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1. Bevezetés

A fejes domolyko (Squalius cephalus) hazankban egy igen elterjedt éshonos pontyféle,
kozvetlen gazdasagi haszna nem mondhaté jelentésnek, azonban a magyar horgaszok kedvelt
sporthala, mivel horgaszata nagy népszeriiségnek o6rvend. Horgaszati értéke miatt a domolyko
mesterséges szaporitasara, illetve ivadéknevelésére egyre nagyobb igény van (Bartucz et al.
2020). Szinte minden hazai folyoban, patakban el6fordul. Bar szereti a magas oxigén tartalmu
vizeket, jol alkalmazkodik kedvez6tlen koriilményekhez is (Harka & Sallai 2004). A domolyko
magyarorszagi allomanya stabil, azonban monitoring vizsgalatok alapjan egyes emberi hatasok
(pl.: mederszabalyozas) kovetkeztében jelenléte csokkend tendenciat mutat szamos domb- és
sikvidéki vizfolyasban (Weiperth et al. 2021). Az allomanyok fenntartasa és stabilizacioja
érdekében fontos a génmegdrzés, ebben nagy szerepe van a spermamélyhiitésnek. A mélyhiités
altal az €10 sejtek és szovetek évekig megdrizhetové €s tarolhatdova valnak. A sperma mindsége
rendkiviil fontos szempont. Nagy elénye, hogy barmikor felolvaszthaté és termékenyitésre
felhasznalhato (Horvath 2018). Nagy mennyiségi ikra termékenyitéséhez, precizen adagolhatod
az ellenérzott mindségli himivartermék. Ebbdl kifolydlag, ivasi iddszaktol filiggetlentil
hasznalhato a szaporitbanyag, mely Kivalo fitneszii tejesektdl szarmazik (Bernath 2016). A
jelenleg érvényes haldszati torvény (2013. évi CII. torvény a halgazdalkodasrol és a hal
védelméroél, 74§ (8): Kereskedelmi célu halaszati engedély a 2016-o0s naptari évre, valamint az
azt kovetd naptari évekre nem adhatd ki.) betiltotta a természetes vizeken a kereskedelmi
halaszatot 2016.01-t6l. Azonban a horgészat miatt az dshonos halak allomanyanak potlasa egy
megoldand¢ feladat. Ennél az oknal fogva a fejes domolyko szaporitasi, nevelési technologiajat
az utobbi években ki kellett dolgozni, viszont a hatékonysagat még novelni kell. Ennek egyik
eszkoze a genetikai tartalékok megdrzésén tal a spermamélyhiités. A pontyfélék
himivartermékének fagyasztdsa nagy multra tekint vissza, a jovOben is jelentds szerep harul a
modszerre a természetes vizi populacidok novelése €s gazdasagi haszna miatt. Ennek ellenére
mégis kevés publikdcioval taldlkozhatunk napjainkban a témaval kapcsolatosan a domolykd
fajban (Bernath et al. 2021). Munkam célja a spermamélyhiités gyakorlati szemponti
fejlesztése volt domolyko esetében, tovabba az eljaras sordn az egyedek oOrokitdanyaganak
hatékony ¢és szelektiv tarolasa. Ezen vizsgalatok eredményei hozzajarulhatnak a termeld
szervezetek esetében a nagymennyiségii mélyhiitott himivartermék  megfeleld
felhasznalasdhoz. A kifejlesztett modszerek jovobeni alkalmazésa eldsegitheti a génmegdrzési

torekvéseket, valamint a faj természetes populacidinak fenntartasat.



1.1. Célkitazések

Munkémban a kovetkezd célokat tliztem ki:
1. Kétféle hormonkészitmény hatékonysaganak vizsgalata a fejes domolyko esetén.
2. A 4 ml-es kriocs6, valamint az 5 ml-es miiszalma 6sszehasonlitasa a fagyasztas soran.
3. Két kiilonbozo fagyasztasi modszer 6sszehasonlitisa a szaporitds soran.

4. A friss és mélyhiitott sperma dsszehasonlitasa a fejes domolykd szaporitds soran.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A domolyk¢ faj bemutatisa
2.1.1. Jelent6ség és hasznositas

Annak ellenére, hogy az egyik leggyakoribb ¢s viszonylag nagyra névé pontyfélérdl van
sz0, igen kevés informacid és adat all rendelkezésre a hazai halaszati hasznositasarol. Ennek
oka, hogy a halaszatban, a fogasok soran nem kiilonitik el a fogott egyedek mennyiségét mas
keszegfajokétol. A horgaszatban kozkedveltsége egyre nd, mivel a pergetd és legyezo
horgészoknak igazi kihivas a megbecserkészése, megfogasa. (Weiperth et al. 2021). Horgaszati
sportértéke meghaladja a gasztronomiai jelentdségét, bar a htisa puha, igen szalkas ez pedig a

fogyasztok szamara egy jelentds ellenérv (Harka & Sallai 2004).

2.1.2. Rendszertan

Orszag: Animalia — Allatok
Torzs: Chordata — Gerinchtrosok
Altorzs: Vertebrata — Gerincesek
Osztaly: Actinopterygii — Sugarastiszoju halak
Alosztaly: Neopterygii — Ujtiszojtak
Tagozat: Teleostei — Valodi csontoshalak
Rend: Cypriniformes — Pontyalakuak
Csalad: Cyprinida — Pontyfélék
Alcsalad: Leuciscinae
Nemzetség: Squalius

Faj: Squalius cephalus — domolykd (Linnaeus 1758) (Pintér 2015)

2.1.3. Kornyezeti igények

A domolyké egy aramlast kedveld, folyovizi hal. Okolégiai igényét tekintve a tiszta,
magas oxigéntartalmu Vvizet részesiti elényben, de jellemz6 ra, hogy alkalmazkodik egyéb
koriilményekhez (pl. oxigénben szegényebb vizekhez, banyatavakhoz) (Pintér 2002). Jol tiiri a
brakkvizet, melynek a sotartalma nagyobb, mint az édesvizé, de kisebb, mint a tengervizé.
Annak ellenére, hogy korabban {6 alloményalkoto faj volt, némely patakban a nagymértékben
Kitett urbanizacios hatasok okan napjainkra teljesen eltiint (Weiperth et al. 2021). Kis folyok
esetében megkiilonboztethetd domolykd, illetve sligér szinttaj. Elébbire jellemzd, hogy kemény

a meder, altalaban durva homok, marga, kavics, vagy kemény anyag alkotja. Ezen szinttaj



oxigéntartalma és homérséklete széles hatarok kozt mozog. A fenékjaro kiillé (Gobio gobio),
illetve a kovicsik (Barbatula barbatula) mellett gyakori hala a domolyké is, de sujtasos kiisszel
(Alburnoides bipunctatus) is talalkozhatunk ebben a zondban. Ezek a kornyezeti viszonyok

jellemzik a kozéphegységi patakok jelentds részét (Hegyi et al. 2021).

