SZENT ISTVAN
EGYETEM

Szent Istvan Egyetem
Mezbgazdasag- és Kornyezettudomanyi Kar

Kornyezet- és Tdjgazdalkodasi Intézet
Halgazdalkodasi Tanszék

EUROPABAN OSHONOS PISZTRANGFELEK
SPERMAJANAK MELYHUTESE ES A MELYHUTOTT

SPERMA FELHASZNALASA FAJMEGORZESI
CELOKRA

Készitették: Bernath Gergely és Kaczko Déniel

Bels6 konzulensek: Horvath Akos és Kotrik Laszlé
Tanszékvezetd: Dr. Urbdnyi Béla

Godolls
2011






Tartalomjegyzék

1. Bevezetés
1.1 Célkitlizes . . . . . . o o e,

2. Irodalmi attekintés

2.1 Avizsgdlt halfajok bemutatasa . . . . . .. .. .. ... ...
2.1.1 A sebes pisztrang (Salmo trutta m. fario) . . . . . ... .. ... ...
2.1.2 A marvanypisztrang (Salmo marmoratus) . . . . . . . ... ... ...
2.1.3 A pénzes pér (Thymallus thymallus) . . . . . . . ... ... ... ...
2.2 Ahalsperma mélyhtitése . . . . ... ... ...
2.2.1 A mélyhiités fizikai-bioldgiai alapjai . . . . . . .. ... ... ... ..
2.2.2 A spermamélyhiités folyamata . . . . . . ... ... ...

2.2.3 Lazacfélék (Salmonidae) spermamélyhitésének
eredményei . . . . . .. ... e

3. Anyag és médszer
3.1 Avizsgalatok atfogécélja . . . . . . ...
3.2 Vizsgélatok sebes pisztrang fajban . . . . . . . ..o oL
3.2.1 Aspermaésikramintavétele . . . . . . .. ... ... ...
3.2.2 A sperma motilitdsvizsgdlata . . . . . . .. .. ..o
3.23 A mélyhltés folyamata . . . . . . ... ... oL
3.2.4 Felolvasztas és termékenyités . . . . . . . ... ... ... ......
3.2.5 Termékenyiilési eredmények elemzése . . . . . . . . . ... ... ...
3.3 Vizsgdlatok marvanypisztrang fajban . . . . . . .. ..o
3.3.1 Aspermaésikramintavétele . . . . . . .. ... ... ... ... ...
3.3.2 A sperma motilitasvizsgalata . . . . . . . ... ...
3.3.3 A mélyhttés folyamata . . . . . . .. ... ...
3.3.4 Felolvasztas és termékenyités . . . . . . . .. ... ... ...,
3.3.5 Termékenyiilési eredmények elemzése . . . . . . ... ... ... ...
3.4 Vizsgdlatok pénzes pérfajban . . . . . .. ... Lo
34.1 Aspermaésikramintavétele . . . . . .. ... ... .. L.
3.4.2 A mélyhités folyamata . . . . . ... ... ...
3.4.3 Felolvasztas és termékenyités a mélyhitott sperméaval . . . . . . . . ..
3.5 A termékenyiilési eredmények ért€kelése . . . . . . . ..o

4. Eredmények

A\

~N 99

13
13
14

16

19
19
19
19
19
20
21
21
21
21
21
22
22
23
23
23
23
24
24

25



4.1 A sebes pisztrang fajban kapott eredmények . . . . . . . ... ... L. 25
4.1.1 A sperma és ikra mintavétele, motilitdsvizsgalat . . . . . . .. ... .. 25

4.2 Az equilibrici6 és a mélyhtités utani termékenyiilés vizsgdlata . . . . . . . .. 26
4.3 A marvénpisztrang fajban kapott eredmények . . . . . .. ... oL 27
4.3.1 A sperma és ikra mintavétele, motilitdsvizsgélat . . . . . . . . . .. .. 27

4.3.2 Az egyedi hatds é€s a mélyhfités utani termékenyiilés vizsgdlata . . . . . 27

4.4 A pénzes pér fajban kapott eredmények . . . . .. ... ... L. 28
44.1 A kisérleti munka eredményei . . . ... ... ... ... ... ... . 28

442 A keltet6hdzi alkalmazds eredményei . . . . . ... ... ... .... 28

. Ertékelés és kovetkeztetések 31
. Osszefoglalas 35
. Koszonetnyilvanitas 37
. Irodalomjegyzék 39

. Nyilatkozat 43



1. fejezet

Bevezetés

Az éllatvilag evolucios torzsfajat tekintve elmondhatjuk, hogy a gerincesek altorzsén be-
liil a porcos és csontos halak osztdlyai a legnépesebb csoportok. Kozel 25 000 fajt foglalnak
magukba, dm ez a szam évrdl évre 100 Gjonnan felfedezett taxonnal boviil. A halak kozmopo-
lita é161ények, és szinte minden vizes él6helyen el6fordulnak. A magas fajszdm, és a széleskord
elterjedés ellenére a legkevésbé ismert osztalyok a gerinceseken beliil. A porcos, valamint cson-
tos halak kiilsé megjelenése, fejlédésmodja, valamint 6koszisztémaban betoltott szerepe nagy
valtozatossdgot mutat.

Napjainkban egyre nagyobb teret hodit vilagszerte kornyezetiink €s az é161ények megovasa.
Bér a folyamat nem ma kezd6dott, a halaknak még napjainkban is csak csekély figyelmet szen-
telnek a konzervacids munka sordn. A mérsékelt érdeklddés valoszintileg annak koészonhetd,
hogy ellentétben mds taxonokkal, ezeket az allatokat nehéz a természetes kornyezetiikben meg-
figyelni. A halak nagyszamu utédot hoznak létre, aminek kdszonhetden egy fajnak szdmos egy-
mastol elszigetelt, egyedi populédcidja élhet a kiillonboz6 vizrendszerekben. A nagy egyedszam
ellenére, mint a legtobb gerinces taxon, ez a csoport is érzékeny a kornyezetébdl érkezd ha-
tdsokra. A természeti katasztr6fdk, betegségek sokszor szdmos egyed elhulldsat okozzdk. Az
emberi hatds az egyik legjelentdsebb a zavar6 tényezok koziil. Az évezredek alatt - a varosok
megjelenésének és novekedésének koszonhetden - nétt a vizek szennyezettsége. Jelentds €16-
helypusztulédst okoztak az ipari 1étesitmények is. A mez6gazdasig fejlédésének kdszonhetGen
szamos vizzel boritott teriilet tlint el. Az emberi tevékenység vizsgalatakor nem szabad megfe-
ledkezniink a haldszatrdl, valamint horgdszatr6l sem. Az utobbi vilagméretti kedvteléssé és sza-
badidés elfoglaltsagga notte ki magat az évszazadok sordn. A horgdszok kiszolgéldsa érdekében
sziikségessé valt a természetes vizek ember altal irdnyitott kezelése és halakkal torténd betele-
pitése. Gyakori jelenséggé vilt tdjidegen, invaziv taxonok megjelenése egy adott természetes
€l6helyen, melyek 0sszeivnak az 6shonos fajokkal. A hibridizacié az adott vizrendszerben ende-
mikus halak tomeges eltlinéséhez vezethet. A folyamat megallitisahoz génbankok feldllitasira
van sziikség. Egy 6rokité anyagokbdl 4ll6 tartalék alapjdul szolgélhat a fontos konzervacidbio-
l6giai munkdkhoz, valamint a veszélyeztetett fajok megmentéséhez (Maitland, 1995).



1. Bevezetés

1.1. Célkitiizes

Kutatdsunk legfébb célja az volt, hogy 3 veszélyeztetett, Eur6pdban 6shonos taxon — a se-
bes pisztrang (Salmo trutta m. fario), a marvanypisztrang (Salmo marmoratus) és az adriai pér
(Thymallus thymallus) — spermamélyhitését tokéletesitsiik. A vizsgalat sordn arra kerestiik a va-
laszt, hogy az equilibrécids id6, a kiilonboz6 hlitémédiumok, és a hiitésnél hasznalt miiszalmak
mérete miként befolydsolja a mélyhiitési folyamatot. A legidedlisabb protokoll megtaldldasdval
hosszu ideig tartésithatd a sperma, amely a felolvasztds utdn eredményesen €és nagy aranyban
termékenyit. A sebes pisztrang hazdnkban minddsszesen csak néhdny szabadon €16 populéci-
6val rendelkezik. E halfajra vonatkoz6 vizsgdlatainkat a garadnai pisztrangtelep dllomédnyanak
egyedein végeztiilk. A marvany pisztrang és az adriai pér Szlovénidban endemikus taxonok. E
két csoportra vonatkozé kutatdsunkat az orszdgban taldlhaté Tolmin vdrosdban miikodd piszt-
rangtelepen, valamint a Soca €s a Tolminka foly6kon végeztiik. A marvanypisztrangon, és az ad-
riai péren végzett kisérleteink egy korméanykdozi kutatdbmunka szerves részét képezték. A Ljubja-
nai Egyetem, a Szlovénidban taldlhat6 Tolmini Horgdsz Egyesiilet, €s a Szent Istvan Egyetem
Mez6gazdasag- és Kornyezettudoméanyi Kardnak Halgazdalkodasi Tanszéke Osszefogva pro-
balja megmenteni a két veszélyeztetett csoportot. Elvégzett vizsgalataink konzervicid-bioldgiai
jelentdséggel birhatnak, hiszen a spermiumok mélyhtitésével, és tudatos tenyésztéssel sikeres
lehet mind a hdrom taxon természetes populdcidinak megmentése.



2. fejezet

Irodalmi attekintés

2.1. A vizsgalt halfajok bemutatasa

2.1.1. A sebes pisztrang (Salmo trutta m. fario)

A sebes pisztrang (Salmo trutta m. fario, 2.1. abra) teste rendkiviil aramvonalas, megnyuilt,
oldalrél enyhén lapitott (Pintér, 2002). Az alsé éllkapocs a tejeseknél {vési id6szakban kam-
poszertien meghajlik melynek a végén kis sejtburjanzast figyelhetiink meg. Az ikrdsok ezzel
ellentétben nem viselnek kamp6t, az als6 dllkapocs lekerekitett (Hoitsy, 2002).

—

2.1. dbra. Sebes pisztrang (Salmo trutta m. fario). Fénykép: Kaczko Daniel.

Feje aranylag nagy, a szdja csucsba nyild, az orra tompa, az als6 és felsé allkapcson erds
ragadozo6 fogak tilnek (Hoitsy, 2002). Fontos hatdroz6 bélyeg a pisztrangféléknél a vomer fo-
gazottsaga és alakja. A sebes pisztrangnal a vomer oldalrdl tekintve enyhén gorbiilt a lemezén
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2. Irodalmi attekintés

4(2-6), a nyelvén 9-18 fog taldlhaté melyek legtobbszor kettds sorban helyezkednek el (Hoitsy,
2002). A pikkelyek aprok, vékonyak, rendkiviil hajlékonyak, a hal bérében erdsen iilnek (Pintér,
2002).

A szaporodasi id6szakban a bér megduzzad és a kis pikkelytarté tokok majdnem korbefog-
jék a pikkelyt. Teljes az oldalvonala, 112-132 pikkellyel. Az oldalvonal alatt 19-22, mig folotte
19-26 pikkely taldlhato.

A halak kaméleonjanak is tekinthetjiik a sebes pisztrangot, nem véletlen, hogy Hermann
Ott6 ,,A magyar haldszat konyvében” egy egész oldalt szentel a pisztrang szinezetének: ,,Min-
den valamire val6 haldsz tudja, hogy két teljesen egyforma pisztrangot ugyanazon helyérdl so-
hasem dobott ki” (Hermann, 1887 cit. Hoitsy, 2002).

