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1. Bevezetes

1. BEVEZETES

A spermamélyhiités Polge ¢€s munkatarsai (1949) felfedezése Ota
robbanésszerii fejlddésnek indult. A gazdasagi allatok nagy részénél az ipari méretii
tartdssal jard mesterséges szaporitds elképzelhetetlen volna mélyhiitott ivartermék
hasznalata nélkiil. A szarvasmarhanal, mint a legfontosabb gazdasagi haszonallat
fajnal a genetikai elérehaladas nagymértékben koszonhetd annak, hogy csak a
legjobb  tulajdonsagokra  szelektalt apaallatoktol  szarmazé  mélyhiitott
ivartermékkelkal végzik a szaporitdst. A mélyhiitétt sperma hasznalataval
megszlinnek az orszdghatarok, a foldrajzi és fizikai gatak, mindenki szamara
elérhetévé valik a legjobb genetikai allomanyt oOrdkitdanyag. A technika
alkalmazasaval tobb ezer utdd sziilethet, akar az apa halala utan is, fenntartva igy a
nagyértek, tobb évtizedes szelekcion alapulo tulajdonsagokat.

A csontoshalak, mint a gerincesek torzsének legfejletlenebb osztalya,
magukon hordozzak a fejlettebb osztalyok tulajdonsagainak jorészét. Igy a halak
hasznos modelljei lehetnek a fejlettebb gerinces osztalyoknak. Szaporodasbioldgiai
modellallatként a nagymennyiségli ivartermék és az ivaréréshez sziikséges rovid
id6tartam teszi alkalmassd a halakat termékenyiilési, szaporitdsi kisérletek
elvégzéséhez.

Azoknal a haszonallat fajoknal, ahol a mesterséges termékenyités mélyhiitott
sperma haszndlataval széles korben elterjedt, felbecsiilhetetlen gazdasagi értékkel
bir a mélyhiités. Mivel a halfajok jorészénél mar a kutatok rendelkezésére all a
megfeleld mélyhiitési protokoll, rovid idén beliil varhato, hogy egyre szélesebb
melyhez az utobbi évtizedekben felhalmoz6d6 ismeretanyag biztositja a
tudomanyos megalapozottsagot.

Hasonléan mas gazdasagi haszonallatokhoz, a halaknal is nagy gazdasagi
elénnyel jarna legalabb az egyik ivarsejt hosszi tavh tdrolasa mélyhiitéssel, ipari
méretekben, a genetikai anyag karosodasanak kikiiszobolésével. Ez megoldast
jelenthet nemcsak a nagy értékli tenyészallomanyok meg0Orzésére, genetikai

anyaguk fenntartasahoz (Tiersh és mtsai, 2004), hanem ezzel a mddszerrel egy
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esetleges természeti katasztréfa vagy havaria utan is reprodukélni lehet a kivant
tulajdonsagot.

Korébbi tarolési kisérletekben meriilt fel az a probléma, hogy a mélyhitott
spermaval termékenyitett utddok kozott nagyobb aranyu torz larva kelését
tapasztaltak a kutatok, mint a nativ spermaval termékenyitett csoportban, azonos
termékenyitési €s keltetési koriilmények kozott. Ennek a probléméanak a megoldasa
kulcsfontossagt 1épés a mélyhiitott sperma keltetdhazi és tenésztési gyakorlatban

valo alkalmazasahoz.

A fentiek alapjan munkdm soran harom halfajon (afrikai harcsa /Clarias
gariepinus/, ponty /Cyprinus carpio/, rozsas diszmarna /Barbus conchonius/)
vizsgélva kivdnom Osszevetni a kdrosodas mértékét és formait. A roézsas diszmarna
elterjedt laboratoriumi modellfaj, rovid a generacids intervalluma, konnyen
szaporithato, kezelhetd, az eredmények gyorsan kiértékelhetéek. Az afrikai harcsa
egyre novekvO gazdasagi szereppel rendelkezd tropusi eredetli haszonhal, amely
konnyli szaporithatosdga, méretéhez képest kis helyigénye, kivalo technologiai
tliréképessége €s ikrajanak rovid inkubacios ideje miatt idedlis laborallat is egyben.
A ponty a legjelentdsebb gazdasagi halfajunk, a tenyésztési ¢€s nemesitési
technologiak (koztiik az ivarsejtek mélyhiitése) adaptalasa a haltenyésztésben ennél
a halfajnal varhat6 a legkorabban.

Mindhdrom megnevezett halfajnal kisérletekkel tisztazni kell, hogy mi
okozza a mélyhiitott spermaval torténd termékenyitések soran tapasztalt torz

embriok kelését.

Munkam céljai az alabbiak voltak:

1. Vizsgalni kivanom, hogy a kiilonb6zé véddanyagok (krioprotektansok)
milyen hatassal vannak a mélyhtitott himivarsejtek termékenyitoképessegére,
tovabba a mélyhitott sperma alkalmazédsakor kikelt larvakfejlodésére és a

torzképzddésre.
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b

A meélyhttési technoldgia tizemi méretli tovabbfejlesztéseként tesztelem a
nagyméreti miiszalmak hasznélatanak lehetdségeit ponty €s afrikai harcsa
esetében, annak érdekében, hogy a keltet6hdzi gyakorlatban is rutinszeriien

hasznélhatova valjék a modszer.

. Kisérletet teszek a rdzséds diszmarna spermdjanak mélyhtitésére, mellyel eddig

egyetlen kutat6 sem foglalkozott. Adaptalni kivanom a ponty fajon
alkalmazott mélyhiitési modszereket, sziikség esetén modositani azokat.

A mélyhltott sperma keld larvakra hatd negativ hatasait direkt
kromoszdmavizsgalattal kivanom ellendrizni, melyek soran a kikelt egyedek
kromoszémaszamat meghatarozva keresek Osszefliggést a torzképzddés és a
hiitési technologia (alkalmazott véddanyag, higitd, illetve miiszalma méret)

kozott.

. G¢l elektroforézis alkalmazasaval (Comet assay) valaszt szeretnék kapni,

hogy a spermiumok DNS tartalma mennyire kdrosodott a mélyhiités sordn, és

ezaltal kozvetett bizonyitékot nyerhetek a torzképzddések magyarazatara.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A SPERMAMELYHUTES

A sikeres ivarsejt mélyhiités elsé 1épését a glicerin véddhatasdnak
felfedezése jelentette. Baromfisperma mélyhiitése soran a kozegbe véletleniil
glicerin  keriilt ¢és a felolvasztds utan Polge ¢és mtsai. (1949) mozgd
spermiumsejteket taldlt. Ez a felfedezés valt a mélyhiités kiinduld pontjava és
inditotta el a kisérletezést egyéb sejtek, szovetek esetében is.

A felfedezés hatdsara a szarvasmarhdndl, mint a legjelentdsebb gazdasagi
allatnal valt a kutatbmunka a legintenzivebbé. Smith és Polge a cambridge-i
egyetemen 1950-ben sikeresen hiitétt bikaondot, majd egy év mulva, 1951-ben
Stewart mar felolvasztott bikaondoval torténd mesterséges termékenyitéssel
sziiletett borjakrol szamolt be kozleményében. Napjainkra a szarvasmarha
szaporitasban elengedhetetlenné valt a mélyhtitott sperma hasznélata az lizemi
tenyésztésben és hozzdjarul a nemesités hatékonysaganak noveléséhez, ezzel a
genetikai elérehaladas felgyorsuldsdhoz.

A hal spermame¢lyhiités alapjait Blaxter (1953) tette le, akinek sikeriilt
¢letképes heringspermét nyernie szarazjégen torténd hiités utin. Az azota eltelt
tobb, mint fél évszazadban tobb szaz halfaj spermdjat sikeriilt mélyhiliteni. A
spermamélyhiités a pisztrangféléknél all a legkozelebb az {izemi alkalmazashoz,
mig a porcos halakhoz tartozo tokfélék spermamélyhiitésérdl is egyre tobb kutatd
szamolt be (Cherepanov ¢és mitsai., 1993; Magyary, 1993; Glogowski ¢és mtsai.,
2002; Urbanyi és mtsai., 2003; Ciereszko és mtsai, 2006) az elmult években.

2.1.1. A spermamélyhiités modszerei

Az egyik legrégebben alkalmazott technologia a szarazjégen torténd

mélyhtités, amely rendkiviil alkalmas kozeg a technika kivitelezésében. Azonban
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hatranya, hogy a szarazjég hOmérséklete allando, igy a hiitési sebesség nem
valtoztathato €s a felolvasztés is nehézkes.

Az utobbi évtizedekben teret hoditott a folyékony nitrogénben torténd
mélyhtités. Ez a technoldgia igen egyszerlien kivitelezhetd, gyors ¢&s
koltséghatékony, akar a keltetbhazban is elvégezhetd. Az eljdrds sordn a
megfelelden higitott spermat miszalmakba szivjak fel, majd szigetel6 dobozba
toltott nitrogén gbézében torténik meg a hiités. A hiités sebessége a nitrogén
felszinére helyezett hungarocell keretek (Bayness €s Scott, 1987; Glogowsi €s
mtsai, 2002) vagy allithatdé magassagi fémracsok segitségével torténik (Rana és
McAndrew, 1989).

Folyékony nitrogén gd6z¢ében torténik a mélyhiités a programozhatéd
htitdgépeknél is (Linhart és mtsai, 2005). Hasznélatuk sordn a hiités egész
folyamata szamitogép altal vezérelt, igy pontos munkat tesz lehetdve. Hatranya,
hogy a mélyhiités csak laboratériumban kivitelezhetd ezzel a modszerrel, mivel

mérete €s eszkozigénye miatt helyhez kotott (Urbanyi €s mtsai., 1998).

2.1.2. A spermamélyhiités folyamata

2.1.2.1. A nativ sperma minositése

A lefejt spermat a kovetkezd szempontok alapjan szoktak mindsiteni:

1. az elérehaladd mozgast végzd spermiumok szazalékos aranya (motilitas)
a haladé mozgés ideje (sec)

a halado mozgas intenzitasa

a sperma mennyisége (ml)

a sperma koncentracioja (spermiumszam/ml sperma)

A O

spermiumok morfologiaja

A gyakorlatban a mélyhiités elott kozvetleniil altalaban becsléssel az elso

szempont szerint mindsitik a spermat. Mélyhiitésre csak a j6 motilitdsu (minimum
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80%), nem aktivalodott, szennyezddéstdl mentes spermat érdemes felhasznalni. A
mozgasi 1d6t és a sperma mennyiségét hagyomanyos mérési modszerekkel

allapitjadk meg, mig a koncentraciot Biirker-kamraban torténd sejtszamlalassal.

2.1.2.2. A sperma higitasa a hiitomédiummal

A hiitdmeédium higitobol (reverzibilisen immobilizal6 oldat) és véddanyagbol
allo keverék, melyet a spermdhoz adnak, mieldtt az equlibracié és a hiités
megtorténne. A jo higitd a kovetkezd kritériumoknak felel meg: a halsperma
mozgasat nem aktivalja, nem tartalmaz toxikus 6sszetevot, pH-ja enyhén lagos és jo
pufferkapacitdsu (Leung, 1991). Véddanyagok kozil a gyorsan behatold
intracelluléaris véddanyagok alkalmazhatok a halsperma hiitése soran, altalaban 5-15
szdzalékos koncentracidban. A sperma:hiitOmédium ardnyt altalaban 1:1-1:10

kozott alkalmazzak.

2.1.2.3. Az equilibrdacio

Az equilibraci6 a védOanyag koncentracido kiegyenlitddése az extra- ¢€s
intracellularis  tér  kozott. Optimalis  ideje  fligg a  spermium
membranpermeabilitasatol, az adott anyag behatoloképességétol és a homérseklettol
is, igy kisérleti uton kell meghatarozni a megfeleld idét. Ha a spermium kisméretli
¢s j0 membranpermeabilitasii (pl. a zebradanional), akkor a DMSO ¢s a metanol
alkalmazésakor az equilibracié igen rovid 1d6 alatt (1-2 perc) lezajlik (Harvey és

mtsai., 1983).

2.1.2.4. A hiités és tarolas

A hités torténhet miiszalmaban, miianyag- illetve iivegcsOben valamint

aluminium tasakokban. Meg kell taldlni az optimalis térfogatot, ahol a sperma

10
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mindségének megdrzése mellett nagymennyiségli ikrat tudunk egy mélyhiitott
spermaadaggal termékenyiteni (Magyary ¢s mtsai., 1996). A szarvasmarhaknal
bevalt, miszalmakban torténd hiités a legelterjedtebb a halak esetében is. A
megfeleld miiszalma méretet kisérleti Giton lehet megallapitani. Napjainkban egyre
nagyobb méretli miiszalmak tesztelése folyik, nem ritka a 2,5-4 ml-es szalmdk
hasznélata sem (Velasco-Santamaria ¢és mtsai, 2006) ¢€s talakozhatunk 5 ml-es
szalma haszndlatdval is (Lahnsteiner és mtsai, 1997). Az egyedileg jelolt mintak

tarolasa foly€kony nitrogént tartalmazo kaniszteres kannaban torténik.

2.1.2.5. A felolvasztas és minositées

A miiszalmak felolvasztasa 0-40 °C-os vizfiirdoben torténik. Idejét a
miszalma mérete hatdrozza meg. Az alacsony hdémérséklet elénye lehet a
véddanyagok felolvasztds utani toxicitasanak csokkentése, hatranya viszont a lass
felolvadas ¢és az Ujrakristdlyosodds 4altal okozott intracellularis kérosodas.
Felolvasztas utan ujbol meg kell hatarozni a motilitast, igy ellendrizhetjiik a hiitési
¢s a felolvasztasi eljaras tulélésre gyakorolt hatasat. Termékenyitéskor a
felolvasztott sperma motilitdsat kell figyelembe venni a sperma/ikra ardny

kialakitasahoz.

2.1.2.6. Termékenyités

A felolvasztas utan a spermiumok a nativtdl eltérd mozgast mutatnak
(Billard, 1978) és a sperma termékenyitoképessége altalaban gyorsan csokken, a
termékenyitést mielobb el kell végezni. A termékenyitéshez altalaban az ivasi
id6szak vizhOmérsékletének alsé hatira az optimalis, mivel alacsonyabb
hémeérsékleten a spermiumok energiakészletiiket lassabban hasznaljak fel. A hiitési
eljaras okozta mortalitds és mindségromlas miatt hasonl6 termékenyiilés eléréséhez
mélyhiitott spermdbol tobb sziikséges (Kurokura és Hirano, 1980). Pisztrangnal

példaul ez a nativ sperma 15-sz0rdsét jelenti.

11
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2.1.3. Az €16 sejtet éro hatasok a krioprezervacio soran

2.1.3.1. Hipertonias hatas

A vizes oldatban 1év6 sejtek talhlitésekor a sejtek €és az oldat is tulhiilnek,
amit az extracellularis térben heterogén magkeépzddés kovet. Ennek
eredményeképpen az extracellularis térben a viz fokozatosan megfagy, az oldat
koncentracidja ndé (Leung, 1991). Ha a hiités megfeleld sebességli, akkor a sejt az
ozmotikus egyensuly megdrzéséhez elegendd mennyiségli vizet tud leadni. Ezt a
vizmennyiséget a felolvasztds sordn kell visszanyernie a sejtnek. Tal gyors
felolvasztas esetén azonban nem tud a sejt megfeleld sebességgel vizet felvenni. Ezt
a koncentracidvaltozast a legtobb sejt elviseli. Ha a hiités lassu, a sejtek tul sokaig
vannak kitéve az extracellularisan novekvd koncentracionak, ami talzott
dehidratacidhoz és a magas soOkoncentrdci®6 miatt membran lipoproteinjeinek a
denaturacidjdhoz vezet, igy letdlis hatasu. Tul gyors hiités esetén az ozmotikus
egyensuly Ugy jon létre, hogy intracellularis jég képzddik, ami szintén tobbnyire
letalis. Létezik egy optimalis hiitési sebességtartomdny, amely elég gyors ahhoz,
hogy minimalizalja a dehidrataciot €s a denaturacidt, ugyanakkor elég lassu az
intracellularis  jégképzOdés letalis szint alatt tartdsdhoz. Ez a tartomany

kiszelesithetd fagyasgatlo anyagok alkalmazasaval (Dinnyés, 1993).

2.1.3.2. A terfogatvaltozas hatdsa

A térfogatvaltozas hatdsa szorosan Osszefiigg a hipertonids hatassal, amely
révén sejttérfogat valtozas jon létre. Ennek soran a sejtmembran dsszenyomodik és
kifesziil, a porusok és igy a membran permeabilitisa megnd, ami lehetdvé teszi
makromolekuldk leadasat is (Leung, 1991). Az egyes sejttipusok eltéré mértékii

térfogatvaltozast képesek elviselni.
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2.1.3.3. Hidegsokk, hideg-érzekenység

Hidegsokk alatt a membran folyékony lipidtartalmanak megszilardulasat
értjiik, amely akkor kovetkezik be, ha a hiitési sebesség kiilondsen a kezdeti
szakaszban (0 °C felett) tal gyors. A hiités elorehaladtaval a koncentracio
novekedése miatt is megtorténik a lipidfazis atalakuldsa gélszerlivé. A hidegsokkra

egyes emldsfajok (pl. sertés) embrioi €s spermiumai €rzékenyek (Dinnyés, 1993).

2.1.3.4. A pH hatds

A fagyas ¢€s a felolvasztas lecsokkenti az intracelluldris és az extracellularis
oldatokban 1évé sok pufferkapacitasat, igy az oldat pH-ja jelentdsen valtozik. A
homeérséklet valtozasan kiviil az is modosithatja a pH-t, ha K-foszfat van jelen az
oldatban a fagyasgitlok hozzdadasakor (Van Den Berg ¢és Soliman, 1969. cit.
Leung, 1991). Amennyiben a kémhatids atlépi a fehérjek szadmara optimalis

tartomany hatarértékét, a funkcio elvesztése, illetve denaturacio 1ép fel.

2.1.3.5. Az intracellularis jég mechanikai hatdasa

Az intracelluldrisan képzddd jégkristdlyok a sejtmembran ¢és a
sejtorganellumok sériilését okozhatjdk. A karositd hatds mértéke ardnyos a
jégkristalyok méretével. Intracellularis jég altal okozott jelentds kéarosodds a tul
gyors fagyasztds vagy a tul lasst felolvasztas soran Iéphet fel. Ez utobbi esetben a
rekrisztallizacid révén jonnek Iétre a karosodast okozo, tul nagy jégkristalyok

(Dinnyés, 1993).
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2.1.3.6. Az extracellularis jeg mechanikai hatasa

Amennyiben a hiitési sebesség tal lasst, az extracellularisan képz6dd jég
kiterjedve tullépi azt a teret, amelyet a sejt zsugorodasa biztosit és igy karosodhat a

sejt strukturaja. (Leung, 1991).

