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1. TUDOMANYOS ELOZMENYEK,
CELKITUZESEK

Az édesvizi haltermelés tobb évszazados multra tekint vissza
Magyarorszagon a kedvezd fOldrajzi és klimatikus viszonyoknak
koszonhetéen. Hazank 0Okologiai adottsagai és a rendelkezésre allo
technologiai ismertek megfeleld alapot nyujtanak ahhoz, hogy az agazat az
elkovetkezd években nagyobb szerepet tSltson be a magyar agrargazdasag
egészében. Mivel az édesvizi halaszat az Eurdpai Unio altal is preferalt,
azonban a halastavak szama limitalt az orszag teriiletén, ezért sziikséges a
termelés mennyiségi és mindségi noveléséhez a mesterséges termékenyités
adaptalasa a keltet6hazi gyakorlatba.

A gazdasagi allatok jelentSs részénél az ipari méretii tartas
elképzelhetetlen lenne mesterséges termékenyités nélkiil, melyhez példaul a
szarvasmarha esetében szinte kizarolag mélyhiitott ivarterméket hasznalnak.
A mélyhiitétt sperma hasznalata lehetdséget ad arra, hogy csak a legjobb
tulajdonsagokra szelektalt apaallatok oOrokitéanyagat vigyék tovabb az
utodok, igy jelentds a genetikai elérehaladas.

Hasonlon egyéb haszonallatokhoz, a halaknal is nagy gazdasagi
elénnyel jarna legalabb az egyik ivarsejt hosszll tavl tarolasa mélyhiitéssel
nem csupan laboratériumi, hanem ipari méretekben is a genetikai anyag
karosodasanak kikiiszobolésével. Ez megoldast jelenthet nemcsak nagy
értékli tenyészallomanyok megdrzésére, hanem ezzel a modszerrel egy
esetleges jarvany (pl.: koi herpeszvirus) vagy természetvédelmi katasztrofa
(pl.: tiszai cianszennyezés) utdn is reprodukalni lehet a kivant
tulajdonsagokat.

A halfajok jorészénél mar a kutatok rendelkezésére all a megfeleld
mélyhiitési protokoll, azonban ennek gyakorlati alkalmazasa még csupan
néhany halfaj esetében jelentds. Rovid idén beliil varhato, hogy egyre tobb
faj esetében hasznalnak majd a halgazdasagok mélyhiitstt ivarterméket a
szaporitashoz, igy a kutatok feladata, hogy kidolgozzanak olyan
mobdszereket, mellyel ezt elosegitik. A mélyhtitott ivartermék hasznalatat
kovetden a kutatok nagyaranyu torz larva fejlodésérdl szamoltak be, mely a
fagyas soran fellépd és a spermiumokra hatd karos hatdsoknak tudhaté be.
A torz larvéak kialakulast okozo tényezdk kikiiszobolésével és a nagyobb
méretli miiszalméak hasznalataval jelentds 1épéseket tehetiink afelé, hogy a
mélyhtés elterjedjen a halszaporitas napi gyakorlataban.



A fentiek alapjan munkam soran 3 halfajon (afrikai harcsa /Clarias
gariepinus/, ponty /Cyprinus carpio/, r6zsas diszmarna /Barbus
conchonius/) vizsgalva kivanom Gsszevetni a karosodas mértékét és formait.
A rézsas diszmarna elterjedt laboratériumi modellfaj, révid a generacios
intervalluma, konnyen szaporithatd, kezelhetd, az eredmények gyorsan
kiértékelhetéek. Az afrikai harcsa egyre novekvd gazdasagi szereppel
rendelkezé tropusi eredetli haszonhal, amely konnyli szaporithatosaga,
méretéhez képest kis helyigénye és ikrdjanak rovid inkubécios ideje miatt
idedlis laborallat is egyben. A ponty legjelentdsebb gazdasagi halfajunk, a
tenyésztési €s nemesitési technologidk (koztik az ivarsejtek mélyhiitése)
adaptalasa a haltenyésztésben ennél a halfajnal varhat6 a legkorabban.