A szint ad6 pigmentsejtek (melanoférak, xantoférak) 6sszehizodéasra és megnagyobboddsra
képesek, igy képesek a halak novelni vagy csokkenteni a szinek tonusat. Ez a valtozas szemmel
is kovethetd. A vak pisztrangok feketére valtjak sziniiket, mert sotétet érzékelnek.

Az alapszinérdl a kovetkez6t mondhatjuk: a hat leggyakrabban zoldesbarna, a has sargés-
barna, az oldala arany csillogdsu. Az egész testét szabdlytalan vagy kerek pottyok boritjak, kivé-
telt képez ez aldl a farokiszd. A hati részen a pettyek feketék mig az oldalon vorosek. A piros és
fekete pettyeket fehér gytirt veszi koriil. A zsirdsz6jan egy vagy tobb piros pottyot figyelhetiink
meg. A Lillafiiredi Pisztrangtelepen taldlhat6 a sebes pisztrdngnak egy olyan torzse melynek
a testén csak nagy fekete pottyok vannak. El6fordulnak tenyészetekben, de néha a természet-
ben is teljesen eziist szinli példanyok: ezek mind medddk. Ezek az egyedek nem rendelkeznek
herével vagy petefészekkel. Az ivdsi idszakban a sziniik rendkiviil élénk, sokkal csillogébb.
A fiatal példanyokndl csak 3-10 honapos korban jelennek meg a fekete és piros foltok (Hoitsy,
2002). Vasarhelyi 1940-ben leirt a Biikk hegység Varvolgyi patakjabol egy Salmo trutta m.
ungeri szinvéltozatot, melynél a voros szeplok vannak tulsulyban (Pintér, 2002). A hastszok
és a melldszok hosszikdsak, az uszoi fejlettek. A farokiszé kimetszett, az id6s példanyokon
majdnem egyenes. A hat és a farokusz6 kozt figyelhetjiikk meg a zsiriszot.

A sebes pisztrang a vizfolyasok fels6 szakaszan €1, melynek egyben névadé faja is. A piszt-
rang szinttdjat kettéoszthatjuk alsé és fels6 szinttdjra. Ezek a vizek kevés szerves anyagot ter-
melnek és hordoznak magukban, az oxigéntartalmuk magas: 7-12 mg/l, hdmérsékletiik a nyéri
melegben sem emelkedik 15-18 °C folé.

A sebes pisztrang szamadra csak a buvohelyekben gazdag vizteriilet biztosit kielégitd él6he-
lyet mivel félénk és fényt keriil6 (negativ fototaxisu) faj. Eloszeretettel keresi fel az aldmosott
partoldalakat, beddlt fakat 6sszetorlédott uszadékokat. Az idésebb példanyok maganyosan, bu-
vohelyiikhoz ragaszkodva, mig a fiatal példdnyok néhany {6s csoportokban élnek.

Téplalkozésat sok tényezd befolydsolja. Ritkan tér 4t ragadozdsra, elsddleges taplalékat ki-
sebb rakok (Gammarus sp, Asellus sp), kérészek (Ephemeroptera), tegzeseket (Trichoptera), 4l-
kérészek (Plecoptera) adjdk. Id6sebb példanyok gyomraiban taldltak mar vizirigd fiokat (Cinc-
lus cinclus) és erdei békat (Rana dalmatina).

Viasarhelyi 1963-ban megjelent irdsa szerint szerint az {vas szeptembertdl februarig, Berin-
key 1966-0s cikke szerint novembertd] marciusig tart (cit. Hoitsy, 2002). Hoitsy megfigyelései
a biikki patakokban az oktdéber végi november eleji {vdst igazoljdk valamint néha megfigyelt
janudrban 1v6 példanyokat is (Hoitsy, 2002).

A sebes pisztrang a Salmo trutta faj édesvizi életmoddra attért formdja. Tovabbi két format
ismeriink: a tavi pisztrangot (Salmo trutta m. lacustris) és az anadrom tengeri pisztrangot (Salmo
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trutta m. trutta).

Elterjedt egész Eurépaban, Afrika északi részén, valamint Eszaknyugat-Azsidban. Betele-
pitéseknek koszonhetSen Uj-Zéland, India, Japan, Ausztrilia valamint Eszak- és Dél-Amerika
vizeiben is el6fordul.

Hazai elterjedése korlatozik a hideg tiszta viz{i patakokra, valamint egy-egy hegyvidéki téra.
A Biikk hegységben megtaldlhat6 a Garadna-, Szinva-, Ban-, Csermely-, Szilvasi-patakban va-
lamint a Hamori-téban. A Zemplénben a Kemence-, Bézsva-, Cserenk-, Tolcsva-patakokban
fordul el6. Az Aggteleki-karszton a Josva- és a Kecsd-patakban, valamint a Tengerszem-toban
figyelhetiink meg nagyobb populédciét valamint a Borzsony és a Métra patakjaiban él egy-egy
kisebb izoldlt populdcié. A Dunantilon a Pinka-, Répce-, Apatkuti-, valamint a Gyongyos-
patakban taldlkozhatunk ezzel a fajjal (Hoitsy, 2002; Pintér, 2002).

Eurépai tekintetben 6t genetikailag élesen elkiilonithetd vonala 1étezik. A fajban végzett
eddigi legatfogébb felmérés soran 1794 pisztrangtol vettek mintdt, amely Osszesen 174 kii-
16néllé populdcidbdl szarmazott. A mitokondirdlis DNS (mtDNS) mintakat PCR segitségével
sokszoroztdk fel, majd a PCR-RFLP termékeket szekvendldssal elemezték. A vizsgélatok so-
ran filogenetikailag 5 nagy csoportba soroltdk a gytjtott mintdkat, gytjtési helyiik elterjedése
alapjan: atlanti, dunai, mediterran, marvany és adriai. Az 6t nagy csoport ko6zotti, €s csoporton
beliili genetikai diverzitas kiilonbségek meghatdrozasdhoz a haplotipusok diverzitds vizsgala-
tat, és a maximadlis el6forduldsi valdsziniiség becslés mddszerét alkalmaztak. Az eredmények
azt mutattdk, hogy igen nagy volt a kiilonbség a csoportok genetikai véltozatossaga kozott.
A legszembetlin6bb genetikai diverzitast a dunai és adriai csoportokban mérték (Bernatchez,
2000).

A sebes pisztrang domesztikélt populédcidi ugyanakkor szinte kizdr6lag az atlanti csoport
vagy vonal egyedeitdl szdrmaznak szerte Eur6pdban. Mivel a fajt elsdsorban természetes vi-
zek horgészcélu telepitésére tenyésztik, a telepitések nyoman introgressziv hibridizacio 1€p fel
a telepitett és Gshonos dllomdnyok kozott, ami végsd soron az egyedek gyengébb alkalmaz-
kodé6 képességében nyilvanul meg. Tobb ilyen jellegii problémat jegyeztek fel Kozép-Eurdpa
vizeiben, elsdsorban Szlovénidban (Jug et al., 2005, Mari¢ et al. 2010), ahol az 6shonos dunai
vonalhoz tartozé dllomanyokkal képeztek hibrideket a telepitett atlanti egyedek.

2.1.2. A marvanypisztrang (Salmo marmoratus)

A marvanypisztrang (2.2. dbra) a gerincesek altorzsén (Vertebrata) beliil talalhaté csontos
halak (Osteichthyes) osztdlydba tartozik. Szdmos rokondval egyiitt alkotja a lazacfélék (Sal-
monidae) csalddjat. Testiik hossza elérheti akdr a 120 cm-t, tomegiik megkozelitdleg 50 kg is
lehet. A kifejlett egyedek természetes kornyezetiikben akdr a 10 éves kort is elérhetik (Kotte-
lat et al., 2007). Anadrom faj, mely a friss, gyorsfolydsu folydkat kedveli (Riede, 2004). F6
é16helyei a homokos és kavicsos mederrel rendelkezé alpesi folydk és tavak (Bianco, 1995).
Az idedlis vizhdmérséklet 1étfontossagu a marvanypisztrang szamara, hiszen csak a 2-15 °C-os
vizben érzi otthonosan magat (Povz, 1995). Testét sziirke, valamint olajzold pikkelyek boritjdk.
Nevét a testét boritd egyenetlen, sargds-barnds vonalak utdn kapta. Az egyes populdcidk egyedei
kisebb-nagyobb mértékben kiilonbozhetnek. Az egymastdl elszigetelten €16 populacidk egyedei
kozott kialakult fenotipikus eltéréseket a kopoltyifed6n taldlhaté barna foltok megléte, illetve
hidnya, valamint az oldalvonal kozelében taldlhat6 piros pontok elhelyezkedése adjak (Kotte-
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2. Irodalmi attekintés

lat et al., 2007). A marvanypisztrang kiilsé6 megtermékenyitési faj, ivasi idoszaka december
elejétdl janudr végéig tart. Az ivadékok az aljzat kozelében fejlédnek, 6 taplalékuk vizi gerinc-
telenek. Az ivarérett, kifejlett példanyok kisebb halakkal tapldlkoznak (Kottelat et al., 2007).
A faj szerepel az Eurépai Parlament és Tandcs tgynevezett El6hely Irdnyelvében és a Natura
2000-es listan. A Voros konyvben a ,,Least Concern”, azaz legkevésbé veszélyeztetett besoro-
last kapta (IUCN, 2010), mivel elterjedési teriilete ugyan korldtozott, de azon beliil populdcidi
stabilak és kiilonosebb veszélyforrdsok nem fenyegetik.

2.2. dbra. A marvanypisztrang (Salmo marmoratus). Fénykép: Horvith Akos.

A marvanypisztrang (Salmo marmoratus) 6ndll6 fajnak tekinthetd, hiszen kiilsé megjelené-
sét, és genetikai Osszetételét tekintve elkiiloniil mas pisztrangféléktol. Kozeli rokonsdgot mu-
tat a sebes pisztrang (Salmo trutta m. fario) 4 elkiiloniilt, Eurépa egyes vizgy(jto teriileteihez
(adriai, mediterrdn, dunai, valamint atlanti) k6t6d6 genetikai vonaldval (Bernatchez, 2001). A
20. szdzad elején, a horgdszat fellendiilésével, nagyméreti pisztrangbetelepitések kezdddtek a
szlovén folydkba (Jug et al., 2005). Napjainkban a marvanypisztrdng mér csak az Adriai me-
dencében taldlhaté meg: Eszak-Olaszorszagban, a volt Jugoszlavia egyes teriiletein (Szlovénia,
Bosznia-Hercegovina, Montenegrd) és Albdnidban. Az 6shonos marvanypisztrang fajtiszta po-
puldcidinak szdma, a sebes pisztranggal tortént hibridizdcidk miatt vészesen lecsokkent (Povz,
1995). Szlovéniai él6helyein jelenleg a hibrid egyedek domindlnak (Guiffra et al., 1996). Ki-
vételt képeznek azon izolalt folydk és patakok, amelyek a Soca foly6 volgyében és mellékfo-
ly6iban (Idrijca foly6 és mellékdgai) taldlhatok (Povz et al., 1996a). A Soca Szlovénia egyetlen
jelentds, az adriai vizgyijt6hoz tartoz6 folydja, mivel az orszdg nagy része vizrajzi szempont-
bél a dunai, azaz végsd soron a fekete-tengeri vizgyijto része. Az itt €16 fennmaradt populacidk
elszigetelve élnek a hibrid egyedektdl. Az elszigeteltség természetes gitaknak kdszonhetd. A
kutatok 8 genetikailag teljesen tiszta marvanypisztrang populdciot taldltak ezeken a teriileteken
(Fumagalli et al., 2002). Foldrengések €s aradasok miatt mdra minddssze 7 populdcié maradt
fenn, melyekbdl egy mar csak pisztrangtelepen taldlhaté meg (JesenSek, szébeli kozlés).
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2. Irodalmi attekintés

