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Tisztelt Olvasd!

A Hal4szat Tudomany e szdmaban megjelend négy tudomanyos kozlemény az akvakultiara
fejlesztés olyan klasszikus témait érinti, mint a szaporodasbiolégia, a takarmanyozas, illetve
a halegészségligy. Figyelemre mélt6 azonban, hogy az egyes specifikus kutatasi programok
olyan gyakorlati problémak megold4sara irdnyulnak, mint a halliszt kivaltasa a pontytapok-
bol, a siill§ és siigér intenziv termelése soran a betegségek megelGzése, az allomanylétszam
és ivararany miel6bbi kialakitasa pisztrangtermelési programokban, illetve pontysperma
mélyhiités modszertananak tovabb fejlesztése a gyakorlati alkalmazhatdsig figyelembe
vételével. Orvendetes, hogy a kutatasi programok végrehajtasa haltermelési vallalkozasok
bevonasaval tortént. A NAIK HAKI vallalkozoi partnere a szarvasi Aranykarasz Bt. volt, a
Szenti Istvan Egyetem Halgazdéalkodasi Tanszéke a Hoitsy és Rieger Kft.-vel egytittmiikod-
ve végezte a kutatbmunkéat. A négy kozlemény keretében ismertetett kutatési programra a
gyakorlat orientaltsag mellett jellemz6 a nemzetkozi egylittm{ikodés, illetve az akvakultara
nemzetkozi eredményeinek és tapasztalatainak figyelembe vétele, hiszen a kutatas alapvetd
célja a hazai halgazdalkodas versenyképességének novelése. A szarvasi NAIK HAKI egy EU
FP7 tamogatéassal megvalosuld6 ARRAINA nevii projekt keretében végzett kutatds ered-
ményeirdl szamolt be. A godoll6i SZIE Halgazdalkodési Tanszékének kutatomunkéajanak
magyar-lengyel egyiittm{ikddési eleme is van. Az MTA Agrartudomanyi Kutat6koézpont,
Allatorvos-tudomanyi Intézetének munkatarsai eurépai és észak-amerikai eredményeket
és tapasztalatokat ismertet.
Az év végén a szerkesztEbizottsag nevében megkoszonom a Tisztelt Olvasoknak a Halaszat
Tudomany elektronikusan megjelentetett szaklap iranti érdekl6dést, és boldog karacsonyt,
békés és sikeres Uj Evet kivanok!
Dr. Varadi LaszIlé
fészerkeszt6
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Klilénb6z6 fehérjeforrasokat tartalmazé tapok
6sszehasonlitasa ponty monokulturaban egy haroméves

kisérleti idoszak alatt

J. Sandor Zsuzsanna', Adorjan Agnes‘, Percze Vanda', Révész Norbert!, Danké Istvan?, Ronyai Andras’', Csengeri

Istvan’

"Nemzeti Agrarkutatési és Innovacios Kézpont Halaszati Kutatéintézet, Szarvas
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OSSZEFOGLALAS

Az EU FP7tamogatassal megvalosul6 ARRAINA projekt
{6 célkitlizése a novényi alapt Osszetett takarmanyok hosszi
tava hatasanak vizsgélata tavi, monokultaras pontynevelés-
ben a teljes hal életciklus soran. Az anyak takarmanyozasara,
majd szaporitas utan az utbdok nevelésében hasznaltuk azt a
tavi nevelés kiegészit6 takarmanyozasara tervezett formulalt
tapot, amelynek 0sszetevdi a biiza, kukorica, szoja és lenolaj
voltak. Kontrollként mérsékelt halliszt- és halolaj tartalma
tapot hasznaltunk. A tenyészidészakok soran vizsgaltuk
a termelési mutatokat (n6vekedést, megmaradast, takar-
manyhasznositast), a beltartalmi tulajdonsagokat, valamint
aruhal esetében a kihozatali mutatokat és az esszencialis
zsirsavtartalmat. A haroméves kisérletsorozat lehetGvé tette
és testOsszetételére. Eredményeink azt mutatjak, a novényi
fehérje- és olaj alapt Gsszetett haltakarmany etetése nem
rontotta a novekedési mutatdkat, és a takarmanyhasznosi-
tas sem maradt el a halliszt alapt takarmany alkalmazasa
soran kapott értékekt6l. A halak egészségi allapotara nézve
sem tapasztaltunk negativ hatast. Megallapitottuk, hogy a
lenolajban nagy mennyiségben jelenlevé linolénsavat a ponty
— mar ivadék koratol — képes mérsékelt mdédon magasabb
homologga atalakitani. Ugyanakkor azt is kimutattuk, hogy
ateljes életciklus soran ez a folyamat nem fokozodik, az EPA
és DHA hosszt szénlanct t6bbszorosen telitett zsirsavak
koncentracioja a halhtisban a stlygyarapodéssal parhuza-
mosan nem novekszik.

