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1. A MUNKA ELOZMENYEL KITUZOTT CELOK

1.1. A munka elozményei

A harcsa (Silurus glanis) - mas néven lesé vagy sziirkeharcsa - indukalt
szaporitasa régota bevalt technologia alapjan torténik. Problémak azonban még igy is
jelentkezhetnek: a him ivartermék kinyerésének modja napjainkban a herék
kioperalasa. Ez a modszer az értékes himek csak egyszeri felhasznalasat teszi lehetové.
Masodsorban az ivarok megkiilonboztetése nagy szakértelmet igényel, és még igy is
fennall annak a veszélye, hogy éretlen, kistestli ikrast aldoznak fel him egyedek
helyett. Az ismertetett problémakbol kifolyolag a szaporitas sikeressége veszélybe
keriilhet (URBANYI et al. 2007).

Siillé (Sander lucioperca) esetében az utobbi években tobb gazdasagban és
kutaté intézményben egyidejlileg végeztek sikeres vizsgalatokat a siilld hormonalisan
indukalt keltet6hazi szaporitasanak kidolgozasara. A néivara egyedek fejésének
szinkronizalasa jelenleg még nem tokéletes, ezért a sikeres fejés folyamatos figyelmet,
ellendrzést igényel. Eppen ezért a himek jelenlétének minimalizalasa és a sperma minél
egyszeribb modon torténd biztositasa koncentralhatja a figyelmet az ikrasok felé. A
dolgozatban érint6legesen targyalt koésiillé (Sander volgensis) spermamélyhiitési
vizsgalatoknak a siill6-kdsiillo hibridek 1étrehozasakor lehet jelentdsége.

Mindezen nehézségek és kockazatok csokkentésére megoldast jelenthet a
mélyhiitétt him ivartermék felhasznalasa a gyakorlati keltetbhazi halszaporitas
folyamataban. A halsperma-mélyhiités torténete az 1950-es évek elejére nyulik vissza,
azota tobb mint 200 halfaj spermajat hiitotték sikerrel a kutatok vilagszerte (RANA
1995). Ennek ellenére a mélyhiitott halsperma gyakorlatban torténd felhasznalasa
napjainkban még nem jelent0s, szemben példaul a szarvasmarha agazattal. A
halsperma mélyhtitésre iranyuld kutatasok jelentds hanyada megakad a folyamatok
optimalizalasan, a kis mennyiségii him ivartermék hiitésén, azaz a laborkisérletek
szintjén, alapvetd gyakorlati kimenet nélkiil.

Sikeres, gyakorlatban is alkalmazhato mélyhiitési modszer segitségével nemcsak
a szaporitas kockazatainak csokkentésére nyilna mod, hanem tobbek kozott a

haltenyésztésben eddig csak kezdeti szinten, a ponty esetében alkalmazott értékes



tenyészegyedek oOrokitdanyaganak hossza tava tarolasara és a szarvasmarha
tenyésztésben alkalmazott spermabank kialakitdsara is, fokozva ezzel a
haltenyésztésben eddig még kevéssé alkalmazott allattenyésztési szelekcios eljarasok
szerepét €s értékét.

Tanszékiink mélyhiitési kutatocsoportja 15 éves szakmai multtal rendelkezik. Ez
a dolgozat a hossza évek mélyhiitési munkajanak fontos allomasa, mely a modszer

gyakorlati felhasznalast allitja a fokuszba.

1.2. Célkitiizés

A bevezetésben leirtak alapjan kisérleteim megkezdése el6tt a kovetkezo célokat
tliztem ki:

e A harcsasperma nagy mennyiségli mélyhiitési modszerének kidolgozasat kdvetden,
a mélyhiitott sperma keltetdhdzi koriilmények kozotti sikeres alkalmazasat
kisérlem meg, alkalmazkodva a gyakorlati harcsaszaporitas menetéhez.

o Kisérletet teszek harcsa esetében annak bizonyitdsara, hogy a mélyhtitott
spermaval termékenyitett ikrabol szarmazo larvak életképessége és novekedése
nem marad el a friss spermaval termékenyitett ikrabol szarmazé larvak hasonlo
paramétereitol, aldtdmasztva ezzel a mélyhutott sperma  gyakorlati
alkalmazhatosagat.

o Kisérletet teszek a siillo és a kosiillé spermajanak sikeres mélyhiitésére, majd a
modszert eldkisérletek soran tesztelem keltetéhazi koriilmények kozott siillé fajon.

e Megkisérlem a harcsa és a siilld6 spermdjanak vizsgdlatit egy szamitdgépes

spermavizsgalo rendszer (CASA) segitségével.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Kisérletek harcsa (Silurus glanis) fajon
2.1.1. A him ivartermék gyiijtésének és mélyhiitésének modszere

A kisérletek soran a felhasznalt ivarterméket minden esetben a tejes harcsak
elolését kovetden, a hasiiregbdl eltavolitott herékbdl kozvetlenill (nem fejéssel)
nyertem. A herét, a hasliregb6l torténd kiemelést kovetden, szaraz mullpolyan
felvagtam és a spermat a polyan keresztiil Petri-csészébe préseltem.

A sperma kipréselése utan meghataroztam az ivartermék motilitasat
fénymikroszkop alatt, 200-szoros nagyitason.
fruktozt hasznaltam. A hGtdmédium pH-jat 7,73-ra allitottam be 1 M NaHCO; oldat
segitségével. A spermat 1:1 aranyban kevertem 0ssze a hiitdomédiummal. Az igy kapott
higitott spermabol 4 ml-t pipettaztam egy 5 ml-es miiszalmaba.

A hiités soran nitrogént ontdttem egy polisztirol dobozba, felszinére 3 cm magas
polisztirol keretet helyeztem, majd arra fektettem a feltoltott miiszalmakat.
Felhasznalasig a mintakat kaniszteres kannaban taroltam.

A miiszalmédkat 40°C-os vizfliirdében olvasztottam fel 40 masodpercig. A
felolvasztast kovetden a miiszalmak lezart végét felvagtam és a szalmak tartalmat
kémcsobe vagy kozvetleniil a termékenyitendd ikratételre Ontottem. A felolvasztott
sperma motilitdsat a fent leirtak szerint vizsgaltam. Az itt kozolt modszert a
diplomamunkam (BOKOR 2005) ¢és a Halgazdalkodasi Tanszék mélyhiitési
csoportjanak korabbi, afrikai harcsan végzett sikeres vizsgalatai alapjan (URBANYT et
al. 1999; HORVATH és URBANYT 2000) allitottam 8ssze.