2.1.3.7. Fagyasvedo (krioprotektans) anyagok hatasai

A krioprotektansoknak szerepe a fagyas ¢€s felolvasztas okozta karos hatasok
mérséklése. Altalaban a kovetkezd két csoportjukat kiilonboztetjik meg: a
sejtmembranon 4thatold (intracellularis) €s at nem hatoldo (extracellularis)
védbéanyagok. Intracellularis krioprotektdns pl. a glicerin, a metanol, a dimetil-
szulfoxid (DMSO), a dimetil-acedamid (DMA), az etilén-glikol, a propilén-glikol,
extracelluldris védéanyagok pedig pl. a cukrok, fehérjék, polimerek (Leibo, 1980).

A halsperma mélyhiitéséhez foként az intracellularis térbe behatold
védbanyagok hasznéalhatok. Ezek szerepe a kovetkezd: csokkentik a viz
csokkentik a homogén magképzddés homérsékletét, emelik a vitrifikécids
hémérsékletet (T,). Ezen kiviil stabilizaljdk a sejtmembrant és egyes lehiitésre
érz€keny enzimeket megvédenek a karosodastol (Schneider és Mazur, 1984 cit.
Dinnyés, 1993). Az intracellularis fagydsvédok kiilonb6z0 mértékii toxicitdst
mutatnak. A toxicitds ezenfeliil fiigg a hoOmerséklettdl, a hatasidotol, a
koncentraciotol €és a sejt tipusatol. Radioaktiv izotopokkal kimutattdk, hogy a
véddanyagok behatoldsi sebessége halikra esetében forditottan ardnyos a
molekulatomeggel (Agiicerin=92,1g/mol; Apmso=78,13g/mol; Apetanol =32,04g/mol)
(Harvey és Ashwood-Smith, 1982).

A fent emlitett krioprotektdnsok koziil a glicerin a legkevésbé toxikus,
ugyanakkor lassan hatol be a sejtbe, igy hosszabb equilibracidt igényel. Mivel a
glicerin ¢és a viz diffaziés sebessége i1gen kiilonbozd, a sejtet karos

térfogatvaltozasok érik a glicerin felvételekor, illetve kivondsakor.
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A metanol igen gyors behatolast, viszont az egyik leginkabb mérgezo
védbanyag. Ennek ellenére bizonyos  sejttipusoknal, tobbek  kozott
halspermiumoknal (Harvey és mtsai.,, 1983) igen jO eredményeket értek el
alkalmazésaval.

A DMSO kevésbé toxikus, mint a metanol és ez a toxicitas a homérséklet
csokkenésével jelentdsen mérséklodik. Ugyanakkor ellentétben a glicerinnel, a
DMSO gatolja a kataldz €és a peroxidaz enzim aktivitasat (Leung, 1991), és fehérje

destabilizalo hatdsa van (Arakawa és mtsai., 1990). Leung (1991) szerint a DMSO

srer

crcr

csoOkkenti a vizes fazis polaritasat és megvaltoztatja a hidrofob molekuldk eloszlasat
a sejtmembran és az extracellularis tér kozott (Leung, 1991).
A propilén-glikol vitrifikacidt eldsegitdé képessége viszonylag nagy, ez is

indokolhatja gyakori felhasznalasat (McFarlane, 1985 cit. Dinnyés, 1993).

2.1.3.8. A hattersugarzas hatdasa

A tarolasi homérsékleten (-130 °C alatt) nem jatszédnak le biokémiai
reakcidk, igy a DNS-t reparaldé enzimek sem mikodnek. Ennek nyoman a
hattérsugarzas mutagén hatasai felhalmozodhatnak (Ashwood-Smith, 1986). Ez
azonban atlagos hattérsugarzas esetén igen lasst folyamat. Glenister €s Lyon (1986)
megfigyelései alapjan még 2000 évnek megfeleld elnyelt dozis sem okozott
¢észlelhetd elvaltozasokat egérembrion. Gyakorlatilag tehat nem kell szamolnunk a
tarolas alatti DNS karosodéssal. Szamitasok szerint egy mélyhiitott sejtpopuléaciot
érd hattérsugarzas 32 000 év alatt éri el a D10 dozist, amelyet a sejteknek csak

10%-a ¢l til (Ashwood-Smith, 1986).
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2.1.4. A spermat éro lehetséges karosodasok és annak okai

A mélyhiités soran a spermiumokat elsésorban a nagyméretii jégkristalyok
képzddésének és az ezaltal kivaltott sériiléseknek a veszélye fenyegeti. Az ilyen
sériilések altaldban a sejtmembran €s sejtorganellumok roncsolddasat jelentik. A
sejtmembran roncsolddasat szamos kutato leirta mar. Cabrita és munkatarsai (1998)
szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) spermajat vizsgalva azt tapasztalta,
hogy a felolvasztas utdn a sejtek nem tobb mint 20%-4nal maradt meg a membran
integritdsa, &m a spermiumok aktivalasat kdvetden ez az ardny is csdkkent. Drokin
¢s munkatarsai (1998) mindségi valtozasokat irtak le a szivarvanyos é€s sebes
pisztrang (Salmo trutta F. fario) spermiumain. Mélyhités elott a feji rész
membranjan megfigyelhetd részecskék véletlenszerii elrendezddést mutattak. A
felolvasztds utdn ugyanezek a részecskék kerek csoportokba rendezdédtek a
membran feliiletén. A sebes pisztrang spermiumai nehezebben allitottak helyre a
membranjuk  integritdsat, mint a szivarvanyos pisztrdng himivarsejtjei.
Természetesen a hiitémédium ¢€s a hiités egyéb paraméterei nagyban befolydsoljak a
spermiumokat ér6 karosodasokat és azok mértékét. A leséharcsa (Silurus glanis)
spermiumainak 90 szazalékdnal maradt ép a membran és 47 szézalékanal a
mitokondriumok aktivitdsa szachar6z higitoval és 10-15 % DMA-val tortént hiités
esetén, mig mas véddanyag alkalmazasaval ez az ardny joval alacsonyabb maradt
(Ogier de Baulny €s mtsai., 1999).

Erthetd, tehat, hogy a membran integritisa elsérendii fontossaggal bir a
spermiumok  életben maraddsa ¢és termékenyitdé képességik megdrzése
szempontjabol. Azonban sikeriilt kimutatni, hogy az afrikai harcsa mélyhiitott
spermdjaval tortént termékenyités utan a torz kelésli utdédok ardnya joval magasabb
volt, mint a friss spermaval termékenyitett kontrollcsoportban (Horvath és Urbanyi,
2000). A torz kelés visszavezethetd természetesen az ikra inkubdcidja kdzben az
embridt €rt mechanikai hatdsokra is, &m ebben az esetben a kontrollcsoportban
ugyanannyi torz larvanak kellene kelnie, mint a hiitétt spermaval termékenyitett
ikrabol kikeld csoportokban. Felvetddik, tehat a kérdés, hogy mi lehet a torz kelésii

larvak ilyen magas aranyanak az oka? Mivel az embriok kifejlodtek és a larvak
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kikeltek, a spermiumok valoszinlileg elvégezték ¢lettani feladatukat, behatoltak a
mikropylén és egyesiiltek a petesejt-membran arra fogékony teriiletével. Azonban
hipotézisem szerint a teljes genetikai funkcidjat mar nem lathatta el a spermium,
mivel elképzelhetd, hogy a fagyas soran az ordkitdanyagot érte olyan karosodas,
ami a képzO0dd intracellularis jégkristdlyokra vezethetd vissza. Ezt latszik
alatdmasztani legfrissebb, még publikalatlan megfigyelésiink, hogy a kezelt
csoportokban kelt rendellenes fejlédésti larvak morfoldgiai szempontbdl erdsen
emlékeztetnek a genommanipulacios kiseérletek haploid csoportjainak torz larvaira.
Ez csak ugy képzelhetd el, hogy az intracellularis jég ugyanugy roncsolja a
spermiumok genetikai anyagat, ahogy a genommanipulacios kisérleteknél az
ionizald sugarzas is teszi. Ezt konnyitheti az a tényezd is, hogy a halak
spermiumaban a kromatin messze nem olyan tomor szerkezetii, mint a fejlettebb
gerincesekében, nem jellemzd rajuk a késébb megjelend lamelléaris szerkezet

(Bacetti és Afzelius, 1976).

2.2. KROMOSZOMAPREPARALAS

2.2.1. Kariotipus

A Kkariotipus elnevezés a kijevi G. A. Levitszkij professzortdl szdrmazik
1924-b61  (Imreh, 1986). A kariotipus a metafazisos (C-mit6zisos)
kromoszémaszerelvény minden jellemzdéjét (kromoszomaszam, morfologia)
0sszegzO tulajdonsaga. Segitségével megallapithatdo egy sejt, egyed, faj sajatos
sejtmagi képe. A kromoszomaszam altaldban paros jegyii, hiszen egy testi sejt egy
teljes apai és egy anyai garniturat tartalmaz. Rabl (1985) altal sziiletett az els6
feltételezés, miszerint a fajok kariotipusa alland6 (mely altaldnossagban valdban igy
van, de pl. a halaknal taldlunk kivételt (Varkonyi, 1997).

Altalanossagban tehat megallapithatd, hogy egy egyed kariotipusa az egész

faj kariotipusat is jellemzi, kivéve az ivari kromoszomaékat. Halaknal ez sem
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annyira egyértelmi, ugyanis gyakori, hogy az ivart poligénes faktorok hatarozzak
meg (Varadi, 2000).

A halak kariotipusa nem olyan altaldnos érvényli, mint az emldsoké. A
24000 halfa; kozott taldlunk kivételt, ugyanis a fejlettebb halaknal egy
nemzetségen, sot egy fajon beliil is 1éteznek diploid és poliploid dllomanyok, tehat
eltér6 kariotipusu egyedek. Ilyenek példaul a pancélos harcsa (Corydoras), a csik
(Misgurnus), a marna (Barbus), a ponty (Cyprinus) és a karasz (Carassius)
nemzetségek egyes tagjai. Mig a hazai Cyprinus (Cyprinus carpio) és a Barbus (B.
barbus és B. meridionalis fajok) nemzetség tagjait csak a tetraploid genetikai
szerkezet, addig egyik karaszfajunkat (C. auratus gibelio) a diploid és poliploid
vegyes allomanyok jellemzik. Ezek az éldlények foldrajzilag elkiiloniilve élnek,
vegyes populacidok csak az élohelyek taldlkozasi pontjaindl taldlhatoak (Varadi,
2000).

A halfajok kromoszémaszdma 2n=16 (néhany trépusi faj)-23 (pufferhal-
fugu) és 174 (ingolafélek) kozott valtozik, egy kromoszoma mérete pedig kevesebb,
mint 1 pm-t6l (ingolafélék) 30 um-ig (néhany tiidéshal) terjedhet (Denton, 1973).

Ennél tobb kromoszémdija van a tokféléknek, amelyeknél egyes fajok
(Acipenser sturio, A. ruthenus, Huso huso) kb. 120, mig masok (A. naccarii €s A.
gueldenstaedti) kb. 240 kromoszémaval rendelkeznek (Dettlaff és mtsai., 1993).

Olyan halfajok esetében, amelyek nagyszamu, kisméreti kromoszdémaval
rendelkeznek, nehéz részletes kariologiai kép kialakitdsa. A legtobb halfaj diploid
kromoszémaszama 40 és 60 kozé esik, de pl. a pontyé 102+2 db (Chrisman és

mtsai, 1990).

2.2.1.1. Kariotipus és az evolucio

Sajnos a halak kariotipusdnak magyardzata lényegesen lassabb iitemben
fejlédik, mint az emlésoké. Sok esetben azok a technikdk, amelyeket emldsokon,
kiilonosképp embereknél jol mikodtek, a halak vizsgalatanal csak csekély

eredményt adtak. A kromoszdéma garnitira autoszoOmakat €s heteromorfikus parokat
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tartalmaz, amelyek lehetnek ivari kromoszomak, azonban ez nem minden esetben
igaz. Az ivar néhany halfajban poligénesen meghatarozott (McFeely, 1990).

A halak evolucidja sordn, beleértve az 10j fajok kialakulasat is, foként
bonyolult kromoszéma atrendezddési folyamatok €s duplikaciok figyelhetéek meg.
A legtobb primitiv fajnal nagyszamu akrocentrikus kromoszoma szamolhato.
Inverziok, delécidk, duplikaciok és transzlokaciok mind-mind kozrejatszottak ezen
osztaly kialakuldsdban. A legaltalanosabb transzlokacié a halaknal a Robertson
transzlokacio, melyben két, nem homoloég kromoszoma kapcsolddik Ossze egy
metacentrikus kromoszomat alkotva. A diploid kromoszomaszadm a jellemzo,
azonban triploidok és tetraploidok kialakuldsa is lehetséges. Anaeuploidok is
gyakorta megfigyelhetéek. A természetben nem tudunk haploidok vagy
pentaploidok jelenlétérdl, de kisérleti koriilmények kozott eldidézhetéek (Chrisman
¢és mtsai, 1990).

Nagyszadmu kisérlet soran Ohno és Atkin (1966), illetve Ohno és munkatarsai
(1967, 1968, 1969) sem tudtak kapcsolatot taldlni a DNS mennyisége ¢€s a
kromoszémak szdma kozott halak esetében. A DNS mennyisége kozotti
kiilonbségeket génduplikacioval magyaraztak. Feltételezték, hogy a primitiv halak
kariotipusa 48 akrocentrikus kromoszomat tartalmaz, melynek DNS tartalma
megkozelitéleg 20%-a az emlésokének. A diploid kromoszémaszadmban 1évé nagy
kiilonbségek ellenére a DNS tartalom meglehetdsen allando, szemben a
méhlepényes emldsfajokkal.

A DNS mennyiségi valtozasdnak mechanizmusa a kovetkezOknek tudhatd
be: a testvér-kromatidak kozotti egyenldtlen gén kicserélddésnek a mitdzis soran, a
meiodzis alatti egyenldtlen crossing overnek a homoldg kromoszémaknal, 1étszam
feletti duplikacio specifikus kromoszémakon és a ploidiaszint novekedése az 0sszes
kromoszéma duplikacidja miatt (McFeely, 1990).

Osszehasonlitva a sejtmagban 1év6 DNS mennyiségét kiilonbozd
allatfajoknal arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a nukledris DNS masszivan
novekedett az evolucid soran a halak osztilydnak megjelenéséig (Goin €s Goin,
1968). Mind a porcos, mind a csontos halak korében a DNS mennyisége magasabb

a fejletlenebb formakban ¢és alacsonyabb a fejlettebbekében. A delécid és a
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transzlokacio a magyarazat erre a redukciora, habar a halak az evolucios lanc vége

felé jelentek meg (McFeely, 1990).

2.2.2. A legfontosabb hazai halfajunk, a ponty (Cyprinus carpio, L.) kariologiai

jellemzése

A kromoszoma preparatumok €16 allatok kolchicines kezelésével késziiltek.
A preparatumok készitéséhez tiikkrds €s pikkelyes pontyokat hasznaltak fel (Marian,
1978).

A Cyprinus carpio diploid kromoszoémaszama 10212 db. A hetvenes évek
elején hataroztak meg a ponty diploid kromoszémaszamat €s 100-104 kozotti 2n
értékeket kaptak. A Cyprinidae csaladra altaldban a 2n=46-52 diploid kromoszéma
a jellemzd. Lathato, hogy a ponty diploid kromoszomaszama ezen értékeknek kozel
kétszerese, amely a poliploidizacié lehetdségét veti fel. Pontosabban feltételezni
kell, hogy a ponty egy természetes tetraploid faj. Duplikacids reldciot mutattak ki a
Cyprinidae csalad tagjai kozott.

A poliploidizaci6 mellett sz6l az is, hogy a ponty keresztezhetd
legkonnyebben szamos egyéb, a csalddba tartozo halfajjal, tehat genetikailag
fellazult kariotipussal rendelkezik. Osszefoglalva megéllapithaté a pontyrdl, hogy
természetes tetraploid halfaj (Marian, 1978).

2.2.3. Kromoszomavizsgalati modszerek

A kromoszdémavizsgalati modszerek alapjat mindig az aldbbi négy lépés

alkotja:
1. Mit6zis inhibitorral valo kezelés

A kolchicin mikrotubulusroncsold hatdsa nyomdn a kromoszémak

kiszabadulnak a mitotikus ors6 fogsagabol. A kolchicines kezelés 0,05%-o0s
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kolchicin oldatban 3 6ran 4t tart Varkonyi esetében (1997), mig Kirankumar és

Pandian 0,01%-o0s oldatot alkalmaz 6 6ran keresztiil (2004).

2. Hipotonias kezelés

A szovetnedvek koncentracidjandl alacsonyabb toménységli  oldat
alkalmazésakor, az ozmotikus kiilonbséget kiegyenliteni torekvd, kiviilrdl befelé
aramlé higabb oldat felduzzasztja, majd szétpukkasztja a sejteket, ezaltal
eltavolithatjuk a sejthartyat €s a citoplazmat. Az eljarast hipotonias sokknak is
szoktak nevezni (Imreh, 1986). Halak esetében hasznalhatunk desztillalt vizet,
valamint 0,3-0,4%-o0s KCl-oldatot (Varkonyi, 1997).

A hipotonizalas feltaladlasa eldtt a kromoszomak, szd szerint idézve Imreh
(1986) konyveébdl, ,,egymds hegyén hatan” zsufolodtak. A ,hiptonids csoda”
mérfoldkdnek szamitott a modern citogenetika torténelmében. Hsu és Pommerat
(1953) volt az, aki eldszor irta le a hipotonias kezelések hatasat a sejt és
szOvettenyészetekben. A hipotonizalas hatasara a metafazisos

kromoszdmacsoportok szétszorddnak, kérvonalazhatova és lathatova valnak.

3. Fixalas

A fixdlds feladata a hipotonizdldssal elért allapot rogzitése. A
legaltalanosabban hasznalt fixaloszer a metanol:ecetsav 3:1 aranya keveréke. A
fixalo6t mindig frissen kell késziteni, mivel az alkohol és a sav észteresedése miatt a
rogzitd hatas romlik. A fixalast haromszor ismételjiik (Varkonyi, 1997, Kirankumar

¢s Pandian, 2004).

4. Festes

A festés célja, hogy a metafazisban ledllitott sejtosztodds sordn kipreparalt
kromoszomagarnitirakat ~ mikroszkopikusan  értékelhetdvé  tegye. Erre
leggyakrabban Giemsa festéket hasznalnak ((Varkonyi, 1997; Kirankumar és
Pandian, 2004).
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2.2.3.1. Direkt modszer

J6 mitotikus kromoszdémapreparatumok a hal kiilonboz6é életszakaszaiban
kiilonb6z6 modon, eltérd szovetekbdl nyerhetdk. Osztodo sejtek gylijtésére az egyik
legjobb a direkt modszer.

Mivel gyorsan fejlddnek, kivald osztédo sejtek gylijtheték embriokbol,
illetve larvakbol. Ez egy elég egyszerli mddszer, és magas mitotikus index mellett
(osztédd sejtek / a lemezen 1€vé Osszes sejt) szépen teriilt kromoszdémakat
eredményez (Thorgaard €s mtsai., 1981; Kirankumar és Pandian, 2004). A kisérlet
soran azonban fel kell 4ldozni az allatokat.