SUMMARY

COMPARISON OF PLANT BASED LINSEED
OIL SUPPLEMENTED DIET WITH MARINE
BASED DIET USED AS SUPPLEMENTARY
FEED IN CARP POND MONOCULTURE

Zsuzsanna J. Sandor, Agnes Adorjan, Vanda Percze, Nor-
bert Révész, Istvan Dankd, Andras Rényai, Istvan Csengeri

The ARRAINA project supported by EU FP7 funding
was dedicated to investigate the long term effect of plant

based supplementary feed in common carp monoculture
during the whole life cycle. For this purpose, two semi-
intensive supplementary feeds were formulated and used
during three rearing season in ponds with intensive natural
food production. During the trial production parameters,
growth and composition of the fish have been determined.
There were not significant differences in the production per-
formance (survival, growth, feed conversion) parameters.
When the fish reached the market size filleting yield and
nutritional value of the filets were assessed. The data has not
revealed any negative effect to the production parameters
and health of the fish due to applied feed. Contrary to this
there were significant differences in the total fat and Lc-
PUFA content of the filets between the treatments. The
high source of linolenic acid (18:3n-3) in the linseed oil
supplemented diet did not increase significantly the EPA
and DHA level in the muscle. This reflects the limited
capacity of the carp for bio-synthesis of the long chain
essential fatty acids from their precursors.

BEVEZETES

Az Osszetett takarmanyok meghatarozo alkotorésze a
jellemzden tengeri fogasokbdl szarmazo halliszt és hal-
olaj, melyek korlatozott elérhetGsége és dragulasa miatt
terjedGben van az alternativ fehérje- és olajforrasok al-
kalmazasa. A kozelmult torekvései bebizonyitottak, hogy
sikeresen lehet csokkenteni a halliszt és a halolaj aranyat
az egyes halfajok szamara alkalmazandé tapokban és
helyettesiteni mas fehérjeforrasokkal. Az utdbbi években
a NAIK Halaszati Kutatéintézete (NAIK HAKI) is tobb
nagy kutatasi projekt keretében vizsgalta egyes olcsébb
potencialis haltakarmany alkotok alkalmazhat6sagat
kiemelten a ponty takarmanyozasa céljabol. A névényi
osszetevok koziil a szdja, repce, csillagfiirt, kukorica,
lenolaj vizsgalataval foglalkoztunk. A magas olajtartalmu
novények és novényi olajok biztositjak a tobbszorosen
telitetlen esszencialis zsirsavak (linol- és linolénsav) sziik-
séges mennyiségét a haltakarmanyokban, kivéve az EPA,
DHA és ARA létfontossaga komponenseket, melyeket
csak a halolajbol vagy természetes taplalékbol tudunk
biztositani. Vizsgalataink azt mutattak, hogy ezek a ta-
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karmanyok jelentGs negativ hatast nem eredményeznek
a ponty novekedésében vagy a betegségekkel szembeni
ellenallé képességben (Ardo és mtsai, 2009).

Amig az eddigi megallapitasok a rovidtava takarma-
nyozasi kisérletek eredményeibdl szarmaztak, nem voltak
ismertek a teljes hal életcikluson keresztiil torténd alkal-
mazas hatésai, esetleges el6nyei vagy hatranyai. Az EU FP7y
tamogatassal megvalosuld6 ARRAINA projekt lehetGséget
biztositott ezen folyamatok tanulmanyozasara, melyeket
tavi monokultraban nevelt ponty esetében terveztiink
vizsgalni. A projekt f6 célkitiizése a novényi fehérje- és
olajtartalmu tavi kiegészit6 takarmany hosszt tavia hata-
sanak vizsgalata a novekedésre, takarmanyhasznositasra,
anyagcserefolyamatokra, immunrendszerre, hismindség-
re, szaporodoképességre és az utdodok életképességére,
ezen kiviil fontosnak tartjuk a tapkiegészitésnek a tavak
eltartoképességére gyakorolt hatasanak vizsgalatat is.

A tégazdasagi haltenyésztés szabvanyositasara a
halhtisminGség tekintetében eddig kevés figyelmet fordi-
tottak, pedig az étkezési méreti halak hisanak osszetételét
takarmanyozassal befolyasolhatjuk és javithatjuk azokat
a f6bb jellemzGket, amelyek a human taplalkozas szem-
pontjabol is fontosak. Méréseink szerint (Lengyel és mtsai,
2001) a hagyomanyos tégazdasagi ponty zsirtartalma igen
magasnak (9-14 % eredeti anyagra) tekinthet6 és a huméan
taplalkozas szempontjabol 1étfontossdgi hossza szénlanci,
tobbszorosen telitetlen zsirsavak aranya (EPA, DHA és
ARA) viszonylagosan alacsony (1-2%). Jelenleg a togaz-
dasagi haltermelés a viztér természetes produktuman és
kiegészit6 gabona alapt takarmanyozason alapul, de egyre
nagyobb teret nyer a mindségi hal el6allitasanak igénye és
ezzel egyliitt az intenziven nevelt halaknal a formulalt, teljes
tapértéki takarmanyok alkalmazasanak sziikségessége.