2.1.2. A hiitési idore és a sperma-ikra aranyra vonatkozo kisérletek

A 2005 évben a mélyhiitéshez a him ivarterméket a Szarvas-Fish Kft. tukai
telepérol, illetve a Szegedfish Kft. szegedi telepérdl szereztem be, az ott folyo
szaporitasi munkakba bekapcsolodva. A him egyedeket a gazdasdg munkatarsai 4
mg/ttm kg hipofizissel oltottak egy adagban a sperma kinyerését megel6zéen. A halak

testhosszat, testtomegét, valamint a here tomegét lemértem. A here és a testtomeg



hanyadosabol meghataroztam a gonado-szomatikus indexet (GSI). A sperma
kipréselése utdn meghataroztam az ivartermék motilitasat az elébbiekben leirt modon.
Az elézéekben leirt mélyhiitési modszert alkalmaztam az ivartermék begytijtését
kovetden, annyi kiegészitéssel, hogy a Tukan gyiijtott mintak esetében teszteltem, hogy
a hiitési 1d6 hogyan befolyasolta a felolvasztott mintak motilitasat és termékenyitd
képességét. Ezért a mintak hiitési ideje 3, 5, illetve 7 perc volt. A hiitési id6 leteltével a
szalmakat a cseppfolyos nitrogénbe helyeztem.

Az els6 termékenyitési kisérletekre a Fish-Coop Kft. szajoli telepén keriilt sor. A
halaktol egy rutin szaporitdsi eljards soran nyertem ki az ikrat. Az els6
kisérletsorozatban az ikrat 40, 80 és 120 g-os adagokra osztottam szét és azt
termékenyitettem meg 1-1 miiszalmanyi mélyhiitott spermaval. A termékenyitett ikrat
7 l-es Zuger-iivegekben inkubaltam. Keléskor meghataroztam a kelési aranyt.

A masodik kisérletsorozatot az Attalai Hal Kft. attalai togazdasagaban végeztem
el, melynek soran az ikrat két 150 g-os adagra osztottam szét, az egyik ikratételt egy, a
masikat két mliszalmanyi felolvasztott spermaval termékenyitettem meg. Mindkét tétel
esetében a hiitési id6 7 perc volt. Keléskor meghataroztam a keld és a torz fejlodési
larvak aranyat.

A vizsgalatok folyaman meghataroztam a hiitési sebességet is. Egy miiszalmat
megtoltottem a mélyh{ités soran alkalmazott hiitémédiummal. A miiszalmaba egy Digi-
Sense DualLogR digitalis hdémérd (Eutech Instruments, Szingaptr) K tipusu szenzorjat
helyeztem és a szalmat egy 3 cm magas polisztirol keretre helyeztem, amit a
cseppfoly6s nitrogén felszinére tettem. A homéré 1 masodperces intervallumokkal

feljegyezte a hémérsékleti értékeket. A hiitési értékeket 6 percen keresztiil rogzitettem,

crer

2.1.3. Szaporitasi szezonon Kkiviilrél szarmazé sperma mélyhiitése és tesztelése
keltetéhazi (iizemi) koriilmények kozott

A 2006. évi szezonban az Aqua-kultira Kft. (jelenleg Bbcsi Onkormanyzat,
Koromi Haltelep) koromi telepér6l gylijtottem be harcsaspermat januarban és
marciusban (szaporitasi szezonon kiviil), vizatfolydsos intenziv rendszerben tartott

harcsaktol, melyeket medencében, valtozatlan, 20°C-os vizhémérsékleten tartottam. A



mélyhiités modszere megegyezett a korabbiakban leirtakkal, annyi kiilonbséggel, hogy
a polisztirol kereten 7 percig hiitottem a spermat a folyékony nitrogénbe helyezést
megel6zden. A sperma motilitasat a friss és a mélyh{itott mintakban is vizsgaltam.

A termékenyitési kisérleteket a Fish-Coop Kft. szajoli telepén végeztem el.
Ehhez a 2005. évadbol Szegedrdl és a 2006. évi kdromi hiitésbdl szarmazo mintakat
hasznaltam fel. Az ikramennyiséget egy rutin szaporitasi eljaras soran nyertem ki az
anyahalaktol. A kisérletsorozat soran az ikrat 250 és 350 g-os adagokra osztottam szét
és azt termékenyitettem meg egy miszalmanyi mélyhitétt spermaval. A
megtermékenyitett ikratételeket 7 l-es Zuger-livegekben inkubaltam, majd a kelést

kdvetéen meghataroztam a kelési aranyt.

2.1.4. Alkalmazas keltetéhazi (iizemi) koriilmények kozott

Ezeknek a kisérleteknek az volt a célja, hogy a nagy mennyiségben mélyhiitott
spermaval (5 ml-es miiszalma) ilizemi mennyiségli ikratételeket (150-350 g)
termékenyitsek orszagszerte az adott gazdasag szaporitasi munkalataihoz csatlakozva,
vizsgalva a modszer megbizhatosagat és ismételhetdségét. Egy adag ikrat minden
esetben egy miiszalmaval termékenyitettem. A munka folyaman o6t kiilonb6zo
gazdasagban végeztem termékenyitést mélyhiitott spermaval a rutin szaporit6 munka
keretében:

e az Attalai Haltermel6 és Ertékesité Kft. attalai togazdasagaban,

e aBdcsi Onkormanyzat kordmi haltelepén,

e a TEHAG Kft. szazhalombattai gazdasadgaban,

e az Aranykarasz Bt. 6rdong6si gazdasagaban,

o a Szegedfish Kft. szegedi gazdasagaban.

Az attalai kisérletben a szaporitasi szezonon kiviil gy(ijtott és mélyhtitott spermat
hasznaltam fel 200 g-os ikratételek termékenyitéséhez 2007. majus 15-én.

A koromi kisérletet 2007. majus 17-én végeztem, mely sordn szintén szaporitasi
szezonon kiviil gylijtott és mélyhiitott spermat hasznaltam a termékenyités soran. Mind

a kezelt, mind a kontroll vizsgalatokban 200 g-os ikratételeket termékenyitettem.



Ezt kovetden a TEHAG Kft. szdzhalombattai telepén termékenyitettem 200 g-os
ikratételeket 2007. majus 22-én. Ebben az esetben a 2006. évben, ivasi szezonban
mélyhiitott szegedi spermat hasznaltam fel a kisérletekben.

A negyedik kisérlet soran 2007. majus 21-én az Aranykarasz Bt. 6rdongdsi
telepén szaporitasi szezonon kiviil mélyhtitott spermaval termékenyitettem 200-350 g
ikratételeket.

Az utolso6 kisérlet a Szegedfish Kft. keltetbhazaban zajlott 2007. majus 23-an. A
munka soran a Szegedrdl szarmazo mélyhiitétt spermaval termékenyitettem 150 g-os
ikratételeket.

