Specziar et al., 2009), amely elonyos lehet a halpopulaciok elkiilonitésében (Hubbs, 1922).
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3 Anyag és modszer

3.1 Halak tartasi koriilményei

3.1.1 Ponty

A pontyokat a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Halgazdalkodasi Tanszékének
recirkulaciés rendszerében tartottam (Sentimento Kft., FErd, Magyarorszag). A doktori
kutatbmunka soran egyarant pikkelyes és tiikros pontyokkal is dolgoztam, amelyeket nem
kiilonitettem el (P: N=66, életkor: 4+, testtomeg: 817-3000 g; F1: N=46, mélyhiitott spermabol
sziletett egyed és N=63, friss spermabdl sziiletett egyed, életkor: 2+, testtomeg: 100-520 g; F2:
N=68 friss spermabol-, N=63, mélyhlitott spermabdl sziiletett egyed, életkor: 1+, testtomeg: 28-
640 g, 1. tablazat).

1. tablazat. Pontyok testtomege, darabszama és életkora generaciok szerint. M:
mélyhiitott spermabol sziiletett egyedek, F: friss spermabdl sziiletett egyedek, P:
sziildi generacio, F1: els6 generacio, F2: masodik generacio.

Generéciok Darabszam Eletkor (év) Testtomeg (g)
P 66 4+ 817-3000

F1 M=46; F=63 2+ 100-520g

F2 M=63; F=68 1+ 28-640

A halakat 10 literes akvariumokban keltettem, majd generaciotol fiiggden egészen 3-4 honapos
korukig ebben neveltem 6ket. Ezutdan 3 m3-es milanyag medencékbe helyeztem 4t Sket, kiilon
ketrecekben (18. abra), a csoportjuknak megfelelen. Erre azért volt sziikség, mert ekkor még nem
tudtam egyedileg megjeldlni 6ket.
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18. abra. Pontyok elkiilonitett, ,,svéd ketreces” tartasa a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Halgazdalkodasi Tanszékének recirkulacids rendszerében. Sajat felvétel.

Az allatok, amikor jelolhetové valtak (kortlbeliil fél éves korukban), mikrochipet (Agrident
GmbH, Barsinghausen, Németorszag) kaptak a hasiiregiikbe (tal kicsik voltak a hatizomba torténd
jeloléshez), majd a 3 m3-es milanyag medencékbe szabadon engedtem oSket. A mikrochip
azonositasara leolvasé késziiléket hasznaltam (19. dbra). Mindegyik hal mas azonosité szamot
kapott, igy a csoportok megkiilonbdztethetévé valtak.

19. abra. A pontyok megjelolése. Sajat felvétel.

A vizparaméterek mindkét recirkulacios rendszerben (20. dbra) allanddak voltak: a hémérséklet
(23 £2 °C), valamint a vizminéség is (pH 7,0 = 0,2, redoxi potencial; 230 + 2 mV, oldott O2-szint;
4 + 1 mgL™?). Az iddsebb halakat napi egyszer etettem 10 g/testtdmegkilogramm tappal (Aqua
Uni, Aqua Garant, Pochlarn, Ausztria). A halnevelés sordn a halakat (csoportok szama F1 esetében
N=12; F2 esetében N=8) az els6 honapban artémiaval (Artemia salina nauplii; INVE Aquaculture
NV, Belgium) taplaltam, napi nyolcszor. A masodik honaptol a kishalak zebradanio tapot is kaptak
(100 pum alattitél 600 pm feletti; ZEBRAFEED®, Sparos Lda, Portugilia). A harmadik honaptol
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elhagytam az artémiat. A negyedik honaptol a halakat fokozatosan egyre nagyobb (1,00 — 4,5 mm)
tappal etettem (Aqua start; Aqua Uni, Aqua Garant, Pochlarn, Ausztria).

20. abra. A pontyok tartasara szolgalo recirkulaciés rendszer. Sajat felvétel.

3.1.2 Zebradanid

A zebradaniokat a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Halgazdalkodasi Tanszékének
ZebTEC® recirkulacios rendszerében tartottam (Tecniplast, Olaszorszag; 21. dbra). A halakat 3-,
illetve 8 literes akvariumokban tartottam, allandod vizhémérséklet (25 + 2 °C) és vizminbség (pH
7,0 + 0,2; vezetSképesség 525 £ 50 uS; alkalitass: 0 mM OH-, 0 mM COs%, 0,4 mM HCOs?%;
keménység: < 0.5 °dH; DOC: > 90%) mellett. A megvilagitas periodikusan valtozott (14 6ra
megvilagitas, 10 6ra sotétség). A halakat napi kétszer zebradanio tappal (ZEBRAFEED®, Sparos
Lda, Portugalia) és napi egyszer artémiaval (Artemia salina nauplii; INVE Aquaculture NV,
Belgium) etettem. A nagyobb megmaradas érdekében a kishalakat 1,5 hetes korig napi vizcsere
mellett allando hémérsékleten (25 + 2 °C), inkubatorban neveltem. A kishalakat napi egyszer, a
vizcsere eldtt artémidval etettem.
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21. abra. A zebradanidk tartasara szolgalo recirkulaciés rendszer. Sajat felvétel.

3.2 Halak kezelése a vizsgalatok elott

A pontyokat a termékenyitési, illetve spermavizsgalatok elstt Ovopellel (GnRH analog; D-Ala®,
Pro® Net-mGnRH /18-20 pg/; Horvath et al. 1997) kezeltem (22. abra). Ikrasok esetében a
0. 6raban az ovulacidhoz sziikséges dozis 10%-at, majd 12 oraval késobb a tovabbi 90%-at adtam
be a halak testtomegének megfelelden. Himek esetében egyszeri kezelést alkalmaztam, a halak a
hormon 100%-at kaptak meg. A halakat a kisérletek elvégzése elétt 2-fenoxietanollal altattam
(0,04%, Reanal, Magyarorszag).
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22. abra. Pontyok hormonalis kezelése. Mészaros Gergely felvétele.

A zebradaniokat a vizsgalatok megkezdése el6tt trikaine-metan-szulfonat (MS-222, Arlos
Organics™, Geel, Belgium, 168 mg/l) oldatban altattam. A vizsgalt halak esetében nem volt
sziikség eldzetes hormonkezelésre.

3.3 Generaciok létrehozasa

3.3.1 Pontyok sziildi nemzedékének (P) kialakitasa

A sziil6i nemzedék 2016-ban, egynyarasan keriilt a Dinnyési Halgazdasag Kft.-b6l és a Jaszkiséri
Halas Kft.-bdl a Magyar Agrar- és Elettudoméanyi Egyetem Halgazdalkodasi Tanszékének
recirkulacios rendszerébe. A bekeriilt 41 tejes kozil véletlenszeriien kivalasztottam 9-et. Ezek
spermdjanak friss, illetve felolvasztas utdni motilitdsi paramétereit vizsgaltam 3 hoénapon
keresztiil. Osszesen 6 alkalommal mértem CASA segitségével a friss és olvasztott sperma
mindségi paramétereit, ligyelve arra, hogy két fejés kozott legalabb 1 hét elteljen, igy az allatok
tudjanak regeneralodni. Erre azért volt sziikség, mert egyrészrél ki akartam valasztani azokat az
egyedeket, amelyeknek a spermaja kevésbé mélyhiithetd, masrészrél pedig azokat, amelyek
spermajanak progressziv motilitasa felolvasztas utan 40% felett van, hiszen szakirodalmi adatok
alapjan ez az érték jonak szamit (Horvath et al., 2003; Varkonyi et al., 2018). Mivel az egyedek
spermajanak mindsége kozott nem talaltam szignifikans eltérést, igy a 9 egyed koziil
véletlenszeriien kivalasztott 6 tejest hasznaltam fel az els6 generacio 1étrehozasahoz.
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74 ikrés koziil véletlenszertien kivalasztottam egyet, amelynek a mérete, kondicidja, egészségligyi
allapota is megfelelt. Hormonalis indukcié utan 24 6réval lefejtem az ikrat. A termékenyitést
Horvath és munkatarsai (2003) kisérlete alapjan végeztem. 12 darab, egyenként 10 grammos
ikratételt kiilonitettem el. Ezeket 6 darab tejes frissen fejt, illetve el6zéleg mélyhiitott spermajaval
termékenyitettem, igy Osszesen 12 csoportot 1étrehozva. A termékenyitéshez felhasznalt sperma
mennyisége ikratételenként 50 pl volt. A sperma mindségét fagyasztas el6tt, majd azt kdvetben
CASA segitségével mértem meg. A spermat az ikrahoz adagoltam, majd 100 pl rendszerviz
hozzaadasa utan spatulaval 1 percig kevergettem. 1 perc utan Woynarovich-féle oldatot (10 liter
rendszerviz, 40 g konyhaso, 30 g karbamid; Woynarovich, 1962) adtam hozza, annak érdekében,
hogy az ikraszemek ne tapadjanak Ossze. Folyamatos kevergetés kozben adagoltam tovabbi
Woynarovich-féle oldatot a duzzado ikratételekhez. Végiil haromszori csersavas kezelést
kovetden helyeztem ki a megtermékenyitett ikraszemeket a 10 1-es akvariumok aljara. A larvak 3-
5 nap mulva kikeltek. Az els6 3 napban metilinkékkel kezeltem a vizet a kiilonb6z6 fertézések
elkeriilése érdekében. Kelés utan az ikrahéjat eltavolitottam a medencék aljardl, a halakat pedig 3-
4 honapos koruk elérése utan helyeztem 4t a 3 m*-es medencékbe (Isd. 3.1.1 Ponty).