A genetikai informacidk keveredése genetikailag kiilonb6z6 populéciok elttinéséhez (int-
rogresszid) vezethet. A termékeny hibrid egyedek egymdssal, €s genetikailag tiszta egyedekkel
valé 6sszeivasukkor 0j hibrid populdcidkat hozhatnak 1étre. Ez a jelenség kifejezetten karos a
ritka, veszélyeztetett fajok szdmadra (Leary et al., 1995). Szlovén kutatdk és a pisztrangtelepek
1993-ban akcidtervet dolgoztak ki a faj megmentésére (Povz et al., 1996b). Céljuk uj, fajtiszta
populéciok 1étrehozdsa volt, melyek életképesek lehetnek a természetes kornyezetben. A folya-
mat alapjit képezi a tiszta populdciokbdl egyedek mintavétele, €s tenyészdlloméanyok 1étreho-
zasa pisztrangtelepeken (Fumagalli et al., 2002). A kiilsé megjelenés vizsgalata mellett sziikség
volt a molekuléris médszerek fejlesztésére is, hogy ellendrizni tudjdk a kivélasztott egyedek ge-
netikai hatterét. Szamos molekuldris markert alkalmaztak sikeresen a fajtiszta és hibrid egyedek
elkiilonitése sordn (Jug et al., 2004). Csak a fenotipusaban és genotipusdban egyarant marvany-
pisztrang egyedeket valasztottdk be a tenyésztési programba (Jesensek, szobeli kozlés). Méra
az akcidterv egy orszaghatdrokat 4tivel6 konzervacidbioldgiai és okoldgiai programma nétte ki
magat, melynek {6 irdnyitdja a Tolmini Horgdsz Egyesiilet. A kutatdsba és a faj megmentésébe
a Ljubljanai Egyetem, és a Szent Istvdn Egyetem Mez&gazdasag- és Kornyezettudoményi Ka-
ranak Halgazdélkodasi Tanszéke is bekapcsolodott. A magyar egyetem munkatdrsai sikeresen
mélyhitotték a marvanypisztrang spermdjat, mellyel génbank létrehozdsa valt lehetévé (Hor-
vath et al., 2009). Ahhoz, hogy a pisztrangtelepeken tenyésztett fajtiszta populaciok életképe-
sek legyenek a természetben, novelni kell a genetikai valtozatossdgot (Fumagalli et al., 2002
). Fumagalli és munkatérsai az izolalt természetes populdcidkon beliil alacsony, a populdcidk
kozott viszont magas genetikai variabilitast taldltak. A fogsdgban tenyésztett dllomanyok nem
tudnak adaptalédni a természetbdl érkezd hatdsokhoz, ha a populédcidikon beliil nagy a genetikai
sodrodas €s gétolt a panmixis (Fumagalli et al., 2002). Sziikség van az asszisztalt reprodukcios
modszerek tokéletesitésére, hogy minél nagyobb termékenyiilést és genetikai véltozatossdgot
érjenek el az 1j, fajtiszta populaciok 1étrehozédsakor.

2.1.3. A pénzes pér (Thymallus thymallus)

A pénzes pér (2.3. dbra) feje kicsi, teste megnyult, oldalrdl lapitott, kozepes nagysdgu pik-
kelyek boritjdk. A pikkelyek szdma az oldalvonal mentén 74-96. A rendkiviil magas, széles és
hosszu, zaszl6szerd hatiszdja alapjan konnyen megkiilonboztethets a rokonaitdl, és az ivarok is
konnyen elvalaszthatok. A hatiszok IV-VII kemény és 15-17 1agy dszésugarbdl tevodnek Ossze.
A pénzes pér farokiisz6ja mélyen bevagott, a hasiszok nagyok és erbteljesek (Pintér, 2002).

Héta zoldessziirke alapszind, oldalai eziistosek enyhe zoldes drnyalattal, néhany szabaly-
talanul elhelyezkedd, apré fekete folttal. Ivadékkorban a testoldaldt szabdlyosan elhelyezkedd
foltsor disziti, amely a novekedése sordn fokozatosan eltlinik. Az ivasi id6északban a himek vor-
henyes arnyalatiak és a paros tszok sarga szinfiek, a paratlan Uszok sztirkések. A ndstények a
harmadik évben, a himek a masodikban vallnak ivaréretté. Szaporodasi idejiik marcius végétdl
majus elejéig tart. A ndstények a 6000-7000, 4 mm-es ikrdkat sekélyebb, homokba, kavicsba
véjt gbdrokbe rakjdk le. 20-30 nap elteltével bajnak ki a larvdk az ikrakbol. Egyéves korukra
10-12 cm, kétévesre 15-20 cm, 3 éves korukra elérik a 30 cm hosszisagot, ekkor koriilbeliil
300-400 grammot nyomhatnak. Maximalis testhosszusdgat 50 cm-nek, tomegét 2,5-2,8 kg-nak
jelolik a kiilonboz6 irodalmi forrdsok (Pintér, 2002).

Rovid élett halfajnak szamit, legfeljebb 6 évet él. Téaplalékuk véltozatos. Elfogyasztjak a
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2.3. dbra. Az adriai pénzes pér (Thymallus thymallus). Fénykép: Horvath Akos.

rovarokat, apro rdkokat, csigdkat, férgeket, de kiugorhatnak a vizbdl is a repkedd rovarok utén.
Tulszaporodasuk esetén kart tehetnek a pisztrang ikrdban és az ivadékban. A pénzes pér ismer-
tebb elnevezései: marnafiu, on(hal), pénzes(pisztrang), timalykd, tomolyka, zaszléshal, pérhal.

A pénzes pér Eurdpa-szerte kozonséges fajnak szamit, el6fordul Anglia, Dél-Skandindvia,
Dél-Franciaorszag, Loire-volgy és a Duna vizgyfijt6 teriiletein (Pintér, 2002). Voros konyves
besoroldsa szerint az LC (Least concern) kategdridba tartozik (IUCN, 2010), mivel Eurépa sebes
folyésu folydvizeiben altaldnosan elterjedt, gyakori faj, €s populacidit jelentdsebb veszély nem
fenyegeti.

Szlovénidban el6fordul egy a pénzes pérhez igen kozel all6, jelenleg még nem 6ndllé fajként
kezelt adriai pér. Az adriai pér hatdrozottan eltér a pénzes pértdl, gy genotipusosan, mind fe-
notipusosan, azonban szdz szdzalékosan csak ganetikai vizsgalatokkal lehet megkiilonboztetni
a két csoportot. A dunai populdciéhoz képest az adriai populéciét tekinthetjiikk morfoldgiailag
kiilondllénak. A Duna medencéjében el6forduld pénzes pér alapszine zoldessziirke, az adriai
pér alapszine ettdl joval eltér: az uralkodd szin ventrélis irdnyban sotétsziirke. A hasa sargds-
fehér. Az uszok sargdsak, a farokuiszo jellegzetes sziirkéskék szinii ellentétben a pénzes pérrel
melynek a farokdszdja sargds-pirosas. A test kiillonb6zd pontjain elhelyezked6 voroses foltok
hidnyoznak, ivési id6ben sem jelennek meg. Az drnyalatait €s annak szinét nagyban befolya-
solja az él6hely és a hal kora. A kifejlett példanyok testét nem boritjdk fekete foltok, a fekete
pottyok csak ivadékkorban figyelhet6k meg.

Az adriai pér eldforduldsa a Soca folyd vizgylijtd teriileteire korlatozodik. Megtaldlhaté a
Soca, U¢ja, Tolminka, Idrijca, Idrija, TrebuscCica, TrebuSa, Baca valamint a KneZa folydkban.
(Jesensek és Sumer 2004).

A Soca vizgylijto teriiletén igen sériilékeny populacié él, és a halak szdma is igen korla-
tozott (Susnik et al., 2004). A Soca volgyében vett halaktol, a mintdkat PCR vizsgélatoknak
vetették ald. Az adriai pérnél igen magas volt a csak erre a populédcidra diagnosztizalt allélok
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szama (12). A genetikai kiillonbség az adriai és a dunai vonal haplotipusai kozt igen jelentSs
volt (Susnik et al., 2001). A szerzSk allaspontja szerint az adriai pér genetikai tdvolsdga Eurépa
tobbi populacidjatdl indokolttd tenné annak elismerését 6nall6 fajként.

A marvanypisztranghoz hasonldéan az adriai pénzes pér populécidit is veszélybe sodorta a
20. szazad soran végrehajtott dtgondolatlan haltelepités. A Szdva foly6bodl tobbszor is hoztak
at a pénzes pér dunai populicidjidhoz tart6z6 nagyobb szallitmanyokat. A marvanypisztranggal
ellentétben a nyilt vizeket kedveld adriai pénzes pérnek nem alakultak ki foldrajzi akadalyokkal
hatarolt elszigetelt populédcidi. A betelepitett €s dshonos populécidk introgressziv hibridizaci-
6ja révén jelenleg kizdr6lag hibrid populdcidk élnek a Soca vizrendszerében, amelyek egyedei
tobb-kevesebb mértékben tartalmazzak az adriai populéci6 jellemz génjeit (Jesensek és Sumer,
2004).

2.2. A halsperma mélyhiitése

2.2.1. A mélyhiités fizikai-biologiai alapjai

A sejtek mélyhtitésének alapja a viz vandorldsa, és az a membranateresztd képesség, amely
kapcsolatot teremt a sejten beliili tér és a membréanon kiviili kdrnyezet kozott (Denniston et al.,
2000). Altaldnos torvényszeriiségnek tekinthetS, hogy egy nagyobb sejt sejthartydja kevésbé
permedbilis €és lassabban fagy meg, mint a viz szdmadra atjarhatébb membréannal rendelkezd,
kisebb sejt (Mazur, 1977). A tiszta, ionokat nem tartalmaz6 viz fagyaspontja 0°C. Kiilonbozd
anyagokat tartalmaz6 folyékony kozegek fagyaspontja tehét az oldott sszetevok mennyiségétdl
fiigg (Denniston et al., 2000).

Az €106 sejtek szamos ozmotikus egyensulyt fenntart6 képletet tartalmaznak, amelyek nagy-
ban befolydsoljak mélyhiitésiiket. Az dllati sejtekben nagy mennyiségili viz, oldott cukrok és
sok, valamint fontos fehérjék és zsirok talalhatok. Mindezek nélkiilozhetetlenek a sejtszervecs-
kék és az Gket koriilvevd sejtmembran zavartalan miikodéséhez és felépitéséhez. A plazma-
membrén egy féligateresztd hartya, amely csak a nagyobb molekuldk szamadra jelent akadalyt,
a viz tobbé-kevésbé zavartalanul 4t tud hatolni rajta. Ez az dramlés 1étfontossagu a sejten be-
liili és a sejten kiviili tér kozott, hiszen lehetové teszi, hogy a kiillonb6z6 anyagok mennyisége
egyensulyban legyen a két oldalon. Az oldott anyagok mennyiségét az oldatban ozmolalitdssal
szokds megadni, melynek mértékegysége mosmol/kg. Ertéke egy 4tlagos sejtkultira-kozegben
280-310 mosmol/kg (Denniston et al., 2000).