2.1.4. Elterjedés, élohely

A fejes domolykd aramlas kedveld (rheofil) faj, ezért a pisztrangszinttajban a
leggyakrabban eléforduléd pontyféle, de a pér, paduc, és a marnazdnaban is talalkozhatunk vele.
Szerepe fontos a hegyvidéki tarozok halallomanyaban is. Elterjedési teriilete Europa és Kis-
Azsia, azonban a Skandinav-félsziget északi részeirél hianyzik. Korabbi ismereteink szerint
frorszagban sem volt fellelhetd, azonban friss kutatisok szerint mara ott is megjelent (Caffrey
et al. 2008). El6fordulasanak keleti hatara a Volga, az Ural és a Don folyd. Eurdpa déli részén
tobb alfajt is leirtak. Kozép-Olaszorszag, Albania és Dalmacia teriiletén a Squalius cephalus
albus, Dél-Franciaorszagban és Eszak-Olaszorszagban a S. ¢. cabeda, a Sztruma, Marica és
Meszta folyokban a S. c. macedonicus, Spanyolorszagban a S. c. pyrenaicus, valamint
Macedoniaban és a Vardar folyoban a S. c. vardarensis lelhet fel. Magyarorszagon szinte
minden patakban, csatornaban, folyoban és Sok tiszta vizii allovizben is megtalalhaté volt (1.

abra) (Harka & Sallai 2004; Pintér 2015).

1. abra. A domolyk¢ (Leuciscus Cep_halus) elterjedése Magyarorszagon. A pontok az allomanyfelmérd
halészatok és a horgaszati fogasi adatok alapjan rogzitett domolykofogasokat jelolik (Forras: Harka és Sallai
2004).

Természetesvizi alloményai sok helyen megfogyatkoztak, ennek oka a tulhasznosités, az

ivohelyek eltlinése, valamint a vizszennyezés. JO az alkalmazkoddképessége kedvezdtlen



koriilmények kozott is. A marna szinttajhoz tartoz6 nagyobb patakokban, folyokban is kivaldéan

érzi magat (Harka és Sallai 2004).

2.1.5. Testfelépités

A fejes domolyko tetemes méretiire megndhet, stlya két kilogrammnal is tobb lehet,
illetve a 40-60 cm hosszusagot is elérheti (Kottelat & Freyhof 2007). Teste aramvonalas, orso
alaku, oldalrdl enyhén lapitott. Feje viszonylag nagy, a homlokrész széles. Az irisz eziistos,
vagy sarga, megfigyelhetd alul egy fekete, fent egy zoldes barna pont. Szaja nagy, kissé
felséallasu, csucsba nyilo, szeglete eléri a szem vonalat. A hatiszo némileg hatrébb kezdddik,
mint a hastsz6, szegélye egyenes vagy kissé domboru, amelyben 8-9 lagy Giszosugar talalhato.
A nyuldomolykdval dsszevetve ezen tulajdonsag jelenti a legnagyobb kiilonbséget a két hal
kozott. A tobbi Leuciscinae alcsaladba tartozo fajhoz képest kevésbé bemetszett a faroktiszoja.
Lagy tszosugarak talalhatoak a farok alatti uszojaban, melynek szama 7-9, szegélyiik dombort
(Lente et al. 2021). A domolyko hata barnas-zold, vagy fekete szinti. Oldala aranyos, vagy
eziistos csillogasu, mely vizteriiletenként valtozo. A hasan talalhat6 Gszéi halvany pirosak, vagy
narancssargak, mig a tobbi sotétsziirke. Eltérés mutatkozik a fiatal egyedek tiszdjanak szinében,
mert ekkor egységesen sziirke szinli mindegyik (Pintér 2002). A pikkelyére jellemzd, hogy

vastag, nagyméretli, szélét barnas-feketés pettyekbol allo minta szegélyezi. (Lente et al. 2021).

2.1.6. Taplalkozas

A domolykd egy falank, mindenevé hal. Jol adaptalodik az adott taplalkozasi
koriilményekhez. A ragadozokhoz hasonldoan minimalisan, de télen is taplalkozik (Pintér 2002).
A kelést kovetd 3-4 napon a taplalkozas a szikzacskokbol torténik. Ennek felszivodasat
kovetden utan kiillonbozoé méretli planktont fogyaszt. A ndvekedés eldrehaladtaval 6 taplalékai
a bentoszban €16 rovarlarvak, algak, illetve juvenilisek. A kifejlett egyedek férgeket,
puhatestiieket, rakokat, viz felett repdesd vagy a vizre hull6 rovarokat fogyasztanak (Mézes
2021). A feln6tt domolyko is mindenevd, hiszen taplalkozasaban megmaradnak a gerinctelen
allatok, a vizbe hull6 magok és gyiimolcsok (Kottelat & Freyhof 2007). A taplalékhalozat
magasabb szintjén helyezkednek el, hiszen méretének ndvekedésével egyenesen aranyosan,

egynyarasan mar halat is taplalékul ejt (Czeglédi & Erés 2013).

2.1.7. Szaporodas és indukalt szaporitas

A halak szaporitd szervrendszerét a gonddok és az ezekhez kapcsolodd jarulékos

ivarszervek alkotjak. Az ikras hastliregének két oldalan helyezkedik el a paros petefészek. Ez



vaskos zsakka formalodik, amikor a petesejtekkel telitédnek. A tejes ivarmirigye szintén a
hasiireg két oldalan elhelyezkedd here. Zsakszertien kitelik az ivarsejtek termelddése soran
(Harka & Sallai 2004). A domolykd az ivarérettségét 3-4 éves korban éri el, a tejesek korabban,
mig az ikrasok 1-2 évvel korabban. Naszidoben a himek feje alatt és az oldalvonala koriil
epidermisen elszarusod6 hamkiemelkedések jelennek meg. Ez az ugynevezett dorozsma, vagy
naszkiiités (Pintér 2002). fvasuk akar négy hétig is tarthat, mely a majus-janiusi idészakra esik,
de eldfordulhat, hogy augusztusig is kihuzddik. Mivel a litofil halfajokhoz tartoznak, ezért a
folyovizek kavicsos aljzat mederszakaszain, sodrasban torténik az ivas folyamata (Jaszfalusi
1944). Az ikrasnak koriilbeliil 25-100 000 ragadods ikraja van, ami 1,3-1,5 milliméter atmér6ji
(2. abra). A folyok sekélyebb mélységli kiontéseinek novényeire, a kdves meder aljara,
kavicsokra teszi le ragacsos ikrait. Az embrionalis fejlddés 18-19 °C fokos vizben torténik, 4-
6 nap leforgasa alatt. A kikel6 larvak 8-9 mm hosszuak (Kottelat & Freyhof 2007).