Mindharom 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  kiillonb6z6  véddanyagok
(krioprotektansok) milyen hatdssal vannak a mélyhltott
himivarsejtek termékenyitoképességére, tovabba a mélyhiitott
sperma  alkalmazasakor kikelt larvak fejlodésére és a
torzképzddésre.

2. A mélyhitési technologia iizemi méretli tovabbfejlesztéseként
tesztelem a nagyméreti miiszalmak hasznalatanak Iehetdségeit
ponty ¢és afrikai harcsa esetében, annak érdekében, hogy a
keltet6hazi gyakorlatban is rutinszeriien hasznalhatova valjék a
modszer.

3.  Kisérletet teszek a roézsas diszmarna spermajanak mélyhitésére,
mellyel eddig egyetlen kutaté sem foglalkozott. Adaptalni kivanom
a ponty fajon alkalmazott mélyhiitési modszereket, sziikség esetén
modositani azokat.

4. A mélyhitott sperma keld larvakra hatd negativ hatasait direkt
kromoszoémavizsgalattal kivanom ellendrizni, melyek soran a kikelt
egyedek kromoszomaszamat meghatarozva keresek Osszefliggést a
torzképz6dés és a hiitési technoldgia (alkalmazott véddanyag,
higito, illetve miliszalma méret) kozott.

5. Gél elektroforézis alkalmazasaval (Comet assay) valaszt szeretnék
kapni, hogy a spermiumok DNS tartalma mennyire karosodott a



mélyhlités soran és ezaltal kozvetett bizonyitékot nyerhetek a
torzképz6dések magyarazatara.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Kisérletek afrikai harcsa fajon

Afrikai harcsa (Clarius gariepinus) fajon kromoszoma vizsgalatot
végeztem mélyhitott sperma hasznalatat kovetden kiilonbozoé higitok,
védbanyagok és miiszalma méretek optimalizalasara.

A kisérletekhez hasznalt afrikai harcsa allomanyt a szarvasi
Haltenyésztési Kutatdintézet és a szazhalombattai Temperaltvizii
Halszaporito és Kereskedelmi Kft. biztositotta. A kiilonb6z6 genetikai
allomanyu ikras és tejes csoportokat elkiilonitve tartottam. Hormonalis
indukcidt kdvetden a tejesek heréjének kioperalasa majd kipréselése
utan a spermat mindsitettem, majd 6% fruktéz higitoval és 10%
metanol vagy dimetil-szulfoxid (DMSO) véd6anyagok hozziadasaval
kiilonb6z6 méretii miszalmakban, folyékony nitrogén gézében folyt a
mélyhiités. DMSO védGanyag hasznalata soran 10 perc equilibracios
idoével szamoltam. Az ikrasoktol fejéssel nyertem ki az ivarterméket, a
hormoninjekciot kovetdéen 12 oraval, majd termékenyitést végeztem
nativ és a felolvasztott spermaval. A kiilonb6z6 csoportokat azonos
koriilmények kozott keltettem ki, majd nemtéaplalkozo larva allapotban
meghataroztam a kromoszoémaszamukat.

Csoportonként 50-100 darab larvat 0,05% kolchicin oldatban 3
oran at inkubaltam, majd 0,075M KCl oldatban 25 percig
hipotonizaltam. A larvakat 3:1 aranyu metanol:ecetsav keverékében
fixaltam, majd 50%-os ecetsav oldatban szuszpendaltam. A
sejtszuszpenziot elOmelegitett 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.

