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OSSZEFOGLALAS

Az elsé sikeres ivarsejtmélyh(ités U] ajtdkat nyitott meg az allattenyésztésben.
Egyrészrél lehet8ség adodott a himek és a néstények idébeli, valamint térbeli elkiilo-
nitésére olyannyira, hogy az allat halala utan is fel lehet hasznalni annak ivartermékeit.
Masrészrél koltségesokkentésrdl is beszélhetlink, hiszen egy allomany fenntartasa
helyett elég lehet csupan az ivarsejtek tarolasa. Fontos megemliteni, hogy kihalé
félben lévé fajok megmentésére is iranyulhatnak a mélyhitési tevékenységek.

Mivel halaknal egyelére az embrié és az ikra mélyh(tése nem lehetséges, ezért
a legtobb ilyen kutatas a spermamélyhtitésre fokuszal. A keltet6hazakban eddig
nem igazan terjedt el a mélyhtitott spermaval térténd termékenyités, jelenleg in-
kabb laboratériumokban hasznaljak azt. Mielétt azonban széleskérlen elterjed,
érdemes lenne feltérképezni, hogy milyen hatassal jarhat az ivarsejtmélyhttés az
utédgeneraciora. Ennek egyik szegmense az utédok spermamindségének, illetve
kllalakjanak vizsgalata.

Kisérleteimben elsésorban a mélyhtitési protokollok tokéletesitésére, késébb a
mélyh(itott spermabdl szlletett egyedek tulajdonsagaira koncentraltam. Két mod-
szert talaltam, amellyel a sperma denzitasa kdnnyen és gyorsan meghatarozhatéva
valik. A szamitégépes spermavizsgald rendszer épp Ugy, mint a spektrofotomé-
ter, tokéletesen alkalmas a sejtkoncentracié mérésére. Fontos azonban, hogy a
mérések elétt a spermat immobilizaljuk, kilénben fals eredményeket kaphatunk.
Két fuggvényt (spektrofotométer: y = 1,363 x 10"'x + 1,576 x 10° r2 = 0,7602, p
= 0,0022; CASA:y = 0,7317x + 8,555 x 108, r? = 0,8559, p < 0,0001) alkottam,
amellyel a kapott adatok standardizalhatéva valtak.

Teszteltem a koncentracid szerinti mélyhitést is. Ot killénbdzé koncentracidban
(0,5 x 10°%1 x 10° 2 x 10° 4 x 10° sejt/ml és standard 1:9 aranyban) mélyh(itot-
tem le pontyspermat. Kontrollként az altaldban hasznalt 1:9 higitasi arany szolgalt.
Szignifikans eltérést talaltam a termékenyitésben (p = 0,0121) a 4 x 10° sejt/
ml (66 = 6%) és a standard (49 + 5%), 1:9 higitasi arany esetén, tovabba a LIN
értéke a 0,5 x 10° sejt/ml (0,86 + 0,03) és a kontroll (1:9; 0,74 + 0,08) kdzott tért
el szignifikansan (p = 0,0056).

Tovabbi vizsgalataimhoz Iétre kellett hozni a generacidkat. Ez zebradanié eseté-
ben harom, ponty esetében pedig két generaciot jelentett. A mélyh(itétt spermabdl
szlletett egyedek spermajat felolvasztas utan, a friss spermabdl szarmazo egyedek
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spermajat pedig frissen hasznaltam fel termékenyitéshez. Az elsé generaciok ese-
tében teljes testvér-populacidkat hoztam létre, vagyis ugyanazon him mélyh(itott
és friss spermajat haszndltam a termékenyitéshez. Ponty esetében a masodik
generacio kialakitasara is igy kerdlt sor. Zebradanidkat termékenyitve azonban a
minimalis mennyiségu ivartermékek miatt tobb egyedtdl szarmazo, kevert ikrat,
illetve spermat (mélyhitétt, friss) hasznaltam fel.

Megvizsgalva a kilénb6z8 generaciok spermajanak motilitasi paramétereit,
zebradanié esetében nem talaltam szignifikdnsan igazolhaté (p > 0,05) eltérést
a két csoport kdzott. Pontynal viszont a felolvasztas utani progressziv motilitasi
értékek statisztikailag igazolhatéan eltértek (p = 0,024) a friss (59 = 20%), illetve
a mélyhdtott (64 + 17%) spermabdl sziiletett egyedeknél, tovabba a mintavétel
idépontja (3 kuldnbdzé idépont) is befolyasold tényezének bizonyult (p < 0,001).
A masodik generacidban azonban nem talaltam szignifikans eltérést (p > 0,05).

Ponty esetében a méasodik generacié egyedeit morfometriai méréseknek vetettem
ala, amelybdl kiderult, hogy a mélyh(itétt spermabdl szlletett egyedek testalakja
statisztikailag igazolhatdéan (p < 0,001) eltér. A mélyh(itott spermabdl szlletett
egyedek atlagosan kisebb fejjel, alacsonyabb hattal és keskenyebb faroknyéllel
rendelkeznek a friss spermabdl szlletett tarsaikhoz viszonyitva. Testhossz alapjan
azonban nem talaltam szignifikans eltérést (p > 0,05) a két csoport kdzott.

Eredményeim egyrészt azt tAmasztjak ald, hogy nagyon fontos a megfeleld
mélyhlitési protokoll kidolgozasa, mert a mélyhlités soran fellépd valtozasok nagy-
ban befolyasolhatjak a mélyh(ités sikerességét, a spermiumok életképességét.
Masrészt a spermamélyh(tés hatéssal lehet az utédok kilalakjara, amely nem
feltétlenll jelenik meg a testhosszban. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak
feltérképezésére, hogy ezek a kilalakbeli eltérések hatassal vannak-e pl. a belsd
szervekre, a csontalakulasra és egyéb paraméterekre.

SUMMARY

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

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

In this study | focused on the standardization of cryopreservation protocols and
the effects on the next generations. | found two methods to fastly and easily identify
the number of spermatozoa. | found the CASA as well as the spectrophotometer
suitable for measurements. However these engines give reliable readings of sperm
counts only if the cells are immotile. A significant positive linear relationship was
detected between absorbance measured in the plate spectrophotometer and sperm
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concentration assessed using a hemocytometer (p < 0.0001, r2 = 0.8289) resulting
inthe equationy = 1.720 x 10'"'x + 3.851 x 10°. The concentration values measured
with CASA were also in a significant linear relationship (p < 0.0001, r?2 = 0.8559, y
= 0.7317x + 8.555 x 10®) with sperm concentration counted in a hemocytometer.

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

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

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

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

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

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

Forras (source): https://doktori.hu/index.php?menuid=193&lang=HU&v
id=27507