A mélyhiitési eljards megtervezése soran elkovetett hibak stlyos sejtkdrosodassal jarhatnak.
A sejten beliil jégkristidlyok johetnek 1étre, valamint zavart okozhat a dehidratacié. A homérsék-
let csokkenése sordn ozmotikus sokk érheti a sejteket. Utdbbi sejtelvaltozds kétféleképpen johet
1étre. Az elsé az, amikor a kiils6 kornyezet hipertonikus (nagyobb az oldott anyag mennyisége
a sejten kiviil, mint a sejten beliil), ezért a sejt til sok vizet veszit. A masik esetben a membra-
non kiviili kézeg hipotonikus (nagyobb az oldott anyag mennyisége a sejten beliil, mint a sejten
kiviil), melynek eredménye kdros mennyiségii vizfelvétel. A fenti jelenségek nagyban befolya-
soljak a krioprotektiv anyagok bedramldsét a sejten beliili térbe. Ezek a védd anyagok gatoljak
meg a sejthartya kdrosodasat a mélyhiités soran. Az idedlis kozeget izotonidsnak nevezziik, mert
ekkor egyensuly van az oldott anyag koncentrdcigjaban a membran két oldalan (Mazur, 1977).
Gyakran el6fordulé probléma a fagyasi folyamat szakaszossdga. Ebben az esetben a tiszta viz
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hamarabb fog megszildrdulni a fagyas sordn és az oldott anyag nagy koncentracidéban visszama-
rad, fagydspontja alacsonyabb lesz. A hdmérséklet csokkenésével még tobb viz fog megfagyni,
ami jégkristalyok képzddéséhez vezet. Az anyagkoncentracié addig fog novekedni, amig el
nem éri a kornyezet azt a legalacsonyabb homérsékletet, amely megegyezik az oldott ionok
fagyaspontjaval. A tdl gyors fagyasztasi eljards a sejt szamara haldlos jégkristalyképzddéssel
jar, viszont csokken a dehidrataci6 es€lye. A tdl lassi mélyhtitési folyamat megakaddlyozza a
kristalyképz6dést, ugyanakkor letdlis dehidratdciéhoz vezet (Denniston et al., 2000). A sejtek
tulélésében a felolvasztdsi folyamat, ezen beliil a felmelegités mértéke és gyorsasiga is nagy je-
lentdséggel bir. A hiités sebessége és a fagyasztasi hdmérséklet szabja meg a felolvasztds iitemét
(Rall, 1981).

2.2.2. A spermamélyhiités folyamata

A sperma mélyhiitése egy asszisztilt reprodukcios eljards, melynek koszonhetden a ge-
netikai orokité anyag szinte korlatlan ideig tartésithaté (Cloud et al., 2009) Ashwood-Smith,
Witthingham és Stoss kutatdsai alapjan elmondhatjuk, hogy a mélyhtitott minta folyékony nitro-
génben akar 200-32 000 évig is tartdsithatd (Ashwood-Smith, 1980, Witthingham, 1980, Stoss,
1983). Bér kutatasukban becsiilt értéket kozoltek, mégis érezhetd a modszerben rejld szamtalan
lehetdség. Ez az eljards kivdldan alkalmazhat6 a halak tenyésztésében és veszélyeztetett fajok
genetikai tartalékainak meg6rzésében (Cloud et al., 2009).

A mélyhiités els6 1€pése a vizsgalt faj spermdjanak kinyerése. A csontoshalak nagy részé-
nél a spermat le lehet fejni [pl.: szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss)], azaz a hasfal
masszirozdsaval kinyerhetd a herében tarolt sperma (Pintér, 1992). Egyes halfajok [pl. afri-
kai harcsa (Clarias gariepinus)] esetében a mintavétel igen drasztikus, hiszen a faj anatémiai
sajatossagai miatt az egyedet el kell pusztitani, és az ivarszervébdl kell kinyerni a spermat.
Mindkét médszer esetében a folyamat a kivélasztott egyed altatdsaval kezdddik. Altatdshoz a
legtobb esetben trikain-metdnszulfonsavat (MS-222-t), 2-fenoxietanolt, vagy szegfiiszegolajat
alkalmaznak. A sperma kinyerése sordn el kell keriilniink a minta vérrel, vizelettel, széklettel
vagy egyéb anyagokkal torténd szennyezddését (Cloud et al., 2009). A hasfal-masszédzs alkal-
mazdsa kozben haszndlhatunk az ivarvezetékbe helyezett katétert, mellyel tovabb csokkenthet-
jik a szennyezd&dés lehetdségét (Glogowski et al., 2000). A gyjtott spermat felhasznaladsig
oxigéndus kornyezetben, 0-4°C-on kell tarolni. Ha a minta szdllitast igényel, akkor a taroldsnal
megadott hdmérsékletet és oxigénellatottsdgot kell biztositani (Cloud et al., 2009).

A sperma mélyhiitése el6tt meg kell hatdrozni annak mindségét, hiszen a felolvasztds utani
termékenyiilést nagyban csokkentheti a nem mozgékony, rossz mindségli minta. A spermiumok
az 1vas sordn a kiils6 kozegben (vizben) aktivdlédnak, tehat mesterséges koriilmények kozott
aktivalnunk kell 6ket. Az aktival6 oldatot fajspecifikusan kell el6allitani. A tengeri fajok sper-
majat az ozmolalitds novekedése, mig az édes vizi fajok spermdjit az ozmolalitds csokkenése
aktivélja. A pisztrangfélék spermiumainak aktiviciéjahoz nélkiilozhetetlen a kdlium ion kon-
centracié csokkenése az extracelluldris térben. Az aktivicié utdn a mozgékony sejtek becslé-
sét elvégezhetjiik szabad szemmel mikroszkép alatt, vagy alkalmazhatunk CASA (Computer-
assisted Sperm Analysis) rendszert. Utobbi egy szamitégéppel 0sszekotott mikroszkép rend-
szer, amely egy szoftver segitségével szamitja ki a mozgd spermiumok ardnyat (Cloud et al.,
2009).
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A legtobb esetben a mintat 1:3 ardnyban higitjuk hiittmédiummal. A kézeg, mely mélyhii-
tés kozben koriilveszi a spermiumokat, két f6 osszetevobol all. Az els6 ezek koziil egy higito,
amely a szemindlis plazmanak megfeleld izotonids oldat megfelel6 pufferrendszerrel és memb-
rdnstabilizdlé anyagokkal. Az alkalmazott higité nem aktivdlja a sejtek mozgdsat, és Osszeté-
tele taxonfiiggs. Az egyik legfontosabb GsszetevGje a pufferrendszer, amely megakaddlyozza a
hiités és felolvasztas soran az oldat pH-értékének jelentSs ingadozasat. Masik jelentds alkotd-
része a membranstabilizal6, mely fontos szerepet jatszik a sejtek kiilsé feliiletének védelmében
(Cloud et al., 2009). J6l alkalmazhat6 stabilizdlé anyag pisztrangfélék esetében a tojdssargaja.
a BSA és a promin D. A hiitdmédium szintén fontos alkotéja az uin. véddanyag vagy krio-
protektians (Baynes és Scott, 1987, Stoss és Holtz, 1981). A véddanyagok éltaldban alacsony
molekuléris tomegl vegyiiletek, hiszen at kell hatolniuk a sejtek plazmamembranjan. Egyes
krioprotektiv anyagok toxikusak lehetnek a sejtek szdmdra. A spermiumokba jutva megakada-
lyozzdk a jégkristalyok kialakuldsat a mélyhtités alatt. Ilyen anyagok hasznélata nélkiil a sperma
termékenyitd-képessége a felolvasztas utdn jelentdsen lecsokken (Cloud et al., 2009). Halaknal
jol alkalmazhat6 védéanyagok példaul a DMSO, a glicerin, vagy a metanol (Denniston et al.,
2000). A sejtbe torténd behatoldsukhoz id6re van sziikség, amelyet equilibraciés idének neve-
ziink. Az equilibracids folyamat addig tart, amig a krioprotektiv anyag koncentricidja a sej-
ten beliil és kiviil ki nem egyenlitédik. Kis sejtek, €s egyes véddanyagok (pl. dimetilszulfoxid
(DMSO)) esetében a jelenség a higitds utdn azonnal lezajlik, és nincs sziikség varakozasi idOre.
A krioprotektiv anyagok esetleges toxikus hatdsai miatt a folyamatnak 4-0°C-on kell végbe-
mennie (Horvath, 2001).

Az el6készitett spermamintdkat cseppek (pelletek) formdjaban kozvetleniil, vagy miiszal-
makban, illetve ampulldkba toltve hiitik. Utobbi kettd alkalmazédsa kényelmesebb, hiszen kony-
nyebb adagolast tesz lehetové. A miiszalmak mérete valtozo lehet. A kisebb mérettiek ideali-
sabbak vizsgalati célokra, a nagyobb miianyag tubusok viszont egyszer(ibben alkalmazhatok
a halgazdasagokban, ahol nagyobb mennyiségii spermdval dolgoznak. Az évek sordn szamta-
lan médszer alakult ki a spermiumok mélyhtitésére. A legegyszerlibb €s legolcsobb a szdraz-
jég haszndlata, melynek szubliméciés hémérséklete —78,5°C. Ennél az eljarasndl u.n. pellete-
ket cseppentenek egy szdrazjégtomb feliiletén 1év6 mélyedésekbe. A mddszer hatranya, hogy
nagyban fiigg a hiitési sebesség és ardny a minta nagysagatol. El6fordul, hogy a pelletek nem
egyenletesen fagynak meg. A szdrazjéghez hasonlé mddszer a hideg alkoholos fiird6. Ebben az
esetben is szigetelt taroloegységet alkalmaznak, de ebbe folyamatosan dramoltatjak az alacsony
hémérsékletd alkoholt. A hiit6kozeg ebben az esetben dltaldban minimum 95%-os és —78°C-os
metanol, etanol vagy akér izopropanol. A mintdk a pelletek mellett hiithet6 ampulldkba is tolt-
hetdk, melyeket az alkohollal feltoltott edénybe helyeznek. Szarazjég adagolhat6 a rendszerhez,
ezzel is szabdlyozva a hiités sebességét és aranyt. Ennek a 1épésnek hirtelen buborékosodas lehet
az eredménye, ami csokkentheti a mélyhtités sikerét.

A fenti médszerhez képest tobb elénnyel bir a folyékony nitrogén alkalmazdsa. Ebben az
esetben is sziikkség van hdszigetelt edényre, amelybe a —196°C-os hiitokozeget helyezik. A
mintdkat miiszalmakba, vagy hiithetd ampulldkba toltik, melyeket egyenesen a folyékony nit-
rogénbe, vagy egy, a kozeg tetején tszo keretre helyeznek. A feliileten lebeg6 tartd kiilonbozo
vastagsagu lehet, ezzel bedllithaté a hiités sebessége €s hdmérséklete. Ez a mddszer lehetové
teszi fajra jellemzd hiitési eljarasok kidolgozasat. A negyedik lehet6ség a programozhat6 elekt-
romos mélyhiitd berendezések hasznélata, melyekbe folyékony nitrogént kell tdlteni, majd bele
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kell helyezni a hiteni kivant miiszalmat vagy hiithet6 ampullat. Belsé érzékelbi segitségével
szabdlyozhat6 a minta koriili hdmérséklet. Hatranya ezeknek a berendezéseknek, hogy nagy az
aramfelvételiik, és viszonylag nagy méretiiknél fogva terepen egydltaldn nem, vagy csak nehe-
zen alkalmazhatok (Martinez-Pastor és Adams, 2009).

A pelletekben tarolt minta felolvasztdsa az adott fajra jellemz6 specidlis médiumban torté-
nik (Stoss és Holz, 1983). A miiszalmdkban tarolt spermét vizfiirdSben olvasztjdk fel. A fiirdd
hémérséklete 0-70°C-ig terjedhet. A til magas homérséklet karosithatja a spermiumokat, a tdl
alacsony pedig jelentdsen megnoveli a felolvasztasi eljards id6tartamat (Horvath, 2001).

