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1. A MUNKA ELOZMENYEL CELKITUZESEK

1.1. A munka elozményei

A csuka (Esox lucius) jelent6s halaszati, horgaszati és szocio-
Okologiai értékkel rendelkezik szerte Eurazsidban és Amerikaban. A
talhalaszat és az ¢lohelyek degradacioja folyamatosan csokkenti az
életterét és a populécidk egyedszdmat. A kereslet azonban dinamikusan
novekszik a faj irant, elsGsorban sporthorgaszati célbol. A csuka indukalt
szaporitasanak eredményei szaporodasi id6szakonként nagy variabilitast
mutatnak, ¢s nem mindig tudjak kielégiteni a telepitéanyag iranti igényeket
(SAISA et al. 2008; CRANE et al. 2015; CEJKO et al. 2020a; VIRBICKAS
2021). A tenyésztési eljaras leginkabb megszokéson alapuldé modszerekbol
all. Az elmult évtizedekben Kkevés Ujitds épult be a csuka
tenyésztéstechnoldgiajaba (HORVATH & MAGYARY 2007; SZABO
2016b; KRISTAN et al. 2020).

A csuka eredményes szaporitasa nehézségekbe Utkdzik. A himivaru
egyedek, vagy masnéven tejesek esetében a klasszikusan alkalmazott fejési
technikaval csak kis mennyiségii és gyakran alacsony minéségii sperma
fejhetd. A gyakorlatban a kioperalt herébdl nyerik ki a himivarterméket,
ami a tejes egyedek ledlésével jar (BILLARD 1996; KOWALSKI et al.
2012; BLECHA et al. 2016; KRISTAN et al. 2020), igy azokat tovabbi
szaporitasokba mar nem lehet bevonni. Esetenként az alacsony szamu
rendelkezésre allo tejes miatt a togazdak gyakran kisebb mennyiségii ikra
termékenyitésére kényszeriilnek (CEJKO et al. 2020b; KRISTAN et al.
2020).

A sperma fagyasztasdval a tenyésztésbe vont tejesek szamat
optimalizalni lehetne, ami csokkenthetné a tartasi és termelési koltsegeket
(CEJKO et al. 2020b). A mélyhiitott sperma korlatlan ideig tarolhato,
valamint konnyen hozzaférhet6vé is valhat (CABRITA et al. 2010;
URBANYT 2011). A halsperma mélyhiitésrél mar az 1950-es években is
készultek publikécidk, azonban kevés halfaj esetén sikertlt olyan magas
szinvonalon optimalizalt és konnyen ismételhetd modszert kidolgozni,
amely atiiltetheté a keltetdhazi és tenyésztési gyakorlatba (URBANYI
2011; ASTURIANO et al. 2017). A csuka spermamélyhiitésével
kapcsolatban alacsony szdmu publikécio készilt el napjainkig, amelyekben
szamos esetben eltéréek a mélyhiitési protokollok, a felolvasztési
modszerek, a higitasi aranyok, a higitok és az aktivald oldatok. Az 1990-es
évektdl kezdéddéen a csukasperma fagyasztdsdhoz kapcsolodo
kisérletekben alkalmazott miiszalmdk térfogata az adott kutatdk
kisérletbeallitasaitol fiiggden 0,25-1,2 ml kozott valtozott. A tovabbi
kutatasok sorén indokolt a nagyobb trtartalmi miiszalmak mélyhiitési
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technologigjanak fejlesztése is (LAHNSTEINER et al. 1998;
LAHNSTEINER 2000; ZHANG et al. 2011; DIETRICH et al. 2016;
BERNATH et al. 2017b; CEJKO et al. 2020b). A csukaszaporitas
modszertani  fejlesztése hozzajarulhat a termelés hatékonysasagnak
noveléséhez (CEJKO et al. 2020b).

A fagyasztott csukasperma keltet6hazi technoldgidba adaptalasat
tehat a pontosan kidolgozott technoldgia és a sztenderdizacié hianya
nagymeértékben akadalyozza. A fent leirtak alapjan a csuka termelés
mennyisegének novelése érdekében indokolt az Gzemi korilmények
elvardsaihoz alkalmazkod6 fajspecifikus spermamélyhiitési eljaras
kidolgozasa.

1.2. Célkitiizések

Doktori munkam megkezdése eldtt a kovetkezd célokat tliztem ki:
¢ A hormonalis kezelés, kiilonb6z6 spermamintavételi médszerek
és higitok 6sszehasonlitésa:
o Kétkiilonboz6 spermamintavételi modszer tesztelése.
o Fajspecifikus higité 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
biztosité programozhat6 fagyasztd berendezésbe.

o Az 5 ml-es miszalma és a 10 ml-es kriocs6
alkalmazhatdsaganak vizsgalata a mélyhtités soran.

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

e Nagy mennyiségben mélyhiitott spermaval végzett keltetohazi
csukaszaporités, valamint rovidtava larvanevelés vizsgéalatai:

o A mélyhiitott sperma tesztelése keltetdhazi szaporitas soran.

o A mélyhitott spermabdl szarmazd larvak fejlédéstani

vizsgalata annak érdekében, hogy bizonyitsam, a sperma

fagyasztasa nincs negativ hatassal a larvak novekedésére,

morfologiai elvaltozasaira és talélo képességére a vizsgalt
larvafejlodési szakaszban.



2. ANYAG ES MODSZER

A doktori munkadmhoz sziikséges anyaallomany a Szegedfish Kft.
togazdasagabol szarmazott. A spermavizsgalatokat Godollon, a Magyar
Agrar- és Elettudoméanyi Egyetem (illetve jogelddjében: Szent Istvan
Egyetem), Akvakultira és Kornyezetbiztonsagi Intézet, Halgazdalkodasi
Tanszékén végeztem. A csukaszaporitashoz kapcsolodo kisérleteket a
Szegedfish Kft. keltet6hazaban, Szeged kiilteriiletén valdsitottam meg.

2.1. A halak hormonélis kezelése és az ivartermék gyiijtésének
modszere

Az anyadllomany egyedeit 3,5 mg/ttkg hipofizissel kezeltem
hormonélisan. Tejeseknél 48, ikrdsoknal 96 ordval az ivartermék kinyerése
elétt adtam be a 3,5 mg/ttkg ponty (Cyprinus carpio) hipofizist tartalmazo
injekciot. Az ikrasoknal nyujtott hatéanyag leadast vivéanyagot (971P
karbopol polimertipus) is tartalmazott a befecskendezett oldat (SZABO
2001, 2008, 2011). A tejesek esetében a spermat, kisérleti beallitastol
fliggden fejéssel vagy a here operalasaval és annak préselése utjan nyertem
ki. A kisérleti halak hormonalis kezelését és az ivartermék kinyerését
megeldzden minden esetben elboditottam a halakat a megfeleld mértékben
(BOBE & LABBE 2008; BOKOR et al. 2010).

