M/

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI| EGYETEM

A HALSPERMA MELYHUTHETOSEGENEK OROKLODESE

Doktori értekezés (PhD) tézisei

Pataki Bernadett

Godollé

2023



A doktori iskola megnevezése: Allatbiotechnologiai és Allattudomanyi
Doktori Iskola

tudoményaga: MezO0gazdasag-tudomany
alprogram: Halbiologia és Halgazdalkodas

vezetdje: Dr. Mézes Miklos (D.Sc.) egyetemi tanar, az MTA rendes tagja
a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Mezégazdasag- és
Kornyezettudomanyi Kar, Allattudomanyi Alapok Intézet,
Takarmanyozastani Tanszék

Témavezetdk: Dr. Horvath Akos (D.Sc.) tanszékvezetd egyetemi tanar, az
MTA doktora, Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Szent Istvan
Campus, Akvakultara és Kornyezetbiztonsagi Intézet, Halgazdalkodasi
Tanszék

Zemenné Dr. Kollar Timea (Ph.D.)

Dr. Mézes Miklo6s iskolavezetd jovahagydsa

Dr. Horvath Akos Zemenné Dr. Kollar Timea
témavezetd jovahagyasa témavezetd jovahagyasa



1 A munka eldzményei, kitlizott célok

Az elsé sikeres spermamélyhiitést Polge és munkatarsai végezték 1949-ben
szarazjégen, glicerin felhasznalasaval (Polge et al., 1949). A véddanyagok
fontossaganak felismerése utan az ivarsejtmélyhiitésben robbandsszerii
fejlédés indult el. A mddszer célja a sejtek, szovetek megdrzése azaltal,
hogy alacsony hémérsékletre hiitik (-196 °C), majd folyékony nitrogénben
taroljak azokat. Nagyon fontos kutatasi teriiletnek szamit, amely altal
lehetové valt a himek és a ndstények térbeli és akar idébeli elvalasztasa a
termékenyités soran. E16bb emlitett elénye mind gazdasagi, mind pedig
génmegoOrzési célokat is szolgalhat.

Nem véletlen tehat, hogy szarvasmarha esetében a mesterséges
termékenyités 6ndllo iparagga nétte ki magat. Halakndl is sok fajban
fejlesztettek ki kiilonb6zd spermamélyhiitési modszereket. A szdmos
kutatds ellenére a halakon végzett spermamélyhiités a mai napig nem
terjedt el keltet6hazi szaporitas gyakorlatdban. Ennek tobb oka is lehet; a
mélyhtités viszonylag koriilményes, iddigényes, szakértelmet és olykor
draga eszkozoket is igényel, hiszen a mélyhiités nem csak abbol all, hogy
a sejteket, szoveteket folyékony nitrogénbe helyezik. Olyan szempontokat
is figyelembe kell venni, mint a megfeleld véddanyag, homérséklet,
fagyasztasi id6, equilibracios idd, stb.

A kutatdsoknak természetesen elemét képezik az ivarsejtek mindségére
gyakorolt hatasok is. Halaknal jelenleg nincs lehetdség sem az ikra, sem
pedig az embridé mélyhiitésére, ezért ezek a vizsgalatok kizardlag a
spermamélyhiitésre korlatozdédnak. Ezekben a kisérletekben altaldban
figyelembe veszik a spermiumok motilitasi paramétereit, alakjat, esetleges
sériiléseit, a DNS és a sejtszervecskék épségét, a flagellum meglétét,
miikddését. Tovabbi vizsgalatok targyat képezi a koncentracid szerinti
mélyhiités, a kiilonbozé véddanyagok hasznalata, a mélyhttési, illetve
felolvasztasi i1d6 meghatarozasa, a hdmérséklet pontos feltérképezése. A
vizsgéalatok masik szegmense az utddgeneraciok feltérképezése,
amelyeknél arra keresik a valaszt, hogy a mar eldzetesen vizsgalt
spermiumokbol milyen méretd, kiilseji, stb. utddok fejlédnek. A cél annak
megallapitasa, hogy a mélyhiités befolyasolja-e a kovetkezd generaciok
feno-, illetve genotipusanak megnyilvanulasat.
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Babiak és munkatarsai 2002-ben egy addig ismeretlen, a mélyhtitést altal
okozott hatast véltek felfedezni szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus
mykiss) esetében. Azt talaltak, hogy a mélyhitott spermabdl szarmazod
egyedek mélyhiitott spermajanak termékenyitoképessége feliilmulja a friss
spermabol sziiletett egyedeknél mért értékeket. A kutatok ezt esetlegesen
egy eddig feltérképezetlen, a mélyhiités altal okozott epigenetikai
moédosulasnak tudtak be.

1.1 Célkituzés

Babiak és munkatarsai (2002) kutatasat alapul véve jelen dolgozat célja
annak a megallapitasa, hogy zebradanio (Danio rerio), illetve ponty
(Cyprinus carpio) esetében, tobb generaciot vizsgalva a mélyhitott
spermabol sziiletett egyedek sperméjanak felolvasztas utdni motilitasa és
termékenyitd képessége jobb értékeket mutat-e a friss spermdbdl szarmazo
teljes testvéreik spermdjanak felolvasztds utani paramétereihez képest.
Célul tliztem ki tovabba annak vizsgalatat, hogy a mélyhtités milyen hatést
gyakorolhat az egyedek kiilsé megjelenésére, vagyis morfometriajara.
Eldzetes kutatdsaim soran feltérképeztem a kiilonbozd generacidok
spermamindségi paramétereit, majd ezekkel a mintakkal termékenyitve
kivantam meghatdrozni pontyban a masodik generacio kiilalakjara
gyakorolt hatast. A kutatomunkaban természetesen helyet kapnak a
kiilonbozé mélyhfitési eljarasok tokéletesitésére szolgalod vizsgalatok, igy a
spermakoncentraci6 konnyli ¢€s gyors meghatdrozasa, valamint a
sejtdenzitds motilitasra, illetve termékenyitd képességre gyakorolt hatésa,
azonban jelen dolgozat legfébb célja egy, a mélyhiités soran még nem
feltérképezett hatds bemutatasa.