2.2.3. Lazacfélék (Salmonidae) spermamélyhiitésének
eredményei

Az elsd kisérletek tobbek kozott a lazac (Salmo salar) spermdjanak mélyhiitésével kez-
dédtek az 1960-as évek elején. 1963-ban szdmos kutato sikeresen mélyhtitotte a faj spermédjat, a
felolvasztds utdn azonban csak minimalis (0,5-2%) termékenyiilést tudtak elérni (Hoyle és Idler,
1968). Hoyle és Idler 1968-as kisérletében a felolvasztott lazacsperma termékenyitd-képessége
mar 18%-os volt. Ott és Horton 1971-ben végzett kutatdsukban a szivarvanyos pisztrang egy
véltozatanak (Salmo gairdneri) spermajat mélyhiitotték sikeresen. A felolvasztott minta termé-
kenyit-képessége atlagosan 59%-os volt. A kovetkez6 40 évben a figyelem kézéppontjaba a
mélyhtitést befolydsold tényezdk vizsgdlata, valamint az adott fajokra tokéletesitett hiitési el-
jarasok kidolgozasa keriilt. Stein és Bayrle 1978-ban végzett kutatdsdban pontyfélék és piszt-
rangfélék spermdjdnak mélyhtitését vizsgaltak. A spermiumok mozgékonysdga hasonlé volt az
aktivaciot kovetéen. A pisztrangfélék mélyhiitott mintdja sokkal jobb termékenyitd-képességgel
birt felolvasztas utan, mint a pontyféléké. Billard 1983-as kutatdsdban sebes pisztrang (Salmo
trutta fario) és szivarvanyos pisztrang mélyhitétt spermiumainak morfoldgidjat, sotlirését, és
az altala kifejlesztett termékenyit6oldat hatdsat vizsgélta. Az eredmények azt mutattdk, hogy
a két faj esetében a Billard (1977) féle oldat noveli a mélyhitott sperma termékenyitési ara-
nyét, viszont a hiités sordn a sejtek egy része deformalddik és életképtelenné valik. Erdahl és
munkatarsai 1984-es kutatdsukban a szivarvanyos pisztrdng, a sebes pisztrang, valamint a pa-
taki szaibling (Salvelinus fontinalis) spermamélyh{itését befolydsold tényezdket vizsgéltik. Az
eredmények azt mutattdk, hogy a védbanyag fajtdja, valamint a hiités el6tti tarolasi hdmérséklet
€s 1d6 egyarant befolyasoljak a felolvasztas utani termékenyitGképességet a vizsgalt fajok ese-
tében. Schmidt-Baulain és Holtz 1989-es munkéjukban azt vizsgaltdk, hogy van-e Osszefliggés
a szivarvanyos pisztrdng spermdjanak mélyhtitése elott eltelt tarolasi idS €s a felolvasztds utani
termékenyiilés kozott. Az eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a mintat
a gy(jtés utdn azonnal mélyhiiteni kell, mert a hosszi tarolasi id6 rontja a sperma mindsé-
gét és termékenyitd-képességét. Wheeler és Thorgaard 1991-ben sikeresen mélyhiitotték nagy
mennyiségben a szivarvanyos pisztrang spermdjat. A modszer jol alkalmazhaté volt a labora-
tériumi koriilmények mellett a gazdasagi termelésben is. Lahnsteiner €s munkatarsai 1996-os
vizsgalatukban arra keresték a vélaszt, hogy a hiitési folyamatoknak milyen €lettani és anyag-
cserét befolydsold hatdsai vannak a szivarvanyos pisztrang spermiumaira nézve. Az eredmények
azt mutattdk, hogy szdmos sejtmiikodésben nélkiilozhetetlen enzim, valamint a sejt onfenntarto
miikodéséhez energiat biztositd ATP mennyisége is csokken a mélyhiités sordn (Lahnsteiner
et al., 1996a). Ugyandk egy masik, ugyancsak 1996-os kutatdsukban a pénzes pér (Thymallus
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thymallus) és a dunai gal6ca (Hucho hucho) spermamélyhiitését vizsgaltdk. Egy, a szivarvanyos
pisztrangra kifejlesztett hiitési eljarast alkalmaztak (Lahnsteiner et al., 1995). Hiarom kiilonb6z6
véddanyag (metanol, glicerol-DMSO keveréke, DMSO), valamint kiilonboz6 titemben torténd
hiitési folyamatok hatdsat vizsgaltdk a felolvasztds utdni termékenyit6-képességre. Az ered-
mények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a mélyhiités sokkal nagyobb mértékben
karositja a dunai galdca spermiumait, mint a pérét. A pérbdl szarmaz6 mélyhitott minta ered-
ményesebben termékenyitett a galécdhoz képest. A hdrom vizsgélt védSanyag koziil a metanol
volt a legeredményesebb (Lahnsteiner et al., 1996b). Cabrita és munkatdrsai 1998-as vizsga-
latuk sordn bebizonyitottdk, hogy a szivarvanyos pisztrdng spermiumok DNS-e a mélyhtités
hatdséra toredezik. Az eredmények tovabba azt is mutattdk, hogy a kdrosodést a hiitési eljaras
mellett sokszor a felhasznalt védSanyag is okozhatja.

A mélyhiitési folyamatok megkezdése el6tt ellendrizni kell az alkalmazni kivant véddanyag
hatdsat adott faj spermiumaira nézve. Babiak és munkatarsai 2001-ben végzett kutatasukban
bebizonyitottdk, hogy 0sszefiiggés van a hiitésnél hasznalt higité dsszetétele és az equilibracids
1d6 kozott. A két tényezd kiilon-kiilon €s egyiittesen is csokkentheti, vagy novelheti a felol-
vasztas utani termékenyit6-képességet szivarvanyos pisztrang sperma esetében. Az eredmények
alapjan arra is rdjottek, hogy a hiitési folyamat sordn, a sejteken beliili tejsav-dehidrogenaz és
aszparaginsav-aminotranszferdz mennyisége csokkenhet, ami gatolja a termékenyiilést. Cabrita
és munkatdarsai 2001-es vizsgdlatukban sikeresen hajtottak végre spermamélyhiitést nagyméretd
(1,8 és 5 ml) miszalmdkkal. A kutatds sordn szivarvanyos pisztrangtdl szarmaz6 mintat hasznal-
tak. Az eddig alkalmazott kisméretii (0,25 €s 0,5 ml) mészalmdk nehezen alkalmazhatéak gaz-
dasdgi koriilmények kozott, nagy mennyiségii ikra termékenyitésére. Az 1,8 és 5 ml-es miiszal-
mak esetében csak kismértékli csokkenést tapasztaltak a termékenyitd-képességben az eddig
hasznélt kisebb (0,25 és 0,5 ml) szalmakhoz képest. A médszer akar pisztrangtelepi tenyésztés
sorén is jOl alkalmazhat6. Labbé és Maisse 2001-es kutatdsukban a sebes pisztrang spermiuma-
inak sotlirését vizsgaltak. A halakat 9 hénapon keresztiil tengervizben tartottdk, majd a sperma
mélyhiitése és felolvasztdsa utdn megvizsgaltdk a sejtek €let- és termékenyit6-képességét. Az
eredmények azt mutattdk, hogy a s6s kornyezet okozta ozmotikus sokk nem befolyasolja a fel-
olvasztas utdni termékenyiilés esélyét, a spermiumok miikodését és aktivitasat. Sarvi és munka-
tarsai 2006-o0s kutatdsuk sordn a veszélyeztetett sebes pisztrang alfajaként szamon tartott Salmo
trutta caspius spermamélyhtitését vizsgéltdk 2006-os kutatdsukban. A hiitésnél hasznalt higité
€s a felolvasztds iitemének hatdsat elemezték a mélyhitott sperma termékenyito-képességére
nézve. Az eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a két tényez6 kiilon-kiilon
és egyiitt is csokkentheti, illetve novelheti a felolvasztas utani termékenyiilés esélyét. A 2000-
es évek végére szdmos pisztrangféle (pl. szivarvanyos pisztridng, sebes pisztrang) esetében a
spermamélyhiitési eljards rutineljardssa €s gazdasagossa valt. Az évtizedeken at tart6 fejlesztés
konnyen kezelhetd és piaci forgalomba hozhat6 kiteket eredményezett (Haffray et al., 2008).
Az elmult 50 év kutatomunkdjanak koszonhet6en a mélyhitott sperma termékenyitd-képessége
jelentdsen emelkedett (40-90%) a legtobb lazacfélék csaladjdba tartozo faj esetében. Akadnak
azonban kevés populdcidval rendelkezd, veszélyeztetett taxonok (pl. marvanypisztrang - Salmo
marmoratus, adriai pénzes pér - Thymallus thymallus, dunai galéca - Hucho hucho), amelyek
spermdjanak konzervicigjardl keveset tudunk, és szdmos kutatdsra van sziikség, hogy ez az
asszisztalt reprodukcids eljards e csoportok esetében is sikeres legyen.
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3. fejezet

Anyag és modszer

3.1. A vizsgalatok atfogé célja

Mivel tanszéki munkank sordn mar tobb éve foly6 kutatasba kapcsolédtunk be, az egyes fa-
jokban végrehajtott vizsgdlatoknak eltérd volt a kozvetlen célja. A sebes pisztrangban folytatott
kisérleteinkben kiillonbdz6 equilibracids id6k hatdsat vizsgéltuk a mélyhiitott sperma terméke-
nyit6 képességéte. A marvanypisztrang fajban az egyes spermamintdk egyedi hatdsat vizsgéltuk
a mélyhitott sperma termékenyitd képességére a spermamélyhiités gyakorlati bevezetése elott.
A pénzes pér fajban két élesen eltérd munkat végeztiink: egy kisérletes kutatdomunkat, amelynek
célja az kiillonboz6 miiszalmaméretek €s véddanyagok hatdsdnak vizsgalata volt, valamint sor
kertilt a mélyhitott sperma keltet6hédzi alkalmazasara is.

3.2. Vizsgalatok sebes pisztrang fajban

3.2.1. A sperma és ikra mintavétele

Kutatasunkat a Biikk-hegységben taldlhat6 Lillafiiredi Pisztrangtelepen végeztiik 2010. no-
vember 23-an. Munkankat Hoitsy Gyorgy telepvezetd €s munkatdrsai segitették. A munka so-
rdn, a telepen taldlhat6 sebes pisztrang dllomény halai koziil 10 egyedet valasztottunk ki vélet-
lenszerien. Az egyedeket haldszhdl6 és merit6hdlo segitségével haldsztuk le az anyahaltart
medencékbdl, és mianyag, vizzel feltoltott taroléedényekbe helyeztiik. A sperma kinyerése
eltt a halakat vizbe kevert szegfliszegolajjal boditottuk. A spermamintdt a him egyedekbdl
fejéssel nyertiik ki. Az elkabitott him egyedeket felhelyeztiik egy asztalra, majd a hasfal farok
felé torténd masszirozdsdval az ivarnyildsndl kidraml6 spermédt méianyag kémcsovekbe gyfij-
tottiik Ossze. A spermamintdkat felhasznaldsig 4°C-on tdroltuk. A termékenyiilés vizsgélatdhoz
ikrat egy n6stény egyedtSl mintavételeztiink, ugyancsak fejéssel. Az ikramintat felhasznalasig
4°C-on taroltuk.

3.2.2. A sperma motilitasvizsgalata

.....

lékos ardnya) alapjan vizsgaltuk. A méréseket zart helységben, szobahdmérsékleten végeztiik.
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3.1. tablazat. Az equilibracids id6 vizsgalata a mélyhtités elbtt az 5-0s, 8-as, 9-es mintdk
esetében. A *-al jelolt kontroll mintdk esetében nem alkalmaztunk equlibraciot, és azokat nem
hiitottiik. A **-al jelolt mintdkat az alacsony motilitdsi érték miatt nem vélasztottuk be a
kutatasba.

Vizsgalt egyed spermamintd- Kezelés (perc)
janak azonositdja

IRl 0
2%* 0
3% 0
4k 0
5 0
5 10
6H* 0
TEE 0
8 0
8 10
9 0
9 10
5% 0
8* 0
O* 0

A motilitdsi ardny meghatarozdsihoz Carl Zeiss Jena Laboval tipusd fénymikroszképot hasz-
naltunk 100x nagyitdson. A vizsgdlat sordn 19 ul forrasvizet és 1 pl spermat helyeztiink a
targylemezre Gilson Pipetman tipusu pipetta segitségével. A spermiumokat dsszekevertiik a pi-
petta hegyével, igy megtortént azok aktivacidja. A keverés utdn a mozgo sejtek ardnyat szabad
szemmel becsiiltik meg.