Kifejlett hal esetében szinte barmely szovet alkalmas mintavételre, eltérd
eredménnyel. Gyljthetd osztddd sejt kolchicinnel kezelt vesébdl, majbol,
kopoltyubdl, vékonybélbdl, 1épbdl és az ivarszervekbdl. A belséd szervekbdl késziild
kromoszomapreparatumok elkészitésének lényege az, hogy az €16 allat testébe
injekciozzak a kolchicint, majd az allatot optimalis koriilmények kozott tartjak 24-
36 oran at. Kligerman és Bloom (1977) 25 ng kolchicin/gramm hal mennyiséget
alkalmazott. Ezutan az 4llatot le6lik €s a megfeleld szervet kimiitik.

Regeneralddo, tehat természetes mddon nagyardnyu osztddo sejtet tartalmazéd
szovetbol, példaul uszobol, illetve pikkelybdl igen jo eredményekkel készithetd
preparatum ¢és az allatot sem sziikséges feldldozni, a modszer csak kis mértékil
sériilést okoz. Regeneraldodd uszobol vald preparalas modja a kovetkezo: elaltatott
hal farokuszdjabol 2 vagy tobb nappal a mintavétel eldtt kell levagni egy darabot.
Amikor a regenerdlodd szovet lathatova valik, a halat anesztetizaljuk, majd a
szovetet levagjuk és 2-3 oOran 4t kolchicintartalmii koézegben inkubaljuk. A
hémérsekletet az adott faj igényeihez kell beallitani. Ezutan torténik a hipotonizalas,
a fixalas és a festés (Thorgaard és Disney, 1990). Denton és Howell (1969) és
Ramirez (1980) jo6 eredményekkel készitettek kromoszomapreparatumokat
pikkelybdl kolchicin hasznalataval €s anélkiil is.

A legjobb mindségli preparatumok vesébdl és larvabol készithetdk
(Varkonyi, 1997). Altaldban elmondhaté, hogy a legcélravezetdbb és

legeredményesebb az egészséges, gyorsan novekvd egyedekbdl vett szovetek
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felhasznaldsa, mert ezekben az egyedekben a legmagasabb az aktudlisan osztodd

sejtek ardnya.

2.2.3.2. Indirekt (szovettenyésztéses) modszer

Ha a mintdkat nem rogton hasznaljuk fel és ndvelni szeretnénk az osztodod
sejtek aranyat, leukocita, azon beliil limfocita kultarat, illetve szovettenyésztést
alkalmazhatunk (Thorgaard és Disney, 1990).

Halaknal a legcélravezetébb moddszer, amely mellett az allat is életben
marad, a regenerdlodd Uszobol, vagy pikkelybdl indithaté fibroblaszt
szovettenyeészet.

Az uszomintékat alkohollal fertdtleniteni kell, majd apré darabokra vagva
tripszinnel kezelni. A tripszines kezelésre azért van sziikség, hogy az alkoholos
lemosés utan keletkezett elhalt felszini réteget leeméssze. Ezutan az Gszodarabkakat
steril szovetteny€sztd edénybe helyezziikk, ¢és letapadasuk wutan feltoltjlik
szOvettenyésztd tapoldattal. Négy hét alatt a fibroblasztréteg az edény aljat befedi.
Ezutdn kolchicin kezelés majd centrifugdlas kovetkezik. Az {iledéket
hipotonizaljuk, ezutan ismét centrifugalas kovetkezik. Majd fixalds és ujabb
centrifugélas utan elkészithetd a preparatum (Thorgaard €s Disney, 1990).

Megfigyelhetd, hogy legnagyobb a ndvekedési potencidl embrionalis
szOvetbdl készitett sejtkulturaban, kisebb fejlddé halbdl késziiltben és a legkisebb
kifejlett, ivarérett, illetve 1dds allat esetén (Wolf és Ahne, 1982).

A limfocita kultara hatékony modszer a kromoszoémaszam megallapitasara
nagyobb méretli halaknal, ha azt akarjuk, hogy az 4llat életben maradjon. Maga a
modszer nagyjabol ugyanaz, mint az emlds limfocita kultiraknal.

A leukocitdk normalis allapotban nem osztddnak, ezért olyan médiumra van
sziikség, amely osztodasra stimulélja a sejteket. Ha ez sikeriil, a leukocita kultirak
kivalé forrasai az osztodd sejteknek (Thorgaard és Disney, 1990). A legnagyobb
nehézség a limfocita kultaraknal a médium pontos Osszetevdinek Osszeallitasa.

Hartley és Horn (1983, cit. Thorgaard ¢és Disney, 1990) dolgoztak ki el8szor

1j, egyszerlibb és olcsobb mddszert a hagyomanyos limfocita kultirdbol kiindulva a
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szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) elegendé szami metafazisos
kromoszoémainak analizalasara.

A modszer a kovetkezd: vérvétel utan a vért tapoldattal razzuk Ossze. A
tenyésztési 1d0 lejarta utan kolchicint adunk hozza és allni hagyjuk. Ezutan
kovetkezik a centrifugalas és az liledék hipotonias kezelése, majd az igy elkészitett
sejtszuszpenziot fixdljuk a mar emlitett modon. A fixalooldatot haromszor
cseréljiik. A sejtek ezen eljarast kovetden honapokig tarolhatodk.

Ez a modszer mas halfajoknal is alkalmazhat6, bar nagyon fontos kiilonbség
az adott faj igényeihez igazitott hdmérséklet. Leukocita kultura készitését pontynal
(Blaxhall, 1983) és csatornaharcsanal (Wolters és mtsai., 1981) is leirtak (cit.
Thorgaard és Disney, 1990).

2.3. A COMET MODSZER

Sokféle technika Iétezik a biologiai hatdsok (mikronukleéaris, mutacios,
szerkezeti kromoszoma abberacid) eredményeként keletkez6 DNS karosodasnak a
kimutatdsara a szennyezést okozd anyag genetikai aktivitasdnak azonositdsan
keresztiil. A nyolcvanas évek végén egy 1) vizsgalati modszert fejlesztettek ki,
amely lehet6évé teszi DNS karosodasanak kozvetlen becslését. Az iistokds modszer
a folyamat végén kirajzolodd képrdl kapta a nevét, mivel a kép egy {listokosre
(angolul: comet) hasonlit. Az iistokos egy feji és egy csova vagy farok régiobol all

(1. abra).
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Farok Fej

DNS felhé hossza

1. abra Az ustokos részei

Minél nagyobb karosodast szenvedett a sejt DNS alloménya, annal kisebb lesz a
feji rész és nagyobb ardnyu a csOva régid, ami az apréra toredezett DNS

fragmentekbdl all. Az ép DNS-sel rendelkezd sejtek képe pontszerii marad.

Az listokos vizsgalat vagy mas néven egyetlen sejt gél elektroforézise gyors,
egyszerii és rendkiviil érzékeny mikroszkopos vizsgalatot is igényld moddszer,
amellyel a DNS karosodasat és a DNS helyreallitasat lehet megvizsgalni az egyes
sejtek szintjén. E modszer legfontosabb felhasznaldsa a toxikoldgidhoz kotédik, a
klinikai, genetikai toxikologiatol kezdve, az oxigén hiany okozta karosodas mérésén
at, egészen a molekularis jarvanytanig.

Ostling és Johanson (1984) tette meg az elsd 1épéseket az egyedi sejt szintii
DNS karosodasok detektalasara a mikrogél elektroforézis technikaval. Modszeriik
szerint a sejteket agardzba dgyazva felviszik egy targylemezre, majd a sejteket
felemésztik detergenssel és magas sotartalommal. Ezek utdn a semleges pH mellett
a tiszta DNS-t elektroforetizaljak. A mindkét szdlra kiterjedd torést szenvedett

sejtek DNS-e az andd felé vandorol. Az elvandorolt DNS tartalmat ethidium-
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bromidos festéssel teszik lathatova vagy a fluoreszencia intenzitdsat, mérik
mikroszkdpra szerelt fotométerrel.

Singh ¢és munkatarsai (1988) tovabbfejlesztették a mikrogél technikat lugos
kémhatason (pH>13) zajloé elektroforézissel a DNS karosodds mérésére egyedi
sejteknél. Egy évvel késdbb Olive (1989) bevezetett egy mésfajta lugos verzidjat a
modszernek, amelyben a DNS-t pH 12,3 koriili értéken elektroforetizaljak.

Az Uistokos vizsgalat 1988-as kidolgozasa dta szamos eredmény tdmasztja ala
a modszer hasznossagat €s jo alkalmazhatésagat a kiillonbozé DNS karosodasok
detektalasara. JOl hasznalhatdo ez a modszer példaul az egyes és kettes DNS szal
torések vizsgalatara, oxidativ DNS kérosodasok és DNS-DNS, DNS-fehérje és
DNS-egyéb anyagok, példaul vegyszerek keresztkapcsolddasanak felderitésére.

A modszer lehetdvé teszi a DNS karosodas mérését és elemzését is az
eukaridta €s bizonyos esetekben a prokaridta sejteken is. JOl hasznalhato a
takarméanyozastan tudomanyaban, de akar hypoxia kovetkezményének becslésére az
orvostudomanyban. Nagyszerlien alkalmazhat6 él6helyek allapotanak felmérésében,
igy kivaldo modszer a természet- vagy kornyezetvédok szdmdra példaul egy
vizszennyez¢s hatdstanulmanyanak készitésekor.

A comet modszer lugos (pH>13) kémhatason végzett 1988-as bevezetése ota
szdmos kutat6 altal és igen széles korben alkalmazott modszerré valt (Olive, 1989;
Tice, 1995; Rojas ¢és mtsai, 1999). Egyéb genotoxikologiai modszerekkel
Osszehasonlitva a kovetkezd eldnyodket emelhet;jiik ki:

- alacsony szintli DNS karosodas is lathatoan kimutathato,

- elegendd alacsony sejtszam mintanként,

- rugalmas moédszer,

- konnyen kivitelezhetd,

- alacsony koltségti,

- tudomanyos kozlemények kiadasanak lehetdsége viszonylag kevés minta
anyagbol,

- viszonylag rovid 1d6 (néhany nap) alatt lefolytathatd egy egész

kisérletsorozat.
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Az utolso évtizedben felfedezték ezt a modszert az alapkutatast végzo
szakemberek szamara, akik széles korben a human és kdrnyezeti biomonitoringon
at a DNS kijavitodason keresztiil a genetikai toxikologiaig alkalmazzak. Altaldnos
attekintését a tecnikanak Tice ¢és kollégai (1991), McKelvey-Martin ¢s
kutatdcsoportjuk (1993), Tice (1995), Fairbairn és munkatarsai (1995), Anderson és
munkatarsai (1994), Rojas ¢€s kollégai (1999) foglaltak dssze.

Genotoxikologiai tesztként a comet assay haszndlhaté human mutagének ¢és
karciomak azonositasara (Anderson ¢s mtsai.,1994). Habar a tokeletes korrelacio
még nem vdarhatd a tesztek soran. A korrelacid a vegyszer osztalyatol és a
karcinogén anyagok bonyolult kapcsolatabol adodik.

A moddszer nem igényel tal bonyolult felszerelést, mindossze egy gél
elektroforézis késziilékre és egy fluoreszcens mikroszkdpra van sziikség. A modszer
alkalmazésa sordn a mintat agarozzal keverik és két réteg agardz kozé agyazzak be
egy targylemezen. Egy sikeres alkalmazéds szerint a targylemezeket 1-1,5%-os
olvasztott  agarozzal vonjak be, majd szobahOmérsékleten, esetleg
szaritdszekrényben szilarditjdk meg. A masodik réteg agarozt, mely 0,5-1%-os, a
sejtszuszpenzioval keverve néhany nap mulva viszik fel. A gélréteget azonnal
feddlemezzel boritjak be, majd legalabb 5 percre fagyos feliiletre helyezik, az
agar6z megszilarditasdnak eldsegitésére. Ezutan eltavolitjadk a feddlemezt,
racseppentik a harmadik réteghez sziikséges agardzt €s ismét feddlemezzel takarjak
be és 5 percre fagyos feliiletre helyezik (Tice és mtsai., 2000). A harmadik
agardzréteg kitolti a lehetséges feliileti egyenetlenségeket, azonban sok esetben
konnyen levalik és magaval huzza a mintaval elkevert masodik gélréteget is, igy a
lemez értékelhetetlenné valik. Ebbdl kifolyolag ismertek olyan technikék, melynek
soran az utols6 gélréteg hasznalatait mellézik. Az utdbbi években specidlis
targylemezeket is hasznalnak, amelynek a feliiletén biztonsdgosabban marad meg az
agardz réteg (Klaude és mtsai., 1996). A sikeres analizishez igen fontos paraméter
az agardzba kevert sejtek koncentrdcidja, ugyanugy, mint az agarozrétegek
sejtek optimalis szama nem haladhatja meg a néhany darabot latoterenként, mivel

ha tal strt a minta az értékelés nehézkessé valhat.
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Miutan eltelt az 5 perc a feddlemezek eltavolitasat kovetden, a lemezeket
minimum 1 Ordra magas sé ¢és detergens tartalmi, ugynevezett lizis oldatba
helyezik. Az eredeti, Singh ¢és munkatarsai (1988) altal hasznalt lizisoldat
osszetétele a kovetkezd: 100 mM EDTA, 2,5 mM NacCl,, 1 % N-lauroylsarcosine €s
10 mM Trizma pH 10 mellett. Kozvetleniil a felhasznalas el6tt még 1% Triton X-
100-at adtak az oldathoz. A lizis oldathoz adott 10% DMSO megeldzi a
szabadgyokok altal indukalt DNS karosodast, amit a lizis sordn az eritrocitakbol
felszabaduld vas okoz (Tice €s mtsai., 1991). McKelvey—Martin és kollégai (1993)
arrél szamoltak be, hogy a lizis oldatbol elhagyhaté a N-lauroylsarcosine. Habar ez
nagymértékben fiigg a mintdktdl, néhany esetben sziikséges mindkét detergens
alkalmazésa a tokéletes lizishez. A lizis sordn a DNS-rdl leemésztddik a sejtfehérje.
A lizis ideje tanulmanyoktdl fiiggden 1 6ratol akar hetekig, honapokig is tarthat.

A lizis oldatbol sotét helységben kiemelik a lemezeket és lecsepegtetik. A
lizist koveti a kicsavarodas fazis, melyhez a lemezeket lagos kémhatast
elektroforézis oldatban inkubaljdk, hogy az egyes szaltoréseket ¢és a lugos
kémhatasra érzékeny helyeket (Alkali Labile Sites-ALS) kimutassak. A ltgos oldat
Singh és kollégéai (1988) alapjan: 1 mM EDTA ¢és 300 mM NaOH, pH>13. A
legtobb kisérletben maig ezt az oldatot hasznaljak, mivel ez maximalizalja az egyes
szaltorések ¢€s az ALS kimutathatdsadgat. Az inkubdacids id6 az eredeti, Singh-féle
(1988) protokoll szerint 20 perc, azonban human limfocitdn végzett kisérleteknél
akar 60 perc is lehet (Vijayalaxmi és mtsai., 1992). Révidebb kicsavarodasi idd
sziikséges a kettds szaltorések kimutatasara, mint az egyes szaltorések detektalasara.

Ezt koveti az elektroforézis, amely soran a bedllitds értékei szigortian
meghatdrozottak. Singh (1988) munk4ja alapjan az elektroforézis 25 V és 300 mA,
ideje 20 perc. Ciereszko ¢és kollégai kisérleteiben az elektroforézis hasonld
paraméterekkel, de 30 percig tartott tokfélék esetében (Ciereszko és mtsai, 2006). A
fesziiltség fligg az elektroforézis kad méretétdl, altalaban 0,7-1,0 V/em értéket
alkalmaznak. A kisérleti laboratérium hémérséklete 5-25 °C kozotti legyen, mert
alacsony homérseklet mellett jobb az ismételhetéség. Mind a lizis, mind az
elekroforézis erdsen lugos koriilmények kozott zajlik. A lizis pH 10 koriili értéken

megy végbe, az elektroforézis akar elérheti a 13-as pH-t is. Ha az elektroforézis
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erdsen lugos pH mellett zajlik, akkor az egyes DNS szaltoréseket vizsgalhatjuk. Ha
semleges pH-ju elektroforézis oldatot alkalmazunk, akkor inkdbb a kettds DNS
toréseket tudjuk vizsgédlni. Az elektroforézis soran a méretbeli kiilonbségekbdl
adodoan a sériilt DNS fragmentek elvandorolnak a sejtmagtol.

Az elektroforézis 1d6 lejarta utan, még mindig sotét helységben kiemelik a
lemezeket az elektroforézis kadbol €s egy vizszintes racsra helyezik azokat. A gél
feliiletérdl el kell tavolitani a lugot, ezért megfeleld, tigynevezett semlegesitd
pufferral kell atobliteni. Singh és mtsai (1988) leirdsa alapjan 3 ismétlésben 5-5
percig tartson a semlegesités Trizma pufferral. Rojas (1999) szerint a hosszabb
ideig tartd és gyakoribb 6blités hasznos lehet, ha a lemezek kiértékelésekor nagy a
hattérzaj. Ciereszko ¢€s kollégai (2006) az elektroforézis utan a lemezeket etanolba
meritették, majd levegén megszaritva megfestették .

A kovetkezd 1épés a targylemezek festése valamilyen fluoreszcens festékkel,
példaul ethidium-bromiddal, amely a legelterjedtebb (Ostling és Johanson, 1984;
Singh ¢és mtsai., 1988). A kovetkezd festékek hasznalhatoak még: SYBR z6ld (Tice
¢s mtsai., 1998, Ciereszko ¢és mtsai, 2006), YoYo Dye (Gedik és mtsai, 1992) és
propidium jodid (Olive, 1989). A jdl fest6dott mintak fluoreszcens mikroszkoppal
vizsgéalhatdak vagy szaritas €s tarolas utan késébb keriil sor az elemzésiikre. Ebben
az esetben a targylemezeket etanolba vagy metanolba aztatjadk néhany percre, hogy
dehidratalddjanak (Gurugunta és mtsai., 1996; Klaude ¢és mtsai., 1996). Hosszabb
idejli tarolas eldtt par masodperces formalinos fiirdd segit stabilizalni a gélt. A nem
fluoreszencian alapuld technikak eziist-nitratos festést alkalmaznak (Kizilian és
mtsai, 1999). Az iistokosok képét 160-600-szoros €s 200-400-szoros nagyitason
vizsgaljadk. A nagyitds megvalasztdsa fiigg a sejtek tipusatdol és a migracio
mértékétdl, korlatja a mikroszkdp vagy a képalkoto rendszer adta lehetdségek.

Minden lemezt, beleértve a pozitiv és negativ kontrollokat is, kéddal 1atjak el
a mikroszkopikus analizis elott a kodok jelentésének ismerete nélkiil. A DNS
migracié mérésére szamos lehetdség van, szinte minden kutatd, kutatocsoport mas
¢és mast alkalmaz.