2.2. A spermasiiriiség meghatdrozdsa

A spermasiirliség meghatarozasanal a kihigitott spermamintakat
Birker-kamras sejtszamlalon fotéztam le, utana ImageJ szoftveren
szamoltam meg a sejteket, amely adatokb6l megallapitottam a
milliliterenkénti atlagos sejtszamot (BOKOR 2010).

2.3. A sperma motilitas vizsgalata

A friss, illetve a mélyhiitést kovetden felolvasztott spermamintdk
motilitasi vizsgalatait egy szamitdgép Aaltal vezérelt spermavizsgalo
rendszerrel rogzitettem (CASA, Computer,-Assisted Sperm analysis)
(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 aktivalasahoz LAHNSTEINER et
al. (1998) altal kifejlesztett csuka aktivalo oldatot (100 mM NaCl, 10 mM
Tris, pH: 8) alkalmaztam. A spermiumok letapadasanak elkerllése
érdekeében az oldathoz 0,5% szarvasmarha szérum albumint (BSA) adtam.
A CASA rendszerrel a sperma mozgasara utald paraméterek kozil az
alabbiakat vizsgaltam két ismétlésben: progressziv motilitds (pMOT —
Progressive motility, %), a himivarsejt sebessége a ténylegesen megtett
teljes mozgasi utvonalara szamolva (VCL — Curvilinear velocity, um/s) és
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a himivarsejt atlagolt mozgasi Utvonalanak az egyenest6l szamitott eltérése
(STR - Straightness, %) (RURANGWA et al. 2004; WILSON-LEEDY &
INGERMANN 2007).

2.4. A sperma mélyhiitése
A spermamélyhiitési és a felolvasztasi kisérletek daltalanos folyamatai

A vizsgalatok kovethetdsége érdekében els6ként a mélyhiités
altaldnos menetét ismertetem. A Kisérleteket egy specifikusan a
csukasperma fagyasztasara, a doktori munkam soran megalkotott higitéval
vegeztem, melynek komponenseit a csuka kozeli rokona, a muskellunge
sperma szeminalis plazmajanak Osszetétele alapjan (LIN et al. 1996a)
allitottam 6ssze: 150 mM glikoz, 75 mM NaCl, 30 mM KCI, 1 mM
Na2HPO4*12H.0, 1 mM MgCl>*6H.0, 1 mM CaCl2*2H20, 20 mM Tris,
és 0,5% BSA, pH 8+0,02. Intracellularis véd6anyagként 10% végsé oldat
koncentracioja  metanolt alkalmaztam  (LAHNSTEINER  2000;
HORVATH et al. 2015). Kisérleti beallitastol fiiggden harom higitési
aranyt (sperma:higitd) alkalmaztam: 1:1, 1:9, valamint 1:19-et (HOAR et
al. 1983; BOKOR et al. 2010)

A mélyhiitést szintén kisérleti bedllitastol fliggden polisztirol
dobozban és/vagy programozhatd fagyasztd berendezésben hajtottam
végre (controlled-rate freezer, CRF, IceCube 14s, IceCube Series v. 2.24,
Sy-Lab, Neupurkersdorf, Ausztria) meghatarozott programok szerint (1.
tablazat). A folyékony nitrogénben tarolt spermamintak felolvasztasa
minden esetben 40°C-os vizhOmérsékleti vizfiirdében tértént (Thermo
Haake P5, Thermo Electron Corporation, Waltham, Massachusetts,
Egyesiilt Allamok).

1. tablazat: A Kkisérletekben alkalmazott mélyhiitési modszerek és
programok, valamint felolvasztasi id6k.
Mélyhiitési programok taroloegységek szerint
0,5 ml-es miiszalma
e polisztirol dobozba téltétt folyékony nitrogén felett 3 cm-el, 3 perc
(HORVATH et al. 2003),
e CRF, 7,5°C 2 -160°C, hiitési sebesség: 56°C/perc (BERNATH et al. 2015).
5 ml-es miiszalma
e polisztirol dobozban a folyékony nitrogén felett 3 cm-el, 7 perc (BOKOR et
al. 2010),
e CRF, 4°C = -160°C, hiitési sebesség: 15°C/perc (BOKOR et al. 2019).
10 ml-es kriocsd
e CRF, 4°C = -160°C, hiitési sebesség: 15°C/perc (BOKOR et al. 2019).
A felolvasztasi idétartamok taroléegységtol fiiggéen
e 0,5 ml-es miiszalma: 13 mp (HORVATH et al. 2012),
e 5 ml-es miiszalma: 35 mp (VARKONYT et al. 2019),
e 10 ml-es kriocsé: kisérletesen lett meghatarozva.
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2.4.1. A hormonalis kezelés, kiilonb6z6 spermamintavételi modszerek
és higitok dsszehasonlitasa
A hormonadlis kezelés spermamindségre gyakorolt hatasanak vizsgalata
A mélyhiitéshez kapcsolodod kisérleti tervem elsd részében
vizsgaltam a hormonalis indukcid hatasat a sperma motilitasara nézve. A
kontroll csoportban halfiziologias séoldatot (0,65%-0s NaCl-os oldat)
fecskendeztem az egyedek hasuregébe 1 ml/testtémeg kg mennyiségben.
A kezelt csoportban 3,5 mg/testtomeg kg mennyiségli ponty hipofizist
adtam hozza a soéoldathoz. A sperma kinyerését a hagyomanyos fejési
maodszerrel végeztem (N=5-5).

Gliikoz és trehaloz alapu higitok dsszehasonlitisa a mélyhiités sordn

Az eldzd vizsgélat eredményei alapjan a tovabbiakban a 3,5 mg/ttkg
ponty hipofizis hormonddzist alkalmaztam. A spermat a here operalasaval
és préselésével nyertem ki. A Kisérleti beallitas szerint az altalam fejlesztett
csuka higitohoz 150 mM gliikdzt vagy 150 mM trehal6zt adtam hozza,
extracellularis véddanyagként (ALAVI et al. 2009; LIN et al. 1996a). A
mélyhtitést 0,5 ml-es miiszalmaban, polisztirol dobozban végeztem 1:3, 1:9
és 1:19 higitasi aranyok alkalmazasaval (N=5).