3.3.3 A pontyok masodik generacidjanak (F2) 1étrehozasa

Az els6 generacio egyedei koziil csoportonként kivalasztottam 1 pontyot. Vagyis friss spermabdl,
illetve mélyhiitott spermabdl sziiletett egyedek koziil is 6 darabot. Ezektdl a pontyoktdl a
hormonkezelés utan vett spermat szamitogépes spermavizsgald rendszer (CASA) segitségével
vizsgaltam meg. A mintakat Horvath és munkatarsai (2003) altal kidolgozott modszer szerint
mélyhiitottem (Isd. 3.4 Sperma gytijtése, vizsgalata, mélyhiitése, termékenyités). A mintakat
felhasznalasig folyékony nitrogénben taroltam. A felolvasztas utdni motilitds méréséhez szintén
CASA-t hasznaltam (Isd. 3.4 Sperma gytijtése, vizsgalata, mélyhiitése, termékenyités).

Egy darab P ponty ikrajat hasznaltam fel az 6sszes csoport létrehozasahoz, méghozza ahogy az F1
generacid 1étrehozasanal, 10-10 gramm ikrat termékenyitettem meg, igy létrehozva 8 csoportot.
Ezek koziil 4-et mélyhiitott spermabol sziiletett egyedek mélyhiitott spermajabol, 4-et pedig friss
spermabdl sziiletett egyedek spermajabol hoztam 1étre. A termékenyitéshez felhasznalt sperma
mennyisége ikratételenként 50 ul volt.

A csoportok szamanak csokkentésére azért volt sziikség, mert két csoport esetében nem kaptam
megfeleld egyedszamot, igy ennél a két csoportnal mind a friss, mind pedig a mélyhiitott vonalat
kizartam a tovabbi vizsgalatokbol. A megtermékenyitett ikratételeket ezuttal is Woynarovich-féle
oldattal kezeltem, majd a tanninos kezelést kovetéen a 10 l-es akvariumokat tartalmazo
recirkulacios rendszerbe helyeztem ki csoportonként elkiilonitve.

Pontyok esetében azért 2 generaciot hoztam létre, mert a doktori kutatdmunka id6tartama alatt
ennyire volt lehet6ség. Tapasztalataim szerint a pontyok ivarérésére még allando kornyezeti
paraméterek mellett is minimum 1,5 évet kell varni. A kovetkezd, 23. abran sematikusan lathatjuk
az F2 generacio létrehozasat.
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23. abra. A vizsgalati csoportok létrehozasa ponty (Cyprinus carpio) fajban. A mélyhiitott spermabdél
sziiletett egyedeknek (M) a spermajat mélyhiitottem, a masodik, mélyhiitott spermabol sziileté
generaciot (M) igy hoztam létre. A friss spermabol sziiletett egyedek (F) spermajat pedig frissen
hasznaltam fel, igy megkapva a friss spermabdl sziiletett egyedek (F) masodik generacidjat. Sajat
szerkesztés.

3.3.4 Sziil6i (P) zebradaniok kivalogatasa

50 darab zebradani6é him sperméjanak minéségét vizsgaltam meg CASA segitségével, amelyeket
kiilon medencékben tartottam. Kéthetente néztem meg az egyedek sperméjanak mindségi értékeit,
Osszesen 3 alkalommal. Végiil 6 olyan egyedet valasztottam Ki, amelyek spermajanak progressziv
motilitdsa mind a harom vizsgalat soran 80% felett volt. Ezek utan 6 darab ikrast valasztottam ki
véletlenszerlien. Ezek az egyedek alkottak a sziildi (P) generaciot.

3.3.5 Zebradaniok els6 generacidjanak (F1) 1étrehozasa

Az el6zbleg kivalasztott 6 darab ikrasnak az ikrajat egyenként megfeleztem. Az ikratételeket
egyenként 6 kiilonboz6é him felolvasztott, illetve friss spermajaval termékenyitettem meg. gy
megalkotva a teljes testvérekbdl allo csoportokat. Osszesen 12 darab csoportot hoztam létre,
amelybdl 6 csoport friss spermabol, a masik 6 pedig mélyhiitott spermabol sziiletett.

3.3.6 Zebradaniok masodik generaciojanak (F2) létrehozasa

A masodik generacio 1étrehozasahoz mindegyik csoportbol 3 himet valasztottam Ki. Az egy
csoporton beliili tejesek spermajat Osszekeverve mélyhitottem. Hat darab, vad tipust ikrast
valasztottam Ki véletlenszeriien, amelyeknek az ikrajat szintén Osszekevertem, majd a kevert
ikratétekelet megfeleztem. Csoportonként az ikratételek egyik felét mélyhiitott spermaval, masik

35



felét pedig friss spermaval termékenyitettem, igy kialakitva a teljes testvérekbdl all6 masodik
generaciot. Az Osszekeverésre azért volt sziikség, mert az egyedek olyan kevés mennyiségii
ivarterméket adtak, hogy tobbszori probalkozasra sem tudtam egyénileg ujabb generaciot
1étrehozni, igy a tovabbiakban is ezt a mddszert alkalmaztam.

3.3.7 Zebradaniok harmadik generacidjanak (F3) létrehozasa

A harmadik generaciot, hasonldéan a masodik generacidhoz, tgy hoztam létre, hogy a masodik
generaciobol véletlenszeriien csoportonként kivalasztottam 3 tejest. Az azonos csoportbol
szarmaz6 tejesek spermaijat Osszekeverve mélyhiitottem. Véletlenszertien, vad tipusu, 2 éves
ikrasok koziil csoportonként kivalasztottam 6-0t. Az ikrasok Osszeadott ikratételét megfeleztem,
majd azonos csoportban 1évé tejesek kevert mélyhiitott, illetve friss spermajaval termékenyitettem
(24. abra).

24. abra. A vizsgalati csoportok létrehozasa zebradanio (Danio rerio) halfajban. Az F1 esetében
minden csoport létrehozasanal 1-1 ndsténytol vettiink ikrat, amelyet megfeleztem. Ekkor még
csoportonként ugyanazon him mélyhiitott, illetve friss spermajat hasznaltam a termékenyitéshez.
Az elso generaciotol kezdve azonban attértem az osszekevert ikra, illetve sperma hasznalatara,
igy csoportonként 3-3 himtél vettem spermat, amelyet a mélyhiitott spermabol sziiletett egyedek
esetében mélyhiitottem. A friss spermabdl sziiletett egyedek esetében pedig dsszekevert, friss
spermaval tortént a termékenyités. AB- genotipus megjelolése. Sajat szerkesztés.
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3.4 Sperma gytijtése, vizsgalata, mélyhiitése, termékenyités

3.4.1 Ponty

Ovopellel torténé kezelés utan, 24 ora clteltével a halakat ismét elaltattam, majd nedves
torolkozore helyeztem és Ovatos hasmasszazzsal, mennyiségtol fliiggden kiilonb6zo térfogath
centrifugacsovekbe (1,5 ml, 15 ml) préseltem ki a spermat. A sperma mindségi vizsgalatahoz
(stirliség, motilitdsi paraméterek meghatidrozdsa) a mar eldzbleg is emlitett szamitogépes
spermavizsgalo rendszert (Minitiib GmbH AndroVison, Németorszag) hasznaltam. A spermat
eloszor frissen, majd felolvasztas utan is megvizsgaltam. A mélyhiitést a Horvath és munkatarsai
(2003) altal kidolgozott modszer alapjan végeztem. A sperma higitasahoz higitot (200 mM gliikéz,
40 mM KCI, 30 mM Tris, pH: 8,0+0,2) alkalmaztam 10% végkoncentracioji metanollal, amelyet
1:9 aranyban kevertem el a spermaval. A mintat 0,5 mL-es miiszalmakba toltottem. Ezek utan a
szalmakat folyékony nitrogénnel t61tott porisztirol dobozba helyeztem a nitrogén felszinét6l 3 cm-
re. A folyékony nitrogén gézében 3 percig hlitdttem a mintakat, majd felhasznalasig folyékony
nitrogénbe helyeztem azokat. Motilitasi paraméterek mérése, illetve termékenyités elott a
miiszalmakat 40 °C—os vizfiirdében (Thermo Haake P5, Thermo Electron Corp, Waltham,
Massachusetts, USA) 13 masodpercig olvasztottam fel.

3.4.2 Zebradanid

A zebradaniokat altatas utan (MS-222) egy nedves szivacsra helyeztem, majd csipesszel

abdomindlis masszazst végezve 10 ul-es livegkapillarisba szivtam fel a kidramlo spermat
(25. abra).