Habéar a domolyko jelenleg még kis gazdasagi jelentdséggel bir, szaporitasi technologiaja
mar kialakuléban van és a jovOoben szamithatunk a nagyobb mértékii térhoditasara. A
pontyfélék szaporitasanak alapjat a természetes ivohelyen begytijtott anyahalakbol szarmazo
ikra és tej adhatja ivasi id6szakban. Ezen halak begylijtése elektromos halaszgéppel torténik.
Kizarolag az ikrat, vagy tejet folyatd hal keriilhet a partra, ilyen egyedek esetében nem
sziikséges hormonalis indukci6 alkalmazasa. A természetes ¢léhelyen (jelen esetben vizparton)
torténd sperma fejésével olyan stresszfaktoroktdl ovjuk meg a halakat, mint a szallitas,
hormonkezelés, medencés tartas. A mddszer hatranyként emlithetd, hogy a szaporitas idépontja
nem tervezhetd, mivel az ivas kornyezeti tényezdk hatasara kezdédik meg. A hémérséklet, vagy
vizszint ingadozasa az ivas elmaradasat is eredményezheti. Az eljaras id6- és munkaigényes, a
halaszat megszervezése és engedélyeztetése pedig gyakran nehéz feladat. A szaporitas
megkonnyitése érdekében pontyféléknél is kidolgoztak a keltet6hazi, indukalt halszaporitas
modszerét. Ennél a technikanal a hormonindukcio megfelelé idozitése lehet a kulcskérdés.
Egyes rheofil fajok kiillemi, csak az ivasi idészakban jellemz6 jegyekkel jelzik, hogy készen
allnak a szaporodasra. Ilyen morfologiai elvaltozas lehet az ikras halakon a naszkiiités, vagy a
petefészek novekedése altal megduzzadt hasfal. Az ikrak kelése utan az egyik legkisebb méretii
larva a domolykoé a pontyfélék koziil. Zart rendszerti larvanevelésnél ajanlott sorakra (Artemia
salina) alapozni a takarmanyozast. Domolyko esetében Kis termete miatt jelentésége van az
artémia méretének is, igy célszeri micro Artemiat (280.000 pete per grammal kisebb)
alkalmazni. A faj elénevelése soran ajanlatos 20-23 °C fokos vizhdmérsékleten valo tartas
(Szabd & Csorbai 2021).



2. abra. Fejl6dé domolyko embriok mikroszkopikus fotoja 48 oraval a termékenyitést kovetéen. (Fotd: Csenki-
Bakos Zsolt)

2.2. A halsperma mingésitése- és mélyhiitése
2.2.1. A spermamotilitas és vizsgalata

A kiilsé megtermékenyitésii fajok esetében a sperma immobilis, nyugalmi allapotban van
a szeminalis plazmaban. A sejtek aktivalédasahoz fajspecifikus vizes kozegre vagy aktivalo
oldatra van sziikség. Az aktivalo oldatok hatdsara ozmotikus nyomaskiilonbség alakul ki a
spermiumok koriil. A sejtek mozgasat a tengeri fajoknal az ozmolalitds novekedése, mig az
édesvizi fajoknal az ozmolalitds csokkenése valtja ki (Bernath 2016). Erdemes specifikus
aktivalo oldatot hasznalni az adott halfajra, mert az aktivacidt nem minden esetben valtja ki az
ozmotikus nyomaskiilonbség. Egyes halfajok esetében, példaul a lazacféléknél (Salmonidae) a
csokkenése sziikséges a sejtek mozgasihoz. Ugyelni kell a szennyezd anyagtoktol vald
elzartsagra eldaktivacio soran, mivel azok ronthatjak a spermiumok termékenyitd képességét.
(Cosson et al. 2008). A spermiumok mozgasi sebessége az aktivaciot kovetéen viszonylag
nagy. Az ugynevezett CASA (Computer-assisted Sperm Analysis) a legmegfelel6bb mérési
modszer spermavizsgalatra. A rendszer egy specialis szoftver, valamint egy mikroszkop
segitségével kiszamolja a mozgd himivarsejtek szdzalékos ardnyat, valamint valos idejii képet

biztosit a mozgas intenzitasara vonatkozoan (Cloud & Patton 2009; Bernath 2016).
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2.2.2. A spermamélyhiités elméleti alapja

A spermamélyhiités egy olyan biotechnologiai modszer, amely altal a tejes halak
genetikai 0rokitd anyaga hossza tavon, akar korlatlan ideig tarolhato. Célja a biologiai 1d6
megallitasa, a genetikai allomany meg0rzése, a fajvédelem. Szerepe fontos a haltenyésztésben.
¢letképes hering spermiumokat sikeriilt felolvasztania (Bokor 2009). A membranateresztd
képesség, valamint a viz vandorlasa a sejtek mélyhiitésének alapja. Kevésbé permeabilis a
nagyobb sejt sejthartyaja, ebbdl kifolyolag lassabban fagy meg. Ezzel szemben a kisebb sejt
esetében, mely atjarhatobb membrannal rendelkezik a viz szdmadara, gyorsabb a fagyas. A
fagyaspontot a kiilonb6z6 oldott anyagok mennyisége befolydsolja. A tiszta viz, ionokat nem
tartalmaz, fagyaspontja 0 °C. Az allati sejtek nagy mennyiségli Vvizet, szénhidratot, oldott
cukrot, sot, fehérjék tartalmaznak, melyek nélkiilozhetetlenek a sejtszervecskék és a
sejtmembran felépitéséhez ¢és mikodéséhez. A viz részlegesen at tud hatolni a
plazmamembranon, ami egy féligateresztd hartya. Az atjutas csak a nagyobb molekulak
szamara jelent problémat. Az emlitett sejten kiviili és sejten beliili tér kozotti aramlas
elengedhetetlen, hiszen igy biztositja a két oldal kozotti, kiilonbdzd anyagok egyensulyat

(Bernath 2016).
Id6rendben az alabbi négy sejt-mélyhiitési folyamat kiilonitheto el:

- Elsé fazis: a jégkristalyok kialakulasat megel6zé hiitési folyamat. Nincs nagy
jelent6sége a mélyhtités alakulasaban a halsperma esetében, viszont fontos kritérium,
hogy a sejtek folyamatos hémérsékletingadozasnak nem tehetdk ki.

- Masodik fazis: a kristalyok kialakuldsa. A fazis soran kitlizott cél, hogy a fagyaspont
kozelében a jégkristalyok kialakulasa egyenletesen j6jjon létre a hiitdmédiumban, a
h6fazio altal okozott hdmérsékletvaltozast minimalisra csokkentve. A sejteken kiviili
kozegben megkezdddik a jegesedés a sejtek és az azokat koriilvevé médium lehiilése
altal. A sejtbdl kidramld viz miatt a sejt €s kozvetlen kornyezetének homérseklet
emelkedik, a sokoncentracio a sejten beliill megnd.

- Harmadik fazis: a mintak tovabbi hiitése. Ebben a szakaszban a sejtek -10 °C-tol -40
°C-ig hiilnek. A viz sejtekbdl valo kiaramlasahoz minél lassabb mértékben sziikséges
csokkenni a hdmérsékletnek, azonban meg kell talalni a legmegfelelbb intervallumot,
hogy a magas sO6 koncentraciotol megvédje a sejten beliili teret, mivel itt a

héingadozasnak gyorsnak kell lennie.
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- Utolso fazis: a sejtek ebben a szakaszban hiilnek le a tarolas soran sziikséges

homérsékletre (Cloud & Patton 2009; Bernath 2016; Nagy 2019; Izsak 2019).

2.2.3. Kiilonbo6zo6 fagyasztasi modszerek bemutatasa

A halsperma mélyhiitésére tobbféle eljaras alkalmazhato. Az elsé modszer a szarazjég
hasznalata, mely a tobbi moddszerhez képest nem bir nagy koltségekkel, tovabba ez a
legegyszeriibb eljards. A szarazjég szublimacidos hémérséklete -78,5 °C. A szarazjégtomb
feliiletén 1évo mélyedésekbe a spermamintdkat higitott formaban cseppentik, mely ugynevezett
pelleteket képez. A moddszer hatranya az, hogy nem optimalizalhaté a hiitési sebesség. A
masodik mélyhiitési modszer a hideg alkoholos fiirds. Ebben az esetben egy hdszigetelt
taroloegységbe folyamatosan aramoltatjak az alkoholt (metanolt, etanolt vagy izopropanolt),
igy elérik akar a -78 °C is. A szarazjég adagolasaval szabalyozzak a hiités sebességét, melynek
hatranya, hogy hirtelen buborékképzédés alakulhat Ki, ezaltal csokkenhet a mélyhiités
eredményessége. Az el6z6 modszerrel Osszevetve ezen eljaras mondhatd hatékonyabbnak. A
legelterjedtebb mélyhitési technologia alapja a cseppfolyds nitrogén hasznalata, mi szerint egy
hészigetelt edény (pl. kanniszter) folyékony nitrogént tartalmaz, amely a hiitdkozeg. A
spermamintdkat miiszalmékba, esetleg hiithetd ampulldkba teszik. Ezeket vagy a folyékony
nitrogénbe vagy a rajta elhelyezett hiitokeretre helyezik (3.abra). A minta tdvolsaga a folyékony
nitrogén felszinét6l befolyasolja a hiitési sebességet. Elonye tovabba, hogy gyakorlatban
konnyen kivitelezhetd, valamint alacsony a koltségvetése. A negyedik modszer a
programozhaté mélyhiitd berendezés hasznélataval torténik. Ez a leginkabb szabalyozhat6
technika. Elére megirt szamitogépes program alapjan keriil a hiit6térbe a cseppfolyos nitrogén
gbze, ezaltal a hitési sebesség optimalizalhato. Elénye, hogy a fontos valtozok, melyek a
fagyasztast befolyasoljak, alland6 értékekkel birnak. Hatranyaként emlithetd, hogy ara és
tizemeltetési koltsége dragabb, illetve terepen kevésbé alkalmazhatd (Bokor 2009; Thapliyal
2011; Bernath 2016; Nagy 2019)

12



b
3. abra. A miiszalmaba t61tott spermamintak folyékony nitrogénben térténd mélyhtitése (Fotd: Dr. Bokor
Zoltan)

2.2.4. A mélyhiitott sperma tarolasa és felolvasztasa

A mintdk elhelyezésekor nélkiilozhetetlen a megfeleld jelolés, enélkiil akar
osszekeveredhetnek a fajok és fajtiszta allomanyok genetikai anyagai (Cloud & Patton 2009)
az esetleges hosszll éveken tarto tarolas sordn. A tarolas targyi feltétele a folyékony nitrogénnel
toltott kanniszteres kanna, melyben gobletekbe helyezve taroljak a miiszalméakat és
kriocsoveket. Ebben a megfeleld hémérséklet folyamatosan biztositott, elegendd mennyiségii
nitrogéntartalom esetén. A felolvasztas vizfiirdében torténik, amely hémérséklete kb. 40 °C. A
mintak felolvasztas soran a megfeleld sebességre, a fagyasztashoz hasonloan figyelni kell A
felolvasztas ideje és sebessége faj, illetve taroloméret specifikus. Dinamikus, gyors felolvasztas
sziikséges a miiszalmak esetében, ami. 0,25 ml-s méret esetében 5 masodpercet, 0,5 ml-s esetén
pedig 13 masodpercet jelent. Az olvasztas sebessége befolyasolja a sejtek életképességét. A
sejtmembranban tjra kristalyosodas torténhet, ha tal gyors az olvasztas, ami. sejthalalt okozhat.

Lassu olvasztas esetében pedig a sejtbdl til sok viz aramolhat ki, ami dehidrataciot idézhet eld
(Thapliyal 2011).

2.2.5. A spermamélyhiités jelentosége horgaszati szempontbél

A horgészat jelentds tarsadalmi hatassal bir, mint szabadidds tevékenység. Hazankban
koriilbeliil 700.000 a horgaszok 1étszama. A horgasztarsadalom igényeinek kielégitése miatt
szamos kiegészit6 iparag (horgaszfelszerelés, etetbanyag, csalétkek gyartasa) fejlédése ment
végbe az utobbi évtizedekben. Az elmult id6ben megnétt az intenziv, horgaszati célra kialakitott

vizek szama. Ebbdl kifolydlag gazdasagi szempontbol is indokolt a halfajok folyamatos
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szaporitasa, telepitése. Ezen folyamattal parhuzamosan a jovOben novekvd keresletre
szamithatunk a gazdasagilag jelentOs halaink mélyhitott ivarterméke irant. A mddszer lehetdvé
teszi az esetleges szezonon kiviili szaporitast is. A sperma mélyhiitése lehetdséget biztosit a

horgaszati és gazdasagi szempontbdl is fontos halfajok génmegbrzésére (Bernath et al. 2021).

2.2.6. A spermamélyhiités eddig elért eredményei horgaszati szempontbol jelentos
pontyfélékben

Az édesvizi és tengeri halfajok genetikai allomanyainak in vitro megdrzésének gyakran
alkalmazott modszere az oOrokitdanyag alacsony homérsékleten vald taroldsa. Ezzel a
modszerrel a mintak akar tobb évszazadon at megdrizhetdek is lehetnek folyékony nitrogénben
(Cloud & Patton 2009). Fejes domolyko, paduc és szilvaorri keszeg fajban minddssze egy
publikalt eredménnyel talalkozhatunk Lahnsteiner et al. (2000) kisérleteiknek keretében.
Eredményeik magas motilitast mutatnak (domolyd 61+5%, paduc 49+13% szilvaorrii keszeg
65+11%). Urbanyi et al. 2011-es munkajukban a bodorka (Rutilus rutilus) és a karikakeszeg
(Blicca bjoerkna) spermamotilitasat vizsgalta, elobbi fajnal 77+6%-os, még utobbinal 63+2%-
os értéket kaptak(Bernath et al 2021). Kevesebb vizsgalatot folytattak a tobbi pontyféle
spermajanak mélyhiitésér6l. Durbin (1982) az amur himivartermékét 0,73% NaCl, 0,75%
NaHCOs és 10% DMSO hasznalataval hiitdtte. Eredményként egy éves tarolas utdn 57%-0S
termékenytilést ért el. Zhang és Liu (1992) az amur, fekete amur és a fehér busa spermajanak
hiitésekor 80-92% koriili termékenytilést értek el, 0,3% NaCl, 6% glikoz, 0,05% NaHCOs3
Osszetételll higitd és 10% DMSO véddanyag hasznélataval (Urbanyi 2011). Annak ellenére,
hogy bar nagy multra tekint vissza és gazdasagilag és a természetes populacid ndvelése
érdekében is fontos lenne a pontyfélék himivartermékének fagyasztasa, napjainkban mégis

kevés kutatas és publikacio jelenik meg (Bernath et al. 2021).

14



3. Anyagok és modszerek

Az elvégzett vizsgalatokat a MATE-SZIC/1742-1/2022 iktatészamt ,,Kiilonb6zo
génmegOrzési és lizemi fejlesztése” cimii allatkisérleti igazolas jovahagyasaval hajtottuk végre
(Magyar Agréar- és Elettudomanyi Egyetem, Szent Istvan Campus, Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsag).

3.1. Kisérleti allomany tartasa és kezelése

A kisérleti anyadllomany az Ipolyrél szdrmazott. Befogasuk elektromos halaszgéppel
tortént 9,55 °C-os homérséklet és 13,59 mg/l oxigénszint mellett. Az allomany a MATE
Akvakultira ¢és Kornyezetbiztonsagi Intézetének Halgazdalkodasi Tanszékére Kkertilt
behelyezésre, recirkulacios halnevelé rendszerbe, folyamatosan ellendérzott koriilmények
mellett (4. abra). Behelyezés el6tt egy temperald kozegbe (4. abra) raktuk a domolykokat, hogy
a szallitas utan akklimatizalodjanak a rendszerviz homérsékletéhez. Ezt kovetéen egy rovid
(nagyjabol fél perces) sofiirdé (2,5%-0s oldatban) kovetkezett, hogy fertétlenitsik az

allomanyt, igy elkeriilve az esetleges parazita-behozatalt.

4. abra. Tejes egyed temperalast megel6z6en (Fotd: Molnar Jozsef).
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Az ikrasok egy haloval ellatott medencébe keriiltek, a halo ala pedig a tejes egyedeket
helyeztiik el, igy kiilonitettiik el 6ket ivar szerint. A halak behelyezése utan 8 napot vartunk az
elso kezeléssel, mivel a szallitas egy jelentds stresszfaktor szamukra, igy fontos volt elegendd

1d6t hagynunk, hogy megszokjak az 0j kozeget.

A behelyezett domolykok testtomegét és testhosszat (5. abra) egyenként lemértiik. Az
allomany atlagos testtomege 917,13+£269,56 g, atlagos testhossza pedig 36+3,21 cm volt a
néivarban, még a himek esetében ugyanezen paraméterek 746,6+268,08 g, illetve 33,1+4,25

cm voltak.

5. abra. A domolyk¢ testhossz mérése (Foto: Dr. Bokor Zoltan).

3.2.  Altatas és fejés

Az oltast megel6zGen a tejeseket 2-fenoxietanolt (99%, 0,4 ml/l) tartalmazd vizben
boditottuk, majd nedvesitett torolkozore helyeztiik. A spermacid indukaldsdhoz a vizsgalattol
fiiggden hipofizis vagy Ovopel tartalmi kezelést alkalmaztunk. A hormont fiziologias
sooldatban (0,9% NaCl) oldottuk fel, ezt kovetden injekcios tiivel a halak hasuszdjanak tovénél
beinjektaltuk a hasiiregbe, mindkét oldalrol. A halak jelolését a farokuszo alsé végének kis
méretli, de vizudlisan jol érzékelhetd vagasaval végeztikk. A fejést a domolykok hasfalanak
hosszanti masszirozasaval hajtottuk végre. (6. abra). Az ikrasokat szintén 2-fenoxietanolban

altattuk fejés és termékenyités elott.
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6. abra. A domolyk¢ fejése (Foto: Dr. Varkonyi Levente).
3.3.  Spermamotilitas vizsgalat

A spermiumok vizsgalatit egy mikroszkophoz kotott, szamitogép 4ltal vezérelt
spermavizsgalo rendszerrel végeztiik (CASA, Sperm VisionTM v. 3.7.4., Minitube of America,
Venture Court Verona, USA). A sejtek aktivacidjahoz egy, a ponty fajra korabban kidolgozott
(45 mM NaCl, 5 mM KCI, 30 mM Tris, pH: 8,0+0,2; ozmolalitas: ~300 mmol/kg) oldatot
hasznaltunk (Saad et al. 1988) Az oldathoz 0,01 g/ml BSA-t (bovine serum albumin,
szarvasmarha szérum albumin) adtunk, igy akadalyoztuk meg a sejtek letapadasat. A kisérlet a
pPMOT (progressziv motilitas %), VCL (curvilinear velocity-sebességre utald paraméter, pm/s),
illetve a LIN (linearity-egyenestdl valo eltérésre vonatkozo paraméter, %) vizsgalatara terjedt

ki (Bernath 2016).

3.4. Sperma mélyhiités és felolvasztas

A sejtek mélyhtitéséhez egy a kutato csoportunk altal korabban kidolgozott és mddositott
csuka higitot alkalmaztunk (205 mM gliikkéz, 20 mM NaCl, 25 mM KCI, 1 mM Na;HPO4 *
12H.0, 1 mM MgCIz * 6H20, 1 mM CaCl; * 2H20, 20 mM Tris, és 0,5% BSA, pH: 8,0+0,2
(ozmolalitas: 331 mmol/kg) (Molnar et al. 2020; Varkonyi 2021). Véd6anyagként 10%
metanolt hasznaltunk (Bernath et al. 2015) A kisérletek folyaman 1:9 és 1:1 (sperma: higito+
védbanyag) aranyban higitottuk a spermat. A mintakat (vizsgalattol fiiggéen) 0,5 és 5 ml-es
miszalmaba, valamint 4 ml-es kriocsovekbe toltottiik. A mélyhiitést két protokoll alapjan
végeztiik, 3 cm-en a folyékony nitrogén gézében, polisztirol kereten (3 és 7 perc idétartamban)
(7. abra), illetve programozhaté fagyaszté berendezésben (CRF-Controlled-rate Freezer,
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IceCube 14s, IceCube Series v. 2.24, Sy-Lab, Neupurkersdorf, Ausztria) 15 °C/perc hiitési
sebességgel, 4 °C-os kiindulasi és -160 °C végponti homérsékletre torténd fagyasztassal
(Horvath et al. 2003; Bokor et al. 2019; Varkonyi 2021). A sperma felolvasztasat 40 °C-0s
vizfiirddben (ThermoHaake PS5, Thermo Electron Corp, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt
Allamok) végeztiik. A 0,5 ml-es miiszalmakat 13 masodpercig, az 5 ml-es miiszalmakat 35
masodpercig, a 4 ml-es kriocséveket 2 perc 15 masodpercig olvasztottuk (Bokor et al. 2007 és
2019; Varkonyi 2021).

7. abra. Miiszalmak mélyhtitése a folyékony nitrogén gbzében, polisztirol dobozban. (Fotd: Dr. Bokor Zoltan)

3.5. Szaporitas

A tapasztalatok alapjan a leginkabb bevalt aranyt alkalmaztuk keveréshez, mely a
kovetkezo: 1 liter ikrahoz 10 ml him ivarterméket adagolunk szarazon, amelyet 6sszekeverés
utan a 100 ml termékenyitd oldattal aktivalunk (SZABO et al. 2000). Ezt kdvetéen az
ikratételek duzzasztasat, illetve ragadossaganak elvételét a Woynarovich-féle oldattal vittiik
véghez, melynek Osszetétele a kovetkezd; 10 liter viz, 40 g konyhasé és 30 g karbamid
(WOYNAROVICH 1962). A tételeken célszerti a rendszeres vizesere végrehajtasa. A folyamat
nagyjabol 1-1,5 oraig tartott, folyamatos keverés mellett. Ezen 1épést kovetden az ikrat
csersavas oldattal rovid ideig, tobbszor (10 liter vizbe 5 g por allaghi csersavat keveriink)
kezeltik és atmostuk (WOYNAROVICH & WOYNAROVICH 1980). A 1épést kovetden
végleg megsziinik az ikra ragadossaga. Minekutana a tételeket 7-9 literes Zuger-iivegekbe
helyeztiik, amelyben egészen a kelésig fejlédtek. Edényenként 1-1,5 liter duzzadt ikrat célszeri
Kihelyezni. Az tivegeken kezdetben enyhe vizatfolyast biztositottak, melyet a fejlddés soran

fokozatosan noveltiink. Az embriogenezis 21-22 °C-on 3 napig tartott, melyet 60-70 napfokban
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hataroznak meg (az eltelt napok szama szorozva a napi atlagos vizhémérséklettel) (HORVATH

& URBANYI 2004).

3.6. Elvégzett Kkisérletek

3.6.1. Két kiilonb6z6 hormonkészitmény hatékonysaganak vizsgalata

Az elso kisérlet soran két kiilonb6zo, a gyakorlatban alkalmazott hormonkészitménnyel
(1 Ovopel golyo/testtomeg-kilogramm és 4 mg pontyhipofizis/ttmkg) torténd oltast kovetden
rogzitettik a sperma motilitasat. Ezt kovetéen 0,5 ml-es miiszalmaban mélyhiitottik az
ivarterméket 1:9-es higitasi arany mellett (N=7-7). A felolvasztast kovetden 6 6ran at vizsgaltuk

a mintak motilitasat és rovidtavh tarolhatosagat (4°C-on).

3.6.2. A 4 ml-es kriocs6, valamint az 5 ml-es miiszalma 6sszehasonlitasa a fagyasztas
soran

A vizsgalat soran két mélyhiitési modszert eredményességét hasonlitottuk dssze, ehhez 5
Ovopellel oltott tejes egyed himivartermékét nyertiik ki. A spermat 4 ml-es kriocsébe és 5 ml-
es miiszalmakba toltve mélyhttottiik polisztirol dobozban. A fagyasztashoz modositott csuka
higitot hasznaltunk 1:9 higitasi aranyban (sperma: higito+védéanyag). Véddanyagként 10%
metanolt alkalmaztunk. A spermamintakat a fagyasztast megel6z6en, valamint az olvasztast

kovetden CASA rendszerrel vizsgaltuk.

3.6.3. Két Kkiilonbozé fagyasztasi médszer dsszehasonlitasa a szaporitas soran

Harmadik kisérletiinkben friss, és kétféle mélyhiitési modszerrel fagyasztott
spermamintakkal torténd szaporitast végeztiink. Az anyaallomany oltasa (N=5 tejes; N=1 ikras)
Ovopel hormonkészitménnyel tortént. A poolozott spermamintakat 4 ml-es kriocsdvekben
polisztirol dobozban és CRF-ben mélyhitottik, a fagyasztas soran 1:9 higitasi aranyt
alkalmaztunk. A vizsgalat soran meghataroztuk a friss, valamint a kétféle modszerrel
mélyhtitott spermamintak motilitasat. A szaporitast a ponty, gyakorlatban is alkalmazott
hagyomanyos keltetéhdzi szaporitasi protokollja alapjan végeztiik. Kisérletiinkben 1 g ikrat
termékenyitettiink meg 10 pl friss és 100 pl (1:9-es higitasi arany a mélyhtités sordn) fagyasztott
spermaval. A spermiumok aktivacidjdhoz ponty féléknél alkalmazott aktivalo oldatot (lasd: 3.3.
fejezet) alkalmaztuk (100 pl). A termékenyités utan 3 nappal, 19,4 °C-os vizhémérséklet
mellett, a kelés pillanataban meghataroztuk a kikelt egyedek aranyat. 100 ikraszemet vettiink

figyelembe a szamitas sordn (a mintakrol felvételt készitettlink kamera segitségével). A
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szamitasokat Image J 1.52a szoftver (Image J for Windows, National Institutes of Health,

Egyesiilt Allamok) alkalmazasaval végeztem el.

3.6.4. Friss és mélyhiitott sperma osszehasonlitiasa szaporitas soran

Negyedik vizsgalatunkban szaporitasi kisérletet végeztiink friss és nagy mennyiségben
mélyhiitott spermaval. A kisérlethez az anyaallomanyt (N=5 tejes; N=1 ikras) Ovopel
készitménnyel oltottuk. A spermamintakat 4 ml-es kriocsovekben polisztirol dobozban
mélyhtitottiik 1:1 higitasi arany mellett. A vizsgalat soran meghataroztuk a friss mintak fejés
utani, valamint termékenyités el6tti, illetve a mélyhitétt, majd felolvasztott spermamintak
motilitasat. A szaporitas soran a ponty, gyakorlatban is alkalmazott hagyomanyos keltetéhazi
szaporitasi protokollja alapjan dolgoztunk. Kisérletiinkben 1 g ikrat termékenyitettiink meg 10
ul friss és 20 pl (1:1-es higitasi arany a mélyhtités soran) fagyasztott spermaval. A spermiumok
aktivaciojahoz ponty féléknél alkalmazott aktivalo oldatot (1asd: 3.3. fejezet) alkalmaztuk (100
ul). A termékenyités utan 3 nappal, 19,4 °C-os vizhomérséklet mellett, a kelés pillanataban
meghataroztuk a kikelt egyedek aranyat, 100 ikraszemet vettiink figyelembe a szamitas soran
(a mintakrol felvételt készitettiink kamera segitségével). A szamitasokat Image J 1.52a szoftver
(Image J for Windows, National Institutes of Health, Egyesiilt Allamok) alkalmazasaval

végeztem el.

3.7. Adatok elemzése

Az eredményeket Microsoft Excel és Word (Microsoft Office 2019; Microsoft
Corporation, Redmond, WA 98052, Egyesiilt Allamok) programok alkalmazasaval dolgoztuk
fel és értékeltiik ki. A statisztikai elemzés soran az SPSS 22 (SPSS Inc., Chicago, USA) és a
GraphPad Prism 5.0 for Windows (GraphPad Software, La Jolla, Kalifornia, USA) szoftvereket
hasznaltunk. Az adatsorok normal eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel ellendriztiik (szignifikancia
szint: p<0,05). A nem normal eloszlast mutato atlagértékek esetében logaritmikus és arkusz
szinusz négyzetgyok transzformaciot hasznaltunk. Az eltéré csoportokat fiiggetlen kétmintas
Student féle t probaval, egy és két szempontos varianciaanalizissel (one and two-way ANOVA)
¢s Bonferroni, Tukey és Dunnett T3 ,,post hoc” tesztekkel hasonlitottuk 6ssze (Szignifikancia
szint: p<0,05).
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4, Eredmények és értékelésiik