Vizsgalataink célja két kiilonb6zé osszetételd kiegészité
takarmanyozas 6sszehasonlitasa volt tavi technologia-
ban, kiilonésen a hallisztmentes novényi tapkiegészités
(alacsony Lc-PUFA tartalommal) hatasanak vizsgalata a
teljes életciklus termelési paramétereire, a halak egészségi
allapotra és végezetiil a piaci méreti ponty hiisminGsé-
gére, kihozatali mutatoira.

ANYAG ES MODSZER

A projekt els§ évében két kiilonb6z8 takarmanyon
(mérsékelt halliszt-halolaj tartalma tap, névényi fehérje-
novényi olaj tartalmu tap) készitettiik fel az anyajelolteket,
ezt kovetSen a masodik évben szaporitottunk csopor-
tonként 3-3 jeloltet, majd az utédok nevelésénél hasonld
modon alakitottuk ki a csoportokat, mint az anyaknal.
A takarmanyozast és a népesitést gy allitottuk be, hogy
2 éves technologiaval piaci méretd halat, a harmadik év
végén anyajelolteket allitsunk el6. A nevelést mindharom
évben ugyanazokban a tavakban (~0,17 ha) végeztiik,
ahol az els6 évben 20000 db/ha, masodik évben 4000

7

db/ha, harmadik évben 1000 db/ha népesitési stirtiséget
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alkalmaztunk. A szezon soran a megfelel6 takarmanyadag
megallapitasa céljabodl rendszeres probahalaszatot végez-
tiink. A napi kijuttatott takarmanyadag a metabolikus
testtomeg (kg”0,8) 1,5-3,2%-a kozott valtozott. Az Gszi
lehalaszas soran a csoportokat kiilon telel6ben tartottuk,
majd a kovetkez6 évben Gjranépesitettiik a nevels tavakat.
A termelési szezon soran a tavak planktonallomanyat is
monitoroztuk, valamint mintat gydjtottiink a természetes
taplalékforras zsirsavtartalmanak meghatarozasahoz. A
tavaszi, kora nyari idészakban haromhetente, a késébbi
id6szakban havi gyakorisaggal vettiink planktonmintat
50 um szembd@ségi planktonhald segitségével.

A termelési és takarmanyhasznositasi mutatok meg-
hatarozasa kovetkez6képpen tortént:

fajlagos napi novekedési sebesség SGR %=100*(InW -
InW )/t;

takarmanyhasznosulés (FCR) = Fi/(W,— W );

fehérjehasznosulas (PER) = testtomeg novekedés /
fehérje bevitel, ahol W és W_ahal zar6 és kezdeti tomegét
g-ban, a t a kisérlet id6tartamat napban, az Fi pedig az
0sszes bevitt tap mennyiségét jelenti g-ban.

A Kkisérlet 862. napjan (519 napig tart6 etetési id6-
szak utdn) a 3 nyaras pontyokbdl mintat gydjtottiink. A
vizsgalatok kiterjedtek a testtomeg, biometriai mutatok,
kihozatali mutatok felvételére, halfilék beltartalmi érté-
keinek (nyerszsir, nyersfehérje, nyershamu, viztartalom),
makro- és mikroelemek, esszencialis zsirsavak meghata-
rozasara. A testosszetétel vizsgalatokhoz standard ana-
litikai mo6dszerek hasznaltunk (Sandor és mtsai, 2009).

TAKARMANYOK

Célunk a ponty tapanyagigényének figyelembevéte-
lével olyan, a tavi nevelésben alkalmazhat6 Osszetett
takarmanyokat el6allitasa volt, amelyek koziil az egyik
mérsékelt halliszt és halolaj tartalma (FM/FO) (14-16 %
halliszt, 1,65-2,2% halolaj), a méasik pedig csak novényi
alkotokat tartalmazé (PM/VO) (n6vényi fehérje és szén-
hidrat, valamint 1,8-2,5 % lenolaj) volt. A tapreceptira
és a takarmanyok Osszetétele az 1. tablazatban lathato.
A takarmanyok fehérje- (28-34%) és energiatartalma (18
-18, 2 MJ/kg), valamint n-3/n-6 aranya a két csoportnal
azonos, linolsav/linolénsav aranya viszont kiilonb6z6 volt.
Kiegészitésképpen a tavakat 4-6 alkalommal tragyaztuk
évente (2,7 tonna/hektar/tenyészido).