25. abra. Zebradanié him fejése mikroszkop alatt. Sajat felvétel.

Zebradanio esetében a sperma mindségi paramétereinek a meghatarozasahoz is a mar fentebb

emlitett szamitogépes spermavizsgdld rendszert alkalmaztam (Minitiib GmbH AndroVison,
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Németorszag). A sperma mindségi mutatoit frissen, illetve egy masik fejés alkalmaval felolvasztas
utan is megnéztem. A két vizsgalat elkiilonitésére azért volt sziikség, mert a zebraddnié himek kis
mennyiségii (<1 pl) spermat adnak. A mélyhiitést Caetano és munkatarsai (2019) altal kidolgozott
modszer alapjan végeztem el. A spermat higitoval (200 mM gliikoz, 40 mM KCI, 30 mM Tris,
pH: 8,0+0,2, Horvath et al., 2003) higitottam, majd metanolt adtam hozza, Ggy, hogy a
végkoncentracidé 8%-a legyen. A mintakat 0,25 ml-es miiszalmakba szivtam fel. A mélyhitést
programozhatd mélyhiité berendezés (IceCube Series v. 2.24, Sy-Lab, Neupurkersdorf, Ausztria)
segitségével végeztem el, 10 °C/perc hiitési sebesség mellett. A mintakat folyékony nitrogénben
taroltam. Kés6bbi felhasznalas el6tt a miiszalmakat, 5 masodpercig 40 °C—os vizfiirdébe (Thermo
Haake P5, Thermo Electron Corp, Waltham, Massachusetts, USA) helyeztem.

3.5 Sperma koncentracio vizsgalata, illetve koncentracio szerinti mélyhiitése

A doktori kutatdbmunka sordn, a nagy elemszam, illetve kisérletszdm miatt fontos volt egy olyan
modszer kidolgozéasa a sperma denzitdsanak meghatarozasara, amellyel az konnyen és gyorsan
meghatérozhatéva valik. Igy a denzitds méréséhez két kiilonbdzé eszkdz eredményeit igazitottam
a mar ismert, Biirker-Tiirk kamraval térténd, manudlis sejtszdmolashoz. Egy plate leolvasd
spektrofotométert (Thermo Scientific Varioskan Lux) és a mar fentebb emlitett szamitogépes
spermavizsgald rendszert (CASA; Computer-assisted sperm analysis, Minitiib GmbH

crer
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3.6 Mikroplate leolvaso spektrofotométerrel mért sejtdenzitas

A mikroplate olvasé spektrofotométeres vizsgalathoz 9 db, a Magyar Agrér- és Elettudoményi
Egyetem Halgazdalkodasi Tanszékének recirkuldciés rendszerében tartott ponty spermajat
hasznaltam fel. A mintakat ezerszeres, illetve kétezerszeres higitast alkalmazva, a nagyobb
pontossag elérése érdekében, két Iépcsben higitottam. Elsé kdrben 990 és 995 uL higitéhoz (200
mM gliikkoz, 40 mM KCI, 30 mM Tris, pH 8,0) adtam 10 és 5 pL spermat. A mar kihigitott
mintabol 100 pL-t adtam 900 pL higitohoz. A mintak abszorbancidjat razas utan 505 nanométeren
mértem meg. Ezt kovetden a kihigitott mintak stirliségét Biirker-Tiirk kamra segitségével
allapitottam meg.

A Biirker-Tiirk kamraval végzett mérésnél 10-10 pL mintat toltttem a fedélemez ala (26. abra).
Osszesen 10 darab nagy négyzetben szamoltam meg a sejteket, majd ezeknek az atlagat vettem a
tovabbi eredmények megallapitdsdhoz. A higitasokat minden minta esetében haromszor
ismételtem meg.

26. abra. Sejtkoncentracio Biirker-Tiirk kamraval mérve, mikroszképon keresztiil. Sajat felvétel.

3.7 CASA-val mért sejtkoncentraciod

A vizsgalathoz 12 db, a Magyar Agrér- és Elettudomanyi Egyetem Halgazdalkodasi Tanszékének
recirkuldcids rendszerében tartott ponty (P) spermdjat hasznaltam fel. A vizsgéalatok elvégzéséhez
a mar emlitett CASA-t (AndroVision, Minitiib, Tiefenbach, Germany) és a szamitogéphez csatolt,
10x nagyitasi negativ faziskontraszti objektivvel felszerelt Motic BA310 mikroszkopot
hasznaltam. A mintakat 100-szorosara higitottam, majd a higitott, immobilizalt mintabol 3 pL-t
cseppentettem a Makler-kamrara, ezutan a CASA segitségével mértem meg a sejtkoncentraciot
(27. abra). A pontos meghatarozas érdekében a mar higitott mintakat tovabb higitottam, hogy azok
elérjék az 1000-szeres higitast, majd a sejtszamot, ahogyan a spektrofotométeres vizsgalat
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esetében is, Biirker-Tiirk kamra segitségével is megallapitottam. A minél nagyobb pontossag
elérése érdekében mindegyik mérést haromszor ismételtem meg.

27. abra. A CASA, (AndroVision, Minitiib, Tiefenbach, Germany) amellyel sejtdenzitas is mérhetd.
Sajat felvétel.

3.8 Sejtdenzitas €s a mélyhttés eredményessége kozotti 0sszefiiggés

A kés6bbi mélyhiitéses munkak miatt fontos volt annak a meghatarozasa, hogy a mélyhiités
hatékonysagat befolyasolja-e a Kkoncentracio. Ezért eldkisérleteimben elvégeztem pontyban
kiilonbdz6 koncentraciok szerinti mélyhiitést is. Ot kiilonbozé him spermajat hasznaltam fel,
amelyeket a kdvetkezoképpen higitottam: 0,5x10°%, 1x10°, 2x10°, 4x10° sejt/ml és standard 1:9
aranyu. A sejtdenzitasok eléréséhez a mintdkat a mar fentebb emlitett higitoval higitottam
(200 mM gliikkoz, 40 mM KCl, 30 mM Tris, pH 8,0). A denzitasi értékeket a standardizalt CASA
segitségével becsililtem meg. Az 1:9 aranya higitas kontrollként szolgalt, amely kortlbeliil 1,2—
2,1 x 10° sejt/ml-nek feleltethetd meg. A mélyhiitést Horvath és munkatarsai (2003) modszere
alapjan végeztem el, majd felolvasztas utan a kiilonb6z6 motilitasi paramétereket CASA-val
mértem meg. A mintdkat 2%-0S szarvasmarha szérum albumint (BSA) tartalmazé rendszervizben
aktivaltam, 1:5 higitasi aranyban.

3.9 Morfologiai, testsuly €s hossz kiilonbségek meghatarozasa

Pontyok esetében a masodik generacio egyedeit egy Nikon D7200 DSLR tipusta, AF-S Nikkor 35
mm 1:1.8G objektivvel ellatott fényképezdgéppel fotdéztam le. A morfologiai vizsgalat soran 6
csoport (3 mélyhiitott, 3 friss) egyedeit vizsgaltam. 177 friss spermabol, illetve 173 mélyhiitott
spermabdl sziiletett pontyot fotéztam le. A halakon Osszesen 9 darab mérdpontot vettem fel
(28. abra). Ezekhez a pontokhoz igazitva mértem a csoportok kozotti kiillonbségeket.
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28. abra. Mérépontok felvétele a pontyokon.

3.10 Statisztikai analizis

Az adatok kiértékeléséhez Prism 9 (GraphPad Software, San Diego, USA), Microsoft Office Excel
(Mondo 365) és JASP (0.14.3) szoftvert hasznaltam. Linearis regressziot alkalmaztam a CASA,
illetve  spektrofotométer adatainak Biirker-Tiirk kamraval szdmitott eredményeinek
Osszehasonlitdsdhoz. A mélyhiitott, illetve friss spermabol szarmazd egyedek motilitasi
paramétereinek egymashoz viszonyitasahoz egy-, illetve tobbvaltozos ANOVA-t, illetve Tukey-
féle post hoc tesztet alkalmaztam. A termékenyiilési adatok Osszefiiggésének megallapitasahoz
Welch-probat és Dunnett-probat hasznaltam. A szignifikancia-szintet p = 0,05 értékben
hataroztam meg. A masodik generacios pontyok hosszat ImagelJ szoftver segitségével allapitottam
meg. Ezek utan a képeket tpsUtil (Rohlf, 2015), tpsDig2 (Rohlf, 2005) és Morphod (Klingenberg,
2011) szoftverek segitségével, kanonikus variancia-analizissel értékeltem ki.
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4  Eredmények

4.1 Ponty

411 A ponty spermakoncentraciojanak vizsgalata, illetve koncentracid szerinti
mélyhiitése

A sziildi nemzedék esetében a spermat eldzetes vizsgalatoknak vetettem ala a mélyhiités
tokéletesitése érdekében. Kisérletemben eldszor spektrofotométerrel mértem meg az
abszorbanciat, amelyet a standard, Biirker-Tiirk kamraval mért sejtkoncentracioval hasonlitottam
Ossze. Pozitiv irdny0 lineéris korrelaciot talaltam a spektrofotométerrel mért eredmények és a
spermakoncentracio kozott (p < 0.0001, r? = 0.8289, 1.849 x 10%° + 3.853 x 109, 29. abra).
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29. abra. Spektrofotométerrel és Biirker-Tiirk kamraval mért sejtkoncentraciok kozotti linearis
Osszefiiggés pontysperma esetén. y = 1,363 x 10'x + 1,576 x 10°(r? = 0,7602, p =0,0022).