Két sperma Kkinyerési modszer 0sszehasonlitdsanak vizsgalata a
mélyhiités soran 0,5 ml-es miiszalma alkalmazasdval

A sperma kinyeréesét fejéssel és a here kioperalasaval végeztem
(N=5-5). Korabbi vizsgalatok eredményeit alapul véve alkalmaztam tovabb
a hormonalis indukciot, a mélyhtitéshez pedig a 150 mM gliikéz tartalmt
csuka higitdt és az 1:9 higitasi aranyt. A 0,5 ml-es miiszalmat polisztirol
dobozban mélyhitottem.

2.4.2. Nagy mennyiségii csukasperma mélyhiités maodszertani
fejlesztésének és optimalizaldsanak vizsgalatai

A kovetkezOkben a korabbi kisérletek eredményeinek értékelése
alapjan  egységesen alkalmaztam a hormondlis kezelést, a
spermakinyeréshez a here operalasat és a mélyhiitéshez a gliikkozalapu
csukahigitot. A vizsgélatoknal 1:9 sperma:higito aranyt hasznaltam, kiveve
ott, ahol az egyes higitasi aranyokat vetettem 0ssze.

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

A mélyhiités intenzifikalasanak és optimalizalasdnak kisérleteit a
polisztirol doboz és a programozhatdé fagyasztdé berendezes eszkdzok
0sszehasonlitidsaval kezdtem meg, amelyekben a 0,5 ml-es miiszalmakba
toltott spermamintakat fagyasztottam le (N=7).
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Kiilonbozo higitdasi aranyok osszehasonlitasa programozhato fagyaszto
berendezésben 10 ml-es kriocsé haszndlatival

A 7 db tejestdl kinyert spermat 10 ml-es kriocsébe toltve
mélyhiitottem CRF-ben. Vizsgélatomban az 1:3, 1:9 és 1:19 higitasi
aranyokat hasonlitottam 6ssze.

Harom kiilonbozo felolvasztasi idotartam tesztelése 10 ml-es kriocso
eseten

A 10 ml-es kriocsé mélyhtitési modszerének tesztelése utin a
felolvasztas id6tartamanak optimalizalasat tiiztem ki célul. Kisérletemben
harom kiilonb6z6 felolvasztasi intervallumot hasonlitottam 0ssze: 3 perc,
3,5 perc és 4 perc (N=9).

Az 5 ml-es miiszalma és 10 ml-es kriocsé dsszehasonlitiasa kiilonbozd
fagyasztasi mddszerek alkalmazéasaval

Keltet6hazi koriilmények kozott hasonlitottam 6ssze az 5 ml-es
miiszalmat, polisztirol dobozban és CRF-ben, valamint a 10 ml-es
kriocsovet a mélyhiités eredményessége szempontjabdl (N=5).

2.4.3. Nagy mennyiségben mélyhiitott spermaval végzett keltet6hazi
csukaszaporitas, valamint roévidtava larvanevelés vizsgéalatai

Uzemi koriillmények kozott, a Szegedfish Kft. keltetShaziban
végeztem el a csukaszaporitast és a larvanevelést. A munka soran a
vallalkozés altal kidolgozott és alkalmazott protokollt kovettem (a
keltet6haz vezetd utasitisai szerint).

Az ivartermékek elokészitése a szaporitashoz

Eldszor a spermat nyertem ki a here kioperalasanak modszerével.
Csoportonként 5 tejes mintajaval dolgoztam (friss és 3 mélyhtitott csoport).
A spermat elokészités utan fagyasztottam le harom kiilonbozo
spermamélyhiitési eljarassal: 5 ml-es miiszalma polisztirol dobozban és
CRF-ben, valamint 10 ml-es kriocs6 CRF-ben. Higitasnak az 1:9 aranyt
valasztottam. A sperma mélyhiitése utan fejtem le az ikrasokat, majd
olvasztottam fel a spermamintékat.

Termékenyités

Az optimalis sperma:ikra ardny Kivalasztasahoz  korabbi
vizsgéalatokban eldzetesen megallapitottam az  4atlagos sperma
sejtstiriiséget: 2,99%10%° spermium/ml (N=54), melyek segitségével és
irodalmi munkékra alapozva hataroztam meg a termekenyiteési egyseéget:
2112 pl sperma:250 g ikra (LAHNSTEINER 2000). A friss és a harom
mélyhiitott csoportban 5-5 ismétlést alkalmaztam. Az 5 ml-es miiszalma 4

8



ml, a 10 ml-es kriocsé 8 ml sejtszuszpenziot tartalmazott. A Szaraz
termékenyités soran rendszerviz hozzaadasaval 20 masodperc aktivacios
id6tartamot alkalmaztam, majd duzzasztottam az ikrat 10 percig
(WOYNAROVICH & WOYNAROVICH 1980), majd kezelésenként 9
literes Zuger-tvegekbe helyeztem az ikratételeket.

Az ikra inkubacidja

Az 5 napig tartd ikra inkub&ciod soran a vizhémérséklet 15,5+0,85°C,
az oldott oxigén szint pedig 8,85+0,2 mg/l volt. A penészesedes
megel6zése érdekében naponta egyszer DETOX (4,5% perecetsav €s 20%
hidrogén-peroxid oldat) kezelést végeztem (NEMETH et al. 2012). A
penészes, illetve elpusztult ikraszemeket nem tavolitottam el az inkubéacio
alatt annak érdekében, hogy a kelési aranyt meg tudjam hatarozni.

A kelési arany meghatarozésa és az ikra keltetése

A kelési aranyt kdzvetlendl a kelés pillanatdban hataroztam meg. A
20 db Zuger-iivegbd6l legalabb 100-100 db ikraszemet tartalmazo mintakat
vettem. A mintdkrol fénykepet készitettem és ImageJ szoftverrel
szamoltam meg az életképes- és élettelen ikraszemeket. A keltetést az
altalanosan alkalmazott mddszerrel végeztem, a halgazdasag gyakorlata
szerint (SZABO 2000).

Larvanevelési vizsgalat
Kelést kovetden a kialakitott négy csoport egyedeit két ismétlésben

1100 db larva/ketrec mennyiségben helyeztem ki az atfolyovizes
rendszerbe. A vizsgalat soran a vizhdmérseklet 15,22+1,3°C, az oldott
oxigén szint 9,67+0,46 mg/l volt. A nevelési idoszak 10 napig tartott, ahol
harom kiilonb6z6é larvafejlodési stadiumban vizsgaltam az egyedek
ndvekedési paramétereit és a morfoldgiai elvaltozasait:

o kdzvetlen kelés utén,

o a nem-taplalkozo larvaszakasz végén (kelést kovetd 5. nap végén),

. 5 napos taplalkozo larvaszakaszban (a kisérlet 10. napjan).