A képek analizise torténhet vizualis és szamitogépes értékeléssel. A sejtek

lehetnek épek és sériiltek. Az tistokosoket altalaban 4 vagy 5 kategéridba soroljak
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az elvandorlas hossza és/vagy az iistokos csova részében lévé DNS relativ aranya
alapjan (Gedik és mtsai., 1992; Anderson €s mtsai., 1994).

Kobayashi és munkatérsai (1995) vizualis osztdlyozédsa a kovetkezd 5 féle
kategoriat kiilonbozteti meg. Az 1. tipus az €p, nem karosodott sejtet jeldli, mig az
V. a teljesen karosodott DNS-t. (2. és 3. abra) A vizudlis analizis rendkiviil gyors és
nem igényel szamitogeépes, illetve szoftveres hatteret, azonban az értékelésnek ez a

modja nagy gyakorlatot kivan.

2. 4bra Ep sejtek, I kategoria

3. abra Erdsen karosodott, V. fokozatu sejtek
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Szamitogépes értékeléskor szoftver végzi el a mintak osztalyokba sorolasat.
Gyors, egyszerli és uniformizalt rendszer. Bocker és kollégai (1999) kidolgozték a
teljesen automatizalt modszert az listokdsok értékelésére. A kiilonbozd szoftverek
akar 30 féle tulajdonsag analizisét is lehetévé teszik. A kovetkezd paraméterek
hasznélata a leginkdbb altalanos:

A) A csova szézalékos DNS tartalma, azaz a DNS héany szdzaléka vandorolt el a
sejtmagtol.

B) Csova hossza, azaz a fej és az utolsé fragment tavolsaga.

C) Csova egyiitthatd, azaz a csdva hossza szorozva a csova %-os DNS

tartalmaval.

A comet moddszerrel foglalkozd tanulmanyokban a DNS migracio mérése

leggyakrabban mikronban torténik.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. KISERLETEK AFRIKAI HARCSA FAJON

3.1.1. A kisérleti halak beszerzése és tartasa

A Kkisérletekhez hasznalt afrikai harcsa alloméanyt a szarvasi Haldszati és
Ontdzési Kutatointézet és a szazhalombattai Temperaltvizii Halszaporitd és
Kereskedelmi Kft. biztositotta. Az allatok ivar szerint kiilonvalogatva, 600 literes
mianyag kadakban keriiltek elhelyezésre G6dollon, a Halgazdéalkodéasi Tanszék
¢épiiletében. Az allatok etetését mélyhiitve tarolt razboraval, illetve granulalt
harcsatappal (Haltap Kft., Szarvas) oldottam meg. A halak tdrolasara szolgéald viz
24-28°C-os homérsékletét kiegészitd flitOtestekkel biztositottam. A megfeleld
vizmindséget és viztisztasagot vizcserével, illetve szivacsos sziiréberendezéssel

értem el.

4. abra Afrikai harcsa (Clarias gariepinus) par
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3.1.2. Az ivartermékek elvétele

3.1.2.1. Az oltas

A halaktol az ivarterméket hormonkezelés ttjan nyertem ki. A tejesek dozisa
1 egység/testtomeg kg Ovopel volt (egy egység tartalmaz 20 pg emlbs D-Ala®
Pro’NEt GnRH analdgot és 20 mg metocloramid dopamin receptor antagonistat,
Interfish Kft, Budapest) 24 oraval a tervezett fejés eldtt, mig az ikrdsokat
ugyanezzel a ddzissal, de 12 o6raval a fejes elott kezeltem. Az elkészitett hormon-
szuszpenziot steril orvosi fecskenddvel és tilivel a halak hasliregébe jutattam. A
tejeseket is hasonloképp oltottam. A kivalasztott egyedeket a fejésig 26°C
homeérsékletli vizet tartalmazd kisméreti miianyag ladakban helyeztem el. Az

inkubacids id6 12 dra, ezt kovetden az allatok készen alltak a fejésre.

3.1.2.2. A sperma kinyerése és minositése

A tejes afrikai harcsa fejése ugyan lehetséges, de anatomiai sajatossagai
miatt igen csekély mértékii him ivartermék nyerhetd, igy sziikségessé valik a herék
mitéti Oton torténd eltavolitdsa (Rurangwa ¢és mtsai, 2004). A halakat
szegfliszegolajjal altattam el (10 csepp olaj 10 liter vizben), majd a hasiireget
szikével felvagva eltavolitottam az egyik herét. Ezutan a hasfalat visszavarrtam és a
halat elkiilonitve tartottam néhdny napig, hogy nyomonkdvethetd legyen a
felépiilése. A kioperalt heréket papirvattaval szarazra tordltem, majd felhasznélasig
szaraz petri-csészében, 4°C-on hiitészekrényben taroltam. A kisérlet soran a heréket
olloval feldaraboltam, majd egy félbehajtott gézlapon at kipréseltem a spermat.

A spermabol mintat vettem (nativ sperma) és vizzel val6 aktivalas utan 400-
szoros nagyitdson fénymikroszképpal megvizsgaltam a mindségét. Szubjektiv
modon megallapitottam a haladd mozgast végzd spermiumok %-os aranyat, a

halad6 mozgas idejét (masodpercben) ¢€s a mozgds intenzitdsat. A négy
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legmagasabb motilitast, legalabb 80-90%-ot elérd mintakat hasznaltam fel,

melyeket 6sszekevertem.

3.1.3. A spermamélyhiités folyamata

3.1.3.1. A sperma higitasa hiitomédiummal

A hitomédium két 6sszetevje a higitd és a fagyasvédo anyag.

Kordbbi kisérletek megallapitottdk, hogy afrikai harcsa esetében a
mélyhtitést kovetd felolvasztds utdn a legnagyobb motilitds 6% fruktdéz alapt
higitoval és 10% DMSO (Reanal, ref. szdm: 20740-1-01-65), illetve 10% metanol
(Reanal, ref. szdm: 08860-1-08-65) fagyasvédo anyag alkalmazasat kovetden érhetd
el (Horvath és Urbanyi, 2000). A hiitémédium pH-jat 7,73-ra allitottam be, amely
értek megegyezik az afrikai harcsa szeminalis folyadékanak pH-értékével (Steyn és
Van Vuren, 1987). Ehhez 1 M-os NaHCO; oldatot hasznaltam. A hiitémeédiumokat
alacsony hdomérsékleten, hiitdszekrényben tdroltam a véddanyag toxicitdsanak
csokkentése érdekében.

A harcsasperma higitasat a hiitdmédiummal 1:1 aranyban, kémcsdben vagy
Eppendorf-csdvekben végeztem el. A mintakat ezutan kiilonb6zé méretii (0,25 ml;
0,5 ml; 1,2 ml) miiszalmékba szivtam fel.

DMSO fagyasvédo anyag alkalmazésakor sziikség van equilibracios iddre. A
védbanyag kiegyenlitddése az extracellularis és intracelluléris tér kozott 10 perc
alatt megtorténik. Az equilibracidé idejére ezeket a mintdkat hiitdszekrénybe

helyeztem, ezzel is csokkentve a toxikus hatast.

3.1.3.2. A sperma hiitése

A hiitést folyékony nitrogén gdzében végeztem. A folyékony nitrogén
felszinétél megfeleld magassagra helyeztem el a szalmdkat, amelyet kiilonboz6
magassagi hungarocell keretek segitségével oldottam meg. A miiszalmak mérete

alapjan allitottam be a hiitési 1d6t és a hiitési magassagot. A hiitési id6 mindharom
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szalmaméretnél 3 perc volt, a hiitési magassag 4 cm a 0,25 ml-es szalma esetében €s
3 cm a két nagyobb méretii szalma esetében. A hiitési id0 lejarta utan a nitrogénbe
dobtam a szalmakat. A mintdkat kaniszteres kannakban, folyékony nitrogénben

minusz 196°C-on taroltam.

3.1.3.3. Felolvasztas

A miiszalméakban 1év6 sperma felolvasztasat 40°C-os vizflirdében végeztem
a kovetkezOk szerint: 0,25 ml-es szalma 5 masodperc, 0,5 ml-es szalma 13
masodperc, 1,2 ml-es szalma 20 masodperc. Ezutan kivettem a szalmakat, olloval
levagtam az egyik végiiket és a tartalmukat Eppendorf-csdvekbe adagoltam ki.

Felolvasztas utdn ismét motilitas vizsgalatot végeztem €s a spermat azonnal

felhasznaltam.

3.1.3.4. Az ikrasok fejése

A hormonkezelt afrikai harcsdkat az oltds utdn 12 Ooraval fejtem. Az
tvartermék elvétele az ivarnyilds szarazra torlése utan a hasfalra gyakorolt kaudalis
iranyl nyomassal tortént. A sikeresen kezelt néstények ikrait szdraz miianyag talba
fejtem és letakarva szobahOmérsékleten taroltam, torekedve a minél hamarabbi
felhasznalasra. Vizualis értékelés utan, ahol a f6 szempont az ikra vértdl és bélsartol
vald mentessége volt, kivalasztottam a két legjobb ikratételt ¢és ezeket

Osszekevertem.
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3.1.3.5. Termékenyites és keltetes mélyhiitott, illetve nativ spermaval

A termékenyitéshez az ikrat kis miianyag edényekbe, 15 grammos adagokra
osztottam szét, 1 adagot 0,125 ml friss sperméval termékenyitettem, ez volt a
kontroll csoport. A tobbihez a kiilonb6zé méretii és kiilonbozd hiitdmédiummal
mélyhiitott miiszalmékbdl nyert spermat adtam. Elegendd ikra esetén igy 7 mintat
lehetett kialakitani. (0,25 D; 0,25 M; 0,5 D; 0,5 M; 1,2 D; 1,2 M; kontroll, ahol D:
DMSO, M: metanol, a szamok pedig a miiszalmak méretét jelzik ml-ben). Az
ivartermékek Osszekeverése utdn az aktivaciot keltetbhdzi vizzel végeztem az
edények finom mozgatasa kozben. Az ikrah€j animalis polus feldli felszine ragados,
de ezt a ragaddssdgot nem sziikséges megsziintetni, mert a keltetés soran
beavatkozas nélkiil megsziinik (Péteri €s mtsai., 1989).

A termékenyiilési szdzalék megallapitasat vizhdmérséklettdl fiiggden 1-1,5
oraval a termékenyités utan, 2-4-8 sejtes allapotban végeztem el.

A termékenyitett adagokbol mintat vettem és mikroszkop alatt szdmoltam
meg a nem termékenylilt, torz, illetve a latotérben 1évé Osszes ikraszemet.
Idokozben fontos a tOobbszori vizcsere. A szamolast 3 latotérben, tehat 3x
ismételtem meg. Ebbdl atlagot szdmolva allapitottam meg a termékenyiilési aranyt.

A vizsgalat utan az inkubacié 1 literes Zuger iivegekben zajlott, a
laboratoriumban fenntartott keltethdzi rendszerben. Az ikrdk inkubacidja meleg
kornyezetben, 26°C-os vizhéfok mellett 24-25 oraig tartott.

A kisérleteket 5 ismétlésben folytattam le.

3.1.4. Kromoszomavizsgalat

3.1.4.1. A vizsgalat elokészitése

A kromoszémak vizsgélatat nemtaplalkozo larva stddiumban végeztem el,
mivel a legjobb mindségii preparatumok larvakbol készithetok. Ennek oka, hogy a
frissen kelt larvakban az osztddasi folyamatok igen gyorsak. Kelés utan az atlatszo

larvakat miianyag talkakba engedtem le a Zuger livegekbdl.
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Ezutan megvizsgaltam a kelési aranyt. A szamolast ebben az esetben is 3
latotérben haromszor ismételtem meg, majd meghataroztam a kelési szazalékot.
Tovabba leszamoltam a torz larvékat is, és kiszamitottam a szazalékos aranyukat az
Osszes kikelt larva mennyiségéhaz viszonyitva.

A nativ spermaval termékenyitett kontroll csoportbol 50-100 db ép és
ugyanennyi torz larvat valogattam ki, amelyeket kiilon edénybe helyeztem, tehat a
tovabbiakban egy ép és egy torz kontroll csoporttal dolgoztam.

A tobbi csoportbdl 50-100 rendellenes fejlodeésti larvat valogattam ki. A

mintdkat megfeleld mennyiségli vizzel, petri-csészében helyeztem el.

3.1.4.2. Kromoszoma-preparalas direkt modszerrel

A kivélogatott larvakat mitdzis inhibitorral kezeltem. Az inkubalést 0,05%-
os kolchicin (Sigma Aldrich, ref. szam: C180) oldatban végeztem 3 oran at. A
kolchicin miikddésképtelenné teszi az osztddasi orsot, igy az osztddas metafdzisban
leall. A larvakat 0,075 M KCI oldatban 25 percig hipotonizaltam. Ezutan pipetta
segitségevel valasztottam le a szikzacskot.

A fixal6 oldatot frissen készitettem kémcsdben metanol:ecetsav (Reanal, ref.
szam: 09215-0-01-47) 3:1 aranyu keverékébdl. A hipotdnids oldatbol pipettaval
helyeztem 4t a larvdkat a fixaloba. Ezutdn a fixalé oldatot 20 percenként 3x
lecsereltem. A larvak a fixalas soran teljesen elveszitik sziniiket, fehéres-atlatszova
valnak. A fix4lds utdn a mintdk azonnal felhasznalhatoak, vagy rovid ideig
hiitészekrényben 4°C-on tarolhatdak.

A preparatum készitéséhez kivettem egy larvat a fixalobol €s oraiivegen
hagytam felszaradni. Frissen készitett 50%-os ecetsav oldatbol 0,015-0,02 ml-t
racseppentettem €s bonctll segitségével szuszpendaltam. Ek6zben a targylemezeket
50°C-o0s targylemez-melegitdn eldmelegitettem (a targylemezeket korabban

sorszammal, hiitémédiumot, és szalmaméretet jelzo roviditéssel jeloltem).
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A sejtszuszpenziot a targylemezre cseppentettem. Néhdny madasodpercig
hagytam szaradni, majd visszaszivtam a pipettaval és ismét kicseppentettem. Ezt 6-
8 alkalommal megismételtem az adott targylemezen.

Egy csoportbol 30 lemezt készitettem. A lemezeket szobahdmérsékleten
megszaritottam, majd 4%-os Giemsa (Riedel-de Haen, Germany, ref. szdm: 32884)

oldatban 8 percig festettem.

3.1.4.3. Kromoszomaszamlalas

A megfestett és megszaritott targylemezeket 1000-szeres nagyitason Nikon
Eclipse E600-as mikroszkop segitségével vizsgaltam. Egy preparatumon a lehetd
legtobb (minimum 30) jol teriilt metafazisban szadmoltam meg a kromoszémak
mennyiségét. A mikroszképos felvételeket 1000-szeres nagyitas mellett Nikon
Eclipse E600 tipusi mikroszkopra szerelt Nikon Coolpix 4500 digitalis
fenyképezogéppel készitettem.

3.2. KISERLETEK PONTY FAJON

3.2.1. Nagyméretii miiszalmak hasznalatanak tesztelése

3.2.1.1. A kiséerleti allatok tartasa

A kisérletekhez felhasznalt allatokat a Haltermeldok Orszagos Szovetsége €s
Terméktanacsanak Dinnyési Ivadékneveld Togazdasaga biztositotta. Az allatokat a
telelok lehalaszasat kovetden morfologiai bélyegek (szaporitasra valo felkésziiltség,
sériilésmentes testfeliilet) alapjan valasztottak ki és szallitottdk be a keltetdhazba. A
kisérlethez a tenyészallatokat 48 draval a tervezett fejés eldtt halasztik le a tavakbol
¢s szallitottdk be a keltetbhazba, hogy a halaknak legyen IehetOsége
akklimatizalodni. Itt ivar szerint szétvalasztva taroltam Oket, kisérletemhez 5 ikras

¢s 5 tejes egyedet valasztottam ki.
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5. abra Kifejlett pikkelyes ponty (Cyprinus carpio)

3.2.1.2. A7 eoyedek oltasa

Az ivartermék kinyerése érdekében hormonalis indukciot alkalmaztam. Az
ovulacio és a spermiaci6 indukcidjdhoz Ovopel hormonkészitményt (Interfish Kft.)
haszndltam mind a tejeseknél, mind az ikrasoknal. A tejesek dozisa 1
egység/testtomeg kg volt, 24 oraval a tervezett fejés eldtt, mig az ikrasokat
ugyanezzel a dézissal, de két adagban (eldadag: a teljes dozis 10%-a 24 6éraval a
tervezett fejés eldtt, dontdéadag: a hatramaraddo 90%, 12 oraval a fejés eldtt)
kezeltem. A hormonkészitményt halfizioldgidas sbdoldatban (0,65%-0s NaCl)
szuszpendaltam.

Az igy nyert szuszpenziot steril orvosi fecskendd segitségével a halak

hastiregébe injektaltam, a hasuszo eredési pontjanal.

3.2.1.3. A tejesek fejése

A halakat altatooldatot (Quinaldin, Reanal) tartalmazé kadba helyeztem,
majd mikor a halak megfeleléen elbddultak, kivettem &ket, fejiiket letakartam és
ivarnyilasukat szarazra toroltem. Ezek utdn miianyag kémcsdvekbe tortént a sperma

lefejése, ligyelve arra, hogy vér és vizelet ne szennyezze az ivarterméket.
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Ezt kovette a sperma vizsgalata, melynek soran a halad6 mozgast végzo
spermiumok %-o0s aranyat (a sperma motilitasat) vizsgaltam. Amennyiben a sperma
mindsége megfeleld volt (minimum 70-80%-o0s motilitds esetén) felhaszndltam. A

kémcsoveket hiitdszekrényben taroltam a mieldbbi felhasznalésig.

3.2.1.4. A sperma mélyhiitése

Higitéként 350 mM gliikozt és 30 mM Tris-t (Sigma Aldrich, ref.szam: T-
6791) tartalmaz6 oldatot készitettem. Véddanyagként 10% metanolt hasznaltam
végsO koncentracioban.

A higitdsi ardny 1:9 volt. A felhigitott spermat kiilonb6z6 méretl
miiszalmakba (1,2 és 4 ml) szivtam fel és hungarocell dobozban, folyékony
nitrogén gdzében hiitéttem le. A hiités magassaga 3 cm, ideje pedig 4 perc volt a 1,2
ml-es, illetve 5 perc a 4 ml-es miszalma esetében. A lehiitott mintakat

felhasznalasukig folyékony nitrogénben kaniszteres kannéban taroltam.

3.2.1.5. Az ikrasok fejése

Hormondlis kezelést kovetéen fontos szempont, hogy az ovuldlé halak ne
szorjak el ikrajukat a tartomedence padlojara, igy ezt a problémat a keltetohazi
gyakorlatnak megfelelden az ivarnyilds bevarrasaval oldottam meg.

fgy a halak elaltatisa és hasfaluk szarazra torlése utdn eltdvolitottam a
varratokat. Ezutan az ivarnyildst szarazra toroltem, és a hasfalra gyakorolt kaudalis
iranyu hatarozott, de egyben 6vatos nyomassal szdraz miianyag talakba fejtem le az

ikrat.
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3.2.1.6. A melyhiitott spermaval torténo termeéekenyités

A szalmakat 40°C-os vizfiirddben olvasztottam fel, szalmamérettdl fliggden
20 (1,2 ml-es miiszalma esetén) és 30 (4 ml-es miiszalma esetén) masodpercig. A
felolvasztott sperma motilitdsat 400-szoros nagyitds mellett vizsgaltam a friss
spermanal alkalmazott médszerrel.