STATISZTIKAI ELEMZES

AtestOsszetétel vizsgalatokat az els6 két évben 6 parhuza-
mos méréssel, aharmadik évben pedig 9 paArhuzamban végez-
tiik. Az egyes csoportok mérési eredményei kozotti kiilonb-
séget egytényezls varianciaanalizissel, p<0,05 szignifikancia
szinten értékeltiik. A statisztikai értékeléshez SigmaStat 3.0
programot (SPSS, Inc.) hasznaltuk, normalitasi probakhoz
Anova-Duncan és Mann-Whitney teszteket alkalmaztunk.
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Alkotok (%) Pra8 Pr34 | Pr33 | Pr3o
% % % %
FM/FO
Halliszt (Pr-60) 16,00 16,00 | 16,00 | 14,00
Oszi baza 16,82 8,88 | 10,08 | 20,50
Full-fat sz6ja 6,50 6,00 | 4,03 6,50
Kukorica 33,00 30,00 | 30,73 | 27,50
Extr.sz6ja 13,48 25,47 | 25,36 | 17,50
Vérliszt 5,00 5,00 | 5,00 | 5,00
Takarmanyélesztd 5,00 5,00 | 5,00 | 5,00
Vit-Min mx 2,00 2,00 2,00 2,00
Halolaj 2,20 1,65 1,80 2,00
Nyers fehérje % 28,79 33,97 | 32,70 | 30,18
Nyers zsir % 4,66 6,21 6,27 7,38
Energia KJ 19,58 18,01 | 17,84 | 17,96
PM/VO
Halliszt (Pr-60) 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00
Oszi baza 11,00 560 | 890 | 16,50
Kukorica 32,50 20,00 | 27,00 | 27,50
Full-fat sz6ja 13,00 7,80 | 9,00 | 9,50
Extr.sz6ja 26,00 40,75 | 38,30 | 29,50
Vérliszt 8,00 8,00 | 8,00 | 8,00
Takarméanyéleszt§ 5,00 5,00 | 5,00 | 5,00
Vit-Min mx 2,00 2,00 | 2,00 2,00
Lenolaj 2,50 1,85 1,80 2,00
Nyers fehérje % 29,14 34,31 | 31,72 | 29,57
Nyers zsir % 5,87 5,86 5,92 7,43
Energia MJ 18,91 18,11 | 17,99 | 18,26

energia (MJ/kg)= (23,64*nyersfehérje+17,15*nitrogénmentes
kivonat+39,54*nyerszsir)

2. tablazat: Termelési mutaték

TUDOMANY

EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Az ivadéknevelés els6 idGszakaban a legjobb termelési
adatokat a halolajos csoport esetében talaltuk, de szig-
nifikans kiilonbség nem volt a névényi olajos csoporthoz
képest a novekedés, ttlélés és takarmanyhasznositas
esetében (2. tablazat). Az immunstatusz monitoringja
soran megallapitottuk, hogy a névényi olajos takarmany
alkalmazasa nem rontja a pontyivadékok ellenall6- és
stressztlir6 képességét a tavi nevelés soran (adatok Faze-
kas és mtsai (2016) kozleményében talalhatok). A teleltetés
soran a lehalaszaskor mért zsirtartalom 80%, illetve 90%-
ra csokkent a halolajos, illetve a névényi olajos csoport
esetében, a zsirsavak mennyisége mindkét csoportnal
kevesebb, mint a felére esett vissza (3. tablazat). Ez azt
bizonyitja, hogy a zsirraktarak (zsirdep0) igen jol tudtak
mobilizal6dni alacsony vizhGmérsékleten a tapon nevelt
halaknal. Lényegi kiilonbség a két csoport kozott nem volt.

A masodik év soran a termelési mutatdk kiilonb6z6
mobdon valtoztak a novényi és halolajos csoport kozott
a tenyészidGszak alatt bekovetkezs ismeretlen eredetii
halelt{inés/elhullas miatt. Ennek eredményeként a zar6
testtomeg, a kondici6faktor, a takarmanyhasznositas és
fajlagos novekedés a novényi olajos csoportnal magasabb
volt, mint a hallisztes csoportnal. Ugyanakkor az FM/FO
csoport fehérjehasznositasa mégis jobbnak bizonyult és
a nett6 hozam a jobb megmarads miatt is ebben a cso-
portban volt magasabb. A testtomeg valtozast a tenyészidd
teljes szakaszaban az 1. &bran mutatjuk be. A kétnyaras
halak testosszetételének vizsgalata soran mar szignifikans
kiilonbség mutatkozik a teljes test zsirtartalmaban, a méj és
filék zsirsavprofiljaban is (2-3. 4bra). A hallisztes csoportnal
EPA+DHA deponalas lathat6 a halalapta takarmanyozas
kovetkeztében, a névényi olajos csoportnal is szamottevd
az EPA és DHA tartalom a filében és a mjban, mely Lc-
PUFA szintézisre utal. A maj zsirsavosszetételének valtozasa
anyari és az 6szi mintak esetében mutatja a deszaturacios
és elongacios folyamatok felgyorsulasat az alacsonyabb

Teljes (cm) 16.6 £ 2.1° 15.1 + 1.0P 34.1+£5.9 32.4+4.8 50.07 £2.01 | 50.76 £ 2.10
testhossz