3.2.3. A mélyhiités folyamata

Az elbzetes motilitds vizsgdlat sordn harom egyed mintdjat valasztottuk ki a mélyhtitéshez
(3.1. tdblazat). Mind a harom spermamintdhoz védéanyagot (10% metanol) és higitét (200 mM
gliik6z, 40 mM KCl és 30 mM Tris) kevertiink 1:1 aranyban (Horvath et al., 2009). Az igy ka-
pott elegyeket 500 ul-es miiszalmdkba toltottiik. A kovetkezd 1€pés az equilibracid volt, amely
soran kétféle kezelést alkalmaztunk (3.1. tdblazat). A kezeléseknek megfelelden, 1 és 10 perces
equilibracié utdn a miiszalmékat egy 3 cm vastag, kozépen lyukas polisztirol keretre helyeztiik,
amely egy folyékony nitrogénnel feltoltott polisztirol dobozban dszott. A feliileten tsz6 lap te-
tején a miiszalmékat 3 percig hitottiik, majd belehelyeztiik a nitrogénbe. Mind a harom egyed
spermdjabol a termékenyitésig szobahdmérsékleten taroltunk egy-egy nem mélyhiitott kontroll
mintat.
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3.2.4. Felolvasztas és termékenyités

A mélyhiitott miliszalmdakat a Thermo Haake PS5 tipust vizes termosztat segitségével 40 °C-
os vizfiirdében felolvasztottuk. A termékenyités sordn a miiszalmak tartalmat és a kontroll min-
tékat kiilon-kiilon Osszekevertiik 15 g ikrdval, melyet el6zetesen a ndsténytdl fejtiink le. Az
ikra mérésénél az Adam PGW 453i tipusi mérleget alkalmaztuk. A termékenyités sordn nem
vettiink igénybe kiilon oldatot a spermiumok aktivicidhoz, ebben az esetben az ikraszemeket
koriilvevd ovaridlis folyadék toltotte be az aktivald szerepet. A megtermékenyitett ikracsopor-
tokat egymdstol elkiilonitve helyeztiik el a keltet6hdzban.

3.2.5. Termékenyiilési eredmények elemzése

A termékenyiilési ardny meghatdrozdsahoz megszdmoltuk minden egyes spermaval Gssze-
kevert ikramintdban a szemek szamat. Az ikraszemeket megkozelitleg 320 napfok utdn vizs-
galtuk meg. Leszamoltuk a szempontos stddiumba 1€pett és az elhalt ikrdk szdmat. A szempon-
tos ikra stddium j6 mutatdja a termékenyiilésnek, hiszen e stidium utén a szemek nagy valdszi-
niiséggel tilélnek, és kikelnek az ivadékok. A statisztikai elemzés sordn a csoportonkénti ikra
mennyiségéhez viszonyitottuk a szemes stddiumba 1épett ikraszemek szdmat, majd atlagot és
szorast szamoltunk. Az 1 és 10 perces kezelés, valamint a kezelések €s a kontrollok kozotti kii-
lonbséget Fisher-féle egzakt proba segitségével hataroztuk meg. Az elemzé€s sordn a Microsoft
Windows Excel és az R 2.13.1 for Windows programot alkalmaztuk.

3.3. Vizsgalatok marvanypisztrang fajban

3.3.1. A sperma és ikra mintavétele

A marvanypisztranggal kapcsolatos kutatdsainkat a szlovéniai Tolmin varosaban taldlhat6
Tolmini Horgdsz Egyesiilet pisztrdngtelepén, valamint a Soca és a Tolminka folyokon végez-
titk 2010. november 29-t6] december 3-ig (5. dbra). Munkankat DuSan Jesensek telepvezetd és
munkatdrsai segitették. A mintavétel sordn a Soca, valamint a Tolminka foly6kon egy ELT 60 II-
es tipusu elektromos halaszgép segitségével probdltunk him egyedeket befogni, €s a helyszinen
spermamintat venni (3.2. tdblazat). A sperma kinyerésére a sebes pisztrangnal ismertetett hasfali
masszézst alkalmaztuk. Osszesen 13 egyedtdl sikeriilt mintdt venni. A spermat felhasznaldsig
-4°C-on téroltuk. A vizsgdlatunkba csak a Tolminka foly6bdl és a pisztrangteleprdl szarmazé
egyedek spermdjat véalasztottuk be, mivel a Socabdl szarmaz6 halakbdl nem tudtunk a mély-
hiitéshez elegendé mintat venni. A termékenyiilés vizsgélatdhoz a pisztrangteleprdl szarmazoé
néstény halak ikrajat fejtiik le. Az ikrat a felhaszndlasig -4°C-on téroltuk.

3.3.2. A sperma motilitasvizsgalata

A mélyhiités el6tt a spermamintdkat motilitds vizsgdlatnak vetettiik ald, hogy a gyengén
mozg0, rossz mindségli mintdkat kisztirhessiik. Az eljards és a hasznalt eszkozok teljes egé-
szében megegyeztek a sebes pisztrangndl ismertetett vizsgdlattal. A marvanypisztrang esetében
azonban nem csak mélyhtités el6tt, hanem hiités utdn is megmértiik a motilitdst. A felolvasztas
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3.2. tdblazat. A marvanypisztrang vizsgélata sordn lehaldszott egyedek és szdrmazdsi helyiik.

Az 1-11 egyedek mintdjat vélasztottuk ki a spermamélyhités vizsgalatira. A *-al jelolt 11-es

pisztrangtelepi egyed spermamintdjat nem mélyhtottiik, kontrollként hasznaltuk fel. A **-al
jelolt Socabdl szarmazoé egyedeket nem valasztottuk be a vizsgdlatba.

Vizsgalt egyed spermamintd- Egyed szarmazdsi helye
jénak azonositdja

1 Tolminka foly6
2 Tolminka foly6
3 Tolminka foly6
4 Tolminka foly6
5 Tolminka folyé
6 Tolminka foly6
7 Tolminka foly6
8 Tolminka foly6
9 Tolminka foly6
10 Tolminka folyé
11 tolmini pisztrangtelep
127%% Soca foly6
13%#%* Soca foly6

utani motilitas vizsgédlatakor a sperma aktivacidjahoz viz helyett a 3.2.4. pontban leirt DIA523
termékenyitd oldatot haszndltuk, mivel a termékenyitéskor is ezt adagoljék az ivartermékhez.

3.3.3. A mélyhiités folyamata

A sperma mélyhtitése sordn a kiilonboz6 egyedektdl szarmaz6 mintdkat a sebes pisztrangnal
bemutatott véddanyaggal €s higitoval kevertiik 6ssze. Nem alkalmaztunk equilibraciét a mély-
hiités el6tt. A hiités folyamata és a felhasznalt eszkozok megegyeztek a sebes pisztrang esetében
alkalmazott eljardsnél hasznaltakkal.

3.3.4. Felolvasztas és termékenyités

A felolvasztds sordn a sebes pisztrang esetében alkalmazott eljardst és eszkozoket alkal-
maztuk. A termékenyiilési vizsgdlat sordn, a felolvasztott Tolmink4bdl €s a pisztrangteleprol
szarmazd 0,25 ml kontroll mintét kiilon-kiilon 20 g ikrdval kevertiik 6ssze. A mérésekhez az
Adam PGW 453i tipusi mérleget hasznaltuk. Ebben az esetben a spermiumok aktivacidjdhoz
a DIA 523-as termékenyit6 oldatot (1 1 viz, 2,42 g Tris, 3,76 g glicin, 5,5 g NaCl) alkalmaz-
tuk (Billard, 1977). A megtermékenyitett ikracsoportokat egymastol elkiilonitve helyeztiik el a
keltetdhazban.
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3.3.5. Termékenyiilési eredmények elemzése

A termékenyiilési ardny meghatarozdsahoz a sebes pisztrangndl bemutatott modszert, elem-
z€st és szamitdgépes szoftvereket alkalmaztuk. Az eredmények értékelése sordn a Fisher-féle
egzakt probat nem alkalmaztuk. Marvanypisztrang esetében is a szempontos ikrdkat 320 napfok
utdn szamoltdk le €s juttattdk el hozzank az eredményt a szlovén kollégak. Az ivadékok kelési
eredményét szintén szlovén munkatérsaink juttattdk el hozzank. A elemzések sordn a kiillonb6z6
Tolminka foly6bdl szarmazé mintdk kozotti, valamint az e mintdk €s a kontroll minta kozotti
kiilonbséget hatdroztuk meg.

3.4. Vizsgalatok pénzes pér fajban

3.4.1. A sperma és ikra mintavétele

A kutatdsokat 2011. 4prilisaban Szlovéniaban, Tolminban, a Tolmini Horgdsz Egyesiilet
pisztrangtelepén végeztiik valamint a munkahoz a halakat a szlovén Gljun és U¢ja folyokbdl
gytjtottiik be. A gyakorlati alkalmazdshoz felhasznélt halak az imént emlitett foly6kbdl, a ki-
sérletes munka sordn haszndlt egyedek pedig a telep torzsallomanyabdl szarmaztak. A termé-
kenyitéshez hasznalt ikrt kizardlag az egyesiilet telepén tartott tenyészallomanytol gydjtottiik
be. A gyakorlati alkalmazds esetében a lefejt ikrdsok kizarélag ellendrzott adriai pér egyedek
voltak, a kisérletes munka esetében ilyen feltétel nem volt.

A gyakorlati alkalmazds sordn a halakat elektromos haldszgéppel gyjtottiik be. A sper-
mavétel elott a halakat elbdditottuk, melyhez 2-fenoxietanolt alkalmaztunk. Ebbdl az altatobdl
40 ml-t hasznéltunk fel 50 1 vizhez. A halakat egy kadban altattuk, az elkabuldsukhoz hoz-
zavetSlegesen 1-2 percre volt sziikség. A teljesen elkdbult halaktdl diszomintat vettiink a ké-
sObbi DNS vizsgélathoz. A farokuszé-mintakat 2 ml-es, 96%-os etanollal megtoltott Eppendorf-
tipusu centrifugacsdvekbe raktuk. A kisérletes munkdban felhaszndlt egyedek esetében a piszt-
rangtelep rutin szaporitdsi munkdja részeként fejtiink spermat, szintén a halak fent emlitett mo-
don végzett elaltatasat kdovetden.

A sperma és ikra fejésének modja megegyezik a sebes €s marvanypisztrang fajokban leirtak-
kal. A sperma motilitdsvizsgalatit a marvanypisztrang fajban leirtaknak megfeleléen végeztiik.

3.4.2. A mélyhiités folyamata

A spermamélyhiités folyamata megegyezett a sebes és marvanypisztrang fajokban leirtak-
kal, néhany lényeges kivétellel. A kisérletes munka soran két véddanyagot, a dimetilszulfoxi-
dot (DMSO) valamint matanolt teszteltiikk 10% koncentraciéban. A higitéval és védSanyaggal
elegyitett spermat 0,5 és 1,2 ml-es miiszalmékba t6ltottiik és hiitottiik cseppfolyds nitrogén go-
zében. A kisérletes munkdban haszndlt mintdkat egy évig taroltuk kaniszteres kanndban.