A lefejt ikrabol 10, 20, 30 grammos mennyiségeket (1,2 ml-es szalma),
illetve 40, 80, 120 grammos mennyiségeket (4 ml-es szalma) adagoltam ki szaraz
milanyag edényekbe. Az 1,2 ml-es miiszalma 1 ml higitott spermat tartalmazott.
Tehat az irdnyadonak tekintett 0,5 ml szalma/10 g ikra ardnyhoz képest '2-szeres, 1-
szeres, ¢s 1'x-szeres ikraadagokat haszndltam. Az ikraadagokon vizes
termékenyitést alkalmaztam: az ikrahoz eldszor 1 ml allott tovizet adtam, majd
azutan a felolvasztott spermat. A termékenyitést kovetd 1-2 perces keverés utan
hozzaadtam a Woyndarovich-féle oldatot (0,3% karbamid, 0,4% NaCl), melyben 1
oran at folyamatos keverés mellett duzzasztottam az ikratételeket.

A ragadossag elvételének utolsd fazisa a 0,05 %-os tanninos fiirdé volt
kétszer 20 masodpercig. Az ikrakat ezutan 7 literes Zuger edényekben inkubaltam.
Keléskor meghataroztam a kelési szazalékot, valamint a torz fejlédésti larvak
aranyat az 6sszes kikelt larvahoz képest.

A kisérleteket 4 ismétlésben végeztem el.

3.2.1.7. Kromoszomavizsgalat

A kromoszoémavizsgalat az afrikai harcsanal leirt modon zajlott.

3.2.1.8. Az adatok statisztikai feldolgozdsa

A kapott eredményeket a GraphPad Prism 4.0 for Windows statisztikai
szoftvercsomag segitségével elemeztem. Kétszempontos varianciaanalizissel p<0,05

szignifikanciaszint mellett vizsgéltam, hogy a miszalma méretének, illetve a
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felhasznalt ikra mennyiségének van-e szignifikans hatdsa a kelési eredményekre,

illetve a torz larvak ardnyara.

3.2.2. Kiilonb6z6 hiitémédiumok vizsgalata ponty spermamélyhtitésének

optimlizalasara

3.2.2.1. A hiités menete, elokészitése

Az egyedek oltésa, a tejesek €s ikrasok fejése az el6z0 kisérlethez hasonloan
folyt.
Hiités el6tt a spermiumokat 1:9-hez higitottam a kovetkez6 aranyban:
1 adag sperma
1 adag véddanyag
8 adag higito

Az alabbi higitokat hasznaltam fel:

1. 350 mM gliik6z 30 mM Tris (pH 8.0)
2. 350 mM fruktéz 30 mM Tris (pH 8.0)
3. 300 mM szacharéz 30 mM Tris (pH 8.0)
4. 200 mM KCI 30 mM Tris (pH 8.0)
5. Ponty higitd (Magyary és mtsai., 1996), amely 1000 ml-re tartalmazott:

350 mg NaCl, 1000 mg KCl, 22 mg MgCl,, 20 mg NaHCO;

Véddanyagként 10% DMSO ¢és 10% metanolt haszndltam végso

koncentracioban.

A mélyhiitésig a spermiumokat 4°C koriili hdmérsékleten hiitdben taroltam. A
2 védBanyag és az 5 kiilonboz6 higitdé 10 kombinacidt adott Gsszesen. Igy a hiitésre
szolgdld miszalmakat kiilonboz6 szinli és szaml csikozéassal lattam el, és

mindegyik kombindciobol 4 ismétlést végeztem. A mintdkat 0,5 ml-es
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miszalmakba automata pipettaval szivtam fel. A DMSO-s mintadk esetében 10
perces equilibraciés idovel dolgoztam, mig a metanolos mintdk hiitését azonnal
elvégeztem.

A hités hordozhaté hungarocell dobozban, folyékony nitrogén gbézében
tortént. A miiszalmakat a folyékony nitrogén szintjén Gsz6 3 cm magas hungarocell
kereten helyeztem el, majd 3 perc elteltével a nitrogénbe dobtam a mintakat.

A hiités utdn azonnal megkezdtem a mintdk felolvasztisat a motilitas
vizsgalata céljabol, ami 40 °C-os vizfiirddben tortént 13 masodpercig. Minden
mintdnal megvizsgaltam a mintak vizzel valo aktivalhatosagat €és a haladé mozgast

végzd spermiumok %-os aranyat.

3.2.2.2. A mélyhiitott spermaval torteno termékenyités

A nostényektol nyert ikrat eloszor 10 g-os adagokba mértem ki, ami kb. 8000
db ikrat jelent, és ezt szaraz milanyag edényekbe tettem. Ezutdn az ikrahoz 2-3 ml
vizet adtam, majd a felolvasztott spermat.

A termékenyités tovabbi Iépései megegyeztek a 3.2.1.6. pontban leirtakkal.

3.2.2.3. Az eredmeények statisztikai feldolgozdasa

A kapott motilitds, termékenyiilési, valamint kelési eredmények kozti
kiilonbségeket p<0,05 szignifikanciaszint mellett egyszempontos
varianciaanalizissel (ANOVA) vizsgaltam, Turkey-Kramer-probat hasznalva
utotesztként. Az adatok normalis eloszlasat Kolmogorov-Szmirnov-probaval
ellendriztem. Az adatok biometriai feldolgozasahoz a GraphPad InStat Version 3.01

for Windows statisztikai szoftvercsomagot hasznaltam.
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3.3. KISERLETEK ROZSAS DIiSZMARNA FAJON

6. abra. Rozsas diszmarna (Barbus conchonius) par. Fent a tejes, alul az ikras
lathato.

3.3.1. Rozsas diszmarna spermamélyhiitése

3.3.1.1. A tejesek fejése

A vizsgalatokhoz hasznalt halakat allatkereskedésekbdl szereztem be. A
halakat (egy vizsgélathoz altaldban 10 darabot) kivettem az akvariumokbdl, majd
szaraz torl6kenddvel alaposan megtorolgettem Oket, kiilonos tekintettel az
ivarnyildsra, hogy nehogy viz érje a spermdt, ami azonnali aktivaciot
eredményezne. Ezek utan a hasfal enyhe, de hatarozott nyomasaval egy 0,01 ml-es
automata pipetta segitségével fejtem le a him ivarterméket, iigyelve arra, hogy
vizelet vagy bélsar ne szennyezze a mintadkat. A pipettdba gylijtétt himivarsejteket
0,2 ml ponty vagy gliikoz higitot tartalmazé Eppendorf-csévekbe helyeztem at
(higitok osszetételet lasd késobb).

Ezt kovette a sperma motilitds vizsgalata aktivalatlan és aktivalt allapotban.

A higitott spermabdl 0,01 ml-t tdrgylemezen vizzel kevertem €s fénymikroszkoppal
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sotét latotérben 200-szoros nagyitdas mellett értékeltem. Csak azokat a
spermamintakat hasznaltam fel a tovabbi kisérletekben, amelyek motilitdsa legalabb
10 % volt.

A tovabbiakban elvégeztem a sperma siirliségének vizsgalatat vérsejtekhez
hasznalt citometrias modszerrel, Blrker-kamra segitségével. A spermat 1000x
aranyban higitottam ponty higitoval, majd a higitott spermabol 0,01 ml t
fecskendeztem a sejtszamlalé kamrdba. A spermiumokat 200-szoros nagyitdson
szamoltam meg kamranként 20 négyzetracsban. Egy négyzetracs teriilete 0,04 mm?®
(1/25 mm?), magassaga 0,1 mm. A kapott szamot atlagoltam (x), majd a kovetkezd

képlettel szamoltam ki a spermiumok szamat ml-enként:

n (spermium/ml) = x x 25 x 10* x10°

3.3.1.2. A sperma mélyhiitése

A sperma hiités€¢hez kétféle higitot hasznaltam fel. Az els6 350 mM gliikozt,
30 mM Tris-t (pH 8) tartalmazott. A masik higitd a ponty spermamélyhiitésénél
(3.2.2.1. fejezet) ismertetett ponty higitd volt (Magyary és mtsai., 1996).

Védbanyagként 10% DMSO-t és 10% metanolt hasznaltam végso
koncentracidban.

A hiités megkezdése elott ellendriztem, hogy mely mintak hasznalhatoak fel,
melyek azok, amiknek motilitasa elfogadhaté (min. 10 %). Mivel a halakbol
kinyerhet6 sperma mennyisége nem haladta meg soha a 0,01 ml-t, ezért a mintak
tovabbi higitasdra nem volt sziikség. A kisérleti csoport felének ivartermékét ponty
higitoban (n=35), mig masik felének spermédjat gliik6z higitoban (n=29) vizsgaltam.
A mintakat 0,25 ml-es miiszalmakba szivtam fel automata pipetta segitségével. A
DMSO védbéanyaggal hiitott mintdk esetében 10 perces equilibracids iddvel
dolgoztam, mig metanol véddanyag hasznalatakor a hiitést a véddanyag hozzaadasa

utan azonnal elvégeztem.
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A hiités hungarocell dobozban folyékony nitrogén gdzében tortént. A
miiszalméakat a folyékony nitrogén szintjén Gsz6 4 cm magas hungarocell kereten
helyeztem el, majd 3 perc elteltével a nitrogénbe dobtam a mintékat.

A hiités utan azonnal megkezdtem a mintak felolvasztasat a felolvasztas
utani motilitds vizsgélata céljabol, ami 40°C-os vizben tortént 5 madasodpercig.
Minden mintdnal megvizsgaltam a mintdk vizzel valo aktivalhatosagat és a halado

mozgast végzd spermiumok %-os aranyat.

3.3.1.3. Az ikrasok fejése

A ndstényeket halo segitségével kifogtam az akvariumbol, majd
tvarnyilasukat szdrazra toroltem. A hasi oldalukra Ovatosan, de hatarozott
mozdulatokkal kaudalis irdnyban nyomast gyakoroltam és egy petri-csészébe fejtem
ki az ikrat. Az ikrak legfeljebb 30 percet allhattak a petri-csészében anélkiil, hogy

beszaradtak volna. Ezt kdvette a termékenyités.

3.3.1.4. A meélyhiitott spermaval torténo termeéekenyités

A néstényektdl nyert ikrat szaraz petri-csészékbe osztottam szét, igy
mintdnként  100-150 darab ikraszemet tudtam termékenyiteni. Ezutan
felolvasztottam annyi, mar kordbban lefagyasztott spermat tartalmazo miszalmat,
ahany ikratételt tartalmazo petri-csésze volt. A felolvasztott himivarsejteknek
vizsgéaltam a motilitasat, majd hozzaadtam a mintdkhoz, majd ehhez 1 ml vizet
adtam. A termékenyités utdn még 2-3 ml vizet adagoltam az ikrdkra és 3-4 percig
kevergettem azokat. A termékenyités utan sztereomikroszkdp alatt vizsgaltam a
termékenyiilést 4 €s 8 sejtes allapotban.

Az ikratételek kelésekor meghataroztam a kikelt larvak aranyat a ki nem

keltekéhez képest, illetve vizsgaltam a torz larvak esetleges kialakulasat.
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3.3.1.5. Az eredmeéenyek statisztikai feldolgozdasa

Az adatok statisztikai feldolgozasdt InStat Prism 4.0 statisztikai
szoftvercsomag segitségével végeztem. A frissen lefejt sperma esetében vizsgaltam,
hogy a higitd befolydsolta-e a mintdk motilitdsat. Ehhez kétmintas t-probat
végeztem P<0,05 szignifikanciaszint mellett. A mélyhlittt mintdk esetében
vizsgaltam, hogy a hasznalt higitok €s védéanyagok gyakoroltak-e hatist a sperma
felolvasztas utani motilitdsara, amihez kétszempontos variancia-analizist (ANOVA)

végeztem, szintén P<0,05 szignifikanciaszint mellett.

3.3.2. Comet modszer

Ezzel a vizsgélattal a felolvasztott sperma genomjanak roncsolodasat
detektaltam, igy ennek megfeleléen az eldre lehiitott mintakbol olvasztottam fel

néhany szalmanyit a kiilonbdz6 csoportokbol €s ezt hasznaltam fel a vizsgalathoz.

3.3.2.1. Targylemezek prepardlasa

A spermat 30 000-szeres ardnyban higitottam foszfat pufferrel (PBS, Sigma
Aldrich, ref. szam: P-4417). A mintdk egy részéhez hidrogén-peroxidot adagoltam,
mesterségesen roncsolva igy a spermiumok genomjat. Ezeket a mintakat pozitiv
kontrollként hasznaltam fel a mintak kiértékelésekor. A tomény hidrogén-peroxidot
10 000-szeres higitast kovetden 0,5 %-ban adagoltam a higtott spermamintakhoz.

A targylemezek egyik oldalat 0,8 %-os normal agardzzal (Sigma Aldrich,
ref. szam: A-6013) vontam be. Miutan ez megszilardult 0,075 ml 1%-os alacsony
olvadéaspontu agardzt (Sigma Aldrich, A-4018) cseppentettem a lemezekre, melyet
elétte azonos mennyiségli mintdval (nativ vagy felolvasztott sperma+PBS)
higitottam. Feddlemezt helyeztem a targylemezekre és 5 percre egy hiitott
fémtalcara fektettem Oket, hogy az agaréz megkosson. Miutdn levettem a

fedélemezeket, racseppentettem a harmadik réteg gélt, amely 0,09 ml 0,5%-o0s
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alacsony olvadaspontli agar6z PBS-ben feloldva. Ismét feddlemezzel boritottam be
az immar harom gélréteget. Hiitott fémtalcara tettem a lemezeket, majd 5 perc
elteltével levettem rola és eltavolitottam a fedélemezt.

A hiités ideje alatt elokészitettem a lizisoldatot. A kdvetkezd 1épések gyenge
vords fényben, elsotétitett laborban folytak. Uvegkadba egymas mellé fektettem a
targylemezeket €s raontottem a lizisoldatot.

Miutan a lemezek minimum 1 6ran at a lizis oldatban alltak, kivettem és
lecsepegtettem a targylemezeket. Beletettem Oket egymas mellé egy vizszintes
elektroforézis kadba, majd 6vatosan feltdltéttem a kadat elektroforézis oldattal ugy,
hogy a lemezeket tokéletesen elfedje. 40 perc elteltével bekapcsoltam a késziiléket,
ezalatt a DNS kicsavarodik. A gép bekapcsoldsakor a fesziiltséget 20 voltra, az
aramerdsséget pedig 300 mA-re allitottam. Az elektroforézis 24 percig tartott.
Ezutan a lemezeket kivettem a kadbol, lecsepegtettem, és egy fémracsra helyezem
azokat, hogy semlegesité oldattal Ontsem le a felsziniiket kétszer, Otperces
1dokozzel.

A lecsepegtetett lemezekre 0,05 ml ethidium bromidos ( Sigma Aldrich, ref.
szdm: 8751) oldatot pipettaztam, és fed6lemezzel lefedtem. Mikroszkop alatt
fluoreszcens fényben vizsgéltam a keletkezett képet. A fotokat Nikon Eclipse E600
tipust mikroszkopra szerelt Nikon Coolpix 4500 digitalis fényképezdgéppel

készitettem.

3.3.2.2. Oldatok osszedllitdsa

A. Foszfat puffer
Ca ¢és Mg mentes PBS tabletta, a csomagolason taldlhat6 eldirds szerint

feloldva.
B. Lizis oldat

Hozzavalok 1 literre:

NaCl 146,2 ¢
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EDTA 37,2 g (Sigma Aldrich, ref. szdm: ED2SS
Tris 1,2 g (Sigma Aldrich, ref. szdm: T-6791)

A vegyszereket kimértem, hozzdadtam kb. 800 ml desztillalt vizet,
beallitottam a pH-értéket, majd feltdltottem 1 literre. A pH-t 10-re kell beallitani

szemcses natrium-hidroxid folyamatos adagolasaval.

Hasznalat el6tt 1,5 ml Triton X-100-at (Sigma Aldrich, ref. szam: T-9284) és
15 ml DMSO-t tettem 135 ml lizis oldathoz.

C. Elektroforézis puffer

NaOH 200 g/liter  (5N)
EDTA 74.4 g/liter

2000 ml desztillalt vizbe belemértem 120 ml-t az 5 normalos NaOH oldatbol
és 10 ml-t az EDTA oldatbol.

D. Semlegesitd puffer

Tris 48.5 g/liter

A pH-t 7.5-re kell beéllitani tomény HCl-al.

E. Festo oldat

Ethidium bromid 10 mg/50 ml desztillalt viz

Hasznalat el6tt 1:9 aranyban kell higitani PBS-sel (0,9 ml PBS-hez 0,1 ml

ethidium bromid térzsoldat).
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4. EREDMENYEK

4.1. AFRIKAT HARCSA FAJON VEGZETT VIZSGALATOK
EREDMENYEI

A mélyhiitott spermaval termékenyitett ikratételek termékenyiilése 62 ¢és
83% kozott valtakozott, 83%-os kontroll termékenyiilés mellett (7. abra). A
termékenyiilés szempontjdbél nem mutatkozott statisztikailag szignifikans
kiilonbség az egyes kezelések kozott sem a hasznalt véddanyagok, sem az

alkalmazott muszalmak méretei tekintetében.

Termékenyiilés (%)

7. dbra. Afrikai harcsa mélyhiitott sperméjaval elért termékenyiilési eredmeények

(n=5). Jelolések: 0,25; 0,5; 1,2-miiszalma mérete ml-ben, M-metanol, D-DMSO

A kelési eredmények 43 és 53 % kozott valtoztak, 59%-os kontroll kelés

mellett (8. abra). A kezelések kozott ebben az esetben sem volt jelentds kiilonbség.
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Kelés (%)

0,25D 0,25M 0,5D , 1,2D 1,2M  Kontroll

8. abra. Afrikai harcsa kelési eredményei mélyhiitott sperma alkalmazésat kovetden

A torz larvak ardnya az Osszes kikelt larvdhoz képest 33 ¢és 44% kozott
alakult (9. abra). A kontroll csoportban a torz larvak aranya 28% volt. Az egyes

kezelések kozott itt sem talaltam statisztikailag értékelhetd kiilonbséget.
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20 33,398 14‘174 363372 % 25 3
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0,25D 0,25M 0,5D 0,5M 1,2D 1,2M  Kontroll

Torzak aranya (%)

9. dbra. A torz larvék aranya az Osszes kikelt larva szazalékaban.
Attol fiiggden, hogy a mintadk kromoszdémaszadma tobb, vagy kevesebb, mint

84, megallapitottam triploidok, illetve tetraploidok jelenlétét. Fontosnak tartom

megjegyezni, hogy ezek az egyedek lehettek mozaikosak is, tehat olyan példanyok,
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amelyek egyszerre tartalmaznak diploid ¢és triploid, illetve tetraploid
kromoszdmagarnitiraju sejteket is.
A ,.Bizonytalan” csoportba soroltam a rosszul festddott vagy osztddast nem

tartalmazé preparatumokat.