2.2. Kisérletek ponty fajon
2.2.1. Nagymeéretii miiszalmdk alkalmazdsa

Togazdasagi nemespontyon (Cyprinus carpio) nagyméretii
miiszalmak (1,2 és 4 ml) hasznalatanak hatasat vizsgaltam a

torzképzddésre és 5 féle higitd hatasat teszteltem 2 féle véddanyaggal a
termékenyitési és keltetési eredmények optimalizalasa érdekében.



A Kkisérletekhez felhasznalt allatokat és a keltetdrendszert a
Haltermelok  Orszadgos  Szovetségének  Dinnyési  Ivadékneveld
Togazdasaga biztositotta.

Az elsé kisérletsorozatban a tejesekt6l hormondlis indukciot
kovetden lefejtem az ivarterméket, mindsitettem, majd nagyméretii
miszalmakban mélyhitdttem a mintakat gliikoz higtdé és metanol
védOanyag hozzaadasat kovetben. Az ikrasoktol szintén hormonalis
kezelést kovetden, a keltetéhazi gyakorlatnak megfelelden nyertem ki
az ikrat.

Az ikrat az eddig irdnyadonak tekintett 10g ikra/0,5 ml spermaval
vald termékenyitéshez képest, félszeres, egyszeres és masfélszeres
mennyiségeket termékenyitettem. A ragadossag elvételét kovetden
Zuger iivegekben tortént a keltetés.

Kelés utan az afrikai harcsanal leirt médon kromoszémavizsgalatot
végeztem.

2.2.2. Kiilonbozo higitok alkalmazdsa

A masodik kisérletsorozatban az optimalis higito-véddanyag
kombinaciot hataroztam meg nemesponty fajon az alabbi modon.

Az el6zd kisérletnek megfelelden kinyertem az ivarterméket
mindkét nem egyedeitdl. A sperma mintdkhoz fagyasztds elott a
kovetkezé higitokat adtam: gliikoz, fruktéz, szachardz, KCl és
pontyhigitét. Minden higitot metanol illetve DMSO véddanyaggal is
kombinaltam. Egy adag spermahoz 1 adag védéanyagot és 8 adag
higitot adtam, igy a végsd higitasi arany 1:9 lett. Hités és felolvasztas
utdn megtermékenyitettem az ikratételeket, majd vizsgaltam a
termékenyiilési és kelés utan a keltetési eredményeket a kiilonbozo
higitok fiiggvényében.

2.3. Kisérletek rozsas diszmarna fajon

Rozsas diszmarna (Barbus conchinius) faj him ivartermékét
sikeresen mélyhiitottem, keltetési kisérletet végeztem és a felolvasztott
sperma genomjanak roncsolédasat comet modszerrel detektaltam.

A tejeseket pipetta segitségével fejtem le, az ivarterméket gliikkoz
vagy pontyhigitot tartalmazo csdvekbe tettem. Motilitas vizsgalat utdn
elvégeztem a mélyhiitést metanol és DMSO véddanyagokkal 0,25 ml-
es miszalmakban, majd felolvasztds utdn megtermékenyitettem az
ikratételeket. A felolvasztas utani motilitas vizsgalat soran nem volt
szignifikdns kiillonbség egyik higité alkalmazdsakor sem a két



védbanyag fliggvényében. A termékenyiilés vizsgalatakor a ponty
higit6-DMSO véddanyag adta a legmagasabb eredményt.

Comet modszerrel vizsgaltam a felolvasztott sperma genomjanak
roncsolodasat.

A felolvasztott és nativ spermamintakat motilitas vizsgalat utdn
PBS-sel higitottam és alacsony olvadaspontll agar6zzal kevertem Ossze.
Az igy kapott mintat elézéleg normal olvadaspontu agar6zzal bevont
targylemezre cseppentettem. Miutan feddlemezt helyeztem ra, hiitott
fémtalcara fektettem eldsegitve a mintaval kevert 2. gélréteg
megszilardulasat. A fed6lemez eltavolitasa utan felvittem a
targylemezre a 3. réteg gélt. Hiitott fémtalcara helyeztem 5 percre, majd
eltavolitottam a fed6lemezt. A hiités ideje alatt elGkészitettem a
lizisoldatot. Elsotétitett helységben a targylemezeket iivegkadba
fektettem, majd radnt6ttem a lizisoldatot. Egy ora elteltével a lemezeket
kiemeltem a kadbol, lecsepegtettem majd elhelyeztem &ket egy
vizszintes elektroforézis kadba. Miutan felontottem a kadat az
elektroforézis oldattal, 40 percig varakoztam a késziilék beinditasa
elétt. Ez az id6 a DNS lanc kicsavarodasahoz sziikséges. A gép
bekapcsolasakor a fesziiltséget 20 voltra, az aramerdsséget pedig 300
mA-re allitottam. Az elektroforézis 24 percig tartott. Ezutin a
lemezeket kivettem a kadbodl, lecsepegtettem, ¢és egy fémracsra
helyezem azokat, hogy semlegesitdé oldattal ontsem le a felsziniiket
kétszer, 6tperces id6kdzzel.

A lecsepegtetett lemezekre 0,05 ml ethidium bromidos oldatot
pipettaztam, és fedélemezzel lefedtem. Mikroszkop alatt fluoreszcens
fényben vizsgaltam a keletkezett képet.



3. EREDMENYEK

3.1. Afrikai harcsa fajon végzett vizsgalatok eredményei

A mélyhtott spermaval termékenyitett ikratételek termékenyiilése
62 és 83% kozott valtakozott, 83%-o0s kontroll termékenyiilés mellett.
A termékenyiilés szempontjabél nem mutatkozott statisztikailag
szignifikans kiilonbség az egyes kezelések kozott sem a hasznalt
véddanyagok, sem az alkalmazott miiszalmak méretei tekintetében.

A kelési eredmények 43 és 53 % kozott valtoztak, 59%-os kontroll
kelés mellett. A kezelések kozott ebben az esetben sem volt értékelhetd
kiilonbség.

A torz larvék aranya az Osszes kikelt larvahoz képest 33 és 44%
kozott alakult. A kontroll csoportban a torz larvak aranya 28% volt. Az
egyes kezelések kozott itt sem talaltam statisztikailag értékelhetd
kiilonbséget.

Attol fiiggben, hogy a mintdk kromoszoémaszama tobb, vagy
kevesebb, mint 84 db, megallapitottam triploidok, illetve tetraploidok
jelenlétét. Fontosnak tartom megjegyezni, hogy ezek az egyedek
lehettek mozaikosak is, tehat olyan példanyok, amelyek egyszerre
tartalmaznak diploid és triploid, illetve tetraploid
kromoszomagarnitiraju sejteket is. Talaltam ezen kivil a 0,25 M
csoportban egy haploid-diploid mozaikos egyedet is.

A ,Bizonytalan” csoportba soroltam a rosszul fest6dott vagy
osztodast nem tartalmazoé preparatumokat.

Eddig 755 db larva preparatumat vizsgaltam at. Haploid larvat (28
db kromoszoma) négy kezelésben talaltam, a 0,25 illetve a 0,5 ml
trtartalmu miiszalmak hasznalata esetén.

3.2. Ponty fajon végzett vizsgalatok eredményei

3.2.1. Nagymeéretii miiszalmdk haszndlatanak eredményei

A mélyhttott spermaval termékenyitett ikratételek kelése 20 ¢és
86% kozott valtakozott, 82%-os kontroll termékenyiilés mellett. A
legmagasabb kelési eredményeket 1,2 ml-es szalmak hasznalata mellett
a 0,5 ml-es szalmakra optimalizalt 0,5 ml felolvasztott sperma/10g ikra
aranyhoz képest fél adag ikra hasznalata mellett (86+12%) kaptam, mig



4 ml-es szalmak hasznalatakor egész adag ikra termékenyitése adta a
legjobb eredményt (65+18%).