A gyakorlati alkalmazasra szdnt mintdkat a marvanypisztrang fajban leirt médszerrel hiitot-
tiikk le. Ezeket a mintdkat egyedi jeloléssel lattuk el, hogy megkonnyitsiik a kés6bbi azonositast.
A keltet6hdzi hasznositdsra szant mintdkat a farokisz6 mintdkon végzett genetikai vizsgdlatok
eredményeinek kézhezvételéig tiroltuk, azaz kb. egy honapig.
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3. Anyag és modszer

3.4.3. Felolvasztas és termékenyités a mélyhiitott spermaval

A mintdkat a sebes pisztrang fajban leirt médon olvasztottuk fel, azzal a kiilonbséggel, hogy
az 1,2 ml-es miiszalmakban hitott mintdk felolvasztasi ideje 20 masodperc volt. A kisérletes
munka soran a lefejt ikrat 10 g-os adagokra osztottuk fel (847 + 23 ikraszem). A termékenyi-
téshez hasznalt sperma mennyiségét 100 pl friss spermdra normalizéaltuk. A megtermékenyitett
ikratételeket kisérleti keltetéedényekbe helyeztiik €s a Tolmini Horgdsz Egyesiilet keltetoha-
zaban inkubaltuk. Késébb szempontos édllapotban leszamoltuk a termékenyiilési ardnyt, majd
meghataroztuk a kelési %-ot.

A keltet6hazi alkalmazds sordn a levett farokdszé-mintdkat a Tolmini Horgdsz Egyesiilet
munkatdrsai elkiildték a Ljubljanai Egyetemre, ahol a Sus$nik et al. dltal 2004-ben kozolt ge-
netikai markerek segitségével jellemezték a befogott egyedeket és meghataroztdk, hogy milyen
mértékben hordoznak az adriai populdcidra jellemzd markereket. A kapott eredmények alapjin
a Tolmini Horgédsz Egyesiilet munkatarsai felolvasztottdk azon egyedek spermamintdit, ame-
lyek legalabb a vizsgalt markerek 95%-aban adriai jelleget mutattak és azokat hasznaltak fel
kordbban megvizsgalt adriai pér ikrdsok ikrdjdnak termékenyitésére.

3.5. A termékenyiilési eredmények értékelése

A kapott termékenyiilési eredményeket GraphPad Prism for Mac 5.0 statisztikai szoftverrel
elemeztiik. A szempontos termékenyiilési és kelési eredmények feldolgozdsakor kétszempon-
tos variancia-analizissel (ANOVA) vizsgdltuk a miiszalma méret és a véddanyag hatdsit 5%
szignifikancia-szint mellett.
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4. fejezet

Eredmények

4.1. A sebes pisztrang fajban kapott eredmények

4.1.1. A sperma és ikra mintavétele, motilitasvizsgalat

A sperma mintavétele sordn dsszesen 9 him egyedet fejtiink le. A lehetéségek korlatozott-
sdga miatt nem volt lehetdség a mintaelemszdm novelésére. Az ikra mintavétele sordan 1 nds-
tény egyedet fejtiink le. A 9 spermamintat motilitds vizsgdlatnak vetettiik ala (3. tdbldzat). Csak
a 80%-os motilitdsi ardnyt elért €s a hiitéshez elegendé mennyiségli spermamintakat vettiik be
a kutatdsba. Az eredmények alapjan egyediil az ,,5”-0s, ,,8”-as és ,,97-es egyedektdl szarmazo
mintat vilasztottuk ki az equilibracié és spermamélyhiités vizsgalatira (4.1. tablazat).

4.1. tablazat. A sebes pisztrangbodl kinyert spermamintdk motilitdsvizsgalatdnak eredménye.

.....

A ,,4”-es minta mennyisége nem volt elegend6 a mélyhtités elvégzéséhez.

Vizsgalt egyed spermamintd- Motilitas (%)
janak azonositdja
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4. Eredmények

4.2. Az equilibracié és a mélyhiités utani termékenyiilés vizs-
galata

Az equilibrici6 vizsgélata sordn az eredmények azt mutattdk, hogy az ,,5”-0s szdmu mély-
hiitott minta esetében a termékenyiilési ardny minimalis volt (4.1. dbra). A vizsgalt ikrdk koziil
mindosszesen 3 db 1épett szempontos stddiumba. Az ,,57-0s szdmi, nem mélyhitott kontroll
minta esetében viszont magas termékenyiilési ardnyt mértiink. A ,,8”-as minta eredményei azt
mutattdk, hogy mindkét kezelés esetében alacsonyabb értéket mértiink a ,,8”-as kontrollhoz ké-
pest(p = 2,2 x 1070 & p = 2,2 x 10719). Az equilibraciés idket dsszehasonlitva
az 1 perces kezelés esetében szignifikdnsan magasabb termékenyiilést tapasztaltunk a 10 perces
kezeléshez képest (p = 0,004327). A ,,9-es” minta esetében mind a két kezelés eredménye
szignifikdnsan elmaradt a kontrollhoz képest (p = 2,2 x 10716ésp = 2,2 x 10716). Az 1
és 10 perces kezelések eredményei kozott nem taldltunk jelentSs kiillonbséget.

100
90 | :
80 |
70 |

S

o 60|

O

=

g 50 |

v

N5

E 40|

S
30|
20 |
10|
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4.1. abra. A sebes pisztrang kiillonboz equilibracids idok (1 és 10 perc) haszndlatdval
mélyhiitott spermdjanak termékenyiilési eredményei.
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4. Eredmények

4.3. A marvanpisztrang fajban kapott eredmények

4.3.1. A sperma és ikra mintavétele, motilitasvizsgalat

A mintavétel sordn 10 a Tolminka foly6bdl szarmazé és 1 pisztrangtelepi kontroll egyed
spermamintdjat valasztottuk be a kutatdsba. A termékenyiilési vizsgdlatokhoz 3 pisztrangtelepi
ndstény ikrajat fejtiik le. A mélyhtités el6tti motilitds vizsgélata sordan csak a 70%-ot elért min-
tdkat vélasztottuk be a kutatdsba. A ,,7”-es minta esetében tul alacsony értéket tapasztaltunk,
ezért ezt a mintat kizartuk a vizsgélatbdl (4.2. tdblazat). A spermamintdk mélyhiités el6tti és
mélyhiités utani motilitds vizsgdlatdnak eredménye azt mutatta tovabbd, hogy a mélyhtités utan
jelent8sen lecsokken a sejtek mozgdsa.

4.2. tablazat. A marvanypisztrang spermdjanak motilitdsa. A ,,*”-al jelolt ,,7-es egyed mintdjat
kizartuk a vizsgdlatbdl. A ,,**”-al jelolt ,,11” kontroll egyed mintdjat nem mélyhiitottiik.

Vizsgalt egyed spermamintd- MéElyhtités el6tti  Mélyhtités utani

janak azonositdja motilitas (%) motilitas (%)
1 80 18
2 90 4
3 90 4
4 90 15
5 80 25
6 90 5
7* 50 nincs adat
8 90 10
9 80 6
10 90 8
11%* 70 nincs adat

4.3.2. Az egyedi hatas és a mélyhiités utani termékenyiilés vizsgalata

A termékenyiilési vizsgélat sordn a kelési eredmények azt mutattdk, hogy a véarakozasok-
nak megfeleléen, a Tolminka foly6bdl szarmazé mintdk termékenyits-képessége a mélyhtités
utdn jelent6s valtozatossdgot mutatott (4.2. dbra). A mélyh{itott mintdk kozel felénél jelentésen
alacsonyabb termékenyiilési aranyt tapasztaltunk a nem mélyhit6tt kontroll mintdhoz képest. A
mélyhiitott mintdk masik felénél viszont magas értékeket mértiink. Ebben az esetben az ered-
mények nem tértek el drasztikusan a kontrolltdl. A ,,4”-es és ,,57-0s minta esetében a kontroll
mintaval (87%) kozel azonos értékeket mértiink (79 és 83%).
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4.2. abra. A marvanypisztrang mélyhtitott spermdjaval kapott kelési eredmények

4.4. A pénzes pér fajban kapott eredmények

4.4.1. A kisérleti munka eredményei

A pénzes pér spermdjival végzett kisérletek sordn a legmagasabb termékenyiilést szem-
pontos stddiumban (49 + 5%) és kelési aranyt (47 + 6%) metanol véddanyag és 0,5 ml-es
miiszalmak hasznélata mellett kaptuk. Az eredmények statisztikai értékelése azt mutatta, hogy
a védbanyag tipusdnak statisztikailag szignifikdns hatdsa volt mind a szempontos stddiumban
szamolt termékenyiilési (p < 0,0001) mind a kelési (p < 0,0001) eredményekre. A mi-
szalma mérete ezzel szemben nem gyakorolt jelentds hatdst a fent emlitett eredményekre (4.3.
és 4.4. abrak).

4.4.2. A keltetohazi alkalmazas eredményei

Az GszOémintdk genetikai vizsgalata alapjan a Gljun és Ucja folyokbdl begyfjtott 20 egyed
koziil 4-ben volt magasabb az adriai pérre jellemzd markerek ardnya 95%-ndl. A mélyhtott,
mayjd felolvasztott spermdval 4 alkalommal végeztek termékenyitést a Tolmini Horgédsz Egyesii-
let munkatérsai. Osszesen 19 354 ikrit termékenyitettek meg a mélyhiitott spermaval, amelybdl
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4.3. dbra. A pénzes pér mélyhiitott spermdjaval kapott termékenyiilési eredmények. A
vizsgélatokat metanol és dimetilszulfoxid (DMSO) védbanyagok jelenlétében végeztiik 0,5 és
1,2 ml térfogatd miitszalmakban mélyhtittve a spermét (N = 4, kontroll termékenyiilés: 42 +

1%).
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4.4. abra. A pénzes pér mélyhtitott spermdjaval kapott kelési eredmények. A vizsgalatokat
metanol és dimetilszulfoxid (DMSO) véddanyagok jelenlétében végeztiik 0,5 és 1,2 ml
térfogatu mitszalmdkban mélyhiittve a spermat (N = 4, kontroll termékenyiilés: 41 + 1%).
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15 627 jutott el szempontos stidiumba, azaz a termékenyités sikere 81%-os volt (4.3. tablazat).
A keltetdhdzi szaporitds sordn felhasznélt mélyhiitott spermaval termékenyitett ikrdbol kikelt
egyedeket a Tolmini Horgdsz Egyesiilet jelenleg a sajat pisztrdngtelepén neveli részben telepi-
tés, részben tenyészdllomany utdnpotlas céljabol.

4.3. tablazat. A pénzes pér mélyhtitott spermdjaval kapott keltet6hazi termékenyités ereményei.

Fejés id6pontja Termékenyitett ikra Termékenyiilt ikra Termékenyiilés (%)

2011.04.18 5167 4147 80,3
2011.04.22 5101 3662 71,8
2011.04.29 5447 4975 91,3
2011.05.06 3639 2843 78,1

Osszesen 19 354 15 627 80,7
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5. fejezet

Ertékelés és kovetkeztetések

A sebes pisztrang (Salmo trutta fario) vizsgalata sordn az equilibracié mélyhités utani ter-
mékenyiilésre gyakorolt hatdsar6l nem sikeriilt egyértelmi képet kapnunk. A kutatas sorédn ta-
nulmanyozott 3 egyed mintdja 3 féle modon reagdlt a kezelésekre. Statisztikailag nehezen ér-
telmezhetd eredményt kaptunk, melynek tobb oka is lehet. Ugy tiinik, hogy ilyen forméban az
equilibracié nem vizsgalhat reprezentativan, hiszen szamos tényez6 (bioldgiai, kémiai, mod-
szertani) befolydsolhatja még a mélyhtités utani termékenyiilést. A mi esetiinkben valdszini-
leg a mintavétel sordn torténd szennyez6dés okozta a torzitott eredményt, illetve a kontrollhoz
képest joval alacsonyabb termékenyiilést (Horvath 2001). A minta vizelettel valé keveredése
a spermiumok degradécigjat €s aktivalasit okozhatja (Poupard et al., 1998). A fejés kozben
nem tudtunk katétert alkalmazni, mert a szegfliszegolaj nem kébitotta el teljesen az igy heve-
sen csapkodo halakat. A sperma valdszintileg vizzel, vérrel, vizelettel vagy bélsarral keveredett.
Glogowski és munkatarsai 2000-es vizsgalatuk sordn a katéteres fejés hatasat vizsgaltdk a mély-
hiités utani termékenytiilésre nézve. Kutatdsuk sordn 25 szivarvanyos pisztrangtol (Oncorhync-
hus mykiss) vettek sikeresen mintat. Fontos megjegyezni, hogy bér a katéter megakadélyozza
a sperma kontamindcidjat a fejés sordn, az elsd par csepp mintit akkor sem szabad felvenni,
mert az urogenitdlis papilldndl maradhatnak vissza vizelet cseppek, melyek igy keveredhetnek
a spermiumokkal. A motilitds vizsgdlat mdr igazolta a katéter hasznossagat, hiszen 90% ko-
riili atlag értéket mértek a mintdk esetében. A mélyhiités sordn a pellet modszert alkalmaztik.
A termékenyiilési eredmények igazoltdk a katéter hasznalatat, mivel esetiikben kozel 82%-os
atlagértéket mértek. Az equilibraci6 vizsgdlata sordn tehat ki kell zdrnunk a minta szennyezg-
désének lehetdségét, igy tisztabb képet kaphatunk a termékenyiilésre gyakorolt valés hatdssal
kapcsolatban. A mintavétel sordn tesztelniink kell més altaté anyagokat, hogy a vizsgélt halak
megfelel6 mértékben legyenek elbdditva.