A torz larvak kromoszomaszamanak alakuldsat mutatja be a 10. abra. Eddig
755 db larva preparatumat vizsgaltam at. Haploid larvat (28 db kromoszoma) négy

kezelésben talaltam, a 0,25 illetve a 0,5 ml Grtartalmi miiszalmak hasznalata esetén.
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torz ép

10. abra. A kiilonb6z6 kromoszémaszamu mintak megoszlasa a vizsgalt

kezelésekben.
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11. dbra. Afrikai harcsa haploid (a. n=28) ¢és diploid (b. n=56) metafazisa.
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12. abra Afrikai harcsa ép larvaja

13. abra Afrikai harcsa torz larvaja
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4.2. PONTY FAJON VEGZETT VIZSGALATOK EREDMENYEI

4.2.1. Nagyméreti miszalmak hasznalatanak eredményei

A mélyhiitott sperméval termékenyitett ikratételek kelése 20 és 86% kozott
valtakozott, 82%-os kontroll termékenyiilés mellett. A legmagasabb kelési
eredményeket (14. dbra) 1,2 ml-es szalmak hasznélata mellett a 0,5 ml-es szalmakra
optimalizalt 0,5 ml felolvasztott sperma/l10g ikra aranyhoz képest fél adag ikra
hasznalata mellett (86+£12%) kaptam, mig 4 ml-es szalmak hasznélatakor egész
adag ikra termékenyitése adta a legjobb eredményt (65+£18%).

Altalanossagban elmondhatd, hogy mind a hasznalt miiszalmdk mérete
(p=0,0186), mind az ikra mennyisége (p=0,0093) statisztikailag szignifikans hatdst

gyakorolt a kelési eredményekre.
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Kelési arany (%)

14. dbra. Mélyhfitott pontyspermaval kapott kelési eredmények (atlagtszoras, n=4).

A kiilonboz6 ikramennyiségeket Osszehasonlitva valtozd mennyiségii torz

larva kelését tapasztaltam (15. dbra). Meglepd moddon a kontroll csoportban talaltam
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a legtobb torz larvat (15£9%). A mélyhiitott spermaval termékenyitett csoportok
kozil 4 ml-es milszalmak hasznalatakor és egész adag ikra termékenyitésekor
kaptam a legtobb torz larvat (13+7%). Egyediil a 4 ml-es szalma ¢és dupla adag ikra
kombinéacidjdnal nem taladltam torz kelésii larvat, azonban ennél a csoportndl a

kelési eredmények eleve gyengék voltak.
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15. abra. Torz larvak ardnya az Osszes kikelt larvahoz képest (atlagtszoras, n=4).
A felhasznalt ikra mennyisége szignifikans hatast gyakorolt a torzak aranyara
(P=0,0032) a mélyhiitott spermaval termékenyitett ikrabol kelt larvak esetében

azonban a felhasznalt szalma mérete nem volt szignifikans hatassal ra.

Végil vizsgéltam a torz fejlédésii larvak kromoszdémaszdmanak alakulasat és

0sszesen tobb mint 260 larvat dolgoztam fel (16. abra).
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16. dbra. A mélyhiitétt pontyspermaval termékenyitett ikrabol kikelt torz fejlodést
larvdk kromoszomakészletének alakulasa (4tlagtszords, n=3). A friss spermdval
termékenyitett kontroll csoportban mind a torz, mind az ¢ép larvak

kromoszdémaszamat vizsgaltam.
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17. dbra Ponty diploid metafazisa

18. 4bra Ponty haploid metafazisa
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4.2.2. Kiilonb6zo6 higitok alkalmazasanak eredményei

A tejes egyedek oltasat kovetéen minden alkalommal mind az 6t egyed
megfeleld6 mennyiségli (5-15 ml) spermdt adott. Az ikrasok ugyszintén kivétel
nélkil reagéltak a hormonalis indukciodra.

A friss sperma motilitasa a kontrollnal 84+7% volt n=15 ismétlésszamnal. A
legmagasabb felolvasztas utani motilitast (63+9% n=9) a gliik6z higito és a metanol
mint védéanyag adta (19. 4bra). Statisztikailag nem volt kimutathato kiilonbség a
kontroll és a metanol-gliikéz kombinacidja kozott. A tobbi higitd alkalmazdsa
metanollal nem adott ilyen magas motilitasi értéket. Azonban elmondhato, hogy a

metanolos mintdk altalaban jobbnak bizonyultak, mint amikor DMSO-t hasznaltam

védbanyagként.

100 . . .

a Kontroll Metanol DMSO

Motilitas %

19. abra. A mélyhiitott pontysperma felolvasztds utdni motilitds eredményei
kiilonbo6z6 higitd €s véddanyag kombinaciok alkalmazasanal. Az oszlopok feletti
azonos betilik statisztikailag szignifikansan nem kiilonb6z6 csoportokat jeldlnek

(n=9, kontroll: n=15).
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A legjobb termékenyiilést 4-8 sejtes allapotban, 74+15%-ot (kontroll értéke
84+13%) n=12 ismétlés szamnal a metanol véddanyag és gliikoz higité adta (20.
abra). Statisztikailag szignifikéns kiillonbséget nem talaltam a kontroll és a fruktdzos
¢s glilkozos mintak kozott metanol véddanyag hasznalata mellett. Azonban az
kijelenthetd, hogy amikor metanolt hasznaltam véddanyagként mindig jobb

eredményeket kaptam, mint a DMSO alkalmazasa esetén.
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20. abra. M¢élyhiitott pontyspermaval kapott termékenyiilési eredmények kiilonb6zo
higito és véddanyag kombinaciok alkalmazasaval. Az oszlopok feletti azonos betiik

statisztikailag szignifikansan nem kiilonb6z6 csoportokat jeldlnek (n=12).

A legjobb kelési eredményt (67+17%, n=9) ismét a gliikdz, mint higitd és
metanol, mint védOéanyag kombinacidjanal kaptam (21. 4bra). Itt a kontroll
eredménye 69+14% volt. Az eredmények statisztikai feldolgozasat kovetden
hasonl6 megéllapitast tehettem, mint a termékenyitési eredmények esetében. Itt sem
volt statisztikailag szignifikdns kiilonbség a kontroll, és a fruktoz-metanol, gliikoz-
metanol kombinacidk kozott. A metanolos mintakkal kapott eredmények ebben az
esetben 1s felilmuljdk DMSO hasznalata sordn kapottakat.

A kikelt larvak kozott nem talaltam torz fejlodésii egyedeket.
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100 . . .

90 ab Kontrol Metanol DMSO

Kelés (%)

21. abra. M¢lyhiitott pontyspermaval kapott kelési eredmények kiilonbozo higito €s
védéanyag kombinaciok alkalmazasa mellett. Az oszlopok feletti azonos betiik

statisztikailag szignifikansan nem kiilonb6zd csoportokat jelolnek (n=9).
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4.3. R(')Z’SAS DISZMARNA FAJON VEGZETT VIZSGALATOK
EREDMENYEI

A tejesek fejésekor nyert sperma mennyisége elegendd volt, atlagosan 0,01
ml-t sikeriilt az egyedektdl kinyernem. A sperma siirisége 1,928 + 0,223 x 10'°
db/ml volt (n=9). A lefejt spermat két kiilonbozo higitdéval higitottam, gliikoz és
ponty higitoval. Az egyes higitokra nézve a frissen fejt himivarsejtek motilitasa nem
mutatott szignifikdns kiilonbséget, a gliikoz higitoban a friss sperma motilitasa

53427 % volt, mig a ponty higitoban 58+24 % értéket kaptam (22. abra)

100+
90+
80+

70+

Motilitas (%)

Gluko6z Ponty
Higitok

22. 4bra. Frissen fejt r6zséas diszmarna sperma motilitasa két kiilonb6z6 (glikoz és

ponty) higitoban végzett higitas utan (gliikoz higité: n=35, ponty higitd: n=29).

A sperma felolvasztasa utan végzett vizsgalatoknal nem tapasztaltam jelentds
ingadozast a kiinduldsi és a felolvasztds utdni motilitds értékek kozott. Akadtak
ugyan olyan mintdk, melyek kiinduldsi motilitdsa nem haladta meg a 20%-ot, &m

ezt az értéket megOrizték a fagyasztas soran is €s igy a felolvasztds utan ugyanolyan

.....
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A felolvasztas utani motilitas vizsgalatoknal azt tapasztaltam, hogy a ponty
higitoval kezelt minta esetén volt a legmagasabb a himivarsejtek motilitasi értéke.
Ha az egyes higitokat hasonlitottam 0Ossze a hozzajuk adott véddanyagok
fliggvényében, azt tapasztaltam, hogy a felolvasztas utdni maximalis motilitast
(39£18 %, n=26) a ponty higitdo és a DMSO, mint véddanyag adta (23. &bra). A
leggyengébb motilitast ponty higitd €s metanol véddanyag esetén kaptam (27+13%,
n=30). A gliikéz higitéval kezelt mintdk kiegyenlitettebbnek nevezhetdk: gliikoz
higito és DMSO véddanyag esetén 36+16% motilitast tapasztaltam, n=26
mintaszam mellett, mig gliikdz higitd €s metanol véddanyag alkalmazasakor a
motilitasi érték 32+14% lett, n=30 mintaszam mellett. Statisztikailag szignifikans
kiilonbség, p<0,05 szignifikancia szintnél nem volt kimutathaté egyik higito

alkalmazéasakor sem a két véddanyag fliiggvényében.
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23. abra. M¢lyhiitott rozsas diszmarna spermaval kapott felolvasztas utdni motilitas
eredmények. A hiitéshez kétféle higitét (gliikoz és ponty higitd) és kétféle

véddanyagot (DMSO ¢€s metanol) hasznaltam.
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A legjobb termekenyiilési érték, amit mélyhlitott sperma felolvasztasa utan,
4-8 sejtes allapotban vizsgalva, ponty higitd ¢s DMSO véddanyag mellett kaptam
38+£5% lett, n=3 ismétlésnél 79%-os kontroll termékenyiiléssel szemben (24. abra).

A legjobb kelési eredmény 10+7% lett (n=3), mig a kontroll csoport 77%-a
kelt ki.
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24, é4bra: Meélyhltott rézsas diszmarna sperméval kapott termékenytilési
eredmények. Ponty-glilkéz kombinacidval végzett vizsgalatok nem adtak

feldolgozhat6 eredményeket.

A comet modszer alkalmazasaval a friss sperma vizsgalatakor nem észleltem
V. fokozatli, azaz maximalisan roncsolt sejteket a kezeletlen csoportban, mig a

hidrogén-peroxiddal roncsolt csoportban szinte csak IV. és V. fokozati sejteket

magas aranyban fordultak eld (47%), azonban DMSO alkalmazasanal csak 5,2%-
ban talaltam ilyen sejteket. Hidrogén peroxidos kezelést kovetden metanol
haszndlata mellett 27,5% volt a maximalis kdrosodast mutatod sejtek ardnya, mig

DMSO hasznalatat kovetden ez az arany toObbszords volt (69,2%) (25. abra).
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25. édbra Rozsés diszmarna friss és kiilonboz6 véddanyagokkal (metanol ¢s DMSO)
hiitott, majd felolvasztott sperméjanak vizsgalata kezeletlen és hidrogén-peroxiddal
(H,0,) kezelt csoportokban. A fliggdleges tengelyen a kiilonb6z6 allapotu sejtek

szdzalékos aradnya olvashatd le.
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5. EREDMENYEK ERTEKELESE ES KOVETKEZTETESEK

5.1. AFRIKAI HARCSA FAJON KAPOTT EREDMENYEK
ERTEKELESE

A fagyasztott spermdval valo termékenyités hatasainak hatterét eddig még
csak kevesen vizsgaltdk. Kiindulasi pontom az volt, hogy a korabbi kisérletek
nagyobb aranyl torz larva jelenlétét mutattdk mélyhiitott sperma alkalmazasat
kovetden. Ennek magyarazatat az eredményeink kiértékelése soran kiséreltem
megkeresni.

755 db larva-preparatum alapjan, eltekintve a rosszul festddott, illetve a nem
osztodott egyedek preparatumaitol, az alabbi kovetkeztetésekre jutottam:

Sajat kisérleteim alapjan megallapitottam, hogy a termékenytilés
szempontjabol nem mutathat6 ki szignifikdns kiilonbség az egyes kezelések kozott,
sem a hasznalt véddanyagok, illetve higitok, sem az alkalmazott miiszalmak méretei
tekintetében. A termékenytilés a kontroll csoportban 83%, a tobbi csoportban 62 és
83% kozott valtozott.

A kelési szazalék 43 és 53% kozotti értékeket vett fel, a kontroll esetében
59% volt, tehat ebben az esetben sem volt értékelhetd kiilonbség a kezelések kozott.

Mivel a kelési eredmény a kontroll csoportban ilyen alacsony volt, arra
kovetkeztettem, hogy az altalam hasznalt ikra igen gyenge mindségli, hiszen
altaldban a termékenyiilés eléri a 90%-ot és a kelés is 70% koriil alakul, még
laboratériumi koriilmények kozott is.

A torz larvak ardnya az Osszes kikelt larvdhoz képest 33 ¢és 44% kozott
alakult. A 28% torz larva a kontroll csoportban nem tamasztja ala azt a korabbi
feltevést, hogy a kezelt csoportban a torz larvak ardnya magasabb, bar ez is
visszavezethetd a gyenge mindségli ikrara.

A 755 db eddig megvizsgalt larva preparatum legnagyobb része diploid
(2n=56) volt, tehat a torz larvak tobbsége normadlis kromoszdmaszerelvénnyel

rendelkezik.
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Egyértelmiien megallapithatd haploid larvat (28 kromoszoma) négy
kezelésben talaltam: a 0,25 ml és a 0,5ml méreti szalmakkal végzett
termékenyitések esetén. Ezek valdban létrejohettek sériilt genommal rendelkezd
spermium altal termékenyitett ikrabol, tehat a spermium élettani funkciojat
betdltotte, behatolt a mikropylen keresztiil, elinditotta a bardzdalodast, de a
pronukleuszok egyesiilése nem ment végbe, a spermium maganyaga mar nem vett
részt a 1étrejové embrid genomjanak kialakuldsdban. Ennek két magyardzata
lehetseges: 1. az intracellularis jég ugyanigy darabokra roncsolja a kromoszomakat,
ahogyan a genommanipulacios kisérleteknél az UV sugarzas (Nace és mtsai., 1970),
a rontgensugarzas (Stanley és Sneed, 1973), vagy a gammasugarzassal valo kezelés
teszi (Purdom, 1969; Stanley és Sneed, 1973; Cherfas, 1971; Nagy és mtsai., 1978).
Ezt konnyitheti az a tényezd is, hogy a halak spermiuméban a kromatin messze nem
olyan tomor szerkezetli, mint a fejlettebb gerincesekében, nem jellemzd rajuk a
késObb megjelend lamellaris szerkezet (Bacetti és Afzelius, 1976). 2. A fagyasztas
¢és felolvasztas soran sériilt és elhalt sejtekbol nagymennyiségili, igen reaktiv
oxidativ vegylilet szabadul fel, amelyek sulyosan roncsoljak az egyébként ép sejtek
DNS-ét (Labbe és mtsai., 2001).

Feltételezésemet az is aldtamasztja, hogy haploid egyedeket csak a
mélyhiitott spermaval kezelt csoportokban taldltam, a kontroll csoportok ép és torz
egyedei kozott nem.

Kordbban a nem pontosan meghatirozhaté kromoszémagarnituraval
rendelkezd larvdkat aneuploidoknak mindsitettem, késObb ezeket atmindsitettem,
mivel aneuploidok képzddése igen ritka.

Triploid, illetve tetraploid egyedek jelenlétét allapitottam meg, attdl fliggden,
hogy kromoszomaszamuk 84 alatt vagy folott volt. Egyértelmiien tetraploidokat,
tehat 112 vagy ahhoz nagyon kozeli kromoszdémaszamu egyedeket is taldltam.
Megjegyezném, hogy ezek az egyedek lehetnek mozaikosak is, igy tartalmaznak
diploid és triplod, illetve tetraploid kromoszdmaszerelvénnyel rendelkezd sejteket
1s.

Kisérletileg Chourrout (1982) pisztrangnal, Myers (1986, cit. Varkonyi,
1997) pedig egyes tilapia fajoknal irta le, hogy az abnormalis embriok és larvak
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kozott joval nagyobb aranyban fordultak eld tetraploidok, mint a fenotipusosan
normalis megjelenésiiek kozott. Markert (1982, cit. Varkonyi, 1997) szerint az
endomitézissal — keletkezett  tetraploidok  rossz  életképessége  identikus
kromoszémaparjaik abnormalisan szoros topografiai interakcidjanak (négy
kromoszoma kozotti komplex interakcio) is betudhatd. A kromoszomaparok ilyen
szoros interakcidja késleltetheti, vagy gatolhatja a normalis génexpressziot. Ezt
mutatjak a mi eredményeink is az afrikai harcsanal, hiszen a kontroll ép csoportban
egyaltalan nem talaltam tetraploidokat.

Talaltam ezen kiviil a 0,25 M csoportban egy haploid-diploid mozaikos
egyedet is (a grafikonon a diploidok kozé soroltam). Az ilyen egyedek
felbukkanasat is emliti a szakirodalom, pl. a Salvelinus nemzetségben (Yamaki ¢€s
mtsai., 1999). Ezek keletkezését nehezebb egyértelmiien meghatdrozni.
Mindenképpen ki kell hangstlyoznom, hogy ilyen egyedeket a kontroll csoport torz
egyedei kozott is taladltam, tehat a haploidokkal ellentétben, keletkezésiik nem a
mélyhités kovetkezménye.

A kontroll csoport ép larvainak preparatumai koziil mindegyik egyértelmiien
meghatarozhato diploid volt, illetve eléfordult, hogy a preparatumban nem taldltam
szdmolhato osztddast.

A triploid és tetraploid egyedek létrejottének oka lehet polispermia, melyet
pontynal mar megfigyeltek, afrikai harcsdnal azonban még nem irtak le.

Yamazaki és munkatarsai (1982, cit. Varkonyi, 1997) lazacnal vizsgaltdk az
ondosejtek oregedésének hatdsat az abnormalisan fejlddott embridk ardnyara. 5-28
nappal a spermidcid bekdvetkezése utdn termékenyitettek és nem talaltak valtozast
az abnormalis embriok szdmanak emelkedésében. Ez arra utal, hogy az abnormalis
embridk szamanak emelkedésében a ndi gamétak tulérése az elsédleges.