Testtomeg (g) 77.0 £ 27.6 62.2 +12.0 703 + 82 924 + 199 2377 + 303 2632 + 346
Megmaradas | (%) 78.6 £ 3.0 75.0 £ 2.0 72.7 + 11.22 49.2+ 6.5 | 88.2+2.5° 91.8 + 0.9°
SGR (%/nap) |3.37 +0.05 3.33 £ 0.12 1.05 + 0.08 1.22 £ 0.10 | 0.65 + 0.02?2 0.60 + 0.02"
FCR (g/2) 1.63 £+ 0.11 1.91 + 0.08 1.99 £ 0.04% 2.30 £ 0.10" | 2.54 + 0.09 2.58 £ 0.02
Kondicid (g.cm3) |1.7+0.1° 1.8+0.1° 1.7 £ 0.2% 2.0 + 0.1° 1.90 £ 0.11 2.06 + 0.14
faktor

PER (g/g) 1.70 £ 0.12% 1.53 + 0.06" | 1.22 + 0.11* 0.87 £ 0.03" | 1.31 £ 0.05 1.31 + 0.01
Netté hozam | (kg/ha) | 1.14 + 0.03* 0.86 £ 0.19* | 2035 + 129° 1615 + 108" | 1622 + 104 1820 + 84

HALASZAT | 5
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3. tablazat: A teleltetés elGtt és utan mért novekedési és testosszetétel adatok

csoportok | tomeg (g) LS (mm) zsir % sz.a. 20:5n-3 W% 22:6n-3 w%
FM/FO 77.9 | £ 27,6 |13.50 1,8 25.43 0,46 | 1.24 |+ 0,27 |3.07 | £ 0,37
PM/FO 62.2 | £ 12,0 |12.19 0,9 22.83 295 [0.75 |+ 0,13 (172 |+ 0,05
Teleltetés utan 2014.04.04
n=50-100 n=15
csoportok | tomeg (g) LS (mm) zsir % sz.a. 20:5n-3 w% 22:6n-3 w%
FM/FO 72.6 |+ 15.9 |13.06 1.2 19.63 0.15 [ 0.68 | % 0.15 [1.93 |+ 0.40
PM/FO |58.7 |+ 1.5 |12.30 1.0 20.89 0.29 [0.37 |+ 0.08 [0.95 |+ 0.23
pli e 5004
=  —=VD
2 D e 2500 s,
o~ /
160 - - F
o a S oo .'.-"
=10 - 3 - A
= f _| T L1500 '
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1 abra. Testtomeg valtozasa a haroméves tenyészidészak alatt

Lec-PUFA tartalom a szezon kBzepén (2014.07.24.)
20

1%
BEPA + DHA

& BARA
i
5

0.4

2.0

o
FMFD PRMAD

Le-PUFA tartalom az dszi lehalaszaskor (2014.11.13.)

BEPA + DHA

FMFQ

2.abra. A majban raktarozott Lc -PUFA mennyisége (wW%) a nyari és §szi mintakban

hémérsékletek megjelenésével (2. dbra). Az egyes szovetek
zsirsavosszetétele korrelaciot mutatott a zsirsavanyagcserét
és a peroxidacios folyamatokat jellemz6 gének aktivitasaval
(az adatok késébbi publikacioban jelennek meg).

A takarmanyozasi kisérlet harmadik évében 2 kg at-
lagstlyd halaknal értékeltiik a hiisminGséget, kihozatali
mutatdkat, valamint a lehalaszaskor meghatarozott ter-
melési paramétereket (2. tablazat). A kisérletet ebben
az évben 3 ismétlésben folytattuk. A lehalaszaskor mért
adatok alapjan tovabbra is a novényi olajos csoport ért
el nagyobb testtomeggyarapodast, de a tobbi mutatéban
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nem lathat6 szignifikans kiilonbség. A megmaradas az
el6z6 évivel szemben kedvezben alakult, 88-91% kozotti
tartomanyban. A hiasmindségi vizsgalatokhoz feldolgo-
zott halak kihozatali mutatéinal kiilonbséget lathatunk
a fejindex és majindex esetében (3. tablazat.) A névényi
olajos csoportnil az értékek valamivel magasabbak, mint
a halolajos csoport esetében. A filézési hozamban nem
mutattunk ki kiilénbséget. A gonadprodukcié meglepd
modon alakult, amikor a lenolajos csoportnal tulajdon-
képpen nem talaltunk ndéi ivarterméket. A him egyedek
ugyanakkor jelentGs mennyiségi tejet termeltek.
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3. abra. A hal zsirtartalmanak valtozasa (% e.a) a tenyész-
id6szak masodik évében (2014)

4. tablazat. A pontyfilék kihozatali mutatéi és

beltartalmi értékei (2015)

Test tomeg (g) 21024238 21394240
Testhossz (mm) 495+17 480+32
Fej index (%) 17,94+0,9? 19,7+1,1°
Filézési hozam (%) 40,6+2,4 41,243,4
M4j index (%) 2,1+0,3 2,6+0,5
Gonadoszomatikus index 7,5+3,0% 0]

(%) ikras

Zsir (%) 3,4+0,0% 4,2+0,0"
Fehérje (%) 16,34£0,52 | 16,67+0,09
Asvényi anyag (%) 1,05+0,02 | 1,04+0,03
Ca (mg kg™ 644,2 571,2