A marvanypisztrang (Salmo marmoratus) spermamélyhiitésének vizsgélata sordn a faj meg-
mentéséhez elengedhetetlen informécidkat gydjtottiink. A Horvéth és munkatarsai altal 2009-
ben publikdlt és tobb évig tesztelt hiitési eljarast sikeresen alkalmaztuk. Bar a mélyhités utdni
termékenyitsd képesség vizsgalata sordn fedeztiink fel kiilonbségeket, sok egyed esetében a kont-
rollhoz hasonl6 kival6 eredményt tapasztaltunk. Osszességében elmondhatjuk, hogy az itt tesz-
telt modszer készen 4ll a gyakorlati alkalmazasra. A mddszer hasznosithat6 a Tolmini Horgasz
Egyesiilet szdmara, a faj megmentésére irdnyulé munkalatokban. A folyamat lényege, hogy a
megmaradt 7 fajtiszta marvanypisztrang populécié segitségével felszaporitsdk az egyedszamot,

31



5. Ertékelés és kovetkeztetések

¢és Uj populdciokat hozzanak 1étre. A horgdszegyesiilet a 7 fajtatiszta populdcidébol begyijtott
egyedekbdl ex situ €16 génbankot tart fenn pisztrangtelepén. Ennek oka, hogy ezeket a po-
puldcidkat természetes é16helyiikon folyamatosan foldrengések, arvizek, foldcsuszamldsok ve-
sz€lyeztetik, amelyek konnyen jarhatnak azok teljes kipusztuldsdval. Az eredetileg 8 fajtiszta
allomanybdl egy (Predelica) az emlitett okok miatt pusztult ki. Ennek érdekében a Tolmini
Horgasz Egyesiilet kettds stratégiat folytat, amiben nagy szerep jut a mélyhtitott génbanknak.
Egyrészt a sajat pisztrangtelepén fenntartott allomédnyok ikrasait vadon begyijtott tejesek mély-
hiitott spermdjaval termékenyiti, igy novelve a telepen fenntartott dllomany heterozigozitasat. A
vadon befogott tejeseket a spermdjuk lefejése utdn visszajuttatjdk eredeti él6helyiikre, rdadasul
a spermat még az 1vasi id6szak elején fejik le, hogy ezek az egyedek részt tudjanak venni a sza-
porodasban. Mésrészt a telepen fenntartott alloméanyok felszaporitdsaval az eredeti populacidkat
mintegy ,,megdupldzzak”. Elektromos haldszgéppel halmentesitenek olyan patakokat, amelyek
kordbban hibrid dllomédnyok neveldegységeiként miikddtek, ugyanakkor eléggé izolaltak ahhoz,
hogy fajtiszta dllomanyokat fenn tudjanak tartani. Késébb az igy halmentessé tett patakokba a
7 fajtiszta populdciobdl helyeznek ki dllomédnyokat, természetesen a pisztrangtelepen nevelt ex
situ €16 génbank egyedeibdl. Ilyen mdédon a spermamélyhiités egyszerre jarul hozza a telepen
tartott dllomanyok genetikai valtozatossdganak fenntartdsahoz €s az 4j populdciok létrehoza-
séhoz (JesenSek szobeli kozlés). Horvdth és munkatarsai mar 2008-ban génbankot éllitottak
el6 a ZadlasCicai populédciobdl, illetve a 2011. évi munkét képezi majd a legveszélyeztetettebb
populacid, a Huda Grapa patak dllomanyabdl szarmaz6 himek spermdjanak a mélyhiitése.

A fent leirtak mellett a mélyhiitott sperma segitségével az ivasi id6szakban megkonnyithetd
a pisztrangtelepi halszaporitds. A himek esetében ugyanis id6ben hamarabb kezdédik meg a
sperma termelése, mint a ndstényeknél az ikratermelés. Az ivdsi idOszak sordn a megtermelt
sperma mennyisége €s mindsége csokkenhet az 1dd eldrehaladtaval. Az aszinkron érési folya-
mat ellenére, a mélyhités segitségével a himek barmely id6pontjaban ért spermiumat felhasz-
spermank lesz az ikrak megtermékenyitéséhez.

A pénzes pér fajban folytatott vizsgalataink sordn megbizhatd, j61 miik6dd protokolt tudtunk
kialakitani a mélyhiités technikdjira, mely soran a véddanyagok hatékonysagit és a miiszalmak
helyes méretének megtaldldsara torekedtiink. A kisérlet sikeresnek bizonyult hiszen a kidolgo-
zott technoldgia felhaszndldsaval jelenleg is 15000 pér ivadékot nevelnek Tolminban.

Kutatasunk sordn nem csak a megfeleld technika elsajatitasa volt fontos szimunkra, hanem
az is, hogy a jelenleg is intenziven mlikodd pisztrangtelepen genetikailag is frissitsiikk a meg-
1évd allomédnyt vadon fogott halak ivartermékével. Mindenképp figyelembe kell venni, hogy
csakis olyan egyedeket hasznaltunk tovabbtenyésztésre melyekben az adriai markerek ardnya
igen magas volt. A helyszin, ahol a halakat gyjtottiik jelentds genetikai valtozatossdggal és
sokszindséggel rendelkezik, ami lehet6vé teszi, hogy szaporitdshoz ne csak a tenyészalloméany
meglévd egyedeit haszndljuk fel, hanem vad egyedek ivartermékeit is, ezzel biztositva a faj-
tiszta tovabbtenyésztést és elkeriilve a beltenyésztettséget. A Soca vizgy(jto teriilete stabil pér
allomannyal rendelkezik, de mindenképp fontos, hogy elkeriiljiik a jov6beni hibridizaciét a més
vizgyijto teriiletekrdl betelepitett pénzes pérrel. Jelent6s hangsulyt kell fektetni a vad egyedek
genetikai profiljdnak a vizsgdlatdra, valamint népszer(siteni kell a halat a horgdszok korében.

A keltet6hdzi szaporitds a spermemélyhiités egy a szokdsostdl eltérd alkalmazasi lehetdsé-
gére mutatott példat. Az dltalanos mélyhtott génbanki munka a mintdk hosszua tavu taroldsat
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célozza meg, hatdrozott termékenyitési idopontok nélkiil. A munkdnkban bemutatott példaban
azonban, a sperma mélyh{itéses taroldsdra viszonylag rovid ideig, kb. egy hénapig volt sziik-
ség, amig a genetikai vizsgédlatok eredményei lehet6vé nem tették a termékenyitést. Az ilyen,
meghatdrozott céld mélyhiités és tarolds eldsegitheti a mélyhiitott halsperma tizleti céli felhasz-
nalasat.
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Osszefoglalas

Kutatdsunk sordn a nagy gazdasagi jelentdséggel bir6 sebes pisztrang (Salmo trutta fario),
valamint a Szlovénidban endemikus, mara mar csak kevés fajtiszta populédcidval rendelkezd
marvanypisztrang (Salmo marmoratus) és az introgressziv hibridizacival terhelt adriai pén-
zes pér (Thymallus thymallus) spermamélyhtitésével foglalkoztunk. A sebes pisztrang esetében
arra kerestiik a vélaszt, hogy a kiilonbozd equilibraciés idok miként befolyasoljak a mélyhd-
tott majd felolvasztott spermdval torténé termékenyiilés esélyét. A sperma mintavételét, mély-
hiitését, valamint a termékenyitést a Biikk hegységben taldlhat6 Lillafiiredi Pisztrangtelepén
végeztiikk el. A marvanypisztranggal folytatott kisérlet sordn az egyedi tulajdonsdgok hatdsat
vizsgéltuk a mélyhitétt majd felolvasztott sperma termékenyitd képességére nézve. A sperma
mintavételt, mélyhtitését, és a termékenyitést a szlovéniai Tolmin varosaban taldlhaté Tolmini
Horgész Egyesiilet pisztrangtelepén, valamint a Soca és Tolminka foly6kon végeztiik. A pén-
zes péren végzett vizsgdlataink célja a kiillonbozé mélyhiitési modszerek sikeres hasznalatanak
Osszehasonlitdsa, illetve a mélyhtités gyakorlati alkalmazdasa volt. A munkdhoz a halakat a szlo-
vén Gljun és U¢ja folydkbdl gyjtottiik be.

A sebes pisztranggal elvégzett vizsgalat eredményei azt mutattdk, hogy a termékenyiilési
arany az 0sszes minta esetében, messze elmaradt a nem mélyhtitétt kontrol csoportokhoz képest.
Az equlibricids id6k kiillonbozsége dontden nem befolydsolta a spermiumok termékenyit6 ké-
pességét. A kiilonboz6 egyedektdl szarmaz6 sperma mintdk termékenyitd képessége viszont
jelent6sen eltért egymadstdl. A marvany pisztrang esetében az eredmények azt mutattdk, hogy
egyes Tolminka foly6bdl szarmaz6 mélyhtittt sperma minték, a pisztrangtelepi kontrolhoz ha-
sonléan magas termékenyiilési ardnyt értek el. A tobbi Tolmink4bdl szarmaz6 spermaminta
termékenyitd képessége viszont messze elmaradt a kontrolhoz képest. Nagy egyedi kiilonbsé-
get tapasztaltunk a kiilonb6z6 mintakkal torténd termékenyités sordn, a termékenyiilési arany
tekintetésben.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a sebes pisztring esetében az equlibricids id6
hatdsa elhanyagolhat6 volt a mélyhiitott sperma termékenyitd képességére nézve. A marvany
pisztrang esetében a kifejlesztett modszer a szaporitds sordn jol alkalmazhat6, dm az egyedi
kiilonbségek miatt iigyelni kell a mélyhitést megel6z6 munkélatokra.

A pénzes pér spermdjanak mélyhtitése sordn két védbéanyagot teszteltiink DMSO-t valamint
metanolt. Az eredmények kiértékelés alapjan megallapithatjuk, hogy a védGanyag megvilasz-
tdsa nagyban befolydsolhatja a termékenyiilés eredményességét a kontrollhoz képest. A pézes
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6. Osszefoglalds

pér mélyhitott spermdjat felhasznéltuk fajmegdrzési célokra is. A vadon begyijtott egyedek
spermdjat annak genetikai vizsgdlata utdn hasznéltuk fel tizemi szintli termékenyitésre, amely-
nek eredményeként a Tolmini Horgdsz Egyesiilet jelenleg is kozel 15 000 mélyhtitott spermabdl
szarmazo6 périvadékot nevel tenyészallomany utdnpodtlds céljabol.
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