2 Anyag ¢és modszer

2.1 Halak tartasi koriilményei
2.1.1 Ponty

A pontyokat a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Halgazdalkodasi
Tanszékének recirkuldcios rendszerében tartottam (Sentimento Kft., Erd,
Magyarorszag). A doktori kutatomunka sordn egyarant pikkelyes és tlikros
pontyokkal is dolgoztam, amelyeket nem kiilonitettem el (P: N=66, életkor:
4+, testtomeg: 817-3000 g; F1: N=46, mélyhiitott sperméabol sziiletett
egyed és N=63, friss spermabol sziiletett egyed, életkor: 2+, testtomeg:
100-520 g; F2: N=68 friss spermdbdl-, N=63, mélyhiitott spermébodl
sziiletett egyed, életkor: 1+, testtomeg: 28-640 g). A halakat 10 literes
akvariumokban keltettem, majd generaciotol fiiggden egészen 3-4 honapos
korukig ebben neveltem Oket. Ezutan 3 m3-es milanyag medencékbe
helyeztem 4t 6ket, kiilon ketrecekben, a csoportjuknak megfelelden. Erre
azért volt sziikség, mert ekkor még nem tudtam egyedileg megjeldlni Oket.
Az éllatok, amikor jel6lhetové valtak (koriilbeliil fél éves korukban),
mikrochipet (Agrident GmbH, Barsinghausen, Németorszag) kaptak a
hasiiregiikbe (tul kicsik voltak a hatizomba torténd jeldléshez), majd a 3
mi-es milanyag medencékbe szabadon engedtem &ket. A mikrochip
azonositasara leolvasd késziiléket hasznaltam. Mindegyik hal mas
azonositd szamot kapott, igy a csoportok megkiilonboztethetdve valtak.

A vizparaméterek mindkét recirkulacios rendszerben allandoak voltak: a
hémérséklet (23 £ 2 °C), valamint a vizmindség is (pH 7,0 + 0,2, redoxi
potencial; 230 £+ 2 mV, oldott Oz-szint; 4 = 1 mgl™). Az iddsebb halakat
napi egyszer etettem 10 g/testtomegkilogramm tappal (Aqua Uni, Aqua
Garant, Pochlarn, Ausztria). A halnevelés soran a halakat (csoportok szdma
F1 esetében: N=12; F2 esetében N=8) az els6 honapban artémidval
(Artemia salina nauplii; INVE Aquaculture NV, Belgium) taplaltam, napi
nyolcszor. A masodik honaptdl a kishalak zebradanié tapot is kaptak (100
um alattitél 600 um feletti; ZEBRAFEED®, Sparos Lda, Portugalia). A
harmadik honaptdl elhagytam az artémiat. A negyedik honaptol a halakat



fokozatosan egyre nagyobb (1,00 — 4,5 mm) tappal etettem (Aqua start;
Agqua Uni, Aqua Garant, Pochlarn, Ausztria).

2.1.2 Zebradanio

A zebradaniokat a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Halgazdalkodasi Tanszékének ZebTEC®™ recirkulaciés rendszerében
tartottam (Tecniplast, Olaszorszag). A halakat 3-, illetve 8 literes
akvariumokban tartottam, 4alland6 vizhémérséklet (25 = 2 °C) és
vizminéség (pH 7,0 £ 0,2; vezetoképesség 525 + 50 uS; alkalitas: 0 mM
OH", 0 mM COs%, 0,4 mM HCO3*; keménység: < 0.5 °dH; DOC: > 90%)
mellett. A megvilagitds 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 Aguaculture NV, Belgium) etettem. A nagyobb megmaradas
érdekében a kishalakat 1,5 hetes korig napi vizcsere mellett allando
homérsékleten (25 + 2 °C), inkubatorban neveltem. A kishalakat napi
egyszer, a vizcsere eldtt artémidval etettem.

2.2 Halak kezelése a vizsgalatok el6tt

A pontyokat a termékenyitési, illetve spermavizsgalatok el6tt Ovopellel
(GnRH analdg; D-Ala®, Pro® Net-mGnRH /18-20 ug/) kezeltem. Ikrasok
esetében a 0. 6rdban 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 el6tt 2-
fenoxietanollal altattam (0,04%, Reanal, Magyarorszag). A zebradaniokat
a vizsgalatok megkezdése elott trikaine-metan-szulfonat (MS-222, Arlos
Organics™, Geel, Belgium, 168 mg/l) oldatban altattam. A vizsgalt halak
esetében nem volt sziikség elézetes hormonkezelésre.


https://www.sigmaaldrich.com/life-science.html

2.3 Generaciok létrehozasa

2.3.1 Pontyok sziil6i nemzedékének (P) kialakitasa

A sziilé1 nemzedék 2016-ban, egynyarasan keriilt a Dinnyési Halgazdasag
Kft-bol és a Jaszkiséri Halas Kft.-b3l a Magyar Agrér- és Elettudomanyi
Egyetem Halgazdalkodasi Tanszékének recirkulacidos rendszerébe. A
bekeriilt 41 tejes koziil véletlenszerlien kivalasztottam 9-et. Ezek
spermdjanak friss, illetve felolvasztds utani motilitdsi paramétereit
vizsgaltam 3 hénapon keresztiil. Osszesen 6 alkalommal mértem CASA
segitségével a friss és olvasztott sperma mindségi paramétereit, iigyelve
arra, hogy két fejés kozott legaldbb 1 hét elteljen, igy az allatok tudjanak
regeneralodni. Erre azért volt sziikség, mert egyrészrél ki akartam
valasztani azokat az egyedeket, amelyeknek a spermaja kevésbé
mélyhtithetd, masrészrél pedig azokat, amelyek spermajanak progressziv
motilitasa felolvasztas utan 40% felett van, hiszen szakirodalmi adatok
alapjan ez az érték jonak szamit. Mivel az egyedek sperméjanak mindsége
kozott nem taldltam szignifikdns eltérést, igy a 9 egyed koziil
véletlenszerlien kivalasztott 6 tejest hasznaltam fel az elsé generacio
létrehozasahoz.