Mg (mg kg") 5447 524,0

P (ng kg") 1896,7 1833,3

K (mg kg™) 2950,0 2996,7

Fe (mg kg?) 12,2 10,4

Cu (mg kg™) 0,745 0,659

Zn (mg kg") 13,0 7,8
Zsirsav tartalom mg FA/g

Total SFA 19,0+0,7° 16,0+1,4°
Total MUFA 35,4+1,3% 30,5+3,4°
Arachidonsav 20:4n-6 0,6+0,03* 0,74+0,04
Eikozapentaénsav 20:5n-3 | 1,0+0,05% 0,6+0,1°
Dokozahexaénsav 22:6n-3 | 2,6+0,09* 1,0+0,05"

A zsirtartalom kedvezébben alakult a hallisztes cso-

portnal (3,4% e.a.), mint a lenolajosnal (4,2% e.a.). Ezek
az értékek igy is joval alacsonyabbak a tradicionélis, gabo-
na kiegészitésti tavi etetéssel elGallitott pontyfilé zsirtar-
talmanal (9-12%) (Csengeri, 2008). A hossza szénlanct
tobbszordsen telitetlen esszencialis zsirsavak mennyisége
természetszertien a halolajos csoportban magasabb (a ten-
geri forras miatt) (4. tablazat). A lenolaj magas linolénsav
tartalma csak korlatozott mértékben jarult hozza a hossza
szénlanct PUFA tartalomhoz, ennél a csoportnél ez az ér-

TUDOMANY

ték szignifikansan alacsonyabb volt, mint amit a hallisztes
csoportnal mértiink. A filék makro- és mikroelem tartalma
a takarmany alapanyagok elemtartalmanak fiiggvénye,
igy a hallisztes csoportnal a kedvez6bb, de szignifikans
kiilonbség egyediil csak a cinktartalomban jelentkezik (3.
tablazat). A filék Ca:P aranya 1:3 koriili (FM/FO: 1:2,9; PM/
VO: 1:3,2), amely kedvezd tapanyagtartalmi élelmiszert
jelent a human fogyasztas szamara. A toxikus fémek a
kimutatasi hatar alatt fordultak el6 mindkét csoportnal.
A haroméves kisérlet soran megallapitottuk, hogy a
novényi fehérje- és lenolaj alapa Osszetett haltakarmany
kiegészitd etetése ponty monokultiiraban kedvezd, mivel
hasonl6 termelési mutatokat eredményez, mint a halliszt
alapt takarmanyok. A filék osszes zsirtartalma valamivel
magasabb, de mégis joval alacsonyabb, mint a gabonas
kiegészit6 takarmanyozassal el6allitott pontyfilé eseté-
ben. Eredményeink azt mutatjak, hogy a lenolajban nagy
mennyiségben jelenlevd linolénsavat a ponty — mar ivadék
koratdl — képes mérsékelt médon magasabb homologga
atalakitani. Ugyanakkor azt is kimutattuk, hogy a teljes
életciklus soran ez a folyamat nem er6sodik, az EPA és
DHA hosszt szénlanct tébbszordsen telitett zsirsavak kon-
centracidja a halhtisban a stlynovekedéssel parhuzamosan
nem novekszik. Ennek tiikkrében valoszintinek tlinik, hogy a
magas tapanyagértéki és a human taplalkozasban kiemelt
fontossagh esszencidlis zsirsavakban gazdag pontyhus
eléallitasahoz halliszt/halolaj tartalmi befejez6 takarma-
nyozasra van sziikség a piaci méret elérését megel6zden.
A vizsgalatok az ARRAINA (FP7-288895 és Bonus
-Hu_12-1-2013-006) és az AQUAREDPOT (FP7-316266)
projektek anyagi taimogatasaval valésultak meg.
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Irodalmi attekintés a siill6 és sligér esetében el6forduld
virusos és baktériumok okozta betegségekrol

Borzak Réka, Sellyei Boglarka

MTA Agrartudomanyi Kutatokdzpont, Allatorvos-tudomanyi Intézet

Afogassiillé (Sander lucioperca L.) intenziv tenyésztésére
tobb probalkozés tortént mar Magyarorszagon, melyekrol
szamos kozlemény, szakmai el6adas (Horvath és mtsai,
2005, Tamas és mtsai, 2006, Bodis és mtsai, 2005; Szabd
és mtsai, 2007), valamint PhD disszertacié (Molnar, 2002,
Baédis, 2008, Szabb, 2009, Németh, 2013) is sziiletett. Az
eredményes tenyésztés korlatozo6 tényezoi lehetnek a nevelés
soran fellépé betegségek, melyek felismerése, megel6zése
és az elleniik val6 védekezés kidolgozasa elengedhetetlen
fontossagi. Témacsoportunk munkatéarsai a Halaszat 109/2
szaméaban megjelent cikkben (Molnar és mtsai, 2016) mar
beszamoltak a balatoni fogassiill6t karosité parazitas ferto-
z0ttségekrol, kiemelve az intenziv rendszerekben is poten-
cialis veszélyt jelent6 patogén korokozokat. Hazankban egy
korabbi el6adasanyagban Csaba és mtsai. (2008) ismertették
aragadozohalakat, koztiik a siill6t is érint6, abban az id6ben
ismert betegségeket.