A taplalkozds megkezdését kovetden a halakat 15 percenként
takarmanyoztam (Skretting NUTRA Pro ivadékneveld tappal) ad libitum,
folytatolagosan 24 ora idétartamban. Napi két alkalommal tisztitottam a
ketreceket és jegyeztem fel az elhullast.

A harom mintavételi napon az ivadékot Godolldre szallitottam a
Halgazdalkodasi Tanszékre, majd meghataroztam a nyolc larvanevelési
egységbdl ketrecenként 50-50 egyed nedves testtdmegét és teljes
testhosszat, valamint 50-50 egyed morfol6giai elvaltozasait. A teljes
testhosszt mm-ben megadva vonalzoval, a nedves testtomeget analitikai
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mérlegen mérve (AB204-S, Mettler-Toledo Kft., Budapest, Magyarorszag)
0,1 mg pontossaggal jegyeztem fel. A larvak fejlddési rendellenességeinek
vizsgalatdhoz az egyedeket sztereomikroszkop alatt fényképeztem le
(Leica M205 FA sztereomikroszkop Biomarker Kft.,, Go6dolls,
Magyarorszag; Leica DFC 425C kamera, Bright Field 15*-30* Biomarker
Kft., Godolld, Magyarorszag). A torzult larvak feljegyzését az alabbi fobb
kategoridk alapjan végeztem: test gorbulése, szem deformitas (alak,
lencse), kraniofacidlis deformitds, édéema (szik és sziv), eltérés a szik
alakjaban, szomita eltérés (alak, szam), hematoma és faroktorzulas (hiany,
rovidulés) (MAZURIAS et al. 2009; PANZICA-KELLY et al. 2012). A 10
napos kisérlet végén megallapitottam a megmaradast, amely értékelésébol
Kizartam a mintavételezések soran kivett egyedeket.

2.5. Az adatok elemzése és értékelése

Az adatok rogziteséhez és kiértekeléséhez 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 programokkal
elemeztem. A friss és mélyhiitést kovetéen felolvasztott spermiumok
progressziv motilitasara utalo paramétereket (pMOT, VCL, STR) egy- €s
kétszempontos ANOVA, valamint Tukey, Dunnett T3, Bonferroni post-
hoc teszttel, valamint fliggetlen kétmintas T-probaval hasonlitottam 6ssze.
Minden statisztikai elemzés esetében p<0,05 szignifikancia szintet
alkalmaztam. A larvanevelési vizsgalatok soran a nedves testtomeg és a
teljes  testhossz  elemzése és  Gsszehasonlitdsa  kétszempontos
varianciaanalizissel (two-way ANOVA) és paronkénti 6sszehasonlitas
Bonferroni ,,post hoc” teszttel tortént. A megmaradas kiértékelését a
csoportok esélyhanyadosanak (,,0dds ratio”) dsszehasonlitasdval hajtottam
végre. A larvatorzulasi adatokat Kruskal-Wallis nem paraméteres proba
(paronkénti  Osszehasonlitas Dunn ,post hoc” teszt), valamint
egyszempontos  varianciaanalizis (one-way ANOVA, paronkénti
Osszehasonlitds Tukey ,,poct hoc” teszt) modszerével értékeltem Ki
(REICZIGEL et al. 2007).
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3. EREDMENYEK

3.1. A hormonadlis kezelés, kiilonbozo spermamintavételi modszerek
és higitok 6sszehasonlitasanak eredményei

A hormonalis kezelés spermamindségre gyakorolt hatasanak eredményei

Szignifikdnsan magasabb pMOT (43+20%) és VCL (98+16 um/s)
értéket rogzitettem a hormonalisan kezelt csoportban, a kontrollhoz
viszonyitva (pMOT: 18+15%; VVCL: 69+14 um/s). Az STR esetében nem
talaltam szignifikans kulonbséget a kontroll (83+3%) és a hormonalisan
kezelt (79+£2%) csoport kozott.

Glukéz és trehaldz alapu higitdk 6sszehasonlitasdnak eredményei a
mélyhiités sordn

Statisztikailag igazolhatéan magasabb pMOT értéket rogzitettem a
glukdz alapu higitdé alkalmazasaval minden higitasi arany tekintetében
(1:3: 18+16%, 1:9: 20+£13%, 1:19: 16+12%) Osszehasonlitva a trehaldz
alapu higitéval (1:3: 0,3+1%, 1:9: 1+1%, 1:19: 4+2%). A glikoz egyes
higitasi aranyai kozott nem tapasztaltam szamottevd kiilonbséget, igy
irodalmi adatokra hivatkozva az 1:9 higitasi aranyt (HOAR et al. 1983;
BOKOR et al. 2010) alkalmaztam tovabb a vizsgélatokban. Az STR
paraméternél az 1:3 higitasi arany szignifikdnsan magasabb értéket
mutatott a glikoz (86+4%) esetén a trehal6z (38+48%) tartalmu higitoval
szemben.

Két sperma kinyerési moddszer 6sszehasonlitasdnak eredmeényei a
mélyhiités soran 0,5 ml-es miiszalma alkalmazasaval

A fejés és a here kioperalasaval végzett spermakinyerési mddszer
csoportjainak pMOT értékei kdzott nem talaltam statisztikailag igazolhat6
eltérést mélyhiités el6tt és utan sem. A here operalas, mint spermakinyerési
modszerrel gylijtott spermamintak felolvasztasa utan (29+17%) azonban
szignifikadnsan alacsonyabb eredményt mértem a friss sperma progressziv
motilitdsdhoz képest (85+10%). A fejt sperma esetén nem kilonilt el
igazolhatdan a friss (65+12%) és mélyhiitott csoport (37+27%) progressziv
motilitdsa. A mélyhiités hatasara nem talaltam szignifikans eltérést a VCL
és STR eértékekben (kontroll, fejés: 129+10 pum/s és 81+5%; kontroll,
kioperalt here: 128+23 um/s és 77+6%; mélyhiitott, fejés: 95+£23 um/s és
90+4%; mélyhiitott, kioperalt here: 8727 pm/s és 87+3%).
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3.2. Nagy mennyiségii csukasperma mélyhiités modszertani
fejlesztésének es optimalizalasanak eredményei