Rendellenes fejlédésii larvak keletkezhetnek az ikra oregedésébdl adoddan
1s, ezért mi a kisérleteink soran torekedtiink az ivartermék min¢l hamarabbi (fél
oran beliili) felhasznalasara. Linhart és Billard (1995, cit. Varkonyi, 1997) ugy
talalta, hogy harcsanal 6 6raval az ovuldcido utdn van az az idépont, amikor az

abnormalis larvak ardnya hirtelen 50% fol¢ emelkedik.
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Tegytlik fel, hogy a hiitdmédiumok toxikus hatasanak is koszonhetden nd
meg a rendellenes fejlddések ardnya. Ebben az esetben viszont a kontroll
csoportban alacsonyabb szdzalékban kellett volna szerepelnie abnormalis
embridnak. A toxikus hatasu hiitdmédiumok nagyon kis mennyiségben érintkeznek
az ikraval és koncentraciojuk a vizzel val6 aktivalas utan elhanyagolhato.

A nagy aranyu torz larva keletkezésében, amelyek mind a kontroll, mind
pedig a kezelt csoportban szerepelnek, minden valdszinliség szerint az eddig
felhasznalt ikrasok gyenge mindségli ivarterméke, illetve a mar emlitett keltetohazi
hidnyossagok jatszanak kozre.

Egyes kornyezeti tényezdk, tigymint az alacsony oldott oxigén szint, a
keltetdviz aramlasi sebessége vagy egyes szintetikus hormonok szintén okozhatnak
torz fejlédést larvaknal (Varkonyi, 1997). A sejtosztdodds a 2 hatvanyai szerint
folyik, egészen a szedercsira (morula) 4allapotig. A morula allapotban a
sejtkapcsolatok lazak, a sejtek ezért konnyen elmozdulnak, ami a késébbiekben torz
larvafejlodéshez vezet (H. Tamas és mtsai., 1982).

A rendellenes fejlédés oka tehat a larvak tobbségénél nagyrészt nem
genetikai eredetli és nem a mélyhlitésre vezethetd vissza. Bar a fenotipusos
rendellenességet mutatd larvak szdma lényegesen meghaladta a kromoszémalisan
rendellenesekét, ezzel egylitt szoros Osszefliggés mutathatd ki a morfologiai ¢és a
citogenetikai rendellenességek kozott, hiszen az altalam megvizsgalt abnormalis

kromoszdémagarnituraval rendelkezd 6sszes egyed fenotipusosan is torz volt.

5.2. PONTY FAJON KAPOTT EREDMENYEK ERTEKELESE

5.2.1. Nagyméretii miiszalmak hasznalatanal kapott eredmények értékelése

A nagyméretli miiszalmak hasznalatanak vizsgalata alapjan megallapithato,
hogy a kelés szempontjabol statisztikailag szignifikéns kiilonbség mutatkozott az
ikra mennyisége valamint a szalmaméret kozott. A torzak aranya a mélyhiitott

spermaval termékenyitett ikrabol kelt larvak esetében szignifikans kiilonbséget
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mutatott az ikra mennyiségére nézve. A torzak aranya a mélyhiitott spermaval
termékenyitett ikrabol kelt larvak esetében nem mutatott szignifikans kiilonbséget a
sperma mennyis€gére nézve.

Mivel a kelési eredmény a kontroll csoportban igen jonak mondhato, az
altalunk hasznalt ikra megfeleld mindségii, igy a torz fejlddés okat nem az ikra
mindseégében kell keresni.

A torz larvak ardnya az dsszes kikelt larvahoz képest 0 és 15% kozott alakult.
A 15% torz larva a kontroll csoportban nem tdmasztja alad azt a korabbi feltevést,
hogy a kezelt csoportban a torz larvak aranya magasabb.

A 260 db eddig megvizsgalt larva preparatum legnagyobb része diploid
(102+2  kromoszoma) volt, tehdt a torz larvdk tobbsége normalis
kromoszomaszerelvénnyel rendelkezik.

Egyértelmiien megallapithaté haploid larvat (51 kromoszoma) 4 kezelésben
talaltam, 1,2 ml-es miiszalma esetén a 20 és 30 grammos tételekben, mig a 4 ml-es

szalma hasznalatanal a 40 ¢€s 80 grammos adagban végzett termékenyitések esetén.

5.2.2. Kiilonbo6z6 higité alkalmazasakor kapott eredmények értékelése

A hordozhatdo mélyhiitéses mddszer optimalizalasara végzett kisérletek soran
megallapitottam, hogy motilitasi értékek alapjan nem hatdrozhaté meg megfeleld
higitd, védoanyag, illetve higitasi arany, mivel egyik kombindci6 sem adott
egyértelmi eltérést.

A termékenyiilési eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a metanol véddanyag
mind az Ot higitoval jo eredményt adott. Gliikoz esetében tapasztaltam a
legmagasabb, 74%-o0s termékenyitési értéket, mig a leggyengébbet, 47%-os értéket
a KCl esetében kaptam.

A DMSO véddanyag esetében a KCI higitd hasznélatakor volt a legmagasabb,
31% a termékenyiilés. Ezzel ellentétben a metanol esetén ez a higitd bizonyult a
legkevésbé eredményesnek.

A koréabbi publikacidkbol kideriil, hogy az eddigi kutatasok soran igen sok

szerzO (Kurokura és mtsai, 1984; Moczarski, 1977; Koldras és Bieniarz, 1987) nagy
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jelentdséget tulajdonitott a DMSO-nak. Mas halfajoknal, harcsa €s pisztrangfeléknél
elért sikeres eredmények (Lahnsteiner és mtsai, 1997; Steyn és Van Vuren, 1987)
alapjan alkalmaztam a metanolt, mint védéanyagot €s kisérleteim eredményesnek
bizonyultak. A metanollal végzett kisérletek eredményei nemcsak jobbak, de
kiegyenlitettebbek is, mint a DMSO-val kapott eredmények.

Higitasi aranyként az 1:9 higitdsi arany bizonyult a legjobbnak. A
szakirodalom alapjadn alkalmaztak 1:1 illetve 1:6 -os higitasi aranyt (Moczarski,
1977). Lahnsteiner €s mtsai (2000) szerint a pontysperma hatékony mélyhtitéséhez
elengedhetetlen a legalabb 1:5 ardnyu higitas.

Metanol esetében a higitds utan azonnal megkezdtem a hiitést, mig a DMSO
esetén 10 perces equilibracidval szdmoltam €s csak ezutan tortént a sperma hiitése.
Mas szerz6 is alkalmazott equilibraciot, Moczarski (1977) esetében 6 méasodperctol
5-6 percig tartott, mig Sneed €s Clemens (1956) is emlitést tesz az equilibraciorol,
bar pontos adatokkal nem szolgélnak.

Hités utan azonnal kiolvasztottam a mintadkat 40°C-os vizfiirddben 13
masodperc alatt. Lubzens és mtsai (1993) 25°C-on 2-3 perc alatt olvasztottak fel a
miszalmak tartalmat.

A cukoralapu higitok esetében azt tapasztaltam, hogy felolvasztds utan a
sperma zselés, gélszert allapotot vett fel, fliggetleniil az alkalmazott védéanyagtol.
Ezt a jelenséget nem tapasztaltam a so alapt higitoknal. Mas szerzOk publikacidiban
erre utaldst nem talaltam, konzultaciok soran (Lahsteiner, személyes kozlés, 2002)
jutottunk ahhoz az informacidhoz, mely szerint masok is taldlkoztak ezzel a
jelenséggel. Eredményeim szerint ez az agglutinicid nem befolydsolja a
termékenyiilési, illetve kelési eredményeket.

Motilitas  vizsgalatot kovetéen a megfelelonek taldlt mintakkal
termékenyitettem, majd a termékenytilést 4, 8 sejtes allapotban ¢és keléskor
vizsgaltam. Minden esetben végigkdvettem az esetleges larvakori torzulasokat.

A termékenyités sordn 1 miiszalmanyi spermat 10g (kb 8000-9000 db)
ikrahoz kevertem, mig Kurokura ¢s mtsai (1984) 1 ml-1 g, illetve 1 ml-50g

kombinaciot alkalmazott.
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Az altalam hasznalt kombinécidk kozelebb allnak a gyakorlati alkalmazashoz,
mivel 1 miiszalmaval (0,5 ml 10-szeres higitassal) 10g ikrat tudtam termékenyiteni,
ami mar féliizemi szinten eredményesen felhasznalhatdo. Eredményeim

megbizhatdésagat nagymértékben aldtdmasztja a magas ismétlésszam.

5.3. ROZSAS DISZMARNA FAJON KAPOTT EREDMENYEK
ERTEKELESE

Az akvariumi halak koz¢ tartozo — €s fontos laborallatnak is szdmito — r6zsas
diszmarna sperméjanak mélyhiitésével eddig egyetlen kutatd sem foglalkozott, tehat
ez az elsO kisérlet arra, hogy az eddig ismert és mas hal fajoknal alkalmazott
mélyhiitési modszereket adaptaljuk a rézsas diszmarnara is. Az igy kikisérletezett
mobdszer lehetdvé teszi pl. genetikailag manipuldlt 4allomanyok hatékony
megOorzesét.

A spermasiiriiség vizsgalata sordn kapott spermium szamok megfelelnek mas
kutatok altal leirt erdeményeknek. Lahnsteiner és munkatarsai (2000) pontyféléken
végzett kisérletei soran az altalam szamolthoz hasonl6 eredményeket (1,0-2,0 x 10'°
db/ml) kapott paduc (Chondrostoma nasus), szilvaorri keszeg (Vimba vimba) és
allas kiisz (Chalchalburnus chalcoides) fajokon.

A mélyhiitéses modszer adaptalasa soran megallapitottam, hogy a frissen fejt
sperma vizsgalatakor kapott motilitasi értékek alapjan nem hatarozhat6 meg, hogy
melyik higit6é felel meg jobban a sperma higitasara. Ugyanis sem a gliikdz, sem a
ponty higitoval nem kaptam olyan egyértelmi eltérést a motilitasi értékekben, ami
alapjan kijelenthetném, hogy egyik vagy masik higité hatdssal lenne a sperma
motilitasadra. Az eredmények statisztikai értékelése alatdmasztja azt, hogy a higito
nem befolydsolja a sperma motilitasat.

A felolvasztas utani motilitas vizsgalatok azt mutattak, hogy amikor DMSO-t
hasznéltam véddanyagként, akkor volt a kétféle higitdban levé spermamintaink
motilitdsa a legmagasabb, tehat a DMSO véddéanyag alkalmazisa jobb
eredményeket adott. A metanol alkalmazasakor a kétféle higitoban levé mintak

motilitas értékei ugyan kisebbek lettek, ugyanakkor kiegyenlitettebbek voltak.
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Korabbi, a ponty spermdjanak mélyhiitésérél szolo cikkekben a szerzok
(Moczarski, 1977; Kurokura és mtsai, 1984; Koldras és Bieniarz, 1987) igen nagy
jelentdséget tulajdonitottak a DMSO-nak. Azonban mas halfajokon tobb kutatd —
harcsa és pisztrangféléken Steyn és Van Vuren (1987), valamint pontyon Horvath
¢s munkatarsai (2003) — sikeresen alkalmaztdk a metanolt, mint védéanyagot.

A metanol esetében a motilitds vizsgalat utdn azonnal megkezdtem a hiitést,
mig a DMSO-nal 10 perces equilibracioval kellett szdmolni és csak ezutan tortént a
sperma m¢élyhiitése, hasonloan a pontyon végzett kisérletekhez.

Hiités utan a mintadkat azonnal felolvasztottam és megvizsgaltam azokat. A
mintak felolvasztasat természetesen egyenként végeztem. A miiszalmakat 40°C-os
vizfirdobe helyeztem 5 masodpercig. Ez a rovid ideig tartd olvasztas
nagysagrendileg eltér a tobbi halfajétol, mint példaul a pontyétdl, amit Lubzens és
mtsai (1993) 25°C-on 2-3 percig végeztek. Ez az idobeli eltérés a rozsas
diszmarnabdl kinyerhetd kis mennyiségii sperma, illetve az ehhez hasznalt 0,25 ml-
es kis miiszalma méretébdl adodott. A felolvasztasi homérsékletben is eltérések
mutatkoznak a pontyhoz képest, ugyanis Moczarski (1977) 20-60°C-on, illetve 0 és
20 °C-on, Kurokura és munkatarsai (1984) 23°C-on olvasztottak fel a mintéikat.

A legnagyobb problémat a halaktél kinyerhetd csekély mennyiségii sperma
okozta, ugyanis igy egy haltdl egyszerre nem tudtam tobb miiszalményi spermat
lefejni. Az egy haltol lefejt sperma egyetlen miiszalmaba keriilt. Ezért a
felolvasztaskor nem tudtam kizarolag azokat a mintdkat kivalasztani, amelyek a
legjobban mozgd spermat add halbol szarmaztak, a gyengébb motilitdsti mintakat is
fel kellett hasznalnom, ezeket nem lehetett kisztirni.

A miiszalma mérete — 0,25 ml — is problémat jelentett, mégis ezt a méretet
kellett hasznalnom, ugyanis a mélyhiitésre szakosodott ipar — amely fOként
szarvasmarha, 16 stb. spermdjanak fagyasztasaval foglalkozik — mar kiforrott
technologiaval rendelkezik, amely nem teszi lehetdvé az allattenyésztés egyes
dgazatai szamara a szabvanyostdl val6 jelentds eltérést.

Ahhoz, hogy a termékenyitéshez megfeleld6 mennyiségli ¢s mindségii ikra
alljon rendelkezésre, nagyon fontos a tejeseket megfeleld koriilmények kozott

tartani az ivas idején. A szakirodalom szerint (Horn és Zsilinszky, 1975.) mind a

72



5. Eredmények értékelése és kovetkeztetések

tenyészpar ivasi hajlandosaga, mind a ndstény ikrarakasa biztosabb, ha az 1d6 dertilt
¢s elég napfény éri az akvariumot, melyben az ivé halak taldlhatok. A mesterséges
termékenyités soran iligyeltem arra, hogy a him ne tudja kihajtani a ndsténybdl az
ikrat, ezért 10-15 ikrashoz csak 1-2 tejest raktam be. A reggeli napsugarak a
megfeleld mennyiségli és kivaldo mindségli ikra levételéhez itt is elengedhetetlenek
voltak.

A lefolytatott termékenyitési vizsgalatok azt mutattdk, hogy a mélyhiitott
spermaval kapott eredmények jelentdsen gyengébbek a friss spermaval végzett
kontrolltermékenyitésnél, am az inkubacid soran a termékenyiilt ikraszemek tovabb
fejlodtek, tehat az inkubdcios idészak alatt mar nem volt jelentds veszteség.

Véleményem szerint a termékenyiilési eredményeket a sperma-ikra arany
szikitésével, valamint a jO mindségli (magasabb felolvasztas utdni motilitassal
rendelkezd) spermamintakra végzett szelekcidval lehet javitani.

A comet modszert sikeresen adaptaltam rdzsas diszmdarna ivartermékének
vizsgalatara. A comet modszer kivaldan alkalmas a sperma objektiv mindsitésére,
habar a halak spermajanak mindsitése egyszeriibb €s gyorsabb a hagyomanyos,
mikroszkopos becsléssel. A rozsds diszmarnatol kinyerhetd csekély mennyiségii
sperma nem tette lehetdvé, hogy egyes egyedek ivartermékét tobb szalmaban,
kiilonbozd higitokkal mélyhiitsem, igy csak az egyedek kozotti varianciat tudtam
vizsgalni. Duty €s munkatarsai megallapitottak, hogy huméan sperma esetében a
kiilonboz6 mélyhfitési technikdk csak 6%-ban voltak a variancia forrasai, mig az
egy egyedtdl szarmazo spermiumok kozott akar 60% is lehet a kiilonbség (Duty ¢€s

mtsai., 2002).
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6. JAVASLATOK

A vizsgalataim sordn kapott eredmények alapjan a jovoben zajlo laboratériumi

¢s lizemi kisérletekben a kovetkezOket javaslom figyelembe venni.
Javaslom afrikai harcsa faj esetében a keltetési koriilmények optimalizalasat,
igy kikiiszobolve a fenotipusosan torz larvak magas ardnyat a kontroll

csoportban, eldsegitve igy a genetikusan torz larvak kisziirését.

Javaslom az afrikai harcsa és a ponty fajok mélyhlitott spermdjanak

keltet6hazi hasznalatat szaporitds céljara.

Javaslom ponty faj esetében a cukoralapti higitok hasznalatit metanol

véddanyag kombinaldséaval.

Javaslom rdzsds diszmarna esetében a széleskorti mélyhtitési kisérletek

elvégzését, egyéb higitok hasznalata mellett.

Javaslom r6zsas diszmarna esetében a keltetési koriilmények optimalizalasat

a magasabb kelési szazalék elérése céljabol.

Javaslom a Comet modszer hasznalatat mas halfajok spermajanak

mindsitésére is, megtalalva segitségével az optimalis hlitémédiumot.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

» Afrikai harcsa és ponty esetében a mélyhiitott/felolvasztott sperma iizemi
szinti alkalmazasat lehetové tevO moddszert kidolgozédsa nagyméretii

muszalma alkalmazasaval.

» Afrikai harcsa és ponty fajokban a mélyhiitétt spermaval termékenyitett

ikrabol kis mennyiségben haploid egyedek kelésének regisztralasa.
* RoOzsas diszmarna sperméjanak sikeres mélyhitése.
* Roézsas diszméarnan comet modszer segitségével kimutatasra keriilt, hogy a

metanol véddanyag alkalmazéasaval hiitott sperma genomja kevésbé

karosodik, mint a DMSO jelenlétében hiitétt mintaké.
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8. OSSZEFOGLALAS

Kutatasi célom volt kiilonbozé higitok és fagydsvédd anyagok hatdsdnak
vizsgélata a termékenységre és a torzképzddésre afrikai harcsa, ponty és rozsas
diszmérna himivarsejtjeinek mélyhiitése soran. Célom volt ponty és afrikai harcsa
fajoknal nagyméreti miiszalmak sikeres alkalmazasa, mely lehetdvé teszi a
laboratoriumi eredmények adaptalasat a keltetéhazi gyakorlatra.