crer

74 ikras koziil véletlenszeriien kivalasztottam egyet, amelynek a mérete,
kondicigja, egészségiigyi allapota is megfelelt. Hormonalis indukcid utan
24 6raval lefejtem az ikrat. 12 darab, egyenként 10 grammos ikratételt
kiilonitettem el. Ezeket 6 darab tejes frissen fejt, illetve el6zdleg mélyhtitott
spermdjaval termékenyitettem, igy Osszesen 12 csoportot létrehozva. A
termékenyitéshez felhasznalt sperma mennyisége ikratételenként 50 pL
volt. A sperma mindségét fagyasztds eldtt, majd azt kovetden CASA
segitségével mértem meg. A spermat az ikrahoz adagoltam, majd 100 pL
rendszerviz hozzdadéasa utan spatulaval 1 percig kevergettem. 1 perc utan
Woynérovich-féle oldatot (10 liter rendszerviz, 40 g konyhasd, 30 g
karbamid) adtam hozz4, annak érdekében, hogy az ikraszemek ne
tapadjanak Ossze. Folyamatos kevergetés kozben adagoltam tovabbi
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Woynarovich-féle oldatot a duzzadd ikratételekhez. Végiil haromszori
csersavas kezelést kovetden helyeztem ki a megtermékenyitett
ikraszemeket a 10 I-es akvariumok aljara. A larvéak 3-5 nap mulva kikeltek.
Az els6 3 napban metilinkékkel kezeltem a vizet a kiilonboz6 fertdzések
elkeriilése érdekében. Kelés utan az ikrahéjat eltavolitottam a medencék
aljarol, a halakat pedig 3-4 honapos koruk elérése utdn helyeztem 4t a 3 m®-
es medencékbe.

e

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

Egy darab P ponty ikrjat hasznaltam fel az 6sszes csoport 1étrehozasahoz,
méghozzd ahogy az F1 generacio létrehozasanal, 10-10 gramm ikrat
termékenyitettem meg, igy létrehozva 8 csoportot. Ezek koziil 4-et
mélyhiitott spermabol sziiletett egyedek mélyhtitétt spermajabol, 4-et pedig
friss spermabdl sziiletett egyedek spermajabol hoztam létre. A
termékenyitéshez felhasznalt sperma mennyisége ikratételenként 50 pl
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 mélyhiitétt vonalat kizartam a tovabbi
vizsgalatokbol. A megtermékenyitett ikratételeket ezuttal is Woynarovich-
féle oldattal kezeltem, majd a tanninos kezelést kovetden a 10 1-es
akvariumokat tartalmaz6 recirkulaciés rendszerbe helyeztem ki
csoportonként elkiilonitve.



Pontyok esetében azért 2 generaciot hoztam létre, mert a doktori
kutatdbmunka iddtartama alatt ennyire volt lehetéség. Tapasztalataim
szerint a pontyok ivarérésére még allando kdrnyezeti paraméterek mellett
is minimum 1,5 évet kell varni.

2.3.4 Sziil6i (PO) zebradaniok kivalogatasa

50 darab zebraddnié him spermdjanak mindségét vizsgaltam meg CASA
segitségével. Kéthetente néztem meg az egyedek spermdjanak mindségi
értekeit, Osszesen 3 alkalommal. Végiil 6 olyan egyedet valasztottam ki,
amelyek spermdjanak progressziv motilitdsa mind a harom vizsgalat sordn
80% felett volt. Ezek utan 6 darab ikrast valasztottam ki véletlenszertien.
Ezek az egyedek alkottak a sziil6i (P) generaciot.

crer

Az elézdleg kivalasztott 6 darab ikrasnak az ikrajat egyenként
megfeleztem. Az ikratételeket egyenként 6 kiillonbozé him felolvasztott,
illetve friss spermajaval termékenyitettem meg. fgy megalkotva a teljes
testvérekbdl 4116 csoportokat. Osszesen 12 darab csoportot hoztam létre,
amelybdl 6 csoport friss spermabdl, a masik 6 pedig mélyhiitott spermabol
szlletett.

crer

A masodik generacio létrehozasdhoz mindegyik csoportbol 3 himet
vélasztottam ki. Az egy csoporton beliili tejesek spermajat dsszekeverve
mélyhiitottem. Hat darab, vad tipust ikrést valasztottam ki
véletlenszerlien, amelyeknek az ikrdjat szintén dsszekevertem, majd a
kevert ikratétekelet megfeleztem. Csoportonként az ikratételek egyik felét
mélyhtitott spermaval, masik felét pedig friss spermaval
termékenyitettem, igy kialakitva a teljes testvérekbdl all6 masodik



generaciot. Az dsszekeverésre azért volt szlikség, mert az egyedek olyan
kevés mennyiségll ivarterméket adtak, hogy tobbszori probalkozasra sem
tudtam egyénileg Gjabb generaciot létrehozni, igy a tovabbiakban is ezt a
modszert alkalmaztam.

7y

A harmadik generaciot, hasonldéan a mésodik generacidhoz, ugy hoztam
létre, hogy a masodik generaciobol véletlenszeriien csoportonként
kivélasztottam 3 tejest. Az azonos csoportbol szdrmazo tejesek spermajat
Osszekeverve mélyhlitdttem. Véletlenszertien, vad tipusu, 2 éves ikrasok
koziil csoportonként kivalasztottam 6-ot. Az ikrasok dsszeadott ikratételét
megfeleztem, majd azonos csoportban 1évé tejesek kevert mélyhiitott,
illetve friss sperméjaval termékenyitettem.

2.4 Sperma gyijtése, vizsgalata, mélyhtitése, termékenyités

2.4.1 Ponty

Ovopellel torténd kezelés utan, 24 6ra elteltével a halakat ismét
elaltattam, majd nedves tor6lkozore helyeztem és dvatos hasmasszazzsal,
mennyiségtdl fliggden kiilonbdzo térfogata centrifugacsévekbe (1,5 ml,
15 ml) préseltem ki a spermat. A sperma mindségi vizsgalatahoz (sliriiség,
motilitasi paraméterek meghatarozédsa) a mar elézdleg is emlitett
szamitogépes spermavizsgalo rendszert (Minitiilb GmbH AndroVison,
Németorszag) hasznaltam. A spermat el0szor frissen, majd felolvasztas
utan is megvizsgaltam. A mélyhtitést a Horvath és munkatarsai (2003)
altal kidolgozott mddszer alapjan végeztem. A sperma higitasdhoz higitot
(200 mM gliik6z, 40 mM KCl, 30 mM Tris, pH: 8,0+0,2) alkalmaztam
spermaval. A mintat 0,5 ml-es miiszalmakba t6ltottem. Ezek utan a
szalmakat folyékony nitrogénnel toltott porisztirol dobozba helyeztem a
nitrogén felszinétél 3 cm-re. A folyékony nitrogén gézében 3 percig



hiitéttem a mintakat, majd felhasznalasig folyékony nitrogénbe helyeztem
azokat. Motilitasi paraméterek mérése, illetve termékenyités eldtt a
miuszalmakat 40 °C—os vizfiirdoben (Thermo Haake P5, Thermo Electron
Corp, Waltham, Massachusetts, USA) 13 masodpercig olvasztottam fel.

2.4.2 Zebradanio

A zebradaniokat altatas utan (MS-222) egy nedves szivacsra helyeztem,
majd csipesszel abdominalis masszazst végezve 10 ul-es iivegkapillarisba
szivtam fel a kidraml6é spermdt. Zebradani6 esetében a sperma mindségi
paramétereinek a meghatdrozdsdhoz is a mar fentebb emlitett szamitogépes
spermavizsgdld rendszert alkalmaztam (Minitib GmbH AndroVison,
Németorszag). A sperma mindségi mutatoit frissen, illetve egy masik fejés
alkalmaval felolvasztas utdn is megnéztem. A két vizsgalat elkiilonitésére
azért volt sziikség, mert a zebradanio himek kis mennyiségti (<1 pl)
spermat adnak. A mélyhitést 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) higitottam, majd metanolt
adtam hozza, tigy, hogy a végkoncentracidé 8%-a legyen. A mintakat 0,25
ml-es miszalmakba szivtam fel. A mélyhiitést programozhaté mélyhiito
berendezés (IceCube Series v. 2.24, Sy-Lab, Neupurkersdorf, Ausztria)
segitségével végeztem el, 10 °C/perc hiitési sebesség mellett. A mintakat
folyékony nitrogénben taroltam. Késobbi felhasznalas eldtt a miliszalmakat,
5 mésodpercig 40 °C—os vizfiirddbe (Thermo Haake PS5, Thermo Electron
Corp, Waltham, Massachusetts, USA) helyeztem.

2.5 Sperma koncentracido vizsgalata, illetve koncentracio
szerinti mélyhtitése

A doktori kutatdbmunka soran, a nagy elemszam, illetve kisérletszam miatt
fontos volt egy olyan modszer kidolgozasa a sperma denzitdsanak
meghatarozasara, amellyel az konnyen és gyorsan meghatarozhatova valik.
fgy a denzitas méréséhez két kiilonbozé eszkoz eredményeit igazitottam a
mar ismert, Biirker-Tiirk kamraval torténd, manudlis sejtszdmolashoz. Egy
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plate leolvaso spektrofotométert (Thermo Scientific Varioskan Lux) és a
mar fentebb emlitett szamitogépes spermavizsgald rendszert (CASA,
Computer-assisted sperm analysis, Minitib GmbH AndroVison)

crer

2.6 Mikroplate leolvasé spektrofotométerrel mért sejtdenzitas

A mikroplate olvaso spektrofotométeres vizsgalathoz 9 db, a Magyar
Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Halgazdalkodasi Tanszékének
recirkulaciés rendszerében tartott ponty spermdjat hasznaltam fel. A
mintakat ezerszeres, illetve kétezerszeres higitast alkalmazva, a nagyobb
pontossag elérése érdekében, két Iépcsben higitottam. Elsé kdrben 990 és
995 ul higitdbhoz (200 mM gliikoz, 40 mM KCI, 30 mM Tris, pH 8,0) adtam
10 és 5 ul spermat. A mar kihigitott mintabol 100 pl-t adtam 900 pl
higitéhoz. A mintdk abszorbancidjat razas utdn 505 nanométeren mértem
meg. Ezt kovetéen a kihigitott mintdk siriségét Biirker-Tirk kamra
segitségével allapitottam meg.

A Biirker-Tiirk kamraval végzett mérésnél 10-10 ul mintat toltéttem a
feddlemez ald. Osszesen 10 darab nagy négyzetben szdmoltam meg a
sejteket, majd ezeknek az atlagat vettem a tovabbi eredmények
megallapitdsdhoz. A higitdsokat minden minta esetében haromszor
ismételtem meg.

2.7 CASA-val mért sejtdenzitas

A vizsgalathoz 12 db, a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Halgazdalkodasi Tanszékének recirkuldcios rendszerében tartott ponty (P)
spermdjat hasznaltam fel. A vizsgalatok elvégzéséhez a mar emlitett
CASA-t (AndroVision, Minitiib, Tiefenbach, Germany) ¢s a
szamitogéphez csatolt, 10x nagyitasu negativ faziskontraszti objektivvel
felszerelt Motic BA310 mikroszkdpot 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. A pontos meghatarozas érdekében a mar higitott
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mintakat tovabb higitottam, hogy azok elérjék az 1000-szeres higitast,

majd a sejtszamot, ahogyan a spektrofotométeres vizsgalat esetében is,
Biirker-Tiirk kamra segitségével is megallapitottam. A minél nagyobb
pontossag elérése érdekében mindegyik mérést haromszor ismételtem

meg.

2.8 Sejtdenzitds ¢és a mélyhiités eredményessége kozotti
Osszefiliggés

A késébbi mélyhiitéses munkéak miatt fontos volt annak a meghatérozasa,
hogy a mélyhiités hatékonysagat befolyasolja-e a koncentraci6. Ezért
elokisérleteimben elvégeztem pontyban kiilonb6zd koncentraciok szerinti
mélyhtitést is. Ot kiilonbozé him sperméjat hasznaltam fel, amelyeket a
kovetkezoképpen higitottam: 0,5x10°%, 1x10% 2x10° 4x10° sejt/ml és
standard 1:9 ardnyl. A sejtdenzitasok eléréséhez a mintakat a mar fentebb
emlitett higitoval higitottam (200 mM gliik6éz, 40 mM KCI, 30 mM Tris,
pH 8,0). A denzitasi értékeket a standardizalt CASA segitségével
becsiiltem meg. Az 1:9 aranyt higitas kontrollként szolgalt, amely
koriilbeliil 1,2-2,1 x 10° sejt/ml-nek feleltethetdé meg. A mélyhiitést
Horvath és munkatarsai (2003) moddszere alapjan végeztem el, majd
felolvasztas utan a kiilonboz6é motilitasi paramétereket CASA-val mértem
meg. A mintakat 2%-o0s szarvasmarha szérum albumint (BSA) tartalmazo
rendszervizben aktivaltam, 1:5 higitasi aranyban.