A virusok és baktériumok okozta, siill6t érint8 betegsé-
gekrol ugyanakkor hazankban csekély tapasztalattal ren-
delkeziink, bar jelent6ségiik koran sem elhanyagolhato.
Igy, jelen tanulmanyunkban az eurdpai és észak-amerikai
(intenziv siill§ és sligér) telepeken jelentkezé megbetege-
désekben kimutatott korokozokrol szerzett informaciokat
gyujtottiik Ossze és ismertetjiik.

REVIEW OF SIGNIFICANT BACTERIAL
AND VIRAL INFECTIONS OF PERCH
AND PIKE-PERCH

Réka Borzak, Boglarka Sellyei

Centre for Agricultural Research, Hungarian Academy of
Sciences - Institute for Veterinary Medical Research

Several attempts have been made already for intensive
pike-perch culture in Hungary, numerous publications, oral
presentations (Horvath et al. 2005, Tamas et al. 2006, Bodis
etal. 2005, Szabo et al. 2007) and PhD dissertations (Molnar
2002, Bodis 2008, Szab6 2009, Németh 2013) were made
in this topic. Diseases are also limiting factors of successful
breeding, therefore developing new methods for prevention,
diagnosis and protection is essential. The parasitic infections
of pike-perch in Lake Balaton have been already described
by our colleagues (Molnar et al. 2016), highlighting the
potential pathogens in intensive systems. Previously, known

diseases of predator fish (including pikeperch) in Hungary
were presented by Csaba et al. (2008).

In Hungary, there is not much experience about the viral
and bacterial infections of pikeperch yet, although their
significance is not negligible. In this study, diseases with
viral and bacterial background from European and North-
American fish farms with intensive perch and pikeperch
breeding were collected.

VIRUSFERTOZESEK

A siill§ virusok okozta megbetegedéseire szamos példa
talalhat6 a kiilfoldi szakirodalomban, f6ként olyan orsza-
gokbol, ahol mar korabban tenyésztésbe vontak ezt a halfajt.
Mas halfajokhoz hasonlban, a siillg is 1arva és ivadék korban
a legfogékonyabb a virusfert6zésekre. Nem véletlen ezért,
hogy a szakirodalomban fellelhetd adatok is f6képp ezekre
a korcsoportokra vonatkoznak.

1990-ben egy franciaorszagi keltet6ben komoly elhullast
okozott egy addig ismeretlen rhabdovirus a siill6larvak ko-
zott (Nougayrede és mtsai., 1992). Azizolalt virus a stigerek
rhabdovirusaval mutatott hasonlosagot.

Egy észak-olasz halfarmon, egy feltehet6leg a stigér-hib-
ridekkel behurcolt nodavirus fert6zés tizedelte meg az iva-
dékot. Kezdetben csak a hibrid siigerek pusztultak, majd a
betegség a halgazdasag kiilonbo6zd részein tartott siill6kre,
pisztrangsiigerekre is atterjedt. A h6mérséklet jelentGsen
befolyasolta az elhullast, tet6pontjat 28-30 °C—on érte el,
és teljesen megsz{int, amikor a vizh6mérsékletet 23 °C ala
csokkentették. Az olasz kutatoknak a jellegzetes tiinete-
ket (letargia, abnormalis, spiralis tiszas) mutat6 egyedek-
bél sikeriilt a virus kimutatni. Az elhullott 15-20 napos
pisztrangsiigerekbdl (Micropterus salmonides) és 60 napos
siill6kbdl a korokozodt izolaltak és a mediterran régioban
széles korben elterjedt nodavirus tipussal (RGGNV) azo-
nositottak (Bovo és mtsai., 2011).

Az emlitett két esetben a tenyésztés soran tapasztalt mor-
talitast egyértelmtien kapcsolatba tudtak hozni a kiilénb6-
z0 virusfert6zésekkel. Akadnak viszont olyan eseteket is,
amikor egészségesnek latszo siillGivadékbdl sikertiilt virust
izolalni.

A fogassiill6 Finnorszagban §shonos faj, de az allomany
novelésének céljabol az utobbi id6ben tenyésztésbe vontak.
Azivadék kihelyezését megel6z6 ellen6rzés soran egy eddig
ismeretlen iridovirust, siill6-iridovirus (PPIV-Pike-perch

HALASZAT | 9



Vol. 1/2. (2016) pp. 9-12.