A spektrofotométeres kisérletek utan CASA-val is megmértem a sejtdenzitast, majd a
meghatarozott értékeket szintén a standard, Biirker-Tiirk kamraval mértekhez igazitottam. Nem
taldltam szignifikans kiilonbséget (p = 0,1685, N = 12) a CASA-val (1,853 x 101° + 7,854 x10°
spermium/mL) és a Biirker-Tiirk kamraval mért (1,442 x 10'° + 6,212 x 10° spermium/mL)
sejtkoncentracié kozott sem. A CASA-val mért adatok (p < 0,0001, r? = 0,8559, y = 0,7317x +
8,555 x 10%) is linearisan korrelaltak a Biirker-Tiirk kamraval szdmolt adatokkal (30. abra). Fontos
azonban megemliteni, hogy a vizsgalatokhoz immobilizalt spermat hasznaltam. CASA-val
vizsgélva a mozgd spermiumok fals értéket adhatnak a sejtdenzitasrol.
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30. CASA-val és Biirker-Tiirk kamraval mért sejtdenzitasok kozotti linearis osszefiiggés. X tengely:
CASA-val mért, Y tengely: Biirker-Tiirk kamraval mért,
y =0,7317x + 8,555 x 108 (r> = 0,8559, p < 0,0001).

Tovabbi vizsgalataimhoz a CASA-t hasznaltam sejtdenzitas mérésére is. Ez azért volt praktikus,
hiszen a szdmitdgépes spermavizsgald rendszer elengedhetetlen részét képezte a motilitasi
paraméterek mérésének is. Ennek alapjan készitettem el a kovetkezo kisérlet alapjait, amelyben
meg szerettem volna allapitani, hogy a miiszalméaban 1év6 sejtkoncentracid befolyadsolhatja-e a
mélyhiités eredményessegét.

Ot kiilonbdzd koncentracioban higitott (0,5x10°, 1x10%, 2x10°%, 4x10° sejt/ml és standard 1:9
aranyu) spermat mélyhtitottem. A mintak felolvasztasa utdn nem talaltam szignifikans eltérést a
CASA-val mért adatokban. A kivétel a LIN értéke volt, ahol a post-hoc teszt altal szignifikans
kiilonbséget (p = 0,0056) talaltam a 0,5 x 10° spermium/mL (0,86 + 0,03) és az 1:9-es higitasu
mintak kozott (0,74 + 0,08; 31. abra).
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31. abra. Kiilonboz6é koncentraciéban (0,5x10°% 1x10°, 2x10°% 4x10° sejt/ml és standard 1:9 ardnyu)
mélyhiitott pontysperma mintak kiilonb6z6 motilitasi paraméterei (progressziv motilitas, VCL, VAP,
VSL, STR, LIN) felolvasztas utan. A kiilonb6z6 betiik (a, b) eltéré szignifikancia szinteket jelolnek (p

<0,05).
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A masik, statisztikailag igazolhatd kiilonbség a termékenyitOképességben mutatkozott meg. A
post-hoc teszt egy esetben mutatott szignifikans kiilonbséget (p = 0,0121), méghozza a 4 x 10°

spermium/ mL (66 + 6%) és a kontroll, vagyis az 1:9 higitasa, felolvasztott mintak esetében
(49 + 5%; 32. abra).
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32. abra. A termékenyiilés és a sejtkoncentracié kozotti osszefiiggés pontyban. A kiilonbo6z6 betiik (a,
b) eltéré szignifikancia szinteket jelolnek (p < 0,05). Szignifikans eltérés egyediil a standard higitas és
a legnagyobb, 4 x 10° spermium/ mL Kkoncentracié kozott volt tapasztalhaté.

crr

Osszesen 3 idépontban vettem az egyedektdl spermat, amelyet a motilitasi vizsgalatok elvégzése
utan mélyhiitdttem. Eredményeim alapjan a mintavétel idépontja (p < 0,001) épp tgy, mint az
eredet (p = 0,024; 33.abra), szignifikansan befolyasoltak a felolvasztas utani progressziv motilitast.
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33. abra. Friss (F) és mélyhiitott (M) spermaval végzett termékenyitésbdl szarmazo teljes testvér
ponty (Cyprinus carpio) egyedek mélyhiitott spermajanak felolvasztas utani motilitasa négy
mintavételi idopontban. A statisztikai vizsgalat (kétszempontos varianciaanalizis) alapjan a mintak
szarmazasanak (p = 0,024) statisztikailag szignifikans hatasa volt az eredményekre.

Az eredet, tehat hogy az, hogy az egyedek mélyhiitétt vagy friss spermaval torténd
termékenyitésbdl szdrmaztak, nem volt hatassal a VCL-re (34. 4bra), ahogyan a tobbi sperma
minéségét leird paraméterre (VAP, VSL, STR, LIN) sem.
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34. abra. Friss (F) és mélyhiitott (M) spermaval végzett termékenyitésbol szirmazo teljes testvér

ponty (Cyprinus carpio) egyedek mélyhiitott spermajanak felolvasztas utani ténylegesen megtett

utvonalra szamitott sebessége (VCL). A statisztikai vizsgalat (kétszempontos varianciaanalizis)
alapjan a mintak szarmazasanak nem volt szignifikans hatasa (p > 0,05) az eredményekre.
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A termékenyitést mélyhiitott spermaval, 10.000:1 spermium-ikra arannyal végeztem el. A
mélyhttott (87 + 5%) és friss (86 + 13%) spermabdl sziiletett egyedek spermajanak
termékenyitOképessége statisztikailag igazolhatdoan nem tért el (p = 0,86) egymastol.

crer

A pontyok masodik generacidja esetében nem talaltam szignifikans (p = 0,609) eltérést a
mélyhiitott (32 = 22%), illetve a friss spermabol sziiletett egyedek felolvasztott sperméajanak (38 +
20%) progressziv motilitasa k6zott (35. abra).

Progressziv motilitas (%)
— %] %] i-s o ()] =~J
o o o o o o o

L | | | | | |

Csoport

35. abra. Masodik generacio adatai. Friss (F) és mélyhiitott (M) spermaval végzett termékenyitésbol
szarmazo teljes testvér ponty (Cyprinus carpio) egyedeinek mélyhiitott spermajanak felolvasztas
utani motilitasa. A két csoport kozott nem volt szignifikdnsan igazolhaté (p = 0,609) kiilonbség.

Az eredet, tehat hogy az, hogy az egyedek mélyhiitott vagy friss spermdval torténd
termékenytésbol szarmaztak, nem volt hatassal a VCL-re (36. abra), ahogyan a tobbi sperma
mindségét leiro paraméterre (VAP, VSL, STR, LIN) sem.
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36. abra. Masodik generaci6 adatai. Friss (F) és mélyhiitott (M) spermaval végzett termékenyitésbol
szarmazo teljes testvér ponty (Cyprinus carpio) egyedeinek mélyhiitott spermajanak felolvasztas
utani ténylegesen megtett itvonalra szamitott sebessége (VCL). A statisztikai vizsgalat
(kétszempontos varianciaanalizis) alapjan a mintik szirmazasanak nem volt szignifikans hatasa (p >
0,05) az eredményekre.

A sejtkoncentracié meghatarozasanal sem talaltam statisztikailag igazolhato eltérést (p = 0,0516)
a két csoport kozott. Meg kell azonban emlitenem, hogy a mélyhit6tt spermabol sziiletett egyedek
spermajanak denzitasa (1 x 101 + 2,5 x 10° spermium/ ml) Iényegesen magasabb volt, mint a friss
spermabdl sziiletett egyedeké (7 x 10° + 3 x 10° spermium/ ml).

4.1.4 A ponty masodik utdédnemzedékének testhossz, illetve morfologiai kiillonbségei

A masodik generacio vizsgalata soran a testhosszban nem talaltam statisztikailag kimutathato
kiilonbséget (p = 0,4078) a friss (N=173; 55+13 mm), illetve a mélyhttott (N =176;
55 + 13 mm) spermabdl sziiletett csoportok esetén.

Annak ellenére, hogy a testhosszban nem talaltam szignifikans eltérést a két csoport kozott, a
mélyhiitott spermabdl sziiletett egyedek morfologiailag eltértek a friss spermabol sziiletett
egyedektdl. Ennek az eltérésnek a thin plate spin modszerrel torténd abrazolasat lathatjuk a
37. abran.
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37. Abra. Morfologiai eltérések a friss spermabél (F), illetve mélyhiitott spermabol (M) sziiletett
ponty egyedek kozott, thin plate spline mddszerrel dbrazolva.