Minden esetben az adott gazdasag {izemi szaporitdsi munkajaba kapcsolodtam
be, gyakorlatilag azzal a moédszerrel, hogy bizonyos ikratételekhez biztositottam a
rendelkezésre allé mélyhitott sperma tételeket. A szaporitds minden esetben az adott
gazdasag szokasainak megfelel6 modon zajlott. Egy adag ikrat egy miiszalmanyi
felolvasztott sperméval termékenyitettem meg. Az 6sszes kisérletben meghataroztam a
kel6 larvak szazalékos aranyat, tovabba az attalai kisérlet soran vizsgaltam a

termékenyiilési aranyt is 4-8 sejtes allapotban.

2.1.5. Larva megmaradasi Kkisérletek
A larvamegmaradas tesztelése és vizsgalata érdekében 2007-ben a taplalkozo,

mig 2008-ban a nem taplalkozo6 harcsalarvak megmaradasat, ndvekedését vizsgaltam.

Téaplalkozo larvaszakasz vizsgalata

A taplalkoz6 larvak iizemi vizsgalata sordn a larvdkat a TEHAG Kft.
szdzhalombattai keltetdhazaban allitottam el a helyi szaporitasi eljaras keretein beliil.
A termékenyités soran 200 g ikrahoz 1 miiszalma spermat adtam. A megtermékenyitett
ikrat 200 g-ként 7 literes Zuger-iivegbe helyeztem. A kontrollnak szant egyedek
szaporitasdhoz a gazdasag sajat himjeinek nativ spermdjat hasznaltam. A
termékenyitést kdvetd masodik napon a keld larvakat megszamoltam, majd a kelést
kovetden a még nem taplalkozo, fiiggeszkedd larvakat larvatarto konténerekbe
helyeztem. A kelést kvetd harmadik napon, amikor a larvak taplalkozasukat elkezdik,
megszamoltam a kisérletre szant egyedeket, és kihelyeztem Oket valytikba. Egy 100 I-

es atfolyd rendszerii valytba 1000 egyedet helyeztem 3 ismétlésben. A kontroll



egyedek szama is 3x1000 volt. Az allomanyt a kisérlet soran vagott tubifex-el taplaltak
3 oranként. A gazdasdg munkatarsai a betegségek megelozése érdekében 36%-os
formalinkezelést alkalmaztak 10 ml/valyus koncentracioban 4 6ras idokozonként. Az
egyes valytukban a vizatfolyas sebessége 3 1/perc volt. A valyuas nevelés a gyakorlatban
szokasos 10 napig tartott.

A laboratoriumi kisérleteket a Halgazdalkodasi Tanszéken végeztem. A
kisérletben hasznalt recirkulacids rendszer valyui 40 cm hosszaak, 15 cm mélyek, és
10 cm szélesek voltak (a vizmélység a kivezetd csonk miatt 10 cm volt). A rendszert
egy besotétitett szobaban helyeztem el, a kisharcsak fényérzékenysége miatt. A
kisérletben kezelésenként (kontroll és mélyhiitott spermabdl keltetett ivadékok) 5x100
egyedet allitottam be. A halakat az els6 4 napban 3 éranként etettem. A reggeli, illetve
az esti idopontokban gyiijtott planktont, a tobbi etetési idépontban Perla Proactiv 4.0
haltapot adtam a kisérleti halaknak. A 4 nap elteltével naponta 4-szer, az elobb emlitett
tappal (esetenként planktonnal, illetve Artemiaval) etettem. A valytkban a vizatfolyas
sebessége 0,25 1/perc volt.

A testhosszon ¢és a testtomegen kiviill mértem kondici6 faktort, fajlagos

ndvekedési sebességet (S.G.R.) és megmaradasi %-ot.

Nem taplalkozo larvaszakasz vizsgalata

Ebben az életkorban nem végeztem ilizemi valyus kisérletet, mivel a valyus
rendszer nem volt alkalmas a kisméretli larvak tartasara, tovabba az ivadéknevelési
gyakorlat ebben az ¢letkorban nem hasznalja a valyls nevelési eljarast.

A nem taplalkozé larvaszakasz soran vizsgalt larvak eldallitasat 2008 juniusaban
végeztem szintén a TEHAG Kft. keltetdjében. A szaporitas és a mélyhiitétt sperma
felhasznalasanak modja megegyezett a taplalkozo larvaszakasz vizsgalatanal leirtakkal.
A kelést kovetéen a larvakat GoOdollore a Halgazdalkodasi Tanszék laborjaba
szallitottam, ahol az el6z6 évben felallitott rendszer segitségével vizsgaltam a halak

megmaradasat. A kisérlet 4 napig tartott.

2.1.6. Alkalmazott statisztikai modszerek
A hiitési id6 és az ikramennyiség kelési aranyra kifejtett hatasat a szajoli kisérlet

soran (2.1.2-es pont) kétszempontos varianciaanalizis segitségével vizsgaltam
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(P<0,05). A 2.1.3-as fejezetben a két {itemben szezonon kiviil gyiijtott here esetében a
GSI értékek Osszehasonlitasat kétmintas t-proba segitségével végeztem. A 2.1.4-es
fejezetben szerepld termékenyitési kisérletekben a mélyhtitott és kontroll spermaval
kapott kelési eredményeket szintén kétmintas t-probaval elemeztem. Ezeket a
statisztikai probakat GraphPad Prism 4.0 for Windows program segitségével végeztem
el. A larvatartasi vizsgalatok soran a megmaradast Chi*-probaval (Kruskal Wallis
teszt), mig a testhossz, testtdomeg, kondicid faktor, SGR értékeket kétmintas t-proba
segitségével hasonlitottam Ossze (2.1.5-es fejezet) SPSS 13 for Windows szoftver

hasznélataval.

2.2. Kisérletek siill6 és kosiill6 fajokon

2.2.1. Siillé (Sander lucioperca) sperma mélyhiithetéségének vizsgalata

A halak szarmazdsa

Két kisérleti helyszinen és két alkalommal végeztem kisérleteket siillén: az elsd
helyszin a Pannon Egyetem Georgikon Mezdgazdasagi Kar, keszthely-tanyakereszti
Hallaborjaban, mig a masodik helyszin az Attala Hal Kft. attalai keltetdjében volt. A

kostillo fajon végzett kisérletek az elsé helyszinen egy idében folytak a siilléével.
Az elsé kisérlet

A halak tartasa és kezelése

Az els6 kisérletben szerepld siilléallomany az Aranyponty Zrt-t6l szarmazott
(Saregres-Rétimajor) (8 néstény és 10 him: 1424-1870 g). A himeket szegfiiszeg olaj
segitségével altattuk, majd a spermat kézi fejéssel egy automata pipetta segitségével
gyljtottem Ossze, ligyelve arra, hogy vizelettel, illetve bélsarral ne szennyez6djon az

ivartermék.