A polisztirol hiitodoboz és a programozhato fagyaszitéo berendezés
0sszehasonlitasdnak eredményei 0,5 ml-es miiszalma esetén

A polisztirol doboz és a CRF mélyhtitési modszer esetén is hasonloan
magas progressziv. motilitasi értéket rogzitettem (polisztirol doboz:
45+11%, CRF: 42+17%). Felolvasztast kovetéen a pMOT mindkét
csoportban szignifikansan csokkent a kontroll csoporthoz képest (69+4%).
Az STR statisztikailag igazolhatéan magasabb volt a kontroll csoportban
(75£3%), mint a polisztirol doboz (85£3%) és CRF (86+3) esetén. A VCL
értekek nem mutattak szignifikans eltérést a kiilonb6zd csoportok kdzott
(kontroll: 137+7 um/s; polisztirol doboz 0,5 ml-es miiszalma: 136+13
pm/s; CRF 0,5 ml-es miiszalma: 122423 pm/s).

Kiilonbozé  higitasi  aranyok  oOsszehasonlitasanak  eredményei
programozhaté fagyaszto berendezésben 10 ml-es kriocsé haszndlatdaval

A felolvasztast kovetéen nem taldltam statisztikailag igazolhat6
eltérést a hadrom kiilonbozd higitasi arany motilitdsi paraméterei kozott
(pMOT: 1:3 - 20£10%, 1:9 - 30£9%, 1:19 - 31+7%; VCL: 1:3 - 87+24
pum/s, 1:9 - 99+14 um/s, 1:19 - 957 um/s). A friss csoporthoz (pMOT:
72+7%, VCL: 14016 pum/s) képest azonban szignifikdnsan csokkent a
mélyhiitott csoportok pMOT és VCL erteke. A kovetkezd vizsgalatokban
a 10 ml-es kriocsé esetében az 1:9 higitasi aranyat alkalmaztam tovabb.

Hadrom kiilonbozo felolvasztdsi idotartam tesztelésének eredményei 10
ml-es kriocsd esetén

A pMOT és VCL értékeknél nem talaltam szignifikans eltérést a
mélyhiitott 10 ml-es kriocsé harom kiilonbozd felolvasztasi ideje kozott
(pMOT 3 perc: 30£6%, 3,5 perc: 29+6%, 4 perc: 28+8%; VCL: 3 perc:
9349 um/s, 3,5 perc: 93+10 pm/s, 4 perc 95+9 um/s). A kontroll csoporthoz
képest (pMOT: 62+11% és VCL 148+11 um/s) szignifikansan alacsonyabb
volt mindharom kezelt csoport pMOT és VCL értéke. Az STR értékek nem
mutattak szignifikans eltérést a mintdk felolvasztasat kovetden (1:3:
85+3%; 1:9: 87+£3%; 1:19: 87+2%). A tovabbi vizsgalatokban a 10 ml-es
kriocs6ben tarolt mintakat 3 perc idétartamban olvasztottam fel.

Az 5 ml-es miiszalma és 10 ml-es kriocsé dsszehasonlitisanak
eredményei kiilonbizd fagyasztasi modszerek alkalmazasaval

A fagyasztott mintdk felolvasztdsa utan a pMOT és a VCL
tekintetében nem tapasztaltam szignifikans eltérést a polisztirol doboz 5
ml-es miiszalma (50+£9% és 79+8 pm/s), a CRF 5 ml-es miiszalma
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(57£10% es 8614 um/s) és a CRF 10 ml-es kriocsé (41+10% és 74+11
pm/s) csoportok motilitasi értékei kozott. A fagyasztas utdn felolvasztott
mintakkal 6sszevetve a kontroll sperma esetén statisztikailag igazolhatéan
magasabb pMOT (74+7%) és VCL (136x7 um/s) értékeket rogzitettem. Az
STR eseteben nem rogzitettem statisztikailag igazolhaté eltérést a kontroll
(87£2%), polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma (90+1%); CRF 5 ml-es
miiszalma (89+2%) és CRF 10 ml-es kriocsé (89+2%) csoportok kozott.

3.3. Nagy mennyiségben mélyhiitott spermdval végzett keltetéhazi
csukaszaporitas, valamint rovidtava larvanevelés vizsgalatainak
eredményei

A Kisérlet kezdetén mért sperma szignifikansan magasabb pMOT
értéket mutatott (74+7%), mint 5 oraval kés6bb, azaz a kisérlet végén
(31£13%) és mint a harom mélyhiitétt csoport (polisztirol doboz 5 ml-es
muszalma: 32+3%, CRF 5 ml-es mtiszalma: 53+6%, CRF 10 ml-es kriocs6:
15+4%). A kisérlet végén mért sperma és a polisztirol doboz 5 ml-es
miszalma csoport szignifikdnsan magasabb progressziv motilitast
mutatott, mint a 10 ml-es kriocs6é csoportja. A CRF 5 ml-es miiszalma
csoport esetén statisztikailag igazolhatban magasabb eredményt
rogzitettem 6sszehasonlitva a kisérlet végéen mért sperma, polisztirol doboz
5 ml-es miszalma és CRF 10 ml-es kriocs6 csoportokkal.

Szignifikansan magasabb VCL eredményt rogzitettem a friss sperma
esetén (13511 pum/s), mint a polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma (84+6
pum/s), CRF 5 ml-es miiszalma (103£5 pm/s) és CRF 10 ml-es kriocs6
(58+8 pm/s) értékeinél. A CRF 5 ml-es miszalma szignifikansan
magasabb értéket mutatott, mint a polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma és
CRF 10 ml-es kriocsé csoportja. A CRF 10 ml-es kriocsé csoportja esetén
statisztikailag igazolhatdan alacsonyabb értéket irtam le, mint az eltérd friss
és mélyhtitott csoportokban. A Kisérlet végén mért spermaminta VCL
értéke (84+25 um/s) nem kilonilt el szignifikansan a friss, polisztirol
doboz 5 ml-es miiszalma és CRF 5 ml-es miiszalma csoportoktol.

A polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma (82+1%) és CRF 10 ml-es
kriocs6 (84+3%) csoportokban statisztikailag igazolhatéan magasabb STR
értékeket rogzitettem, mint a kisérlet kezdetén mért kontroll spermaminta
(76x4%), 5 ora malva mert kontroll minta (69+3%) és CRF 5 ml-es
miszalma (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.

A kelési ardny meghatarozasakor nem rogzitettem statisztikailag
igazolhaté eltérést a friss csoport értékeiben (7+4%), a mélyhitott
polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma (16+8%), a CRF 5 ml-es miiszalma
(21£16%) és a CRF 10 ml-es kriocsé (11£2%) csoportokhoz képest.
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A testtdbmeg adatok alapjan, kdzvetlen kelés utan statisztikailag
igazolhatéan magasabb értéket tapasztaltam a polisztirol doboz 5 ml-es
miiszalma (8,45+0,89 mg) és a CRF 10 ml-es kriocsé (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 mq) esetén. A nem-taplalkoz larvastadium végén nem talaltam
szignifikans eltérést a négy kiilonbozo csoport testtomeg adatai kdzott. Az
5 napos taplalkozo 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 kriocs6: 17,28+1,95 mg) a kontroll csoporttal (16,48+2,04 mg)
0sszevetve.

A testhossz adatok értékelésénél kozvetlen kelés utdn a mélyhtitott
csoportokban szignifikdnsan magasabb értéket rogzitettem (polisztirol
doboz 5 ml-es muszalma: 8,37+0,68 mm, CRF 5ml-es muszalma:
8,49+£0,67 mm és CRF 10 ml-es kriocsd: 8,54+0,66 mm), mint a kontroll
csoportban (8,22+0,86 mm). A CRF 5 ml-es miiszalma és 10 ml-es kriocs6
csoportjai tovabba szignifikansan magasabbak voltak, mint a polisztirol
doboz 5 ml-es miiszalma csoportja. A nem-taplalkozé larvaszakasz végén
nem talaltam statisztikailag igazolhato eltérést a kontroll (12,89+0,65 mm)
¢és a mélyhiitott csoportok kozott (polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma:
12,91+0,70 mm, CRF 5 ml-es miszalma: 12,98+0,64 mm és CRF 10 ml-
es kriocs6: 12,77+£0,67 mm). Az 5 napos téplalkozo larvaszakaszban
szignifikansan magasabb testhosszt rogzitettem a mélyhtitott 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 kriocs6: 14,86+0,94 mm),
mint a kontroll esetén (12,89+0,65 mm).

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 kriocsO: 74%) larva megmaradas értékei
kozott.

A kezelési csoportokat értékelve a friss és mélyhiitott spermabol
szarmazd larvak torzulasi aranyai kdzott nem talaltam szignifikans eltérést
(friss: 11,71%, polisztirol doboz 5 ml-es miiszalma: 8,97%, CRF 5 ml-es
miszalma: 7,66%, CRF 10 ml-es kriocs6 9,96%). A larvamorfoldgiali
vizsgalatok kiértekelése soran szignifikansan tobb torzult larvat jegyeztem
fel kozvetleniil a kelést koveten (17,2%), a nem-taplalkozo larva (4,75%)
és az 5 napos taplalkozoé larva stadiumhoz (6,28%) kepest, ahol gyakran
megfigyelhet6 volt tobb szervi elvaltozas is egy egyeden. Kdzvetlen kelés
utan nem talaltam statisztikailag igazolhato kilonbséget a larvadeformitasi
aranyok kozott. A nem-taplalkozé larvaszakasz végén mindegyik
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csoportban alacsony szamban tapasztaltam larvatorzulast, valoszintileg az
id6 mulasaval kiszelektalodtak a torzult egyedek.

Az 5 napos taplalkozd larva morfologiai vizsgalata soran a nem-
taplalkozd larvaszakaszhoz hasonldan alacsony szdmban tapasztaltam
deformalt egyedeket, valamint megjelent egy Uj tipusu, akar fizikai sertlés
hatéaséra is kialakulo fejlddési rendellenesség, a hematoma, amely minden
csoportban megfigyelhetd volt.
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4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

4.1. Kovetkeztetesek

41.1. A Kkiilonbozé spermamintavételi modszerek és higitok
tesztelésére iranyuld vizsgalatok eredményeibol levonhato
kovetkeztetések

A hormonalis indukcié segitsegével szignifikansan magasabb
motilitdsi eredmények érhet6k el, amit megerdsitenck a korédbbi
tanulmanyok leirasai (HULAK et al. 2008a; CEJKO et al. 2018) is.
Mélyhités el6tt nem taldltam szignifikans eltérést a progressziv
motilitasban a fejés és a kioperalt here modszere kodzott, azonban
felolvasztast kovet6en szignifikansan csokkent a kioperalt here csoport
pMOT értéke. A két spermakinyerési modszer kozil mégis indokolt lehet
a here Kkioperdlasa, mivel igy a fejéshez képest akér tizszeres
nagysagrenddel tobb sperma nyerhetd ki. A keltetéhazakban bevett
gyakorlat a tejes egyedek feldldozasa. Egyelore nem all rendelkezésre
olyan, a halak szamara kiméletes modszer, amely megoldast nyujt a fejési
nehézségek hatékony kikiszobolésére (DE MONTALEMBERT et al.
1978; BILLARD & MARCEL 1980; LAHNSTEINER et al. 1998;
ROSSEN & ABADJIEVA 2015; KRISTIANSEN et al. 2020).

A keltetéhazi koriilmények igényeihez alkalmazkodo és optimalizalt
csukasperma mélyhiitési technoldgiat egy U0j, fajspecifikus higitd
kifejlesztéseével alapoztam meg, amely Uzemi szinten is bizonyitotta
hatékonysagéat. A munkéam soran kidolgozott 386 mOsmol/kg ozmolalitasu
higit6 (150 mM glikéz, 75 mM NaCl, 30 mM KCI, 1 mM
Na;HPO4*12H,0, 1 mM MgCIl>*6H>0, 1 mM CaCl>*2H.0, 20 mM Tris,
és 0,5% BSA, pH 8%0,02) a csuka szemindlis folyadékahoz hasonlo
kornyezetet teremtett, és megakadalyozta a spermiumok aktivalodasat
(LIN et al. 1996a). Vizsgalataimban szignifikansan magasabb progressziv
motilitasi értéket Aallapitottam meg a glikéz hozzaadasaval készitett
higitdbval mindharom higitasi ardny mellett, 6sszevetve a trehaldzt
tartalmazoval. Korabbi vizsgalatokat értékelve (BABIAK et al. 1997;
ALAVI et al. 2009; DIETRICH et al. 2016; CEJKO et al. 2020b) a higitok
cukortartalma jelentds tényez0 a csukasperma mélyhlitésében. A
spermamélyhiités soran munkdmban a glilkoz jobb extracelluléris
védbdanyagnak bizonyult.
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4.1.2. A nagy mennyiségii csukasperma mélyhiités médszertani
fejlesztésének és optimalizalasanak eredményeibél levonhato
kovetkeztetések

Sikeresen mélyhiitttem csukaspermat 0,5 ml-es miiszalméban
polisztirol dobozban és CRF-ben egyarant. Az 6sszehasonlitd vizsgalat
soran a spermamintak felolvasztasa utan nem talaltam szignifikans eltérést
a mért mozgasi paraméterek (pMOT, VCL STR) értékei kozott.
Programozhaté fagyasztd berendezésben tudomasom szerint még nem
mélyhiitottek csuka himivarterméket. Eredményeimbdl kovetkeztethetd,
hogy BERNATH et al. (2016a, 2016b) 4ltal stigérre (Perca fluviatilis) és
pontyra kifejlesztett CRF-ben végzett mélyhiitési protokollja sikeresen
alkalmazhatd csukasperma esetében is. A CRF pedig lehetdséget nyu;jt
sztenderd és optimalizalt kortlményeket biztositani és novelni a
mélyhtitési protokollok ismételhetdségét, szemben a polisztirol dobozzal,
amelynél az eredményeket befolyasolhatjak a kiilsé kornyezeti tényezok
(pl. doboz méret, kiils6 hdmérséklet, levegdmozgas)

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.
Az éltalam hasznalt 10 ml-es kriocs6 magasabb higitasi arany mellett (1:9)
is megfelelé mennyiségli spermat tartalmazott, azonban az Uzemi
felhasznélas szempontjabol megfontolandé az 1:3 sperma:higitd arény
jovobeli tesztelése €és adaptalasa a keltetéhazi gyakorlatba.

Az altalam valasztott harom felolvasztasi peridédus (3 perc, 3,5 perc
és 4 perc) nem befolyasolta a vizsgalt motilitdsi paramétereket. A
keltetdhazi halszaporitdsok termékenyitései soran kulcsfontossdghi az
ivartermékek felhasznalasanak gyorsasaga, mivel azok mindsége fejést
kovetden folyamatosan, nagy sebességgel csokken (LEGENDRE et al.
1996; KRISTAN et al. 2018). A fagyasztott sperma felolvasztasanal tehat
a lehetd legrovidebb iddtartamot kell kivalasztani. A 10 ml-es kriocs6ben
mélyhiitott csukasperma a tesztek alapjan jol tolerdlja a gyors hdmérséklet-
emelkedést, ami eldsegitheti izemi szintli alkalmazhatdsagat.

A tudomanyos irodalomban tudomasom  szerint eddig
LAHNSTEINER et al. (1998) mélyhiitottek a legnagyobb volumenben
csukaspermat (1,2 ml-es miiszalmaban). Kisérleteimet igy mas falfajokon
vegzett, vizsgalatommal kozel megegyez6 protokollal fagyasztott ponty
(VARKONYI et al 2019) és harcsa (Silurus glanis) (BOKOR et al. 2019)
eredmenyeivel vetettem 0ssze, és hasonldan magas motilitasi
eredményeket értem el. A korabbi kutatasok és a sajat munkam eredménye
igazolja, hogy a 10 ml-es kriocsé integralhatd gazdaségilag értékes
halfajok, igy a csuka Uzemi korlilmények kozott végzett
spermamélyhiitéséhez is. A 10 ml-es kriocsé programozhatd fagyaszto
berendezésben végzett mélyhiitése mellett azonban mindenképpen fel kell
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hivni a figyelmet az 5 ml-es miiszalma CRF-ben és polisztirol dobozban
vald mélyhiitésére. A kutatdsomban ugyanis nem talaltam szignifikans
eltérést a harom kiilonb6zé modszerbdl szarmazd sperma motilitasi és
kelési eredményei kdzott. A bemutatott eredményeimbdél kovetkezik, hogy
a vizsgalt harom mélyhiitési modszer hatékony lehet a csuka lizemi
szaporitasaban is. A csukaszaporitas egyik limitalo tényezéje a megfeleld
mennyiségli himivaru sziiléallat, valamint a kinyerhet6 sperma mennyisége
és minésége (SZABO 2016b). A mélyhiitott sperma tarolasa és keltethazi
felhasznalasa alternativ megoldéas lehet akkor, ha nem all rendelkezésre a
megfeleld szamu tejes az adott iddszakokban. A halsperma mélyhiités
folyamatosan ¢és dinamikusan fejlédik, ennek ellenére néhany kivételtol
eltekintve nem sikerlt atultetni a gyakorlatba (TIERSCH 2008;
URBANY12011). A leginkabb meghatarozo tényezé a mélyhiités koltsége.
Sziikségszerii kiemelni, hogy a programozhat6 fagyaszté berendezéshez
hasonl6 eredmények érhetéek el az 5 ml-es miiszalmaval polisztirolban
mélyhtitve, amely lényegesen koltséghatékonyabb is, ugyanis nem
szllkséges megvasarolni a rendkivil koltséges berendezést. Terepi
koriilmények kdzott hatékonyabban alkalmazhato (pl. egyszertibb szallitas,
nem igényel aramforrast). A polisztirol doboz hatranya azonban, hogy
kevéshé standardizalhato.

4.1.3. A nagy mennyiségben mélyhiitott spermaval végzett
keltetohazi csukaszaporitas, valamint rovidtava larvanevelési
vizsgalat eredményeibél levonhaté kivetkeztetések

Uzemi kériilmények kdzott teszteltem a csukasperma mélyhiitéséhez
adaptalt harom kiilonboz0 fagyasztasi technika alkalmazhatésagat. A
szakirodalom eddig csak laboratoriumi, alacsony ikra és/vagy Kkis
volumenti mélyhiitott csukasperma felhasznalasat és vizsgalatait mutatta be
(BABIAK et al. 1995, 1997, 1999; GLOGOWSKI et at. 1997,
LAHNSTEINER et al. 1998,; LAHNSTEINER & MANSOUR 2008;
DZYUBA etal. 2010; ZHANG et al. 2011; DIETRICH et al. 2016; CEJKO
etal. 2016, 2020b; KRISTAN et al. 2020). A mélyhiitott sperma gyakorlati
alkalmazasanak sikeressége a termékenyilési és kelési eredményekben
mutatkozik meg. Az egzakt kelési ardny megallapitasa érdekében nem
tavolitottam el a Zuger-iivegekbdl a penészes és elpusztult ikraszemeket,
valamint a keltetési vizhOmérséklet kiils6 tényezdk miatt szintén nem volt
idealis (BONDARENKO et al. 2015b; POSPISILOVA et al. 2019) amely
tényez6k hatasara SZABO (2016b) publikicidjahoz hasonloan
nagymértéki ikrapusztulast jegyeztem fel. A kelési eredmenyekben nem
tapasztaltam szignifikans kildnbség a kontroll és kezelt csoportok értékei
kozott. Az alacsony termékenyilési és kelési eredményekre
feltételezhetéen magyardzatot adhat tovabba: az ikra alacsonyabb
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mindsége, az ivartermékek kinyerése es felhasznalasa kozott eltelt ideje
(KRISTAN et al. 2020), vagy esetlegesen friss spermahoz képest a
mélyhtitétt spermébol nagyobb mennyiséget kell felhasznalni a
termékenyités sordn (HOAR et al. 1983).

Ismereteim szerint nem allnak rendelkezésre nagy mennyiségben
mélyhiitott csukaspermdbdl szdrmazd larvak fejléddéstani vizsgalati
eredményeit bemutatd publikaciok. . A larvanevelési kisérletem soran,
feltételezhetden a kelést kovetden a deformalt egyedek elpusztulhattak és
emiatt rogzitettem szignifikansan kevesebb fejlodési rendellenességet
mutatd egyedet a nem-taplalkoz6 larvaszakasz végén és az 5 napos
taplalkozo larvakorban. Az egyes mintavételek soran nem tapasztaltam
statisztikailag igazolhatd kilonbséget friss és mélyhitott csoportok
fejlodési rendellenességeinek ardnyai kozott. Eredményeim bizonyitjak, az
altalam alkalmazott mélyhiitési modszerek nincsenek negativ hatassal a
larvak morfoldgiai elvaltozasaira sem. A 10 napos nevelési kisérlet soran a
vizsgalt fejlédési periddusban (kdzvetlen kelés utan, nem-taplalkozé
larvaszakasz vége (kisérlet 5. napja), 5 napos taplalkoz6 larva) nem
tapasztaltam a spermamélyhiitésre visszavezethetd negativ hatdst sem a
larvdk novekedési értékeiben, sem a megmaradasban. A mélyhiitott
csoportok nemhogy elmaradnak, egyes esetekben felilmuljak a kontroll
csoport eredményeit is. Hasonld eredményrdl szamoltak be mélyhiitott
sperméaval termékenyitett larvak rovidtavu nevelése sordn BOKOR et al.
(2015) harcsaval és LIU et al. (2015) atlanti laposhallal (Hippoglossus
hippoglossus) végzett Kisérleteikben
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4.2. Javaslatok
Javaslat a csukaszaporitasra vonatkozoan:

A sperma kinyeréséhez javaslom a hormondlis indukciot és a here
kioperalasat.

Javaslatok a csukasperma mélyhiitésére vonatkozoan:

A spermamélyhiitéshez javaslom a munkdm sordn kidolgozott
glukoézalapd higitoé (150 mM glikdz, 75 mM NaCl, 30 mM KClI, 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 védGanyag
alkalmazasat.

Javaslom az 5 ml-es miiszalma mélyhtitését polisztirol dobozban és
programozhato fagyasztd berendezésben egyarant, valamint a 10 ml-
es kriocsé mélyhtitését programozhatd fagyasztdé berendezésben,
amennyiben ennek technikai feltételei rendelkezésre allnak (pl.
aramforras).

A magasabb spermium sejtstiriség ¢és mélyhiitési volumen
elérésének érdekében javaslom a 10 ml-es kriocsé 1:3
(sperma:higitd) higitadsi ardnyanak tesztelését programozhatd
fagyasztd berendezésben, csukaszaporitasi kisérlet soran.

Javaslom a 10 ml-es kriocs6 3 perces felolvasztasi id6tartamanak
alkalmazésat 40 °C-os vizhémérséklet mellett.

Javaslom egy olyan egységesitett technoldgia kidolgozasat (miiszaki
fejlesztést), amellyel egyszerre tobb nagyméretli miiszalma, vagy
kriocsd is felolvaszthato.

Javaslom a tenyésztési célra is elérhetd, nagy lrtartalma eszkozben
mélyhiitott csukasperma génbanki taroldsanak megalapozasat.
Javaslom a mélyhiitott spermabdl szarmazo csukalarvadk hosszabb
tavh fejlodéstani vizsgalatat (példaul: teljes ivadeknevelési- és éves
tavi nevelési periodus).
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Kidolgoztam egy specifikusan a csukasperma mélyhiitéséhez
alkalmas higito oldatot, melynek 6sszetétele a kovetkez6: 150 mM glikoz,
75 mM NacCl, 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).

2. Sikeresen alkalmaztam a csukasperma fagyasztasara az 5 ml-es
miiszalmdban torténd mélyhttés modszerét polisztirol dobozban és
programozhat6 fagyasztd berendezésben egyarant.

3. Sikeresen Kkifejlesztettem a 10 ml-es kriocsé hasznalatanak
a csukasperma fagyasztasat 1:9 higitési arany alkalmazésaval, valamint a
10 ml-es kriocsé felolvasztasat 3 perc id6tartamban, 40 °C
vizhOmérsékleten.

4. Sikeresen szaporitottam csukat keltet6hazi kortilmények kozott
nagy mennyiségben mélyhitott spermaval 5 ml-es miiszalma
alkalmazasaval polisztirol dobozban és programozhaté fagyaszto
berendezésben, valamint 10 ml-es kriocs6ével programozhatdé fagyaszto
berendezésben, ami lehetdséget ad az ilizemi méretli, keltet6hazi
alkalmazésra.

5. Csukanal elséként vizsgéaltam a friss és harom kiilonb6zé nagy
mennyiségli mélyhiitési modszerrel fagyasztott spermdbdl (5 ml-es
miiszalma  polisztirol dobozban ¢és  programozhatdé  fagyasztod
berendezésben, 10 ml-es kriocsé programozhat6 fagyasztd berendezésben)
szarmaz6 larvak novekedési paramétereit, fejlddési rendellenességeinek
eléfordulasat a megmaradast. Kisérleteim alapjan kijelenthetd, hogy az
altalam kidolgozott spermamélyhiitési modszer nincs negativ hatdssal a
larvak novekedésere, morfoldgiai rendellenességeinek el6fordulésaira,
valamint a megmaradasra a vizsgalt larvafejlodési szakaszokban, azaz a
kelést kovetd elsé 10 napban.
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