A mélyhiitott spermabol sziiletett egyedekrél elmondhato, hogy atlagosan kisebb fejjel,
alacsonyabb hattal és keskenyebb faroknyéllel rendelkeztek. A kovetkezd, 38. abran a CV
tengelyek mentén a kiilonb6z6 csoportok elkiiloniilése lathatd, ahol CV1 nagyobb varianciat
hordoz, mint CV2, igy stlyozva a tengelyek 1éptékét. A sperma milyensége (mélyhiitott vagy
friss), amelybdl az F2 generacié egyedei szarmaztak, szignifikansan befolyasolta (p < 0,001) az
egyedek alakjat. Az adatokon elvégzett CVA eredményei alapjan az 6sszes mélyhtitott spermabol
sziiletett csoport kiilonbozott a friss spermdbol sziiletett egyedek csoportjaitdl.
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38. abra. Kanonikus variancia-analizissel mért, friss spermabal (f), illetve mélyhiitott spermabol (m)
sziiletett pontyok testalakjanak eltérése. A szimbélumok a csoportatlagot, a szalkeresztek pedig a
csoportok szorasat mutatjak.

4.2 Zebradanid

A kovetkezé fejezetekben a zebradanid egyedeken végzett kutatdsok eredményeit szeretném
bemutatni. Zebradanio esetében dsszesen harom generaciot hoztam létre. Mindharom generacional
megnéztem az egyedek spermdjanak mindségi paramétereit. Sejtszamolast is végeztem annak
érdekében, hogy kideritsem, van-e kiilonbség a mélyhtit6tt spermabdl sziiletett egyedek, illetve a
friss spermabol sziiletett egyedek spermdja kozott. Az elsd, illetve harmadik generacid esetében
vizsgaltam a sperma termékenyitoképességét is.

4.2.1 Zebradanio els6 generacid (F1)

Az els6 generacid esetében kiilonbozd kisérleteket végeztem a sperma mindségének
meghatarozashoz. A mélyhtitétt, illetve friss spermabol sziiletett egyedek spermajat eldszor frissen
vizsgaltam meg CASA segitségével. A friss eredmények kozott nem talaltam szignifikans
kiilonbséget (p =0,9). A csoportatlagok is megegyeztek (friss spermabdl sziiletett egyedek
80 £ 11%, mélyhitdtt spermabdl sziiletett egyedek 80 = 14%). A friss és a mélyhtitott progressziv
motilitasi eredmények az elvarasoknak megfelelden statisztikailag igazolgatoan kiilonboztek
egymastol (p < 0,001; 39. dbra).
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39. abra. Mélyhiitott spermabdl sziiletett egyedek (M) és friss spermabdl sziiletett egyedek (F)
spermajanak progressziv motilitasi értékei mélyhiités elott (zold oszlopok), illetve felolvasztas utan
(kék oszlopok). Az eltéré betiik (a, b) eltéro szignifikancia szinteket jelolnek (p < 0,05).

A mélyhitott (25 + 8%), illetve a friss (21 + 12%) spermabdl sziiletett egyedek spermajanak
felolvasztas utani progressziv motilitasa sem kiilonbozott szignifikansan (p = 0,73), ahogyan a
VCL, VAP, VSL, STR és LIN értékek sem (40. abra).
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40. abra. A mélyhiitott (M) és friss (F) spermabol sziiletett egyedek spermajanak felolvasztas utani,
CASA segitségével mért motilitasi értékei (progressziv motilitas, VSL, VAP, VCL, LIN, STR)
esetében nem talaltam szignifikans kiilonbséget (p > 0,05).

A Biirker-Tiirk kamraval mért spermakoncentracio sem mutatott szignifikans (p = 0,56) eltérést a
mélyhiitstt (5 + 4 x 108 spermium/ ml) és a friss spermabol sziiletett egyedek (4 + 3 x 108
spermium/ ml) kozott. A termékenyitéshez 5000:1 spermium-ikra aranyt alkalmaztam,
kontrollként pedig friss spermaval termékenyitettem. A termékenyitOképességben sem
mutatkozott eltérés (p =0,73) a friss (1+3%) és a mélyhiitott spermabol sziiletett egyedek
(1 £ 1%) kozott, habar meg kell jegyezni, hogy a termékenytilési szazalék nagyon alacsony volt.
Eredményeim szerint a két csoport spermaja kozott nem volt mindségi és mennyiségi eltérés az
elsé generacid esetében.
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4.2.2 Zebradanié masodik generacio (F2)

Az F2 generaci6 spermamindségének feltérképezése érdekében a termékenyitési kisérlet
kivételével ugyanazokat a vizsgalatokat végeztem el, mint az F1 generacional. A CASA-val mért
friss motilitasi adatok a masodik generacional sem mutattak szignifikans kiilonbséget (p = 0,281).
A friss spermdbdl sziiletett egyedek friss spermajanak progressziv motilitdsa 67 +12%, a
mélyhtitott spermabol sziiletett egyedeké pedig 70 £ 9% volt. Nem meglepé modon, a friss
progressziv motilitasi eredmények a masodik generdcid esetében is, mindkét csoportnal
szignifikansan eltérnek (p <0,001) a felolvasztas utan mért értékekhez képest (41. abra). Ez
alatdmasztja azt a megfigyelést, miszerint a mélyhfitésnek hatdsa van a sperma mindségére.
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41. abra. Mélyhiitott spermabol sziiletett egyedek (M) és friss spermabdl sziiletett egyedek (F)
spermajanak progressziv motilitasiértékei mélyhiités elott (zold oszlopok), illetve felolvasztas utan
(kék oszlopok). Az eltéré betiik (a, b) eltérd szignifikancia szinteket jelolnek (p < 0,05).

A felolvasztott mintak esetében nem volt szignifikans (p =0,54) kiilonbség a mélyhitott
(17 £ 9%), illetve a friss spermabdl sziiletett egyedek (21 +3%) spermajanak progressziv
motilitasa, illetve a VCL, VAP, VSL, STR és LIN értékei sem tértek el statisztikailag igazolhato
mértékben (42. abra).
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42. abra A mélyhiitott (M) és friss (F) spermabol sziiletett F2 egyedek spermajanak felolvasztas
utani, CASA segitségével mért motilitasi értékei (progressziv motilitas, VSL, VAP, VCL, LIN, STR)
esetében nem talaltam szignifikans kiilonbséget (p > 0,05).

A spermakoncentraciot mérve sem tapasztaltam szignifikans eltérést (p = 0.073) a mélyhtitott
(1 £ 2 x 10%spermium/ ml), illetve friss spermabol sziiletett egyedek (2 + 1 x 10° spermium/
ml) kozott. Eredményeink azt tamasztjak ala, hogy az F2 generacio esetén sem tért el a sperma
mindsége a vizsgalt csoportok kozott.

4.2.3 Zebradanié harmadik generacio (F3)

Az F3 generécio esetében ugyantgy, mint az elsé generacional, mindharom mindsitési modszerrel
megvizsgaltam a csoportok spermdjat (CASA, termékenyités, koncentracid). A friss sperma
esetében itt sem talaltam szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott (p > 0,05). Ahogyan a
felolvasztott sperma kozott sem volt statisztikailag igazolhatd (p = 0,781) eltérés a mélyhutott
(30 £ 16%), illetve a friss spermabol (15 + 2%) sziiletett egyedek progressziv motilitasi értékei
kozott, valamint a VCL, VAP, VSL, STR és LIN értékekben sem taldltam statisztikailag
igazolhat6 kiilonbséget (43. abra).
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43. abra A mélyhiitott (M) és friss (F) spermabdl sziiletett F2 egyedek spermajanak felolvasztas
utani, CASA segitségével mért motilitasi értékei (progressziv motilitas, VSL, VAP, VCL, LIN, STR)
esetében nem talaltam szignifikans kiilonbséget (p > 0,05).

Szignifikans kiilonbség (p =0,44) a mélyhiitott (2 +1 x 10° spermium/ ml), illetve a friss
sperméabol (2 x 10° spermium/ ml) sziiletett egyedek spermakoncentracidja kozdtt sem volt. A
termékenyiilési eredmények szintén nem kiilonboztek igazolhaté mértékben (p >0,05) a
mélyhtitott (5 + 7%), illetve a friss csoport (5 + 9%) egyedeinél. Mivel egyik generacio esetében
sem taldltam szignifikdns kiilonbséget a spermiumok mindségét leird paraméter kozott, ezért
kutatdsaimat nem folytattam tovabb zebraddnidoban. Tovabbi vizsgalataimban a pontyra
koncentraltam.
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5 Eredmények értékelése

A sejtkoncentracio vizsgalata soran azt talaltam, hogy a mélyhités el6tti koncentracio mérésének
nagy szerep juthat. Magasabb sejtszamot alkalmazva ugyanis a termékenyitéképesség novelheto,
ami egybeesik Babiak és munkatarsai (1997) eredményeivel. Az & kisérletiikkben 27,5 x 10° ml?
80%-o0s progressziv motilitastt spermdat mélyhiitottek le miiszalmanként, majd ezzel
termékenyitettek és higitotol fiiggden 4,0-72,9%-os termékenytilést kaptak. Sajat kisérleteimben
ennél kisebb sejtkoncentraciot (0,5 x 10%, 1 x 10°% 2 x 10°, 4 x 10° sejt/ml és standard 1:9 ardnyti)
alkalmaztam miiszalmanként, azonban szignifikans kiilonbséget (p = 0,0121) kaptam a4 x 10° ml-
1 (66 £ 6%) és a kontroll, vagyis az 1:9 higitasa (1,2-2,1 x 10° mI) felolvasztott mintak esetében
(49 + 5%).