A sperma vizsgéalata

A friss sperma motilitasat vizzel aktivalva becsiiltem meg. A motilitast
targylemezen vizsgaltam kb. 20-szoros higitasban, 200-szoros nagyitas mellett, Zeiss
Laboval 4 mikroszkop segitségével (Carl Zeiss, Jena, NDK). A sperma siiriiségét
Biirker-kamras modszerrel allapitottam meg 1000x-es higitasban. A kamra egyes

négyzeteiben megszamoltam a himivarsejtek szamat, majd ezt atlagoltam. A ml-
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enkénti sejtszamot (N) a kovetkezd képlet segitségével szamoltam ki a Biirker-
kamraban szamolt sejtek atlagabol (X):
N =X x25x10x 1000 x 1000
Magyarazat: a Biirker-kamra egy négyzetének teriilete 1/25 mm’ magassiga
1/10 mm, igy kaptam meg az 1 pl-ben 1évo sejtszamot, ezt szorozva 1000-rel kaptam

meg a ml-enkénti sejtszamot és az utolsé szam a higitasi arany.

A hutémédiumok 6sszeallitasa

A kovetkezd higitokat készitettem:

e Gliikoz higité (350 mM gliik6z, 30 mM Tris, pH 8,0)
e KCI higité (200 mM KCI, 30 mM Tris, pH 8,0)
e Szacharoz higit6 (300 mM szacharoz, 30 mM Tris, pH 8,0)
Véddanyagként metanolt, illetve dimetil-szulfoxidot (DMSO) hasznaltam 10%
végsd koncentracioban. Minden a kisérletben szerepld vegyszert a Reanal Kft-tol

rendeltem (Budapest, Magyarorszag).

A sperma mélyhutése

A hiatémédiummal (200 pl véddanyag, 1600 upl higitd) 1:9 aranyban
(HORVATH et al. 2003; URBANYI et al. 2006) kevert spermat (200 pl) az elére
egyedileg megjelolt, 0,5 ml-es miiszalmakba, 3 perces equilibraciés id6 utan szivtam
fel. A hiitést egy folyékony nitrogénnel megtoltott polisztirol dobozban végeztem. A
nitrogén felszinére egy 3 cm magas polisztirol keretet helyeztem, majd erre fektettem a
miiszalmakat, ahol a hémérséklet -165°C koriil alakult. A hiités ideje 3 perc volt. A
hiités utan a szalmakat folyékony nitrogénbe helyeztem és felhasznalasig ott taroltam.
A felolvasztas 40°C-os vizfiirddben tortént 13 méasodpercig (HORVATH et al. 2003;
HORVATH et al. 2005). A felolvasztas utan a sperma motilitasat a friss sperméanal leirt

modon vizsgaltam.

Termékenyités mélyhiitott spermaval

Az ikrat 5 cm atméréji Petri-csészékbe osztottam ki 200-350 ikraszemes
adagokban. A termékenyitést fél miiszalma (250 pl) felolvasztott spermaval végeztem,

rogton miutan a vizfiirddbol kivettem a miiszalmat. Az ikratételekre radontottem a
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spermat, majd az ivarterméket 1 ml vizzel aktivaltam. Ezutan az ikrat hagytam a Petri-
csésze aljara letapadni, ligyelve arra, hogy az ikraszemek egy rétegben helyezkedjenek

el. A termékenyiilési aranyt neurula stadiumban szamoltam.

A masodik kisérlet

A masodik kisérletet a keltetohazi siilldszaporitassal parhuzamosan végeztem. A
kisérletben 4 him spermajat és 1 néstény ikrajat hasznaltam. Ebben az esetben csak a
védOanyagokkal. A spermat 1:1 és 1:9 aranyban higitottam. A mélyhiités és
felolvasztas menete megegyezik az els6 kisérletben alkalmazott eljarassal.

Az ikrat 10 g-os (kb. 10 000 ikraszem a szamolasom szerint) adagokra osztottam
mianyag edényekbe. Minden adagot egy felolvasztott miiszalméanyi minta (0,5 ml)
segitségével termékenyitettem, majd az egyes tételeket 7 l-es Zuger-iivegekbe
helyeztem a kelésig. Ezt kovetden megszamoltam a kikelt 1arvakat és meghataroztam a

kelési szazalékot.

2.2.2. Késiillé (Sander volgensis) sperma mélyhiithetéségének vizsgalata

A kosiillo fajon végzett kiséretek az elso siillés kisérlettel parhuzamosan, azonos
helyszinen folytak.

Az anyékat a Balatoni Halaszati Zrt. halaszati tevékenysége kdzben gyiijtottiik a
Balatonbol. A vizsgalatban 5 kosiillé spermajat hasznaltam. A spermagyiijtés és a
motilitas vizsgalat megegyezik a siillonél leirtakkal. A motilitas vizsgalatot kovetden a
2-3. és a 4-5. egyedek spermajat 2 adagban Osszekevertem. Ebben az esetben szintén
csak a gliikoz higitd Osszeallitast hasznaltam a mélyhiités soran. Véddanyagként
higitottam a hiitomédiummal és nitrogén gézben végeztem a hiitést. A mélyhiités és
felolvasztas folyamata azonos a siillonél alkalmazott modszerrel.

Az ikrat 5 cm atmér6jii Petri-csészébe helyeztem megkdzelitéleg 150-400 db-os
adagokban. Ezeket az adagokat fél m{iszalma (0,25 ml) tartalmaval termékenyitettem.
Az ivartermékeket vizzel aktivaltam és hagytam, hogy az ikra a Petri-csészék aljara

tapadjon, ahol megtortént az inkubacid. Ezt kovetden kelési szazalékot szamoltam.
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2.2.3. Miélyhiitott siillésperma alkalmazasa Kkeltetohazi (ilizemi) koriilmények
kozott (elokisérlet)

A kisérletet 2007 aprilisaban végeztem az Attala Hal Kft. keltetbhazaban. A
munka soran felhasznalt ivartermék szintén ugyanett6l a cégtél szarmazott. A him és
néstény egyedeket a gazdasdgban hasznalt modszerrel kezelték a helyi keltet6hazi
szaporitassal parhuzamosan. Az el6z6 kisérletek soran nehéz volt elkeriilni a sperma
vizelettel torténd keveredését, igy ebben az esetben a fejést egy szilikon katéter (belso
atmér6: 1 mm, kiilsé atmérd: 1,5 mm) segitségével végeztem, melyet felhelyeztem az
ondovezetékbe. A motilitas vizsgalatot az eldzéekben leirtak alapjan végeztem. A
sperma koncentraciot 1000-szeres higitas mellett vizsgaltam Biirker-kamraban.

Harom himtél szarmazd spermat hasznaltam a kisérletben. A spermat 1:1
aranyban higitottam a kdvetkezd dsszetételii hiitémédiummal: 350 mM gliikoz, 30 mM
ivarterméket 0,5 ml-es szalmékba toltottem. A mélyhlités és a felolvasztas folyamata
megegyezett az el6z6 fejezetben ismertetett modszerrel. A spermat 1 hétig taroltam
folyékony nitrogénnel t6ltott kaniszteres kannaban. A felolvasztast kovetden szintén
megvizsgaltam a mintak motilitasat.