Afrikai harcsa faj esetében két genetikailag kiilonb6zé allomanybdl
valasztottam ki a tejes és az ikras egyedeket. Mindkét nem esetében hormonalis
indukcié elézte meg az ivartermék elvételét. A tejesek sperméjat a mitéti titon
eltavolitott herébdl préseltem ki. A spermat 1:1 ardnyban higitottam 6% fruktoz
alapu higitoval és 10% metanol, illetve 10% DMSO véddanyaggal. A spermat
kiilonb6zé méretli miiszalmakba (0,25; 0,5; 1,2 ml) szivtam fel, majd folyékony
nitrogén gdzében végeztem a hiitést. A termékenyitést 15 grammos ikraadagokban
végeztem, majd a megtermékenyitett ikra inkubacidja 1 literes Zuger tivegekben
tortént. A kromoszomak vizsgalatdt nemtaplalkozé larva stddiumban végeztem el.
50-100 larvat 0,05% kolchicin oldatban 3 6éran at inkubdltam, majd 0,075M KCI
oldatban 25 percig hipotonizaltam. A larvakat 3:1 arany( metanol:ecetsav oldatban
fixaltam, majd 50%-0s ecetsav oldatban szuszpendaltam. A sejtszuszpenziot
eldmelegitett targylemezre cseppentettem, majd megszaritottam. A festés 4%-os
Giemsa oldatban 8 percig folyt. Az eredményt 1200-szoros nagyitason értékeltem
ki, a jol teriilt metafazisoknal meghataroztam a kromoszoémaszamot. 755 darab larva
preparatumai alapjan megallapitottam, hogy sem a termékenyiilés, sem a kelési
szazalék tekintetében nem mutathatd ki szignifikans kiilonbség a hasznalt
védbanyagok, illetve higitok és az alkalmazott miiszalmak terén. A preparatumok
nagyrésze diploid volt, tehdt a fenotipusosan torz larvadk tobbsége normalis
kromoszomaszerelvénnyel rendelkezett. Haploid egyedeket csak a mélyhiitott (0,25
¢s 0,5 ml-es miiszalmak) sperméval kezelt csoportokban taldltam, a kontroll
csoportok ép és torz egyedei kozott nem. Bar a fenotipusos rendellenességet mutatd

larvak szdma lényegesen meghaladta a kromoszémalisan rendellenesekét, ezzel
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egyiitt szoros Osszefiiggés mutathatdo ki a morfologiai €s a citogenetikai
rendellenességek  kozott, hiszen az  altalam  megvizsgalt abnormalis
kromoszdémagarnituraval rendelkezd 6sszes egyed fenotipusosan is torz volt.
Masodik kisérletem alanya a ponty volt, a nagyméreti miiszalmak
haszndlatat vizsgaltam. Az ikrds halaktol az ivarterméket hormonkezelés utjan
nyertem ki, a tejes halaktol hormonkezelés nélkiil. A mélyhiités soran higitoként:
350 mM gliikozt, véddanyagként 10% metanolt hasznaltam. A higitasi arany 1:9
volt. A felhigitott spermat kiillonb6z6 méretli miiszalmakba, 1,2 és 4 ml szivtam fel,
majd folyékony nitrogén gbézében hiitdttem. A termékenyités utan az ikrat 7 literes
Zuger Tlvegekben inkubaltam. A kromoszomavizsgdlat az afrikai harcséndl
leirtakhoz hasonldan zajlott. A 260 db eddig megvizsgdlt larva preparatum
legnagyobb része diploid (102+2 darab kromoszoma) volt, tehat a torz larvak

tobbsége normalis kromoszomaszerelvénnyel rendelkezik.

Egyértelmiien megéllapithatd haploid larvat (51 kromoszéma) 4 kezelésben
talaltam, 1,2 ml-es miiszalma esetén a 20 ¢€s 30 grammos tételekben, mig a 4 ml-es
szalma hasznalatanal a 40 ¢és 80 grammos adagban végzett termékenyitések esetén.

A torz larvak aranya az 6sszes kikelt larvahoz képest 0 és 15% kozott alakult.

Altalanossagban elmondhaté, hogy mind a hasznilt miiszalméak mérete
(p=0,0186), mind az ikra mennyisége (p=0,0093) statisztikailag szignifikans hatdst

gyakorolt a kelési eredményekre.

A felhasznalt ikra mennyisége szignifikans hatast gyakorolt a torzak aranyara
(p=0,0032) a melyhiitott spermaval termékenyitett ikrabol kelt larvak esetében,

azonban a felhasznalt szalma mérete nem volt szignifikans hatassal ra.

A kisérletek alapjan megallapithatd, hogy mind az ikra mennyisége, mind az
alkalmazott szalmak mérete szignifikans hatdssal volt a kelési szazalékra. A torzak
aranya a mélyhttott spermdaval termékenyitett ikrabol kelt larvdk esetében
szignifikans kiilonbséget mutatott az ikra mennyiségére nézve. A torzak aranya a
mélyhiitott spermaval termékenyitett ikrabol kelt larvak esetében nem mutatott

szignifikans kiilonbséget a sperma mennyiségére nézve.
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A harmadik kisérlet soran kiilonb6z6 higitokat teszteltem ponty fajon. Az
otféle higitot (szacharoz, glukéz, fruktdz, KCl és ponty higitdé) metanol ¢s DMSO
védéanyag mellett hasznaltam. A hiitési procedira megegyezett az el6zdekben
leirtakkal, azonban ennél a kisérletnél 0,5 ml-es miiszalmat hasznaltam. Az eddig
ponytféléknél mell6zott metanollal magasabb ¢és kiegyenlitettebb motilitési,
termékenyiilési €s kelési eredményeket értem el, mint az eddigiekben hasznalt
DMSO-val. A higitok koziil a cukoralaptak, leginkdbb a gliikdéz bizonyult
megfeleldnek ennél a halfajnal. A cukoralapt higitoknal tapasztalt agglutinadcio nem
befolyasolja a kelési eredményeket.

Az utolsod kisérletben rozsds diszmdrna spermdjanak sikeres mélyhiitését
végeztem el. A tejeseket pipetta segitségével fejtem le, az ivarterméket gliikkdz vagy
ponty higitot tartalmazd csovekbe tettem. A motilitds vizsgalat sordn nem
mutatkozott jelentds kiilonbség a két higitdé kozott. Elvégeztem a mélyhiitést
metanol és DMSO véddanyagokkal 0,25 ml-es miiszalmakban, majd felolvasztas
utdn megtermékenyitettem az ikratételeket. A felolvasztas utani motilitas vizsgalat
soran nem volt szignifikdns kiilonbség egyik higité alkalmazasakor sem a két
védbanyag fliggvényében. A termékenyiilés vizsgalatakor a ponty higito-DMSO
védbanyag adta a legmagasabb eredményt. Comet modszerrel a nem roncsolodott
sejtek ardnya metanol védéanyag haszndlata soran 47% volt, mig DMSO

alkalmazésakor csak 5,2%-ban fordultak elo ép sejtek.
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9. SUMMARY

The objective of my research work was to analyze the effects of extenders
and cryoprotectants on fertilization and larval malformation in the process of
cryopreservation of sperm of common carp, African catfish and rosy barb. A further
objective was the utilization of large straws in case of the common carp and African
catfish to facilitate the application of laboratory results to the hatchery practice.

Males and females of African catfish were selected from two genetically
different stocks. Collection of gametes was initiated in both sexes by hormonal
induction. Sperm was extracted from surgically removed testes. Sperm was diluted
1:1 in an extender composed of 6% fructose and cryoprotectants methanol and
DMSO in 10% concentration. Sperm was loaded into straws of different volumes
(0.25; 0.5; 1.2 ml) and frozen in the vapor of liquid nitrogen. Fertilization with
cryopreserved sperm was conducted in batches of 15 g of eggs which were then
incubated in one-liter Zuger-type hatching jars. Choromosome preparations were
carried out on non-feeding larvae. Fifty to one hundred larvae were incubated for 3
hours in a 0.05% colchicine solution, then placed into a hypotonic solution of
0.075M KCI1 for 25 minutes. Cell suspensions were spread on a pre-heated
microscope slide and dried. Slides were stained in 4% Giemsa for 8 minutes.
Results were evaluated at 1200x magnification and chromosome numbers were
determined on well-spread metaphases. No significant differences were found
among the fertilization or hatch rates in terms of extenders, cryoprotectants or used
straw sizes. Most of the 755 analyzed larvae were diploids thus most phenotypically
malformed larvae had a normal set of chromosomes. Haploid individuals were
found only in groups fertilized with cryopreserved sperm (frozen in 0.25 and 0.5 ml
straws) but not among either the intact or the malformed larvae of the control.
Larval malformation in most cases is not of genetic origin and cannot be attributed
to cryopreservation. Although the number of phenotypically malformed larvae has
vastly exceeded that of larvae with chromosome alterations, a high correlation can

be found between morphological and cytogenetic malformations as all investigated
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larvae with chromosomal alterations were at the same time phenotypically
deformed.

In the experiments on common carp the effects of large straws were
examined. Gametes were collected from females following hormonal induction
whereas from males without hormonal treatment. An extender composed of 350
mM glucose and 10% methnaol was used for cryopreservation of sperm. Dilution
ratio was 1:9. Diluted sperm was loaded into straws of different sizes (1.2 and 4 ml)
and frozen in the vapor of liquid nitrogen. Following fertilization eggs were
incubated in 7 liter Zuger-type hatching jars. Chromosome analysis was conducted
similarly to that described at the experiments on African catfish. Most of the 260
larvae analyzed so far were diploids (102+2 chromosomes) thus most malformed

larvae had no chromosomal alterations.

Definitely haploid larvae (with 51 chromosomes) were found in 4 treatments,
in case of 1.2 ml straws in the 20 and 30 g groups and in case of 4 ml straws in the
40 and 80 g groups. The ratio of malformed larvae ranged from 0 to 15 % of all

larvae.

In general, the size of straws (P=0.0186) and the volume of fertilized eggs
(P=0.0093) had a significant main effect on the hatch rates.

The volume of fertilized eggs had a significant main effect (P=0.0032) on the

ratio of malformed larvae, whereas the size of straws had no such effect.

Different extenders were tested in the third experiment on common carp. The
five extenders (sucrose, glucose, fructose, KCI and carp extender) were used with
cryoprotectants methanol and DMSO. Conditions of freezing were the same as
described above although in this experiment 0.5 ml straws were used. Higher and
more balanced results were observed with the so far avoided methanol than with the
conventional DMSO. Sugar-based extenders, mainly glucose, were found most
suitable for this species. Agglutination found in sugar-based extenders does not

have an impact on hatch rates.
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Successful cryopreservation of rosy barb sperm was conducted in the last
experiment. Males were stripped with a pipette and sperm was collected into
centrifuge tubes containing either glucose or carp extender. No significant
difference in sperm motility was observed between the tow extenders.
Cryopreservation was carried out using cryoprotectants methanol and DMSO in
0.25 ml straws and fertilization tests were carried out following thawing. No
significant effect of extenders or cryoprotectants was observed on the post-thaw
motility. The highest fertilization rate was observed with the combination of carp
extender and DMSO. Damage to sperm DNA was analyzed using the Comet assay
and the ratio of cells with intact DNA was 47% in case of methanol whereas only

5.2% i1n.
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Ezuton kivanok koOszonetet mondani mindenkinek, aki kozvetve vagy
kozvetleniil, barmilyen forméban hozzéasegitettek eredményeim eléréséhez, ezen
dolgozat megvalosuldsahoz. Mivel név szerint nem all 6donban valamennyiiiket
megemliteni, igy az aldbbiakban a legfontosabb személyeket, intézményeket
emelem ki.

Hélaval tartozom Sziileimnek, akik tdmogatasa, 0sztonzése nélkiil nehezen
vészeltem volna 4t a néha nehéz, monoton, embert probald hétkoznapokat, melybdl
bdven akadt tanulmanyaim soran. Gyermekkorom o6ta arra neveltek, hogy a kitlizott
céljaimat megvaldsitsam ¢€s ennek elérésében maximalisan mellettem alltak.
Edesapam horgaszszenvedélye révén keriiltem elészor kapcsolatba a halakkal.

Koszonettel tartozom Horvath Laszl6 professzor trnak, aki oridsi odaadassal
vezette az altala alapitott Halgazdalkodéasi Tanszéket. Szakmai tuddsa és emberi
nagysaga eldtt fejet hajtva boldog vagyok, hogy az 0 iranyitasa mellett sajatitottam
el egyetemi majd doktori tanulményaim soran a szakma rejtelmeit.

A Tanszék kollektivdja az ¢évek soran barati kozossége valt, melyben
mindenkor  szdmithattam a  tobbiek Onzetlen segitségére. Koszonom
mindannyiuknak, hogy az az 5 év, melyet a Tanszéken toltottem, nem fasult
munkahelyi hangulatban, hanem vidam, jokedv1 tarsasagban telt.

Sokat koszonhetek egykori didktarsaimnak, akik ma is a Tanszéken
dolgoznak. Név szerint Hegyi Arpadnak, Toth Balazsnak és Csorbai Baldzsnak.
Mihélffy Szilvidval sok-sok hénapot toltottiink el kozos munkéval, koszonettel
gondolok ra amikor e sorokat irom.

Szakmai vezetdim koziil els6ként Dr. Varadi Laszlonak szeretnék koszonetet
mondani, aki témavezetdm volt egyetemi tanulmanyaim sordn ¢€s 0sztonzott a
doktori képzés elkezdésére.

Koszonetet szeretnék mondani a Kisallattenyésztési és Takarmanyozasi
Kutaté Intézet munkatarsainak. Dr. Hidas Andrasnak, aki lehetévé tette, hogy az

altala vezetett intézetben sajatithassam el a kutatdsaimhoz sziikséges fogéasokat.
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Koszonom Patakiné Dr. Varkonyi Eszternek a tlirelmes délutdnokat, melyet a
laborban egyiitt toltve bevezetett a kromoszoma preparalas rejtelmeibe.

Koszonettel tartozom Dr. Varga Lészlonak és Dr. Kovacs Baldzsnak a
MezOgazdasdgi  Biotechnoldgiai  Kutatointézet kollégainak, hogy egyiitt
dolgozhattam veliik.

Ko6szonom Szabd Krisztidnnak, hogy az altala vezetett Haltermel6k Orszagos
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Utolsoként témavezetdmnek, Dr. Urbanyi Béldnak szeretnék koszonetet
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nem létezett lehetetlen, ha egy szakmai kérdés megoldasra vart. Mindig, mindenhez
megteremtette a feltételeket, szakmai vezetése alatt 6rom volt dolgozni. Barmilyen
problémaval fordultam hozza, biztos lehettem benne, hogy kitlind és gyors

megoldast ajanl.

98



	1. BEVEZETÉS
	2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS
	2.1. A SPERMAMÉLYHŰTÉS
	2.1.1. A spermamélyhűtés módszerei
	2.1.2. A spermamélyhűtés folyamata
	2.1.2.1. A natív sperma minősítése
	2.1.2.2. A sperma hígítása a hűtőmédiummal
	2.1.2.3. Az equilibráció
	2.1.2.4. A hűtés és tárolás
	2.1.2.5. A felolvasztás és minősítés
	2.1.2.6. Termékenyítés

	2.1.3. Az élő sejtet érő hatások a krioprezerváció során
	2.1.3.1. Hipertóniás hatás
	2.1.3.2. A térfogatváltozás hatása
	2.1.3.3. Hidegsokk, hideg-érzékenység
	2.1.3.4. A pH hatás
	2.1.3.5. Az intracelluláris jég mechanikai hatása
	2.1.3.6. Az extracelluláris jég mechanikai hatása
	2.1.3.7. Fagyásvédő (krioprotektáns) anyagok hatásai
	2.1.3.8. A háttérsugárzás hatása

	2.1.4. A spermát érő lehetséges károsodások és annak okai

	2.2. KROMOSZÓMAPREPARÁLÁS
	2.2.1. Kariotípus
	2.2.1.1. Kariotípus és az evolúció

	2.2.2. A legfontosabb hazai halfajunk, a ponty (Cyprinus car
	2.2.3. Kromoszómavizsgálati módszerek
	2.2.3.1. Direkt módszer
	2.2.3.2. Indirekt (szövettenyésztéses) módszer


	2.3. A COMET MÓDSZER

	3. ANYAG ÉS MÓDSZER
	3.1. KÍSÉRLETEK AFRIKAI HARCSA FAJON
	3.1.1. A kísérleti halak beszerzése és tartása
	3.1.2. Az ivartermékek elvétele
	3.1.2.1. Az oltás
	3.1.2.2. A sperma kinyerése és minősítése

	3.1.3. A spermamélyhűtés folyamata
	3.1.3.1. A sperma hígítása hűtőmédiummal
	3.1.3.2. A sperma hűtése
	3.1.3.3. Felolvasztás
	3.1.3.4. Az ikrások fejése
	3.1.3.5. Termékenyítés és keltetés mélyhűtött, illetve natív

	3.1.4. Kromoszómavizsgálat
	3.1.4.1. A vizsgálat előkészítése
	3.1.4.2. Kromoszóma-preparálás direkt módszerrel
	3.1.4.3. Kromoszómaszámlálás


	3.2. KÍSÉRLETEK PONTY FAJON
	3.2.1. Nagyméretű műszalmák használatának tesztelése
	3.2.1.1. A kísérleti állatok tartása
	3.2.1.2. Az egyedek oltása
	3.2.1.3. A tejesek fejése
	3.2.1.4. A sperma mélyhűtése
	3.2.1.5. Az ikrások fejése
	3.2.1.6. A mélyhűtött spermával történő termékenyítés
	3.2.1.7. Kromoszómavizsgálat
	3.2.1.8. Az adatok statisztikai feldolgozása

	3.2.2. Különböző hűtőmédiumok vizsgálata ponty spermamélyhűt
	3.2.2.1. A hűtés menete, előkészítése
	3.2.2.2. A mélyhűtött spermával történő termékenyítés
	3.2.2.3. Az eredmények statisztikai feldolgozása


	3.3. KÍSÉRLETEK RÓZSÁS DÍSZMÁRNA FAJON
	3.3.1. Rózsás díszmárna spermamélyhűtése
	3.3.1.1. A tejesek fejése
	3.3.1.2. A sperma mélyhűtése
	3.3.1.3. Az ikrások fejése
	3.3.1.4. A mélyhűtött spermával történő termékenyítés
	3.3.1.5. Az eredmények statisztikai feldolgozása

	3.3.2. Comet módszer
	3.3.2.1. Tárgylemezek preparálása
	3.3.2.2. Oldatok összeállítása



	4. EREDMÉNYEK
	4.1. AFRIKAI HARCSA FAJON VÉGZETT VIZSGÁLATOK EREDMÉNYEI
	4.2. PONTY FAJON VÉGZETT VIZSGÁLATOK EREDMÉNYEI
	4.2.1. Nagyméretű műszalmák használatának eredményei
	4.2.2. Különböző hígítók alkalmazásának eredményei

	4.3. RÓZSÁS DÍSZMÁRNA FAJON VÉGZETT VIZSGÁLATOK EREDMÉNYEI

	5. EREDMÉNYEK ÉRTÉKELÉSE ÉS KÖVETKEZTETÉSEK
	5.1. AFRIKAI HARCSA FAJON KAPOTT EREDMÉNYEK ÉRTÉKELÉSE
	5.2. PONTY FAJON KAPOTT EREDMÉNYEK ÉRTÉKELÉSE
	5.2.1. Nagyméretű műszalmák használatánál kapott eredmények 
	5.2.2. Különböző hígító alkalmazásakor kapott eredmények ért

	5.3. RÓZSÁS DÍSZMÁRNA FAJON KAPOTT EREDMÉNYEK ÉRTÉKELÉSE

	6. JAVASLATOK
	7. ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK
	8. ÖSSZEFOGLALÁS
	9. SUMMARY
	Successful cryopreservation of rosy barb sperm was conducted
	.
	10. IRODALOMJEGYZÉK
	11. SAJÁT PUBLIKÁCIÓK
	11.1 TUDOMÁNYOS FOLYÓIRATOKBAN MEGJELENT KÖZLEMÉNYEK
	11.2. EGYÉB KÖZLEMÉNYEK

	12. KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS

