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1. BEVEZETES

A csuka (Esox lucius) jelentds halaszati, horgaszati és szocio-0koldgiai értékkel
rendelkezik szerte Eurazsidban és Amerikdban. A tulhalaszat és az éléhelyek
degradécidja folyamatosan csokkenti az életterét és a populaciok egyedszamét. A
kereslet azonban dinamikusan ndvekszik a faj irant, elsésorban sporthorgéaszati célbol.
A csuka indukalt szaporitasanak eredményei szaporodasi iddszakonként nagy
variabilitdst mutatnak, és nem mindig tudjak kielégiteni a telepitGanyag iranti
igényeket (SAISA et al. 2008; CRANE et al. 2015; CEJKO et al. 2020a; VIRBICKAS

2021). A tenyésztési eljaras leginkabb megszokason alapuld modszerekbél all. Az

Ve

(HORVATH & MAGYARY 2007; SZABO 2016b; KRISTAN et al. 2020).

A csuka eredményes szaporitasa nehézségekbe Utkozik. A himivarQ, vagy
masnéven tejesek esetében a klasszikusan alkalmazott fejési technikaval csak Kis
mennyiségii és gyakran alacsony minéségii sperma fejhetd. A gyakorlatban kioperalt
herébdl nyerik ki a himivarterméket, ami a tejes egyedek le6lésével jar (BILLARD
1996; KOWALSKI et al. 2012; BLECHA et al. 2016; KRISTAN et al. 2020), igy
azokat tovabbi szaporitdsokba mar nem lehet bevonni. Az alacsony szamu
rendelkezésre all6 tejes miatt a togazdak gyakran kisebb mennyiségli ikra
termékenyitésére kényszerllnek (CEJKO et al. 2020b; KRISTAN et al. 2020).

A sperma fagyasztasaval a tenyésztésbe vont tejesek szdmat optimalizalhatni
lehetne, ami csokkenthetné a tartasi és termelési koltségeket (CEJKO et al. 2020b). A
mélyhiitott sperma Korlatlan ideig tarolhatd, valamint konnyen hozzaférhetové is
véalhat (CABRITA et al. 2010; URBANYI 2011). A halsperma mélyhiitésrél mar az
1950-es evekben is késziltek publikéciok, azonban keves halfaj esetén sikerult olyan
magas szinvonalon optimalizalt és konnyen ismételheté modszert kidolgozni, amely
atiiltethetd a keltetdhazi és tenyésztési gyakorlatba (URBANYT 2011; ASTURIANO
et al. 2017). A csuka spermamélyhiitésével kapcsolatban alacsony szama publikécid
készult el napjainkig, amelyekben szamos esetben eltéréek a mélyhtitési protokollok,
a felolvasztasi modszerek, a higitasi aranyok, a higitok és az aktivalé oldatok. Az
1990es évektdl kezd6dbéen a csukasperma fagyasztasahoz kapcsolddo kisérletekben
alkalmazott miiszalmak térfogata az adott kutatok kisérletbeallitasaitol fiiggden 0,25-
1,2 ml kozo6tt valtozott. A tovabbi kutatasok soran indokolt a nagyobb trtartalmu
miiszalmak mélyhtitési technologiajanak fejlesztése is (LAHNSTEINER et al. 1998;
LAHNSTEINER 2000; ZHANG et al. 2011; DIETRICH et al. 2016; BERNATH et
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al. 2017b; CEJKO et al. 2020b). A csukaszaporitds modszertani fejlesztése
hozzajarulhat a termelés hatékonysasagnak noveléséhez (CEJKO et al. 2020b).

A fagyasztott csukasperma keltetéhazi technologidba adaptdlasat tehat a
pontosan kidolgozott technoldgia és a sztenderdizacié hianya nagymértékben
akadalyozza. A fent leirtak alapjan a csukahls termelés mennyiségének novelése
érdekében indokolt az Uzemi kortlmeények elvarasaihoz alkalmazkodd fajspecifikus

spermamélyhiitési eljaras kidolgozasa.



1.1. Célkitiizések

Doktori munkam megkezdése elott a kovetkezo célokat tiiztem ki:

e A hormonalis kezelés, kiilonb6zo spermamintavételi modszerek és higitok
osszehasonlitasa:
o Két kiilonbdz6 spermamintavételi modszer tesztelése.

o Fajspecifikus higito oldat kidolgozasa a csukasperma mélyhiitéséhez.

e Nagy mennyiségii csukasperma mélyhiitésének modszertani fejlesztése és
optimalizalasa:

o A spermamélyhiitési technika atiiltetése a polisztirol dobozhoz képest
kontrollaltabb fagyasztasi korilményeket biztositd programozhat6
fagyaszto berendezésbe.

o Az 5 ml-es miiszalma ¢és a 10 ml-es kriocso alkalmazhatosaganak
vizsgalata a mélyhiités soran.

o A 10 ml-es kriocsé megfelel6 felolvasztasi sebességének tesztelése.

e Nagy mennyiségben mélyhiitott spermaval végzett Kkeltet6hazi
csukaszaporitas, valamint révidtava larvanevelés vizsgalatai:
o A mélyhlit6tt sperma tesztelése keltetéhazi szaporitds soran.
o A melyhiitott spermabol szarmazo larvak fejlodéstani vizsgalata annak
érdekében, hogy bizonyitsam, a sperma fagyasztasa nincs negativ
hatassal a larvak novekedésére, morfoldgiai elvaltozasaira és taléld

képességére a vizsgalt larvafejlodési szakaszban.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A csukafélek (Esocidae) csaladjan belul az Esox nembe tartozé fajok holarktikus
elterjedésének koszonhetden kiemelkedd szerepiik van az északi félteke haldszati-
horgészati agazatdban (KOTTELAT & FREYHOF 2007; DENYS et al. 2014;
GANDOLFI et al. 2015; NELSON et al. 2016).

2.1. A csuka gazdasagi jelentosége

K

. abra: A cska (Esou) (kép: olnér Jézsef).

A csuka (1. &bra) jelentdsége egyarant megmutatkozik halaszati, horgaszati, és
okoldgiai szempontbdl is (SZABO 2016a). Az elmult években az dkoldgiai kutatasok
kedvelt modellszervezetévé is valt, ezért tudomanyos jelent6sége folyamatosan
ndvekszik (POSPISILOVA et al. 2019; TAKACS et al. 2022). A csuka tagtiirésii
halfaj, kérnyezeti tényezdk széles spektruméhoz képes alkalmazkodni (PINTER 2015;
PIERCE et al. 2013; ZARSKI et al. 2013; SKOV et al. 2018; REALIS-DOYELLE et
al. 2022). A halkdzosségek Osszetétele, eloszlasa szempontjabdl meghatarozo édesvizi
ragadoz6 (HARVEY 2009; CRANE et al. 2015; LARSSON et al. 2015). Elfogyasztott
taplaléka tekintetében nem valogat, a vizi gerinctelenekt6l a halakig terjed és
kiemelked6 6kologiai szerepet tolt be a taplaléklanchan (CRAIG 2008; NILSSON &
BRONMARK 2000; JACOBSON et al. 2019; HUNTINGFORD 2020). Hazank
legnagyobb aranyban eléfordulé ragadozé halfaja (BIRO 2016; TAKACS et al. 2017).
Az &ltala leginkabb kedvelt, a vizindvénnyel bendétt teriiletekbél és a taplalkozasi
stratégiajabol adodoan hazénkban elsésorban kistizemi méretben tenyésztik.

A csuka egyre népszer(ibb sporthal a horgaszok korében. Folyamatosan né iranta
a kereslet (SZABO 1997a; ARLINGHAUS et al. 2009; BOJTARNE LUKACSIK et
al. 2020; CEJKO et al. 2020a). A csuka hazai halgazdalkodasi jelent6sége elsGsorban

a horgaszfogasokban mutatkozik meg (CSORBAI et al. 2016). Az ¢él6helyét érd
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kornyezeti degradacio és a halaszati-horgaszati tulhasznositds miatt allomanya
jelentdsen lecsokkent Eurdpaban (SAISA et al. 2008; CEJKO et al. 2020a;
VIRBICKAS 2021). A lehalaszasi jelentések alapjan hazank tdégazdaségi Uzemeinek
csukatermelése is csokkenté tendenciat mutat (KISS 2022). A vizeink 6kologiai
soksziniiségének megdrzése napjainkra a haltenyésztok, a horgaszszervezetek és az
akvakultdraval foglalkoz6 kutatd intézmények kozos érdekévé valt (LORENZEN
2014; KRISTIANSEN & BRACKE 2020). A természetes vizi haltelepités egy
altalanosan bevett gyakorlat a meglévé allomany erdsitése vagy a fogasi lehet6ségek
novelése érdekében (GUILLERAULT et al. 2018). A gazdasagi és természetvédelmi
elényokkel szemben a horgaszati méretkorlatozas tulajdonképpen egy méretalapu
szelekcios tevékenység, amely a genetikai sodrddas lehetséges hatdsanak veszélyét
hordozza magaban (BEKKEVOLD et al. 2014; LORENZEN 2005; LORENZEN et
al. 2012), valamint a lassabb névekedés és a korai ivarérés felé terelheti az evolucios
fejlodést (RAAT 1988; SMITH 1994; MARTY et al. 2014). A halalloméany fenntartasa
érdekében a tudomanyos alapokon nyugvo haltelepitések és fogasi korlatozésok
jelenthetnek megoldast (LORENZEN 2014; VIRBICKAS 2021). Kozép-Eurdpaban a
polikultiras haltenyésztési technoldgia hatékonyabb kihasznalasa érdekében
tenyésztik a csukat (MILARDI et al. 2014; KRISTAN et al. 2020). A pontycentrikus
(Cyprinus carpio) tavakban a csuka hasznositani tudja a nem kivanatos, elsésorban
pontyfelék (Cyprinidae) taplalékkonkurenciajat jelenté gyomhalakat, amellyel a
togazdasagok termelése novelheté. A husanak mindsége pedig hazai viszonylatok
kozott rendkiviil értékes (HORVATH & MAGYARY 2007).

2.2. A csuka szaporodasbiologiai jellemzoi
2.2.1. A here felépitése

A himivard halak ivarszerve a here (testis). Két lebenybdl allo, hosszukéas
felépitésti paros szerv. Hosszanti irdnyban kapcsolodik a hasiireg hati részéhez. A
lebenyek 6sszendhetnek részlegesen (pl. siigér, Perca fluviatilis) vagy teljesen is (pl.
szivarvanyos guppi, Poecilia reticulata). A here kivezet6 csove az ivarnyilésig tart,
amely a végbélnyilas és a hugycsd kozott helyezkedik el. A csontoshalak
(Osteichthyes) heréje anatomiailag két £ tipusba sorolhato (KISS 2000; PARENTI &
GRIER 2004). A csoves (tubularis) here jellemzéen az elevensziilé fogaspontyfelék
(Poeciliidae) sajatossaga, mely csovecskékbdl épiil fel. A spermatogenezis soran az
,A” tipusu spermatogoniumok kezdetben a csovecskék vakon végz6dé teriiletén

csoportosulnak és egyenként fejlédnek. Az ,A” tipusi spermatogdniumok
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fokozatosan atalakulnak ,,.B” tipust spermatogoniumokka, cisztakat képeznek és
fejlédésiik sordn folyamatosan a herecsatorndk nyitott vége felé vandorolnak
(MYLONAS et al. 2017). A lebenyes (lobuléris) here tébb gazdasagilag fontos halfaj
altalanos heretipusa, mint ahogy a csukae is (GRIER & LINTON 1977; CRAIG 1996).
A lobularis here lebenykéket (lobulusokat) tartalmaz egy Osszetett csérendszerben,
melyek vakon végzédnek. A lebenyek falat az intersticialis szovet koti ssze. A
himivarsejtképzes a lebenykékben torténik. A cisztakbol mar kiszabadult spermiumok
tarolasanak helyszine a lebenykék lrege és az ondovezeté (HOFFMANN et al. 1980;
URIBE et al. 2014). Ivasi idészak elétt a him csukék heréjének tdmege akar a
testtomeg 2%-at is elérheti. A herét a burok fel6l kotészovetes sovények halozzak at
beliilr6l, szdmos részre felosztva a szervet (BILLARD 1996). A here nyirokereket,
veérereket, idegeket, mioid sejteket, valamint Leydig-féle sejteket is tartalmaz
(ROSSEN & ADABIJIEVA 2015). A Leydig-féle sejtek szteroidokat termelnek, amik
az ivarsejtképzédéshez és a masodlagos nemi jellegek kialakulasahoz sziikségesek. A
lebenykék bels6 falat a csiraham boritja, benne csirasejtekkel és Sertoli-féle
tamasztdsejtekkel (GRIER & LINTON 1977). A Sertoli-féle sejtek korulveszik az
ivarsejtkezdeményeket, melyekkel cisztat képeznek (MIURA & MIURA 2003;
ROSSEN & ABADJIEVA 2015). A himivarsejt képzédés soran tobb fazisaban 1év6
spermatociszta is jelen van, de egy cisztaban mindig csak azonos fejlettségi allapotu
sejtcsoport talalhato. A fejlodés soran a cisztak mérete megnd, a spermiogenezist
kovetden felnyilnak és a lebenykék ondovezetdvel kapcsolatban 1évd liregébe iiritik a
spermiumokat (GRIER 1981). A csukénak hugyivari szemdlcse van, azaz a hugy és-
onddvezetd egy helyen nyilik, amelyeket a hashartyabol (peritoneum) képzédott kozos
burok vesz korll (CRAIG 1996). Az onddvezetd belsé burka hengerhamszovetekbol
all. Az onddvezetd tarolja a spermiumokat az ivasi iddszakban, valamint szerepet
jatszik az ozmotikus nyomas és szeminalis plazma iondsszetételének szabalyozéasaban
(SZABO 2016a).
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2.2.2. A spermatogenezis folyamata és a spermium felépitése

2. dbra: A spermatogenezis sematikus abrazolasa a szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus
mykiss) lebenyes heréjében. 1. Inaktiv spermatogenezis. 2. Spermatogéniumok képzése. 3. Aktiv
spermatogenezis, a herelebeny mérete jelentésen megnd. 4. Aktiv spermatogenezis, korai
spermiumok felszabadulasa. 5. Spermiacio. 6. A spermium végsé érési folyamata (BILLARD
1986).

A himivarsejtképz6dés folyamatat spermatogenezisnek nevezik, amely t6bb
szakaszbol és alszakaszbdl all (2. &bra). Egy diploid (2n) spermatogéniumbol négy
haploid (n) spermium fejlédik (SCHULZ et al. 2005).

Az elsO szakasz az osztodasi szakasz. Els6ként az Oscsirasejtek osztddasa megy
végbe mitotikus osztodassal. Létrejonnek az A-tipusu spermatogoniumok
(SZMELSKY/ et at. 2015). Az atlagosan 18 pm atméréji ivarsejtképzédmények egész
évben jelen vannak a csuka heréjében. A masodik alszakasz soran az A-tipusu
spermatogdniumok egymast kovetd mitotikus osztodasai zajlanak le. A folyamat soran

az utolsd mitozisbol szarmazd sejtnemzedékbdl alakulnak ki a  B-tipusu
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spermatogoniumok. A sejtmagvacskai felszivodnak, és tovabbfejlodnek elsérendi
spermatocitakka. Atmérdjiik 7,5 um koriil alakul (CRAIG 1996).

A maésodik szakasz a meiotikus érési szakasz, ahol a meidzis els6 és masodik
foszakasza soran a diploid elsérendii spermatocitakbol haploid spermatidak
képzédnek (RETHELYI & SZENTAGOTHAI 2020). A meiotikus érés befejeztével
egy elsérendi spermatocitdbol négy spermatida alakul ki, amelyek hozzavet6legesen
3,8 um atmérdvel rendelkeznek (CRAIG 1996).

A harmadik szakasz a spermiogenezis. A folyamat sordn a spermatida
spermiumma fejlédik, valamint a citoplazmat 6sszetevo elemek tobbsége felszivodik.
Kialakul példaul a spermiumok farki része és a mitokondrialis hiively (GYORGY
2000). A DNS kompakt szerkezetének kialakulasahoz hozzajarul a sejtmagban 1év6
fehérjék képzodésében 1étrejovo valtozas. A hiszton fehérje helyett protamin kezd
termelédni (INGLES & DIXON 1967). A spermiogenezis szakasz végen a
spermiumok még nem alkalmasak a termékenyitésre, de a fejlédésiik morfoldgiali
szempontbol lezarul (ICKOWICZ et al. 2012).

A negyedik szakasz a spermiacid, mely soran a spermiumok elvalnak az ket
taplalo és timaszto Sertoli-sejtektdl. Az ivarsejtek a spermatocisztdkbdl fokozatosan a
herecsatorndkba keriilnek (KIERSZENBAUM & TRES 2019).

Az 06todik, és egyben utols6 szakasz a kapacitacio. A herecsatornan
végighaladva végbemegy a spermium végsd érési folyamata. Az ivarsejt mar
alkalmassa valik a megtermékenyitésre (OKABE 2013; PEREZ 2020). A folyamattal
parhuzamosan az ondévezeté szeminalis plazmét valaszt ki, ezzel megduzzasztva €és
hidratalva a herét. A mar teljes értékli ivarsejteket tartalmazod sperma az
onddvezetében tarolodik egészen az ivasig (POLICAR et al. 2010).

A csukaspermium harom részre oszthatd: fej, kozépdarab és farok (flagellum).
A spermium teljes hossza 34,5 um. A fej gdmbdolyt alaka, hossza 1,3 pm, atmérdje
1,4 um (CRAIG 1996). A feji részben talalhat6 a sejtmag, benne a DNS-alloméannyal
(HERRAEZ et al. 2017). A kdzépdarab tartalmazza a 12 pm hosszu mitokondriumot
(AMARAL et al. 2013). A 34,5 um hosszméretii farok tengelyvazat axonéma alkotja,
mely ket centralis mikrotubulusbdl és kilenc mikrotubularis dupletbdl all. A
csukaspermium farok részére jellemz6 tovabba egy hullamzo, hartyaszerti képlet is
(CRAIG 1996). Hormonkezelés nélkil egy atlagos 1,5 kg-os csuka tejestl 1-2 ml
sperma nyerhetd ki klasszikus fejéssel. A spermasiiriiség atlagosan 1,5-2,5%10%°
spermium/ml (SZABO 2016a). A spermium az onddvezetdben még inaktiv allapotban

van. Az aktivacio az ivas sordn a vizzel torténd érintkezéssel indul. A viz ozmolalitasa
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alacsonyabb, mint a szeminalis plazmaé, ez aktivalja a sejteket (COSSON 2004;
NOBREGA et al. 2008; SCHULZ et al. 2010; ULLOA-RODRIGEZ et al. 2017;
KHOLODNYY et al. 2019). A csukaspermiumok éléenk mozgéasanak megkezdéset
kovetéen hozzavetlegesen 40-60 masodpercig, maximum 90 masodpercig
életképesek (ALAVI et al. 2009).

2.2.3. A petefészek felépitése

A porcos- és csontoshalak, igy a csuka petefészke (ovarium) is paros szerv. Az
Uszéhdlyag mellett helyezkedik el a testfal mentén. A haslireghez a mesovariom hartya
rogziti a terjedelmes Uregii hartyasfala zsakot. Kiviilr6l kotészoveti burok (tunica
albunginea) hatarolja, beliilr6l a tagult tiregébe hatolnak a kotészoveti rostokbol allo
lemezek szdvetei (sztdomék) (PARENTI & GRIER 2004). A bels6 falan elhelyezkedd
lamellakrol fiiz6dnek le a halaknal ikrdnak nevezett petesejtek és a tiisz6hamsejtek
(nutritiv sejtek), melyek feladata az ikra taplaldsa és a peteburok kialakitdsa. A
sztomak felszinét alkotd csirahamban (germinal epithelium) kiilonboz6 fejlodési
stadiumban 1év6 ivarsejtek és szomatikus sejtek talalhatok (LUBZENS et al. 2010). A
gametogenezis soran meghatarozott fejlodési stadium elérése utan az ivarsejt-
képzddményeket korllndvik a szomatikus sejtek, igy kialakul a follikularis tok
(JALABERT 2005). A follikularis tok kiils6 (theca) rétege szteroidszintézisre képes
kot6szovetbdl all, benniik kollagén rostok, fibroblasztok és veérerek hazddnak
(YOSHIDA & ASTURIANO 2020). Minden ivarsejt képz6dmény kiilon vérellatassal
rendelkezik (PARENTI & GRIER 2004). A follikularis tok bels6 rétege granuloza
sejteket tartalmaz (FONYO & GEISZT 2019). A legtébb csontoshalnal mar kialakult
a petevezetd (oviductus), hazankban kivételt képez ez aldl példaul a réti csik
(Missgurnus fossilis), a lazacfélék csaladja (Salmonidae) és az angolna (Anguilla
anguilla), igy ezen fajok esetében az ovulacio utan a petefészek szovetérdl levalo
ikraszemek kozvetlenil a testiiregbe kerllnek. A petevezetd eredése csontoshalaknal
a petefészek steril, elkeskenyedd része. A petevezetd porcoshalaknal (Chondrichthyes)
és tokféléknel (Acipenseridae) az Gsvese elvezetdcsatornajabol levezetheté Miiller-
cs6bdl indul, ingoldknal (Petromyontida) és nyalkahalaknal (Myxini) hianyzik
(SZABO 2016a). A petevezetd kiszélesedd szakasza a méh (uterus). Az
elevensziiloknél az utédok ezen a helyen kezdenek fejlédni. Az ivarvezeték
altalanosan a hugynyilas el6tt, a végbelnyilas utan helyezkedik el (YOSHIDA &
ASTURIANO 2020). Bizonyos fajok (pl. csuka) személccsel rendelkeznek (SZABO
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2016b). Az ivasi id6északban az érett ikraszemek az ovulacid soran kilokédnek a
petefészek Uregébe. Az ikraszemek az ivas idején a petevezeton keresztil az
ivarnyilason at kerulnek a vizbe (YOSHIDA & ASTURIANO 2020). A nem ovulalt
ikraszemek lebontasaért a tiisz6hamsejtek és mas fagocitalé sejtek felelnek (SZABO
et al. 2000). A csuka azon valddi csontoshal (Teleostei) fajok koze tartozik, melyek
rovid iddtartamu ivasi idészakukban csak egyszer ivnak. A petefészekben 1évo
ivarsejtek fejlédési allapota morfologiailag nem egységes, benne megtalalhat6
legalabb két fejlédési allapotu sejtcsoport (SZABO 2016a).

2.2.4. Az oogenezis folyamata és az ikra jellemzeése

Az ikra kialakuldsdnak  folyamatat oogenezisnek nevezzik. A
spermiogenezishez hasonléan tobb szakaszbol és alszakaszbdl all, ahol a fejlodés
soran egy diploid oogoniumbol egy haploid ikra képzédik (KOC et al. 2008;
LUBZENS et al. 2010; READING et al. 2018).

Az ikrafejlodés els szakasza az osztddasi szakasz. Az oogéniumok mitotikusan
osztodni kezdenek és elsérendii oocitakka fejlédnek (URIBE et al. 2016). A csuka
oogoniumok differencialatlan sejtek, hozzavet6leges atmér6éjik 12-18 pm, alakjuk
szabalytalan. A petefészekben elhelyezked? sejtek tobb mas kisebb sejttipussal egyiitt
alkotjak a pre-follikularis tokot. A valddi csontoshalak oogoniumai zémében
mitotikusan osztddnak. Az egyszer ivé halfajokban, kétéltiickben és a legtdbb gerinces
allatban megszilinik ez az osztddasi forma az embrionalis fejlodés vagy a larva allapot
sorén. A halak esetében azonban nem sziinik meg, kovetkeztetésképpen az ikrés élete
végéig termelhet oocitdkat, amelynek nincs elméleti korlatja. Az oogonium
sejtfazisatol  kezdve a  sejtképz6dmények  tovabb  fejlddhetnek,  vagy
degenerélédhatnak és felszivodhatnak (CRAIG 1996).

Az oogenezis méasodik szakasza a nfvekedési szakasz, aminek els6 alszakasza a
protoplazmas novekedés. A szamtartd osztédas mellett megkezdddik a szamfelezd,
azaz a meiotikus sejtosztodas, ami az osztddas els6 fOszakaszanak profazisat
tulhaladva leall. Az oocitak kozil nem mindegyik folytatja a fejlodést, egy résziik
nyugalomban marad (READING et al. 2017). A fejl6do sejtek mérete eléri a 120-220
um-t, és kialakul szamos sejtszervecske (SZABO 2016a). A fazisban 1étrejovo
Balbiani-test mar Golgi készuléket, mitokondriumokat, és endoplazmatikus halozatot
is tartalmaz. Az oocitak kiils6 feliiletén kialakul a zona radiata-nak elnevezett sejten
Kivuli burok (ELKOUBY & MULLINS 2017). Az oocitak petefészken belili taplalasa
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pinocitozissal torténik. A zona radiatdban merdlegesen elhelyezkedd csatornakban
vannak a mikrovillik, melyek a tapanyagokat kozvetitik (SZABO 2016a).

Szdmos halfaj szaporitdsdnak kulcstényezdje a megfeleld mindségii ikra
(SAMARIN et al. 2015a; PAVLOV & EMEL’YANOVA 2016; SAMARIN et al.
2018). A csukaikra atméréje atlagosan 2-3 mm (FARRELL & LAPAN 1996; BALIK
et al. 2006). Ovulaciot kdvetden az ikra sarga szinti, benne lathatok az animalis polus
kisméretii lipidcseppjei Szétszort csoportokban, melyek a termékenyités utan a
csirakorong alatt tomorilnek 6ssze (CRAIG 1996). A folyamatért a citoplazma
mozgas felel. A szikmentes citoplazma az animalis polus felé vandorol, rajta a
csirakorong kiemelkedik a citoplazma felszinérél (LUBZENS et al. 2017).

2.2.5. A csuka szaporodasbiologiai sajatossagai

A szaporodéasi folyamatokra - felkésziilést6l az ivasig - a csuka él6helyén
dontéen a markans valtozast mutaté kornyezeti tényezOk hatnak. A legnagyobb
szabalyoz0 szerepet a vizhémérséklet emelkedésének vagy csokkenésének
tendenciozus valtozasai, liteme és az évszakhatasbol kovetkezden a nappalok
hosszénak vagy cstkkenésének hatasai adjak (SPENS et al. 2007). A sziikséges
kornyezeti stimulaciok hianya a kezelési stresszel egydtt gatolhatjak az oocita végs6
érését és ezt kovetéen az ovulaciot is (ZOHAR & MYLONAS 2001; SCHRECK
2010). A szaporodésbioldgiai leirdsok alapjan a megfelelé hormonalis valtozasok
lejatszddasahoz a csukanak is szliksége van egy hideg periddusra. A vitellogenezis
szeptember-oktober honapban kezdédik (LENHARDT & CAKIC 2002; ENGSTEDT
et al. 2010; MOSLEMI-AQDAM et al. 2016), amit a csokkené vizhémérséklet és
fotoperiodus valtozasa valthat ki. Megkezdddik a tartalék tapanyagok felhalmozasa,
mely a téli iddszak soran is folyamatos. A szaporodas hormonalis szabalyozasaért a
halakban a hipotalamusz — agyalapi mirigy — ivarszerv tengely felelds, amely a valtozo
kornyezeti informaciokat meghatarozott hormonok segitségével juttatja el az
ivarsejtekig (SZABO 2016a). A gonadotrop hormon a hipofizisben termelddik, a
releasing-hormon hatésara. A releasing-hormon eljut az agyalapi mirigybe, ahol
kivaltjia a gonadotrop hormonok szekrécidjat, melyek a szisztémas keringésen
keresztiil az ivarszervekbe keriilnek és eldidézik a szexualszteroidok termelddését és
elvalasztasat (PARIS et al. 2006; READING et al. 2018). A gonadotropinok végzik a
Leydig-sejtek és spermatozoidok képzddésének hormonalis szabalyozasat. A tejesek

spermatogenezisét a Leydig-sejtekben termel6dd 11-ketotesztoszteron serkenti. Az
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ikrasok vitellogenezisét a granuldza sejtrétegben termel6d6 178-0sztradiol hormon
stimulalja (SZABO et al. 2000; NELSON & HABIBI 2013; SCHILLING et al. 2015).

A csuka ivarérésének ideje nem bizonyos életkor, inkabb adott testméret
eléréséhez kotheté, amely tejeseknél 35-40 cm-es, ikrasok esetén 40-45 cm-es
testhossznél valosul meg (WRIGHT & SHOESMITH 1988; BILLARD 1996;
HARVEY 2009). Az id6tartamot szamos kornyezeti faktor befolyasolja maér
larvakortdl kezdédden, példaul az ¢éléhely adottsdgai, éghajlata, jellemz6
vizhémérsékleti viszonyai és az elérhet taplalék mennyisége (BALIK et al. 2006). Az
északi terlleteken, példaul Skoécidban a tejesek kétnyaras, az ikrdasok harom-
négynyaras korukban érik el altaldnosan az ivarérettséget (BILLARD 1996; HARVEY
2009). Hazai viszonylatokban a csuka ivarérése tejeseknél egy-, kétnyaras, ikrasok
esetén haromnyaras korban szokott bekévetkezni (SZABO 2016a). A csuka ivari
dimorfizmusa egész évben megnyilvanul (BILLARD 1996). Az ikrasoknal a
végbélnyilads és az urogenitélis tajék kozott egy kituremkedés talalhato, mely a
tejeseknél hidnyzik (RAAT 1988). Az ivési iddszakban és azt megel6zéen a
testalkatban is lathatéak a kulonbségek (3. abra). A néstények altaldban nagyobb
méretiiek, a petefészek elhelyezkedése koriil teltebbek, mig a him egyedek karcsuak
(BILLARD 1996).

Az ikrasok termékenységének alapvetd szaporodasbioldgiai mutatoszama a
fekunditas (PAVLOV & EMEL’YANOVA 2016; SERRAT et al. 2019). Relativ
fekunditasnak nevezzik a testtomegkilogrammra vetitett ikraszemek szamat, amely
értéke 1000040000 kozé teheté (BILLARD 1996). Az abszolut fekunditas a
testtomeggel és testhosszal egyenes aranyossagban all (EINUM & FLEMING 2002;
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KOTAKORPI et al. 2013). Fontos szaporitasi mérészam tovabbéa a pszeudo-gonado-
szomatikus index (PGSI, %= lefejt ikra tomege/hal tomege kdzvetlen fejés elétt * 100)
(CEJKO et al. 2016).

Az 1d6sebb, nagyobb testmérettel rendelkezd ikrasok ikramérete altalaban
nagyobb, mely megfigyelhetd a kel larva méretében is, ez pedig elonyt jelent az
embrid és a larva talélésében (TIBBLIN et al. 2015; BERRGREN et al. 2016). A
jelenség feltételezhetden abbol adddik, hogy a nagyobb ndstények tobb energiat
tudnak biztositani az ikra fejlédéséhez (MURRY et al. 2008; KOTAKORPI et al.
2013). A fekunditas 12-14 éves kortdl csokkend tendenciat mutat (SZABO 2016a).
Edesvizeinkben tébb hajfajbol csak az iddsebb korosztalyt egyedek tarthatok meg
horgészzsakmanyként a fogasok méretkorlatozasa miatt (TIAINEN et al. 2017). A
magyar, orszagos horgaszrend szerint a csuka legkisebb kifoghat6 mérete 40 cm
(133/2013. (XI1. 29.) VM rendelet). A korlatozas hatasara szelekcids hatast mutattak
ki. Megn6 azon egyedek aranya, melyek mérete kisebb, lassabb novekedési erélytliek
és korabban ivaréretté valnak (POST et al. 2003; COOKE & COWX 2004; EDELINE
et al. 2007; VAN WIJK et al. 2013). A jelenséget leirtdk példaul siillénél (Sander
lucioperca) (MUSTAMAKI et al. 2014; KOKKONEN et al. 2015), stigérnél (PUKK
et al. 2013) és csukanal is (DIANA 1983; EDELINE et al. 2007; ARLINGHAUS et
al. 2009; MATSUMURA et al. 2011).

2.3. A csuka keltetéhazi szaporitasa és elonevelése

2.3.1. A csuka indukalt szaporitasa

Az 06szi lehalaszaskor a csukaanyakat teleltavakba helyezik megfeleld
taplalékhal biztositasa mellett (HORVATH & MAGYARY 2007). Az ivési idészak a
tavaszi aradasok idején kezdddik, jégolvadas utan, amikor a vizhdmeérseklet eléri a 8-
12°C-ot, melytdl kezd6dden altaldban egy honapig tart (CASSELMAN & LEVIS
1996; MINGELBIER et al. 2008). A természetesvizi ivas megindulasanak kezdete
el6tt keltetohazba szallitjak a halakat, amelyek jol ellenérzott feltételeket biztositanak
az anyahalak felkészitését6l kezdve egészen az elénevelt ivadék eléallitasaig (BOKOR
et al. 2020). Az ikrasok szaporodasbioldgiai allapota Osszefliggésben all az ikra
termékenyulesével. Ezért a keltetdhazi szaporitas el6tt altalaban hormonalis indukciot
alkalmaznak a szakemberek (BOBE 2015; LUBZENS et al. 2017; KRISTAN et al.
2020). A pontyfélékhez hasonléan 3-4 mg/testtomeg kg pontyhipofizis
hormonkezeléssel mar kivalthatd az ovulacid, a termékenyiilés dontéen kozepes

mindségii lesz (PECHA et al. 1992). Ponty hipofizis alkalmazasakor a szaporodasra
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teljesen fel nem késziilt egyedektdl a gyors hormonszint ndvekedés hatasara gyengén
termékenyiil6 ikra nyerhet6 ki. A hirtelen bekovetkez6 hormonalis valtozas megbontja
a végs6 oocita érés és az ovulacio termeszetes folyamatét. A csuka hideg vizben ivé
halfaj, igy a lezajl6 hormonalis valtozasoknak hosszabb idére van sziiksége, a
pontyfélékhez képest (SZABO 2011). A hatékonyabb ovuléacié indukélas érdekében
szamos tanulmanyban vizsgaltadk a pontyhipofizis helyettesitését, azonban nem értek
el pozitiv eredményt (BILLARD & MARCEL 1980; SZABO 2001, 2003, 2008). Az
ovulalé csukaikrasok aranya és annak hatékonysaga novelheté nydjtott hatéanyag
leadast vivéanyagba kevert hormonok szervezetbe juttatasaval (SZABO 2011;
BONDARENKO et al. 2015a). A depd hatdst karbopol-hidrogél (971P karbopol
tipus) 2,5%-o0s vizes diszperzidjaban szikséges homogenizélni 3-4 mg/ttkg dozisu
acetonalt hipofizist. A hasuregbe injektalt hormonkezelés fokozatos hatéanyag leadast
eredményez, amely jobban illeszkedik a hidegvizi csuka szaporodasbiologiai
sajatossagaihoz. Az ikra minéségét befolyasolhatja az ovarialis folyadék pH értéke is,
melynek &tlaga 8,11-8,35 érték kozott mozog. A pH érték emelkedése korrelacidba
hozhaté az ikra termékenyilési eredményeivel is (BONDARENKO et al. 2015a). A
7,4-nél alacsonyabb pH érték rossz ikraminéséget jelezhet, mig a pH 8,44-8,57 érték
kivalo minéségii ivarterméket eredményez (LAHNSTEINER et al. 1999). Az alacsony
pH érték tovabba negativ hatassal van a halsperma motilitasi értékeire is a szaporitas
sordn (WOJTCZAK et al. 2007). A gazdasagilag jelentds halfajoknal altalaban pH 8
vagy magasabb érték megfelelének bizonyul (BONDARENKO et al. 2015a). A csuka
ikrasok fejését altalanosan a klasszikusan alkalmazott hasfal masszirozasaval végzik
(SZABO 1997b). Az ikra mindségének novelése céljabol kordbban vizsgaltak a
Iégpumpas pneumatikus fejést — mint a lazacféléknél alkalmazott ikra kinyerési
eljarast — amelyet dsszevetve a hagyomanyos fejéssel nem rogzitettek szignifikans
eltérest. A pneumatikus fejés koltségei miatt a modszer nem terjedt el a gyakorlatban
(CEJKO et al. 2016).

A vadon befogott csuka tejesek keltetéhazba szallitasa és rovidtavu tartdsanak
hatéaséra stressz valaszreakcio 1ép fel, ami negativ hatassal van a spermiumképzddésre
és a spermiaciora (SCHRECK et al. 2001). A sperma fejését pedig megneheziti a
csukahere lebenykékre osztott szerkezete és tagoltsaga (ROSSEN & ADABIJIEVA
2015). A tejeseknél a hasfal masszirozasaval végzett fejéssel zomében kis mennyiségii
spermat lehet kinyerni, valamint az ivartermék gyakran vizelettel is keveredik, ami
csokkenti a spermamindséget és spontan aktivaciot is okozhat. Egy kutatas soran a

hormonalisan indukalt 1547+467 g testtomegli csukatejesektdl 1,2+0,8 ml spermat
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fejtek. A halak heretdmege 3545 g volt. Mindez azt feltételezi, hogy az ivarszervben
nagysagrendekkel tébb sperma lehetett, mégsem sikerult azt kinyerni (HULAK et al.
2008a).

A csukasperma gytjtésére kialakult egy masik moédszer: a hasfal felvagasat
kovetd here kioperdlasa, és molnarszitdn vagy szitaszoveten végzett atpréselése. A
technikaval nagyobb mennyiségben all rendelkezésre a szaporitashoz szlikséges
sperma, azonban ez minden esetben a tejes egyedek ledlésével jar (KOWALSKI et al.
2012; BLECHA et al. 2016). A nagyiizemi tenyésztéshez bdségesnek tekinthetd
spermamennyiségre (5-10 ml/1 kg ikra) van szilkség (LAHNSTEINER 2000; SZABO
et al. 2021). A megfelel6 mennyiségli és mindségii rendelkezésre all6 sperma hianya
a termékenyités egyik korlatozé tényezdje lehet (CEJKO et al. 2016; KRISTAN et al.
2020). A fejési nehézség igy megneheziti a keltetéhazi technologia fejlédését, amelyre
megoldast nyUjthat akar a sperma rovid tava tarolasa vagy mélyhitése (CEJKO et al.
2018).

Bizonyos halfajoknal kimutattdk, hogy a hormonalis indukci6é (&ltalaban
pontyhipofizissel) pozitiv hatassal van a sperma termelésére és mindségére, mely a
termékenyitéskor mutatkozik meg (KOWALSKI et al. 2012; BLECHA et al. 2016;
MYLONAS et al. 2017). A csuka tejesek hormonalis kezeléséhez 3-4 mg/ttkg
hipofizis elegendé (SZABO 2001, 2008). Az egyedek a legnagyobb sperma
mennyiséggel altalanossagban az ivasi idészak kozepén rendelkeznek. A
spermatermelés folyamatos a szaporodasi idészak soran, a szeminalis plazma
mennyisége azonban az ivasi id6szak végéhez kozeledve csokken (SHANGGUAN &
CRIM 1999; BONDARENKO et al. 2018).

A csuka ivartermékeinek kinyerése két tényezd miatt tobb idébe telik, mint
ahogyan az atlagos keltet6hazi gyakorlatban megszokott. Egyrészt a sperma kinyerését
altalanosan nem fejéssel, hanem a here kioperalasaval végzik. Méasrészt az ikréat csak
lassan lehet lefejni az ikrasokbdl (a természetben tobb 6ran keresztiil is elhizodhat az
ikra lerakdsa) (KRISTAN et al. 2020). Fejést koOvetéen az ivarsejtek
termékenyitoképessége folyamatosan csokken, igy torekedni kell azok gyors
felhasznalasara (LEGENDRE et al. 1996; KRISTAN et al. 2018). Uzemi korilmények
kozott a halgazdasagok atlagosan 40-60% termékenyulési értéeket érnek el
(HORVATH & MAGYARY 2007; KRISTAN et al. 2020). A termékenyiilési
eredményekben nagy eltérések fedezhetok fel akozott, hogy a szaporitési szezon mely
idészakaban (pl. elején, kozepén vagy végén) és milyen technolOgidval vegeztek el a
csukaszaporitast. A szaporitasi szezon idejének elérehaladtaval a csukaikra mérete és
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vele parhuzamosan a szikanyag felhalmoz6dasanak mértéke is ndvekszik, ami szintén
a termekenyitesi eredmények meghatarozo tényez6 lehet (BENZER et al. 2010). A
szezon végérdl szarmazod larvak mérete nagyobb, gyorsabb a ndvekedésiik, a szezon
eleji larvdk viszont jobban toleraljak a nem megfeleld taplalkozési feltételeket
(MURRY et al. 2008; TRABELSI et al. 2015). Az ivasi iddszak elején végzett
halszaporitasnal altalanossagban jobb az ikra mindsége, a termékenyitési érték és a
larva megmaradas, amit feltételezhet6en az ikra magasabb dokozahexaénsav (DHA)
koncentracidja okoz. A jelenség nem egyedi a csukanal, mas halfajok esetében is
megfigyelték (YANES-ROCA et al. 2008; CARNEVALI et al. 2019).

A termékenylléshez, azaz az ivarsejt egyesiiléshez sziikséges aktivacio
kivaltasahoz altalanossagban tdvizet, Woynarovich-féle oldatot (40 g konyhaso és 30
g karbamid/10 liter viz) (WOYNAROVICH & WOYNAROVICH 1980; CEJKO et
al. 2016) vagy modositott Woynarovich-féle oldatot (150 g karbamid és 70 ¢
konyhas6/10 liter viz) (HORVATH & MAGYARY 2007) hasznéalnak. A spermiumok
az oldatban tovabb megbrzik mozgasképességiiket. A termékenyitési folyamatot
tobbszori oblités és fél-masfél oras duzzasztas koveti, melyhez akar razobasztal (4.
abra) is hasznalhatd (SZABO 1999; 2012).

4. dbra: A termékenyitett ikratételek duzzasztasa razoasztalon (kép: Molnar Jozsef).

Az ikrat ezutan Zuger-uvegbe helyezik. Az inkubacio6 kezdeti fazisaban alacsony
a szik kordli tér, amely miatt az ikra a kiils6 mechanikai behatasokra érzékeny

(SZABO 2016b). A Zuger-iivegben ezért minimalis vizétfolyast kell biztositani az
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adott id6tartamban (kb. 0,2 1/perc). Az ikraszemek gyorsan 0sszetapadnak, ellenben
oxigénigényiik alacsony (LEVAI & HORVATH 1980). Két nap elteltével sziikséges
emelni a vizaramlast, és szétkeverni az Gsszetapadt ikrat (HORVATH & MAGYARY
2007). A csukaikra inkubéacioja széles homérsékleti tartomanyon beliil végbemehet (4-
23°C), a széls6 értékek azonban nagyaranyu larvadeformitashoz vezethetnek
(HASSLER 1982). Az embrionalis fejlédés szempontjabdl idealis érleléviz
homérséklete 6-10°C kozotti értékek kozé teheté (BONDARENKO et al. 2015b;
POSPISILOVA et al. 2019). Cseh kutatok vizsgaltak a csukaikra fejlédését hat allando
hémérsékleti tartomanyban 9-14°C kozott. A kiilonb6zé homérsékleti csoportokban
nem talaltak mérhetd eltéréseket a larvafejlodési rendellenességek megjelenésével
kapcsolatban. A homérséklet nagymértékben befolyasolja az ikra fejlodését, és az
ikraban lejatsz6dé bioldgiai folyamatok sebessegét. A kelési id6 9°C-on kozel 13 nap
volt, mig 14°C-on viszont lecsokken 6 napra. A széles hémérsékleti tartomanyok miatt
a napfok/orafokban kifejezett inkubaciés idé kevésbé becsiilheté pontosan
(POSPISILOVA et al. 2019). Az embriogenezis soran az ikra élénksarga szinr6l
fokozatosan sotétbarnava valik. A termékenyiilési érték mar a termékenyitést kovetd
napon, a szedercsira fejlédési fazistol megéllapithatd mikroszkop alatt (SZABO
2016b). A viz megfelel kornyezetet nyujt a vizi penészgombak (Saprolegnia spp.)
gyors szaporodasahoz, amely ¢él6lények konnyen éatterjedhetnek a fert6zott
ikraszemmel kozvetleniil érintkez6 egészséges ikrara. Az infekcid negativ hatdssal bir
az embrionalis fejlédésre, vagy akar a teljes ikratétel pusztulasahoz is vezethet. A
folyamat mérséklése vagy megallitasa érdekében tehat elengedhetetlen a penészesedés
elleni kezelés. Korabban napi szintli malachitz0ld kezelést alkalmaztak 3-5 mg/I
koncentracioban (HORVATH & MAGYARY 2007; HOCHLEITHNER 2015). A
gombadld hatast vegylilet hasznalata manapsag korlatokba utkozik, helyette egyéb
fert6tlenitd és parazitamentesitd hatasu oldatokat alkalmaznak, mint példaul a DETOX
(NEMETH et al. 2012), a formalin (RACH et al. 1997; WARD 2020) vagy a Szapro-
stop (TATAR et al. 2020). Az ikra keltetését az elsé szabadon sz larva
megjelenésekor ajanlott elkezdeni. A vizatfolyast ekkor olyan modon kell beéllitani,
hogy az ikra a Zuger-tvegben éppen csak hullamozzon. A Zuger-iivegben 1év6 ikrat
hozzavetblegesen masfél oéra milva lapos talba kell szivni tigy, hogy csak néhany
centiméter viz maradjon az ikra felett. A talat meleg fényre vagy napfényre helyezve
a kelés felgyorsul, mely folyamatot a kelési enzim is nagymértékben fokozza. Idealis
korilmények kozott 10-15 perc alatt kel ki a larva (LEVAI & HORVATH 1980).
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2.3.2. A csukalarva keltetohazi elénevelési technologiaja

Napjainkban a keltet6hazi elénevelési mddszere dinamikus fejlédésen megy
keresztill (KUCSKA 2016). Kelést kovetden a csukalarvat altalanosan 5000-10000
db/100 liter egyedstiriségben tartdedénybe (pl. orias Zuger, larvanevelé valyd,
medence) helyezik, amely megfeleld vizatfolyas mellett maximum 200000 db/m3
kihelyezési siiriiségig novelhets (HORVATH & MAGYARY 2007). A kelést
kovetden, a nem-taplalkozd larvaszakasz idétartama a vizhémérséklet fliggvenye.
Keltetéhazi koriilmények kozott megfelelé hémérsékleti tartomanyban (9-14°C) egy-
két hétig (100-120 napfok) tart, azonban szélsGséges hémérsékleti viszonyok kozott
az id6tartam valtozhat (POSPISILOVA et al. 2019). A természetes kdrnyezetben
Kikelt csukalarva taplalkozasanak megkezdése el6tt a vizalatti ndvényekre
fliggeszkedik a homlokmirigye altal termelt valadék segitségével (HINER 1961). A
fliggeszked6 larva kornyezeti igényeinek eleget téve a keltetbhazakban a larvatartd
medencében megfelel6 mennyiségii mesterséges szubsztratot szilkséges biztositani. A
gyakorlatban milanyaghalokat vagy fliggonyanyagot helyeznek fiiggblegesen a
medencébe, amelyek biztositjak az elegend6 méretii kapaszkodasra alkalmas feliiletet
(KUCSKA 2016). Az egyedek ebben a larvastddiumban endogén taplalkozést
folytatnak a szikzacskoban térolt tdpanyagbol (POSPISILOVA et al. 2019). A halak
fliggeszkedésének befejeztével azonnal el kell kezdeni a megmaradt ikrahéj és
elpusztult egyedek eltavolitasat a medence aljzatarol, mivel a bomlé szervesanyag
tokéletes taptalajt biztosit a vizi penészgomba fajok szamara. A halgondozasi feladat
ellatdsanak hianyaban napokon beliil kialakulhat a medence aljat teljesen beterité
vekony ,,penészpaplan”. Ha a zsenge larva belelszik ebbe a penészrétegbe,
belegabalyodik és altalaban elpusztul (SZABO 2016b).

A nem-taplalkozd larvaszakaszt a taplalkozd larvaszakasz koveti, amikor az
egyedek mar 6nalldan képesek a helyvéaltoztatasra és a taplalékszerzésre. Testhosszuk
ekkor mar 12-13 mm kozétt van (SZABO 2016b). A larvéak elGszasa nem egységes
id6pontban torténik, azonban az eluszast kdvetden azonnal elkezdenek taplalkozni. A
larva taplalkozasa el6tt érdemes fokozatosan emelni a vizhdmérsékletet legalabb 14-
15°C-ra, fokozva ezzel az egyedek anyagcseréjét, azaz étvagyukat is (WOLNICKY &
GORNI 1997). Ha a larvak rovid idon beliil nem jutnak taplalékhoz, szervezetiikben
egyiranyl folyamatok indulnak be, alkalmatlanna vélnak a taplalékfelvételre, ami a
pusztulasukhoz vezet. A csuka kezdeti takarmanyozéasara alkalmas az é16, tenyésztett
vagy gyujtott 200-500 pm méreti zooplankton, példaul az evezdlabu rakok

(Copepoda) és az agascsapl rakok (Cladocera) (TAMAS 1970; HORVATH et al.
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2009; SZABO 2016b). A csuka rendkiviili étvagya miatt a zooplankton gyiijtés és
etetés nagyon munkaigényes folyamat, valamint konnyedén behurcolhatok vele
betegségek is. Napjainkban dinamikusan fejlédnek a larva- és ivadékneveld tapok,
érdemes ezeket etetni a zooplankton helyett. Tébb gazdasag manapsag mar a teljes
értékli takarmanykeverékre alapozott elonevelést alkalmazza a keltetbhazaban. A
csukalarva emésztorendszere eluszast kovetden mar fejlett annyira, hogy nem
sziikséges ¢l0 eleséggel kezdeni az etetést, akar az elsd taplalékfelvételtdl is
alkalmazhatdak a széraz tapok (SZCZEPKOWSKI 2009; KUCSKA 2016). A csuka
csak a siillyed6 tapot fogadja el, a vizfenékrél mar nem fogyasztja el azt. A takarmanyt
javasolt szarazon adagolni, mivel a nedvesités hatasara, beszivja magéba a vizet és a
viztartalmanak kdszonhetéen gyorsabban siillyed a vizfenékre. Az el nem fogyasztott
takarmany eltavolitasara gondosan tgyelni kell. A csukalarva gyorsan megtanulja a
tap felvételét, akar 90-95%-ban mesterséges takarmanyra szoktathato (KUCSKA
2016). A csuka rendkivil falank allat. Az etetéset érdemes 3-5, de legaldbb 15
percenként végezni napi 15 6ran keresztiil, ugyanis a gyakori etetéssel csokkenthet6 a
nevelés id6tartama (WESTERS & STICKNEY 1993). Az idealis azonban a rendkivil
intenziv, akar napi 24 oréas etetés (KUCSKA 2007). A faj esetében nagyon gyakori a
kannibalizmus, melynek mértéke a kezdeti életszakaszban még csokkenthetd a tapos
etetéssel. A 3 cm teljes testhossz elérése utdn azonban egyre né a kannibalizmus
mértéke, igy ett6l a mérettdl javasolt tavi kornyezetbe kihelyezni az eldnevelt
ivadékot. A nevelés teljes idGtartama altalaban 3-4 hetet vesz igénybe (GILES et al.
1986; KUCSKA et al. 2005, 2007).

2.4. A sperma mélyhiitése

A spermamélyhiités az allattenyésztésben is alkalmazott, a himivarl egyedek
genetikai tartalékainak megbrzésére és gyakorlati felhasznalasara iranyuld
biotechnoldgiai eljards (HAGEDORN et al. 2018; HEZAVEHEI et al. 2018; KHAN
et al. 2021). A technoldgia tagabb értelmezésében magaba foglalja az ivartermék
gylijtését, a kezdeti spermaminGség vizsgalatat, a higitét, a védbéanyagokat, a
fagyasztast es a felolvasztas utani spermamindség értékelését. A célja az ivarsejtek
fenntartasa és megérzése (LEE & YOSHIZAKI 2016; HARJANTI et al. 2020). A
sikeres mélyhités a felolvasztott sperma motilitasi és termékenyitési eredményeibdl
allapithaté meg (BILLARD et al. 1995; CIERESZKO et al. 1996; TSVETKOVA et
al. 1996; TORRES et al. 2016). A spermafagyasztasra iranyuld kutatasok torténeti

attekintése tobb mint 200 évre nyulik vissza, amikor felfedezték, hogy a hoban lehiilt,
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inaktiv spermiumok (pl.: ember, 16, béka) melegités hatasara mozgasra képesek
lehetnek (WHITTINGHAM et al. 1972). PHILLIPS & LARDY (1939) hasznéltak
el6szor tojas sargaja ,,véddanyagot” a bikasperma fagyasztasakor a hdsokk elleni
vedelem érdekében. Brit kutatok 1949-ben azt tapasztaltak, hogy a glicerin megvédi a
sperma strukturalis integritasat a fagyasztas kdzben és a felolvasztast kovetéen mozgd
sejteket észleltek, amivel egy 0j korszak nyilt meg a spermamélyhiités
technologidjanak fejlodésében (POLGE et al. 1949; MARTIN et al. 2000). Az els6
fagyasztasi eredmeny Blaxter nevéhez fiz6dik, 1953-ban sikeresen tarolt hering
(Clupea harengus) spermat szarazjégen, -79°C-on (BLAXTER 1953). Jelenleg mar
tobb mint 200 halfajndl mélyhiitottek spermat (CABRITA et al. 2010). A legtobb
kutatas édesvizi halfajaink koziil elsésorban tokfélékre (HORVATH et al. 2008),
lazacfélékre és pontyfélékre iranyult (CABRITA et al. 2010; CALDEIRA & SOLER
2018). Napjainkban ugyan szamos allatfajnal alkalmazzak a mddszert Uzemi szinten
szarazfoldi emlGsoknél, azonban a halaknal kevésbé terjedt el (TIERSCH 2008;
NYNCA et al. 2021). A halsperma hossz(tavi meg6érzésének modszere javarészben
fajonként és rendenként eltéré. A tudomanyos irodalmat attekintve megéllapithato,
hogy a halsperma mélyhiitési kutatdsok egyik aktudlis megoldando feladata a
technoldgia egységesitése (CABRITA et al. 2014; NYNCA et al. 2017; CALDEIRA
& SOLER 2018). A mélyhiitott halsperma kereskedelmi forgalomba hozatala emiatt,
jelenleg is korlatozott (ASTURIANO et al. 2017; MARTINEZ-PARAMO et al. 2017).
A halsperma mélyhiités gyakorlati alkalmazasahoz szikség van személetvaltasra is.
Ki kell dolgozni azokat a mddszereket, amelyek segitségével a fagyasztott sperma
tenyésztéstechnologiai alkalmazisa konnyen ismételhetové ¢€s egységessé valhat
(CABRITA etal. 2010). A himivarsejtek konzervaciojanak eldnyei kozé tartozik, hogy
a szaporitas folyaman a sperma felhasznalas optimalizalhatd, igy kevesebb a
spermaveszteség (CABRITA et al. 2010; CALDEIRA & SOLER 2018). A szaporitasi
idoszak alatt a tejesek €és az ikrasok kozott a legjobb mindségli ivartermék
kinyerésének idépontja gyakran nem teljesen egyezik (BORYSHPOLETS et al. 2009;
BLECHA et al. 2015; SAMARIN. et al. 20154, b, ¢). A mélyhiités lehetéséget nyu;t
az ivarsejtek korlatlan ideji tarolasara, amely segitséget nyujthat a szinkronizacios
problémakban is (MARTINEZ-PARAMO et al. 2009). Kiilondsen fontos tényezé ez
a fajvédelemben, a védett és a kihalassal fenyegetett halfajok megérzésében (SZABO
et al. 2004). Az ivarsejtek fagyasztasanak elényei kozé tartozik tovabba, hogy a
spermatételek biztonsagosan széllithatok az egyes halgazdasagok kozott. Az egyes

halfajspecifikus technologiak kidolgozésaval kevesebb tejes fenntartasara lenne
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szlikség (CABRITA et al. 2010; CAFFEY & TIERSCH 2000). A mddszer Iényegesen
novelheti a tenyésztett halfajok mesterséges szelekcidjanak modjat is (MARTINEZ-
PARAMO et al. 2009). Az egységnyi sperma felhasznalas hatékonysaga novelheto,
mig a beltenyésztettség okozta kockazat és a genetikai sodrédas csokkenthetd lenne,
mindemellett kdltséghatékonyabba valhatna a fajmegérzés (CABRITA et al. 2010;
CAFFEY & TIERSCH 2000).

A sugarasuszoju halak (Actinopterygii) osztalyba tartozd halfajok tobbségénél
az ikras egyedek késobb érik el a tenyészérettséget, valamint nagyobbra nének, mint a
tejesek, ezért a halgazdasagokban altalaban az ikras halak fenntartasi koltsege a
magasabb. A mélyhiités szempontjabdl a tejesektdl szdrmazd sperma megdrzése
terjedt el. Az ikra és az embri¢ fagyasztasa jelenleg nem megoldott, mely legfoképpen
az alacsony membran permeabilitdssal, az ikra méretével, nagy szikanyag- és
viztartalmaval magyardzhatd. A leirt tényezék a mélyhiités soran sejten beliili
kristalyosodasi folyamatokat inditanak el, melyek roncsoljak a sejteket mind a
fagyasztés, mind a felolvasztas kdzben is (TIERSCH 2001; DIWAN et al. 2020). A
spermiumok ikraval dsszevetett mérete nagysagrendileg kisebb. A halszaporitasban
példaul 5-10 ml sperma akér 1 kg ikra termékenyitéséhez is elegendd. A tarolas
szempontjabol tehat a sperma tarolasa célszeribb, mint az ikraé (CAFFEY &
TIERSCH 2000; THOLKE et al. 2019).

2.4.1. A spermamélyhiités fizikai és kemiai alapjai

A sejtek 0°C alatt kezdenek megfagyni. A jégképzddés eldszor az extracellularis
térben kovetkezik be. A sejtmembran révén a jégkristalyok nem névekednek a sejtben,
a sejt és a citoplazma ekkor még elérelathatban nem fagy meg. A sejtek és azt
koriilvevé kozeg halmazallapot valtozdsa varhatéan —5°C homérsékleten kovetkezik
be az oldott anyagok és a véddanyagok okozta fagyaspontsiillyedés miatt (MAZUR
1977). A fagyaspont csokkenés magyarazata az ozmotikus viszonyokat szabalyozo,
féligateresztd hartyaként funkciondld sejtmembran miikodése, mely a kisebb
molekulakat atengedi, mint példaul a viz, a nagyobb molekulékat ellenben nem.
Amikor megkezdédik a jégkristalyképzodés a sejtkozotti térben, az extra- €s
intracellularis tér kdzott ozmolalitas kulonbség alakul ki (AFRIANI et al. 2021). Az
ozmozis elv alapjan a sejtben 1évé higabb oldatbol a nyomadskiegyenlitodés
kovetkeztében vizkiaramlas kezd6dik meg a sejten kiviili toményebb oldat felé

(LEIBO 1980). A hiités soran idealis esetben -10°C és -40°C kozotti hémérsékleten a
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sejtekbdl  torténd vizkidramlds megsziinik. A tdl magas hiitési sebesség
megvalasztasanak hatasara jégkristalyképz6dés jatszodhat le sejten belll, ami
ozmotikus stresszhez, sejtroncsoldédashoz és a sejtmembran karosodasahoz vezethet
(HU et al. 2006; MAZUR 1977). Tulsdgosan alacsony hiitési sebességet alkalmazva a
vizkiaramlas a sejtekbdl talzott mértékii lehet, ami dehidrataciot okozhat (TIERSCH
& GREEN 2011). A bemutatott, sejtekre hatd destruktiv folyamatok megelézése
érdekében fajspecifikus, pufferelt és kiilonboz6 ionokat tartalmazd higitd oldatot
hasznalnak (HOAR et al. 1983). A higitéhoz szlkséges kiilonb6z6 véddanyagok
hozzdadasa is, melyeknek két tipusa kiilonithet6 el. A sejtekbe behatold Kkis
molekulajt, azaz intracellularis védbéanyagok, valamint kiils6, extracellularis
védbdanyagok (HAGEDORN & KLEINHANS 2000; LAHNSTEINER 2000; CLOUD
& PATTON 2009; SULTANA etal. 2010). A sejtekbe be nem hatold, nagy molekulaju
extracelluléris védéanyagok a sejtmembranhoz kapcsolodva azok stabilitdsaért
felelnek (HAGEDORN & KLEINHANS 2000; CABRITA et al. 2001; HORVATH et
al. 2006a). Az intracellularis anyagok pedig csokkentik a homogén magképzddési
extracellularis térbe, emelik a vitrifikacios hdmérsékletet, stabilizaljak a sejtmembrant,
valamint szerepet jatszanak a sejtkarosodas elkerllésében és mérséklésében is
(HARVEY & ASHWOOD-SMITH 1982). A fagyasztds soran a vizkiadramlés
kozvetleniil fiigg a hdmérseklet csokkenés sebességétol, ezen tulmenden a kiilonbdzo
tipusu sejtek méretétdl, a sejten kiviili térben 1évd vizmennyiségtdl, a membran
vizatereszt6 képességétdl és a sejtek oldott anyag tartalmatdl (HASSAN et al. 2015;
DELGADO-BERMUDEZ et al. 2022). Megoldasként késziilt matematikai modell is
a mélyhiités optimdlis sebességének becsléséhez, ami minimalisra csdkkenti a sejten
beluli jégkristaly képzodés esélyét (CABRITA et al. 2010). A fontosabb hatotényezok
kdzé tartozik tovabba az extra- és intracellularis védéanyagok tipusa és koncentracidja
is (BOKOR et al. 2008). A hiitési sebesség mellett a felolvasztast is megfeleld
sebességgel, esetenkeént fajspecifikusan kell elvégezni, hogy a hoémérséklet
emelkedése kozben fellépo fagyasi sokkot elkeriilhessiik (CABRITA et al. 2010).

2.4.2. Spermamintavétel
A halgazdasagokban és kutatdintézetekben a csukaspermat altalaban kétféle
modszerrel nyerik ki (KRISTAN et al. 2020). A szaporodasra felkészilt tejeseknél a

klasszikusan alkalmazott hasfal masszirozasaval végzett fejési modszerrel a sperma
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gyljtheté poharba fejve vagy akar fecskendébe is felszivhaté (CEJKO et al. 2018). A
maodszer hatranya azonban, hogy az ivartermék vizelettel vagy vérrel szennyez6dhet,
amit6l a sperma aktivalddhat, csokkentve ezzel a szaporitas hatékonysagat (BILLARD
1978; HULAK et al. 2008a). Az emlitett fejesi modszerrel csak kevesebb mennyiségii
sperma nyerhet6é ki, amelynek feltételezhetd oka a here anatOmiai sajatossagaiban
rejlik. A szakirodalom azonban csak altaldnossagban ir arrél, hogy a csukahere
lebenykékre osztott szerkezete lehet a magyarazata a fejés nehézségeinek, részletes
valasz tudomasom szerint még nem érheté el (DE MONTALEMBERT et al. 1978;
BILLARD & MARCEL 1980; KOLDRAS & MOCZARSKI 1983; BILLARD 1996;
CRAIG 1996; LAHNSTEINER et al. 1998; KOWALSKI et al. 2012; ROSSEN &
ABADJIEVA 2015; BLECHA et al. 2016; KRISTIANSEN et al. 2020; CEJKO et al.
2016, 2020a).

A csukasperma a fejés mellett kinyerhetd a here operaldsaval is. Az ivarterméket
ezutan a termékenyitésig hlivos helyen vagy hiitében taroljak (LAHNSTEINER et al.
1998; HULAK et al. 2008a). A modszerrel a spermakoncentracié nd, és idegen
szennyez6anyagtOl mentes lesz, azonban hatranya, hogy a him tenyészegyedek
ledlésével jar (LEGENDRE et al. 1996; KRISTAN et al. 2020), valamint a here
préselése folyaman bizonyos mértékben a mintaba kertilnek a here szdveteinek
darabjai, sejtkdzotti és sejten bellli folyadék, valamint nem érett spermiumsejtek is
(LAHNSTEINER et al. 1998). A csukahoz hasonl6an a harcsafélék (Siluridae) heréje
szintén lebenyes szerkezetli, amelyek szaporitasi modszerei kozott mar megjelent a
here egy részének sebészeti eltivolitdsa is. Az eljaras soran kioperéljak az egyik
herelebenyt, amely utan az egyedek életben maradnak, a heréjik begyégyul, igy
kétszer is tenyésztésbe vonhatok ugyanazok a tejesek. A here masik lebenyének
eltavolitasa soran mar nem miitik a halat, hanem fel kell aldozni 6ket, igy azokat
tovabbi szelekciora felhasznalni mar nem lehet (PRONINA & PETRUSHIN 2019).

2.4.3. Spermamindség vizsgalat

Szamos tanulmany foglalkozik a halsperma mindségének értékelésével. A
vizsgalatok legfobb celjai a kovetkezok: kereskedelmi céld haltermelés
tenyészallomanyainak javitasa (CABRITA et al. 2010), az egyedek szelekcidja a
spermamindsités alapjan (RURANGWA et al. 2004), az ivartermékek helyes kezelési
és tarolasi modjanak meghatarozasa a szaporitasi technoldgia fejlesztéséhez (BEIRAO
et al. 2019), a génmegbrzés (LAHNSTEINER et al. 1998) és a halfajok

spermamindségének ellendrzése (KOWALSKI & CEJKO 2019). Az alapvetd
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spermamindséget befolyasold parameéterek: sperma koncentracio, -morfoldgia, -
motilits, membran integrités és az ATP tartalom (FAUVEL et al. 2010). Kowalski &
Cejko (2019) szerint a tenyésztést meghatarozobb tényezok tovabba a spermatérfogat,
valamint a szeminalis plazma pH értéke és ozmolalitdsa. Sziikebb értelmezésben a
szaporitas elotti leghatdsosabb spermamindsitési mdodszer a sperma motilitdsanak
(motility) és sebességének (velocity) mérése (RURANGWA et al. 2004; GAGE et al.
2004). A mozg6 spermiumok ardnya kihathat a termékenyilés eredményére
(GALLEGO et al. 2018).

A himivarsejtek mindseégének vizsgalata a 2000-es évektél kezdédben
nagymértéki fejlddésen ment keresztiil (CASTELLINI et al. 2011; GALLEGO et al.
2013). Idoérendi sorrendben a kovetkezé modszereket kezdték alkalmazni:
fénymikroszkopos, multiexpozicids fényképezés, a pillanatnyi felvételek sorozatat
visszajatszani képes videdfelvételek, spektrofotométer és a szamitogép altal vezérelt
spermavizsgald rendszer, azaz a CASA (Computer-assisted Sperm Analysis)
(HORVATH et al. 2006b). A sperma motilitas vizsgalathoz alkalmazhatd
legmodernebb eszkdz a CASA rendszer, amely el6szor az 1980-as években jelent meg
az orvosi laboratoriumokban (LARSEN et al. 2000). Felépitését tekintve két egységbdl
all: a szamitogép vezérelte értékelorendszerbdl (szoftver) €s a vele kapcsolatban allé
optikai vizsgaloegységbdl (mikroszkop) (KIME et al. 1996, 2001; WILSON-LEEDY
& INGERMAN 2007). Specialisan erre a rendszerre Kifejlesztett faziskontraszt
objektivvel ellatott mikroszkoppal rendelkezik. Az analdg jelet egy digitalis kamera
kozvetiti a szamitogéphez. A rendszer érzékeli bizonyos iddintervallum (altalaban 0,5-
1 masodperc) kdzott a sejtek kiindulasi és végpontja kdzotti mozgasat, majd egyedileg
értékeli azokat (ELLIOT etal. 1973; LIU & WARME 1977; STEPHENS et al. 1988;
HOLT & PALOMO 1996; LARSEN et al. 2000). Osszefoglalva tehat a rendszer
magatol megallapitja az eredményt az adott paraméterek mért értekeibdl, amelyek
azonnal lathatéva is vélnak a felhasznélé szdméara (RURANGWA et al. 2004;
HORVATH et al. 2006b). Jelenleg a CASA rendszer a legfejlettebb szamitogépes
spermavizsgald rendszer. A CASA elemzés soran 13 f6 értékelési kategoriat

kilonboztetlink meg (1. tablazat).
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1. tablazat: A himivarsejtek mozgasi paramétereire utalé 13 f6 értékelési kategoria CASA
rendszeren (HORVATH et al. 2006a; MASSANY et al. 2008).

Jelolés Angol név Jelentés Mérték-
egyseg
Mot motility motilitas %
pMOT  progressive motility progressziv motilitas %
VCL curvilinear velocity sebesség a teljes megtett Gtvonalra pm/s
szamolva
VSL  straight line velocity sebesség a kiindulasi és végpont pum/s
kodzotti tavolsagra szamolva
LIN linearity az utvonal egyenestdl szamitott %
eltérése
VAP average path sebesség atlagolt Utvonalra szdmolva pum/s
velocity
ALH  amplitude of lateral  a fej oldaliranyd kitéréseinek atlagos pm
head displacement nagysaga
BCF beating cross a fej kilengésének frekvenciaja Hz
frequency
DAP distance average ténylegesen megtett Ut és Kiindulasi- pm
path és végpontok kodzotti tavolsag
atlagolt hossza
DCL  distance curved line ténylegesen megtett Gt hosszusaga pum
DSL  distance straight line ~ megtett egyenes Utvonal a mozgas pHm
kiindulasi- és végpontjai kdzott
WOB  wobble - VAP:VCL teljes mozgasi Gtvonal atlagolt %
mozgasi Utvonaltdl szamitott eltérése
STR straightness atlagolt mozgasi utvonal egyenestol %

szamitott eltérése

A CASA rendszerrel a leggyakrabban alkalmazott vizsgalati paraméterek a

kovetkezok:

e nem mozgo,

e helyben mozgd,

e progressziven mozgo,
e egyenesen és nem egyenesen mozgo,
o kormozgast végzd sejtek (HORVATH et al. 2006b).

A korabbi vizsgalati mddszerekhez képest a CASA rendszernél az aldbbi
szempontok alapjan mutatkozik meg a fejlédés:
o himivarsejtenkent lathatéva valnak a mozgo és nem mozgo sejtek,
. a himivarsejtek mozgésa vizualisan érzékelhetové valik,

. ismételheté és megbizhatd pontossagi méréseket végezhetiink (KIME et al.
2001; HORVATH et al. 2006b; HOLT et al. 2018).
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A legtobb csontoshal kiilsé megtermékenyitéssel szaporodik (BAKONYI et al.
2003). A spermaciot megel6z6en a spermiumok nyugalmi, masnéven immobilis
allapotban maradnak az ivarsejteket koriilvevé szeminalis plazmaban (SZABO et al.
2000; SADEGHI et al. 2017). A CASA rendszeren végzett motilitas vizsgalathoz tehat
szlikséges eclésegiteni egy a természetben is lejatszodo folyamatot, az ozmotikus
valtozéson alapul6 spermium aktivaciot (KRASZNALI et al. 2003; WILSON-LEEDY
et al. 2009). Spermaciot kovetden a spermiumok mozgasat kivaltd szaporodasi kdzeg,
azaz a viz ozmolalitasa édesvizi halfajok esetében a szeminalis plazmahoz képest
alacsonyabb, s6s vizben magasabb (COSSON et al. 1989; de KRETSER et al. 1998;
ALAVI & COSSON 2019). A aktivaciohoz szilkséges ozmolalitasi viszonyok
legtobbszor csalddonként és fajonként is eltéréek, igy a CASA vizsgélatokhoz
specifikus oldatok elkészitése szlikséges (BILLARD 1978; ALAVI & COSSON 2005,
2006). Az aktivalddott spermiumok kezdetben magas intenzitassal mozognak, de
hamar lassulni kezdenek, vegul elvesztik mozgéasi képességuiket. Tokfeléknél kozel 10
perc is lehet, kistestli pontyféléknél azonban akar egy percen belll is teljesen
megallhatnak a spermiumok (VLADIC & JARVI 1997; COSSON 2008; GALLEGO
et al. 2013; SCHERR et al. 2015). Csuka esetében egy perc utdn mar kevés
spermaminta éri el a 20%-o0s progressziv motilitasi értéket. A sperma motilitas
vizsgalat eredménye tehat fligg a vizsgalat gyorsasagatél is (HULAK et al. 2008a). A
mikroszkopos vizsgalathoz alkalmazhatd egy specidlisan erre a célra kialakitott, pl.
Makler-tipust sejtszdmlalé kamra (Spermtrack, Proiser R+D, S. L., Paterna,
Spanyolorszag; Makler, Sefi Medical Instruments, Izrael, MAKLER 1978). Elészor
az aktivalo oldatot kell a kamrara helyezni, majd abba beletolteni és elkeverni a
spermamintakat. A mintak objektiv ala helyezését kovetden készithetdk el a digitalis
felvételek. A rendszer automatikusan menti a mozgasi paramétereket. A CASA
rendszer alkalmazésdhoz szakképzett személyzet szikséges. A munkavegzésnek
gyorsnak és preciznek kell lennie. A spermastiriiség altalaban eltér a kiilonboz6 fajok,
taxonok és egyedek kozott is, igy az alkalmazandé higitasi arany kivalasztasa is nagy
szaktudast igényel (CAFFEY & TIERSCH 2000).

A sperma min0ségi értékeléséhez tartozik a spermastiriiség meghatarozasa is. Az
egyik elterjedt, és rendkivil pontos, a sejtek szamolasara kifejlesztett eszkdz a Blrker-
kamra. Az eszkdz lényege, hogy a lehetdség szerint egyenletesen eloszlatott
sejtszuszpenziobol mintét vesziink, és segitségével meghatarozhat6 az oldatban 1évé
sejtszam, amibdl kovetkeztethetiink az egységnyi térfogatra vetitett sejtstirtiségre. A

kamra egy vastag (targylemezbdl) liveglemezbdl és egy vékony feddlemezbdl all. A
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Burker-kamra (5. abra) négyzethalos beosztassal karcolt, amelyre egy fedSlemezt
helyezve és leszoritva azt pontosan 0,1 mm magas tér keletkezik. A négyzethalos
beosztés teriiletegységei szintén ismertek, igy tehat a térfogat is kiszamithatd, ezaltal
benne 166 sejtek szama is meghatarozhatd (PUSKAS 1993).

2z

= S = 3 N N :7"'.
5. abra: A Biirker-kamra (Marienfeld Superior, Paul Marienfeld GmBH & CO. KG,
Lauda-Kdnigshofen, Németorszag) (kép: Molnar Jdzsef).

A milliliterenkenti atlagos sejtszdm a kovetkez6 képlettel hatarozhatd meg:
N= X * (Birker-kamra négyzetének teriilete (1/25 mm?)) * (Biirker-kamra magassaga
(1/20 mm)) * higitasi arany * 1000 (mértékegység atvaltas pl-r6l ml-re). Példa a
szamitashoz:
N=X*25*10* 1000 * 1000
Az ,N” a minték atlagos sejtszamat, az ,,X” pedig a Biirker-kamraban szamolt sejtek
atlagat jelenti pl-ben kifejezve. A mértékegységet szlikséges atvaltani mi-re, igy az
értéket meg kell szorozni 1000-el (HORVATH 2001; BOKOR et al. 2010).
Sejtszamlalasra szintén alkalmazhaté a spektrofotométer. Az eszkdz a fény
meghatarozott hullamhossz tartomanyanak intenzitasvaltozasat méri, amin keresztl
képes aranyositani a spermaszuszpenzié fényelnyelését a spermakoncentréaciéval
(CIERESZKO & DABROWSKI 1993; TAN et al. 2010). Lehetséges megoldés az
aramlasi citométer is, amellyel mérhet6 a sejtszuszpenzioban aramlo kilonallo sejtek
szama is. A szabvanyositasi protokollok hianya azonban rontja a vizsgalatok
megbizhatésagat (TORRES et al. 2016). A sejtek szdmolasat végezhetjik CASA
rendszeren is, ennek ellenére ezt a modszert még relativ kevesen alkalmazzék. A
halspermium stirtiség CASA rendszerre vald atiiltetése jelenleg folyamatban van
(DEARING et al. 2013; TALARCZYK-DESOLE et al. 2017; PATAKI et al. 2022).
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2.4.4. Hiitémédium

Hitomédiumnak, vagy masnéven higitonak nevezziikk a sperma szemindlis
plazméajanak iondsszetételéhez hasonld izotonias oldatokat, amelyek korilveszik a
spermiumokat ¢és a sejtek mélyhuitésére szolgalnak. A higitok altalaban faj vagy taxon
specifikusak. Az adott ozmolalitdssal és pH értékkel rendelkez6 oldatban a
spermiumok nem aktivdlodnak, mozdulatlanul maradnak ¢és megdrzik az
életképességliket. A pH értek stabilizalasa pedig a felolvasztassal jaré pH ingadozas
elleni védelemben jatszik szerepet (TORRES et al. 2016). Edesvizi halfajok esetén
nagysagrendileg 150-400 mOsmol/kg kozé tehet6 az az oldatkoncentracid, amelyben
nyugalmi allapotban maradnak a himivarsejtek, ez azonban taxondémiai besorolas és
akar faj szerint valtozhat (MORISAWA et al. 1983). A csuka szeminalis plazméajanak
ozmolalitasa 228-350 mOsmol/kg érték kdzott van (HULAK et al. 2008a, 2008b). A
hiitdémédiumok ugynevezett véddanyagokat tartalmaznak, melyek szerepe a mélyhtités
¢s felolvasztas kozben torténd sejtkdrosodas megeldzése és mérséklése. A
véddanyagok gatoljak meg a sejten beliili jégkristalyképzodést azaltal, hogy serkentik
a sejtek vizleadasat, tehat novelik a sejten kivili viz mennyiségét (FIGUEROA et al.
2015). Megkiilonboztetiink kiilsd és belsé védOéanyagokat. Belsd, sejten belili
(intracellularis) védéanyagok példaul a dimetil-szulfoxid (DMSO), az etilén-glikol, a
propilén-glikol (BEIRAO et al. 2011), a glicerin, a metanol vagy az 1-2-propandiol
(HOAR etal. 1983). A felsorolt vegyileteket altalaban 5-15% kdzotti koncentracioban
alkalmazzék. Kiils6, sejten kivili (extracellularis) védéanyagok, példaul a koleszterin,
a kalium-lauril-szulféat, a glukoz és a szachar6z. A hitémédiumok harmadik részét
képezik a membranstabilizalé anyagok, amelyeknek a sejtmembranok védelmében
van kifejezett funkciojuk, ilyenek példaul: a tojassargaja, vagy a szarvasmarha szérum
albumin (Bovine serum albumin, BSA). Kiilonb6z6 szerz6k mas-mas véddanyagot
alkalmaznak halfajtol fiiggéen (LAHNSTEINER 2000; TORRES et al. 2016). Egyes
higitok alkalmazhatok egy-egy rendszertani csaldd legtobb halfajdhoz. Bizonyos
fajoknal azonban sziikséges egyedi Osszetételli higitok kifejlesztése (HOAR et al.
1983; CHRISTENSEN & TIERSCH 1996; LAHNSTEINER et al. 2003; BOZKURT
et al. 2009; IRAWAN et al. 2010).

A sperma-higitd arany kivalasztasa szintén meghatarozo szerepet tolt be. A
gyakorlati szemponti mélyhiités esetében a kutatok lehetdség szerint mindig a
legalacsonyabb mennyiségii higitd felhasznalasara torekednek, hogy az egységnyi
kihigitott és mélyhiitott oldat minél tobb spermat tartalmazzon. A hangstly elsésorban

az Uzemi felhasznalas gazdasagi vonatkozasaban rejlik. A magasabb spermatartalmu
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oldatokbol kevesebb miiszalma vagy kriocsé is elegend6, ezaltal gyorsul a
halszaporitas termékenyitési folyamata, mindemellett koltséghatékonyabbd valhat a
minték tarolasa is (HOAR et al. 1983; DONG et al. 2007). A higitasi arany 1:1-t61
1:99-es érték kozott valtozhat halfajoktol és az eltéro kutatasok eredményeit6l fiiggden
(HOAR et al. 1983; DONG et al. 2007; JUDYCKA et al. 2018; MATTHEWS et al.
2018).

2.4.5. Ekvilibracio

Az ekvilibracid szd szerinti jelentése: egyensllyba hoz, stabilizdl vagy
stabilabba tesz. Tudomanyteriletenként némiképp eltér az értelmezése (DOMJAN
2012). A spermamélyhiités témakorében ekvilibracionak nevezziik azt a folyamatot,
amely alatt a mélyhiitéshez alkalmazni kivant ivarsejtet és védéanyagot tartalmazo
higitd oldatban a véd6anyag koncentracio kiegyenlitddik az intra- és extracellularis tér
kozott (BELENKY et al. 2020). Az ekvilibracids id6 fligg az ivarsejtet koriilvevo
membran atereszt6 képességétdl, a véddéanyag molekulaméretén keresztiil annak sejtbe
hatolasi képességétol, valamint a tarolasi hémérséklettdl (AFRIANI et al. 2021). Az
ekvilibracio késébb a membran- integritasban és stabilizalasban, valamint a motilitési
paraméterek megorzésében fejti ki hatasat (RODINA et al. 2007; SHAHVERDI et al.
2014; JUDYCKA et al. 2020; LEE et al. 2021; NIU et al. 2022).

2.4.6. A mélyhiités modszerei

BABIAK et al. (1999) leirtdk, a szublimaciés hémérséklet elérésével (-79°C)
megakadalyozhato a jelentés mértékll intracellularis jégképz6dés. Az ivartermék
fagyasztasa elvégezhetd kiilonbozé taroloegységekben: ampulldkban (MOUNIB
1978), miiszalmakban (LAHNSTEINER 2011) vagy fagyasztd (krio) csovekben
(HEZAVEHEI et al. 2018).

A mélyhiités modszerei kiilon értékelhetdk hiitékozegek szerint is. A sperma
mélyhtitését legeldszor szarazjégen végezték el kiilonbozo eljardsokkal, példaul a tort
szarazjég kozé helyeztek ampullakat (MOUNIB 1978), vagy a széarazjégre raktak a
miiszalmékat (CHAO et al. 1987), valamint mélyedéseket olvasztottak a szarazjégbe,
amelyre cseppentették a mintdkat (BILLARD et al. 1993). A modszert egyre
kevesebben alkalmazzak, mivel a -79°C-0s szublimaciés hémérsékleten még
felléphetnek sejtkristalyosodasi folyamatok, emellett a mintak tarolasa is
nehézségekbe (itkozik, valamint kevésbé standardizalhaté (HORVATH 2018).
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A fagyasztasi technologia fejlodésével a szarazjeget felvaltotta a cseppfolyos
nitrogén gbézének hasznalata, amellyel a mintdk hiithetdk hdszigeteld tulajdonsagu
polisztirol dobozba toltétt folyékony nitrogén felszinén Uszé Kereten
(LAHNSTEINER 2011; BORYSHPOLETS et al. 2017), kanniszteres
széllitoedényben (VIVEIROS & GODINHO 2009), valamint programozhato
fagyasztd berendezésben (tovébbiakban: CRF, controlled-rate freezer) (MAGYARY
et al. 1996). A sejtek mélyhiithetdk tovabba kdzvetleniil a cseppfolyds nitrogénben,
amelyet vitrifikdcionak nevezink (XIN et al. 2017), vagy akar cseppfolyds nitrogén
mentes elektromos programozhat6 fagyaszto berendezesben is (MORRIS et al. 2017;
MITCHELL et al. 2017).

Napjainkban szinte minden esetben cseppfolyds nitrogén gézében mélyhiitenek
(HORVATH 2018). A halspermét leginkabb polisztirol dobozban és programozhatd
fagyaszt6 berendezésben mélyhiitik. A polisztirol doboz kdénnyen beszerezhetd. A
mélyhtités sebessége fiigg a doboz méreteitdl, a dobozba toltdtt folyékony nitrogénen
Uszd keret magassdgatol, valamint a keretre helyezett mintdk hiitési idejétol
(LAHNSTEINER 2011). A mélyhiités eredményességét nagymértékben befolyasoljak
ezek a tényezOk. Mas-mas szerzok eltéré6 méretli dobozokat, kereteket és kannakat
alkalmaznak, amelyek megmutatkoznak a felolvasztas utani motilitasi értékekben. Az
emlitett szempontok alapjan az egységesitett fagyasztasi protokollok kidolgozasa
Iényegesen nehezebb feladatnak igérkezik (BORYSHPOLETS et al. 2017). A
kanniszteres kannakban mar egységesebb és gyorsabb a mélyhiités folyamata, mint a
polisztirol dobozban. A mélyhiités sebessége azonban kevésbé valtoztathato
(VIVEIROS & GODINHO 2009). A legfejlettebb mélyhtitési eszk6z a programozhat6
szamitogépes berendezés, amely egy hiitékamrabol és egy specifikus szoftverrel
felszerelt szamitogépbdl all. A hiitékamra szondai kiilon mérik a kamra és a minta
homérsekletét. A szoftver segitségével eldre beallithatd a mélyhiitési sebesség, a
hiit6kamra pedig a felhasznalé altal megadott program és a mélyhtiteni kivant minta
hémérséklete alapjan tudja valtoztatni és adagolni a folyékony nitrogént (MELRADO
etal. 2002; MORRIS et al. 2006). Allatfajonként jelentds eltérést mutathat a mélyhiités
sebességének sperma motilitasi paraméterekre gyakorolt hatdsa. A programozhato
fagyaszté berendezésben szamos hiitési protokoll beallithatd, igy az gyakorlatilag
minden halfaj spermamélyhiitésére alkalmazhat6. A berendezés hasznalataval
standardizalhatobba és optimalizalhatobbd valhatnak a mélyhiitési protokollok.
Negativumként viszont elmondhat6, hogy a méretébdl adédoan a terepi munkakra

kevésbé alkalmas (MAGYARY et al. 1996). A polisztirol doboz azonban
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egyszeriibben mozgathatd és lényegesen kevesebb eszkozt igényel (LAHNSTEINER
2011). A programozhat6 fagyasztd berendezés eldszor az emlds ivarsejtmélyhiitésben
kezdett elterjedni (THURSTON et al. 2003; MORRIS et al. 2006), mindamellett
gyorsan megjelent szdmos a vildgon gazdasagilag értékes tenyesztett halfajnal
(CONGET et al. 1996; JUDYCKA et al. 2019; FRANEK et al. 2019; SANDOVAL-
VARGAS et al. 2020), tovabbé a hazai kutatasok esetében is egyre nagyobb teret nyer
(BERNATH et al. 2015; VARKONYI et al. 2018; BOKOR et al. 2019).

2.4.7. Tarolés és felolvasztas

A fagyasztés soran a sejtek biztonsagos tarolasanak érdekében a kozel -70°C-0s
intracellularis hémérsékletnél alacsonyabb tartomanyra kell hiiteni a spermat. A
himivarterméket megorizhetjiik akar szarazjégen pellet formajaban (BABIAK et al.
1999). A -79°C-0s hémérséklet elegendd lehet, de a tarolas korlatozott mértékii, mivel
ezen a hoémérsékleten még lejatszodhatnak sejtkristalyosodasi folyamatok. A
molekulak karosodasanak megel6zése érdekében a hosszUtavu tarolashoz ajanlatos -
130°C-nél alacsonyabb hdmérsékleten tartani a mintdkat, mivel ezen a hdmérsékleten
a molekulak rotacios vagy rezgé mozgason kiviil nem képesek masra. A modern
ultramélyhiiték akar a -150°C-os hémérsékletet is el tudjak érni (DIOGO et al. 2018).
Napjainkban a legelterjedtebb tarolasi mod a folyékony nitrogénnel toltott
kanniszteres kanna hasznélata (AGARWAL 2011; MARTINEZ-PARAMO et al.
2017), ahol a tarolas idejét csak a kozmikus sugarzas limitalhatja (HORVATH 2001;
CABRITA et al. 2010). Az emlitett tarol6egységek kozos jellemzoje a fagyasztott
mintak biztonsagos tarolasa és szallitdsa. A modern, duplafal( (két fém fal és a kozte
lévé egyedi abszorbens anyag) eszk0zOk szigetelése garantalja a -196°C-os
hémérsekletet mindaddig, amig a kannabdl el nem parolog a nitrogén (DIOGO et al.
2018, 2019; HORVATH & URBANY!1 2020).

Az Ujrakristalyosodas elkerllése érdekében a fagyasztott mintékat viszonylag
gyorsan kell felolvasztani. A felolvasztas folyamatéat altalanosan vizfiirdében végzik,
a legtdbb halfaj esetében 30-40°C-os homérsékleten, a mélyhiitési taroldegységek
tirtartalomto] fiiggéen meghatarozott ideig (CABRITA et al. 2001; HORVATH et al.
2012; BOZKURT & YAVAS 2017). A megfelel6 higito felolvasztast kovetéen nem
indukalja a sejtek mozgasat. Az aktivacid csak megfelelé ozmolalitasi viszonyok
kdzott jon létre, melyet az erre a célra kifejlesztett aktivald oldattal érhetlink el (HOAR
et al. 1983; XIN et al. 2020).
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2.5. A csukaalakuak rendjebe tartozo fajok korabbi spermavizsgalati és
-mélyhiitési eredményei

A csukaalakuak (Esociformes) rendje mindossze két él6 sugarastszoju
halcsaladot foglal magéaba. Az egyik a pocfélék (Umbridae) csaladja, amelyben 7 faj
talalhato, a masik pedig a csukafélék csaladja a maga 5 halfajaval (NELSON et al.
2016). Magyarorszagon a pocféléket egyediil képvisel6 lapi poc (Umbra krameri)
természetes ¢l6helyén kiviili (ex situ) génbanki megdrzése mitkodik (NYESTE 2022).
A faj spermamélyhiitési vizsgalatait faj- és populaciovédelmi célbdl mar megkezdték,
azonban tudomésom szerint az eredményeket magéba foglalé publikaciok még nem
érhetdk el (BAJOMI et al. 2013; TATAR 2017).

A csukaalakuak kozé tartozé halfajokrél azonban mar szamos tanulmany
megjelent. Hazankban egyedul a csuka tartozik ebbe a csaladba. A faj spermavizsgalati
eredményeinek bemutatasat kilon fejezetben részletezem, itt csak a rokon fajokhoz

tartozo relevans szakirodalmat ismertetem.

6. abra: A muskellunge (Esox masquinongy) (httpl).

LIN et al. (1996a) megallapitottdk a muskellunge (Esox masquinongy) (6. abra)
atlagos spermasiiriiségét, ahol 1,97+0,61*10%° spermium/ml értéket rogzitettek. A
szerz6k meghatéaroztak tovabba a szeminalis plazma egyes ionos 6sszetevdit, a fehérje

mennyiségét és az ozmolalitast, amelyet a 2. tdblazat mutatja be.

2. tablazat: A muskellungesperma szeminalis plazmajanak dsszetétele (LIN et al. 1996a).

A muskellunge szeminalis Atlag érték és szoras
plazmajanak osszetétele
Foszfation (mM) 7,81+2.17
Kalciumion (mM) 1,72+0,26
Kaliumion (mM) 27,88+3,27
Kloridion (mM) 120,32+7,86
Magnéziumion (mM) 1,05+0,11
Natriumion (mM) 129,17+6,69
Fehérje (mg/ml) 0,538+0,095
Ozmolalitds (mosmol/kg) 289,5+16,8
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LIN etal. (1996a) vizsgaltak a muskellunge kiilonbdz6 hormonalis indukcidinak
spermatermelésre gyakorolt hatasat. Eredményeikben a 3,3 mg/ttkg ponty hipofizissel
5,36+3,75 ml, az 1000 NE/kg hCG-vel (human Chorionic Gonadotropin, Human
Coriogonadotropin) 3,1+£1,52 ml, a kontroll (0,7%) sooldattal pedig 3,89+2,16 ml
spermat sikertlt kinyernilk az egyedekbél. A kontroll és kezelt csoportok kzott nem
taldltak kildnbséget a spermakoncentracioban, a sperma- fehérje, ionos koncentracio,
valamint ozmolalitds és sperma motilitasi értekek kozott. A modszer szerint
szarazjégen, 0,1 ml-es és 0,2 ml-es pelletben, 0,6 mM szachardz, 10% DMSO és 10%
tojas sargdjaval dolgoztak. A fagyasztott mintakat vegul folyékony nitrogénben
taroltdk. Termékenyitést kovetéen a kontrollhoz 72,94+8,7% képest 30,1+3,8%-0s
eredményt értek el az embriogenezis szempontos fazisaban.

GLOGOWSKI et al. (1999) muskellungespermat mélyhiitottek szarazjégen 0,05
ml-es pelletekben. Négy kiilonboz6 higitd oldat 6sszehasonlitd vizsgalatat végezték
el: 15% DMSO; 15% DMSO és 10% tojas sargaja; 15% DMA (dimetil-acetamid),
valamint 15% DMA és 10% tojassargaja. Mindegyik oldat tartalmazott 0,45 mM
szacharozt is. A friss sperméval 63,8+1,3%, mig a mélyhitott két DMSO csoport, a
DMA, valamint a tojassargajat tartalmazo higité hasznalataval a kontrollhoz képest
24-25%-al alacsonyabb termékenyiilést értek el. A mélyhiitott csoportok kelési aranyai
35-40% kozo6tt mozogtak, a DMA kivételével, melynél szignifikdnsan alacsonyabb 7%
korali érték mutatkozott.

CIERESZKO et al. (1999) az el6z6 kutatdshoz hasonldan szarazjégen, 0,1 ml-es
pelletekben mélyhiitottek muskellungespermat, melyet szintén folyékony nitrogénben
taroltak. A lengyel kutatocsoport négy kiilonbozé higitot alkalmazott: 0,6 mM
szacharéz, 10% DMSO, 10% tojas sargaja (HOLTZ 1993; CIERESZKO &
DABROWSKI 1996; LIN et al. 1996b); 10% DMSO, 10% tojas sargaja (ERDAHL &
GRAHAM 1980); 0,3 mM gliikdz, 20% glicerin (PIIRONEN & HYVARINEN 1983);
és modositott Ringer oldat, 10% metanol (RANA & MCANDREW 1989). A
fagyasztott spermaval végzett szaporitast kovetéen 24,4-35,1% kozotti atlagos kelési

aranyt értek el.
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2.6. A csuka korabbi spermavizsgélati €s -mélyhiitési eredményei

BONDARENKO et al. (2018) vizsgaltak a csukasperma morfoldgiajat,
mennyiségét, siirliségét és motilitasi paramétereit az ivasi idészakban, azaz februar,
marcius és aprilis hénapokban. A legjobb spermamindséget marciusban tapasztaltak,
ekkor volt a legmagasabb értéke az olyan meghatarozé paramétereknek, mint a sperma
mennyisege, a sperma flagellum hossza (38,24+£0,37 um és 35,14+0,26 um) és a
sperma stirtisége (16,2+0,2x10° spermium/ml). A sperma aktivaciojat kdvetéen 10
masodperccel a progressziv motilitas értékeknél nem jegyeztek fel szignifikéns
eltérést. A 20-40 masodperc idétartam esetében a szaporodasi idészak végi mintaknal
tapasztaltak a legnagyobb progressziv maotilitast. ALAVI et al. (2009) vizsgaltak a
csukasperma ozmolilatdsdnak hatasat a sperma morfoldgiara, motilitasra és a
flagellaris hullam paramétereire vonatkozoan. A spermiumok motilitasat és sebességét
befolyasolja az aktivalo kozeg és az aktivaciot kovetden eltelt id6 is. A kutatas soran
a legmagasabb progressziv motilitast 125-235 mOsmol/kg értékii oldatnal tapasztaltak
(kbzel 100%), a sebesseget pedig 125-200 mOsmol/kg érték kozotti
oldatkoncentracional merték, ahol magasabb, mint 200 pum/s-os értéket irtak le. A
flagellum mozgésat tekintve a hullamok szdma és sebessége jelentdsen kiillonbozott az
aktivalo kdzeg ozmolalitdsanak fliggvényében (0-200 um/s kdzott). Az aktivald kozeg
ozmolalitdsanak novelése a spermiumok sebességének csokkenesevel jart (ALAVI et
al. 2009). A spermium sebessegét szamos extracellularis (példaul ozmolalitas),
tovabba intracellularis paraméter (ATP-tartalom és Ca?* koncentracid) befolyasolja
(HULAK et al. 2008a; SIDDIQUE et al. 2016). HULAK et al. (2008a) 6sszehasonlit6
vizsgalatot vegeztek a kioperalt herébdl torténd sperma kinyerés és a hagyomanyos, a
hasfal masszirozasaval folytatott fejés kozott. Az eredményeikben a kioperalt herébdl
nyert sperma szeminalis folyadékanak ozmolalitasa (358+77 mOsmol/kg) magasabb
volt, mint a fejt spermé&é (273+21 mOsmol/kg). A spermakoncentracio értéke a
kioperalt herében szignifikdnsan 30-40%-al volt magasabb a fejés modszeréhez
képest. A fejéssel kevesebb spermat tudtak kinyerni, emellett vizelettel szennyez6dott,
mely csokkentette a spermaminéséget. A fejés okozta vér és vizelet kontaminacio a
spontan aktivéacio mellett csokkent termékenyitSképességet is eredményez (SZABO
1997c, 2011; BONDARENKO et al. 2018).
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SIDDIQUE et al. (2016) vizsgaltdk a csukasperma szeminalis plazmajanak

Osszetételét, mely eredmeényeket a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat: A csukasperma szemindlis plazmajanak 6sszetétele (SIDDIQUE et al. 2016).

A csuka szeminalis Atlag érték és szoras
plazmajanak dsszetétele
Kalciumion (mmol/l) 0,6+0,1
Kéliumion (mmol/l) 31,7+7,7
Kloridion (mmol/l) 80+26,4
Magnéziumion (mmol/I) 0,7+0,2
Natriumion (mmol/l) 82,9+26,1
Glukéz (mmol/l) 0,2+0,2
Fehérje (mg/l) 328,8+132,1
pH 7,7+0,2
Ozmolalitads (mOsmol/kg) 200,9+52,6
Spermasiirtiség (10 sejt/ml) 1,41+4,3

BABIAK et al. (1997) mar sikeresen mélyhiitotték a csukaspermat pellet
formdjaban. Egyedi szinten vizsgaltdk a spermamindséget mélyhiités elott és utan. A
kontroll spermamintakhoz (60-90%) képest minden esetben szignifikansan csokkent
a progressziv motilitds a mélyhiitott csoportban (10-40%). Megallapitottak, hogy a
spermakoncentracid novekedése pozitiv korrelacidoban all a friss spermaval torténd
termékenyitési eredményekkel. A spermakoncentraciéo egy mindségjelzé indikator
lehet a mélyhiiteni kivant tenyészegyedek kivalasztasanal. GLOGOWSKI et al. (1997)
Kisérletlikben probaltak meghatarozni két hiitési technika (miiszalma és pellet) és
10%, 15%, 20%) hatékonysagat, valamint kiilonb6z6 higitok (0,3 M gliikéz, 0,6 M
glikoz, Erdahl és Graham higitoja) alkalmazhatosagat a csukasperma mélyhitése
sordn. A termekenyités folyaman a legjobb eredményt a 0,5 ml-es miiszalmaval
torténé mélyhiitési technika és 0,6 M szachar6z, 15% DMSO és 10% tojassargaja
Osszetételll hiitdmédium egyiittes alkalmazasa eredményezte. A mddszer 90,5+1,9%
termékenylést mutatott a 89,1% kontrollhoz képest.

A legnagyobb volumenben LAHNSTEINER & MANSOUR (2008)
mélyhiitottek csukaspermat -150°C-ig 1,2 ml-es miiszalma alkalmazasaval az alabbi
Osszetételd higitoval: 103 mM NaCl, 40 mM KCI, 1 mM CacCl,, 0,8 mM MgSOs, 20
mM Hepes (N-2-hidroxi-etil-piperazin-N-2-etanszulfonsav), pH: 7,8 és 10% metanol,
1,5% BSA, valamint 7% tojassargaja. A termékenyitési kisérletek soran a friss
spermaval szemben (71,5+2%) a mélyhiitott spermaval aktivalo oldattol fiiggéen
56+4,1%-74,3+0,5% eredményt értek el. ZHANG et al. (2011) tesztelték két
kiilonb6zd sperma-ikra arany, valamint négy kiilonboz6 Osszetételi higitd hatasat a
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mélyhiitott sperma termékenyitd képességére nézve: 0,6 mM szacharoz, 15% DMSO;
0,3 mM gliukéz, 15% DMSO; 0,6 mM szachar6z, 10% metanol, valamint 0,3 mM
glikoz, 10% metanol. Mindegyik higito tartalmazott még 10% tojassargajat és 1,7 g/l
KCI-ot. A legmagasabb termékenyilést (92,2%) a gliikdz alapu és 10% metanolt, 10%
tojassargajat és 1,7 g/l KCI-t tartalmazo higitoval érték el. DIETRICH et al. (2016)
Kisérletlikben gliik6z-metanol és szachardz-metanol tartalmt higitoval mélyhtitottek
csukaspermat. A progressziv motilitds a friss sperma esetén 80% koruli értéket
mutatott, felolvasztast kovetden viszont legalabb 20%-kal csokkent. A termékenyités
alkalmaval nem talaltak szignifikdns eltérést a mélyhitott és a friss sperma
termékenyitd képessége kozott. A Kelési arany megéllapitasanal szignifikansan
magasabb értékeket rogzitettek a gliikdz alapu higitoval (79%-89%) a szachar6zzal
szemben (74%-84,7%). CEJKO et al. (2020b) trehal6zt tartalmazé higitoval
mélyhtitottek csukaspermat (185 mM trehaldz, 40 mM KCI, 20 mM Tris, pH: 8,5; és
10% metanol). A progressziv motilitas mélyhtités el6tt és felolvasztast kovetden kozel
azonos, 30% koriili értéket mutatott. A mélyhiitott spermaval statisztikailag
igazolhatéan magasabb kelési eredményt (73,5%) értek el, mint a friss sperméval
(66,7%).

2.7. Nagy mennyiségii halsperma mélyhiités és a mélyhiitott sperma
gyakorlati alkalmazasanak eddigi eredmenyei

Az lizemi szintli spermamélyhfités gyakorlati alkalmazasa es annak fejlédése az
1970-es ¢években kezdddott el. Elsésorban szarazfoldi gerincesek (lovak)
ivarsejtjeinek fagyasztasaval vette kezdetét, és mar ekkor is alkalmaztak 1-5 ml-es
miiszalmakat (MARTIN et al. 1979; LOOMIS et al. 1983; PUGLISI et al. 2016).

Az 1990-es évektdl kezdédbéen sikeresen tesztelték, majd alkalmaztadk a
spermamélyhiitést tobb halfaj ivartermékén is, laboratériumi és lizemi koriilmények
kozott egyarant. WHEELER & THORGAARD (1991) lazacfélék spermajanak
mélyhtitésekor (4,5 ml-es miiszalma, polisztirol dobozban) gliko6z, tojas sargaja és
DMSO alapu higitojaval a kontroll friss spermahoz viszonyitva atlagosan 49,3%-al
alacsonyabb termékenyiilést értek el, amelyet pozitiv eredményként értékeltek.
LAHNSTEINER et al. (1997) lazacféléken tesztelték a 0,5 ml-es, 1,2 ml-es és 5 ml-es
miiszalmat polisztirol dobozban és 103 mM NaCl, 40 mM KCI, 1 mM CaCl», 0,8 mM
MgS0s 20 mM Hepes, pH 7,8, 1,5% BSA, 7% tojas sargéja és 0,5% szachardz,
valamint 5% DMSO és 1% glicerin, vagy 10% metanol Gsszetételi higitoval. A
szivarvanyos pisztrangnal a kontroll, a 0,5 ml-es és az 1,2 ml-es miszalma
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alkalmazasa eseten is kozel azonos, 90% kaorli termékenytilési eredményt rogzitettek.
A szivarvanyos pisztrang termékenyitése soran a kontroll sperméaval 93,8+3%, a 0,5
ml-es miszalmaval 89,8+2,4% eredményt értek el. Az 5 ml-es miiszalmanal két
felolvasztasi hémérsékletet alkalmaztak 40 masodperces idétartamban. A 35°C-on
felolvasztott ivartermek 46,6+2,2%, mig a 40°C-os hdmérséklet csoporttal 32,6+5,8%
termékenyulést értek el. Tavi pisztrangnal (Salmo trutta lacustris) a 0,5 ml-es és 1,2
ml-es miiszalmaval végzett termékenyitésnél is 90% folotti kelési eredményeket
rogzitettek. A szerz6k megallapitottak, hogy a lazacfélék szaporitasanal magas
termékenyilési eredmények érhetéek el a 0,5 ml-es 1,2 ml-es és 5 ml-es miiszalmak
hasznalataval. Sebes pisztrangnal (Salmo trutta fario) azonban nem javasoljak az 5 mi-
es miiszalmat, mivel alacsony termékenyiilési értékeket irtak le vele. CABRITA et al.
(2001) mar sikeresen adaptaltdk az 5 ml-es miszalmat a szivarvanyos pisztrang
spermajanak fagyasztasa soran polisztirol dobozban, Erdahl és Graham higitojaval és
7% DMSO, 10% tojassargaja, valamint 7,5 mg/ml Promine (szbéjabab fehérje
komplex, Central Soya Protein Group Denmark) egydttes hasznélataval. Felolvasztést
kovetéen a 0,5, 1,8 és 5 ml-es miiszalmaval termékenyitve, a friss spermahoz (kontroll)
hasonlo (78,4%) termékenyulési értékeket rogzitettek.

HORVATH et al. (2007) pontysperma mélyhtitését kovetden 1,2 ml-es és 5 ml-
es muiszalmaval magas termékenyulési értekeket értek el (86+£12% és 56+36%), ahol
350 mM gliikéz, 30 mM Tris, pH 8,0 és 8% vagy 10% metanol higitot, valamint
polisztirol dobozt hasznaltak. BOKOR et al. (2019) 20 mM NaHCO3, 6% fruktdz és
10% metanol tartalmd higitoval fagyasztottak harcsa (Silurus glanis) sperméat. A
mélyhtit6tt csoportokban a progressziv motilitas értéke elmaradt a friss ivartermékkel
szemben, a kelési eredmények azonban megfeleltek a keltetohdzi gyakorlati
eredmeényeknek (friss: 89+3% és 68+4%, polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma: 50+9%
és 75+5%, CRF 5 ml-es miiszalma: 53+12% és 72+3%, CRF 10 ml-es kriocs6: 52+7%
és 66x6%).

A nagy volument és (irtartalmu taroloegységekkel végzett mélyhiitési kisérletek
eredményeit szamos tovabbi publikacio részletezi. Osszegzésil elmondhatd, hogy
kiilonb6z6 halfajok esetén az eljarasok eredményességét a motilitasi paramétereken
tul, a gyakorlat a termékenyulési és kelési eredmények sikeressegében méri. A
kiilonb6z6 kutatok és laboratoriumok eltéré modszereket preferalnak, igy a mélyhtitési
eljarasok nem egységesek, azonban hozza kell tenni, hogy rendkivil gyorsan és
dinamikusan fejlédnek (MARTINEZ-PARAMO et al. 2017; GALLEGO &

ASTURIANO 2019; HEZAVEHEI et al. 2018; JUDYCKA et al. 2019).
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2.8. Mélyhiititt spermabdl szarmazo hallarvak fejlodéstani vizsgdlatai

A halsperma mélyhtités hatasara bekovetkezd sejtkarosodas és larva fejlodési
rendellenességek feltarasa érdekében egyarant készultek tanulmanyok (BOBE &
LABBE 2009; HORVATH et al. 2010; BERNATH et al. 2018). A csuka esetén
ismereteim szerint még nem allnak rendelkezésre adatok a témaban, csak 6nmagaban
a faj posztembrionalis fejlédési szakaszairol (POSPISILOVA et al. 2019).

A kovetkezékben a mas fajok esetében bemutatott vizsgalatokat szeretném
ismertetni. HORVATH & URBANY!I (2000) programozhaté fagyasztd berendezés,
0,25 ml-es miiszalma és harcsa higitd hasznalataval mélyhitottek afrikai harcsa
(Clarias gariepinus) spermat, majd vizsgaltak a DMSO és DMA véddanyag hatasat a
larvak morfoldgiai elvaltozasaira. Kutatasukban azt tapasztaltak, kontrollhoz képest a
DMSO és DMA csoportokban megnovekedett a rendellenesen fejlédo egyedek szama.
LABBE et al. (2001) a spermamélyhiités szivarvanyos pisztrang fejlédésére gyakorolt
hatasat tanulmanyoztak. A himivarterméket 0,5 ml-es miiszalma, polisztirol doboz,
Mounib higit6é (125 mM szachar6z; 6,5 mM redukalt glutation; 100 MM KHCQO3) és
10% tojassargéja, valamint 10% DMSO hasznélataval fagyasztottak. A morfologiai
elemzés utdn nem taléltak kilonbséget a kezelések fejlddési rendellenességeinek
aranyai kozott. A larvamegmaradast szintén nem, mig a DNS stabilitast kismértékben
befolyasolta a mélyhiités. MISKOLCZI et al. (2005) mélyhiitott spermat felhasznalva
veégeztek afrikai harcsa szaporitast. A fagyasztasi mddszer polisztirol doboz, 0,25-1,2
ml-es miiszalma, harcsa higitd, valamint 10% metanol vagy DMSO védéanyag volt.
A szerz6k hasonlo kelési aranyt értek el a kontroll (59,1+25,8%) és a fagyasztott
csoportban (53+28,9%). A larvadeformitasban a legmagasabb értéket a 0,5 ml-es
miiszalma és DMSO alkalmazasaval jegyezték fel (friss: 28,3+15,3%; mélyhfitott:
44,2429,9%), azonban nem talaltak szignifikéans eltérést a kiilonb6z6 kezelések kozott.
HORVATH et al. (2007) a ponty spermét polisztirol dobozban, 5 ml-es miiszalmaval,
cukor alapd higitéval (350 mM glukéz, 30 mM Tris, pH: 8) és 10% metanol
hasznéalataval fagyasztottak. Kelést kovetden a larva deformitasi vizsgélatokban nem
talaltak szamottevo eltérést a friss (15+9%) és a mélyhtitott (13+7%) csoportok kozott.
BOKOR et al. (2015) harcsaspermat mélyhiitottek polisztirol doboz, 5 mil-es
miiszalma, harcsa higitd6 (6% fruktéz, 1 M NaHCOs, pH: 7,73) és 10% metanol
alkalmazéasaval. A fagyasztas utan felolvasztott spermamintakat indukalt
szaporitasban hasznaltak fel, melyet kovetéen 10 napos larvanevelési vizsgalatot
vegeztek el (3 nap nem-taplalkozé- es 7 napos taplalkozo larvaszakasz). A nem-

taplalkozo larvaszakaszban statisztikailag igazolhatban magasabb nedves testtdmeget
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és testhosszt rogzitettek a mélyhiitott csoportban (10,09+0,37 g és 0,96+0,05 cm), a
friss csoporthoz képest (9,02+0,3 g és 0,94+0,05 cm). A taplalkozd larvaszakaszban
szintén szignifikdnsan magasabb testhosszt tapasztaltak a mélyhiitott (1,92+0,13 cm)
csoportban a kontrollal (1,89+0,14 cm) szemben.

BERNATH et al. (2018) jaszkeszeg (Leuciscus idus) spermat mélyhiitottek
polisztirol doboz, 0,5 ml-es miiszalma és pér higité (200 mM gliikdz, 40 mM KCI, 30
mM Tris, pH: 8,0+0,2), valamint 10% metanol alkalmazasaval és vizsgaltak a
(22+15%) és fagyasztott (33+18%) csoportokban. A fejlédési rendellenességet mutatd
egyedek aranya mindkét csoportban megegyezett (12+4%).

A mélyhlitott spermabol szarmazo larvavizsgalat a mélyhtitési technolégiakhoz
hasonloan folyamatosan fejlédik. A fagyasztott himivartermék hasznélata altalaban
nem okozza a larvak rendellenes fejlodését. A deform egyedek aranyénak esetleges
novekedése feltételezhetéen inkabb technologiai problémakra vezethet vissza,
melyek példaul a fagyas kozben fellép6 membransériilések, vagy a védGanyagok,
melyek jellemzden ,,szobahOmérsékleten” idézik eld genotoxikus hatdsukat
(MULLER 2021). A vizsgalatok tervezésénél tovabba kiilonos figyelmet kell forditani
a jovoben a mélyhltdtt spermabol szdrmazo taplalkozo larva fejlédésének és
életképességének monitoringjara, mely a fagyasztas keltet6hazi gyakorlatba torténd
integracidjanak alapfeltétele. Példa lehet erre BOKOR et al. (2023) kutatasa, akik
mélyhiitott spermabol szarmazd ponty larva el6-és utonevelését végezték el
togazdasagi korilmények kozott. Kisérletiik végén nem taléltak szignifikéans eltérést a
friss €s mélyhiitétt spermabol szarmazo egyedek megmaradasa és azok ndvekedési

tendenciaja kozott. A csuka esetében végezetll minden U ismeretanyag elsegitheti a

Ve
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A kisérleti allomanyok tartasi koralményei, kezelése
A Kisérleteket a MATE-SZIC/1742-1/2022 iktatészamu ,,Kiilonboz6 halfajok

génmegdrzési és lizemi fejlesztése” cimi allatkisérleti igazolds jovahagyaséaval
végeztem.

A vizsgalatokhoz szilkséges anyaallomany (N=67) a Szegedfish Kift.
togazdasagabol szarmazott. A spermavizsgalatok kisérletsorozatra 2018-ban
Godollén, a Szent Istvan Egyetem (a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
jogelddje), Akvakultura és Kornyezetbiztonséagi Intézet, Halgazdalkodasi Tanszékén
végeztem el 54 db tejessel (atlagos testtomeg: 7511549 g; atlagos testhossz: 41+8 cm).
Az egyedek 2018. februar kozepén érkeztek Godollére. A kisérletek egy héttel a
beérkezés utan kezdédtek, és marcius elsé harmadaban értek véget. A halakat zart,
intenziv recirkulacios rendszer 1 m®-es milanyag medencéjében tartottam. A rendszer
vizének fizikai tisztitasat egy TM 45/23133 stirtiségii szivacssziiré (Aquarium Kutsera
Kft., Erd, Magyarorszag), mint mechanikai sz{ird biztositotta. A bioldgiai sziirést egy
mozgodagyas biomédia sziirdegység (RK Biomedia, Aquarium Kutsera Kft., Erd,
Magyarorszéag) vegezte. A csiramentesitést egy ultraibolya sztiré (Aqua Medic Helix
Max, 36W, Aquarium Kutsera Kft., Erd, Magyarorszag) biztositotta. A viz forgatasat,
¢s egy felso kiegyenlit6 tartalyba emelését egy Pedrollo PQ 60 tipusi kiils6 szivattyu
(Pedrollo S.p.A., San Bonifacio, Olaszorszag) latta el. A kiegyenlité tartaly a haltarto
medence felett helyezkedett el, igy a viz a gravitaciés nyomasnak kdszonhetden folyt
a medencebe. Az oxigeénellatasert egy Resun ACO 006 tipusu légpumpa (Aquarium
Kutsera Kft., Erd, Magyarorszag) felelt. A vizhdmérsékletet a PLC (Programmable
Logic Controller) monitor (Unitronics VS70, Velinor Kft., Budapest, Magyarorszag)
altal vezérelt vizklima és akvariumi vizfité segitségével allitottam be. Folyamatosan
miikodé szondarendszer (MIQ/TC 2020 XT, WTW, Xylem Analytics Germany Sales
GmbH & Co. KG, Weilheim, Németorszag) segitségével kovettem nyomon a
vizhémérsékletet és a viz oldottoxigén tartalmat. A kisérletek alatt a vizhdmérséklet
15+2°C, az oldott oxigen 8+1 mg/l volt. A vizsgalatok sordn nem etettem a halakat. A
napi megvilagitas 14 ora volt, alacsony fényintenzitas (10 lux) mellett.

A csukaszaporitasi kisérletsorozatot 2019. marcius elsé hetében végeztem,
amikor 5 db ikras (atlagos testtomeg 6340+£1260 g) és 5 db tejes (atlagos testtomeg

1365+172 @) egyeddel dolgoztam a Szegedfish Kft. keltetéhazaban (Szeged
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kilterletén). Az anyadllomany a hormonalis kezelést megel6z6 napon Kerilt a
keltetbhazba. A halakat ivar szerint elkilonitve, atfolydvizes medencékben tartottak
14°C vizhémérséklet es 90,5 mg/l oxigénszint mellett. A keltetéhaz csérendszere
bioldgiailag inaktiv anyagokbol készilt. A lefolyd halézaton keresztil a haltartd
egységekbe érkezé viz gravitacios aramlasat a keltetéhaz tet6jén elhelyezett
kiegyenlitGtartaly biztositotta. Az oxigénellatast egy oldalcsatornas légbefuvo végezte.
Az egyedek beérleléséhez természetes megvilagitast alkalmaztam. A Kisérleti
halallomanyt a vizsgalatok ideje alatt nem etettem.

A Kisérleti halak hormonalis kezelését és az ivartermék kinyerését megel6z6en
Godollon a SZIE Halgazdalkodasi Tanszeken 0,3 ml/l rendszerviz koncentracioju 2-
fenoxietanollal (99,5%) bdditottam el az egyedeket (KUCHARCZYK et al. 1998;
VELISEK & SVODOBOVA 2004), mig Szegeden a halgazdasag gyakorlata szerint
60 ml/100 | rendszerviz koncentracioju 2-fenoxietanol (99,5%) oldatban végeztem az

altatast.

3.1.1. A halak hormondlis kezeléese

A tejes egyedeket 48 oraval a sperma kinyerését megeléz6en hipofizaltam. A
spermiécid serkentésére Godollén és Szegeden is egyarant 3,5 mg/testtdomeg kg
acetonalt, kiszaritott ponty hipofizist alkalmaztam. A hormonkészitményt elporitottam
dorzsmozsarban, majd 3,5 mg/ml natrium-kloridos séoldat (0,65%-halfizioldgias
sooldat) toménységben oldottam fel. A hormont a haslisz6 tovénél, egyszeri
alkalommal injektaltam be a halak hastiregeébe. A tejeseket két, az ikrasokat négy
nappal az ivartermék kinyerése el6tt indukaltam hormonélisan SZABO (2001, 2008)
Kisérleti modszereit alapul véve. A hideg vizben ivd csuka szaporodasbiol6giai
érdekében nytjtott hatdanyag leadasu vivéanyagban homogenizaltam az acetonalt,
szaritott hipofizist. A 971P karbopol polimertipus 2,5 %-0s vizes diszperzitja hatasara
fokozatosan szivodik fel a hipofizis a halakban (SZABO 2011). A 3,5 mg/testtémeg
kg hipofizis hatéanyagu homogenizatumot 0,5 ml/kg do6zisban injektaltam a halak

hasliregébe.
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3.1.2. Az ivartermékek gyiijtésének modszere

A csuka tejesek esetében a spermat, kisérleti beallitastol figgden egyik modszer
szerint fejés kdzben 5 ml-es steril fecskendébe szivtam fel, hogy elkeriljem a vizzel,
vizelettel, iiriilékkel vagy vérrel torténd kontaminaciot. A masik modszer esetében a
here operélasaval nyertem ki a spermat (CLOUD & PATTON 2009). Az egyedek
tulaltatasa utan felvagtam a hasfalat (7. abra). Eltavolitottam a herét, szarazra téréltem,
majd feldaraboltam, és egy 200 um szembdségli szitaszoveten préseltem at 5 ml-es
Eppendorf csdvekbe. A vizsgalatok megkezdéséig a mintakat olvadd jégre (4°C)
helyeztem (BOBE & LABBE 2008; BOKOR et al. 2010).

7. 4bra: A here kioperalasat (fent) kovetéen a heréket szarazra toroltem (lent) (kép: Bokor
Zoltan).

Az ikrét a klasszikusan alkalmazott fejési modszerrel nyertem ki (8. &bra). A hal
fejét kismértékben megemelve a hasfal masszirozasaval egy asztalba sullyesztett talba
fejtem az ivarterméket (SZABO 2000; CEJKO et al. 2016). Az ikréat, lefedve
keltet6hazi homérsékletén (14+0,5°C) taroltam felhasznalésig.
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8. dbra: Az ikrat asztalba stillyesztett talba fejtem (kép: Szabé Tamas).

3.2. A spermasiiriiség meghatdarozdsa

A spermasliriség meghatdrozdsat 54 tejes operdlt heréjébdl préselt
spermamintainak felhasznalasaval a Birker-kamras sejtszamlalé (Marienfeld
Superior, Paul Marienfeld GmBH & CO. KG, Lauda-Konigshofen, Németorszag)
segitségével végeztem (HULAK 2008a; GUNETTI et al. 2012). A spermamintékat a
doktori munkam alatt kifejlesztett csuka higitdban tartottam nyugalmi (immobilizalt)
allapotban 1:999 aranyban. A kihigitott oldatokbol 8-8 ul-t toltéttem a Birker-kamra
mindkét oldalara. A sejtszamlalé kamrat ezutan behelyeztem egy Qlmaging
microPublisher 3.3 RTV kameraval felszerelt mikroszkopra (Nikon Eclipse E600
sztereo mikroszkop, Apokromat Kft., Budapest, Magyarorszag). A mikroszképon 20*-
0s nagyitds, 0,5 numerikus rekesznyilas, 10 mm fokusztavolsag, 2,1 mm
munkatavolsag, 22 mm latotér, faziskontraszt 1, valamint automata fehéregyensuly
beallitast alkalmaztam. Spermamintanként 20 db cellat fényképeztem le QCapture Pro

5.1 (QImaging, Surrey, Kanada) szoftver segitségével (9. abra).
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9. abra: A Burker-kamraban kihigitott sejtek fot6zasa (kép: Nagy Borbala).

A spermiumok szamat ImagelJ szoftver (ImageJ for Windows, National Institutes
of Health, Egyesiilt Allamok) alkalmazasaval szamoltam. A milliliterenkénti atlagos
sejtszamot BOKOR et al. (2010) korabbi munkaja alapjan hatdroztam meg (lasd: 2.4.3.

fejezet).

3.3. A sperma motilitas vizsgalata

A friss, illetve a mélyhiitést kovetéen felolvasztott spermamintdk motilitasi
vizsgalatait CASA rendszerrel végeztem (BERNATH et al. 2017a). Az adatokat
Sperm VisionTM v. 3.7.4. (Minitube of America, Venture Court Verona, Egyesiilt
Allamok) szoftverrel értékeltem ki. A spermiumok aktivalasadhoz LAHNSTEINER et
al. (1998) altal kifejlesztett csuka aktivalo oldatot (100 mM NaCl, 10 mM Tris, pH: 8)
alkalmaztam. A spermiumok letapadasanak elkertlése érdekében az oldathoz 0,5%

szarvasmarha szérum albumint (BSA) adtam.
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10. bra: Sperma motilitas vizsgalat CASA rendszerrel (p: Bernath Gergely).

A CASA rendszerrel a sperma mozgasara utalo paraméterek kdzil az alabbiakat
vizsgaltam (10. abra) (minden esetben két ismétlésben): progressziv motilitas (pMOT
— Progressive motility, %), a himivarsejt sebessége a ténylegesen megtett teljes
mozgasi utvonalara szamolva (VCL — Curvilinear velocity, um/s) és a himivarsejt
atlagolt mozgasi Utvonaldnak az egyenest6l szamitott eltérése (STR - Straightness, %)
(RURANGWA et al. 2004; WILSON-LEEDY & INGERMANN 2007).

3.4. Spermamélyhiitési vizsgalatok
3.4.1. A spermamélyhiitési és a felolvasztasi kisérletek altalanos folyamatai

A vizsgalatok kovethetdsége érdekében elsdként a mélyhiités altalinos menetét
ismertetem. Az egyes specifikus kisérleti beallitasokat az adott vizsgalati leirdsokban
mutatom be. A kontroll sperma kifejezés minden esetben a friss spermat jeldli. A
mélyhiitéseket egy specifikusan a csukasperma fagyasztasara, a doktori munkam soran
megalkotott higitoval végeztem, melynek komponenseit a csuka kozeli rokona, a
muskellunge sperma szemindlis plazméajanak 6sszetétele alapjan (lasd: 2.5. fejezet)
(LIN et al. 1996a) allitottam 6ssze: 150 mM gliik6z, 75 mM NacCl, 30 mM KCI, 1 mM
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Na;HPOs*12H,0, 1 mM MgCl;*6H.0, 1 mM CaCl;*2H,0, 20 mM Tris, és 0,5%
BSA, pH 8+0,02.

Kisérleti beallitastol fiiggben irodalmi adatokat felhasznalva 150 mM glikozt
vagy trehaldzt, mint sejten kiviili védéanyagot adtam a higitomhoz (ALAVI et al.
2009; LIN et al. 1996a). Intracellularis védéanyagként 10% végsé oldat
koncentracidji metanolt alkalmaztam (LAHNSTEINER 2000; HORVATH et al.
2015). A sperma aktivalo- és higitd oldatok készitéséhez elszivofilkében (Labortrend
Kft. Budapest, Magyarorszag) elhelyezkedé magneses kever6t (HSC Heating
Magnetic Stirrer, Labsystem Kft. Budapest, Magyarorszag) és pH mér6t hasznaltam
(Five Easy FE20, Mettler Toledo, Budapest, Magyarorszag). Bizonyos kisérletekben
harom kiilonb6z6 higitasi aranyt hasonlitottam &ssze: (sperma:higitd) 1:1, 1:9,
valamint 1:19-et (HOAR et al. 1983; BOKOR et al. 2010). A fagyasztas kdzben a
folyadékok térfogata valtozik, igy az 5 ml-es miiszalmaba 4 ml, mig a 10 ml-es
kriocsébe 8 ml térfogatig toltdttem a kihigitott spermamintakat. A 0,5 ml-es
miiszalmanal a folyadék mennyiségén nem csokkentettem. A miiszalmak egyik végét
fontos lezarni, hogy a befecskendezett sperma ne folyhasson at rajta a fagyasztas, majd
felolvasztas kozben. A 0,5 ml-es mliszalma egyik vége gyarilag lezart, mig az 5 ml-es
miiszalma zar6 kupak nélkiil szerezhet6 be, igy annak egyik végét egyedileg toltdttem
és tomoritettem az aldbbi anyagokkal és sorrendben: 10*10 cm-es gézlap, 0,5 ml
toltdanyag (fedopor, IMV Technologies, Franciaorszag) és 6*6 cm-es gézlap
(BERNATH & HORVATH 2018) (11. bra).

11. dbra: Az 5 ml-es miiszalma egyik végének lezarésa (kép: Molnar Jdzsef).
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Minden vizsgalatban megmértem a sperma motilitast (pMOT, %; VCL, pm/s;
STR, %) mélyhités el6tt és felolvasztast kovetden (lasd: 3.3. fejezet).

A mélyhiitést kisérleti beallitastol fiiggéen polisztirol dobozban (méretek:
szélesség: 25,5 cm, hosszusag: 36 cm, belsé falmagassag: 22 cm és falvastagsag: 2,5
cm) és/vagy programozhat6 fagyaszto berendezésben hajtottam végre (controlled-rate
freezer, CRF, IceCube 14s, IceCube Series v. 2.24, Sy-Lab, Neupurkersdorf, Ausztria)
meghatarozott programok szerint (4. tdblazat). A folyékony nitrogénben tarolt
spermamintak felolvasztdsa minden esetben 40°C-os vizhémérsékletii vizfiirdoben

tortént (Thermo Haake P5, Thermo Electron Corporation, Waltham, Massachusetts,
Egyesiilt Allamok).

4. tablazat: A Kkisérletekben alkalmazott mélyhiitési moédszerek és programok, valamint
felolvasztasi idok.

Mélyhiitési programok taroloegységek szerint

0,5 ml-es miiszalma:

. polisztirol dobozba t61tétt folyékony nitrogen felett 3 cm-el, 3 perc
(HORVATH et al. 2003),

. CRF, 7,5°C =-160°C, hiitési sebesség: 56°C/perc (BERNATH et al.
2015).
5 ml-es miiszalma:

o polisztirol dobozban a folyékony nitrogén felett 3 cm-el, 7 perc (BOKOR
et al. 2010),

o CRF, 4°C =>-160°C, hiitési sebesség: 15°C/perc (BOKOR et al. 2019).
10 ml-es Kkriocso:

o CRF, 4°C =>-160°C, htitési sebesség: 15°C/perc (BOKOR et al. 2019).

A felolvasztasi idétartamok taroloegységtol fiiggoen
. 0,5 ml-es miiszalma: 13 mp (HORVATH et al. 2012),
o 5 ml-es miiszalma: 35 mp (VARKONY]I et al. 2019),
° 10 ml-es kriocsé: kisérletesen lett meghatarozva.

A mélyhitéshez felhasznalt vegyszereket a Sigma-Aldrich (Budapest,

Magyarorszag), Reanal (Budapest, Magyarorszag) és a Diagnosticum Zrt. (Budapest,
Magyarorszéag) cégektdl szereztem be.
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3.4.2. Kisérleti elrendezés

A doktori munkam egymasra épiil6 kisérletsorozatbol allt. Az egyes kisérleti
beéllitdsokat mindig az el6z6 vizsgalat(-0k) eredményeit alapul véve terveztem tovabb

(12. abra).

] [I. A hormonalis kezelés, kiilonb6z6 spermamintavételimodszerek és higitok 6sszehasonlitasa }

b[ 1./1. A hormonalis kezelés spermaminéségre gyakorolt hatasanak vizsgalata ]

[ halfiziologias séoldat ] \ 3,5 mg/ttkg ponty hipofizis ‘

&; { 1./2. Gliikdz és trehaldz alapu higiték 6sszehasonlitasa a mélyhiités soran ]

[ 150 mM gliikoz ] { 150 mM trehaldz }

[L-> [ 1./3. A préselt és fejt sperma 6sszehasonlitd vizsgalata mélyhiités el6tt és utan ]

[ here operalasa és préselése } [ klasszikusan alkalmazott fejés J

v

[ 1. Nagy mennyiség(i csukasperma mélyhiités modszertani fejlesztése és optimalizalasa ]

|1;'> [ I./1. Kiilonb6z6 mélyhiitési médszerek 6sszehasonlitasa ]

polisztiroldoboz A [ programozhato fagyaszto berendezés ]

b { 11./2. Kiilonb6z6 higitasi aranyok dsszehasonlitasa 10 ml-es kriocsé alkalmazasaval ]

@ m 1:19
(19

|1_—:> [ 11./3. A 10 ml-es kriocsé harom felolvasztasiidejének tesztelése J

3 perc m 4 perc

3,5 perc

11./4. Az 5 ml-es miiszalma és 10 ml-es kriocsé 6sszehasonlitasa kiilonb6zé
fagyasztasi modszerek alkalmazasaval

polisztiroldoboz, m [ programozhaté fagyaszté }
5 ml-es miiszalma berendezés, 10 ml-es kriocsé

[ programozhato fagyaszto berendezés, 5 ml-es miiszalma ]

v

[ 11l. Csukaszaporitas nagy mennyiségben mélyhitott spermaval ]

[ 1 1 \ [ programozhaté fagyaszto ]
berendezés, 10 ml-es kriocsé
[ polisztiroldoboz, ] [ programozhaté fagyaszté ]
5 ml-es miiszalma berendezés, 5 ml-es miiszalma

[ IV. Larvak fejl6déstani vizsgalata (a I1l. pontban szerepl6 kezelésekbdl szarmazo egyedek) ]

ﬂ_—> [ harom mintavételi idépont ]‘[ kézvetlen kelés utan ]

nem taplalkozo larvaszakaszvége ]

/7

5 napos taplalkozo larvaszakasz ]

[
[
( testtmeg
[
[

b [fejléidéstanivizsga’lat ] - ]

\\ testhossz ]

deformitas ]

\ 4 [ megmaradas ]

12. &bra: A doktori munkam kisérleti tervének vazlatos elrendezése.
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3.4.3. A hormonalis kezeles, Kiilonb6z6é spermamintavételi modszerek és
higitok 6sszehasonlitasa

A hormonalis kezelés spermamindségre gyakorolt hatisdnak vizsgalata

A mélyhiitéshez kapcsolodo kisérleti tervem elsé részében az ivasi iddszakban
vizsgaltam a hormonalis indukcié hatasat a sperma motilitdsara nézve. Két csoportot
hataroztam meg (N=5-5). A kontroll csoportban halfiziologids séoldatot
fecskendeztem az egyedek hasiiregébe 1 ml/testtomeg kg mennyiségben (13. abra). A
kezelt csoportban 3,5 mg/testtomeg kg mennyiségii ponty hipofizist adtam a
sooldathoz. A sperma kinyerését a hagyomanyos fejési modszerrel végeztem.

13. dbra: Csuka tejes hormonalis kezelése (kép: 1zsdk Tibor).
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Glukoz és trehal6z alapu higitok dsszehasonlitisa a mélyhiités sordn

Az ¢l6z6 vizsgalat eredményei alapjan a tovabbiakban minden esetben a 3,5
mg/ttkg ponty hipofizis hormonddzist alkalmaztam. A spermét a here operalésaval és
préselésével nyertem ki. A Kisérleti beallitds szerint az altalam fejlesztett csuka
higitbhoz 150 mM glikézt vagy 150 mM trehal6zt adtam hozza (14. abra),
extracellularis véddanyagként (ALAVI et al. 2009; LIN et al. 1996a). A mélyhttést
0,5 ml-es miiszalmaban, polisztirol dobozban vegeztem 1:3, 1:9 es 1:19 higitasi

aranyok alkalmazasaval (N=5).

14. &bra: A higit6 oldatok alkot6elemeinek kimérése (kép: Bartucz Tamas).

Két spermakinyerési mddszer 6sszehasonlitasa a mélyhiités soran, 0,5 ml-es
miiszalma alkalmazdsdval

A sperma Kinyerését fejéssel és a here kioperalasaval végeztem (N=5-5).
Koréabbi vizsgalatok eredményeit alapul véve alkalmaztam tovabb a hormonalis
indukciot, a mélyhiitéshez pedig a 150 mM glukoz tartalmu csuka higitot és az 1:9

higitasi aranyt. A 0,5 ml-es miiszalmat polisztirol dobozban mélyhiitittem.

54



3.4.4. Nagy mennyiségii csukasperma mélyhiités modszertani
fejlesztésének és optimalizalasanak vizsgalatai

A kovetkezOkben a 3.4.3. fejezet kisérleti eredményeinek értékelése alapjan
egységesen alkalmaztam a hormonalis kezelést, a spermakinyeréshez a here operalasat
és a mélyhiitéshez a gliikozalapl csukahigitot. A vizsgélatoknal 1:9 sperma:higitd
aranyt hasznaltam, kivéve ott, ahol az egyes higitasi aranyokat vetettem 6ssze.

A polisztirol hiitédoboz és a programozhato fagyaszté berendezés 6sszehasonlitasa
0,5 ml-es miiszalma esetén

A mélyhiités intenzifikalasanak és optimalizalasanak kisérleteit a polisztirol
doboz és a programozhatdé fagyasztd berendezés eszkdzok 6sszehasonlitisaval
kezdtem meg, amelyekben a 0,5 ml-es miszalmakba t6ltott spermamintakat

fagyasztottam le (N=7).

Kiilonbozé  higitasi  ardnyok  0sszehasonlitdsa programozhaté fagyaszto
berendezésben 10 ml-es kriocsé haszndlatdival

A 7 db tejestdl kinyert spermat 10 ml-es kriocsébe toltve mélyhtitottem CRF-
ben. Vizsgalatomban az 1:3, 1:9 és 1:19 higitasi aranyokat hasonlitottam dssze.

Harom kiilonbozo felolvasztasi idotartam tesztelése 10 ml-es kriocso esetén

A 10 ml-es kriocsé mélyhiitési modszerének tesztelése utan a felolvasztas
idOtartamanak optimalizalasat tliztem ki célul (15. abra). Kisérletemben harom
kiilonboz6 felolvasztasi intervallumot hasonlitottam dssze: 3 perc, 3,5 perc és 4 perc
(N=9).

sy

15. dbra: A kriocsovek felolvasztésa vizfiirdében (kép: VVarkonyi Levente).
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Az 5 ml-es miiszalma és 10 ml-es kriocsd dsszehasonlitdsa kiilonbozd fagyasztdasi
madszerek alkalmazasaval

Keltetéhazi koriilmények kozott hasonlitottam Ossze az 5 ml-es miiszalmat,
polisztirol dobozban és CRF-ben, valamint a 10 ml-es kriocsévet a mélyhiités
eredmeényessége szempontjabol (16. abra) (N=5).

16. abra: A sperma mélyhiitése programozhaté fagyaszté berendezésben és polisztirol dobozban
keltet6hazi korillmények kozott (kép: Molnar Jozsef).

3.4.5. Nagy mennyiségben mélyhiitott spermaval végzett Keltetéhazi
csukaszaporitas, valamint rovidtavu larvanevelés vizsgalatai

Uzemi koriilmények kozott, a Szegedfish Kft. keltetéhdzaban végeztem el a
csukaszaporitast és a larvanevelést. A munka soran a vallalkozas altal kidolgozott és

alkalmazott protokollt kdvettem (a keltetéhdz vezetd utasitasai szerint).

Az ivartermékek elokészitése a szaporitishoz

El6szor a spermat nyertem ki a here kioperalasaval (lasd: 3.1.2. fejezet).
Csoportonként 5 tejes mintajaval dolgoztam (friss és 3 mélyhiitott csoport). A spermat
eldkészités utan fagyasztottam le harom kiilonb6z6 spermamélyhiitési eljarassal: 5 ml-
es miiszalma polisztirol dobozban és CRF-ben, valamint 10 ml-es kriocs6 CRF-ben.
A mélyhiitési kisérletek sordn nem talaltam statisztikailag igazolhato eltérést az 1:3 €s
1:9 higitasi arany kozott, azonban irodalmi adatok javaslataira hivatkozva (HOAR et
al. 1983; BOKOR et al. 2010) az 1:9 higitasi aranyt valasztottam. A sperma
mélyhtitése utan fejtem le az ikrasokat (lasd: 3.1.2. fejezet), majd olvasztottam fel a

spermamintakat (lasd: 3.4.1. fejezet).
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Termékenyités

Az optimélis sperma:ikra arany Kivalasztasahoz korabbi vizsgélatokban
elézetesen megallapitottam az atlagos sperma sejtstirtiséget: 2,99*10° spermium/ml
(N=54). Az eredményemet és LAHNSTEINER (2000) munkajat alapul véve
hataroztam meg a termékenyitési egységet: 2112 pl sperma:250 g ikra. A csuka
indukalt szaporitasat szaraz termékenyitéssel vegeztem el. A friss és a harom
mélyhiitott csoportban 5-5 ismétlést alkalmaztam. Az 5 ml-es miiszalma 4 ml, a 10 ml-
es kriocs6 8 ml sejtszuszpenziot tartalmazott. Kiszamoltam, hogy 1-1 db 5 ml-es
miiszalma és 10 ml-es kriocsé hany ml spermat tartalmaz, igy a 2112 pl sperma:250 g
ikra arany eléréséhez az alabbi mennyisegben adagoltam az ikratételekhez a
mélyhtitétt mintakat:

. 5 ml-es miszalma: 5 db miiszalma és 1 db 28%-a,

. 10 ml-es kriocsé: 2 db kriocsd és 1 db 64%-a.

Az ikra és a sperma Osszekeverését kovetden rendszerviz hozzaadasaval 20
masodperc aktivacios idotartamot alkalmaztam. A termékenyitett ikrat kézzel keverve
10 percig duzzasztottam rendszervizzel (WOYNAROVICH & WOYNAROVICH
1980), majd véletlenszerii sorrendben, kezelésenként elkilonitve helyeztem a 9 literes

Zuger-uvegekbe az egyes ikratételeket. Csersavas kezelést nem alkalmaztam.

Az ikra inkubacidja
Az ikra inkub&cidja soran a vizhémérséklet 15,5+0,85°C, az oldott oxigén szint
pedig 8,85+0,2 mg/l volt. A viz hiitésére nem volt lehetdségem, igy a keltethazba
érkez6 viz hémérséklete az id6jarastol fiiggott. Az ikra érlelése 5 napig tartott. Mivel
a Zuger-Uvegbe helyezett termékenyitett csukaikra az inkubacid kezdeti fazisaban
érzékeny a mechanikai sériilésekre, igy kezdetben alacsony vizatfolyast biztositottam
(0,2 I/perc) (LEVAI & HORVATH 1980). Az ikra ebben az idészakban jellemzéen
Osszetapad. Az inkubacié masodik napjan emeltem a viz dramlasanak mértékén, és
felkevertem a letapadt ikratételeket. A penészesedés megeldzése érdekében naponta
egyszer DETOX (4,5% perecetsav és 20% hidrogén-peroxid oldat; NEMETH et al.
2012) kezelést végeztem. A penészesedésgatlot a keltetbhaz gyakorlata szerint 10
ml/10 1 oldat tdménységiire higitottam, amelybdl alkalmanként 250 ml-t juttattam be
minden Zuger-Uvegbe. A penészes, illetve elpusztult ikraszemeket nem tavolitottam el
az inkubdcié alatt annak érdekében, hogy a kelési aranyt meg tudjam hatarozni (17.
abra).
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17. &bra: Vizéatfolyas emelése a Zuger-Uvégekben (bal), majd az ikra kezelése pe‘hészesedés ellen

(jobb)(kép: Lang Levente Zete).

Kelési arany meghatarozas

A Kkelési aranyt kozvetlenil a kelés pillanataban hataroztam meg (18. abra).
Kezelési csoportonként és ismétlésenként szivornya segitségével mintat vettem a
Zuger-tivegekbdl (N=20) oly modon, hogy az legalabb 100 ikraszemet tartalmazzon.
Az ikratételeket 100 mm atmér6jii Petri-csészére helyeztem. A posztembrionalis élet
megkezdése pillanataban az egyedekrél fényképet készitettem és Imagel szoftverrel
szamoltam meg az ¢él6 larvékat, valamint az élettelen ikraszemeket. A Zuger-
tivegekbdl ezutan a keltetéhazi gyakorlati modszer szerint egy szivornya segitségével

leszivtam az elpusztult ikraszemeket.

-

18. abra: Az ikra mikrozk(')pos ellenérzése (kép: 1zsdk Tibor).
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Az ikra keltetése

A keltetést az altaldnosan alkalmazott modszerrel végeztem, a halgazdasag
gyakorlata szerint (SZABO 2000). Az elsé larvak megjelenése utan vartam a larvak
tomeges kelésének kezdetére. Ekkor szivornya segitségével nagyméretii talakba
szivtam le az ikratételeket csoportonként elkulonitve. Az ikra 2-3 sorban helyezkedett
el egymas felett, amelyen 2-3 cm-es vizmagassagot allitottam be. Melegebb
éplletrészbe vittem az ikratételeket és lampaval megvilagitottam azokat.
Nagysagrendileg 20 perc elteltével kikeltek a larvak. A talakba vizet ontottem,
felkavartam, majd a larvak par masodperc alatt lestllyedtek az aljara. Az ikrahéj
Kisebb fajstulyanal fogva lebegett, igy azt kbnnyen szét tudtam valasztani és dvatosan

lednteni a larvak fel6l. A modszert 5 alkalommal ismételtem meg.

Larvanevelési vizsgalat

Kelést kovetden a kialakitott négy csoport egyedeit két ismétlésben 1100 db
larva/ketrec mennyiségben helyeztem ki az atfolyovizes rendszerbe (19. abra). A
haltarto egyseég méretei: 49 cm * 80 cm * 28 cm, halé szemb6ség: 0,5 mm volt. A
vizsgalat soran a vizhdmérséklet 15,22+1,3°C, az oldott oxigén szint 9,67+0,46 mg/I

volt.

19. dbra: A Iérvk kihelyezése étfolyc')vies redszerbe helyezett ketrecekbe (kép: l1zsak Tibor).
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A vizsgéalat 10 napig tartott, ahol harom kiilonb6z6 larvafejlédési stddiumban
vizsgéltam az egyedek ndvekedesi paramétereit és a morfoldgiai elvaltozasait:
o kdzvetlen kelés utan (20. abra),
o a nem-taplalkozo larvaszakasz vegen (kelést kovetd 5. nap végén) (21. &bra),

o 5 napos taplalkozo larvaszakaszban (a kelést kovetd 10. nap végen) (22. abra).

1000 pym

20. &bra: Csukalarva kozvetlen kelés utan (kép: Molnar Jozsef).

1000 um

22. dbra: Csukalarva 5 napos taplalkoz6 larvaszakaszban (kép: Molnar J6zsef).

A taplalkozas megkezdését koveten a halakat 15 percenként takarmanyoztam
(Skretting NUTRA Pro ivadéknevel6 tappal) ad libitum, a teljes nap folyaméan. Napi
két alkalommal, szivornya segitségével eltavolitottam a ketrecek aljara kerlt tapot és
bélsarat, valamint ekkor rogzitettem az elhullast is.

A harom larvafejlédési stadiumban 1évo ivadékot az adott stadium elérésének
napjan Godollére szallitottam a Halgazdalkodasi Tanszékre, majd meghataroztam a
nyolc larvanevelési egységbdl ketrecenként 50-50 egyed nedves testtomegét és teljes
testhosszat, valamint 50-50 egyed morfoldgiai elvaltozasait. Mindharom mintavételi
napon 0sszesen 100-100 db larvat vettem ki a ketrecekbdl a fejlodéstani

vizsgalatokhoz. A teljes testhosszt mm-ben megadva vonalzdval, a nedves testtomeget
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analitikai mérlegen mérve (AB204-S, Mettler-Toledo Kft., Budapest, Magyarorszag)
0,1 mg pontossdggal jegyeztem fel. A larvak fejlédési rendellenességeinek
vizsgalatdhoz az egyedeket sztereomikroszkdp alatt fenyképeztem le (Leica M205 FA
sztereomikroszkop Biomarker Kft., G6d6116, Magyarorszag; Leica DFC 425C kamera,
Bright Field 15*-30* Biomarker Kft., G6dolld, Magyarorszag). A torzult larvak
feljegyzeset az alabbi fobb kategOridk alapjan végeztem: test gorbulése, szem
deformitas (alak, lencse), kraniofaciélis deformitas, 6déma (szik és sziv), eltérés a szik
alakjaban, szomita eltérés (alak, szam), hematéma és faroktorzulas (hiany, révidilés)
(MAZURIAS et al. 2009; PANZICA-KELLY et al. 2012). A 10 napos kisérlet végén
megallapitottam a megmaradast, amely értékelésébdl kizartam a mintavételezések
sorén kivett egyedeket. A nyolc larvanevelési egységben 1év6 larvakat nagyméretii

talakba szivtam szivornyaval, majd megszamoltam az é16 egyedeket.

3.5. Az adatok elemzése és értekelése

Az adatok rogzitéséhez és Kkiértékelésehez Microsoft Excel (Microsoft
Corporation, Redmond, WA 98052, Egyesiilt Allamok) szoftvert alkalmaztam. Az
adatokat GraphPad Prism 5.0 for windows (GraphPad Software, La Jolla, California,
Egyesiilt Allamok) és SPSS 14.0 (SPSS Inc., Chicago, Egyesiilt Allamok) statisztikai
programmal elemeztem. A friss és a mélyhiitést kovetden felolvasztott spermiumok
motilitasi paramétereit (pMOT, VCL, STR) egy- és kétszempontos ANOVA, valamint
Tukey, Dunnett T3, Bonferroni post-hoc teszttel, valamint fliggetlen kétmintas T-
prébaval hasonlitottam 6ssze. Minden statisztikai elemzés esetében p<0,05
szignifikancia szintet alkalmaztam. A normal eloszlas vizsgalatat Kolmogorov-
Szmirnov teszttel végeztem, ahol a nem normal eloszlast adatsorokat arkusz-szinusz
négyzetgyok es logaritmus fuggvényekkel transzforméltam. A larvanevelési
vizsgalatok soran csoportonként két-két ismétléssel (larvatartd ketrec) dolgoztam.
Mintavételi alkalmanként az egyes csoportokon belili ismétlések adatait 6sszevontan
értékeltem. A nedves testtomeg €és a teljes testhossz elemzését és dsszehasonlitasat
kétszempontos varianciaanalizissel (two-way ANOVA), valamint péaronkénti
0sszehasonlitds (Bonferroni ,,post hoc”) teszttel végeztem. A megmaradas
kiértékelését a csoportok esélyhanyadosanak (,,Odds ratio”) Osszehasonlitasaval
hajtottam végre. A larvatorzulasi adatokat Kruskal-Wallis nem paraméteres prdba
(paronkénti 0Osszehasonlitds Dunn ,,post hoc” teszt), valamint egyszempontos
varianciaanalizis (one-way ANOVA, paronkénti Osszehasonlitas Tukey ,,poct hoc”

teszt) modszerével ertékeltem ki (REICZIGEL et al. 2007).
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4. EREDMENYEK

4.1. A hormonadlis kezelés, Kiilonbizd spermamintavételi modszerek és
higitok 6sszehasonlitasanak eredményei

A hormonalis kezelés spermamindségre gyakorolt hatdisianak eredményei
Szignifikansan magasabb pMOT (43+20%) és VCL (98+16 um/s) érteket

rogzitettem a hormonalisan kezelt csoportban, a kontrollhoz viszonyitva (pMOT:
18+15%; VCL: 69+14 um/s) (23. és 24. abra).

kontroll hormonalisan kezelt

23. abra: A kontroll és a hormonalisan kezelt csukasperma pMOT eredményei (N=5-5). Az
abran atlagértékek és a hozzajuk tartoz6 szdrasok lathatok (p<0,05).

VCL (um/s)

kontroll hormonalisan kezelt

24, dbra: A kontroll és a hormonélisan kezelt csukasperma VCL eredményei (N=5-5). Az dbran
atlagértékek és a hozzajuk tartozo szérasok lathatok (p<0,05).

Az STR esetében nem talaltam szignifikans kilénbséget a kontroll (83+3%) és
a hormonalisan kezelt (79+2%) csoport kdzott.
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Glukoz és trehaldz alapu higitok dsszehasonlitasanak eredményei a mélyhiités sordan

Statisztikailag igazolhatéan magasabb pMOT eértéket rogzitettem (25. abra) a
glukoz alapu higito alkalmazasaval minden higitasi arany tekintetében (1:3: 18+16%,
1:9: 20£13%, 1:19: 16+12%) 6sszehasonlitva a trehaldz alapd higitoval (1:3: 0,3+1%,
1:9: 1+1%, 1:19: 4+2%). A glukoz egyes higitési aranyai kzott nem tapasztaltam
szamottevd kiilonbséget, igy irodalmi adatokra hivatkozva az 1:9 higitasi aranyt

(HOAR et al. 1983; BOKOR et al. 2010) alkalmaztam tovabb a vizsgalatokban.

1:9

gluk6z = trehal6z

25. dbra: Glukoz és trehaldz alapu higiték dsszehasonlitasanak pMOT eredményei
felolvasztas utan (N=5). Az abran atlagértékek és a hozzajuk tartozo szérasok lathatok
(p<0,05).

Az 1:3 és 1:9 higitasi aranynal szignifikansan magasabb VCL-t mértem a glikéz
csoportban (77+29 um/s és 98+23 um/s) a trehal6z alapu higitéhoz képest (21+£28 um/s
és 37£21 um/s) (26. abra).

VCL (um/s)

glukoz trehal6z

26. dbra: Glikdz és trehaldz alapu higitok 6sszehasonlitasdnak VCL eredményei felolvasztés
utan (N=5). Az 4bréan atlagértékek és a hozzajuk tartozé szérasok lathaték (p<0,05).
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Az STR paraméternél az 1:3 higitasi ardny szignifikdnsan magasabb értéket
mutatott a glikdz (86+4%) esetén a trehal6z (38+48%) tartalmd higitoval szemben
(27. abra).

gluk6z = trehal6z

27. &bra: Glukoz és trehaldz alapu higitdék dsszehasonlitasanak STR eredményei felolvasztas
utdn (N=5). Az abran atlagértékek és a hozzajuk tartozd szérasok lathatdk (p<0,05).

Két sperma kinyerési modszer 6sszehasonlitasanak eredményei a mélyhiités sordn
0,5 ml-es miiszalma alkalmazdsaval

A fejés és here kioperalasa csoportok pMOT értékei kdzott nem taldltam
statisztikailag igazolhato eltérést mélyhtités elott és utdn sem. A here operalds, mint
spermakinyerési modszerrel gylijtott spermamintak felolvasztasa utan (29+17%)
azonban szignifikansan alacsonyabb eredményt mértem a friss sperma progressziv
motilitasahoz képest (85+10%). A fejt sperma esetén nem kilonalt el igazolhatéan a

friss (65+£12%) és mélyhiitott csoport (37+£27%) progressziv motilitasa (28. abra).

pMOT (%)

here kioperalasa

mélyhlitott

28. dbra: A fejéssel és here kioperalasaval végzett spermakinyerési médszer pMOT eredményei
(N=5-5). Az abran atlagértékek és a hozzajuk tartozo szérasok lathatok (p<0,05).
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A mélyhiités hatasira nem talaltam szignifikans eltérést a VCL és STR
értékekben (kontroll, fejés: 129+10 um/s és 81+5%; kontroll, kioperalt here: 128+23
uUm/s és 77+6%; mélyhttott, fejés: 95+23 pum/s és 90+4%; mélyhitott, kioperalt here:
87+27 pum/s és 87+3%).

4.2. Nagy mennyiségii csukasperma mélyhiités modszertani
fejlesztésének és optimalizalasanak eredményei

A polisztirol  hiitédoboz és a programozhatdé fagyasztdé  berendezés
0sszehasonlitasanak eredményei 0,5 ml-es miiszalma esetén

A polisztirol doboz és a CRF mélyhiitési modszer esetén is hasonléan magas
progressziv maotilitasi értéket rogzitettem (polisztirol doboz: 45+11%, CRF: 42+17%).
Felolvasztast kovetéen a pMOT mindkét csoportban szignifikdnsan csokkent a
kontroll csoporthoz képest (69+4%) (29. abra).

=
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29. bra: A polisztirol doboz és a programozhat6 fagyaszté berendezés dsszehasonlitasanak
pMOT eredményei 0,5 ml-es miiszalma esetén (N=7). Az 4bran atlagértékek és a hozzajuk
tartoz6 szorasok lathatok (p<0,05).
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Az STR statisztikailag igazolhatéan alacsonyabb volt a kontroll csoportban
(75£3%), mint a polisztirol doboz (85+£3%) és CRF (86+3) esetén (30. abra).

30. dbra: A polisztirol doboz és a programozhaté fagyaszt6 berendezés 6sszehasonlitasanak STR
eredményei 0,5 ml-es miiszalma esetén (N=7). Az abran atlagértékek és a hozzajuk tartozo
szérasok lathatok (p<0,05).

A VCL értékek nem mutattak szignifikans eltérést a kiilonb6z6 csoportok kdzott
(kontroll: 1377 pum/s; polisztirol doboz 0,5 ml-es miszalma: 13613 um/s; CRF 0,5
ml-es miiszalma: 122+23 um/s).

Kiilonbézo  higitasi  ardanyok osszehasonlitisdnak eredményei programozhato
fagyaszté berendezésben 10 ml-es kriocsé haszndlataval

A felolvasztast kovetéen nem talaltam statisztikailag igazolhato eltérést a harom
kiilonbdz6 higitasi arany motilitasi paraméterei kozott (pMOT: 1:3-20£10%, 1:9 -
30£9%, 1:19 - 31+7%; VCL: 1:3 - 87£24 pum/s, 1:9 - 9914 um/s, 1:19 - 957 um/s).
A friss csoporthoz (pMOT: 72+7%, VCL: 140+6 um/s) képest azonban szignifikansan
csokkent a mélyhiitott csoportok pMOT és VCL érteke (31. és 32. &bra). A kovetkezd

vizsgalatokban a 10 ml-es kriocs6 esetében az 1:9 higitasi aranyat alkalmaztam tovabb.

66



S
l—
O
=
o

31. &bra: Kiilonbo6z6 higitasi aranyok dsszehasonlitasanak pMOT eredményei programozhat6
fagyasztd berendezés és 10 ml-es kriocsé alkalmazasaval (N=7). Az dbran atlagértékek és a
hozzajuk tartozo szérasok lathaték (p<0,05).

VCL (um/s)

32. 4bra: Kiilonbozé higitasi aranyok ésszehasonlitasanak VCL eredményei programozhat6
fagyaszto berendezés és 10 ml-es kriocsé alkalmazasaval (N=7). Az abran atlagértékek és a
hozzajuk tartoz6 szérasok lathaték (p<0,05).
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Harom kiilonbozd felolvasztisi idotartam tesztelésének eredményei 10 ml-es kriocsd
eseten

A pMOT és VCL ertékeknél nem talaltam szignifikans eltérést a mélyhtitott 10
ml-es kriocs6 harom kiilonbozé felolvasztasi ideje kozott (pMOT 3 perc: 30+£6%, 3,5
perc: 29+6%, 4 perc: 284+8%; VCL: 3 perc: 93+9 um/s, 3,5 perc: 93+10 um/s, 4 perc
9549 um/s). A kontroll csoporthoz képest (pMOT: 62+11% és VCL: 148+11 um/s)
szignifikansan alacsonyabb volt mindharom kezelt csoport pMOT és VCL érteke (33.
és 34. &bra). A tovabbi vizsgalatokban a 10 ml-es kriocs6ben tarolt mintakat 3 perc

id6tartamban olvasztottam fel.
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33. &bra: A 10 ml-es kriocsé harom felolvasztasi idétartamanak pMOT eredményei (N=7). Az
abran atlagértékek és a hozzajuk tartozo szdrasok lathaték (p<0,05).

VCL (um/s)

3,5 perc

34. abra: A 10 ml-es kriocs6 harom felolvasztasi id6tartamanak VCL eredményei (N=9). Az
abran atlagértékek és a hozzajuk tartozo szérasok lathaték (p<0,05).

Az STR ertékek nem mutattak szignifikdns eltérést a mintdk felolvasztasat
kovetden (1:3: 85£3%; 1:9: 87+3%; 1:19: 87+2%).
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Az 5 ml-es miiszalma és 10 ml-es kriocsé dsszehasonlitisanak eredményei
kiilonbozd fagyasztasi modszerek alkalmazéasaval

A fagyasztott mintak felolvasztasa utdn a pMOT és a VCL tekintetében nem
tapasztaltam szignifik&ns eltérést a polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma (50+9% és
7918 um/s), a CRF 5 ml-es miiszalma (57+10% és 86+14 um/s) és a CRF 10 ml-es
kriocsé (41£10% és 74+11 um/s) csoportok motilitasi értékei kozott. A fagyasztas
utan felolvasztott mintakkal 6sszevetve a kontroll sperma esetén statisztikailag
igazolhatéan magasabb pMOT (74+7%) és VCL (136+7 um/s) értékeket rogzitettem
(35. és 36. abra).
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friss p.doboz5ml CRF5ml CRF 10 ml
muszalma muszalma kriocso

35. dbra: Friss és harom kiilonb6zé médszerrel mélyhiitott sperma dsszehasonlitasdnak
eredményei (N=5). Az abran a pMOT atlagértékek és a hozzajuk tartozé szorasok lathatok
(p<0,05).

VCL (uml/s)

friss p.doboz5ml CRF5ml CRF 10 ml
muszalma muszalma kriocso

36. &bra Friss és harom Kkiilonb6z6é médszerrel mélyhiitott sperma 0sszehasonlitadsanak
eredményei (N=5). Az dbran a VCL atlagértékek és a hozzajuk tartozé szérasok lathatdk
(p<0,05).
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Az STR esetében nem rogzitettem statisztikailag igazolhaté eltérést a kontroll
(87£2%), polisztirol doboz 5 ml-es miszalma (90+1%), CRF 5 ml-es miiszalma
(89+2%) és CRF 10 ml-es kriocsé (89+£2%) csoportok kozott.

4.3. Nagy mennyiségben mélyhiitott spermdval végzett keltetohadzi
csukaszaporitas, valamint révidtavu larvanevelés vizsgalatainak eredményei

A kisérlet elején mért sperma szignifikansan magasabb pMOT értéket mutatott
(74£7%), mint 5 6raval kés6bb, azaz a kisérlet végén (31+13%) és mint a harom
mélyhtitott csoport (polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma: 32+3%, CRF 5 ml-es
miiszalma: 53+6%, CRF 10 ml-es kriocs6: 15+4%). A Kisérlet végén mért sperma és
a polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma csoport szignifikansan magasabb progressziv
motilitdst mutatott, mint a 10 ml-es kriocs6 csoportja. A CRF 5 ml-es miiszalma
csoport esetén statisztikailag igazolhatdban magasabb eredményt rogzitettem
Osszehasonlitva a kisérlet végén mért sperma, polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma és
CRF 10 ml-es kriocs6 csoportokkal (37. &bra).
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friss friss56ra p.doboz5 CRF5ml CRF10ml
ml muszalma kriocs6
muszalma

37. dbra: Két friss és harom kiilonb6z6é médszerrel mélyhiitott sperma dsszehasonlitasa
keltet6hazi korilmények kozott (N=5). Az dbran a pMOT atlagértékek és a hozzajuk tartozo
szérasok lathatdk (p<0,05).

Szignifikdnsan magasabb VCL eredményt régzitettem a friss sperma esetén
(135£11 pm/s), mint a polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma (84+6 um/s), CRF 5 ml-es
miszalma (1035 pm/s) és CRF 10 ml-es kriocs6 (58+8 pum/s) értékeinél. A CRF 5
ml-es miiszalma szignifikansan magasabb értéket mutatott, mint a polisztirol doboz 5
ml-es miiszalma és CRF 10 ml-es kriocs6 csoportja. A CRF 10 ml-es kriocs6 csoportja
esetén statisztikailag igazolhatoan alacsonyabb értéket irtam le, mint az eltérd friss és
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mélyhtitott csoportokban. A Kisérlet végén mért spermaminta VCL értéke (84+25
pum/s) nem kalonilt el szignifiknsan a friss, polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma és
CRF 5 ml-es miiszalma csoportoktol (38. &bra).
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friss friss5ora p.doboz5 CRF5ml CRF 10 ml
ml muszalma  kriocso
muszalma

38. dbra: Két friss és harom kiilonb6z6é médszerrel mélyhiitott sperma dsszehasonlitasa
keltetéhazi koriilmények kozott (N=5). Az abran a VCL atlagértékek és a hozzajuk tartozo
szérasok lathatok (p<0,05).

A polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma (82+1%) és CRF 10 ml-es kriocs6
(84+3%) csoportokban statisztikailag igazolhatban magasabb STR értékeket
rogzitettem, mint a kisérlet kezdetén mért kontroll spermaminta (76+4%), 5 éra mulva
mért kontroll minta (69+3%) és CRF 5 ml-es miiszalma (76+2%) csoportok esetén. A
Kisérlet elején mért kontroll és a CRF 5 ml-es miiszalma csoportokban szignifikansan

magasabb eredményt irtam le, mint a vizsgalat végén mért kontroll csoportban (39.
abra).

friss friss56ra p.doboz5 CRF5ml CRF 10 ml
ml muszalma kriocso
muszalma

39. abra: Két friss és harom kiilonb6z6é médszerrel mélyhiitott sperma 6sszehasonlitasa
keltetéhazi koriillmények kozott (N=5). Az dbran a STR éatlagértékek és a hozzajuk tartozd
szorasok lathatok (p<0,05).
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A Kkelési arany meghatarozasakor nem rogzitettem statisztikailag igazolhatd
eltérést a friss csoport értékeiben (7+4%), a mélyhiitott polisztirol doboz 5 ml-es
miiszalma (16+8%), a CRF 5 ml-es miiszalma (21£16%) és a CRF 10 ml-es kriocs6

(11£2%) csoportokhoz képest (40. abra).
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friss p.doboz5ml CRF5ml CRF 10 ml
muszalma muszalma kriocso

40. &bra: A friss és harom Kkiilonb6z6 médszerrel fagyasztott sperma keltet6hazi
alkalmazasédnak kelési eredményei (N=7050). Az &bran atlagértékek és a hozzajuk tartozé
szérasok lathatdk (p<0,05).

A testtémeg adatok alapjan, kdzvetlen kelés utan statisztikailag igazolhatéan
magasabb érteket tapasztaltam a polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma (8,45+0,89 mg)
és a CRF 10 ml-es kriocs6 (8,39+1,49 mg) csoportokban, mint a kontroll (8,11+1,26
mg) és a CRF 5 ml-es miiszalma (7,87+0,85 mg) esetén (41. abra). A nem-taplalkozo
larvastadium végén nem talaltam szignifikans eltérést a négy kiilonb6z6 csoport
testtdmeg adatai kozott. Az 5 napos taplalkozd larvaszakaszban szignifikansan
magasabb értéket rogzitettem a mélyhiitott csoportokban (polisztirol doboz 5 ml-es
miiszalma: 17,38+2,25 mg; CRF 5 ml-es miiszalma: 17,58+2,18 mg; CRF 10 ml-es
kriocsd: 17,28+1,95 mg) a kontroll csoporttal (16,48+2,04 mg) dsszevetve.
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friss p. doboz 5 ml miiszalma
B CRF 5 ml miiszalma CRF 10 ml kriocs6

41. 4bra: Friss és harom kiilonb6z6 médszerrel fagyasztott spermabdl szairmazo larvak
testtdmegadatai rovidtavi larvanevelési kisérlet soran (N=400/mintavételi idépont). Az 4bran
atlagértékek és a hozzajuk tartozo szérasok lathatok (p<0,05).

A testhossz adatok értékelésénél kdzvetlen kelés utdn a mélyhtitott csoportokban
szignifikansan magasabb értéket rogzitettem (polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma:
8,37+0,68 mm, CRF 5ml-es miiszalma: 8,49+0,67 mm és CRF 10 ml-es kriocso:
8,54+0,66 mm), mint a kontroll csoportban (8,22+0,86 mm). A CRF 5 ml-es miiszalma
és 10 ml-es kriocsé csoportjai tovabba szignifikdnsan magasabbak voltak, mint a
polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma csoportja. A nem-taplalkoz6 larvaszakasz vegen
nem talaltam statisztikailag igazolhato eltérést a kontroll (12,89+£0,65 mm) és a
meélyhiitétt csoportok kozott (polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma: 12,91+0,70 mm,
CRF 5ml-es miiszalma: 12,98+0,64 mm és CRF 10 ml-es kriocs6: 12,77+£0,67 mm).
Az 5 napos taplalkozd larvaszakaszban szignifikansan magasabb testhosszt
rogzitettem a mélyhiitétt csoportokban (polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma:
14,83+0,86 mm, CRF 5 ml-es miiszalma: 14,71+0,67 mm és CRF 10 ml-es kriocsé:
14,86+0,94 mm), mint a kontroll esetén (12,89+0,65 mm) (42. &bra).
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friss p. doboz 5 ml miiszalma
B CRF 5 ml miiszalma CRF 10 ml kriocs6

42. 4bra: Friss és harom kiilonb6z6 médszerrel fagyasztott spermabdl szarmazo larvak
testhosszadatai rovidtava larvanevelési kisérlet sordn (N=400/mintavételi idépont). Az 4bran
atlagértékek és a hozzajuk tartozo szérasok lathatdk (p<0,05).

A rovidtava larvanevelés soran nem jegyeztem fel szignifikans eltérést a friss
(69%) és a harom mélyhiitési modszerrel fagyasztott spermabol szarmazo (polisztirol
doboz 5 ml-es miiszalma: 80%, CRF 5 ml-es miiszalma: 74%, CRF 10 ml-es kriocs0:
74%) larva megmaradas ertékei kdzott (43. abra).

megmaradas (%)

friss p.doboz5ml CRF5ml CRF 10 mi

muszalma muszalma kriocs6

43. abra: A friss és harom kiilonb6z6é modszerrel fagyasztott spermabdl szarmazo larvak
megmaradésanak eredményei (N=4755). Az dbran atlagértekek lathatok (p<0,05).

A larvamorfoldgiai vizsgalatok eredményei

A larvamorfologiai mintavételezések soran technikai okok miatt a vizsgéalt
mintaelemszam némiképp eltért a 100 db egyed/csoport/mintavételi idépont kisérleti
tervtél. A larvak széllitasa kdzben megsérilt a kontroll 5 napos taplalkoz6 larva
csoport halszallité zsakja, igy az egyedek elpusztultak (5. tablazat).
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5. tdblazat: A larvamorfoldgiai mintavételezés soran vizsgalt larva egyedszamok (db) mintavételi
idopontonként és csoportonként.

Larva egyedszama Kontroll Polisztirol CRF5ml-es CRF 10 ml- Larva
(db) doboz 5 ml- miiszalma es kriocsé ~ Osszesen
es miiszalma
Kdzvetlen kelés utan 101 101 100 99 401
em-taplalkozo 100 100 100 100 400
arvaszakasz vége
® napos taplalicozo 50 100 100 100 350
arva
10 napos
larvafejlodési szakasz 251 301 300 299 1151
Gsszesen

A Kkezelési csoportokat értékelve a friss és mélyhtitott spermabol szarmazo
larvak torzulési aranyai koézott nem taldltam szignifikans eltérést (friss: 11,71%,
polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma: 8,97%, CRF 5 ml-es miiszalma: 7,66%, CRF 10
ml-es kriocs6 9,96%) (44. abra).
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friss p.doboz5ml  CRF5mi CRF 10 ml
muszalma muszalma kriocso

44. dbra: A friss és harom kiilonb6zé médszerrel fagyasztott spermabél szarmazo larva
torzuldsanak eredményei (N=1151). Az abran atlagértekek lathatok (p<0,05).
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A larvamorfolégiai vizsgélatok kiértékelése sordn szignifikdnsan tobb torzult
larvéat jegyeztem fel kdzvetlenil a kelést kovetéen (17,2%), a nem-taplalkozo larva
(4,75%) és az 5 napos taplalkozo larva stddiumhoz (6,28%) képest (45. abra).
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45, &bra: A friss és harom kiilonb6z6 modszerrel fagyasztott spermabél szarmazo larva
torzulasanak eredményei (N=1151). Az abran atlagértékek lathatok (p<0,05).

A larvamorfoldgiai vizsgalatok kiértékelése soran esetenként tobb szervi

elvaltozas is megfigyelhet6 volt egy egyeden (46. abra).

1. Kozvetlen kelés utin

46. abra: A Kkisérlet soran eléfordulé fejlédési rendellenességek kiilonb6zé larvafejlodési
szakaszokban. Az 1a, 2a és 3a-val jel6lt képeken a kontroll, egészséges egyedek lathatdak. A
fobb torzulasok a jeldlések szerint az alabbiak: 1b: kraniofacialis deformités és 6déma; 1c: test
gorbulete; 1d: kraniofacialis deformitas, szem deformités, 6déma, szomita eltérés, eltérés a szik
alakjaban, faroktorz; 2b: test gérbulése; 2c: kraniofacialis deformitas, 6déma, test gérbulése,
faroktorz; 2d: kraniofacialis deformitas, test gérbulése, eltérés a szik alakjaban, szomita eltérés;
3b: kraniofacialis deformitas, test gorbilése, hematéma; 3c: kraniofacialis deformitas, test
gorbilése, szomita eltérés, 3d: kraniofacialis deformitas, test gorbilése, faroktorz, szomita
eltérés (kép: Molnar Jozsef).
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Kozvetlen kelés utdn nem talaltam statisztikailag igazolhatd kilénbséget a
larvadeformitasi ardnyok kdzott, azonban a legmagasabb értéket a kontroll csoportban
rogzitettem. Az 6déma el6fordulasa volt a leggyakoribb alaktani elvaltozés, amely
leginkabb a kontroll és CRF 5 ml-es miiszalma csoportokban volt szembetiing (6.
tablazat).

6. tAbldzat: Kiilonbozé szervi elvaltozasok megfigyelésén alapulé larvatorzulasi vizsgalatok
eredményei kozvetlen kelés utan. A tablazat a kezelés esetében a Kkiilonb6zé torzulasok
eléfordulasainak szamat fejezi ki (N=401).

Larva egyedszama (db) Kontroll  Polisztirol doboz5 CRF5ml-es CRF 10 ml-
ml-es miiszalma miiszalma es kriocsd

Osszes egyed 101 101 100 99
ebbdl torzult egyed 27 17 12 13
test gorbulése 8 3 6 3
faroktorz (hiany, révidailés) 9 7 4 5
szem deformités (alak, lencse) 4 5 0 0
eltérés a szik alakjaban 1 2 1 0
kraniofacialis deformitas 3 5 2 2
o6déma (szik és sziv) 17 8 5 14
szomita eltérés (alak, szdm) 4 2 1 0

A nem-taplalkozo larvaszakasz végén mindegyik csoportban alacsony szamban
tapasztaltam larvatorzulast (7. téblazat), valoszinileg az id6 mulasaval
Kiszelektalodtak a torzult egyedek. A testi elvaltozassal rendelkez6 larvak szama

kiegyenlitett értéket mutatott az egyes csoportok kozott.

7. tablazat: Kiilonb6z6 szervi elvaltozasok megfigyelésén alapulé larvatorzulasi vizsgalatok
eredményei a nem-taplalkozd larvaszakasz végén A tablazat a kezelés esetében a Kkiilonb6z6
torzulasok eléfordulasainak szamat fejezi ki (N=400).

Larva egyedszama (db) Kontroll  Polisztirol doboz CRF5ml-es CRF 10 ml-
5 ml-es miiszalma  miiszalma es kriocsd
dsszes egyed 100 100 100 100

ebbdl torzult egyed 5 5 4 5
test gorbulése 2 1 2 1
faroktorz (hiany, rovidulés) 0 0 0 1
szem deformités (alak, lencse) 0 0 0 2
eltérés a szik alakjaban 1 1 0 2
kraniofacialis deformitéas 0 2 0 2
odéma (szik és sziv) 2 4 2 1
szomita eltérés (alak, szam) 0 1 0 0

77



Az 5 napos taplalkozo larva morfologiai vizsgalata soran a nem-taplalkozé
larvaszakaszhoz hasonldan alacsony szdmban tapasztaltam deformalt egyedeket (8.
tablazat). A CRF 5 ml-es miszalma és CRF 10 ml-es kriocsé csoportokban a
larvatorzulas mertéke habar nem szignifikans mértékben, de mersékeltem magasabb
volt, mint a kontroll és a polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma csoportokban. Az 5 napos
taplalkozo larva allapotban megjelent egy Uj tipusu, akar fizikai sériilés hatasara is
kialakulo fejlodési rendellenesség, a hematdoma, amely minden csoportban

megfigyelhet6 volt.

8. tAbldzat: Kiilonbozé szervi elvaltozasok megfigyelésén alapulé larvatorzulasi vizsgalatok
eredményei az 5 napos taplalkozd larvaszakaszban. A tablazat a kezelés esetében a Kiilonb6z6
torzulasok eléfordulasainak szamat fejezi ki (N=350).

Larva egyedszama (db) Kontroll  Polisztirol doboz CRF5ml-es CRF 10 ml-
5 ml-es miiszalma  miiszalma es kriocsd

0Osszes egyed 50 100 100 100
ebbol torzult egyed 3 5 7 7
test gorbulése 0 2 3 3
faroktorz (hiany, révidulés) 0 0 0 2
szem deformitas (alak, lencse) 0 0 0 1
eltérés a szik alakjban 0 0 3 1
kraniofacialis deformités 0 0 0 1
0déma (szik és sziv) 0 0 0 0
szomita eltérés (alak, szam) 0 0 0 0
hematéma 3 3 2 3
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Kdvetkeztetések

5.1.1. A Kiilonb6z6 spermamintavételi modszerek és higitok tesztelésére
iranyulo vizsgalatok eredményeibél levonhato kovetkeztetések

A hormonalis kezelés és a két spermakinyerési modszer spermamindségre gyakorolt
hatasanak eredményeibol levonhato kovetkeztetések

A csukasperma stirtiségének meghatérozasanal atlagosnak tekintheté értékeket
allapitottam meg (2,99*10° spermium/ml), 6sszehasonlitva korabbi kozleményekben
leirtakkal (1,4-5,76*10%° spermium/ml; GINZBURG 1968; DE MONTALEMBERT
et al. 1980; KOLDRAS & MOCZARSKI 1983; LINHART 1984; HULAK et al.
2008b; CEJKO et al. 2020b).

A megfeleld spermakinyerési mod Kivalasztasanal a spermaminéség allt a
vizsgalatok kodzéppontjdban. A hormonalis indukcié segitsegével szignifikansan
magasabb motilitasi eredmények érhetok el. Az altalam rogzitett értékeket (kontroll
PMOT: 43+20% és VCL: 98+16 um/s; hormonélisan kezelt: pMOT: 18+15% VCL.:
69+14 um/s) megerdsitik korabbi tanulmanyok leirasai (HULAK et al. 2008a; CEJKO
et al. 2018) is. A klasszikusan alkalmazott fejéssel a sperma vizelettel és veérrel
kontamindlodhat, amely rontja a spermamindséget, és spontan aktivacidohoz is
vezethet. A kioperalt here alkalmazasaval viszont elkeriilhetjik ezt (SZABO 1997c,
2011; HULAK et al. 2008a; BONDARENKO et al. 2018). Kutatdsomban a
progressziv motilitdsban nem talaltam szignifikans eltérést a fejés és a kioperalt here
modszere kozott mélyhtités elott (fejés: 65+12%, kioperalt: 85+10%) és utan (fejés:
37+27%, kioperalt here: 29+17%). A fagyasztott sperma felolvasztasat kovetden
viszont szignifikansan csokkent a Kkioperalt here csoport pMOT értéke. A két
spermakinyerési mddszer kozul javaslom a here kioperalasat, mivel igy akar tizszeres
nagysagrenddel toébb sperma nyerhet6 ki a fejéshez képest. A keltetdhazakban bevett
gyakorlat a tejes egyedek felaldozasa. Egyelore nem all rendelkezésre olyan, a halak
szamara kiméletes mddszer, amely megoldast nyljt a fejési nehézségekre (DE
MONTALEMBERT et al. 1978; BILLARD & MARCEL 1980; LAHNSTEINER et
al. 1998; ROSSEN & ABADJIEVA 2015; KRISTIANSEN et al. 2020).

HULAK et al. (2008a) vizsgélatai meger6sitik eredményeimet, szintén nem
talaltak kulonbséget a friss sperma két kinyerési modszerének motilitas értékei kozott
(MOT: 59-91%, VCL:~163+£40 um/s-173+39 um/s). CEJKO et al. (2020a) a fejt

spermat rendszervizzel aktivaltak, és 60-80% korili motilitast értek el. Woynarovich
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oldatot hasznalva azonban 95% feletti motilitast rogzitettek, a VCL és VSL értéket
tekintve pedig hozzavet6legesen 280 um/s és 200 um/s értékeket irtak le, a pMOT
azonban 30% korul alakult. Megallapitottak, a sperma aktivacids kdzege és annak
ozmolalitdsa 6sszefiiggésben all a spermiumok mozgasi képességével. A sperma
mélyhiitését munkamhoz hasonlé modszerrel végezték polisztirol dobozban, csak 0,25
ml-es miiszalmaban és 185 mM trehaldz, 40 mM KCI, 20 mM Tris, pH 8,5 és 10 %
metanolt tartalmazd higitdban. A fejt sperma mélyhtitését kovetden a progressziv
motilitas értékek kdzott nem talaltak szignifikans eltérést (kozel azonos 30% pMOT
mindkét csoport esetén) a friss spermahoz képest, amely szintén igazolja
eredményeimet. Megallapitottak tovabba, hogy felolvasztast kovetéen a sperma
motilitasi értékei nagyban dsszefliggenek a higitd oldat sszetételétdl. DIETRICH et

al. (2016) szintén leirtak, miként sziikséges egy fajspecifikus higito fejlesztése.

Glukoz és trehaldz alapu higitok dsszehasonlitisinak eredményeibdl levonhato
kovetkeztetések

Sikeresen kidolgoztam a keltet6hazi koriilmények igényeihez alkalmazkodé és
optimalizalt csukasperma mélyhtitési technologiat. A modszert egy Uj, fajspecifikus
higitd kifejlesztésével alapoztam meg, amely Uzemi szinten is bizonyitotta
hatékonysagat. A munkam soran kidolgozott 386 mOsmol/kg ozmolalitasu higité (150
mM glikéz, 75 mM NaCl, 30 mM KCI, 1 mM Na;HPO4*12H,0, 1 mM MgCl>*6H0,
1 mM CaCl;*2H20, 20 mM Tris, és 0,5% BSA, pH 8+0,02) a csuka szeminalis
folyadékahoz hasonlé kornyezetet teremtett, és megakadalyozta a spermiumok
aktivalddasat. LIN et al. (1996a) tanulméanya alatamasztja, miszerint 340 mOsmol/kg
ozmolalitds meggatolta a muskellunge spermiumok mozgasat. ALAVI et al. (2009)
leirtdk, hogy a 375 mOsmol/kg ozmolalitds nyugalmi &llapotban tartotta a
spermiumokat csuka fajnal. BABIAK et al. (1997) kisérleteiben a felhasznalt tejesek
spermdjanak mindségétdl fliggben a glikoz tartalmt higitokkal 6,6-96%
termékenylést tudtak elérni. DIETRICH et al. (2016) mélyhiitott spermaval végeztek
szaporitési kiserletet laboratériumi koriilmeények kozott. Magas kelési aranyt irtak le a
glukdz és metanol (79%-89%), valamint szachardz és metanol alapu higitojuk (74%-
84,7%) alkalmazasaval. Eredményeimmel ellentétben CEJKO et al. (2020b) trehal6zt
tartalmazé higitoval (185 mM trehaldz, 40 mM KCI, 20 mM Tris, pH: 8,5, és 10%
metanol) mélyhiitott sperma felhasznalasaval irtak le statisztikailag igazolhatoan
magasabb kelési aranyt (73,5%, friss sperma esetében: 66,7%). Vizsgalataimban

szignifikdnsan magasabb progressziv motilitasi értéket allapitottam meg a glikoz
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hozzdadasaval készitett higitoval mindharom higitasi arany mellett, dsszevetve a
trehalozt tartalmazoval. Kordbbi vizsgalatokat értékelve a higitok cukortartalma
jelentés tényez6é a csukasperma mélyhiitésében. A spermamélyhiités soran

munkamban a gliikoz jobb extracellularis védéanyagnak bizonyult.

5.1.2. A nagy mennyiséglii csukasperma mélyhiités modszertani
fejlesztésének  és  optimalizalasinak  eredményeib6l  levonhato
kovetkeztetések

A polisztirol  hiitédoboz és a  programozhato  fagyasito  berendezés
osszehasonlitisanak eredményeibol levonhato kovetkeztetések 0,5 ml-es miiszalma
eseten

A polisztirol dobozban a kdrnyezeti tényezok, mint példaul az eltéré doboz
méret, a kiils6 homérséklet és a levegOmozgéas befolydsolhatjdk a fagyasztasi
hémérsékleti viszonyokat. A CRF ugyanakkor lehetdséget nyujt sztenderd és
optimalizalt kérilmények kdzott végezni a mélyhiitést. Teljes mértékben kontrollalt
kozegben ¢és egyedileg tervezett program alapjan miikddtethetjiik, novelve a
mélyhiitési protokollok ismételhetdségét (THURSTON et al. 2003; MORRIS et al.
2006). A mélyhttési technologiat éppen ezért szerettem volna atlltetni a
programozhat6 fagyasztd berendezéshez

Sikeresen mélyhtitéttem csukaspermat 0,5 ml-es miiszalmaban polisztirol
dobozban és CRF-ben egyarant. Az dsszehasonlito vizsgalat soran a spermamintak
felolvasztadsa utan nem talaltam szignifikans eltérést a mért mozgési paraméterek
(pPMOT, VCL STR) értékei kozott. A két kezelt csoportban vizsgélt értékek kozel
azonosak voltak, igy bebizonyosodott, a CRF alkalmas a csukasperma mélyhiitésére
0,5 ml-es miiszalmaban.

Csukaspermat kordbban csak polisztirol dobozban és 0,25-1,2 ml kdzotti
Urtartalmi  miszalmakban fagyasztottak (LAHNSTEINER et al. 1998;
LAHNSTEINER 2000; ZHANG et al. 2011; DIETRICH et al. 2016; BERNATH et
al. 2017b; CEJKO et al. 2020b). Programozhat6 fagyasztd berendezésben tudomasom
szerint még nem mélyhiitottek csuka himivarterméket, igy az eredményeimet, azaz az
eszkdz hatékonysagat, csak mas halfajokon végzett vizsgaltokkal volt lehetdségem
0sszehasonlitani.

BERNATH et al. (2015) kisérletemhez hasonl6an tesztelték a két mélyhiitési
modszer hatasat a sugersperma fagyasztasa soran, ahol egyarant magas progressziv
motilitast értek el polisztirol dobozban (62+15%) és CRF-ben (72+£15%) is. A hiitési
programjuk munkam egy részével megegyezéen 56°C/perc volt. BERNATH et al.
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(2016b) pontyon is elvégeztek a vizsgalataimmal Osszevetheté kutatasokat, ahol a
pMOT polisztirol doboznal 33+£16%, CRF-nél 32+13% volt. Termékenyitést kovetéen
a friss spermaval 73+8%, a mélyhiitottel pedig 32+6% termékenyiilést értek el.

A sajat és irodalmi adatok 6sszevetése alapjan kijelenthets, hogy BERNATH et
al. (2016a, 2016b) altal stigérre és pontyra kifejlesztett CRF-ben végzett mélyhiitési
protokoll sikeresen alkalmazhatd csukasperma esetében is.

Kiilonbozo higitasi aranyok 6sszehasonlitasa programozhato fagyasztd berendezes
és 10 ml-es kriocsd alkalmazasdval

A 10 ml-es kriocs6 felolvasztasa utan az 1:3, 1:9 és 1:19 higitasi arany kozott
nem talaltam szignifikans eltérést a motilitasi paraméterekben. Szamos korabbi
tanulmany arrél szamolt be, hogy az alacsony, 1:1-1:5 sperma:higit6 ardny novelni
tudja a csukasperma fagyasztasanak hatékonysagat (BABIAK et al. 1995, 1997, 1999;
GLOGOWSKI et at. 1997; LAHNSTEINER et al. 1998, LAHNSTEINER &
MANSOUR 2008; DZYUBA et al. 2010; ZHANG et al. 2011; DIETRICH et al.
2016). CEJKO et al. (2020b), mindazonaltal sikeresen alkalmaztadk az 1:9 aranyd
sperma:higité ardnyt és munkdmhoz hasonléan a metanol véddanyagot is.
LAHNSTEINER (2000) leirta, hogy lazacfélékben nem hatékony a 0,5 ml-es
miiszalma alkalmazasa, mivel tal sok miiszalma sziikséges a szaporitdshoz, ami
alacsonyabb termékenyitési ardnyhoz vezethet. A tal magas sejtkoncentréacié pedig
csokkenti a fagyassal szembeni ellenallo képességet. Az ozmotikus nyomasvaltozas
mindamellett spontan aktivaciot eredményezhet, ami szintén csokkentheti a
termékenyiilési értékeket (BERNATH et al. 2022). Az altalam hasznélt 10 ml-es
kriocs0 magasabb higitasi arany mellett (1:9) is megfelel6 mennyiségli spermat
tartalmazott, alkalmazhatonak bizonyult a keltetéhazi gyakorlatba valo atiiltetésre. A
kiilonboz6 higitasi aranyok tesztelésénél (1:3; 1:9; és 1:19) azonban nem taléltam
szignifikans eltérést a sperma pMOT értékeiben. A fent leirtak alapjan tehat
megfontoland6 az alacsonyabb, 1:3 sperma:higité arany jovObeni tesztelése és
adaptalasa a keltetohazi gyakorlatba, amellyel hatékonyabba és gyorsabba valhatna a

szaporitas folyamata (lasd: 2.3.1. fejezet).
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A 10 ml-es kriocsé harom felolvasztasi idétartama

A mélyhitott mintak felolvasztasi sebességét elengedhetetlen fajonként és
mélyhiitési kozegenként vizsgalni (TIERSCH & GREEN 2011; CAMPBELL et al.
2021). Az altalam vélasztott harom felolvasztasi periodus (3 perc, 3,5 perc és 4 perc)
nem befolyésolta a vizsgalt motilitasi paramétereket.

Tobb kutatas vizsgalta a pelletben és miiszalmaban fagyasztott csukasperma
felolvasztasanak optimalis idétartamat. GLOGOWSKI et al. (1997) a 0,07 ml-es
pelletet 30°C-on 12 masodpercig javasoltak felolvasztani, a 0,5 ml-es miiszalmat pedig
40°C-on 10-12 mésodpercig. LAHNSTEINER et al. (1998) ezzel parhuzamosan 0,5
ml-es miiszalmahoz 25°C-ot és 30 mp-et, 1,2 ml-es miiszalmahoz 30°C-ot és 30 mp-
et ajanlottak. CEJKO et al. (2020b) csukasperma fagyasztasi kisérletében azt
tapasztaltak, hogy a 0,25 ml-es miiszalma 40°C-on 5 mp alatt hatékonyan felolvad.
Osszegezve a kutatdsokat, nagy variabilitdst mutat a kiilonboz6 technikakkal és
volumenben mélyhiitott spermamintak eredményes felolvasztasi ideje, melyet
befolyasol a sejtszuszpenzid olvasztasi kozegének hémérséklete is. A keltetdhazi
halszaporitasok  termékenyitései  sordn  kulcsfontossdgu  az  ivartermékek
felhasznalasanak gyorsasaga, mivel azok mindsége fejést kovetéen folyamatosan,
nagy sebességgel csokken (LEGENDRE et al. 1996; KRISTAN et al. 2018). Az lizemi
koriilmények  kozott alkalmazott spermamélyhiitési  technologidnak  pedig
alkalmazkodnia kell ezekhez a folyamatokhoz, igy a fagyasztott sperma
felolvasztasanal is a lehetd legrovidebb iddtartamot kell kivalasztani. A nagy
mennyiségben mélyhiitott csukasperma a tesztek alapjan jol tolerdlja a gyors
hémeérséklet-emelkedést, ami szintén eldsegiti a 10 ml-es kriocsé lizemi szintli

alkalmazhatdsagat.

Kovetkeztetések az 5 ml-es miiszalma és 10 ml-es kriocsé osszehasonlitisanak
eredményeibdl kiilonbozd fagyasztasi modszerek alkalmazésaval

A tudomanyos irodalomban eddig LAHNSTEINER et al. (1998) szdmoltak be a
legnagyobb volumeni(i csukasperma mélyhiitésrol. Polisztirol dobozba toltott
folyékony nitrogénen usz6 0,5 cm magas kereten, a nitrogén gézében és 1,2 ml-es
miiszalmaban fagyasztottak le a himivarsejteket -150°C-ig, amelyek alkalmazasaval
74,2+0,6% termékenylést értek el. Az altalam alkalmazott mélyhiitési programot
CRF-ben (kiinduldsi hdmérséklet: 4°C, végpont: -160°C, hiitési sebesség 15°C/perc)
mar tesztelték korabban maés halfajok esetén. VARKONYI et al. (2019) példaul

pontyon vegzett kisérletikben 10 ml-es kriocsé alkalmazasaval eredményeimhez
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hasonléan magas progressziv motilitast tapasztaltak (27+6%). BOKOR et al. (2019)
keltetdhazban kival6 eredményeket értek el harcsaval szintén 10 ml-es kriocs6 és CRF
hasznalataval. A 10 ml-es kriocs6 alkalmazasaval hasonldoan magas kelési eredményt
irtak le (66£6%), mint a friss sperma felhasznalasaval (68+4%). A korabbi kutatasok
és a sajat munkadm eredménye igazolja, hogy a 10 ml-es kriocsé integralhato
gazdasagilag  értékes  halfajok  Uzemi  korulmények — kozott — végzett
spermamélyhtitéséhez is.

A 10 ml-es kriocs6 programozhat6 fagyasztd berendezésben végzett mélyhiitése
mellett azonban mindenképpen fel kell hivni a figyelmet az 5 ml-es miiszalma CRF-
ben és polisztirol dobozban valdé mélyhiitésére. A kutatdisomban ugyanis nem taléltam
szignifikans eltérést a harom kiilonb6z6 modszerbdl szarmazd sperma motilitasi €s
kelési eredményei kdzott. Kisérleteimhez hasonléan VARKONYI et al. (2019) ponty
spermaval mar bizonyitottak az emlitett harom fagyasztasi mod hatékonysagat, mely
megmutatkozik a magas progressziv motilitasi eredményeikben is (polisztirol doboz 5
ml-es muszalma: 64+8%, CRF 5 ml-es miszalma: 37+5%, CRF 10 ml-es kriocso:
27+6%). BOKOR et al. (2019) harcsaszaporitas soran 200 grammos ikratételek
termékenyitéséhez alkalmaztak eredményesen nagy mennyiségli fagyasztott spermat,
mellyel hasonlé kelési aranyt értek el (polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma: 75+5%,
CRF 5 ml-es miszalma: 72+3%, CRF 10 ml-es kriocsd: 66+6%), mint a friss
sperméval (68+4%). A bemutatott sajat és mas szerzok eredményeib6l kovetkezik,
hogy a vizsgalt harom mélyhiitési moddszer hatékony lehet a csuka Uzemi
szaporitasaban is.

A halsperma mélyhiités folyamatosan és dinamikusan fejlédik, ennek ellenére
néhany kivételtsl eltekintve nem sikerdlt atltetni a gyakorlatba (TIERSCH 2008;
URBANYI 2011). A mélyhiités koltségeinek elemzése meghatarozé gazdaséagi
tényezOnek tekinthetd, hiszen ez az tizemi alkalmazas jelenlegi legfébb meghatérozo
szempontja. Sziikségszerii kiemelni, hogy az altalam kidolgozott fagyasztasi
madszerek kozil az 5 ml-es miiszalma polisztirol dobozban is sikeresen mélyhtitheto.
A programozhat6 fagyasztd berendezéshez hasonld eredmények érhetdek el az 5 ml-
es miszalmaval polisztirolban mélyhttve, valamint lényegesen kdltseghatékonyabb
is, ugyanis nem szukséges megvasarolni a rendkivil kéltseges berendezeést, illetve
terepi koriilmények kdzott hatékonyabban alkalmazhat6 (pl. egyszeriibb szallitas, nem
igényel aramforrast). A polisztirol doboz hatranya azonban, hogy kevésbé

standardizalhato.
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Hazankban a kereskedelmi célu természetesvizi haldszat betiltasaval
nagymertékben lecsokkent az orszdgos éves csukafogas mennyisége, a
horgészsportban mindazonaltal folyamatosan fokozddik az igény a halfajra. A hazai
halallomany felmérések elemzésébdl kiderll, hogy a leggyakoribb hazai ragadozé
halfajunk a csuka, mar elkiiloniilt kladokba sorolhatdé (TAKACS et al. 2017), igy a
genetikai variabilitas és génmegdrzés szerepe is atgondolandd. A tenyésztés soran a
gyakorlatban alkalmazott mddszer szerint a csuka tejeseket ledlik és a here
kioperalasaval nyerik ki a sperméat. A folyamat egyes szaporitasi idészakokban a
himivaru egyedek hianyahoz vezethet. A csukaszaporitas egyik limitalé tényezéje a
megfeleld mennyiségli himivaru sziilallat, valamint a kinyerhetd sperma mennyisége
és mindsége (LAHNSTEINER et al. 1998). A mélyhiitott sperma tarolasa és
keltet6hazi alkalmazasa alternativ megoldas lehet akkor, ha nem all rendelkezésre a

megfeleld szamu tejes az adott idészakokban.

5.1.3. A nagy mennyiségben mélyhiitott spermaval végzett keltetohazi
csukaszaporitas, valamint révidtavu larvanevelési vizsgalat eredményeibél
levonhato kovetkeztetések

Nagy mennyiségben mélyhiitott spermdval végzett szaporitds eredményeibdl
levonhat¢ kovetkeztetések

Uzemi koriilmények kozott teszteltem a csukasperma mélyhiitéséhez adaptalt
harom kiilonb6z6 fagyasztasi technika alkalmazhatosagat. Kutatdsomban eltérést
tapasztaltam a kisérlet elején és végén mért kontroll spermamintdk (5 oOraval a
spermakinyerés utdn), valamint a kiilonb6z6 mélyhiitési modszerek Kisérleti
csoportjainak progressziv motilitasa kdzott. A kontroll ivartermék szignifikansan
magasabb pMOT értéket mutatott a kisérlet kezdetekor (74+7%), mint a kisérlet végén
(31£13%) és a harom mélyhtitott csoport (polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma: 32+3%,
CRF 5 ml-es miiszalma: 53+6%, CRF 10 ml-es kriocs6: 15£4%). Kiemelendd, hogy a
kisérlet végén mért kontroll sperma pMOT értéke milyen mértékben csdkkent, ami
hangsulyozza a szaporitas idejének hatasat az ivartermékek mindségére nézve.

A kelési eredményekben azonban nem mutatkozott szignifikans kilénbség a
kontroll és kezelt csoportok kdzott (friss sperma: 7+4%, polisztirol doboz 5 ml-es
miszalma: 16£8%, CRF 5 ml-es miszalma: 21+16% és CRF 10 ml-es kriocso:
11+2%). A legalacsonyabb ertéket a friss csoportban rogzitettem. Az egyes
ikratételeket véletlenszerii sorrendben termékenyitettem, igy kizdrhat6 az a lehetéség,
hogy a friss csoport kelése azért rosszabb, mert annak az ismétléseit termékenyitettem

utoljara. Korabbi csukaspermaval végzett termekenyitéssel kapcsolatos irodalmakban
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megjelenik az a jelenség, hogy a mélyhiitott csoportban habar nem szignifikansan, de
magasabb termékenyulési eredmeényt rdgzitenek, példaul: GLOGOWSKI et al. (1997):
friss: 89,1%, mélyhatott: 90,5+1,9%, LANSTEINER et al. (1998): friss: 74,
mélyhtitott: 85%. Az ok-okozat feltarasa azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.

Az alacsony termékenytilési és kelési eredményeket feltételezhetéen az ikra
alacsonyabb min6ségével, esetleg az ivartermékek kinyerése és felhasznélasa kozott
eltelt tul hosszu idejével lehet magyarazni (KRISTAN et al. 2020). A sperma:ikra
arany szerint 2112 pl sperméat adtam 250 gramm ikrdhoz. Az egy kg-ra szamolt
spermamennyiség 8448 ul, (kozel 8,5 ml), ami megfelel korabbi kutatasok alapjan leirt
értékeknek (SZABO 1997c; SZABO et al. 2014, 2021; LAHNSTEINER 2000).
Feltételezhetéen a csuka esetén a mélyhiitott sperma alkalmazasanal a keltetohdzi
gyakorlathoz képest nagyobb mennyiségii spermaval kell termékenyiteni (HOAR et
al. 1983). Uzemi szintli termékenyitési egységgel és egyben nagy mennyiségben
mélyhtitott csukaspermaval els6ként végeztem kisérletet keltezOhazi korilmények
kozott. A szakirodalom csak laboratoriumi, alacsony ikra és/vagy kis volument
mélyhtitott csukasperma felhasznélasat és vizsgalatait mutatja be (BABIAK et al.
1995, 1997, 1999; GLOGOWSKI et at. 1997; LAHNSTEINER et al. 1998,;
LAHNSTEINER & MANSOUR 2008; DZYUBA et al. 2010; ZHANG et al. 2011,
DIETRICH et al. 2016; CEJKO et al. 2016, 2020b; KRISTAN et al. 2020).

A termékenyitési egységnek 250 grammos ikratételeket hataroztam meg, amely
irodalmi forrasok alapjan, feltételezhetéen legaldbb 10000-20000 ikraszemet
tartalmaz (BILLARD 1996; EINUM & FLEMING 2002; KOTAKORPI et al. 2013;
CEJKO et al. 2016). Az adatokbodl kovetkeztethetd, hogy az ikraszemek egyesével
torténd eltavolitdsa nem kivitelezhetd. A keltetbéhdzban ugyan szivornya segitségével
leszivjak a rossz ikraszemeket, de a folyamattal egészséges ikraszemek is eltavolitasra
kerllnek. A kelési arany csak akkor allapithaté meg egzakt médon, ha nem végzink
szelekci6t, igy az ikra inkubécidja soran a penészes és elpusztult ikraszemeket nem
tavolitottam el. Az elpusztult ikraszemeken gyorsan elszaporodnak a vizi
penészgomba fajok, majd tovabb terjednek az egészséges embridkra is (SZABO
2016b). SZABO (2016b) publikacidjahoz hasonldan, kisérletemben jelentds
mértékben tapasztaltam a vizi penészgombak embriondlis fejlddésre gyakorolt negativ
hatasat, amely az ikraszemek nagymértékli pusztulasaval jart. A kelési eredmeényeim
tehat javithatok lettek volna a penészes ikraszemek eltavolitasaval (HORVATH &
MAGYARY 2007; HOCHLEITHNER 2015). Tovabb ronthatta a kelési eredményeket
a magas, 15,5+0,85°C-0s vizhémérseklet is (az idealis érleldviz hdmérséklete 6-10°C
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kdzotti tartomanyban van (BONDARENKO et al. 2015b; POSPISILOVA et al. 2019),
ami szintén pozitiv hatéssal lehetett a penészgombék szaporodasara. A keltet6hazi ikra
érleléshez képest a kis mennyiségi ikratételeknél lehet6ség van olyan vizatfolyasos
ikra inkubaciora is, ahol az ikraszemek kulonvalaszthatok ugy, hogy azok ne
érintkezzenek egymassal. A penészgomba fajok terjedése igy nagymértékben
csokkenthetd, ezéltal javithatok a kelési eredmények is. A keltet6hazak Zuger-
uvegeiben azonban az ikraszemek kulonvalasztasara jelenleg nincs lehetéség. A Kis
mennyiségii ikratételekkel végzett laborkisérletek ismételhetdsége tehat akadalyokba
utkdzik (LAHNSTEINER et al. 1998).

A mélyhiitott sperma larvandvekedésre gyakorolt hatdsanak vizsgalataibdl
levonhato kdvetkeztetések

A 10 napos nevelési kisérlet soran a harom larvafejlédési stddium kozil
(kbzvetlen kelés utan, nem-taplalkozé larvaszakasz vége (kisérlet 5. napja), 5 napos
taplalkozo larva) egyikben sem tapasztaltam a spermamélyhiitésre visszavezethetd
negativ hatast a larva novekedeési értékeiben. A kisérlet végén a mélyhtit6tt csoportok
egyedeinek ndvekedési paraméterei (polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma: 17,38+2,25
mg és 14,83+£0,86 mm; CRF 5 ml-es miiszalma: 17,58+2,18 mg és 14,71+0,67 mm;
CRF 10 ml-es kriocs6: 17,28+1,95 mg és 14,86+0,94 mm) nem maradtak el a kontroll
csoport értékeitdl (16,48+2,04 mg és 12,89+0,65 mm). A megmaradas értékekben nem
talaltam szignifikans eltérést a kontroll és kezelt csoportok kozott (friss: 69%,
polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma: 80%, CRF 5 ml-es miiszalma: 74%, CRF 10 ml-
es kriocs6: 74%). Ismereteim szerint nem allnak rendelkezésre nagy mennyiségben
mélyhtitott csukaspermabdl szarmazd larvak fejlodéstani vizsgalati eredményeit
bemutato publikécidk. Az eredményemet igy friss spermaval végzett termékenyitésbol
szarmazo larvak ndvekedési adataival és més hajfajokon végzett mélyhiitésre iranyulod
Kisérletek dsszehasonlitasaval értékelem.

POSPISILOVA et al. (2019) részletes larvafejlédési vizsgalataiban leirjak, hogy
a csukalarva atlagos testhossza keléskor 8,3 mm, a nem-taplalkoz6 larvaszakasz vegen
12 mm, amely atlagok megegyeznek az eredményeimmel. Kisérletem 10. napjara (5
napos taplalkozé larvaszakasz) hazodott vissza teljes mértékben a szikzacsko (lasd:
60. oldal, 22. abra). A kutatok eredményeiben megtalalhaté az ehhez a fejlettségi
allapothoz tartozo atlagos testhossz (13,7-15 mm), amely szintén megegyezik az
eredményeimmel. BOKOR et al. (2015) nagy mennyiségben mélyhiitottek

harcsaspermat keltetéhazi koriilmények kozott 5 ml-es miiszalméaval. A keléstdl
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szamitott 10 napos larvanevelési vizsgalat végén nem talaltak szignifikans killonbseget
a kontroll és fagyasztott spermaval termékenyitett csoportok testtémeg (78,1+18,1 mg
és 80,2+17,2 mg) és testhossz adatai (1,89+0,14 cm és 1,92+0,13 cm) kozott. A
mélyhiitott csoport novekedési adatai — ugyan szignifikansan nem tértek el, de —
csekély mertékben meghaladték a friss spermaval termékenyitett csoport eredményeit.
A larvanevelésnél magas megmaradast ért el a magyar kutatécsoport (kontroll:
94,2+1,64%, mélyhiitott: 93,2+1,3%). LIU et al. (2015) atlanti laposhal (Hippoglossus
hippoglossus) spermat mélyhiitottek 5 ml-es kriocs6ben. Kelést6l szamitott 64 napos
larvanevelési vizsgalat sordn nem irtak le statisztikailag igazolhatd kilonbséget a friss
és fagyasztott spermabdl szarmazé larvak novekedése és megmaradas értékei kozott.
A larvafejlodési és a megmaradasi eredményeinek elemzésébdl elmondhato,
hogy a mélyhiités nem befolyasolta negativan a larvak novekedését és megmaradasat
a vizsgalt fejlodési periodusban. Az 6sszehasonlito vizsgalatok alapjan a mélyhitott
csoportok nemhogy elmaradnak, egyes esetekben felilmuljak a kontroll csoport

eredményeit is.

A larvamorfoldogiai vizsgalatok eredményeibél levonhato kovetkeztetések
Munkém soran szignifikansan nagyobb volt a larvatorzulds mértéke kozvetlen
kelés utan (17,4%), szemben a nem-taplalkozo larva (4,75%) és az 5 napos taplalkozo
larvastadiummal (6,28%). A harom mintavételi id6pont atlagaban nem talaltam
szamottevd kiilonbséget a kontroll és kezelt csoportok larvatorzulasi értéke kdzott
(friss: 11,71%, polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma: 8,97%, CRF 5 ml-es miiszalma:
7,66%, CRF 10 ml-es kriocs6 9,96%). Feltételezhetben kelést kovetéen a deformalt
egyedek elpusztulhattak és emiatt rogzitettem kevesebb fejlodési rendellenességet
mutato egyedet a tovabbi két vizsgalati idépontban. Az 5 napos taplalkozo larvakorban
jelent meg a hematdéma, amely nagy aranyban volt jelent a tébbi szervi elvaltozashoz
képest. A hematdma vagy mas néven véromleny altalaban akkor keletkezik, ha fizikai
hatds kdvetkeztében megsérilnek a vérerek, és vér 1ép ki a szovetekbe (HUSUM &
STRADA 2002; OYETUNJI et al. 2010). A hallarva rendkivil sérilékeny. A
keltetéhazi gyakorlat szerint a csukalarva tobbszori athelyezést €s mozgatast is igényel
a kiilonbozo larvaszakaszok kozott, mig kikeriilnek a halastavakba (HORVATH &
MAGYARY 2007). A halak szallitasa Szegedrél Godolldre szintén okozhatott fizikai
sériléseket.
Eredményeim bizonyitjak, az altalam alkalmazott mélyhiitési modszerek
nincsenek negativ hatassal a larvak morfoldgiai elvaltozasaira sem. A meélyhtitott
88



spermabol szarmazd larvak fejlédéstani vizsgalatait tudomasom szerint korabban mas
nem végezte el csuka esetében, igy mas halfajokon végzett kutatasokkal vetem dssze
eredményeimet. HORVATH & URBANYI (2000) programozhaté fagyaszto
berendezés, 0,25 ml-es miiszalma és harcsa higitd hasznalataval mélyhttottek afrikai
harcsaspermat, majd vizsgaltak a DMSO és DMA védbanyag hatasat a larvak
fejlodést mutato egyedek szama a kontrollhoz képest. LABBE et al. (2001) a
spermamélyhiités  szivarvanyos  pisztrang  fejlodésére  gyakorolt  hatasat
tanulmanyoztak. A himivarterméket 0,5 ml-es miiszalma, polisztirol doboz, Mounib
higitd (125 mM szachar6z; 6,5 mM redukalt glutation; 100 mM KHCOs3), 10%
tojassargaja, valamint 10% DMSO hasznalataval mélyhiitotték. A morfologiai
elemzés utan nem talaltak kiilonbséget a kontroll és a kezelt csoportok fejlodési
rendellenességeinek mértéke kozott. MISKOLCZI et al. (2005) mélyhitétt spermat
felhasznalva végeztek afrikai harcsa szaporitast. A fagyasztasi mad polisztirol doboz,
0,25-1,2 ml-es miszalma, harcsa higité, valamint 10% metanol vagy DMSO
védbanyag volt. A szerzok hasonl6 kelési aranyt értek el a kontroll (59,1+25,8%) és a
fagyasztott csoportban (53+28,9%). A larvadeformitasban a legmagasabb értéket a 0,5
ml-es miiszalma és DMSO alkalmazasaval jegyezték fel (friss: 28,3£15,3%;
mélyhttott: 44,2+29,9%), azonban nem taldltak szignifikdns eltérést a kiilonb6zo
kezelések kozott. HORVATH et al. (2007) ponty esetén mélyhiitottek spermat
polisztirol dobozban, 5 ml-es miiszalmaban tarolva, cukor alapu higitéval (350 mM
gliikdz, 30 mM Tris, pH: 8) és 10% metanol hasznélataval. Kelést kovetden a larva
deformitasi vizsgalataiban nem taldltak szdmottevd eltérést a friss (15+£9%) és
mélyhiitstt (13+7%) csoportok kozott. BERNATH et al. (2018) jaszkeszegspermat
mélyhtitottek polisztirol doboz, 0,5 ml-es miiszalma és pér higité (200 mM glukoz, 40
mM KCI, 30 mM Tris, pH: 8,0+0,2), valamint 10% metanol alkalmazasaval és
kilonbozott statisztikailag igazolhatdéan a friss (22+15%) és fagyasztott (33+18%)
csoportok kozott. A fejlodési rendellenességet mutatd egyedek aranya egyarant
12+4% volt mindkét csoportban. A mélyhiitétt csoportban a szem- és kraniofacialis
deformitas, a friss kontroll csoportban a perikardialis és szik 6déma eléfordulasa volt
jelentds. Munkadm és a szakirodalmi adatokbol kovetkeztetve, a spermamélyhiités
larva fejlédéstani rendellenességekre gyakorolt hatasa fajspecifikus, vagy akar

mélyhiitési technologiatol fiiggd is lehet.
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5.2. Javaslatok

Javaslatok a csukaszaporitasra vonatkozéan:

A sperma Kkinyeréséhez javaslom a hormonalis indukciot és a here

kioperalasat.

Javaslatok a csukasperma mélyhiitésére vonatkozéan:

A spermamélyhtitéshez javaslom a munkam soran kidolgozott gliikdzalapu
higitd (150 mM gliko6z, 75 mM NaCl, 30 mM KCI, 1 mM NazHPO4*12H,0,
1 mM MgCl*6H,0, 1 mM CaCl,*2H,0, 20 mM Tris, és 0,5% BSA, pH
8+0,02) és 10% metanol véddanyag alkalmazésat.

Javaslom az 5 ml-es miszalma mélyhiitését polisztirol dobozban és
programozhaté fagyasztdé berendezesben egyarant, valamint a 10 ml-es
kriocsé mélyhiitését programozhatod fagyasztd berendezésben, amennyiben
ennek technikai feltételei rendelkezésre allnak (pl. aramforras).

A magasabb spermium sejtstirliség és mélyhiitési volumen elérésének
érdekében javaslom a 10 ml-es kriocs6 1:3 (sperma:higitd) higitasi aranyanak
tesztelését programozhat6 fagyaszto berendezésben, csukaszaporitasi kisérlet
soréan.

Javaslom a 10 ml-es kriocs6 3 perces felolvasztasi idGtartamanak
alkalmazésat 40 °C-os vizh6mérséklet mellett.

A fagyasztott himivartermék mintak felolvasztasa rendszerint egyesevel
tortenik. Az zemi koérulmények kozott felhasznalni kivant eés felolvasztott
spermamintak rovidtava tarolasanak csokkentése érdekében javaslom egy
olyan egységesitett technoldgia kidolgozasat (miiszaki fejlesztést), amellyel
egyszerre tobb nagyméretii miiszalma, vagy kriocsd is felolvaszthato.
Javaslom a csukasperma spermabanki tarolasanak megalapozasat nagy
Grtartalm taroloegységben mélyhiitve, amely elérhetd a haltermel6k szamara
tenyésztési celu felhasznéalasra is.

Javaslom a mélyhltott spermabdl szarmazo csukaldrvak hosszabb tava
fejlodéstani vizsgalatat (példaul: teljes ivadéknevelési- és eves tavi nevelesi

periédus).
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Kidolgoztam egy specifikusan a csukasperma mélyhtitéséhez alkalmas higito
oldatot, melynek dsszetétele a kovetkezd: 150 mM gliikéz, 75 mM NaCl, 30 mM KCl,
1 mM NapHPO4*12H,0, 1 mM MgCIl>*6H20, 1 mM CaCl>*2H20, 20 mM Tris, €s
0,5% BSA, pH 8+0,02).

2. Sikeresen alkalmaztam a csukasperma fagyasztasara az 5 ml-es miiszalmaban
torténé mélyhiités maodszerét polisztirol dobozban és programozhaté fagyasztd

berendezésben egyarant.

=77

programozhat6 fagyaszto berendezéshez. Optimalizdltam a csukasperma fagyasztasat
1:9 higitasi arany alkalmazésaval, valamint a 10 ml-es kriocsé felolvasztasat 3 perc

idotartamban, 40 °C vizhomérsékleten.

4. Sikeresen szaporitottam csukat keltetohdzi korilmények kozott nagy
mennyiségben mélyhiitott spermaval 5 ml-es miiszalma alkalmazasaval polisztirol
dobozban és programozhat6 fagyasztd berendezésben, valamint 10 ml-es kriocs6vel
programozhat6 fagyasztd berendezesben, ami lehetdséget ad az lizemi méreti,

keltetohazi alkalmazasra.

5. Csukanal elséként vizsgaltam a friss és harom kiilonb6zé nagy mennyiségii
mélyhiitési modszerrel fagyasztott spermabol (5 ml-es miiszalma polisztirol dobozban
és programozhatd fagyasztd berendezésben, 10 ml-es kriocsé programozhatd
fagyaszté berendezésben) szarmazd larvak novekedési paramétereit, fejlodési
rendellenességeinek eléfordulasat a megmaradast. Kisérleteim alapjan kijelentheto,
hogy az altalam kidolgozott spermamélyhtitési modszer nincs negativ hatassal a larvak
novekedésére, morfologiai rendellenességeinek el6fordulasaira, valamint a
megmaradasra a vizsgalt larvafejlodési szakaszokban, azaz a kelést kovetd elsé 10

napban.
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7. OSSZEFOGLALAS

A csuka (Esox lucius) jelentds halaszati, horgaszati és szocio-0koldgiai értékkel
rendelkezik szerte Eurazsidban és Amerikdban. A tulhalaszat és az éléhelyek
degradécidja folyamatosan csdkkenti az életterét es a faj egyedszamat. Az elsésorban
horgasz sporthal célu kereslet iranta folyamatosan né. A keltez6hazi szaporitasanak
eredményei szezononként nagy variabilitast mutatnak, és nem mindig tudjak
kielégiteni a telepit6anyag iranti igényeket. A problémat legtobbszor a rendelkezésre
allo tejesek szdma, ezaltal a megfelelé mennyiségii és minéségii sperma hianya jelenti.
A tejesek heréjének lebenyes szerkezete és a tenyeszallatok befogasa okozta stressz
hatdsa miatt a klasszikusan alkalmazott fejési technikaval csak relativan Kkis
mennyiségii és alacsonyabb mindségli sperma nyerhetd ki. Az altalanosan alkalmazott
maodszer szerint a here kioperalasaval nyerik ki a spermat, ami az egyedek ledlésével
jar.

Munkdm Osszefoglalja a keltetbhdzban is alkalmazhato, tlizemi szintii
fagyasztott spermabol szarmazo larvak rovidtava (kelést6l szamitott 10 napos)
fejlodéstani vizsgalatat. Tudomasom szerint nagy térfogatu taroléegységben (5-10 ml)
még nem mélyhiitottek csukaspermat és nem vizsgaltdk a spermafagyasztés larva
ndvekedési és morfoldgiai paramétereire gyakorolt hatasat sem.

A mélyhiités kezdeti szakaszaban szlikséges volt meghatarozni a megfeleld
himivartermék gyiijtési modszert és kifejleszteni egy mélyhiitéshez alkalmas
fajspecifikus higitd oldatot. Kisérleteimben teszteltem a hormonalis kezelés
spermamindségre gyakorolt hatasat. Szignifikdnsan magasabb progressziv motilitast
(pMOT) rogzitettem a kezelt csoportban (43+20%) a kontrollhoz képest (18+15%). A
csuka kozeli rokona, a muskellungesperma szeminalis plazmajanak ¢sszetétele alapjan
allitottam 6ssze a higitot, majd teszteltem a polisztirol dobozban végzett mélyhiités
alatt a glikdzzal és trehaldzzal kiegészitett higitd hatdsat a sperma motilitési
paramétereire nézve. A harom higitasi arannyal a trehal6z nem (1:3: 0,3+1%, 1:9:
1+1%, 1:19: 4+2%), a glikdz alapi higité viszont alkalmasnak bizonyult (1:3:
18+16%, 1:9: 20+13%, 1:19: 16%£12%) a pMOT megodrzésére. Az oldat pontos
Osszetetele: 150 mM gliikoz, 75 mM NaCl, 30 mM KCI, 1 mM Na,HPO4*12H-0, 1
mM MgCl>*6H20, 1 mM CaCl,*2H,0, 20 mM Tris, 0,5% BSA, pH 8+0,02 és 10%
metanol volt. A higitd tesztelése utan 6sszehasonlitottam a fejés és here kioperalasanak
modszerét. A mélyhiitott sperma felolvasztasa utan a progressziv motilitasban nem
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talaltam kulonbséget a fejesbol (37+27%), illetve a kioperalt herébdl (29+17%)
szarmazo6 mintak kozott.

A kutatds kovetkez$ szakaszaban a mélyhiitési volumen intenzifikalasat
végeztem el, amelyet a programozhato fagyasztd berendezés (CRF) csukasperma
mélyhiitési alkalmazhatdsadganak tesztelésevel kezdtem. A CRF ellenérzott és
standardizalhatd korilmeényeket biztosit a polisztirol dobozzal szemben, amellyel
novelheté a mélyhtités optimalizalasa. A 0,5 ml-es mliszalma mélyhiitését kovetden
nem talaltam igazolhatd eltérést a polisztirol doboz (45£11%) és a CRF (42+17%)
progressziv motilitasi értékei kozott. A fagyasztasi tirtartalom novelését a CRF és a 10
ml-es kriocs6 alkalmazasaval folytattam. A harom kiilonboz6 higitasi arany pMOT
értékei kozott nem taldltam szignifikans eltérést (1:3: 20+10%, 1:9: 30+9%, 1:19:
31+7%). A megfeleld mélyhitési program (Kiinduldsi hémérséklet: 4°C, végpont: -
160°C, hiitési sebesség 15°C/perc, 1:9 higitési arany) tesztelése utdn a mintak
felolvasztasi id6tartamanak standardizélasat végeztem el. A pMOT nem mutatott
statisztikailag igazolhatd eltérést a vizsgalt 3 perc (30+6%), 3,5 perc (29+6%),
valamint 4 perc (28+8%) felolvasztasi id6 kozott. A 10 ml-es kriocs6 mélyhtitési
miiszalma polisztirol doboz és CRF-ben végzett mélyhiitésével. Felolvasztést
kovetéen nem tapasztaltam szignifikansan eltéré pMOT értékeket a polisztirol
dobozban mélyhtitétt 5 ml-es miiszalma (50£9%), CRF-ben mélyhiitétt 5 ml-es
miiszalma (57+£10%), és a 10 ml-es kriocs6 (41+10%) csoportok eredményei kozott.

A nagy mennyiségli csukasperma mélyhiités optimalizalasat kovetden
keltet6hazi koriilmények kozott teszteltem korabbi eredményeimet. A Kisérlet
kezdetén, kioperalt herébdl szarmazo kontroll sperma szignifikansan magasabb pMOT
értéket mutatott (74+7%), mint a kisérlet végén (5 oraval kés6bb) mért kontroll
ivartermék (31£13%) és a harom mélyhiitott csoporté (polisztirol doboz 5 ml-es
miszalma: 32+3%, CRF 5 ml-es miszalma: 53+6% és a CRF 10 ml-es kriocsé:
15+4%). A kisérlet végén mért pMOT értéke szignifikdnsan csokkent a kisérlet
kezdetén mért értékhez képest. A sperma progressziv motilitas eltérései mellett a kelési
aranyokban mar nem talaltam szignifikans eltérést a négy csoport értéke kdzott: friss
sperma: 7+£4%, polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma: 16+8%, CRF 5 ml-es miiszalma:
21+16% és CRF 10 ml-es kriocsd: 11£2%).

A keltet6hazi koriilmények kdzott végzett csukaszaporitast kovetden vizsgaltam
a mélyhitott spermabdl szarmazé larvak fejlodését. A keléstdl kezdédé 10 napos
Kisérletben a vizsgalt harom larvafejlodési stadiumban (kozvetlen kelés utan, a nem-
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taplalkozo larvaszakasz végen es 5 napos taplalkozo larvaszakaszban) a mélyhiitésbol
szarmazo larvék testtomeg és testhossz adatai megegyeztek vagy meghaladtak a
kontroll csoport ndvekedését. A harom mintavételi idépont atlagaban nem talaltam
szamottevé kiillonbséget a kontroll és a kezelt csoportok larvatorzulasi értékei kozott
(7,66-11,71%). A larvamegmaradas elemzésénél a kiilonboz6 csoportokban
statisztikailag igazolhat6an nem eltér6, magas értékeket irtam le: friss: 69%, polisztirol
doboz 5 ml-es miiszalma: 80%, CRF 5 ml-es miiszalma: 74%, CRF 10 ml-es kriocsd:
74%.

Osszefoglalva eredményeimet, sikeresen kifejlesztettem egy, a csukasperma
mélyhtlitéséhez alkalmazhatd higitot. Adaptaltam a nagy mennyiségli (5 ml-es
miiszalma, 10 ml-es kriocs6) spermafagyasztasi modszert a programozhaté fagyasztd
berendezéshez. Optimalizdltam a 10 ml-es kriocs6 mélyhiitési és felolvasztasi
technikajat. Sikeres csukaszaporitast hajtottam végre az 5 ml-es miiszalmaval, illetve
a 10 ml-es kriocs6vel Uzemi korilmények kdzott. A mélyhiitott spermabol szarmazo
larvdknal nem tapasztaltam negativ hatast azok fejlédéstanara és megmaradasara a
kelést kovetd elsé 10 napban

Az altalam alkalmazott mélyhiitési technologia alkalmasnak tlinik a keltetdhéazi

felhasznalasra.
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8. SUMMARY

Northern pike (Esox lucius) has great economical, fishing and eco-sociological
importance as well all over Europe and America. Areas required for reproduction and
habitats have been greatly reduced due to overfishing and habitat degradation. There
is also a growing angling demand for the species. The results of artificial propagation
show great variability season by season. Productive and technological developments
are required as pond fish production is currently unable to satisfy the sudden increase
in demand. Most of the time, the problem comes from the lack of available males
therefore absence of the sufficient quantity and quality of sperm. In males, the general
abdominal stripping method is not effective due to the anatomical characteristics of
the testis (low volume and quality of sperm). The dissection of the testis is a much
more effective sampling method in the hatchery practice. By using this method, in
quality and quantity a much higher type of sperm can be obtained although it requires
males to be sacrificed in every spawning season.

My research summarises the improvement and standardization of large-scale
sperm cryopreservation method in northern pike for hatchery application, as well as
the investigation of larval development (10 days from hatching) stem from
cryopreserved sperm. As far as | know, northern pike sperms have not yet been
cryopreserved in large-amount (5 mL straw, 10 mL cryotube), and the effect of sperm
freezing on larval growth and morphological parameters has not been investigated.

Firstly, the optimal sampling method will be defined for pike sperm collection.
A specie-specific sperm dilution solution suitable for cryopreservation must be
developed. In my experiments, the effect of hormonal treatment on sperm quality was
tested. A significantly higher progressive motility (pMOT) was recorded in the treated
group (43+20%) compared to the control (18+15%). The extender was developed
based on the composition of the seminal plasma of the sperm of the muskellunge (Esox
masquinongy), a close relative of the pike. The effect of adding glucose and trehalose
to the diluent during cryopreservation in a polystyrene box was investigated in relation
to sperm motility parameters. With the three dilution ratios, trehalose was not suitable
to preserve pMOT (1:3 — 0.3£1%, 1:9 - 1+1%, 1:19 — 4+2%), but the glucose-based
extender was operable (1:3 — 18+16%, 1:9 — 20+13%, 1:19 — 16+12%). The exact
composition of the extender: 75 mM NaCl, 30 mM KCI, 1 mM NaHPO4*12H0, 1
mM MgCl>*6H20, 1 mM CaCl>*2H,0, 20 mM Tris, and 0.5% BSA, pH: 8.0+0.2 and
10% methanol as cryoprotectant. After testing the extender, the method of stripping
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and operation of the testis was compared. After thawing the cryopreserved sperm,
similar progressive motility was recorded between stripping (37+27%) and dissection
of the testis (29+17%).

In the next phase of my research, the intensification of large-scale sperm
cryopreservation has been completed. The applicability of a polystyrene box with 0.5
and 5 mL straws and of a controlled-rate freezer (CRF) with 5 mL straws and 10 mL
cryotube were investigated. CRF can provide controlled and standardized conditions
in contrast with polystyrene box, which can be used to increase the optimization of
cryopreservation. After the cryopreservation of the 0.5 mL straw, in the value of
pMOT not any verifiable difference was observed using polystyrene box (45+11%) or
CRF (42+17%). The comparison of three different dilution ratios in sperm
cryopreservation using 10 mL cryotube was also carried out. No significant difference
was measured in pMOT between the three difference dilution ratios (1:3 - 20+10%,
1:9 - 30£9%, 1:19 - 31+£7%). After the systematic development and optimization of
large-scale cryopreservation method (starting temperature: 4°C, end point: -160°C,
cooling rate: 15°C/min and 1:9 dilution ratio), the thawing duration of the samples was
standardized. Furthermore, a similar result was found in the case of the standardization
of the thawing process by the 10 mL cryotube. 3, 3.5, and 4 minutes of thawing showed
a similar progressive motility (30£6% and 29+6% and 28+8%). After testing the
optimizes of the 10 mL cryotube to CRF, the cryopreservation of 5 mL straw in
polystyrene box and in CRF and 10 mL cryotube in CRF were also compared. No
significant difference was recorded in pMOT between 5 mL straw cryopreserved in
polystyrene box (50+£9%), the 5 mL straw frozen in CRF (57£10%) and the 10 mL
cryotube (41+10%).

Following the large-scale sperm cryopreservation research, my results were
tested under hatchery conditions. Significant pMOT differences were observed in
different groups: fresh sperm (74+7%), fresh at the end of the experiment (5 hours
later) (31+£13%), polystyrene box 5 mL straw (32+3%), CRF 5 mL straw (53+£6%),
CRF 10 mL cryotube (15+4%). The pMOT measured at the end of the experiment
decreased significantly compared to the value measured at the beginning of the
experiment. Except for the differences in sperm progressive motility, no verifiable
differences were measured in the hatching rates of the four groups: native sperm:
7+4%, polystyrene box 5 mL straw: 16+8%, CRF 5 mL cryotube: 21+16% and CRF
10 mL cryotube: 11+2%).
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Northern pike propagation was carried out using fresh and cryopreserved sperm
using three different methods (polystyrene box 5 mL straw, CRF 5 mL straw, and 10
mL cryotube CRF). In the next phase of my research, investigation of larvae stem from
cryopreservation sperm was performed. The larvae rearing experiment was maintained
for 10 days following hatching. Morphological and growth parameters were being
monitored immediately after hatching, at the end of the non-feeding larvae stage and
in the 5 days of feeding larvae stage. The growth parameters of cryopreserved groups
were equal or exceeded the data of the fresh group, which requires further research. In
the average of the three sampling times, no verifiable differences were recorded
between the larval malformation values of the control and the treated groups (7.66-
11.71%). At the end of the experiment, similarly high survival rate was observed in all
groups (fresh sperm: 69%, polystyrene box 5 mL straw: 80%, CRF 5 mL straw: 74%,
and 10 mL cryotube CRF: 74%).

In conclusion it can be declared that an extender specialized for northern pike
species has been developed. The sperm freezing methods (5 mL straw and 10 mL
cryotube) were successfully adapted to a controlled-rate freezer. The cryopreservation
method and thawing time of the 10 mL cryotube has been standardized. | have
successfully propagated northern pike using the 5 mL straw and the 10 mL cryotube
under practical conditions. The cryopreservation technology used had no negative
effect on the development and survival rate of the larvae during the first 10 days after
hatching.

My results indicate that the 5 mL straw and 10 mL cryotube methods seem

suitable for use in the hatchery practice.

97



9. MELLEKLETEK

M.1. Irodalomjegyzék

AFRIANI, D., ERIANI, K., MUCHLISIN, Z.A., HASRI, I. (2021): A short review of
discovery and development of fish sperm cryopreservation. Depik Jurnal 1lmu-
Ilmu Perairan, Pesisir dan Perikanan, 10(1): 11-16. p.

AGARWAL, N.K. (2011): Cryopreservation of semen fish. Himalayan Aquatic
Biodiversity Conservation and New Tools in Biotechnology, 104-127. p.

ALAVI, SM.H., COSSON, J. (2005): Sperm motility in fishes. I. Effects of
temperature and pH: a review. Cell Biology International, 29(2): 101-110. p.

ALAVI, S.M.H., COSSON, J. (2006): Sperm motility in fishes. (I1) Effects of ions and
osmolality: a review. Cell Biology International, 30: 1-14. p.

ALAVI, S.M.H., COSSON, J. (2019): Reproductive biology in male aquatic animals:
from stem cells to sperm — foreword. Theriogenology, 138: 152-153. p.

ALAVI, SSM.H., RODINA, M., VIVEIROS, A.T.M., COSSON, J., GELA, D,
BORYSHPOLETS, S., LINHART, O. (2009): Effects of osmolality on sperm
morphology, motility and flagellar wave parameters in northern pike (Esox
lucius L.). Theriologenology, 72: 32-43. p.

AMARAL, A., LOURENCO, B., MARQUES, M., RAMALHO-SANTOS, J. (2013):
Mitochondria functionality and sperm quality. Review. Reproduction, 146: 163-
174. p.

ARLINGHAUS, R., KLEFOTH, T., COOKE, S.J., GINGERICH, A., SUSKI, C.
(2009): Physiological and behavioural consequences of catch-and-release
angling on northern pike (Esox lucius L.). Fisheries Research, 97: 223-233. p.

ASTURIANO, J.F., CABRITA, E., HORVATH, A. (2017): Progress, challenges and
perspectives on fish gamete cryopreservation: A mini-review. General and
Comparative Endocrinology, 245: 69-76. p.

BABIAK, I, GLOGOWSKI, J., LUCZYNSKI, M.J., KUCHARCZKY, D.
LUCZYNSKI, M. (1995): Cryopreservation of the milt of the northern pike.
Journal of Fish Biology, 46: 819-828. p.

BABIAK, I., GLOGOWSKI, J., LUCZYNSKI, M.J., LUCZYNSKI, M. (1997): Effect
of individual male variability on cryopreservation of northern pike, Esox lucius
L., sperm. Aquaculture Research, 28: 191-197. p.

BABIAK, 1., GLOGOWSKI, J., LUCZYNSKI, M.J., LUCZYNSKI, M.,
DEMAINOWICZ, W. (1999): The effect of egg yolk, low density lipoproteins,
methylxanthines and fertilization diluent on cryopreservation efficiency of
northern pike (Esox lucius) spermatozoa. Theriogenology, 52: 473-479. p.

BAJOMI, B., TATAR, S., TOTH, B., DEMENY, F., MULLERNE TRENOVSZKI,
M., MULLER, T. (2013): Captive-breeding, re-introduction and
supplementation of European mudminnow in Hungary. In: JUCN Global Re-
introduction Perspectives: 2013. Further case-studies from around the glove
(Eds: Soorae, P.S.), 7. p.

BAKONYI, G., JUHASZ, L., KISS, I., PALOTAS, G. (2003): Allattan. Mez6égazda
Kiadd. Budapest, 805. p.

BALIK, I., CUBUK, H., OZKOK, R., UYSAL, R. (2006): Reproduction Properties of
Pike (Esox lucius L., 1758) Population in Lake Karamik
(Afyonkarahisar/Turkey). Turkish Journal of Zoology, 30: 27-34. p.

BEIRAO, J., CABRITA, E., PEREZ-CEREZALES, S., MARTINEZ-PARAMO, S.,
HERRAEZ, M.P. (2011): Effect of cryopreservation on fish sperm
subpopulations. Cryobiology, 62(1): 22-31. p.

98



BEIRAO, J., BOULAIS, M., GALLEGO, V., O’BRIEN, JK., PEIXOTO, S.,
ROBECK, T. R., CABRITA, E. (2019): Sperm handling in aquatic animals for
artificial reproduction. Theriogenology, 133: 161-178. p.

BEKKEVOLD, D., JACOBSEN, L., HEMMER-HANSEN, J., BERG, S., SKOV, C.
(2014): From regionally predictable to locally complex population structure in a
freshwater top predator: river systems are not always the unit of connectivity in
northern Pike Esox lucius. Ecology of Freshwater Fish, 24(2): 305-316. p.

BELENKY, M., ITZHAKOQV, D., FREGER, V., ROSEMAN, O., ABEHSERA, S.,
MILLER, N., BERKOVITZ, A. (2020): Optimizing the protocol for vitrification
of individual spermatozoa by adjusting equilibration time. Systems Biology in
Reproductive Medicine, 1-6. p.

BENZER, S., GUL, A, YILMAZ, M. (2010): Breeding properties of Esox lucius (L.,
1758) living in Kapulukaya Dam Lake (Kirikkale, Turkey). African Journal of
Biotechnology, 9(34): 5560-5565. p.

BERNATH, G., HORVATH, A. (2018): Az 5 ml-es miiszalma t5ltési és zarési
protokollja, Bernath Gergely és Horvath Akos MATE AKI munkatarsak szobeli
kozlése alapjan

BERNATH, G., BOKOR, Z., KASA, E., VARKONY]I, L., HEGYI, A,, KOLLAR, T.,
URBANYI, B., ZARSKI, D., RADOCZI IFJ., J., HORVATH, A. (2015):
Comparison of two different methods in the cryopreservation of Eurasian perch
(Perca fluviatilis) sperm. Cryobiology, 70: 76-78. p.

BERNATH, G., ZARSKI, D., KASA, E., STASZNY, A., VARKONYT, L., KOLLAR,
T., HEGYI, A, BOKOR, Z., URBANYI, B., HORVATH, A. (2016a):
Improvement of common carp (Cyprinus carpio) sperm cryopreservation using
a programable freezer, General and Comparative Endocrinology, 237: 78-88. p.

BERNATH, G., BOKOR, Z., ZARSKL D., VARKONYL L., HEGYL A., STASZNY,
A., URBANYI, B., RADOCZI, J., HORVATH, A. (2016b): Commercial-scale
out-of-season cryopreservation of Eurasian perch (Perca fluviatilis) sperm and
its application for fertilization. Animal Reproduction Science, 170: 170-177. p.

BERNATH, G., ITTZES, L, SZABO, Z., HORVATH, A., KREJSZEFF, S., LUJIC,
J., VARKONYI, L., URBANYI, B., BOKOR, Z. (2017a): Chilled and post-thaw
storage of sperm in different goldfish types. Reproduction in Domestic Animals,
52(4): 680-686. p.

BERNATH, G., VARKONYI, L., SZANATI, E.,, MOLNAR, J., KAJTAR, A,
SOLYMOSI, E., URBANYI, B., BOKOR, Z. (2017b): Practical improvement
of pike (Esox lucius) sperm cryopreservation. Aquaculture Europe, Dubrovnik,
Croatia, 17-20. October, 2017. Abstract book, 101-102. p.

BERNATH, G., CSENKI, ZS., BOKOR, Z., VARKONYI, L., MOLNAR, J., SZABO,
T., STASZNY, A, FERINCZ, A., SZABO, K., URBANYI, B., PAP, L.O,
CSORBAI, B. (2018): The effects of different preservation methods on ide
(Leuciscus idus) sperm and the longevity of sperm movement. Cryobiology, 81:
125-131. p.

BERNATH., G., MILLA, S., VARKONYI, L., LEDORE, Y., GRIFFITTS, J.D.,
FONTAINE, P., URBANYI, B., BOKOR, Z. (2022): The effect of two different
experimental rearing temperatures on the quality and the large-scale
cryopreservation of Eurasian perch (Perca fluviatilis) sperm. Theriogenology,
185: 127-133. p.

BERRGREN, H., NORDAHL, O., TIBBLIN, P., LARSSON, P., FORSMAN, A.
(2016): Testing for local adaptation to spawning habitat in sympatric
subpopulations of pike by reciprocal translocation of embryos. PLOS ONE,
11(5): 1-15. p.

99



BILLARD, R. (1978): Changes in structure and fertilizing ability of marine and
freshwater fish spermatozoa diluted in media of various salinities. Aquaculture,
14:187-198. p.

BILLARD, R. (1986): Spermatogenesis and spermatology of some teleost fish species
(1). Reproduction Nutrition Développement, 26(4): 877-920. p.

BILLARD, R. (1996): Reproduction of pike: gametogenesis, gamete biology and early
development. In: Pike. Biology and exploitation (Eds: Craig, J.F.), Springer
Science and Business Media, B.V. Salisbury, England, 310. p.

BILLARD, R., MARCEL, J. (1980): Stimulation of spermiation and induction of
ovulation in pike (Esox lucius). Aquaculture, 21: 181-195. p.

BILLARD, R., COSSON, J., CRIM, L.W. (1993): Motility of fresh and aged halibut
sperm. Aquatic Living Resources, 6: 67—75. p.

BILLARD, R., COSSON, J., PERCHEC, G., LINHART, O. (1995): Biology of sperm
and artificial reproduction in carp. Aquaculture, 129: 95-112. p.

BIRO, F. (2016): Allomanyszerkezet, polulaciodinamika, alloméanyszabalyozas. In: A
csuka bioldgidja és tenyésztese. (Szerk: Szabd T.). Szent Istvan Egyetem Kiado.
Godolle, 119-132. p.

BLAXTER, J. H. S. (1953): Sperm storage and cross-fertilization of spring and autumn
spawning herring. Nature (London), 173: 1189-1190. p.

BLECHA, M., KRISTAN, J.,, SAMARIN, A.M., RODINA, M., POLICAR, T. (2015):
Quality and quantity of pikeperch (Sander lucioperca) spermatozoa after
varying cold water treatments. Journal Applied Ichthyology, 31(2): 75-78. p.

BLECHA, M., SAMARIN, A. M., KRISTAN, J., POLICAR, T. (2016): Benefits of
hormone treatment of both sexes in semi-artificial reproduction of pikeperch
(Sander lucioperca L.). Czech Journal of Animal Science, 61(5): 203-208. p.

BOBE, J. (2015): Egg quality in fish: Present and future challenges. Animal Frontiers,
5(1): 66-72. p.

BOBE, J., LABBE, C. (2008): Chilled storage of sperm and eggs. Methods in
reproductive aquaculture - Marine and freshwater species Chapter: 6 Publisher:
CRC Press. 219-235. p.

BOBE, J., LABBE, C. (2009): Egg and sperm quality in fish. General and
Comparative Endocrinology, 165: 535-548. p.

BOJTARNE LUKACSIK, M., KISS, G., GYONGY, A.l, SZIRAKI, B. (2020):
Jelentés a Szervezet miikodésének 2019. évi eredményeirdl. Kiadja: Magyar
Akvakultdra és Halaszati Szakmako6zi Szervezet, Budapest, 52. p.

BOKOR, Z., HORVATH, A., HORVATH, L., URBANYI, B. (2008):
Cryopreservation of pike perch sperm in hatchery conditions. The Israeli
Journal of Aquaculture — Bamidgeh, 60(3): 166-169. p.

BOKOR, Z., URBANYI, B., HORVATH, L., HORVATH, A. (2010): Commercial-
scale cryopreservation of wels catfish (Silurus glanis) semen. Aquaculture
Research, 41: 1549-1551. p.

BOKOR, Z., ITTZES, I., MOSONYI, G., KOTRIK, L., MULLER, T., URBANYI, B.,
HORVATH, A. (2015): Survival and growth rates of wels catfish (Siluris glanis
Linnaeus, 1758) larvae originating from fertilization with cryopreserved or fresh
sperm. Journal of Applied Ichthyology, 31: 164-168. p.

BOKOR, Z., BERNATH, G., VARKONY]I, L., MOLNAR, J., LANG, L.Z, TARNAI-
KIRALY, Z., URBANYI, B. (2019): The applicability of large-scale sperm
cryopreservation in wels catfish (Silurus glanis) optimized for hatchery practice.
Aquaculture, 506: 337-340. p.

BOKOR, Z., CSORBAI, B., URBANYI, B. (2020): Edesvizi haltenyésztés. In:
Halaszat, haltenyésztés. (Szerk: Bank Cs.). Hermann Otté Intézet Nonprofit Kft.,
Budapest, 47-134. p.

100



BOKOR, Z., LANG, L.Z.,, VARKONY], L., FODOR, F., NAGY, B., CSOKAS, E.,
MOLNAR, J., CSORBAI, B., CSENKI-BAKOS, ZS., IVANOVICS, B,
GRIFFITTS, J.D., URBANYI, B., BERNATH, G. (2023): The growth
performance of pond-reared common carp (Cyprinus carpio) larvae propagated
using cryopreserved sperm. Fish Physiology and Biochemistry, paper: 3440158,
1-12. p.

BONDARENKO, V., DROzZD, B., POLICAR, T. (2015a): Effect of water
temperature on egg incubation time and quality of newly hatched larvae of
northern pike (Esox lucius L., 1758). Applied Ichthyology, 31: 45-50. p.

BONDARENKO, V., PODHOREC, P., SVINGER, V.W., POLICAR, T. (2015b):
Evaluation of treatments for induction of ovulation in northern pike (Esox lucius
L.). Turkish Journal of Fisheries and Aquatic Sciences, 15: 581-587. p.

BONDARENKO, V., BLECHA, M., POLICAR, T. (2018): Changes of sperm
morphology, volume, density, and motility parameters in northern pike during
the spawning period. Fish Physiology Biochemistry, 44(6): 1591-1597. p.

BORYSHPOLETS, S., DZYUBA, B., DROKIN, S. (2009): Pre-spawning water
temperature affects sperm respiration and reactivation parameters in male carps.
Fish Physiology Biochemistry, 35(4): 661-668. p.

BORYSHPOLETS, S., SOCHOROVA, D., RODINA, M., LINHART, O., DZYUBA,
B. (2017): Cryopreservation of carp (Cyprinus carpio L.) sperm: Impact of
seeding and freezing rates on post-thaw outputs. Biopreservation of Biobanking,
15: 234-240. p.

BOZKURT, Y., YAVAS, |. (2017): Effect of different straw volumes and thawing
rates on post-thaw quality and fertilization ability of cryopreserved common carp
(Cyprinus carpio) sperm. LIMNOFISH-Journal of Limnology and Freshwater
Fisheries Research, 3(1): 25-31. p.

BOZKURT, Y., OGRETMEN, F. SECER, F.S. (2009): Effect of different extenders
and storage periods on motility and fertilization success of Grass carp
(Ctenophatyngodon idella) sperm during spawning season. Agricultural
Science, 15(3): 277-284. p.

CABRITA, E., ANEL, L., AND HERRAEZ, M.P. (2001): Effect of external
cryoprotectants as membrane stabilizers on cryopreserved rainbow trout sperm.
Theriogenology, 56: 623-635. p.

CABRITA, E., SARASQUETE, C., MARTINEZ-PARAMO, S., ROBLES, V.,
BEIRAO, J., PEREZ-CEREZALES, S., HERRAEZ, MP. (2010):
Cryopreservation of fish sperm: applications and perspectives. Journal of
Applied Ichthyology, 26: 623-635. p.

CABRITA, E., MARTINEZ-PARAMO, S., GAVAIA, PJ., RIESCO, M.F.,
VALCARCE, D.G., SARASQUETE, C., HERRAEZ, M.P., ROBLES, V.
(2014): Factors enhancing fish sperm quality and emerging tools for sperm
analysis. Aquaculture, 432: 389-401. p.

CAFFEY, R.H.,, TIERSCH, T.R. (2000): Cost analysis for integrating
cryopreservation into an existing fish hatchery. Journal of The World
Aquaculture Society, 31(1): 51-58. p.

CALDEIRA, C., SOLER, C. (2018): Fish Sperm Assessment Using Software and
Cooling Devices. Journal of Visualized Experiments, (137): e56823.

CAMPBELL, L., CLULOW, J.,, DOODY, J. S., CLULOW, S. (2021): Optimal
cooling rates for sperm cryopreservation in a threatened lizard conform to two-
factor hypothesis of cryo-injury. Cryobiology, 103:101-106. p.

CARNEVALI, 0., MARADONNA, F., SAGRATI, A.,, CANDELMA, M.,
LOMBARDO, F., PIGNALOSA, P., BONFANTI, E., NOCILLADO, J.,
PALMA, P., GIOACCHINI, G., ELIZUR, A. (2019): Insights on the seasonal

101



variations of reproductive features in the Eastern Atlantic Bluefin Tuna. General
and Comparative Endocrinology, 113216. p.

CASSELMAN, J.M., LEVIS, C.A. (1996): Habitat requirements of northern pike
(Esox lucius). Canadian Journal of Fisheries and Aquatic Sciences, 53(1): 161—
174. p.

CASTELLINI, C., DAL BOSCO, A., RUGGERI, S., COLLODEL, G. (2011): What
is the best frame rate for evaluation of sperm motility in different species by
computer-assisted sperm analysis? Fertility and Sterility, 96(1): 24-27. p.

CEJKO, B.l., SAROSIEK, B., KREJSZEFF, S., JUDYCKA, S., SZCZEPKOWSKI,
M., SZCZEPKOWSKA, B., KOWALSKI, R.K. (2016): Effects of different
stripping methods of female and activation medium on fertilization success in
northern pike (Esox lucius). Czech Journal of Animal Science, 61(10): 481-486.
p.

CEJKO, B.l., KREJSZEFF, S., ZARSKI, D., JUDYCKA, S., TARGONSKA, K.,
KUCHARCZYK, D. (2018): Effect of carp pituitary homogenate (CPH) and
sGnRHa (Ovaprim) on northern pike (Esox lucius) spermiation stimulation and
its effect on quantity and quality of sperm. Animal Reproduction Science, 193:
217-225. p.

CEJKO, B.I, KREJSZEFF, S., JUDYCKA, S., TARGONSKA, K., KUCHARCZYK,
D. (2020a): Effect of different treatment agents and post-treatment latency times
on spermiation stimulation of northern pike (Esox lucius) under controlled
conditions. Theriogenology, 142: 260-267. p.

CEJKO, B. I, SAROSIEK, B., DRYL, K., JUDYCKA, S., SZCZEPKOWSKA, B.,
SZCZEPKOWSKI, M., KOWALSKI, R.K. (2020b): The effect of
cryopreservation extender on sperm motility and hatch success in northern pike
(Esox lucius). Aquaculture 514: 734482. p.

CHAO, N.-H., CHAO, W.-C,, LIU, K.-C., LIAO, I.-C. (1987): The properties of
tilapia sperm and its cryopreservation. Journal of Fish Biology, 30: 107-118. p.

CHRISTENSEN, J.M., TIERSCH, T.R. (1996): Cryopreservation of channel catfish
sperm: effect of cryoprotectant, straw size and extender formulation.
Theriogenology, 47: 639-645. p.

CIERESZKO, A., DABROWSKI, K. (1993): Estimation of sperm concentration of
rainbow trout, whitefish and yellow perch using a spectrophotometric technique.
Aquaculture, 109: 367-373. p.

CIERESZKO, A., DABROWSKI, K. (1996): Effect of a sucrose-DMSO extender
supplemented with pentoxifylline or blood plasma on fertilizing ability of
cryopreserved rainbow trout spermatozoa. Progressive Fish-Culturist, 58:143—
145. p.

CIERESZKO, A., TOTH, G. P., CHRIST, S.A., DABROWSKI, K. (1996): Effect of
cryopreservation and theophylline on motility characteristics of lake sturgeon
(Acipenser fulvescens) spermatozoa. Theriogenology, 45: 665-672. p.

CIERESZKO, A., DABROWSKI, K., LIN, F., CHRIST, S.A., TOTH, G.P. (1999):
Effect of extender time of storage before freezing on motility and fertilization of
cryopreserved muskellunge spermatozoa. Transactions of the American
Fisheries Society, 128(3): 542-548. p.

CLOUD, J., PATTON, S. (2009): Basic principles of fish spermatozoa
cryopreservation. 237-250. In: Methods in Reproductive Aquaculture: Marine
and Freshwater Species (Eds: Cabrita, E., Robles, V., Herraez, P.) Boca Raton,
Florida, USA: Taylor & Francis Group. 549. p.

CONGET, P., FERNANDEZ, M., HERRERA, G., MINGUELL, J. (1996):
Cryopreservation of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) spermatozoa using
programmable freezing. Aquaculture, 143(3-4): 319-329. p.

102



COOKE, S.J., COWX, I.G. (2004): The role of recreational fishing in global fish
crises. Bioscience, 54: 857-859. p.

COSSON, J. (2004): The ionic and osmotic factors controlling motility of fish
spermatozoa. Aquacultural International, 12: 69-85. p.

COSSON, J. (2008): Methods to analyse the movements of fish spermatozoa and their
flagella. 63-102.. In: Fish spermatology (Eds: Alavi, S. M.H., Cosson, J.,
Coward, K., Rafiee, G.), Oxford, United Kingdom: Alpha Science International
Ltd., 465. p.

COSSON, M.P., BILLARD, R., LETELLIER, L. (1989): Rise of internal Ca*
accompanies the initiation of trout sperm motility. Cell Motility and the
Cytoskeleton, 14(3): 424-434. p.

CRAIG, J.F. (1996): Pike. Biology and exploitation. Dunscore, Dumfrieshire,
Scotland. 298. p.

CRAIG, J.F. (2008): A short review of pike ecology. Hydrobiologia, 601: 5-16. p.

CRANE, D.P., MILLER, L.M., DIANA, J.S., CASSELMAN, J.M., FARREL, J.M,,
KAPUSCINSKI, K.L., NOHNER, J.K. (2015): Muskellunge and northern Pike
Ecology and Management: Important Issues and Research Needs. Fisheries,
40(6): 258-267. p.

CSORBAI, B., URBANYI, B., SZABO, T., BOKOR, Z. (2016): Halaszati és
horgaszati hasznosités. In: A csuka bioldgiaja és tenyésztése. (Szerk: Szabo T.).
Szent Istvan Egyetemi Kiado, G6dollg, 133-140. p.

DE KRETSER, D.M., LOVELAND, K.L., MEINHARDT, A., SIMORANGKIR, D.,
WREFORD, N. (1998): Spermatogenesis. Human Reproduction 13(1): 1-8. p.

DE MONTALEMBERT, G., JALABERT, B., BRY, C. (1978): Precocious induction
of maturation and ovulation in the northern pike (Esox lucius). Annales de
Biologie Animale, Biochemie et Biophysique, 18: 969-975. p.

DE MONTALEMBERT, G., MARCEL, J., BILLARD, R. (1980): La spermiation
chez le brochet. 1) Evolution de la quantite de sperme recolte au cours de la
saison de reproduction. Bull. Bulletin francais de la péche et de la pisciculture,
276: 85-103. p.

DEARING, C.G., KILBURN, S., LINDSAY, K.S. (2013): Validation of the sperm
class analyser CASA system for sperm counting in a busy diagnostic semen
analysis laboratory. Human Fertility, 17(1): 37-44. p.

DELGADO-BERMUDEZ, A., RIBAS-MAYNOU, J., YESTE, M. (2022): Relevance
of aquaporins for gamete function and cryopreservation. Animals (Basel), 12(5):
573. p.

DENYS, G. P.J., DETTAI, A., PERSAT, H., HAUTECOEUR, M., KEITH, P. (2014):
Morphological and molecular evidence of three species of pikes Esox spp.
(Actinopterygii, Esocidae) in France, including the description of a new species.
Comptes Rendus Biologies, 337: 521-534. p.

DIANA, J.S. (1983): Growth, maturation, and production of northern pike in three
michigan lakes. Transactions of the American Fisheries Society, 112(1): 38-46.
p.

DIETRICH, G.J., NYNCA, ., SZZEPKOWSKI, M. DOBOSz, S.,
SZCZEPKOWSKA, B., CIERESZKO, A. (2016): The effect of
cryopreservation of semen from whitefish (Coregonus lavaretus) and northern
pike (Esox lucius) using a glucose-methanol extender on sperm motility
parameters and fertilizing ability. Aquaculture, 464: 60-64. p.

DIOGO, P., MARTINS, G., QUINZICO, I, NOGUEIRA, R., GAVAIA, J.P.,
CABRITA, E. (2018): Electric ultrafreezer (-150°C) as an alternative for
zebrafish sperm cryopreservation and storage. Fish Physiology and
Biochemistry, 44: 1443-1455. p.

103



DIOGO, P., MARTINS, G., NOGUEIRA, R., MARREIROS, A., GAVAIA, P.J.,
CABRITA, E. (2019): Cryoprotectants synergy improve zebrafish sperm
cryopreservation and offspring skeletogenesis. Cryobiology, 91: 115-127. p.

DIWAN, A.D., HARKE, S.N., GOPALKRISHNA, PANCHE, A.N. (2020):
Cryobanking of fish and shellfish egg, embryos and larvae: An Overview.
Frontiers in Marine Science, 7: article: 251., 18. p.

DOMJAN, M. (2012): Equilibration. In: Encyclopedia of the Sciences of Learning
(Eds: Seel, N.M.), Springer, Boston, MA. 1171. p.

DONG, Q., HUANG, C., TIERSCH, T.R. (2007): Control of sperm concentration is
necessary for standardization of sperm cryopreservation in aquatic species:
Evidence from sperm agglutination in oysters. Cryobiology, 54(1): 87-98. p.

DZYUBA, B., BORYSHPOLETS, S., RODINA, M., GELA, D., LINHART, O.
(2010): Spontaneous activation of spermatozoa motility by routine freeze-
thawing in different fish species. Journal of Applied Ichthyology, 26: 720-725.
p.

EDELINE, E., CARLSON, S.M,, STIGE, L.C., WINFIELD, I.J., FLETCHER, J.M.,
JAMES, J.B., HAUGEN, T.O., VBLLESTAD, L.A., STENSETH, N.C. (2007):
Trait changes in a harvested population are driven by a dynamic tug-of-war
between natural and harvest selection. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 104: 15799-15804. p.

EINUM, S., FLEMING, I.A. (2002): Does within-population variation in fish egg size
reflect maternal influences on optimal values? The American Naturalist, 160(6):
756-765. p.

ELKOUBY, Y.M., MULLINS, M.C. (2017): Coordination of cellular differentiation,
polarity, mitosis and meiosis — New findings from early vertebrate oogenesis.
Review article. Developmental Biology, 430: 275-287. p.

ELLIOT, F.l., SHERMAN, J.K., ELLIOT, E.J., SULLIVAN, J.J. (1973): A photo
method of measuring sperm motility. Journal of Animal Science, 37: 310. p.

ENGSTEDT, O., STENROTH, P., LARSSON, P., LJUNGGREN, L., ELFMAN, M.
(2010): Assessment of natal origin of pike (Esox lucius) in the Baltic Sea using
Sr:Ca in otoliths. Environmental Biology of Fishes, 89: 547-555. p.

ERDAHL, D.A., GRAHAM, E.F. (1980): Preservation of gametes of freshwater fish.
Ninth International Congress on Animal Reproduction and Artificial
Insemination, 11, 16-20 June, Madrid, Spain, 317-326. p.

FARRELL, J.M., LAPAN, S.R. (1996): Notes: egg distribution and spawning habitat
of northern pike and Muskellunge in a St. Lawrence River Marsh, New York.
Transactions of the American Fisheries Society, 125: 127-131. p.

FAUVEL, C., SUQUET, M., COSSON, J. (2010): Evaluation of fish sperm quality.
Journal of Applied Ichthyology, 26(5): 636-643. p.

FIGUEROA, E., VALDEBENITO, I, ZEPEDA, A.B., FIGUEROA, C.A,
DUMORNE, K., CASTILLO, R.L., FARIAS, J.G. (2015): Effects of
cryopreservation on mitochondria of fish spermatozoa. Reviews in Aquaculture,
9(1): 76-87. p.

FONYO, A., GEISZT, M. (2019): Az orvosi élettan tankonyve. Medicina Kényvkiadd
Zrt., Budapest, 726. p.

FRANEK, R., MARINOVIC, Z., LUJIC, J., URBANYI, B., FUCIKOVA, M.,
KASPAR, V., PS'ENICKA, M., HORVATH, A. (2019): Cryopreservation and
transplantation of common carp spermatogonia. PLOS ONE, 14(4): e0205481.

GAGE, M.J.G., MACFARLANE, C.P.,, YEATES, S., WARD, R.G., SEARLE, J.B.,
PARKER, G.A. (2004): Spermatozoal traits and sperm competition in atlantic
salmon: relative sperm velocity is the primary determinant of fertilization
success. Current Biology, 14: 44-47. p.

104



GALLEGO, V. CARNEIRO, P.CF, MAZZEO, 1, VILCHEZ, M.C,
PENARANDA, D.S., SOLER, C., PEREZ, L., ASTURIANO, J.F. (2013):
Standardization of European eel (Anguilla anguilla) sperm motility evaluation
by CASA software. Theriogenology, 79: 1034-1040. p.

GALLEGO, V., HERRANZ-JUSDADO, J.G., ROZENFELD, C, PEREZ, L.,
ASTURIANO, J.F. (2018): Subjective and objective assessment of fish sperm
motility: when the technique and technicians matter. Fish Physiology
Biochemistry, 44:1457- 1467. p.

GALLEGO, V., ASTURIANO, J.F. (2019): Fish sperm motility assessment as a tool
for aquaculture research: a historical approach. Reviews in Aquaculture, 11(3):
697-724. p.

GANDOLFI, A., FORTANETO, D., NATALI, M., LUCENTINI, L. (2015):
Mitochondrial genome of Esox flaviae (Southern pike): announcement and
comparison with other Esocidae. Mitochondrial DNA. Part A, DNA Mapping,
Sequencing, and Analysis, 27: 3037-3038. p.

GILES, N., WRIGHT, R.M., NORD, M.E. (1986): Cannibalism in pike fry, Esox
lucius L.: some experiments with fry densities. Journal of Fish Biology, 29: 107—
113. p.

GINZBURG, A.S. (1968): Fertilization in fishes and the problem of polyspermy.
(Translated to english by: Blake., Z). Israel Program for Scientific Translations
Ltd. (1972), Jerusalem, 358. p.

GLOGOWSKI, J., BABIAK, 1., LUCZYNSKI, M.J.,, LUCZYNSKI, M. (1997):
Factors affecting cryopreservation efficiency and enzyme activity in northern
pike, Esox lucius, Sperm. Journal of Applied Aquaculture, 7(4): 53-67. p.

GLOGOWSKI, J., CIERESZKO, A., DABROWSKI, K. (1999): Cryopreservation of
muskellunge and yellow perch semen. North American Journal of Aquaculture,
61(3): 258-262. p.

GRIER, H.J. (1981): Cellular organization of the testis and spermatogenesis in fishes.
American Zoologist, 21: 345-357. p.

GRIER, H.J., LINTON, J.R. (1977): Ultrastructural identification of the sertoli cell in
the testis of the northern pike, Esox lucius. Rapid communication. American
Journal of Anatomy, 149(2): 283-288. p.

GUILLERAULT, N., LOOT, G., BLANCHET, S., SANTOUL, F. (2018): Catch-
related and genetic outcome of adult northern pike. Journal of Fish Biology, 93:
1107-1112. p.

GUNETTI, M., CASTIGLIA, S., RUSTICHELLI, D., MARESCHI, K., SAVANIO,
F., MURARO, M., SIGNORINO, E., CASTELLO, L., FERRERO, I,
FAGIOLLI, F. (2012): Validation of analytical methods in GMP: thedisposable
Fast Read 102W device, an alternativepractical approach for cell counting.
Journal of Translational Medicine, 10(1): article number: 112.

GYORGY, P. (2000): Az androldgia tankonyve. Medicina Kényvkiado Zrt, Budapest
248.p

HAGEDORN, M., KLEINHANS, F.W. (2000): Problems and prospects in
cryopreservation on fish embryos. In: Cryopreservation in aquatic species.
World Aquaculture Society, Baton Rouge, Louisiana, USA 161-178. p.

HAGEDORN, M., VARGA, Z., WALTER, R.B., TIERSCH, T.R. (2018): Workshop
report: Cryopreservation of aquatic biomedical models. Cryobiology, 86: 120-
129. p.

HARJANTI, E.R., ABINAWANTO, A, ARIFIN, O. Z., KRISTANTO, A.H. (2020):
The fertilization of Tor soro fish (Valenciennes, 1842) using post
cryopreservation sperm: the effect of skim milk as a cryoprotectant. 10P
Conference Series: Earth and Environmental Science, 441. p.

105



HARVEY, B. (2009): A biological synopsis of northern pike (Esox lucius). Fisheries
and Oceans Canada. Hammond Bay. 39. p.

HARVEY, B., ASHWOOD-SMITH, M.J. (1982): Cryoprotectant penetration and
supercooling in the eggs of salmonid fishes. Cryobiology, 20: 432-439.

HASSAN, M.M., QIN, J.G., LI, X. (2015): Sperm cryopreservation in oysters: A
review of its current status and potentials for future application in aquaculture.
Aquaculture, 438: 24-32. p.

HASSLER, T.J. (1982): Effect of temperature on survival of northern pike embryos
and yolk-sac larvae. The Progressive Fish-Culturist, 44(4): 174-178. p.

HERRAEZ, M.P., AUSIO, J., DEVAX, A., GONZALEZ-ROJO, S., FERNANDEZ-
DIEZ, C.,BONY, S., SEPARAS, N., ROBLES, V. (2017): Paternal contribution
to development: sperm genetic damage and repair in fish. Aquaculture, 472: 45-
59. p.

HEZAVEHEI, M., SHARAFI, M., KOUCHESFAHANI, H.M., HENKEL, R.,
AGARWAL, A. ESMAEILI, V. SHAHVERDI, A. (2018): Sperm
cryopreservation: A review on current molecular cryobiology and advanced
approaches. Reproductive BioMedicine Online, 37(3): 327-339. p.

HINER, L.E. (1961): Propagation of northern pike. Transactions of the American
Fisheries Society, 90(3): 298-302. p.

HOAR, W., RANDALL, D., DONALDSON, E.M. (1983): Fish physiology, Volume
IX B, Academic press, 477. p.

HOCHLEITHNER, M. (2015): Hechte (Esociformes): Biologie und aquakultur.
AgquaTech Publication, Germany, 168. p.

HOFFMANN, R., WONDRAK, P., GROTH, W. (1980): Seasonal anatomical
variations in the testes of European pike, Esox lucius L.. Journal of Fish Biology,
16: 475-482. p.

HOLT, W.V., PALOMO, M.J. (1996): Optimization of a continuous real-time
computerized semen analysis system for ram sperm motility assessment, and
evaluation of four methods of semen preparation. Reproduction, Fertility and
Development, 8: 219-230. p.

HOLT, W.V., CUMMINS, J.M., SOLER, C. (2018): Computer-assisted sperm
analysis and reproductive science; a gift for understanding gamete biology from
multidisciplinary perspectives. Reproduction, Fertility and Development, 30(6):
3-5. p.

HOLTZ, W. (1993): Cryopreservation of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) sperm:
practical recommendations. Aquaculture, 110: 97-100. p.

HORVATH, A., JOHN, V., SZENCI, O. (2006a): A spermiumok motilitdsa 1. (A
motilitas strukturalis hattere és vizsgalata). Magyar Allatorvosok Lapja, 5: 308—
316. p.

HORVATH, A., VASARHELYI, J., SZENCI, O. (2006b): A himivarsejtek mozgasa
II. (A mozgast vizsgalé modszerek fejlédése). Magyar Allatorvosok Lapja,
128(7): 437-442. p.

HORVATH, A. (2001): Halgamétak mélyhiitési modszereinek tovabbfejlesztése.
Doktori értekezés, Godolld, 102. p.

HORVATH, A. (2018): A spermamélyhiités szerepe egyes természetvédelmi és
gazdasagi szempontbdl jelentds halfajok genetikai tartalékainak megdrzésében.
MTA Doktori értekezés, G6dollo, 84. p.

HORVATH, A., URBANYI, B. (2000): The effect of cryoprotectant on the motility
and fertilizing capacity of cryopreserved African catfish Clarias gariepinus
(Burchell 1822) sperm. Aquacultural Research, 31: 317-324. p.

106



HORVATH, A., URBANYI, B. (2020): Chapter 15 Sperm Cryopreservation of
Aguatic Species. In: Reproduction Aquatic Animals (Eds: Yoshida, M.,
Asturiani, J.F.), 321-334. p.

HORVATH, A., MISKOLCZI, E., AND URBANY!I, B. (2003): Cryopreservation of
common carp sperm. Aquatic Living Resources, 16: 457—-460. p.

HORVATH, A., MISKOLCZI, E., MIHALFFY, SZ., OSZ, K., SZABO, K.,
URBANYI, B. (2007): Cryopreservation of common carp (Cyprinus carpio)
sperm in 1.2 and 5 ml straws and occurrence of haploids among larvae produced
with cryopreserved sperm. Cryobiology, 54: 251-257. p.

HORVATH, A, WAYMAN, W.R., DEAN, J.C., URBANYI, B., TIERSCH, T.R,,
MIMS, S.D., JOHNSON, D., JENKINS, J.A. (2008): Viability and fertilizing
capacity of cryopreserved sperm from three North American Acipenseriform
species: a retrospective study. Journal of Applied Ichthyology, 24: 443-449. p.

HORVATH, A., URBANYI, B., WANG, C., ONDERS, R.J., MIMS, S.D. (2010):
Cryopreservation of paddlefish sperm in 5-mL straws. Journal of Applied
Ichthyology, 26: 715-719. p.

HORVATH, A., JESENSEK, D., CSORBAI, B., BOKOR, Z., RABOCZKI, E.,
KACZKO, D., BERNATH, G., HOITSY, GY., URBANYI, B., BAJEC, S.,
SNOJ, A. (2012): Application of sperm cryopreservation to hatchery practice
and species conservation: A case of the Adriatic grayling (Thymallus thymallus).
Aquaculture, 358-359: 213-215. p.

HORVATH, A., LABBE, C., JESENSEK, D., HOITSY, G., BERNATH, G.,
KACZKO, D., BOKOR, Z., URBANY!I, B. (2015): Post-thaw storage of sperm
from various salmonid species. Journal of Applied Ichthyology, 31: 119-124. p.

HORVATH, L., MAGYARY, I. (2007): A haszonhalak szaporitasa. In: Haltenyésztés.
(Szerk.: Hancz Cs). Egyetemi jegyzet, Kaposvar, 107-109. p.

HORVATH, L., CSORBAI, B., URBANYI, B. TAMAS, G. (2009): Néhany halfaj
ivadékanak taplalkozasi adaptacidja a zooplankton-kinalathoz. Allattani
Kdzlemények, Tudomanyterileti attekintés (review), 94(2): 131-145. p.

HU, J-H., LI, Q-W., GANG-LI., CHEN, X-Y., HAI-YANG, ZHANG, S-S., WANG,
L-Q. (2006): The cryoprotective effect on frozen-thawed boar semen of egg yolk
low density lipoproteins. Asian-Australasian Journal of Animal Sciences, 19(4):
486-494. p.

HULAK, M., RODINA, M., OTOMAR L. (2008a): Characteristics of stripped and
testicular northern pike (Esox lucius) sperm: spermatozoa motility and velocity.
Aquatic Living Resources, 21: 207-212. p.

HULAK, M., RODINA, M., ALAVI, S.M.H., LINHART O. (2008b): Evaluation of
semen and urine of pike (Esox lucius L.) ionic compositions and osmolality of
the seminal plasma and sperm volume, density and motility, Cybium, 32(2):
189-190. p.

HUNTINGFORD, F.A. (2020): Fish Behaviour: Determinants and Implications for
Welfare. In: The Welfare of Fish. Animal Welfare 20 (Eds: Gartner, M.C.), 515.
p.

HUSUM, H., STRADA, G. (2002): Measuring injury severity. The ISS as good as the
NISS for penetrating injuries. Prehospital and Disaster Medicine, 17: 27-32. p.

ICKOWICZ, D., FINKELSTEIN, M., BREITBART, H. (2012): Mechanism of sperm
capacitation and the acrosome reaction: Role of protein kinases. Asian Journal
of Andrology, 14: 816-821. p.

INGLES C.J.,, DIXON, G.H. (1967): Phosphorylation of protamine during
spermatogenesis in trout testis. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America. 58(3): 1011-1018. p.

107



IRAWAN, H., VUTHIPHANDCHAI, V., NIMRAT, S. (2010): The effect of
extenders, cryoprotectants and cryopreservation methods on common carp
(Cyprinus carpio) sperm. Animal Reproduction Science, 122(3-4): 236-243. p.

JACOBSON, P., BERGSTROM, U., EKLOF, J. (2019): Size-dependent diet
composition and feeding of eurasian perch (Perca fluviatilis) and northern pike
(Esox lucius) in the Baltic Sea. Boreal Environment Research, 24: 137-153. p.

JALABERT, B. (2005): Particularities of reproduction and oogenesis in teleost fish
compared to mammals. Reproduction Nutrition Development, 45(3): 261-279.
p.

JUDYCKA, S., ZARSKI, D., DIETRICH, M.A., PALINSKA-ZARSKA, K.
KAROL, H., CIERESZKO, A. (2018): Standardized cryopreservation protocol
of European perch (Perca fluviatilis) semen allows to obtain high fertilization
rates with the use of frozen/thawed semen. Aquaculture, 498: 208-216. p.

JUDYCKA, S., NYNCA, J,, CIERESZKO, A. (2019): Opportunities and challenges
related to the implementation of sperm cryopreservation into breeding of
salmonid fishes. Theriogenology, 132: 12-21. p.

JUDYCKA, S., SLOWINSKA, M., NYNCA, J., LISZEWSKA, E., DOBOSZ, S.,
CIERESZKO, A. (2020): Effects of glucose, methanol concentration, and time
of equilibration on post-thaw sperm motility of rainbow trout semen.
Aquaculture, 734996.

KHAN, M., CAO, Z., LIU, H.,, KHAN, A., RAHMAN, S. U., KHAN, M.Z,,
SANTHANAWONGS, A., ZHANG, Y. (2021): Impact of cryopreservation on
spermatozoa freeze-thawed traits and relevance omics to assess sperm cryo-
tolerance in farm animals. Frontiers in Veterinary Science, 8: 139. p.

KHOLODNYY, V., GADEHLA, H., COSSON, J., BORYSHPOLETS, S. (2019):
How do freshwater fish sperm find the egg? The physicochemical factors
guiding the gamete encounters of externally fertilizing freshwater fish. Reviews,
Aquaculture, 1-28. p.

KIERSZENBAUM, A.L., TRES, L. (2019): Chapter 20 Spermatogenesis. In:
Histology and Cell Biology: An Introduction to Pathology. Elsevier, 663-700. p.

KIME, D.E., EBRAHIMI, M., NYSTEN, K., ROELANTS, I, RURANGWA, E.,
MOORE, H.D.M., OLLIVIER, F. (1996): Use of computer-assisted sperm
analysis (CASA) for monitoring the effects of pollution on sperm quality of fish;
application to the effects of heavy metals. Aquatic Toxicology, 36: 223-237. p.

KIME, D.E., VAN LOOK, K.J.W. MCALLISTER, B.G., HUYSKENS, G,
RURANGWA, E., OLLEVIER, F. (2001): Computer-assisted sperm analysis
(CASA) as a tool for monitoring sperm quality in fish. Comparative
Biochemistry and Physiology - Part C: Toxicology & Pharmacology, 130: 425-
433. p.

KISS, G. (2022): Lehalaszas jelentés id6soros bontasban 2007-2021., Lehal&szasi
jelentés (Szerk.: Demeter E.), Agrargazdasagi Intézet, 27(1): 1-60. p.

KISS, I. (2000): A halak testfelépitése és bioldgiaja. In: Halbioldgia és haltenyésztés
(Szerk.: Horvéth L.). Mez6gazda Kiado, Budapest, 17-67. p.

KOC, N.D., AYTEKIN, Y., YUCE, R. (2008): Ovary maturation stages and
histological investigation of ovary of the Zebrafish (Danio rerio). Brazilian
Archives of Biology and Technology, 51(3): 513-522. p.

KOKKONEN, E., VAINIKKA, A., HEIKINHEIMO, O. (2015): Probabilistic
maturation reaction norm trends reveal decreased size and age at maturation in
an intensively harvested stock of pikeperch (Sander lucioperca). Fisheries
Research, 167: 1-12. p.

KOLDRAS, M., MOCZARSKI, M. (1983): Properties of pike Esox lucius L. milt and
its cryopreservation. Polish Archives of Hydrobiology, 30: 69-78. p.

108



KOTAKORPI, M., TIAINEN, J., OLIN, M., LEHTONEN, H., NYBERG, K,
RUUHIJARVI, J., KUPARINEN, A. (2013): Intensive fishing can mediate
stronger size-dependent maternal effect in pike (Esox lucius). Hydrobiologia,
718: 109-118. p.

KOTTELAT, M., FREYHOF, J. (2007): Handbook of European freshwater fishes.
Kottelat, Cornol, Switzerland and Freyhof, Berlin, Germany, 646. p.

KOWALSKI, R.K., CEJKO, B.l. (2019): Sperm quality in fish: Determinants and
affecting factors. Theriogenology, 135, 94-108. p.

KOWALSKI, R., HLIWA, P., CEJKO, B.., KROL, J, STABINSKI, R,
CIERESZKO, A. (2012): Quality and quantity of smelt (Osmerus eperlanus L.)
sperm in relation to time after hormonal stimulation. Reproductive Biology,
12(2): 231-246. p.

KRASZNAI, Z., MORISAWA, M., MORISAWA, S., KRASZNAI, Z.T., TRON, L.,
GASPAR, R. (2003): Role of ion channels and membrane potential in the
initiation of carp sperm motility. Aquatic Living Resources, 16: 445-449. p.

KRISTAN, J., ZARSKI, D., BLECHA, M., POLICAR, T., MALINOVSKYI, O.,
SAMARIN, A.M., PALINSKA- ZARSKA, K., NOWOSAD, J., KREJSZEFF,
S., KUCHARCZYK, D. (2018): Fertilizing ability of gametes at different post-
activation times and the sperm-oocyte-ratio in the artificial reproduction of
pikeperch Sander lucioperca. Aquaculture Resources, 49: 1383-1388. p.

KRISTAN, J., SAMARIN, A.M., MALINOVSKYI, O., POLICAR, T. (2020):
Gamete management for artificial reproduction of northern pike Esox lucius
(Linnaeus, 1758). Aquaculture, 528: 735575.

KRISTIANSEN, T.S., BRACKE, M.B.M. (2020): A brief look into the origins of fish
welfare science. In: The Welfare of Fish. Animal Welfare 20 (Eds: Gartner,
M.C.), 515. p.

KUCHARCZYK, D., MAMCARZ, A., KUJIAWA, R., SKRZYPCZAK, A. (1998):
Development of cannibalism in larval northern pike, Esox lucius (Esocidae),
Italian Journal of Zoology, 65(1): 261-263. p.

KUCSKA, B. (2007): A csuka (Esux lucius L.) intenziv nevelése. Doktori értekezés,
Keszthely, 89. p.

KUCSKA, B. (2016): A csuka intenziv, tdppal torténd nevelése. In.: A csuka
bioldgiaja és tenyésztése (Szerk.. Szabd T.). Szent Istvan Egyetem Kiado,
Godolls, 171-180. p.

KUCSKA, B., MULLER, T., SARI, J.,, BODIS, M., BERCSENYI, M. (2005):
Successful growth of pike (Esox lucius) on pellet at artificial condition.
Aquaculture, 246: 227-230. p.

KUCSKA, B., MULLER, T., BERCSENYI, M. (2007): The effect of feeding
frequency on the growth and survival of pike (Esox lucius L.) using floating
pellets. Journal of Applied Ichthyology, 23(2): 193-194. p.

LABBE, C., MARTORIAT, A., DEVAUX, A., MAISSE, G. (2001): Effect of sperm
cryopreservation on sperm DNA stability and progeny development in rainbow
trout. Molecular Reproduction and Development, 60: 397-404. p.

LAHNSTEINER, F. (2000): Semen cryopreservation in the Salmonidae and in the
northern pike. Aquaculture Research, 31: 245-258. p.

LAHNSTEINER, F. (2011): Cryopreservation protocols for sperm of Salmonid fishes,
in: Cryopreservation in Aquatic Species, 2nd Edition (Eds: Tiersch, T.R., Green,
C.C.). World Aquaculture Society, Baton Rouge, Louisiana, USA, 409-420. p.

LAHNSTEINER, F., MANSOUR, N. (2008): Protocols for the cryopreservation of
Salmonidae semen, Lota lota (Gadidae) and Esox lucius (Esocidae). In: Methods
in Reproductive Aquaculture (Eds: Lahnsteiner, F.), 373-384. p.

109



LAHNSTEINER, F., WEISMANN, T., PATZNER, R.A. (1997): Methanol as
cryoprotectant and the suitability of 1.2 ml and 5 ml straws for cryopreservation
of semen from salmonid fishes. Aquaculture Research, 28: 471-479. p.

LAHNSTEINER, F., WEISMANN, T., PATZNER, R.A. (1998): An efficient method
for cryopreservation of testicular sperm from the northern pike, Esox lucius L.
Aquaculture Research, 29: 341-347. p.

LAHNSTEINER, F., BERGER, B., WEISMANN, T. (1999): Sperm metabolism of
the teleost fishes Chalcalburnus chalcoides and Oncorhynchus mykiss and its
relation to motility and viability. Journal of Experimental Zoology, 284: 454—
465. p.

LAHNSTEINER, F., BERGER, B., WEISMANN, T. (2003): Effects of media,
fertilization technique, extender, straw volume, and sperm to egg ratio on
hatchability of cyprinid embryos, using cryopreserved semen. Theriogenology,
60(5): 829-841. p.

LARSEN, L., SCHEIKE, T., JENSEN, T.K., BONDE, J.P., ERNST, E., HJOLLUND,
H., ZHOU, Y., SKAKKEBAEK, N.E., GIWERCMAN, A., THE DANISH
FIRST PREGNANCY PLANNER STUDY TEAM (2000): Computer-assisted
semen analysis parameters as predictors for fertility of men from the general
population. Human Reproduction, 15(7): 1562-1567. p.

LARSSON, P., KOCH-SCHMIDT, P., ENGSTEDT, O., NILLSON, J., NORDAHL,
0., FORSMAN, A. (2015): ecology, evolution, and management strategies of
northern pike populations in the Baltic Sea. Ambio, 44(3): 451-461. p.

LEE, S., YOSHIZAKI, G. (2016): Successful cryopreservation of spermatogonia in
critically endangered Manchurian trout (Brachymystax lenok). Cryobiology,
72(2): 165-168. p.

LEE, Y.H., PARK, J.Y., LEE, LY., ZIDNI, I, LIM, HK. (2021): Effects of
cryoprotective agents and treatment methods on sperm cryopreservation of stone
flounder, Kareius bicoloratus. Aquaculture, 531, 735969. p.

LEGENDRE, M., LINHART, O., BILLARD, R. (1996): Spawning and management
of gametes, fertilized eggs and embryos in Siluroidei. Aquatic Living Resources,
9: 59-80. p.

LEIBO, S.P. (1980): Water permeability and its activation energy of fertilized and
unfertilized Mouse Ova. Journal of Membrane Biology, 53: 179-188. p.

LENHARDT, M, CAKIC, P. (2002): Seasonal reproductive cycle of pike, Esox lucius
L., from the River Danube. Journal of Applied Ichthyology, 18: 7-13. p.

LEVAI, F., HORVATH, L. (1980): A csuka mesterséges szaporitasanak
tovabbfejlesztése. Halaszat, 73(1): 4-5. p.

LIN, F., LIU, L., DABROWSKI, K. (1996a): Characteristics of muskellunge
spermatozoa I: ultrastructure of spermatozoa and biochemical composition of
semen. Transactions of the American Fisheries Society, 125(2): 187-194. p.

LIN, F., CIERESZKO, A., DABROWSKI, K. (1996b): Sperm production and
cryopreservation in muskellunge after carp pituitary extract and hCG injection.
Progressive Fish-Culturist, 58: 32-37. p.

LINHART, O. (1984): Evaluation of pike and European catfish sperm. Bulletin VURH
Vodnany, 20: 22-33. p.

LIU, Q.H.,, MA,D.Y., XU, S.H,, XIAO, Z.Z., XIAO, Y.S., SONG, Z.C., LI, J. (2015):
Summer flounder (Paralichthys dentatus) sperm cryopreservation and
application in interspecific hybridization with olive flounder (P olivaceus).
Theriogenology, 83(4): 703-710. p.

LIU, Y.T., WARME, P.K. (1977): Computerized evaluation of sperm cell motility.
Computers and Biomedical Research, 10: 127-138. p.

110



LOOMIS, P.R., AMANN, R.P., SQUIRES, E.L., PICKETT, B.W. (1983): Fertility of
unfrozen and frozen stallion spermatozoa extended in EDTA-lactose-egg yolk
and packaged in straws. Journal of Animal Science, 56(3): 687-693. p.

LORENZEN, K. (2005): Population dynamics and potential of fisheries stock
enhancement: practical theory for assessment and policy analysis. Philosophical
Transactions of the Royal Society, 360: 171-189. p.

LORENZEN, K. (2014): Understanding and managing enhancements: why fisheries
scientists should care. Review paper. Journal of Fish Biology, 85: 1807-1829. p.

LORENZEN, K., BEVERIDGE, M.C.M., MANGEL, M. (2012): Cultured fish:
integrative biology and management of domestication and interactions with wild
fish. Biological Reviews, 87: 639-660. p.

LUBZENS, E., YOUNG, G., BOBE, J., CERDA, J. (2010): Oogenesis in teleosts:
How fish eggs are formed. General and Comparative Endocrinology, 165(3):
367-389. p.

LUBZENS, E., LABBE, C., CIERESZKO, A. (2017): Introduction to the special issue
on recent advances in fish gamete and embryo Research. Aquaculture, 472: 1—
3. p.

MAGYARY, |., URBANYI, B., HORVATH, L. (1996): Cryopreservation of common
carp (Cyprinus carpio L.) sperm I. The importance of oxygen supply. Journal of
Applied Ichthyology, 12: 113-115. p.

MARTIN, J.C., KLUG., E., GUNZEL, A.R. (1979): Centrifugation of stallion semen
and its storage in large volume straws. Journal of Reproduction and Fertility.
Supplements, 27: 47-51. p.

MARTIN, M., EDGERTON, S., WISEMAN, B. (2000): Frozen semen. A breeding
protocol that results in high fecundity. Swine Health Production, 8(6): 275-277.
p.

MARTINEZ-PARAMO, S., PEREZ-CEREZALES, S., GOMEZ-ROMANO, F.,
BLANCO, G., SANCHEZ, J. A., HERRAEZ, M.P. (2009): Cryobanking as tool
for conservation of biodiversity: Effect of brown trout sperm cryopreservation
on the male genetic potential. Theriogenology, 71(4): 594-604. p.

MARTINEZ-PARAMO, S., HORVATH, A., LABBE, C., ZHANG, T., ROBLES, V.,
HERRAEZ, P., SUQUET, M., ADAMS, S., VIVEIROS, A., TIERSCH, T.R.,
CABRITA, E. (2017): Cryobanking of aquatic species. Aquaculture, 472: 156-
177. p.

MARTY, L., DIECKMANN, U., ERNANDE, B. (2014): Fisheries-induced neutral
and adaptive evolution in exploited fish populations and consequences for their
adaptive potential. Evolutionary Applications, 8(1): 47-63. p.

MASSANYT, P., CHRENEK, P., LUKAC, N., MAKAREVICH, A.V., OSTRO, A.,
ZIVCAK, J., BULLA, J. (2008): Comparison of different evaluation chambers
for analysis of rabbit spermatozoa motility parameters using CASA system.
Slovak Journal of Animal Science, 41(2): 60-66. p.

MATSUMURA, S., ARLINGHAUS, R., DIECKMANN, U. (2011): Assessing
evolutionary consequences of size-selective recreational fishing on multiple life-
history traits, with an application to northern pike (Esox lucius). Evolutionary
Ecology, 25: 711-735. p.

MATTHEWS, J.L., MURPHY, J.M., CARMICHAEL, C., YANG, H., TIERSCH, T.,
WESTERFIELD, M., VARGA, Z.M. (2018): Changes to extender,
cryoprotective medium, and in vitro fertilization improve Zebrafish sperm
cryopreservation. Zebrafish, 15(3): 279-290. p.

MAZUR, P. (1977): The role of intracellular freezing in the death of cells cooled at
supraoptimal rates. Cryobiology, 14: 251-272. p.

111



MAZURIAS, D., GLYNATSI, N., DARIAS, M.J., CHRISTODOULOPOQULOU, S.,
CAHU, C.L., ZAMBONINO-INFANTE, J-L., KOUMOUNDOUROS, G.
(2009): Optimal levels of dietary vitamin A for reduced deformity incidence
during development of European sea bass larvae (Dicentrarchus labrax) depend
on malformation type. Aquaculture, 294: 262-270. p.

MELRADO, A., ANDERSON, W.J., MILLAR, J.D., HOLT, W.V., WATSON, P.F.
(2002): A custom-built controlled-rate freezer for small sample cryopreservation
studies. Cryoletters, 23: 397-404. p.

MILARDI, M., LAPPALAINEN, J., JUNTUNEN, T. (2014): Variaion in length, girth
and weigh of large northern pikes (Esox Lucius) in Finland. Annales Zoologici
Fennici, 51(3): 335-339. p.

MINGELBIER, M., BRODEUR, P., MORIN, J. (2008): Spatially explicit model
predicting the spawning habitat and early stage mortality of northern pike (Esox
lucius) in a large system: the St. Lawrence River between 1960 and 2000.
Hydrobiologia, 601: 55-69. p.

MISKOLCZI, E., MIHALFFY, S., PATAKINE VARKONYI, E., URBANYI, B,
HORVATH, A. (2005): Examination of larval malformations in African catfish
Clarias gariepinus following fertilization with cryopreserved sperm.
Aquaculture, 247: 119-125. p.

MITCHELL, P., CHEESEMAN, E., HARRIMAN, J., GLEN, K.E., MCCALL, M.,
THOMAS, R. (2017): A new automated vial thawer controls the thawing of
cryopreserved mesenchymal stem cells to achieve high cell viability and growth
potential. Cytotherapy, 19(5): S121-S122. p.

MIURA, T., MIURA, C.I. (2003): Molecular control mechanisms of fish
spermatogenesis. Fish Physiology and Biochemistry, 28: 181-186. p.

MORISAWA, M., SUZUKI, K., SHIMIZU, H., MORISAWA, S., YASUDA, K.
(1983): Effects of osmolality and potassium on motility of spermatozoa from
freshwater cyprinid fishes. Journal of Experimental Biology, 107: 95-103. p.

MORRIS, G., ACTON, E., FASZER, K., FRANKLIN, A., YIN, H., BODINE, R.,
PAREJA, J., ZANINOVIC, N., GOSDEN, R. (2006): Cryopreservation of
murine embryos, human spermatozoa and embryonic stem cells using a liquid
nitrogen-free, controlled rate freezer. Reproductive BioMedicine Online, 13(3):
421-426. p.

MORRIS, J., BABOQ, J., MILNE, S., LAMB, S., NANCEKIEVILL, A., CREASY,
C., KILBRIDE, P., DELAHAYE, M., GADDUM, N., BLANCO, M,
CALLENS, S., WARD, S. (2017): Completing the cold chain: The development
of GMP compliant dry thawers. Cytotherapy, 19(5): S86-S87. p.

MOSLEMI-AQDAM, M., IMANPOUR, NAMIN, J., SATTARI, M,
ABDOLMALAKI, S., BANI, A., ROCHOWSKI, B.E.A. (2016): Reproductive
characteristics of northern pike, Esox lucius (Actinopterygii: Esociformes:
Esocidae), in the Anzali Wetland, southwest Caspian Sea. Acta Ichthyologica et
Piscatoria, 46(4): 313-323. p.

MOUNIB, M.S. (1978): Cryogenic preservation of fish and mammalian spermatozoa.
Journal of Reproduction and Fertility, 53: 13-18. p.

MURRY, B.A., FARRELL, J.M., SCHULZ, K.L., TEECE, A.T. (2008): The effect of
egg size and nutrient content on larval performance: implications to protracted
spawning in northern pike (Esox lucius Linnaeus). Hydrobiologia, 601:71-82. p.

MUSTAMAKI, N., BERGSTROM, U., ADJERS, K., SEVASTIK, A., MATTILA, J.
(2014): Pikeperch (Sander lucioperca (L.)) in decline: high mortality of three
populations in the northern Baltic Sea. Ambio, 43: 325-336. p.

MULLER, T. (2021): Keltetdhazi halszaporitasi gyakorlattol eltéré Gj- és ujszerii
modszertani eljarasok. MTA Doktori értekezés tézisei, Godollo, 25. p.

112



MYLONAS, C.C., DUNCAN, N.J., ASTURIANO, JF. (2017): Hormonal
manipulations for the enhancement of sperm production in cultured fish and
evaluation of sperm quality. Aquaculture, 472: 21-44. p.

NELSON, E.R. HABIBI, H.R. (2013): Estrogen receptor function and regulation in
fish and other vertebrates. General and Comparative Endocrinology, 192: 15—
24. p.

NELSON, J.S., GRANDE, T.C., WILSON, M.V.H. (2016): Fishes of the World. Fifth
Edition. John Wiley & Sons, Inc. Printed in the United States of Amerika. 707.
p.

NEMETH, S., IF). HORVATH, Z., FELFOLDI, Z., BELICZKY, G. (2012):
Engedélyezett parazita-mentesitd eljarasok Osszehasonlitasa tavi egynyaras
stll6 (Sander lucioperca) intenziv rendszerbe helyezésekor. Halaszat, 105(2):
29-35. p.

NILSSON, P. A., BRONMARK, C. (2000): Prey vulnerability to a gape-size limited
predator: behavioural and morphological impacts on northern pike piscivory.
Oikos, 88: 539-546. p.

NIU, J.,, WANG, X., LIU, P, LIU, H., LI, R., LI, Z., HE, Y., QI, J. (2022): Effects of
cryopreservation on sperm with cryodiluent in viviparous Black rockfish
(Sebastes schlegelii). International Journal of Molecular Science, 23: 3392. p.

NOBREGA, R.H., BATLOUNI, S.R., FRANCA, L.R. (2008): An overview of
functional and stereological evaluation of spermatogenesis and germ cell
transplantation in fish. Fish Physiology and Biochemistry, 35(1): 197-206. p.

NYESTE, K., SOMOGY]I, D., BERECZKI, CS., ANTAL, L. (2022): Halmentés a
beregi Zsid-tonal. A Magyar Haltani Tarsasag Hirei, 115(1): 14-15. p.

NYNCA, J., JUDYCKA, S., LISZEWSKA, E., DOBOSZ, S., CIERESZKO, A.
(2017): Standardization of spermatozoa concentration for cryopreservation of
rainbow trout semen using a glucose-methanol extender. Aquaculture, 477: 23—
27. p.

NYNCA, J., JUDYCKA, S., LISZEWSKA, E., DOBOSZ, S., KRZYS, M.,
CIERESZKO, A. (2021): Effect of double freezing fish semen on sperm motility
and fertility. Aquaculture, 530: 735782.

OKABE, M. (2013): The cell biology of mammalian fertilization. Development
(Cambridge, England), 140: 4471-4479. p.

OYETUNIJI, T., CROMPTON, J.G., EFRON, D.T., HAUT, E.R., CHANG, D.C,,
CORNWELL, E.E., HAIDER, A.H. (2010): Simplifying Physiologic Injury
Severity Measurement for Predicting Trauma Outcomes. Journal of Surgical
Research, 159(2): 627-632. p.

PANZICA-KELLY, JM., ZHANG, C.X., AUGUSTINE-RAUCH, K. (2012):
Zebrafish embryo developmental toxicology assay. In: Developmental
Toxicology Methods and Protocols (Eds: C. Harris, C., Hansen, J.M.), Humana
Press, Totowa, New Jersey, USA, 25-50. p.

PARENTI, L.R., GRIER, H.J. (2004): Evolution and phylogeny of gonad morphology
in bony fishes. Integrative and Comparative Biology, 44(5): 333-348. p.

PARIS, A., ANTIGNAC, J-P., LE BIZEC, B., BONNEAU, M. (2006): Hormones and
rowth promoters in animal breeding: From physiological end-points to risk
assessment considerations. Productions Animales —Paris- Institut National de la
Recherche Agronomique, 19(3): 151-240. p.

PATAKI, B., HORVATH, A., MESZAROS, G., KITANOVIC, N., ACS, A., HEGY],
A., MOLNAR, J., CSORBAI, B., URBANYI B. (2022): Adjustment of common
carp sperm concentration prior to cryopreservation: Does it matter? Aquaculture
Reports, 24: 101-109. p.

113



PAVLOV, D.A., EMEL’YANOVA, N. (2016): Reproductive dynamics. In: Fish
Reproductive Biology (Eds: Jakobsen, T., Fogarty, M.J., Megrey, A.B.,
Moksness, E.), 50-97. p.

PECHA, O. KOURIL, J. PECHA, O. (1992): Induced ovulation in pike (Esox lucius)
females using carp pituitary and two synthetic analogues of Gn-RH. Proceedings
of Scientific Conference on Fish Reproduction 92, Vodnany, Czech Republic,
59-60. p.

PEREZ, L.M. (2020): Chapter 4: Fish sperm maturation, capacitation, and motility
activation. In: Reproduction in aquatic animals (Eds: Yoshida, M., Asturiano,
J.), Springer, Singapore, 47-67. p.

PHILLIPS, P.H., LARDY, H.A. (1939): Preservation of spermatozoa. Journal of
Animal Science, 1: 219-221. p.

PIERCE, R.B., CARLSON, A.J., CARLSON, B.M., HUDSON, D., STAPLES, D.F.
(2013): Depths and thermal habitat used by large versus small northern pike in
three Minnesota Lakes. Transactions of the American Fisheries Society, 142:
1629-1639. p.

PIIRONEN, J., HYVARINEN, H. (1983): Cryopreservation of spermatozoa of the
whitefish Coregonus mukusun Pallas. Journal of Fish Biology, 22: 159-163. p.

PINTER, K. (2015): Magyarorszag halai. Mezégazda Kiadé és Kereskedd Kft.,
Budapest, 359. p.

POLGE, C., SMITH, A.U. PARKES, A.S. (1949): Revival of spermatozoa after
vitrification and dehydration at low temperatures. Nature, 164: 666. p.

POLICAR, T., PODHOREC, P., STEJSKAL, V., HAMACKOVA, J., ALAVI,
S.M.H. (2010): Fertilization and hatching rates and larval performance in captive
common barbel (Barbus barbus L.) throughout the spawning season. Journal
Applied Ichthyology, 26: 812-815. p.

POSPISILOVA, A., BREJCHA, J., MILLER, V., HOLCMAN, R., SANDA, R.,
STUNDL, J. (2019): Embryonic and larval development of the northern pike:
An emerging fish model system for evo-devo research. Journal of Morphology,
280(8): 1118-1140. p.

POST, J.R., MUSHENS, C., PAUL, A., SULLIVAN, M. (2003): Assessment of
alternative harvest regulations for sustaining recreational fisheries: model
development and application to bull trout. North American Journal of Fisheries
Management, 23: 22-34. p.

PRONINA, G.l., PETRUSHIN, A.B. (2019): Techniques for in vivo extraction of
gonads of male European catfish (Silurus glanis) for the artificial reproduction.
AACL Bioflux, 12(4): 1316-1322. p.

PUGLISI, R., BORNAGHI, V., SEVERGNINI, A., VANNI, R., BALDUZZI, D.,
GALLLI, A. (2016): Cryopreservation of stallion semen: laboratory assessment
of sperm injuries after cushioned centrifugation and freezing with conventional
and alternative directional freezing methods. Japanese Journal of Veterinary
Research, 64(4): 235-245. p.

PUKK, L., KUPARINEN, A, JARV, L., GROSS, R., VASEMAGI, A. (2013):
Genetic and life-history changes associated with fisheries-induced population
collapse. Evolutionary Applications, 6: 749-760. p.

PUSKAS, A. (1993): Ipari mikrobiolégiai gyakorlatok. BME Vegyészmérnoki Kar
Tanszéki Munkakozosség. Milegyetem Kiado, Budapest 168. p.

RAAT, A.J.P. (1988): Synopsis of biological data on the northern pike Esox lucius
Linnaeus, 1758. FAO Fisheries Synopsis, 30(2): 187. p.

RACH, J.J., HOWE, G.E., SCHREIEN, T.M. (1997): Safety of formalin treatments
on warm- and coolwater fish eggs. Aquaculture, 149(3-4): 183-191. p.

114



RANA, K.J., MCANDREW, B.J. (1989): The viability of cryopreserved tilapia
spermatozoa. Aquaculture, 76: 335-345. p.

READING, B.J., SULLIVAN, C.V., SCHILLING, J. (2017): Vitellogenesis in fishes.
Reference Module in Life Sciences, 1-12. p.

READING, B., ANDERSEN, L., RYU, Y.-W., MUSHIROBIRA, Y., TODO, T.,
HIRAMATSU, N. (2018): Oogenesis and egg quality in finfish: Yolk formation
and other factors influencing female fertility. Fishes, 3(4): 45: 1-28. p.

REALIS-DOYELLE, E., PASQUET, A., FONTAINE, P., TELETCHEA, F. (2022):
Effects of temperature on the survival and development of the early life stages
of northern pike (Esox lucius). Knowledge and Management of Aquatic
Ecosystems, 423: 10. p.

REICZIGEL, J.,, HARNOS, A., SOLYMOSI, N. (2007): Biostatisztika: nem
statisztikusoknak. Pars Kft. Nagykovécsi. 455. p.

RETHELYI, M., SZENTAGOTHAI, J. (2020): Funkcionalis anatomia. 1V. kiadas,
Medicina Konyvkiadd Zrt, Budapest, 756. p.

RODINA, M., GELA, D.; KOCOUR, M., ALAVI, S.H., HULAK, M., LINHART, O.
(2007): Cryopreservation of tench, Tinca tinca, sperm: Sperm motility and
hatching success of embryos. Theriogenology, 67: 931-940. p.

ROSSEN, S., ABADIIEVA, D. (2015): Analysis of testis morphology and sperm
parameters of Esox lucius (pike) from the River Danube. Journal of Cytology &
Histology, S3:017, 1-3. p.

RURANGWA, E., KIME, D.E., OLLEVIER, F., NASH, J.P. (2004): The
measurement of sperm motility and factors affecting sperm quality in cultured
fish. Aquaculture, 234(1-4): 1-28. p.

SADEGHI, S., NUNEZ, J., SOLER, C., SILVESTRE, M.A. (2017): Effect of the
activation media with different osmolality and cool storage on spermatozoa
motility parameters over time in zebrafish, Danio rerio. Turkish Journal of
Fisheries and Aquatic Sciences, 17: 111-120. p.

SAISA, M., RONN, J., AHO, T., BJORKLUND, M., PASANEN, P., KOLJONEN,
M-L. (2008): Genetic differentiation among European whitefish ecotypes based
on microsatellite data. Hereditasé, 145: 69-83. p.

SAMARIN, A.M., POLICAR, T., LAHNSTEINER, F. (2015a): Fish oocyte ageing
and its effect on egg quality. Review, Fischeries Science & Aquaculture, 23(3):
302-314. p.

SAMARIN, AM., GELA, D., BYTYUTSKYY, D., POLICAR, T. (2015b):
Determination of the best post-ovulatory stripping time for the common carp,
Cyprinus carpio. Journal of Applied Ichthyology, 31(2): 51-55. p.

SAMARIN, A.M., BLECHA, M., BYTYUTSKYY, D., POLICAR, T. (2015c): Post-
ovulatory oocyte ageing in pikeperch (Sander lucioperca L.) and its effect on
egg viability rates and the occurrence of larval malformations and ploidy
anomalies. Turkish Journal of Fisheries and Aquatic Sciences, 15: 435-441. p.

SAMARIN, A.M., SAMARIN, A.M., POLICAR, T. (2018): Cellular and molecular
changes associated with fish oocyte ageing. Reviews in Aquaculture, 1-12. p.

SANDOVAL-VARGAS, L., SILVA JIMENEZ, M., GONZALEZ, JR.,
VILLALOBOS, E. F., CABRITA, E., ISLER, I.V. (2020): Oxidative stress and
use of antioxidants in fish semen cryopreservation. Reviews in Aquaculture, 13:
365-387. p.

SCHERR, T., KNAPP, G.L., GUITREAU, A., PARK, D.S-W., TIERSCH, T.,
NANDAKUMAR, K., MONROE, W.T. (2015): Microfluidics and numerical
simulation as methods for standardization of zebrafish sperm cell activation.
Biomedical Microdevices, 17: 65-75. p.

115



SCHILLING, J,, LOZIUK, P.L., MUDDIMAN, D.C., DANIELS, H.V., READING,
B.J. (2015): Mechanisms of egg yolk formation and implications on early life
history of White perch (Morone americana). PLOS ONE, 10(11): e0143225.

SCHRECK, C.B. (2010): Stress and fish reproduction: The roles of allostasis and
hormesis. General and Comparative Endocrinology, 165: 549-556. p.

SCHRECK, C.B., CONTRERAS-SANCHEZ, W., FITZPATRICK, M.S. (2001):
Effects of stress on fish reproduction, gamete quality, and progeny. Aquaculture,
197: 3-24. p.

SCHULZ, R.W., MENTING, S., BOGERD, J., FRANCA, L.R., VILELA, D.AR,,
GODINHO, H.P. (2005): Sertoli cell proliferation in the adult testis - Evidence
from two fish species belonging to different orders. Biology of Reproduction,
73(5): 891-898. p.

SCHULZ, RW., DE FRANCA, L.R., LAREYRE, JJ., LEGAC, F., CHIARINI-
GARCIA, H., NOBREGA, R.H., MIURA, T. (2010): Spermatogenesis in fish.
General and Comparative Endocrinology, 165: 390-411. p.

SERRAT, A., SABORIDO-REY, F., GARCIA-FERNANDEZ, C., MUNOZ, M.,
LLORET, J.,, THORSEN, A., KJESBU, 0O.S. (2019): New insights in oocyte
dynamics shed light on the complexities associated with fish reproductive
strategies. Scientific Reports, 9(1): 18411.

SHAHVERDI, A., RASTEGARNIA, A., TOPRAGGALEH, T.R. (2014): Effect of
extender and equilibration time on post thaw motility and chromatin structure of
buffalo bull (Bubalus bubalis) spermatozoa. Cell Journal Fall, 16(3): 279-88. p.

SHANGGUAN, B., CRIM, L.W. (1999): Seasonal variation in sperm production and
sperm quality in male winter founder, Pleuronectes americanus: the effects of
hypophysectomy, pituitary replacement therapy, and GnRH-a treatment. Marine
Biology, 134:19-27. p.

SIDDIQUE, M.A.M,, LINHART, O., KUJAWA, R., KREJSZEFF, S., BUTTS, LLA.E.
(2016): Composition of seminal plasma and ovarian fluid in ide Leuciscus idus
and northern pike Esox lucius. Reproduction in Domestic Animals, 51(6): 960-
969. p.

SKQV, C., LUCAS, M.C., JACOBSEN, L. (2018): Spatial ecology. In: Biology and
Ecology of pike (Eds:: Skov, C., Nilsson, P.A.) 83-120. p.

SMITH, P.J. (1994): Genetic diversity of marine fisheries resources: possible impacts
of fishing. FAO Fisheries Technical Paper, No. 344. Rome, FAO, 53. p.

SPENS, J., ENGLUND, G., LUNDQVIST, H. (2007): Network connectivity and
dispersal barriers: using geographical information system (GIS) tools to predict
landscape scale distribution of a key predator (Esox lucius) among lakes. Journal
of Applied Ecology, 44(6): 1127-1137. p.

STEPHENS, D.T., HICKMAN, R., HOSKINS, D.D. (1988): Description, validation,
and performance characteristics of a new computer-automated sperm motility
analysis system. Biology of Reproduction, 38: 577-586. p.

SULTANA, M., NAHIDUZZAMAN, M., HASSAN, M., KHANAM, M., HOSSAIN,
M. (2010): Fertility of cryopreserved common carp (Cyprinus carpio)
spermatozoa. University Journal of Zoology, Rajshahi University, 28: 51-55. p.

SZABO, F., BODO, 1., MIHOK, S., FESUS, L., KOMLOSL 1., POLGAR, J.P. (2004):
A biotechnologia alkalmazasa az allatnemesitésben. In:  Altalanos
allattenyésztés. (Szerk.: Szabo F.) Mezégazda Kiado, Budapest, 339. p.

SZABO, T. (1997a): A csuka megitélésének és allomanyanak valtozasa az elmult
években. Halaszat, 90: 111-112. p.

SZABO, T. (1997b): A csuka szaporitisanak fejlesztési lehetdségei. Halaszat, 90:
150-152. p.

116



SZABO, T. (1997¢): Kiilonbz hormonkezelések hatasanak vizsgalata a csuka (ESox
Allattenyésztési Intézet, G6dol16, 121. p.

SZABO, T. (1999): A keltetéhazi csukaszaporitis hatékonysaganak novelése.
Halészat, 92(4): 151-154. p.

SZABO, T. (2000): A csuka togazdasagi tenyésztése és szaporitasa. In: Halbioldgia és
haltenyésztés (Szerk.: Horvath L.). Mezégazda Kiadd, Budapest, 310-319. p.

SZABO, T. (2001): Hormonally induced ovulation of northern pike via sustained-
release vehicles. North American Journal of Aquaculture, 63: 137-143. p.

SZABO, T. (2003): Ovulation induction in northern pike Esoc lucius L. using different
GnRH analogues, Ovaprim, Dagin and carp pituitary. Aquaculture Research, 34:
479-486. p.

SZABO, T. (2008): Use of Carbopol resin for carp pituitary administration improves
the fertilization percentage of northern pike (Esox lucius Linnaeus) eggs in
commercial hatcheries. Hydrobiologia, 601: 91-97. p.

SZABO, T. (2011): Uj modszer az indukalt csukaszaporitdas soran nyert ikra
termékenyllésének novelésére. Halaszatfejlesztés, 33 — Fisheries &
Aquaculture Development, 33: 170-177. p.

SZABO, T. (2012): Réazoasztal alkalmazasa halikra duzzasztasa soran. Halaszati
Tudomanyos Tanacskozas, Szarvas, 36: 55. p.

SZABO, T. (2016a): A csuka szaporodasbioldgidja. In.: A csuka bioldgidja és
tenyésztése. (Szerk.: Szab6 T.). Szent Istvan Egyetem Kiadd, G6dollo, 63-79. p.

SZABO, T. (2016b): A csuka keltetéhazi szaporitisa. In.: A csuka biologidja és
tenyésztése. (Szerk.: Szabd T.) Szent Istvan Egyetem Kiad6, G6d6116, 141-160.
p.

SZABO, T., HORVATH, L., URBANYI, B. (2000): A halak szaporodasbiolégiaja.
In: Halbioldgia és haltenyésztés (Szerk.: Horvath L.). Mezdgazda Kiado,
Budapest, 168-205. p.

SZABO, T., DITROI, B., SZABO, K., BOKOR, Z., URBANYI, B. (2014):
Comparison of the efficiency of common carp and Silver carp pituitary in the
breeding of common carp (Cyprinus carpio) and northern pike (Esox lucius).
Turkish Journal of Fisheries and Aquatic Sciences, 14(3): 841-844. p.

SZABO, T., MOLNAR, J., NYITRAI, M., TOTH, G., UGRAI, Z., SZABO, K.,
URBANYI, B. (2021): Determination of the quantity of sperm required for the
fertilization of northern pike (Esox lucius) eggs during hatchery breeding.
Aquaculture Europe, Funchal, Madeira, October 4 — 7, 2021., Abstract book,
1263-1264. p.

SZCZEPKOWSKI, M. (2009): Impact of selected abiotic and biotic factors on the
results of rearing juvenile stages of northern pike Esox lucius L. in recirculating
systems. Archives of Polish Fisheries, 17(3): 107-147. p.

SZMELSKYJ, I., AQUILINA, L., SZMELSKYJ, A.O. (2015): Chapter 2 — Anatomy
and physiology of the reproductive system: Prerequirements for conception. In
Acupuncture for IVF and assisted reproduction, Churchill Livingstone, 23-58. p.

TAKACS, P., CZEGLEDI, I., FERINCZ, A., SALY, P., SPECZIAR, A., VITAL, Z.,
WEIPERTH, A., EROS, T. (2017): Non-native fishspecies in Hungarian waters:
historical overview, potential sources and recent trends in their distribution.
Hydrobiologia, 795(1): 1-22. p.

TAKACS, P., BANO, B., CZEGLEDI, L, EROS, T., FERINCZ, A., GAL, B., BANO-
KERN, B., KOVACS, B. NAGY, A.A., NYESTE, K. LENTE, V.,
PREISZNER, B., SIPOS, S., STASZNY, A., VITAL, Z., WEIPERTH, A,
CSOMA, E. (2022): The mixed phylogenetic origin of northern pike (Esox

117



lucius Linnaeus 1758) populations in the Middle Danubian drainage. BMC
Zoology, 7, Article number: 28, 1-12. p.

TALARCZYK-DESOLA, J., BERGER, A., TASZAREK-HAUKE, G., HAUKE, J.,
JEDZEYCZAK, P. (2017): Manual vs. computer-assisted sperm analysis: can
CASA replace manual assessment of human semenin clinical practice?
Ginekologia Polska, 88(2): 56-60. p.

TAMAS, G. (1970): A csuka, a siill és a harcsaivadék taplalkozasa élete elsé néhany
hetében. Halaszat, 63(1): 16. p.

TAN, E., YANG, H., TIERSCH, T.R. (2010): Determination of sperm concentration
for small-bodied biomedical model fishes by use of microspectrophotometry.
Zebrafish, 7(2): 233-240. p.

TATAR, S. (2017): Mintaprogram a lapi poc (Umbra krameri Walbaum, 1792) in situ
és ex situ védelmének megalapozasara. Doktori értekezés tézisei, G6dolls, 20.
p.

TATAR, S., TOTH, B., MULLER, T. (2020): A Léapi poc Fajvédelmi Mintaprogram
(2008-) tapasztalatai (konkll(ziok és javaslatok). In: Veszélyeztetett 1api halak
megovasa (lapi poc, reticsik, széles kardsz) (masodik, mddositott kiadas).
(Szerk.: Miiller T., Urbanyi B., Staszny A.). Varmédia Print Kft., Godoll5, 37-
90. p.

THOLKE, E.K., MCELROY, W.D., MCBRIDE, R.S. (2019): Spermatogenesis,
reproductive maturation, and spawning seasonality of male winter flounder,
Pseudopleuronectes americanus: Comparisons among fishery stocks. Fisheries
Research, 214: 85-97. p.

THURSTON, L.M., HOLT, W.V., WATSON, P.F. (2003): Post-thaw functional
status of boar spermatozoa cryopreserved using three controlled rate freezers: a
comparison. Theriogenology, 60(1): 101-113. p.

TIAINEN, J., OLIN, M., LEHTONEN, H., NYBERG, K., RUUHIJARBI, J. (2017):
The capability of harvestable slot-length limit regulation in conserving large and
old northern pike (Esox lucius). Boreal Environment Research, 22: 169-186. p.

TIBBLIN, P., FORSMAN, A., KOCH-SCHMIDT, P., NORDAHL, O,
JOHANNESSEN, P., NILSSON, J.,, LARSSON, P. (2015): Evolutionary
divergence of adult body size and juvenile growth in sympatric subpopulations
of a top predator in aquatic ecosystems. The American Naturalist, 186(1): 98—
110. p.

TIERSCH, T.R. (2001): Cryopreservation in aquarium fishes. Marine Biotechnology,
3:S212-S223., 12. p.

TIERSCH, T.R. (2008): Strategies for commercialization of cryopreserved fish semen.
Revista Brasileira de Zootecnia, 37: 15-19. p.

TIERSCH, T.R.,, GREEN, C.C. (2011): IIl. Basics of cryopreservation In:
Cyropreservation in aquatic species, 2nd Edition. (Eds: T.R. Tiersch, T.R.,
Mazik, P.M.). 273-290. p.

TORRES, L., HU, E., TIERSCH, T.R. (2016): Cryopreservation in fish: current status
and pathways to quality assurance and quality control in repository development.
Reproduction, Fertility and Development, 28(8): 1105. p.

TRABELSI, A., GARDEUR, J-N., AYADI, H., FONTAINE, P. (2015): Effect of
spawning time on egg quality, larval morphometrics and survival of northern
pike Esox lucius. Cybium, 39(2): 91-98. p.

TSVETKOVA, L.I., COSSON, J., LINHART, O., BILLARD, R. (1996): Motility and
fertilizing capacity of fresh and frozen-thawed spermatozoa in sturgeons
Acipenser Baeri and A. ruthenus. Journal of Applied Ichthyology, 12(2): 107—
112. p.

118



ULLOA-RODRIGUEZ, P., FIGUEROA, E., DIAZ,R., LEE-ESTEVEZ, M., SHORT,
S., FARIAS, J.G. (2017): Mitochondria in teleost spermatozoa. Mitocondrion,
34: 49-55. p.

URBANYI, B. (2011): Egyes gazdasagi haszonhalaink himivartermékeinek
mélyhtitése, a technologia standardizalasanak kidolgozasa ¢€s gyakorlati
alkalmazéasa. MTA Doktori értekezés, Godollos, 119. p.

URIBE, M.C., GRIER, H.J., MEJIA-ROA, V. (2014): Comparative testicular structure
and spermatogenesis in bony fishes. Spermatogenesis, 4(3): €983400, 1-13. p.

URIBE, M.C., GRIER, H.J., GARCIA-ALARCON, A., PARENTI, L.R. (2016):
Oogenesis: from oogonia to ovulation in the flagfish, Jordanella floridae Goode
and Bean, 1879 (Teleostei: Cyprinodontidae). Journal of Morphology, 277(10):
1339-1354. p.

VAN WK, SJ., TAYLOR, M.l,, CREER, S., DREYER, C., RODRIGUES, F.M.,
RAMNARINE, I.W., VAN OOSTERHOUT, C., CARVALHO, G.R. (2013):
Experimental harvesting of fish populations drives genetically based shifts in
body size and maturation. Frontiers in Ecology and the Environment, 11: 181—
187. p.

VARKONYI, L., BOKOR, Z., FERINCZ, A., STASZNY, A., FODOR, F., SZARI,
ZS., URBANYI, B., MOLNAR, J., BERNATH, G. (2018): The applicability of
10 ml cryotubes for sperm cryopreservation in a Hungarian carp landrace
(Cyprinus carpio carpio morpha accuminatus). Acta Agraria Debreceniensis,
75:93-97. p.

VARKONYI, L., BOKOR, Z., MOLNAR, J., FODOR, F., SZARI, ZS., FERINCZ,
A, STASZNY, A, LANG, L.Z., CSORBAI, B., URBANYI, B., BERNATH,
G. (2019): The comparison of two different extenders for the improvement of
large-scale sperm cryopreservation in common carp (Cyprinus carpio).
Reproduction in Domestic Animals, 54(3): 639-645. p.

VELISEK, J., SVOBODOVA Z. (2004): Anaesthesia of common carp (Cyprinus
carpio L.) with 2-phenoxyethanol: acute toxicity and effects on biochemical
blood profile. Acta Veterinaria Brno, 73: 247-252. p.

VIRBICKAS, T., DEMENTAVICIUS, D., RUBUTIS, S., VAITKUVIENE, D.,
DAGYS, M., TREINYS, R. (2021): Understanding recreational targets and
ecological consequences: increased northern pike stocking reflected in top avian
predator diet. European Journal of Wildlife Research, 67(1): 1-5. p.

VIVEIROS, A.T.M., GODINHO, H.P. (2009): Sperm quality and cryopreservation of
Brazilian freshwater fish species: A review. Fish Physiology and Biochemistry,
35: 137-150. p.

VLADIC, T., JARVL T. (1997): Sperm motility and fertilization time span in Atlantic
salmon and brown trout - the effect of water temperature. Journal of Fish
Biology, 50: 1088-1093. p.

WARD, M.J. (2020): Evaluation of two formalin concentrations during yellow perch
egg incubation. Aquatic Science and Technology, 8(1): 1-8. p.

WESTERS, H., STICKNEY, R.R. (1993): Northern pike and muskellunge. In: Culture
of Nonsalmonid Freshwater Fishes, 2nd edn. (Eds: Stickney, R.R., Wester, H.).
CRC Press Inc., Boca Raton, FL, USA, 199-214. p.

WHEELER, P.A., THORGAARD, G.H. (1991): Cryopreservation of rainbow trout
semen in large straws. Aquaculture, 93: 95-100. p.

WHITTINGHAM, D.G., LEIBO, S.P., MAZUR, P. (1972): Survival of mouse
embryos frozen to -196 degrees and -269 degrees C. Science, 178: 411-414. p.

WILSON-LEEDY, J.G., INGERMANN, R.L. (2007): Development of a novel CASA
system based on open source software for characterization of zebrafish sperm
motility parameters. Theriogenology, 67(3): 661-672. p.

119



WILSON-LEEDY, J.G., KANUGA, M.K., INGERMANN, R. L. (2009): Influence of
osmolality and ions on the activation and characteristics of zebrafish sperm
motility. Theriogenology, 71: 1054-62. p.

WOJTCZAK, M., DIETRICH, G.J., SLOWINSKA, M., DOBOSZ, S., KUZMINSKI,
H., CIERESZKO, A. (2007): Ovarian fluid pH enhances motility parameters of
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) spermatozoa. Aquaculture, 270: 259-264.
p.

WOLNICKI, J., GORNY, W. (1997): Effects of commercial dry diets and water
temperature on growth and survival of northern pike, Esox lucius L., larvae.
Polskie Archiwum Hydrobiologii, 44: 377-383. p.

WOYNAROVICH, E., WOYNAROVICH, A. (1980): Modified technology for
elimination of stickiness of common carp Cyprinus carpio eggs. Aquacultura
Hungarica, 2: 19-21. p.

WRIGHT, R.M., SHOESMITH, E.A. (1988): The reproductive success of pike, Esox
lucius: aspects of fecundity, egg density and survival. Journal of Fish Biology,
33(4): 623-636. p.

XIN, M., SIDDIQUE, M.A.M., DZYUBA, B., CUEVAS-URIBE, R., SHALIUTINA-
KOLESOVA, A., LINHART, O. (2017): Progress and challenges of fish sperm
vitrification: A mini review. Theriogenology, 98: 16-22. p.

XIN, M., NIKSITAR, H., SHALIUTINA-KOLESOVA, A., SUDDIQUE, M.A.M.
(2020): Molecular and subcellular cryoinjury of fish spermatozoa and
approaches to improve cryopreservation. Reviews in Aquaculture, 12(2): 909-
924. p.

YANES-ROCA, C., RHODY, N., NYSTROM, M., MAIN, K.L. (2008): Effects of
fatty acid composition and spawning season patterns on egg quality and larval
survival in common snook (Centropomus undecimalis). Aquaculture, 287: 335-
340. p.

YOSHIDA, M., ASTURIANO J.F. (2020): Reproduction in aquatic animals. Basic
Biology to Aquaculture Technology. Springer, 1-379. p.

ZARSKI, D., RECHULICZ, J., KREJSZEFF, S., CZARKOWSKY, TK.,
STANCZAK, K., PALINSKA, K., GRYZINSKA, M., TARGONSKA, K.,
KOZLOWSKI, K., MAMCARZ, A., HLIWA, P. (2013): Ovarian alterations in
wild northern pike Esox lucius females. Diseases of Aquatic Organisms, 106:
49-56. p.

ZHANG, J.J., LI, S.Z., TULAKE, K., YAN, Q.P., LI, W.J. (2011): The effects of
extenders and sperm-egg ratios on fertilizing ability of cryopreserved testicular
sperm of northern pike (Esox lucius L.). Applied Ichtiology, 2: 1037-1040. p.

ZOHAR, Y., MYLONAS, C.C. (2001): Endocrine manipulations of spawning in
cultured fish: from hormones to genes. Aquaculture, 197: 99-136. p.

Internetes forrasmunka:

http1: http://wwwz2.dnr.cornell.edu/cek7/nyfish/Esocidae/muskellunge.jpg

Jogszabalyok:

A halgazdalkodas és a halvédelem egyes szabalyainak megallapitasarol szolo
133/2013. (X11. 29.) szamu Vidékfejlesztési Minisztérium rendelet 9. melléklete
szerint az Oshonos, foghato halfajok fajlagos tilalmi ideje, kifoghato
mérettartomanya, valamint a horgaszatra és a rekreacids céli halaszatra
vonatkozo napi és éves kifoghato darabszama.
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