A lefejt ikrat 3 ismétlésben 10 és 30 g-ra, mig 1 ismétlésben 50 g-os adagokra
osztottam. Egy adag ikrat 1 miiszalma tartalmaval termékenyitettem. Kontrollként
frissen fejt spermat hasznaltam. Az egyes tételeket kiilon 7 l-es Zuger-iivegekbe

ontottem inkubacid céljabol. A kelést kovetden a kelési aranyt leszamoltam.

2.2.4. Alkalmazott statisztikai modszerek

A vizsgalatok eredményeit Graphpad Prism 4.0 for Windows programmal
értékeltem ki. A védbanyagok és a higitok motilitasra és a termékenyiilésre kifejtett
hatasat, illetve a higitasi arany és a védOanyagok kelési aranyra kifejtett hatdsat
kétszempontos varianciaanalizis segitségével vizsgaltam (ANOVA) (2.2.1-es fejezet).
A kosiillon végezett vizsgalat esetében a mélyhtitott €s kontroll sperma kelésre kifejtett
hatasat egyszempontos varianciaanalizissel vizsgaltam, amihez Tukey-probat

hasznaltam utodtesztként.
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A masodik kisérlet soran (2.2.3-as fejezet) kapott eredményeket, azaz a motilitas
(felolvasztott és friss sperma) és a kelési eredményeket (10 és 30 g-os ikratétel

esetében) 2 mintas t-proba (P<0,05) segitségével értékeltem.
2.3. A CASA rendszer tesztelése

A CASA rendszer egy trinokularis optikai faziskontraszt mikroszk6épbdl (Nikon
Eclipse E600; Nikon; Tokid, Japan) allt, melyhez egy Basler 312fc/c digitalis kamera
(Basler Vision Technologies, Ahrensburg, Németorszag) kapcsolddott. A kamerat
IEEE 1394 interfész és egy kabel segitségével szamitogéphez kapcsoltam. A képeket
az Integrated System for Semen Analysis (ISAS) szoftver segitségével rogzitettem és
analizaltam (Proiser; Valencia, Spanyolorszadg). A felvételekhez 10x-es negativ
faziskontraszt objektivet hasznaltam (koztes nagyitas nélkiil). A spermat a mikroszkdp
targyasztalan elhelyezett Makler-féle sejtszamlaloé kamraban aktivaltam. A motilitast,
illetve a mozgas sebességének 3 paraméterét (VCL, VSL, VAP) az aktivaciot kovetd
15, 30, 60 masodpercben mértem. Ezeket az id6pontokat korabban hataroztam meg
annak érdekében, hogy fenntartsam a mintavételek kozotti ismétlés lehetdségét (a
minta aktivalasa utan a Makler kamrékat egy specialis takarolemezzel kell lefedni majd
az objektiv ala helyezni, és tobbnyire sziikség van a fokusz és az elhelyezkedés
korrigalasara is). A képsorozatokat elmentettem és késobb analizaltam. A CASA
szoftver beallitasait a halak ondodsejtjeinek vizsgalatahoz igazitottam a kovetkezok
szerint: 30 begyljtott kép/s, 1 masodperces vizsgalati id6 (VCL>10 um/s esetén

tekintik a spermiumot mozgénak), 10-80 pm”—ben hataroztam meg a fej teriiletét.
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3. AZ EREDMENYEK

3.1. A harcsa fajban végzett kisérletek eredményei
3.1.1. A hiitési idore és a sperma-ikra aranyra vonatkozo kisérletek eredményei

A tukai teleprél szarmazo himivara halak GSI-értéke 2,00+0,04% volt. A
mélyhiitott sperma kiindulasi motilitdsa 90% volt, mig a felolvasztas utani motilitas
értéke 0% volt a 3 perces hiités, 40% az 5 perces hiités és 60% a 7 perces hiités esetén.
A szegedi halak sperméajanak felolvasztas utani motilitasa egyontetiien 80% volt.

A Szajolban folytatott termékenyitési kisérletek soran a legmagasabb kelési
aranyt (51£1%) 7 perces hiitési id6nél és 40 g ikra termékenyitésekor kaptam, azonban
meg kell jegyezni, hogy az 5 perces és 7 perces hiitési id6 esetében mindharom
termékenyitett ikratétel esetében igen kiegyenlitett kelési eredményeket kaptam
(40+£0% ¢és 51£1% kozott). A statisztikai értékelést kovetden megallapitottam, hogy
csak a hitési idonek volt szignifikans hatasa (P<0,0001) a kapott eredményekre,
tekintettel arra, hogy a 3 perces hiitési idé mellett gyengébb kelési szazalékot kaptam.

Az Attalan folytatott vizsgalatok soran az egy miiszalma mélyhitott sperméaval
termékenyitett ikratétel kelési eredménye 94%, a két miiszalmaval termékenyitetté
77% lett, mig a két kezelés kontroll csoportjaban 89%, illetve 81% kelést regisztraltam.
Erdemes megjegyezni, hogy az egy miiszalmanyi felolvasztott spermaval
termékenyitett csoportban a torz fejlodésii larvak aranya az Osszes kikelt larvahoz
képest mindossze 2,4% volt (1,8% a kontrollban), mig a két miliszalmanyi spermaval
termékenyitett csoportban 11,2% (kontroll: 7,3%).

Az 5 ml-es miszalmakkal kapott hiitési sebesség -23°C/perc koriil alakult.
Megfigyeltem, hogy a miiszalma homérséklete 3 perces hiités utdan még csak -45°C,

mig 5 perces hiitésnél -104°C volt.

3.1.2. A szaporitasi szezonon Kiviil gyiijtott harcsasperma mélyhiithetéségének és
felhasznaldsanak eredményei

A koromi vizsgalatok soran a kioperalt herék stilya atlagosan 20,4 g, a halak
atlagsulya pedig 2,52 kg volt, igy a GSI-értékiik egy eset kivételével nem érte el az

1%-ot, ami igen alacsony érték, ez azonban nem befolyasolta hatrdnyosan a sperma
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mindségét. A januari €s marciusi GSI értékek kozott statisztikailag szignifikdns
kiilonbséget nem talaltam (P=0,4589). Az egyes spermamintak kiindulasi motilitasa 50
¢és 90% kozott mozgott. A hiitésre kivalogatott mintdk koziil kettét kizartam a tovabbi
vizsgalatokbol, mert a sperma motilitdsa gyengébb (50-60%) volt, a sejtek
valdszintileg a kipréselés soran sériiltek meg. A mintdk koziil 5 nappal a hiités utan
felolvasztottam egyet-egyet és a motilitasuk 50% koriil alakult.