2.9 Morfologiai ¢s testhossz kiilonbségek meghatarozasa

Pontyok esetében a masodik generacio egyedeit egy Nikon D7200 DSLR
tipust, AF-S Nikkor 35 mm 1:1.8G objektivvel ellatott fényképezdgéppel
fotoztam le. A morfoldgiai vizsgélat soran 6 csoport (3 mélyhfitott, 3 friss)
egyedeit vizsgaltam. 177 friss spermabol, illetve 173 mélyhtitott spermabol
szliletett pontyot fotéoztam le. A halakon Osszesen 9 darab mérdpontot
vettem fel. Ezekhez a pontokhoz igazitva mértem a csoportok kozotti
kiilonbségeket.
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2.10 Statisztikai analizis

Az adatok kiértékeléséhez Prism 9 (GraphPad Software, San Diego, USA),
Microsoft Office Excel (Mondo 365) és JASP (0.14.3) szoftvert
hasznaltam. Lineédris regressziot alkalmaztam a CASA, illetve
spektrofotométer  adatainak  Biirker-Tiirk  kamraval  szamitott
eredményeinek Osszehasonlitdsdhoz. A mélyhitott, illetve friss spermabol
szarmazo6 egyedek motilitdsi paramétereinek egymashoz viszonyitasahoz
egy-, illetve tobbvaltozés ANOVA-t, illetve Tukey-féle post hoc tesztet
alkalmaztam. A termékenytilési adatok Osszefiiggésének megallapitasdhoz
Welch-probat és Dunnett-probat hasznaltam. A szignifikancia-szintet p =
0,05 értékben hataroztam meg. A mdasodik generacids pontyok hosszat
Imagel szoftver segitségével allapitottam meg. Ezek utan a képeket tpsUtil,
tpsDig2 és MorphoJ szoftverek segitségével, kanonikus variancia-
analizissel értékeltem ki.
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3 Eredmények
3.1 Ponty

3.1.1 A ponty spermakoncentracidjanak vizsgalata, illetve
koncentracio szerinti mélyhtitése

A sziil61 nemzedék esetében a spermat eldzetes vizsgéalatoknak vetettem
ald a mélyhiités tokéletesitése érdekében. Kisérletemben eldszor
spektrofotométerrel mértem meg az abszorbanciat, amelyet a standard,
Biirker-Tiirk kamraval mért sejtkoncentracioval hasonlitottam Ossze.
Pozitiv irdnyu lineéris korrelaciot taldltam a spektrofotométerrel mért
eredmények és a spermakoncentracio koézott (p < 0,0001, r2 = 0,8289,
1,849 x 10% + 3,853 x 10°).

A spektrofotométeres kisérletek utan CASA-val is megmértem a
sejtdenzitast, majd a meghatarozott értékeket szintén a standard, Biirker-
Tirk kamraval mértekhez igazitottam. Nem talaltam 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 101 + 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 szamolt adatokkal. Fontos azonban
megemliteni, hogy a vizsgalatokhoz immobilizalt spermat hasznaltam.
CASA-val vizsgdlva a mozgd spermiumok fals értéket adhatnak a
sejtdenzitasrol.

Tovabbi vizsgalataimhoz a CASA-t hasznaltam sejtdenzitds mérésére is.
Ez azért volt praktikus, hiszen a szamitdégépes spermavizsgald rendszer
elengedhetetlen részét képezte a motilitdsi paraméterek mérésének is.
Ennek alapjan készitettem el a kdvetkezo kisérlet alapjait, amelyben meg
szerettem volna allapitani, hogy a miiszalméban 1év0 sejtkoncentracio
befolyéasolhatja-e a mélyhiités eredményességét.

Ot kiilonbozd koncentracioban higitott (0,5x10°%, 1x10°, 2x10° 4x10°
sejt/ml és standard 1:9 aranyt) spermat mélyhiitéttem. A mintak
felolvasztdsa utan nem taldltam szignifikéns eltérést a CASA-val mért
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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 higitastt mintak kozott (0,74 + 0,08).

A masik, statisztikailag igazolhat6 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 higitasq, felolvasztott mintak esetében (49 + 5%).

« ey

Osszesen 3 idépontban vettem az egyedektd] spermét, amelyet a motilitasi
vizsgalatok elvégzése utdn mélyhiitdttem. Eredményeim alapjan a
mintavétel idépontja (p < 0,001) épp gy, mint az eredet (p = 0,024),
szignifikansan befolyasoltak a felolvasztas utani progressziv motilitast. Az
eredet, tehat hogy az, hogy az egyedek mélyhiitott vagy friss spermaval
torténd termékenyitésbol szarmaztak, nem volt hatassal a VCL-re, ahogyan
a tobbi sperma mindségét leird paraméterre (VAP, VSL, STR, LIN) sem.
A termékenyitést mélyhiitott spermaval, 10.000:1 spermium-ikra ardnnyal
végeztem el. A mélyhitott (87 £5%) és friss (86 = 13%) spermabol
sziiletett egyedek spermdjadnak termékenyitoképessége statisztikailag
igazolhatéan nem tért el (p = 0,86) egymastol.

«yey

A pontyok masodik genericidja esetében nem taldltam szignifikans
(p =0,609) eltérést a mélyhiitott (32 + 22%), illetve a friss spermabol
sziiletett egyedek felolvasztott spermajanak (38 + 20%) progressziv
motilitdsa kozott. Az eredet, tehat hogy az, hogy az egyedek mélyhitott
vagy friss spermdaval torténd termékenytésbdl szarmaztak, nem volt
hatassal a VCL-re, ahogyan a tobbi sperma mindségét leird paraméterre
(VAP, VSL, STR, LIN) sem. A sejtkoncentracié6 meghatarozasanal sem
talaltam statisztikailag igazolhat6 eltérést (p = 0,0516) a két csoport kdzott.
Meg kell azonban emlitenem, hogy a mélyhiitott spermabol sziiletett
egyedek spermajanak denzitisa (1 x 10 + 2,5 x 10° spermium/ ml)
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lényegesen magasabb volt, mint a friss spermabol sziiletett egyedeké (7 x
10° + 3 x 109 spermium/ ml).

3.14 A ponty masodik utdodnemzedékének testhossz, illetve
morfologiai kiilonbségei

A masodik generacidé vizsgdlata soran a testhosszban nem taldltam
statisztikailag kimutathato kiilonbséget (p = 0,4078) a friss (N =173;
55+ 13 mm), illetve a mélyhitstt (N =176; 55+ 13 mm) spermabol
sziiletett csoportok esetén. Annak ellenére, hogy a testhosszban nem
talaltam szignifikans eltérést a két csoport kozott, a mélyhtitdtt spermabol
szliletett egyedek morfologiailag eltértek a friss spermabdl sziiletett
egyedektdl. A mélyhlitott spermdbdl sziiletett egyedekrdl elmondhato,
hogy étlagosan kisebb fejjel, alacsonyabb hattal és keskenyebb faroknyéllel
rendelkeztek. A sperma milyensége (mélyhtittt vagy friss), amelybdl az
F2 generacio egyedei szarmaztak, szignifikansan befolyasolta (p < 0,001)
az egyedek alakjat. Az adatokon elvégzett CVA eredményei alapjan az
Osszes mélyhiitott spermabol sziiletett csoport kiilonbozott a friss
spermabdl sziiletett egyedek csoportjaitol.

3.2 Zebradanid

3.2.1 Zebradanio elsd generacio (F1)

Az elsd generacio esetében kiilonbozd kisérleteket végeztem a sperma
mindségének meghatdrozashoz. A mélyhttott, illetve friss spermabol
sziiletett egyedek spermajat eldszor frissen vizsgaltam meg CASA
segitségével. A friss eredmények kozott nem taldltam szignifikans
kiilonbséget (p = 0,9). A csoportatlagok is megegyeztek (friss spermabol
sziiletett egyedek 80 £ 11%, mélyhiitott spermébol sziiletett egyedek
80 £ 14%). A friss €s a mélyhtitott progressziv motilitasi eredmények az
elvarasoknak megfelelden statisztikailag 1igazolgatéoan kiilonboztek
egymastol (p < 0,001).
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A spektrofotométeres kisérletek utan CASA-val is megmértem a
sejtdenzitast, majd a meghatarozott értékeket szintén a standard, Biirker-
Tirk kamraval mértekhez igazitottam. Nem talaltam szignifikans
kiilonbséget (p = 0.1685, N = 12) a CASA-val (1.853 x 10%° + 7.854 x10°
spermium/ml) és a Biirker-Tiirk kamraval mért (1.442 x 101°+6.212 x 10°
spermium/mL) sejtkoncentracio kozott sem. A CASA-val mért adatok (p <
0,0001, r? = 0,8559, y = 0,7317x + 8,555 x 108) is linearisan korrelaltak a
Biirker-Tiirk kamraval szamolt adatokkal (33. abra). Fontos azonban
megemliteni, hogy a vizsgalatokhoz immobilizalt spermat hasznaltam.
CASA-val vizsgalva a mozgd spermiumok fals értéket adhatnak a
sejtdenzitasrol.

A mélyhiitott (25 +8%), illetve a friss (21 + 12%) spermabol sziiletett
egyedek spermajanak felolvasztas utani progressziv motilitasa sem
kiilonbozott szignifikansan (p = 0,73), ahogyan a VCL, VAP, VSL, STR
¢és LIN értékek sem.

A Biirker-Tiirk kamraval mért spermakoncentracidé sem mutatott
szignifikans (p = 0,56) eltérést a mélyhiitott (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 termékenyitdképességben sem
mutatkozott eltérés (p = 0,73) a friss (1 £ 3%) és a mélyhiitott spermabol
szliletett egyedek (1 £1%) kozott, habar meg kell jegyezni, hogy a
termékenyiilési szazalék nagyon alacsony volt. Eredményeim szerint a két
csoport spermaja kozott nem volt mindségi és mennyiségi eltérés az elsé
generacid esetében.

3.2.2 Zebradanio masodik generacio (F2)

Az F2 generacid spermamindségének feltérképezése érdekében a
termékenyitési kisérlet kivételével ugyanazokat a vizsgélatokat 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 spermabdl sziiletett egyedek friss spermdjadnak progressziv
motilitasa 67 £ 12%, a mélyhiitott spermabol sziiletett egyedeké pedig
70+ 9% volt. Nem meglepé6 modon, a friss progressziv motilitasi

16



eredmények a masodik generacié esetében is, mindkét csoportnal
szignifikansan eltérnek (p <0,001) a felolvasztds utan mért értékekhez
képest. Ez aldtdmasztja azt a megfigyelést, miszerint a mélyhtitésnek hatasa
van a sperma mindségére. A felolvasztott mintdk esetében nem volt
szignifikans (p = 0,54) kiilonbség a mélyhiitott (17 = 9%), illetve a friss
spermabdl  sziiletett egyedek (214 3%) spermajanak progressziv
motilitasa, illetve a VCL, VAP, VSL, STR és LIN értékei sem tértek el
statisztikailag igazolhaté mértékben. A spermakoncentracidot mérve sem
tapasztaltam szignifikans eltérést (p = 0.073) a mélyhitott
(1 + 2x10%spermium/ ml), illetve friss spermabol sziiletett egyedek
(2 £ 1 x 10° spermium/ ml) kozott. Eredményeink azt tAmasztjdk ala, hogy
az F2 generacid esetén sem tért el a sperma mindsége a vizsgalt csoportok
kozott.

3.2.3 Zebradani6 harmadik generaci6 (F3)

Az F3 generacid esetében ugyantigy, mint az elsd generacional, mindhdrom
mindsitési moddszerrel megvizsgaltam a csoportok spermdjat (CASA,
termékenyités, koncentracid). A friss sperma esetében itt sem taldltam
szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott (p > 0,05). Ahogyan a
felolvasztott sperma kozott sem volt statisztikailag igazolhat6 (p = 0,781)
eltérés a mélyhttott (30 £16%), illetve a friss spermabol (15 + 2%)
szililetett egyedek progressziv motilitasi értékei kozott, valamint a VCL,
VAP, VSL, STR és LIN értékekben sem talaltam statisztikailag igazolhato
kiilonbséget.

Szignifikans kiilonbség (p = 0,44) a mélyhiitott (2 +1 x 10° spermium/
ml), illetve a friss spermabol (2 x 10° spermium/ ml) sziiletett egyedek
spermakoncentracidja kozott sem volt. A termékenyiilési eredmények
szintén nem kiilonboztek igazolhaté mértékben (p > 0,05) a mélyhlitott
(5 = 7%), illetve a friss csoport (5 + 9%) egyedeinél. Mivel egyik generacio
esetében sem taldltam szignifikans kiilonbséget a spermiumok mindségét
leird6 paraméter kozott, ezért kutatasaimat nem folytattam tovabb
zebradanioban. Tovabbi vizsgéalataimban a pontyra koncentraltam.
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4  Eredmeények értékelése

A sejtkoncentracid vizsgalata soran azt talaltam, hogy a mélyhiités el6tti
koncentraci6 mérésének nagy szerep juthat. Magasabb sejtszamot
alkalmazva ugyanis a termékenyitoképesség novelhetd, ami egybeesik
egyes szakirodalmi eredményekkel. Sajat kisérleteimben a kovetkezo
sejtkoncentraciokat alkalmazva: 0,5 x 10°%, 1 x 10°, 2 x 10°, 4 x 10° sejt/ml
¢s standard 1:9 aranyu higitas, szignifikans kiilonbséget (p = 0,0121)
kaptam a 4 x 10° mI (66 + 6%) és a kontroll, vagyis az 1:9 higitast (1,2—
2,1 x 10°ml?) felolvasztott mintak esetében (49 + 5%).

Az is megallapithat6, hogy a megfeleléen megvalasztott sejtkoncentracio
novelheti egyes felolvasztds utdni motilitdsi paraméterek értékét,
esetiinkben a LIN-t. Szignifikdns kiilonbséget (p = 0,0056) taldltam
ugyanis a 0,5 x 10° spermium/ml (0,86 = 0,03) és az 1:9 higitasu mintak
kozott (0,74 + 0,08).

Ezek az eredmények azért is érdekesek, mert amig a nagyobb
sejtkoncentraci6 magasabb termékenytilési szazalékot eredményez, addig
egyes motilitasi értékeket negativan befolyasol. A motilitas csokkenésének
oka a higitasi arany megvaltozasa, amely irodalmi adatok alapjan 1:9 koriil
optimdlis. Ezt azonban a termékenyitéskor kompenzélja a nagyobb
sejtkoncentracid, mert abszolit mennyiségben tobb sejt mozog és tud
termékenyiteni. Ez ellentmond azoknak a kutatdsoknak, amelyek szerint a
motilitasi értékek és a termékenyitOképesség kozott linedris korrelacio
figyelheté meg. Ez valosziniileg annak is kdszonhetd, hogy aktivacional
nem tudjuk modellezni az dsszes, termékenyitésnél megjelend tényezat,
amely a spermium mozgdsat befolyasolhatja. Ilyen lehet példaul az
ovaridlis folyadék azon hatasa, hogy megnyuljtja a spermiumok
mozgéasanak idejét, illetve a termékenyiilésnél a spermium ¢és az ikra
kozotti kémiai kommunikacio is kozrejatszhat a termékenyiilésben.

A vizsgalt zebradaniok esetében nem taldltam statisztikailag igazolgato
kiilonbséget (p > 0,05) sem a termékenyitoképességben, sem pedig a
sperma motilitasi eredményeiben a friss spermabol €s a mélyhiitott
spermabol sziiletett egyedek spermdjanak termékenyitoképessége kozott.
Pontyban sem talaltam szignifikans kiilonbséget (p = 0,86) a mélyhiitott
(87 £ 5%) és friss (86 + 13%) spermabdl sziiletett egyedek spermajanak
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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 sperméabol
sziiletett, hatassal volt. A masodik generdcional azonban mar nem jelent
meg ez a kiilonbség. Magyarazatot adhat az eltérésre, hogy a sperma
Osszetétele, illetve a spermiumok felépitése és morfologidja is halfajonként
kiilonboz6 lehet.

Egyik altalam vizsgalt halfajnal sem talaltam szignifikdns kiilonbséget a
sejtdenzitdsban a kiilonbozé csoportokat figyelembe véve. A mar
kordbban, masok altal leirt tapasztalatokat, miszerint a mélyhfités
statisztikailag igazolhatdéan negativan befolydsolja a felolvasztds utani
motilitasi értékeket, azonban sikeriilt igazolnom.

Egyes kutatasok eredményei azt mutatjadk, hogy a spermamélyhiités
pozitivan befolyasolja a ndvekedést, masok pedig ennek az ellentétét
talaltak. A mélyhités azonban nem csak testméretbeli eltéréseket, hanem
deformaciokat is okozhat az egyedekben. Ezt tdmasztjak ald az altalam
végzett kisérletek is, ugyanis vizsgalataimban a mélyhiitott spermabol
szarmazo halak statisztikailag igazolhatéan (p < 0,001) kisebb fejjel,
alacsonyabb hattal és keskenyebb faroknyéllel rendelkeztek a friss
spermabdl sziiletett tarsaikhoz képest. Ezek az eltérések azonban nem
mutatkoztak meg a testhosszban (p > 0,05).
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5 Kovetkeztetések ¢és javaslatok

Kovetkeztetésként elmondhaté, 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 moddszert természetesen
eszk6zonként standardizalni kell, hiszen példdul CASA esetében
gépenként eltérhet a vizsgalt sejtszam, illetve mikroplate-enként a
behelyezett minta optimalis mennyisége.

Fontos tovabbd megemliteni, hogy a koncentréaci6 beallitdsanak mélyhfités
elott hatdsa lehet a termékenyitOképességre. Ez Osszefliggésbe hozhato
azzal, hogy magasabb sejtszdm mélyhiitése esetén a felolvasztas utan tobb
sejt marad életben, igy tobb sejt tud termékenyiteni. Kisérleteimben a
koncentracié szerinti mélyhiitésnek egyediil a linearitds motilitasi
paraméterre volt szignifikdns hatdsa. Ez tulajdonképpen azt jelenti, hogy
magasabb termékenyiilés elérése érdekében érdemes lehet megfontolni
magasabb koncentracioval torténd mélyhiités lehetdségét.

Az eredetnek, vagyis annak, hogy friss vagy mélyhiitott spermabol
sziilettek az egyedek, sem zebradanidban, sem pedig pontyban nem volt
hatdsa a sejtdenzitasra, illetve a termékenyitOképességre. Zebradanidoban
tovabba nem jelent meg kiilonbség egyik sperma motilitasi paraméterben
sem. Pontyban azonban az elsé generacioban kiilonbséget talaltam a
felolvasztas utani progressziv motilitas tekintetében a mélyhtitott, illetve a
friss spermabol sziiletett egyedek kozott. Fontos azonban megemliteni,
hogy Osszesen harom alkalommal vettem az egyedektdl mintat és a
mintavétel id6pontjanak is szignifikans hatasa volt a felolvasztas utani
progressziv motilitas értékére. Ez a kiilonbség a masodik generacional mar
nem jelent meg. Igy egyértelmiien nem jelentheté ki az, hogy a
generaciokban az egyedek szdrmazasa, vagyis az, hogy mélyhtitétt, vagy
friss spermabdl sziilettek a halak befolyasolja a felolvasztas utani
progressziv motilitas értékét. Fontos megemliteni, hogy kozrejatszanak e
tekintetben az egyedi kiilonbségek is. Befolyasold tényezd lehet tovabba,
hogy a spermamindség még egy egyedet vizsgalva is kiilonbozhet.
Erdemes tehat megfontolni a sperma min3ségi paramétereinek hosszabb
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tavh ellendrzését mélyhiités eldtt és akkor lefagyasztani a mintat, amikor
az a legjobb mindségi értékeket mutatja.

Pontyndl a masodik generacioban kiilonbséget taldltam a mélyhiitott,
illetve a friss spermabol sziiletett egyedek testparaméterei kozott. Mivel
mindegyik friss spermabdl sziiletett csoport értéke eltért mindegyik
mélyhiitott spermabdl sziiletett csoporthoz képest, ezért megallapitottam,
hogy a mélyhiitésnek hatasa van a sziiletendé utodok morfometriajara. Ez
esetben a mélyhiités kisebb fejet, alacsonyabb hatat és keskenyebb
faroknyelet eredményezett. Megallapithatd tehat, hogy a mélyhiités
egyfajta sejtszelekcioval jar. Itt érdemes figyelembe venni a veszélyeztetett
fajok génmegdrzését, ahol 1ényeges lenne a genetikai diverzitds megdrzése
is, amelyet az ivarsejtfagyasztds nem feltétleniil timogat.

Tovéabbi vizsgalatok sziikségesek tehat annak megallapitdsdhoz, hogy a
mélyhiités milyen hatassal jarhat még az utdédgeneraciok feno-, illetve
genotipusara, mivel ezek az eltérések az altalaban hasznalt mdodszerekkel
(testhossz) nem mindig megallapithatok. Szelekcidés programokban,
amelyekben Iényeges az egyedek testalak szerinti kivalogatasa, a
mélyhiités kifejezetten hasznos lehet. Példaul afrikai harcsa egyedeknél,
ahol problémat okoz a nagy fejméret, érdemes lenne megallapitani, hogy
hasonlé eredményekkel jar-e a spermamélyhiités, mint ponty esetében.
Fontos lenne tovabba annak feltérképezése, hogy a mélyhiités altal okozott
valtozdsok mennyiben érintik a belsd szerveket, esetleg a csontvaz méretét,
a csontok alakulasat.

Az ivarsejtmélyhiitésnek, vagyis jelen esetben a spermamélyhiitésnek tehat
sok elénye ¢€s hatranya lehet, igy szamos tényez6t kell megvizsgalni a
fagyasztas elvégzése elott. A doktori kutatomunkaban megallapitast nyert,
hogy sem a termékenyitéképességet, sem pedig a sejtkoncentracidot nem
befolyéasolja az, hogy a mintit add egyedek friss vagy mélyhiitott
spermabol sziilettek. A sperma mindségi paramétereinek tekintetében
egyediil pontynal a felolvasztas utdni progressziv motilitas értékében volt
szignifikans eltérés a csoportok kozott. Ez tulajdonképpen azt jelenti, hogy
a mélyhiités ebben a tekintetben barmikor alkalmazhato, hiszen nem
befolyéasolja az utddgeneracido termékenyitési/motilitasi értékeit. Ezzel
ellentétes hatds annak megallapitdsa, miszerint ponty masodik
generaciojanal testalakbeli eltéréseket lathattunk a két csoport kozott. Igy
megallapithatjuk, hogy tobb aspektusbol vizsgdlva a spermamélyhiités
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hatasait, nem jelenthetd ki egyértelmiien, hogy a fagyasztds barmikor
hasznalhat6, hiszen nincs befolyassal az utédgeneraciora.

Olyan fajoknal, mint példaul a lazac, ahol alland6 kereslet van a halhts
irant, igény van a folyamatos ellatasra is. Ezért a termeldknek megéri egy
olyan cégtdl vasarolni a mélyhitott spermat, amely garantdlni tudja a
mindséget, vagyis a biztos termékenyiilési szazalékot. Igy az északi
orszagokban el tudott terjedni a mélyhltott spermaval torténd
termékenyités. Ezzel ellentétben, Magyarorszagon a halhus iranti kereslet
inkabb 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 kutatdsok, amelyek az utddgenericiora
fokuszalnak.
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6 Uj tudomanyos eredmények

Zebradanio fajban megallapitottam, hogy a mélyhttott és friss
spermabol sziiletett egyedek spermdjanak mélyhiités utani
mindségi paramétereit, illetve sejtdenzitasat nem befolyésolja a
termékenyitésnél hasznalt sperma szarmazasa (mélyhitott, friss).
Pontyoknal az elsd generaci6 esetében azonban az egyedek
szarmazasa (mélyhtitott, friss) befolyasolta a mélyhiités utani
progressziv motilitast, de nem hatarozza meg a sejtstirliséget és
nincs hatéassal a termékenytilési szazalékra. Megallapitottam tehat,
hogy pontyoknal a szarmazas tekintetében a sperma mindségi
paraméterei kiilonbdzhetnek.

Megéllapitottam, hogy termékenyités sordn a mélyhiitétt sperma
alkalmazasa befolyasolja az utédgeneracio kiilalakjat a masodik
generacioban ponty fajban (kisebb fej, alacsonyabb hat,
keskenyebb faroknyél).

Lineéris Osszefliggést talaltam a pontysperma spektrofotométerrel
mért abszorbanciaja, illetve CASA-val mért sejtszama és Biirker-
Tiirk kamraval szamolt sejtkoncentracidja kozott, amely az alabbi
egyenes egyenletével irhat6 le spektrofotométer esetében: y = 1,363
x 10%x + 1,576 x 10° és CASA esetében: y = 0,7317x + 8,555 x
108. Ezekbe a fiiggvényekbe behelyettesitve a spektrofotométerrel
mért abszorbanciat, illetve a CASA altal mért sejtszamot, az
immobilizalt  sperma  denzitisa  konnyen és  gyorsan
meghatarozhatova valt.

Pontyban elére meghatarozott sejtkoncentracioval végzett
spermamélyhtitéskor nem taldltam szignifikans kiilonbséget a
meghatarozott sejtkoncentracioval, illetve a 1:9 higitasi arannyal
mélyhiitott mintdk mindségét leird tényezdk kozott (a LIN
paraméter kivételével).

Ponty beallitott sejtdenzitas melletti spermamélyhiitése esetén
szignifikdns kiilonbséget taldltam a standard higitds és a
legnagyobb, 4 x 10° spermium/ ml koncentracié kozott, az
utobbinak a javara. Megallapitottam tehat, hogy a koncentracio
szerinti mélyhiités hatassal lehet a sperma felolvasztds utdni
termékenyitOképességére. A mélyhiitésnél alkalmazott magasabb
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crer

koncentracioji  spermaval torténd termékenyités nagyobb
termékenytilést eredményez.
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