Az is megallapithato, hogy a megfeleléen megvalasztott sejtkoncentracid ndvelheti egyes
felolvasztas utani motilitasi paraméterek értékét, esetiinkben a LIN-t. Szignifikans kiilonbséget
(p = 0,0056) talaltam ugyanis a 0,5 x 10° spermium/ml (0,86 £ 0,03) és az 1:9 higitasu mintak
kozott (0,74 + 0,08). Ez az eredmény egybeesik Nascimento és munkatarsai (2021) altal kozolt
adatokkal. M¢élyhiitésnél ugyanis kecsegénél (Acipenser ruthenus) kisebb sejtdenzitast
(0,01-0,31 x 10° mIY) alkalmazva 50% folotti felolvasztas utani értéket mértek, amig magasabb
sejtszamnal (0,92—4,58 x 10° mIY) ez az érték 15 % ala csokkent. Cuevas-Uribe és munkatarsai
(2011) is kiemelték a miiszalmankénti sejtkoncentracio mérésének fontossagat, habar ez az
akvakultara dgazataiban azota sem terjedt el széleskortien.

Ezek az eredmények azért is érdekesek, mert amig a nagyobb sejtkoncentraci6 magasabb
termékenytilési szazalékot eredményez, addig egyes motilitasi értékeket negativan befolyésol. A
motilitds csokkenésének oka a higitasi arany megvaltozasa, amely irodalmi adatok alapjan 1:9
koriil optiméalis (Horvath et al., 2003). Ezt azonban a termékenyitéskor kompenzalja a nagyobb
sejtkoncentracid, mert abszolit mennyiségben tobb sejt mozog és tud termékenyiteni. Ez
ellentmond azoknak a kutatdsoknak, amelyek szerint a motilitdsi értékek és a
termékenyitOképesség kozott linearis korrelacio figyelheté meg (Stoss, 1983; Cosson et al., 1985;
Billard & Cosson 1992; Ohta et al., 1995). Ez valosziniileg annak is kdszonhetd, hogy aktivacional
nem tudjuk modellezni az Osszes, termékenyitésnél megjelend tényezdt, amely a spermium
mozgasat befolyasolhatja. llyen lehet példaul az ovarialis folyadék azon hatasa, hogy megnyujtja
a spermiumok mozgasanak idejét (Lahnsteiner, 2002), illetve a termékenyiilésnél a spermium és
az ikra kozotti kémiai kommunikacié is kozrejatszhat a termékenyiilésben (Kekéldinen & Evans
2018).

Babiak és munkatarsai (2002) szivarvanyos pisztrangban azt talaltak, hogy a mélyhiitott spermabol
sziiletett egyedek spermaja (89 + 6%) szignifikansan jobban termékenyitett (p < 0,05), mint a friss
spermabdl sziiletett tarsaiké (81 + 7%). Ezzel szemben a vizsgalt zebradaniok esetében nem
talaltam statisztikailag igazolgatd kiilonbséget (p > 0,05) sem a termékenyitéképességben, sem
pedig a sperma motilitasi eredményeiben a két csoport kozott. Pontyban sem talaltam szignifikans
kiilonbséget (p = 0,86) a mélyhitott (87 £ 5%) és friss (86 £ 13%) spermabol sziiletett egyedek
spermdjanak termékenyitOképessége kozott, azonban a sperma progressziv motilitasi értékére
mind a mintavétel idépontja (p < 0,001), mind pedig az eredet (p = 0,024), vagyis hogy az adott
egyed mélyhiitott vagy friss spermabol sziiletett, hatdssal volt. A masodik generacidonal azonban
mar nem jelent meg ez a kiilonbség. Magyardzatot adhat az eltérésre, hogy a sperma dsszetétele,
illetve a spermiumok felépitése és morfologiaja is halfajonként kiilonboz6 lehet (Nagahama,
1983).
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Egyik altalam vizsgélt halfajnadl sem talaltam szignifikans kiilonbséget a sejtdenzitasban a
kiilonb6z6é csoportokat figyelembe véve. A mar korabban, masok altal leirt tapasztalatokat,
miszerint a mélyhiités statisztikailag igazolhatéan negativan befolyasolja a felolvasztas utani
motilitasi értékeket (Horvath et al., 2003), azonban sikeriilt igazolnom.

Egyes kutatasok eredményei azt mutatjak, hogy a spermamélyhiités pozitivan befolyasolja a
novekedést (Kerby et al., 1985), masok pedig ennek az ellentétét talaltak (Hayes et al., 2004;
Nusbaumer et al., 2019). A mélyhiités azonban nem csak testméretbeli eltéréseket, hanem
deformaciokat is okozhat az egyedekben (Miskolczi et al., 2005). Ezt tamasztjak ala az altalam
végzett kisérletek is, ugyanis vizsgalataimban a mélyhiitott spermabdl szarmazd halak
statisztikailag igazolhatoan (p < 0,001) kisebb fejjel, alacsonyabb hattal és keskenyebb
faroknyé¢llel rendelkeztek a friss spermabdl sziiletett tarsaikhoz képest. Ezek az eltérések azonban
nem mutatkoztak meg a testhosszban (p > 0,05), amely megegyezik Rahman és munkatarsai
(2009) eredményeivel.
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6 Kovetkeztetések €s javaslatok

Kovetkeztetésként elmondhato, hogy mind a mikroplate leolvaso spektrofotométer, mind pedig a
CASA alkalmas a spermakoncentracié pontos meghatarozasara, amely meggyorsitja a kutatok
munkajat. Fontos azonban kiemelni, hogy a mintakat a mérések el6tt immobilizalni kell, mert
kiilonben fals értékeket kaphatunk. A modszert természetesen eszkdzonként standardizalni kell,
hiszen példaul CASA esetében gépenként eltérhet a vizsgalt sejtszam, illetve mikroplate-enként a
behelyezett minta optimalis mennyisége.

Fontos tovabba megemliteni, hogy a koncentracio beallitasdnak mélyhiités elott hatasa lehet a
termékenyitoképességre. Ez 0sszefiiggésbe hozhatd azzal, hogy magasabb sejtszam mélyhttése
esetén a felolvasztas utan tobb sejt marad életben, igy tobb sejt tud termékenyiteni. Kisérleteimben
a koncentraci6 szerinti mélyhtitésnek egyediil a linearitas motilitasi paraméterre volt szignifikans
hatasa. Ez tulajdonképpen azt jelenti, hogy magasabb termékenyiilés elérése érdekében érdemes
lehet megfontolni magasabb koncentracioval térténd mélyhiités lehetdségét.

Az eredetnek, vagyis annak, hogy friss vagy mélyhltott spermabol sziilettek az egyedek, sem
zebradanioban, sem pedig pontyban nem volt hatdsa a sejtdenzitasra, illetve a
termékenyitOképességre. Zebradanioban tovabba nem jelent meg kiilonbség egyik sperma
motilitadsi paraméterben sem. Pontyban azonban az elsé generacioban kiilonbséget talaltam a
felolvasztas utani progressziv motilitas tekintetében a mélyhiitott, illetve a friss spermabol sziiletett
egyedek kozott. Fontos azonban megemliteni, hogy Osszesen hdrom alkalommal vettem az
egyedektd]l mintat és a mintavétel idOpontjanak is szignifikdns hatasa volt a felolvasztas utdni
progressziv motilitas értékére. Ez a kiilonbség a masodik generaciénal mar nem jelent meg. Igy
egyértelmiien nem jelenthetd ki az, hogy a generaciokban az egyedek szarmazasa, vagyis az, hogy
mélyhtitott, vagy friss spermabdl sziilettek a halak, befolyasolja a felolvasztas utani progressziv
motilitas értékét. Fontos megemliteni, hogy kozrejatszanak e tekintetben az egyedi kiilonbségek
is. Befolyasolo tényezO lehet tovabba, hogy a spermamindség még egy egyedet vizsgalva is
kiilonbozhet. Erdemes tehat megfontolni a sperma mindségi paramétereinek hosszabb tavu
ellendrzését mélyhiités eldtt és akkor lefagyasztani a mintat, amikor az a legjobb mindségi
értékeket mutatja.

Pontynél a mésodik generacidban kiilonbséget talaltam a mélyhtitott, illetve a friss spermabol
sziiletett egyedek testparaméterei kozott. Mivel mindegyik friss spermabol sziiletett csoport értéke
eltért mindegyik mélyhitétt spermabdl sziiletett csoporthoz képest, ezért megallapitottam, hogy a
mélyhiitésnek hatdsa van a sziiletendd utdédok morfometridjara. Ez esetben a mélyhiités kisebb
fejet, alacsonyabb hatat és keskenyebb faroknyelet eredményezett. Megallapithato tehat, hogy a
mélyhlités egyfajta sejtszelekcioval jar. Itt érdemes figyelembe venni a veszélyeztetett fajok
génmegorzését, ahol lényeges lenne a genetikai diverzitas megdrzése is, amelyet az
ivarsejtfagyasztas nem feltétleniil timogat.

Tovabbi vizsgalatok sziikségesek tehat annak megallapitasahoz, hogy a mélyhiités milyen hatassal
jarhat még az utdodgeneraciok feno-, illetve genotipusara, mivel ezek az eltérések az altalaban
hasznalt modszerekkel (testhossz) nem mindig megallapithatok. Szelekcidés programokban,
amelyekben lényeges az egyedek testalak szerinti kivalogatdsa, a mélyhtités kifejezetten hasznos
lehet. Példaul afrikai harcsa egyedeknél, ahol problémat okoz a nagy fejméret, érdemes lenne
megallapitani, hogy hasonld eredményekkel jar-e a spermamélyhiités, mint ponty esetében. Fontos
lenne tovabba annak feltérképezése, hogy a mélyhiités altal okozott valtozasok mennyiben érintik
a belso szerveket, esetleg a csontvaz méretét, a csontok alakulasat.
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Az ivarsejtmélyhiitésnek, vagyis jelen esetben a spermamélyhiitésnek tehat sok elénye és hatranya
lehet, igy szamos tényez6t kell megvizsgalni a fagyasztas elvégzése eldtt. A doktori
kutatdbmunkéban megéllapitdst nyert, hogy sem a termékenyitOképességet, sem pedig a
sejtkoncentraciot nem befolyasolja az, hogy a mintat ad6 egyedek friss vagy mélyhtitott spermabol
sziilettek. A sperma mindségi paramétereinek tekintetében egyediil pontynal a felolvasztas utani
progressziv motilitas értékében volt szignifikans eltérés a csoportok kozott. Ez tulajdonképpen azt
jelenti, hogy a mélyhiités ebben a tekintetben barmikor alkalmazhato, hiszen nem befolyasolja az
utddgeneracid termékenyitési/motilitasi értékeit. Ezzel ellentétes hatds annak megallapitasa,
megallapithatjuk, hogy tobb aspektusbol vizsgalva a spermamélyhiités hatdsait, nem jelentheto ki
egyértelmilen, hogy a fagyasztds barmikor hasznalhatd, hiszen nincs befolyassal az
utodgeneraciora.

Olyan fajoknal, mint példaul a lazac, ahol allando kereslet van a halhas irant, igény van a
folyamatos ellatasra is. Ezért a termelOknek megéri egy olyan cégtdl vasarolni a mélyhiitott
spermat, amely garantalni tudja a mindséget, vagyis a biztos termékenyiilési szazalékot. Igy az
északi orszagokban el tudott terjedni a mélyhiitott spermaval torténd termékenyités. Ezzel
ellentétben, Magyarorszagon a halhus iranti kereslet inkdbb szezonalis. Lehetdséget rejthet
magaban az afrikai harcsa, mert tenyésztéséhez Heterobranchus longifilis egyedeket hasznalnak,
amelyek korlatozott szamban allnak rendelkezésre. Igy ennél a fajnal kifejezetten fontosak
lennének azok a kutatasok, amelyek az utodgeneraciora fokuszalnak.
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7 Uj tudomanyos eredmények

Zebradanio fajban megéllapitottam, hogy a mélyhitott s friss spermabol sziiletett egyedek
spermajanak mélyhilités utdni mindségi paramétereit, illetve sejtdenzitasat nem
befolyasolja a termékenyitésnél hasznalt sperma szarmazasa (mélyhiitott, friss).
Pontyoknal az elsé generacid esetében azonban az egyedek szarmazasa (mélyhitott, friss)
befolyasolta a mélyhiités utani progressziv motilitast, de nem hatarozza meg a sejtstiriséget
¢és nincs hatdssal a termékenyiilési szdzalékra. Megallapitottam tehat, hogy pontyoknal a
szarmazas tekintetében a sperma mindségi paraméterei kiilonbozhetnek.

Megallapitottam, hogy termékenyités soran a mélyhitott sperma alkalmazasa befolyasolja
az utdédgeneracio kiilalakjat a masodik generacioban ponty fajban (kisebb fej, alacsonyabb
hat, keskenyebb farokny¢l).

Linearis Osszefliggést taldltam a pontysperma spektrofotométerrel mért abszorbancigja,
illetve CASA-val mért sejtszama és Biirker-Tiirk kamraval szamolt sejtkoncentracioja
kozott, amely az aldbbi egyenes egyenletével irhato le spektrofotométer esetében: y = 1.363
x 10Mx + 1.576 x 10° és CASA esetében: y = 0.7317x + 8.555 x 108 Ezekbe a
fliggvényekbe behelyettesitve a spektrofotométerrel mért abszorbanciat, illetve a CASA
altal mért sejtszamot, az immobilizalt sperma denzitasa konnyen és gyorsan
meghatarozhatova valt.

Pontyban elére meghatarozott sejtkoncentracioval végzett spermamélyhiitéskor nem
talaltam szignifikans kiilonbséget a meghatarozott sejtkoncentracioval, illetve a 1:9 higitasi
arannyal mélyhitott mintak mindségét leird tényezok kozott (a LIN paraméter kivételével).
Ponty beallitott sejtdenzitds melletti spermamélyhtitése esetén szignifikans kiilonbséget
taldltam a standard higitas és a legnagyobb, 4 x 10° spermium/ mL koncentracié kozott, az
utobbinak a javara. Megallapitottam tehat, hogy a koncentracié szerinti mélyhiités hatassal
lehet a sperma felolvasztas utani termékenyitoképességére. A mélyhtitésnél alkalmazott

crer

eredményez.
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8 Osszefoglalas

Az elsd sikeres ivarsejtmélyhiités 0 ajtokat nyitott meg az allattenyésztésben. Egyrészrol
lehetdség adodott a himek és a néstények iddbeli, valamint térbeli elkiilonitésére olyannyira, hogy
az allat halala utan is fel lehet hasznélni annak ivartermékeit. Masrészrol koltségesokkentésrol is
beszélhetiink, hiszen egy allomany fenntartasa helyett elég lehet csupan az ivarsejtek tarolasa.
Fontos megemliteni, hogy kihal6 félben 1év6 fajok megmentésére is irdnyulhatnak a mélyhttési
tevékenységek.

Mivel halaknal egyelére az embrio és az ikra mélyhiitése nem lehetséges, ezért a legtobb ilyen
kutatas a spermamélyhiitésre fokuszal. A keltetéhazakban eddig nem igazan terjedt el a mélyhiitott
spermaval torténd termékenyités, jelenleg inkabb laboratériumokban hasznaljdk azt. Mielott
azonban széleskortien elterjed, érdemes lenne feltérképezni, hogy milyen hatassal jarhat az
ivarsejtmélyhiités az utddgeneraciora. Ennek egyik szegmense az utédok spermamindségének,
illetve kiilalakjanak vizsgélata.

Kisérleteimben elsdsorban a mélyhiitési protokollok tokéletesitésére, késobb a mélyhttott
spermabdl sziiletett egyedek tulajdonsagaira koncentraltam. Két modszert talaltam, amellyel a
sperma denzitasa konnyen és gyorsan meghatarozhatova valik. A szamitogépes spermavizsgalo
rendszer épp Ugy, mint a spektrofotométer, tokéletesen alkalmas a sejtkoncentracié mérésére.
Fontos azonban, hogy a mérések eldtt a spermat immobilizaljuk, kiilonben fals eredményeket
kaphatunk. Két fiiggvényt (spektrofotométer: y = 1,363 x 101x + 1,576 x 10°, r> = 0,7602, p =
0,0022; CASA:y = 0,7317x + 8,555 x 108, r> = 0,8559, p < 0,0001) alkottam, amellyel a kapott
adatok standardizalhatova valtak.

Teszteltem a koncentracié szerinti mélyhiitést is. Ot kiilonbozé koncentracioban (0,5 x 10°
1x10°% 2 x 10°% 4 x 10° sejt/ml és standard 1:9 aranyban) mélyhiitdttem le pontyspermat.
Kontrollként az altalaban hasznalt 1:9 higitasi arany szolgalt. Szignifikans eltérést talaltam a
termékenyitésben (p = 0,0121) a 4 x 10° sejt/ml (66 + 6%) és a standard (49 = 5%), 1:9 higitasi
arany esetén, tovabba a LIN értéke a 0,5 x 10% sejt/ml (0,86 + 0,03) és a kontroll (1:9; 0,74 + 0,08)
kozott tért el szignifikansan (p = 0,0056).

Tovabbi vizsgalataimhoz 1étre kellett hozni a generacidkat. Ez zebradani6 esetében harom, ponty
esetében pedig két generaciot jelentett. A mélyhiitott spermabol sziiletett egyedek spermédjat
felolvasztas utan, a friss spermabol szarmazd egyedek spermajat pedig frissen hasznaltam fel
termékenyitéshez. Az elsé generaciok esetében teljes testvérpopulaciokat hoztam 1étre, vagyis
ugyanazon him mélyhiitott és friss spermdjat hasznaltam a termékenyitéshez. Ponty esetében a
masodik generacio kialakitasara is igy keriilt sor. Zebraddniokat termékenyitve azonban a
minimalis mennyiségii ivartermékek miatt tobb egyedtdl szdrmazo, kevert ikrat, illetve spermat
(mélyhiitott, friss) hasznaltam fel.