Altalanossagban elmondhaté, hogy mind a hasznalt miiszalmak
mérete (p=0,0186), mind az ikra mennyisége (p=0,0093) statisztikailag
szignifikans hatast gyakorolt a kelési eredményekre.

A kilonbozé  ikramennyiségeket  Osszehasonlitva — valtozd
mennyiségil torz larva kelését tapasztaltam. Meglepé méodon a kontroll
csoportban talaltam a legtobb torz larvat (15£9%). A mélyhitott
spermaval termékenyitett csoportok kozil 4 ml-es miiszalmak
hasznalatakor és egész adag ikra termékenyitésekor kaptam a legtdbb
torz larvat (131£7%). Egyediill a 4 ml-es szalma és dupla adag ikra
kombinacidjanal nem talaltam torz kelésli larvat, azonban ennél a
csoportnal a kelési eredmények eleve gyengék voltak.

A felhasznalt ikra mennyisége szignifikdns hatast gyakorolt a
torzak aranyara (P=0.0032) a mélyhiitétt spermaval termékenyitett
ikrabol kelt larvak esetében azonban a felhasznalt szalma mérete nem
volt szignifikans hatassal ra.

Végiil vizsgaltam a torz fejlédésii larvak kromoszomaszamanak

alakulasat és 6sszesen tobb mint 260 larvat dolgoztam fel.

3.2.2. Kiilonbozo higitok alkalmazdasdanak eredményei

A tejes egyedek oltasat kovetden minden alkalommal mind az
ot egyed megfeleld mennyiségti (5-15 ml) spermat adott. Az ikrasok
ugyszintén kivétel nélkiil reagaltak a hormonalis indukciora.

A friss sperma motilitasa a kontrollnal 84+7% volt n=15
ismétlésszamnal. A legmagasabb felolvasztas utani motilitast (63£9%
n=9) a gliikdz higit6 és a metanol, mint véddanyag adta. Statisztikailag
nem volt kimutathatéo kiilonbség a kontroll és a metanol-gliikoz
kombinaciodja kozott. A tobbi higitoé alkalmazasa metanollal nem adott
ilyen magas motilitasi értéket. Azonban elmondhato, hogy a metanolos
mintdk altalaban jobbnak bizonyultak, mint amikor DMSO-t
hasznaltam véddanyagként.

A legjobb termékenyiilést 4-8 sejtes allapotban, 74+15%-ot
(kontroll értéke 84+13%) n=12 ismétlés szamnal a metanol véddanyag
és gliikéz higitd adta. Statisztikailag szignifikans kiilonbséget nem
talaltam a kontroll és a fruktdzos és gliikdzos mintak kozott metanol
véddanyag hasznalata mellett. Azonban az kijelenthetd, hogy amikor
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metanolt hasznaltam véddanyagként mindig jobb eredményeket
kaptam, mint a DMSO alkalmazasa esetén.

A legjobb kelési eredményt (67+17%, n=9) ismét a gliikkdz, mint
higito és metanol, mint védéanyag kombinacidjanal kaptam. Itt a
kontroll eredménye 69+14% volt. Az eredmények statisztikai
feldolgozasat kovetéen hasonlé megallapitast tehettem, mint a
termékenyitési eredmények esetében. Itt sem volt statisztikailag
szignifikans kiilonbség a kontroll, és a fruktéz-metanol, gliikk6z-metanol
kombinacidk kozott. A metanolos mintakkal kapott eredmények ebben
az esetben is felillmuljak DMSO hasznalata soran kapottakat.

A kikelt 1arvak kozott nem talaltam torz fejlodésii egyedeket.

3.3. Rézsas diszmarna fajon végzett vizsgalatok eredményei

A tejesek fejésekor nyert sperma mennyisége elegendd volt,
atlagosan 0,01 ml-t sikeriilt az egyedektl kinyernem. A sperma
stirlisége 1,928 + 0,223 x 10" db/ml volt (n=9). A lefejt spermat két
kiilonbdz6 higitoval higitottam, gliikoz és pontyhigitoval. Az egyes
higitokra nézve a frissen fejt himivarsejtek motilitisa nem mutatott
szignifikans kiilonbséget, a gliikkoz higitoban a friss sperma motilitasa
53427 % volt, mig a pontyhigitoban 58+24 % értéket kaptam.

A sperma felolvasztdsa wutan végzett vizsgalatoknal nem
tapasztaltam jelentds ingadozast a kiindulasi és a felolvasztas utani
motilitas értékek kozott. Akadtak ugyan olyan mintdk, melyek
kiindulasi motilitdisa nem haladta meg a 20%-ot, am ezt az értéket
megOrizték a fagyasztas soran is €s igy a felolvasztas utdn ugyanolyan
motilitasi értéket kaptam, mint a kiindulasnal.

A felolvasztas utani motilitas vizsgalatoknal azt tapasztaltam, hogy
a pontyhigitoval kezelt minta esetén volt a legmagasabb a himivarsejtek
motilitasi értéke. Ha az egyes higitokat hasonlitottam 6ssze a hozzajuk
adott véddanyagok fliggvényében, azt tapasztaltam, hogy a felolvasztas
utani maximalis motilitast (3918 %, n=26) a pontyhigité és a DMSO,
mint védéanyag adta. A leggyengébb motilitast ponty higitd és metanol
véddanyag esetén kaptam (27£13%, n=30). A gliikdz higitoval kezelt
mintaink kiegyenlitettebbnek nevezhetdk: gliikoz higitdé és DMSO
véddanyag esetén 36+16% motilitast tapasztaltam, n=26 mintaszdm
mellett, mig gliikéz higitd és metanol véddanyag alkalmazasakor a
motilitasi értek 32+14% lett, n=30 mintaszam mellett. Statisztikailag
szignifikdns kiilonbség, p<0,05 szignifikancia szintnél nem volt
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kimutathatd egyik higité alkalmazasakor sem a két véddanyag
fliggvényében.

A legjobb termékenyiilési érték, amit mélyhiitott sperma
felolvasztasa utan, 4-8 sejtes allapotban vizsgalva, pontyhigitdo és
DMSO véddanyag mellett kaptam 38+5% lett, n=3 ismétlésnél 79%-os
kontroll termékenyiiléssel szemben.

A legjobb kelési eredmény 10+7% lett (n=3), mig a kontroll
csoport 77%-a kelt ki.

Comet modszer alkalmazasakor friss sperma vizsgalatakor nem
észleltem V. fokozatl, azaz maximalisan roncsolt sejteket a kezeletlen
csoportban, mig a hidrogén-peroxiddal roncsolt csoportban szinte csak
IV. és V. fokozatu sejteket talaltam. A metanol véddanyag hasznalata
mellett a teljesen ép, 1. kategoriaju sejtek magas aranyban fordultak elé
(47%), azonban DMSO alkalmazasanal csak 5,2%-ban talaltam ilyen
sejteket. A felolvasztott spermamintak vizsgalatakor metanol
hasznélata mellett 27,5% volt a maximalis karosodast mutatd sejtek
aranya, mig DMSO hasznalatat kovetden ez az arany tobbszords volt
(69,2%).
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

»  Afrikai harcsa és ponty esetében a mélyhiitott/felolvasztott sperma
tizemi szintli alkalmazast lehet6vé tevé modszer kidolgozésa
nagyméretli miiszalma alkalmazasaval.

* Afrikai harcsa és ponty fajokban a mélyhiitétt spermaval
termékenyitett ikrabol kis mennyiségben haploid egyedek
kelésének regisztralasa.

*  Robzsés diszmarna spermajanak sikeres mélyhtitése.

* Rozsas diszmarnan comet assay segitségével kimutatasra keriilt,
hogy a metanol véddanyag alkalmazasaval hiitott sperma genomja
kevésbé karosodik, mint a DMSO jelenlétében hiitott mintaké.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1 Kovetkeztetések

Afrikai harcsa faj esetében 755 darab larva preparatumai alapjan
megallapitottam, hogy sem a termékenyiilés, sem a kelési szazalék
tekintetében nem mutathatdé ki szignifikans kiilonbség a hasznalt
véddanyagok, illetve higitok és az alkalmazott miiszalmak terén.

Megallapitottam, hogy a rendellenes fejlodés oka a larvak
tobbségénél nagyrészt nem genetikai eredetii, és nem a mélyh{itésre
vezethetd vissza.

Megfigyeltem, hogy szoros dsszefliggés mutathato ki a morfologiai
és a citogenetikai rendellenességek kozott, hiszen az altalam
megvizsgalt abnormalis kromoszomagarnitiraval rendelkezd Gsszes
egyed genotipusosan is torz volt.

Megallapitottam ponty fajon, hogy az eddig megvizsgalt 260 db
larva preparatum legnagyobb része diploid volt, tehat a torz larvak
tobbsége normalis kromoszomaszerelvénnyel rendelkezik.

Megallapitottam, hogy mind a hasznalt miliszalmak mérete, mind
az ikra mennyisége hatast gyakorolt a kelési eredményekre.

Megallapitottam, hogy a felhasznalt ikra mennyisége hatast
gyakorolt a torzak aranyara, azonban a felhasznalt szalma mérete nem.

Az eddig pontyféléknél mell6zott metanollal magasabb és
kiegyenlitettebb motilitasi, termékenyiilési és kelési eredményeket
értem el, mint az elterjedten hasznalt DMSO-val.

A higitok koziil a cukoralapuak, leginkabb a gliikkoz bizonyult
megfelelonek ennél a halfajnal. A cukoralapi higitoknal tapasztalt
agglutinacié nem befolyasolja a kelési eredményeket.

Megallapitottam, hogy roézsas diszmarna spermajanak hiitése
sikeres volt, mind metanol, mind DMSO véddéanyag hasznalata soran.

Megallapitottam, hogy higitoként glikéz és pontyhigitdo is
hasznalhato.
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Megallapitottam a termékenyiilés vizsgalatakor, hogy a ponty
higito-DMSO véddanyag adta a legmagasabb eredményt.

Megallapitottam Comet mddszer alkalmazasaval, hogy a metanol
véddanyag hasznalata mellett magasabb a nem roncsolodott sejtek
aranya, mint DMSO alkalmazasakor.

5.2. Javaslatok

A vizsgalataim soran kapott eredmények alapjan jovoben zajlo
kisérletekben és {izemi tesztelések soran a kovetkezOket tartom
fontosnak figyelembe venni.

Javaslom afrikai harcsa faj esetében a keltetési koriilmények
optimalizalasat, igy kikiiszobolve a fenotipusosan torz larvak magas
aranyat a kontroll csoportban, eldsegitve igy a genetikusan torz larvak
kisziirését.

Javaslom afrikai harcsa és ponty fajok mélyhiittt sperméjanak
hasznalatat szaporitas céljara.

Javaslom ponty faj esetében a cukoralapu higitok hasznalatat
metanol véddanyag kombinalasaval.

Javaslom r6zsas diszmarna esetében a széleskorli mélyhtitési
kisérletek elvégzését, egyéb higitok hasznalata mellett.

Javaslom rozsas diszmarna esetében a keltetési kortilmények
optimalizalasat a magasabb kelési szazalék elérése céljabol.

Javaslom a Comet modszer hasznalatat mas halfajok spermajanak
mindsitésére is, megtalalva segitségével az optimalis hiitdmédiumot.
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