A termékenyitési kisérletekhez a 2005. évadbol Szegedrdl és a 2006. év kordmi
hiitésbol szarmazo mintakat hasznaltam fel. A kelési eredmények egységesen 70—80%
kortil alakultak egy kivétellel, amikor 20%-os kelést tapasztaltam. A gazdasag
vezetdjének szobeli kozlése szerint a 20%-0s mintahoz tartozo kontroll termékenytilés
is hasonloan gyenge volt, igy ez az eredmény az ikra rossz minéségének tudhatod be.
Meg kell jegyezni, hogy a Koromrol szarmazo (tehat szaporitasi szezonon Kkiviil
gyljtott) spermaval kapott kelési eredmények semmiben sem maradtak el a szegedi

mintakkal kapott keléstol.

3.1.3. A mélyhiitott harcsasperma alkalmazasanak eredményei keltetohazi/iizemi
korillmények kozott

A kiilonbo6z6 keltetési kisérletek eredményei az alkalmazott szaporitasi eljarastol
¢és az ikra mindségétdl fliggtek. Az attalai kisérletben a mélyh{itott spermaval végzett
termékenyités soran a termékenyiilés 97£1% volt, mig a kontroll termékenyiilés
93£1%. A két eredmény kozott statisztikailag szignifikans kiilonbséget mutattam ki
(P=0,0084). A larvak kelési aranya ugyanebben a kisérletben 95+2% volt a mélyhiitott
spermaval termékenyitett ikraadagok esetében, mig a kontroll csoportban 94+6%. A
kelési eredmények kdzott mar nem talaltam statisztikailag igazolhato kiilonbséget.

A koromi kisérletben a mélyhiitott spermdbol szdrmazo larvak kelése 84+5%
volt, mig a kontroll csoporté 69+16%. Az eredmények kozott statisztikailag igazolhato
kiilonbséget nem mutattam ki. A szazhalombattai kisérletekben a mélyhfitott spermaval
végzett termékenyitésbol szarmazo larvak kelési aranya 50£3% volt, mig ugyanebben
a kisérletben a kontroll kelés 50+6% volt. Az eredmények kozott itt sem talaltam
statisztikailag szignifikans kiillonbséget. Az Aranykarasz Bt. 6rdongdsi keltetdjében

végzett kisérletben a mélyhiitott spermabdl szarmazd larvak kelése 57+£22% koriil
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alakult, mig a kontroll csoporté 22+18% volt. Ebben az esetben statisztikailag
szignifikans kiilonbséget (P=0,05) talaltam a mélyhiitott csoport javara. A szegedi
kisérletben a larvak kelési aranya a mélyhiitott spermabol szarmazoé csoportban 75+3%
volt, mig a kontrollban 83+1% és ebben az esetben a kontroll csoport javara kaptam

statisztikailag szignifikans kiilonbséget (P=0,0249).

3.1.4. Larva megmaradasi Kkisérletek eredményei

A taplalkozo larvaszakasz soran statisztikailag szignifikans kiilonbséget kaptam
laborkoriilmények kozott a larvak 10 napos testhossza tekintetében (P=0,034), vagyis a
mélyhitott spermabol szarmazo larvak hosszabbak voltak. A nem taplalkozo
larvaszakasz soran szignifikans kiillonbséget talaltam a végsé testhossz (P<0,001) és a
végso testtomeg (P=0,018) esetében a mélyhiitésbdl szarmazd csoport javara. Egyik
vizsgalatban sem lehetett kiilonbséget kimutatni a mélyhiitott és a friss spermabol

szarmazo6 larvak megmaradasi eredményei kozott.

3.2. A siillo és a kosiillo fajban végzett kisérletek eredményei
3.2.1. A siillé sperma-mélyhiithetéség vizsgalatanak eredményei
Elso kisérlet

Minden igyekezet ellenére sem tudtam elkeriilni, hogy fejés kdzben a sperma ne
keveredjen vizelettel, igy a frissen fejt siilldsperma motilitasa 50+£17% volt. A
mélyhitott mintak koziil a legmagasabb felolvasztas utani motilitas 28+21% volt,
glikdéz higito és DMSO védGanyag hasznalata mellett, azonban statisztikailag
szignifikans kiilonbséget nem talaltam az egyes kezelések kdzott.

A Biirker-kamras szamolassal a siilldsperma stirlisége a kovetkezoképpen alakult
(spermium/ml): 1. egyed: 0,9375x10', 2. egyed: 1,01x10", 3. egyed: 0,7037x10', 4.
egyed: 0,66875x10'°, atlag és szoras: 0,83+0,17 x 10'.

A termékenyitési kisérletekben a legmagasabb termékenytilést (43+12%) szintén
gliikoz higité és DMSO védbéanyag kombinacidjaval értem el. Az adatok statisztikai
elemzése soran megallapitottam, hogy a higitdé nem, de az alkalmazott véddanyag

szignifikans (P=0,0338) hatassal volt a termékenyiilési szazalékra.
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Masodik kisérlet

A kisérletek soran az egyes himivaru siillo egyedektdl lefejt sperma mennyisége
igen csekély volt (kevesebb, mint 1 ml). A vizsgalatok soran a friss siilldsperma
motilitdsa 45+30% volt. Az el6z6 kisérlethez hasonldan itt sem tudtam elkeriilni a
sperma vizelettel torténd szennyezddését. A felolvasztott siilldsperma motilitasa igen
alacsonynak mondhaté (0-2%) a DMSO véddanyag jelenlétében hiitott mintakban, mig
a metanol védéanyaggal hiitott siillésperma motilitasa a higitasi aranytol fiiggetleniil
40% volt. A legmagasabb kelési aranyt (41£22%) metanol véddanyag hasznalata és 1:1
higitasi arany mellett kaptam, azonban az eredmények statisztikai elemzése nem

mutatott ki szignifikans kiilonbséget a kelési eredmények kozott.

3.2.2. A kosiillé sperma-mélyhiithetéségi vizsgalatanak eredményei

A friss kosiillé sperma motilitasa 60+£20% (n=5), mig a htott és felolvasztott
sperma motilitasa 30+£10% (n=3) volt. Ebben az esetben sem tudtam elkeriilni a sperma
vizelettel torténd keveredését. Nem talaltam szignifikans kiillonbséget a mélyhiitott,
majd felolvasztott és a friss sperma kelési eredményeiben, kivéve az 1. szamu him
esetében (P=0,031). A legmagasabb kelési aranyt (60+2%) a 4-5 himek kevert

spermaja eredményezte. A kontroll érték 60+6% volt.

3.23. A mélyhiitott siilllosperma keltetohazi felhasznalasanak eldkisérleti
eredményei

A Kkatéteres spermavétel eredményeként a frissen fejt siilldsperma motilitasa
63£10% lett. A spermakoncentracié a kisérletben 1,8571+0,1538 x 10, mig az 1 g-
ban talalhat6 ikraszemek szama 1367+54 volt, igy az egy ikraszemre jutd spermiumok
szama a 10 g-os ikratétel esetében 3,396x10°, a 30 g-os ikratételek esetében 1,132x10°,
mig az 50 g-os ikratétel esetében 6,792x10* koriil alakult. A felolvasztas utani motilitas
esetében 53+£5% volt, igy a frissen fejt és a felolvasztott mintak motilitas értékei kozott
szignifikans kiilonbség nem volt (P=0,1135).

Amikor 10 g ikrat termékenyitettem 1 miszalmanyi mélyhiitétt spermaval a
kikelt larvak aranya 47+4% volt, mig 30 g ikra termékenyitésekor 55£3%. A két
eredmény kozott ugyan nem talaltam statisztikailag szignifikans eltérést, azonban a t-

proba eredménye (P=0,05701) nagyon kozel all a szignifikancia-szinthez. Meglepd
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modon, amikor 50 g ikrat termékenyitettem egy miszalmanyi felolvasztott spermaval

87%-o0s kelést tapasztaltam, igaz ebben az esetben ismétlés nem volt.

3.3. A CASA rendszerrel mért eredmények
3.3.1. A CASA rendszerrel elemzett harcsasperma eredményei

Az egyes mintakban 947 és 2388 db spermium kozotti darabszamot vizsgalt a
rendszer a harcsasperma elemzés soran, ami atlagban 1462 db spermiumnak felel meg.
Az aktivaciot kovetd 15. masodperben minden esetben 59% feletti motilitas értékeket
kaptam, mig az id6 el6rehaladtaval a motilitds és sebesség értékek folyamatosan

csOkkentek minden minta esetében.

3.3.2. A CASA rendszerrel elemzett siillésperma eredményei

Siillé esetében a vizsgalt spermiumok darabszama 1230 és 2791 kozott alakult,
mig az atlagosan vizsgalt darabszam 1747 volt. Ebben az esetben is elmondhat6, hogy
egységesen a 15. masodpercben kaptam a legmagasabb motilitas és sebesség értékeket,

és a csokkend tendencia az 1d6 mulasaval ismét felfedezheto.

3.4. Uj tudomanyos eredmények

o Kidolgoztam egy a gyakorlatban is alkalmazhaté harcsasperma-mélyhtitési
modszert. A nagy mennyiségben (5 ml) hiitott, majd felolvasztott spermaval
biztonsaggal termékenyitheté 150-300 g ikra. A termékenyiilési és kelési
eredmények megegyeznek a gyakorlatban hasznalatos rutin  modszer
eredményeivel.

e Sziirkeharcsa esetében eldszor vizsgaltam a mélyhiitott és a friss spermaval
termékenyitett ikrabdl szarmazé ivadékok megmaradasanak ¢és novekedésének
paramétereit. Ez alapjan kijelenthetd, hogy az altalam kidolgozott mélyhtitési
modszerrel eldallitott ivadékok megmaradasa minden esetben eléri, esetenként
még meg is haladja a kontroll egyedek novekedését, mely tovabb erdsiti a
kidolgozott médszer gyakorlati felhasznalhatosagat.

e A vilagon eldszor mélyhttottem siilld spermat sikeresen, amelyet keltet6hazi

kortilmények kozott is teszteltem.

e A vilagon el6szor mélyhiitottem kosiillé spermat sikeresen.
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4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

4.1. A harcsa fajon végzett kisérletekbél levonhato kovetkeztetések
4.1.1. A hiitési idére és a sperma-ikra aranyra vonatkozé kisérletekbél levonhato
kovetkeztetések

Az 5 ml-es miiszalmaban mért hiitési paraméterek alapjan elmondhato, hogy 3
perces hiitést kovetéen nem elég alacsony a homérséklet (-45°C) a sejtek sériillésmentes
fagyasztashoz, ezért sziikséges hosszabb hiitési id6t alkalmazni. Az altalam hasznalt 7
perces hiitési id6 azonban mar megfeleld az 5 ml-es miiszalmak hasznalatahoz.

Uzemi mennyiségii ikratételek biztonsagosan termékenyitheték 1 db 5 ml-es
miiszalma segitségével. Kisérleteim soran kideriilt, hogy az egy miiszalmaban talalhato
2 ml sperma elegendd spermiumot tartalmazott 120 g ikra termékenyitésére is, igy
munkam soran tovabb ndvelhettem az egy miuszalmaval termékenyithetd ikra
mennyiségét.

A felolvasztast kovetéen nem tapasztaltam a sperma mindségében jelentds
romlast a kisérletek soran. Ennek egyik oka, hogy meghataroztam azt a hiitési idot,
mely a legjobb termékenyiilési aranyt eredményezte. Vagyis a mélyhiitott sperma nem

rontja a kelési aranyt a hagyomanyos, gyakorlatban hasznalatos modszerhez képest.

4.1.2. A szaporitasi szezonon Kkiviil gyiijtott harcsasperma vizsgalatabdl és
felhasznalasabol levonhaté kovetkeztetések

A vizsgalataim soran tett megfigyelések alapjan kijelenthetd, hogy a szaporitasi
szezonon kiviil gytlijtott harcsasperma ugyanugy alkalmas a mélyhiitésre, valamint az
lizemi szaporitas soran torténd felhasznalasra, mint a szaporitasi szezonban gytijtott

him ivartermék.

4.1.3. A mélyhiitott harcsasperma iizemi felhasznalisabol levonhatd
kovetkeztetések

Nagy mennyiségii sperma sikeres hiitését és felolvasztasat kvetden a kovetkezo
fontos 1épés az {izemi technoldgia kialakitasanal, hogy a felolvasztott spermaval nagy
mennyiségli ikrat tudjunk biztonsagosan termékenyiteni. Kisérleteimben 150-350 g

kozotti ikratételeket termékenyitettem 1 miszalma tartalmaval. Irodalmi adatok szerint
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100-200 g ikra keltetheté biztonsaggal egy 7 l-es Zuger-iivegben (SZABO 2000).
Minden esetben (1 kivételével) a kontrollal megegyezd kelési eredményeket kaptam,
mely bizonyitja, hogy nem értem el azt a sperma-ikra aranyt, ami mar kimutathato
csokkenést okoz a termékenyiilésben.

A vizsgalatok alapjan kijelenthetd, hogy a kifejlesztett modszer nagy

biztonsaggal alkalmazhato6 a keltet6hazi harcsaszaporitas soran.

4.1.4. A larvanevelési kisérletekbol levonhaté kovetkeztetések

A mélyhiitési modszer kifejlesztését kdvetden egy, a gyakorlati szakemberek
felol érkezo felvetést kellet koriiljarni, konkrétan azt, hogy a mélyhiitésbol szdrmazo
larvak megmaradasa és novekedése eléri-e a friss spermabol szarmazéd larvak
eredményeit. Vizsgalataimat kiterjesztettem mind a taplalkozo, mind a nem taplalkozo
larvaszakaszokra, ahol mindkét esetben azt kaptam, hogy megmaradas tekintetében
nincs kiilonbség a kontroll és a mélyhiitésb6l szarmazo larvak kozott. SOt nem
taplalkozo larvaszakasz esetében a mélyhiitésbol szarmazo larvak novekedése, illetve
taplalkozo larva szakaszban a mélyhiitésbol szarmazo larvak testhossza meghaladta a
kontroll larvak paramétereit.

A vizsgalatokat kovetden elmondhato, hogy a mélyhiitésbol szarmazéd lavak
megmaradasa semmivel sem rosszabb, novekedése pedig esetenként jobb értékeket

mutatott a friss spermabol szarmazo larvak eredményeinél.

4.2. A siillo és a kosiillo fajon végzett Kkisérletekb6l levonhato

kovetkeztetések
4.2.1. A siilld és a kosiillé spermamélyhiitésébol levonhato kovetkeztetések

Sill6 esetében a mélyhtitési technika kialakitasa soran a DMSO véddanyag jobb
termékenyiilést eredményezett a metanolnal, azonban a keltetohazi kiséretben ezzel
ellentétes eredményt kaptam. A szakirodalom mindkét véddanyag sikeres hasznalatara
tesz utalast kiilonb6zo halfajok esetében. Szamomra a keltetohazi felhasznalas a cél,
igy Osszességében az eredményekbdl arra kovetkeztettem, hogy a metanol-glikoz
kombinacid, 1:1 ardnyban higitva a spermaval alkalmasnak tlinik a siillésperma

mélyhiitésére.
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Kosiillo esetében azt talaltam, hogy a gliikkoz higitd €s a metanol véddanyag, 1:1
aranyban higitva a spermaval szintén alkalmas lehet a halfaj spermamélyhitésére.

A kezdeti kisérletek soran a felolvasztast kdvetd motilitds eredmények és a kelési
eredmények igen nagy mértékli szorast mutattak, mely problémat a sperma vizelettel
torténd keveredésének tulajdonitottam. Ennek kikiiszobolésére a fejést katéter
segitségével végeztem. Ebben az esetben a spermat a hal heréjébdl kozvetleniil egy
vékony gumicsdvon keresztiil fejhetjiik, meggatolva a sperma vizelettel vagy bélsarral
torténd keveredését. A katéter hasznalataval egy évvel késobb mar sokkal jobb

eredményeket értem el.

4.2.2. A mélyhiitott siillosperma Kkeltetohazi alkalmazasanak elékisérleteibol
levonhatd kovetkeztetések

A keltetéhazi kisérletek soran azt tapasztaltam, hogy az 1 db 0,5 ml-es
miszalmaval termékenyitett ikraadagok novelésével javult a kelési szazalék.
Megfigyeléseim szerint a kiilonboz6 ikraadagok eltéré modon viselkedtek a Zuger-
tivegben. A 10 g-os ikratételek enyhén Osszeragadtak egy csomoéba, mig a 30 g-os
adagok tobb kisebb csomoba rendezddtek, végiil az 50 g-os adagban az ikraszemek
szabadon gorogtek egymason. Annak ellenére, hogy 50 g-os tételbdl nem volt ismétlés,
az eredmény azt sugallja, hogy a nagyobb adagok alkalmazasa jobb kelési
eredményeket eredményez.

A 10 g-os ikratételekben az Osszeragadt ikracsomo kozepében 1évo ikraszemek
feltételezhetden érzékenyebbnek bizonyultak az esetlegesen eléforduld oxigénhianyra,
mint a nagyobb mennyiségii tételekben a lazabb ikratomegek.

Ezek az eredmények azonban utalhatnak arra is, hogy a metanol a kisebb
ikratételeknél relative nagyobb koncentracioban volt jelen, igy toxikus hatdsa
er6teljesebben hatott, mint a nagyobb ikratételek esetében. Az alacsonyabb sperma-
ikra arany a nagyobb ikratételeknél lathatban nem befolyasolta az eredményeket, ami

arra utal, hogy a sperma mennyisége feleslegben volt a kisebb ikratételeknél.

4.3. A CASA rendszer tesztelésébol levonhato kovetkeztetések

Az altalam kifejlesztett harcsasperma mélyhiitési modszer soran magas motilitas

értékeket kaptam a felolvasztast kovetéen, emellett a termékenyitési és kelési
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eredmények is magasak voltak. A szamitdgépes modszerrel (CASA) vizsgalt mintak

szintén magas motilitds eredményei a mélyhiitési modszer sikerességét tamasztjak ala.

A harcsa és a sillé spermdjanak motilitds vizsgalata sikeresen elvégezhetd a

CASA rendszer segitségével, mely a jovében megkonnyitheti a mélyhitésre alkalmas

mintak vizsgalatat és kivalasztasat.

4.4. Javaslatok

4.4.1. Javaslatok a harcsasperma-mélyhiités témakorében

Javaslom a larva megmaradasi kisérletek folytatasat hosszabb életkor eléréséig, de
mar tavi koriilmények kozott.

Javaslom megvizsgalni kiilonboz6 eljarasok segitségével, hogy a mélyhiitésbol
szarmazo6 larvak az egyes esetekben miért eredményeznek jobb ndvekedést.
Javaslom a CASA technologia motilitds eredményeinek Osszevetését
termékenyitési probakkal, tovabba javaslom a CASA technoldgiat beépiteni a
mélyhtitési eljarasba.

Javaslom hosszutdvon egy populacidgenetikai vizsgalatokkal aldtamasztott, a

megfeleld genetikai variabilitas meg6rzését célzo mélyhlitott génbank létrehozasat.

A mélyhttott harcsasperma technologiaja készen all a gyakorlati bevezetésre.

Ennek iizleti alapon torténd felhasznalasahoz a kovetkez6 javaslatokat tenném:

Javaslom az er6teljesebb marketing eszk6zok felhasznalasat, illetve gyakorlati
bemutatok rendezését a keltetéhazi szakemberek szamara.
Javaslom hosszutavon egy kereskedelmi alapon miikodé spermabank létrehozasat

a Halgazdalkodasi Tanszéken.

4.4.2. Javaslatok a siillésperma-mélyhiités témakorében

Sill6 fajon javaslom a 4, illetve 5 ml-es miiszalmak laboratoriumi és keltetohazi
tesztelését.

Javaslom a sperma-ikra arany tovabbi vizsgalatat.

Késiill6 fajon javaslom a siillon elvégzett kisérletek kivitelezését.

Javaslom a két faj spermajanak CASA technologiaval torténd vizsgalatat a jovoben

elvégzendd termékenyitési kisérleteket megeldzden.
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