4.1. Kétkiilonb6zo hormonkészitmény hatékonysaganak vizsgalata

Az Ovopellel beoltott halaknal mindegyik, még a hipofizissel oltottbdl egy kivételével
minden domolykobol sikeriilt spermiumot fejniink. Adott mérési iddpontokon beliil a kezelések
kozott egyik vizsgalt paraméterben sem volt megfigyelhetd szignifikans kiillonbség (8. abra A-
C). A mélyhitést kovetéen (0.u. 0 6ra) (pMOT: Hipofizis: 88+4%, Ovopel: 87+7%; VCL:
Hipofizis: 90+24 pum/s, Ovopel: 96+£9 um/s; LIN: Hipofizis: 79+4%, Ovopel: 83+2%) a harom
rogzitett értékben mindkét csoport esetén csokkenés volt mérhetd a friss mintdkhoz képest
(pMOT: Hipofizis: 53+9%, Ovopel: 65+6%; VCL: Hipofizis: 56+12 um/s, Ovopel: 68+15
um/s; LIN: Hipofizis: 75+7%, Ovopel: 73+6%). A mélyhitott mintak motilitasa olvasztast
kovetden 3 oraval (o.u. 3 6ra) (pMOT: Hipofizis: 29+12%, Ovopel: 26+11%) szignifikansan
csOkkent a kozvetleniil olvasztast kovetden (o.u. 0 6ra) mért értékekhez képest. A 3 (o.u. 3 6ra)
(pMOT: Hipofizis: 29+12%, Ovopel: 26+11%; VCL: Hipofizis: 53+13 pum/s, Ovopel: 57+13
um/s; LIN: Hipofizis: 77+4%, Ovopel: 82+1%) és a 6 oras (o.u. 6 ora) (pMOT: Hipofizis:
22+14%, Ovopel: 24+13%; VCL: Hipofizis: 48+8 um/s, Ovopel: 51+13 um/s; LIN: Hipofizis:
78+4%, Ovopel: 80+5%) tarolas kozott nem volt megfigyelhetd jelentds értékcsokkenés egyik
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8. abra (A-C). A két eltér6 hormonkészitmény dsszehasonlitasa soran mért pMOT, VCL és LIN értékek a friss,
a mélyhiitott, valamint az olvasztast kdvetden tarolt spermamintakban (N=7-7). Az abran atlagértékek és a
hozzajuk tartozo6 szorasok lathatok (p<0,05).

4.2. A4 ml-es kriocsd, valamint az 5 ml-es miiszalma 6sszehasonlitasa a
fagyasztas soran

A mélyhiitott mintdk esetén mind a hdrom vizsgélt paraméterben szignifikans csokkenés
volt mérhetd a friss mintdkhoz képest. Az 5 ml-es miiszalméban, illetve a 4 ml-es kriocsdben

mélyhtitott mintak kozott nem rogzitettiink szignifikans kiilonbséget (3. tablazat).
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3. tablazat. A friss, az 5 ml-es miiszalma, valamint a 4 ml-es kirocs6 6sszehasonlitasa soran mért pMOT, VCL
és LIN értékek (N=5). A kiilonboz6 betlik statisztikailag szignifikans kiilonbséget jeldlnek adott paraméter
esetében (p<0,05). A tablazatban az atlagértékek és a hozzajuk tartoz6 szorasok lathatok.

Friss Szalma Kriocso
PMOT% ‘ 84 +5° 25+13P 45+19°
VCL (u/S) ‘ 63+14° 43+6° 44+10°

LIN% ‘ 77442 67+5P 68+3P

4.3. KétKkiilonbozo fagyasztasi modszer 6sszehasonlitasa a szaporitas soran

A mélyhiitott mintak esetén a pMOT és a VCL paraméterben szignifikans csokkenés volt
mérhetd a friss mintakhoz képest. LIN%-ban nem mértiink szignifikans kiilonbséget. A kereten,
illetve a CRF-ben mélyhtitott spermamintak kozott a vizsgalt paraméterekben nem rogzitettiink
szignifikans kiilonbséget (4. tablazat).
4. tablazat. A friss, a kereten, valamint a -es kriocs6 6sszehasonlitasa soran mért pMOT, VCL és LIN értékek

(N=5). A kiilonb6z6 betiik statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelolnek adott paraméter esetében (p<0,05). A
tablazatban az atlagértékek és a hozzajuk tartozéd szoérasok lathatok.

FRISS Keret CRF
PMOT% 84 +5° 10+3P 5420
VCL (uM/S) | 76+12° 42+2P 35+3°
LIN% 66:+5° 72+2° 70+3?

A mélyhiitott mintak esetén (keret: 35+7% és CRF: 25+9%) a kelési aranyban
szignifikdns csokkenés volt mérheté a friss spermaval termékenyitett mintdkhoz képest
(69+14%). A kereten, illetve a CRF-ben mélyhiitott spermamintakkal torténd szaporitas soran
a kelési aranyban a két mélyhiitési modszer kozott nem mutatkozott szignifikans kiilonbség (9.

abra)
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9. abra. Kelési arany a friss, a kereten és a CRF-ben mélyhiitott spermamintakkal torténd termékenyitést
kovetden. A kiilonbozo betlik statisztikailag szignifikans kiilonbséget jeldlnek (p<0,05). Az abran atlagértékek és
a hozzajuk tartozo szérasok lathatok.

4.4.  Friss és mélyhiitott sperma osszehasonlitasa szaporitas soran

A mélyhiitott minta esetén a pMOT és a VCL paraméterben szignifikans csokkenés volt
mérheté a friss és a kontroll mintakhoz képest. A friss, illetve a kontroll (termékenyités
pillanatdban) spermamintdk kozott a LIN paraméterben nem rogzitettink szignifikdns
kiilonbséget (5. tablazat).
5. tablazat. A friss, a kontroll, valamint a mélyhtit6tt spermamintak Gsszehasonlitasa soran mért pMOT, VCL és

LIN értékek (N=5). A kiilonbodzo betiik statisztikailag szignifikans kiilonbséget jeldlnek adott paraméter esetében
(p<0,05). A tablazatban az atlagértékek és a hozzajuk tartozod szorasok lathatok.

Friss Kontroll Mélyhiitott
PMOT% 81 +6° 65+17° 5+3P
VCL (uM/S) | 77+11° 74+15° 35+6°
LIN% 77+3? 68+14° 70+13?

A mélyhtitott minta (61+5%) esetén a kelési aranyban nem volt szignifikans kiilonbség

(10. abra) a friss spermaval termékenyitett mintahoz (72+19%) képest.
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10. abra. Kelési arany a kontroll és a mélyhiitott spermamintakkal térténd termékenyitést kovetden. A
kiilonboz6 betlk statisztikailag szignifikans kiilonbséget jeldlnek (p<0,05). Az abran atlagértékek és a hozzajuk
tartoz6 szorasok lathatok.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

5.1. Kovetkeztetések

A hipofizis (pMOT: 88+4% VCL: 90+24 pum/s LIN: 79+4%) és az Ovopel (pMOT:
87+7% VCL: 9649 pum/s, LIN: 834+2%) Osszehasonlitdsa soran egyik vizsgalat paraméter
esetében sem tapasztaltunk jelentds hatast a mélyhiitést kovetden. Hasonld eredményt talaltak
korabban frissen fejt domolykd sperma esetében (Cejko et al. 2011). Négy kiilonbozo
készitményt hasonlitottak 6ssze (Ovopel, Ovaprim, LHRHa- luteinizing hormone releasing
hormone, és ponty hipofizis). Kisérletiinkh6z hasonléan magas pMOT értékeket rogzitettek
(pPMOT:~60-60%). Az Ovopel allandoé és precizen beallitott hatdoanyag tartalma okan megfeleld
készitmény lehet a domolyko sperma hormonalis indukcidja soran. A gytijtott €s acetonosan
kezelt hipofizis hatdanyag tartalma azonban nehezen becsiilhetd. A felolvasztast kovetden
tapasztalt mozgasi képesség csokkenés a spermiumok fagyas okozta stressz faktorok hatasara
kovetkezett be (Bernath 2016). A mintak tarolhatosagat azonban a kiilonféle alkalmazott
hormon készitményke nem befolyasoltal. A domolyko magas érzékenységet mutatott a 6 oras
tarolas soran, mar 3 ora elteltével jelentdsen csokkent a mozgd sejtek ardnya. Bernath et al
2016-o0s vizsgalatukban ellentétes eredményt rogzitett a felolvasztott ponty sperma esetén 6
oras tarolast kovetden. Egy masik, 2017-es vizsgalatukban pedig a Black moor és Oranada
aranyhalaknal irtak le magas toleranciat (Bernath et al. 2017). A domolykd sperma mas
pontyfélektdl eltéréden nem alkalmas hosszabb tavi taroldsra a felolvasztast kdvetden.

Mind az 5 ml-es miiszalma, mind pedig a 4 ml-es kriocsé hasonléan eredményesnek
bizonyult a nagy mennyiségii domolyko sperma fagyasztasa soran. A modszerek optimalizalasa
soran Bokor és Bernath et al. 2019-es és Varkonyi 2021-es munkait vettiik alapul, ahol a harcsa
¢s a ponty esetében keriiltek kidolgozasra az emlitett mélyhfitési protokollok. Mindkét fajban,
(munkankhoz hasonloan) egyarant eredményesnek bizonyult mindkét modszer. A kriocsd
alkalmazasa egy sztenderd, ismételhetd alkalmazast tesz lehetévé miiszalmaval szemben. A
miiszalma esetében a toltést kovetden manudlisan kell azok lezarasardl gondoskodni (gézlap és
specifikus polimer por). E folyamat szamos hibalehetdséget és eltérd effektivitast hordozhat
magaban. Ezzel szemben a kriocs6 egy eldre legyartott kupakkal rendelkezik.

A szaporitds soran igazoltuk, hogy a hiitOkereten polisztirol dobozban, valamint a
programozhatd fagyasztd berendezésben mélyhiitott sperma egyarant eredményes lehet. A
higitasi arany optimalizalasaval (1:1-es higitasi ardny) tovabba, a friss spermahoz hasonld
kelési aranyt figyeltiink meg (friss: 72+£19%, mélyhfitott: 61+5%). Bokor és Bernath et al. a

harcsa fajnal 10 ml-es kriocsovet és 1:1-es higitast alkalmazva ugyan csak a friss kontrollhoz
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hasonld kelést rogzitett (friss: 68+4% mélyhiitott: 66+6%). Lahnsteiner et al. (2000)
tudomasunk szerint egyediiliként szdmoltak be sikeres domolykd sperma mélyhiitésrdl 0,5 ml-
es muszalma felhasznalasaval, ahol magas 61+5%-o0s motilitas, 58+10 um/s-os VCL értékeket
rogzitettek. Kisérletiikben azonban nem végeztek termékenyitést. Vizsgalataink minden
tekintetben ttoronek tekintheték a faj spermamélyhiités modszerének fejlesztése
génmegorzése a halgazdalkodas egy fontos feladata, melyhez kisérletiink egy kivalo kiindulasi

pont lehet a jovoben.

5.2. Javaslatok

Eredményeim alapjan a fejes domolykd spermdjanak nagy mennyiségben torténd
mélyhtitését illetden a kovetkez6 javaslatokat szeretném tenni:

1. Javaslom az Ovopel alkalmazasat a spermdcid6 hormonalis indukcidja soran. A
mélyhiitott domolykod sperma felhasznéaldsat tovabba a termékenyités soran a felolvasztast
kovetden 3 orédn beliil végre kell hajtani.

2. Javaslom a domolykd sperma fagyasztisa sordn az 1:1 higitasi ardnyt, 4 ml-es
kriocsovet, polisztirol keretet (€s dobozt) vagy a programozhatd fagyasztd berendezést

alkalmazni
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6. Osszefoglalas

Horgaszati értéke miatt a domolyko mesterséges szaporitasara, illetve ivadéknevelésére
egyre nagyobb igény van. Azonban a horgadszat miatt az 6shonos halak allomanyéanak potlasa
egy megoldandd feladat. Ennél az oknal fogva a fejes domolykd szaporitasi, nevelési
Ennek egyik eszkoze a genetikai tartalékok megdrzésén til a spermamélyhiités. Kisérletiink
soran meg kivantuk vizsgalni két hormonkészitmény hatasat a friss és mélyhitott domolyko
sperma mindségére vonatkozoan (4 °C torténd, 6 Oras tarolasi kisérlet a felolvasztast kovetden).
Munkankban tovabba 0sszehasonlitottuk két, nagy mennyiségt sperma mélyhiitésére alkalmas
eszkoz (5 ml-es miiszalma és 4 ml-es Kriocs6) alkalmazhatosagat. Szaporitasi kisérletben
megvizsgaltuk két fagyasztasi modszer (polisztirol hiitékeret és programozhatd fagyasztd
berendezés-CRF) eredményességét, mely soran friss és a kétféle eljarassal fagyasztott
spermaval végeztiink termékenyitést. Masodik szaporitasi kisérletiinkben optimalizaltuk a
higitasi aranyt a fagyasztas soran és ugyan csak termékenyitést hajtottunk végre friss és nagy
mennyiségben fagyasztott domolyké himivartermék alkalmazéasaval. Vizsgalatainkban
altalanosan harom kiilonb6zé mozgdsi paramétert rogzitettiink (szamitdgépes spermavizsgald
rendszer, pMOT %, VCL um/s, LIN %), valamint meghataroztuk a kelési aranyt. Az ovopel és
hipofizis egyarant j6 mindségl spermat eredményezett a fejést kovetéen. A domolykd sperma
jelent6s érzékenységet mutatott a felolvasztast kovetd tarolas soran. Az 5 ml-es miiszalmaban,
illetve a 4 ml-es kriocs6ben mélyhiitott mintak kozott nem rogzitettiink szignifikans
kiilonbséget a pMOT (miiszalma: 25+13%, kriocs6: 45+19%), VCL (miiszalma: 43+6 um/s,
kriocsd: 44+10 pm/s) és LIN (miiszalma: 67+5%, kriocsd: 68+3%) paraméterek esetében. A
kereten (35+£7%), illetve a CRF-ben (25+9%) mélyhtitott (4 ml-es kriocs6) spermamintakkal
torténd szaporitds sordn a kelési aranyban a két mélyhiitési modszer kozott nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség. A higitdsi arany optimalizalasaval (1:1-es higitasi arany) tovabba, a
friss spermahoz hasonl6 kelési aranyt figyeltiink meg (friss: 72+19%, mélyhiitott: 61£5%) a
masodik szaporitds soran. Vizsgalataink minden tekintetben uttdrének tekinthetdk a faj
spermamélyhiités modszerének fejlesztése vonatkozdsdban. A  domolykéallomanyok

crer

feladata, melyhez kisérletiink egy kivalo kiindulési pont lehet a jévében.
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