Megvizsgalva a kiilonb6z6 generdciok spermajanak motilitasi paramétereit, zebradanio esetében
nem talaltam szignifikansan igazolhato (p > 0,05) eltérést a két csoport kozott. Pontynal viszont a
felolvasztas utani progressziv motilitasi értékek statisztikailag igazolhatdan eltértek (p = 0,024) a
friss (59 + 20%), illetve a mélyhiitott (64 £ 17%) spermabdl sziiletett egyedeknél, tovabba a
mintavétel idopontja (3 kiilonb6zd iddpont) is befolyasolo tényezének bizonyult (p < 0,001). A
masodik generacioban azonban nem talaltam szignifikans eltérést (p > 0,05).

Ponty esetében a masodik generacid egyedeit morfometriai méréseknek vetettem al4, amelybdl
kideriilt, hogy a mélyhiitott spermabol sziiletett egyedek testalakja statisztikailag igazolhatdan (p <
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0,001) eltér. A mélyhiitott spermabdl sziiletett egyedek atlagosan kisebb fejjel, alacsonyabb hattal
¢s keskenyebb faroknyéllel rendelkeznek a friss spermdbdl sziiletett tarsaikhoz viszonyitva.
Testhossz alapjan azonban nem talaltam szignifikans eltérést (p > 0,05) a két csoport kozott.

Eredményeim egyrészt azt tamasztjak ald, hogy nagyon fontos a megfeleld mélyhiitési protokoll
kidolgozasa, mert a mélyhiités soran fellépd valtozasok nagyban befolydsolhatjak a mélyhttés
sikerességét, a spermiumok ¢életképességét. Masrészt a spermamélyhiités hatassal lehet az utodok
kiilalakjara, amely nem feltétleniil jelenik meg a testhosszban. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek
annak feltérképezésére, hogy ezek a kiilalakbeli eltérések hatassal vannak-e pl. a bels6 szervekre,
a csontalakulasra és egyéb paraméterekre.
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9 Summary

Cryopreservation of sperm has long been recognized as an effective means of preserving genetic
resources of wild and domestic animal species. Sperm cryopreservation methods have also been
developed for freshwater and marine fish. Although the importance of these methods has widely
been acknowledged, very few of them have seen actual application to aquaculture practice. In most
cases fish sperm cryopreservation is restricted to the creation of gene banks maintained by research
institutions without concrete commercial application.

In order to overcome these problems, standardization of cryopreservation protocols has been
initiated by several laboratories working with fish sperm. However these studies focus mainly on
the composition of the extender, type and concentration of cryoprotectants and conditions of
freezing and thawing and not on the cryopreservation effects on the generations.

In this study | focused on the standardization of cryopreservation protocols and the effects on the
next generations. | found two methods to fastly and easily identify the number of spermatozoa. I
found the CASA as well as the spectrophotometer suitable for measurements. However these
engines give reliable readings of sperm counts only if the cells are immotile. A significant positive
linear relationship was detected between absorbance measured in the plate spectrophotometer and
sperm concentration assessed using a hemocytometer (p < 0.0001, r? = 0.8289) resulting in the
equation y = 1.720 x 10™x + 3.851 x 10° The concentration values measured with CASA were
also in a significant linear relationship (p < 0.0001, r? = 0.8559, y = 0.7317x + 8.555 x 10%) with
sperm concentration counted in a hemocytometer.

In the case of cryopreservation after sperm counting, there was no significant main effect of sperm
concentration on any of the parameters measured by CASA. The only exception was LIN
(p = 0.0112) where the post-hoc test found a significant difference (p = 0.0056) between linearity
value for the sperm concentration of 0.5 x 10° spermatozoa mL ™ (0.86 + 0.03) and that for the
dilution ratio of 1:9 (0.74 + 0.08).

A significant main effect (p = 0.0156) of cell concentration on the fertilizing capacity of
cryopreserved common carp sperm was found. The post-hoc test detected a significant difference
(p = 0.0121), between the fertilization percentage of batches fertilized with sperm frozen at a cell
concentration of 4 x 10° spermatozoa mL ™ (66 + 6%) and the positive control (sperm diluted at a
ratio of 1:9, 49 + 5%). The control fertilization rate was 95 + 5% confirming satisfactory egg
quality.

For further experiments | had to create 3 generations of zebrafish and 2 generations of carps. One
male from each group was chosen. Batches of eggs of females were fertilized either with
cryopreserved sperm for creating the “cryopreserved” group, or with fresh sperm creating the
“fresh” group. For fertilization 1 cryopreserved the sperm of the individuals born from
cryopreserved sperm and | used fresh sperm of the fish born from fresh sperm. For creating the
first generations I used the same male’s cryopreserved and fresh sperm, creating full-sib
populations.

I found no significant (p > 0,05) difference in motility parameters between the groups of zebrafish.
In the case of carps | found no significant difference (P = 0.86, N = 4) between the fertilizing
capacity of cryopreserved (87 £+ 5%) and fresh sperm (86 + 13%) of F1 males used to establish the
F2 generation. On the progressive motility of cryopreserved carp sperm both the sampling date (P
< 0.001) and the origin of males (fresh or cryopreserved sperm) had a significant effect (P = 0.024,
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N = 46 for cryopreserved, N = 63 for fresh) altough the family of fish had no effects on the results.
The origin of the males neither affected the other motility parameters (VCL, VAP, VSL, STR or
LIN).

Morphometry studies of F2 carp individuals revealed that fish can be classified according to their
origin (fertilization with cryopreserved or fresh sperm) with 81.09 + 3.57% accuracy accross all
tested families, based on DFA. A transformation grid for visualizing a shape change was taken
where the group originating from cryopreserved sperm differed from that originating from fresh
sperm at 9 measured points. Generally, fish originating from fertilization with cryopreserved
sperm had a smaller head, lower back and narrower caudal peduncle that those originating from
fresh sperm. However, | found no significant difference (p > 0.05) between the length or the weight
of the individuals.

My researches raise attention to the importance of the suitable cryopreservaion protocol and also
to the effects of the sperm cryopreservation on the next generations. The cryopreservation might
have an effect on the morphometry on the fish which can not be identified by measuring them.
This topic require more researches before place this method in concrete commercial application.
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10 Ko6szonetnyilvanitas

A doktori disszertacio egy 4-5 éves kitartd munkanak és fejlédésnek az eredménye. igy a teljesség
igénye nélkiil szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik végigkisértek ezen az uton.
Els6sorban szeretném megkdszonni konzulenseimnek, Zemenné Dr. Kollar Timeanak, illetve Dr.
Horvath Akosnak, hogy mindenben segitségemre voltak és megteremtették a tudomanyos életbe
torténd publikalas alapjait. Halas vagyok tovabba Dr. Urbanyi Bélanak, hogy biztositotta a
kisérletek elvégzéséhez sziikséges hatteret. Koszonom Makadiné Farkas Anasztazianak, hogy a
hataridés munkakat mindig meggyorsitotta és azt, hogy tényleg mindenben lehetett ra szamitani.
Azt hiszem nem véletleniil nevezziik 6t a PhD-sok anyukajanak.

Koszonettel tartozom tovabba a Tanszék 6sszes munkatarsanak, akik a kisérletekben nytjtottak
segitséget, kiilon kiemelve, Dr. Kasa Esztert, Reining Martat, Berta Izabella Robertat, Ivanovics
Bencét, Kitanovi¢ Nevenat, Staszny Adamot Gazsi Gyongyit, Dr. Acs Andrast, Dr. Csenki-Bakos
Zsoltot, Molnar Jozsefet, Nagy Borbalat, Dr. Varkonyi Leventét, Lang Levente Zetét, Mészaros
Gergelyt, Dr. Bernath Gergelyt, Dr. Miiller Tamast. Halaval tartozom tovabba Mézes Miklos
professzor urnak a batorito szavakért, amelyek mai napig kisérnek.

Szeretnék koszonetet mondani csaladomnak, Edesanyémnak, Gal Anikoénak és Edesapémnak,
Pataki Imrének, hogy mellettem alltak és tamogattak a tanulmanyaim soran. Nagypapamnak, Gal
Ernének, hogy megszerettette velem a halakat és a horgaszatot, nagymamaimnak, Széke
Franciskdnak és Boros Maria Magdolndnak, akikhez mindig be lehetett menni egy farasztd nap
utan egy ,,bligyogére”. Koszondm batyamnak, Pataki Baldzsnak, nagynénimnek, Géasparné Gal
Editnek és keresztapukamnak, Gaspar Gabornak, hogy batoritottak. Végezetiil, de nem utolso
sorban pedig kdszondm minden bardtomnak a rengeteg tiirelmet és azt, hogy végig hittek bennem.
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