TUDOMANY

Iridovirus), sikerilt kimutatni
és izolalni a finn kutatéknak
(Tapiovaara és mtsai., 1998).
Dan és finn kutatok vizsgal-
tak a fogassiill6 fogékonysagat
a mas fajokbol mar ismert,
az iridovirusok kozé tartozo

, Kk 1mé 1. abra. WDSV (Walleye Dermal Sarcoma Virus) okozta tumorok az északi siillén
ranavirusokra. A tanulmany (Sander vitreus), (Rovnak és mtsai. 2010)

igazolta, hogy a fogassiill6 kisér-
letesen megfertézhet6: az EHNV (Epizootic Hematopoietic
Necrosis Virus)-sal, amely virus komoly problémat okoz az
Ausztralidba betelepitett csaposiigérekben és pisztrangok-
ban, valamint megfert6zhet6 az els6dlegesen harcsafélékben
eléfordulé European sheatfish (ESV) és European catfish
(ECV) virusokkal is, melyek hazankban is eléfordulnak.

- C R

2, 4bra. Lymphosarcoma, tiszai siillé (Békési és mtsai. 1986)

A fenti kutatok kiilonb6z6 vizh6mérsékletek mellett is
vizsgaltak a halak virusfert6zésekre valo fogékonysagat,
intenziv és extenziv tartast halakban egyarant. A legma-
gasabb elhullas a hGstressznek kitett, intenziv rendszerben
tartott siill6 ivadék korében tapasztaltik, ahol a 28 °C —on
torténd nevelés, utan 12 °C, illetve 22 °C-os vizh6mérsék-
leten fert6zték meg a halakat. A mortalitas mértéke azonos
volt mindkét héfokon, de a 22 °C-on tartott ivadéknal 5-6
nappal hamarabb jelentkezett, mint 12 °C-on. Itt a par napos
eltolodéas a lelassult anyageseré-
nek, és a virus lassabb szaporo-
dasanak tudhato be. Az extenziv
rendszerben, 16 °C-on nevelt ha-
laknal elenyészé volt az elhullas
mértéke kés6bb 12 °C és 22 °C-on
is (Jensen és mtsai., 2011). i

Az eurdpai siill6 egyik legko-
zelebbi rokona az északi siillé
(Sander vitreus Mitchill, 1814), mely egy Eszak-Amerika-
ban &shonos édesvizi hal. Ezt a fajt mar a mult szazadban
tenyésztésbe vontak. Az északi siillében f6ként bér elvalto-
zasokat, sejtburjanzast okozo virusok fordulnak el§, mint
a lymphocystis disease-t okozo iridovirus, (Weissenberg.
1965), kiilonbo6z6 retrovirusok, és herpeszvirus (Kelly és
mtsai., 1983). Ezen korokozok leginkabb az ivarérett halakat
tamadjak meg; a tiinetek jelentkezése nagyfokt szezona-
litdst mutat.

Az északi siill6t karositd virusok koziil a retrovirusok,
aWEHV-1és -2 (Walleye Epidermal Hyperplasia Virus-1,
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-2),és a WDSV (Walleye Dermal Sarcoma Virus), el6fordulasa
a leggyakoribb. WEHYV fert6z€s soran 2-50 mm atmérdjd,
széles, lapos, attetszd plakkok jelennek meg a megvastagodott
hamszovetben. A WDSV a br mezenchimalis sejtjeinek
talburjanzasat okozhatja véletlenszerti eloszlassal a hal teljes
testfeliiletén. Az elvaltozasok kb 0,2 - 1 cm atmérdjiiek, és
TR ATATET kiemelkednek a pikkelyek sikja-
. : bol (1. abra). A tumorok gyakran
Ossze is olvadnak; mig a bels6
szerveken nem volt tapasztalha-
| t6 patologias elvaltozas. A virus
horizontalis atvitele nagyon ha-
tékony, a kisérletesen fert6zott
halakban 14 hét elteltével az
egyedek 87%-an jelentkeznek
tumorok. A virusokra, kisérletes
fert6zés soran, mas halfajok, pl.
a kanadai siill6, a Sander canadensis és a Perca flavescens
(sarga siigér) is fogékonynak bizonyultak.

A fenti virus-fert6zottségek érdekessége, hogy feltliné
szezonalitast mutatnak. A leggyakorabban késé Gszt6l a
tavaszi fvasi id6szakig fordulnak el6. fvés utan a fert6zottség,
minden kiilsG kezelés nélkiil fokozottan alabbhagy, és az azt
kovet6 évben mar jelentGsen csokken a megjelend tumorok
szama azokon siill6kon, melyek korabban érintettek voltak.

27 7

Megfigyelték, hogy élete soran a legtobb siills atesik ezen a

3. abra. Lép-daganat, balatoni fogassiillé (Csaba és mtsai. 2001)

fert6zésen ivaréretté valasa utan (Bowser és mtsai., 1988).
Hazankbol eddig nem irtak le siill6t érint6 viralis meg-
betegedéshez kothet§ nagyaranyu elhullast. Ugyanakkor,
1986-ban egy Tiszabdl fogott 2 kg-os siillén megfigyeltek
diényi, tumorszerd képletet, de a szovettani vizsgalat so-
ran nem talaltak jelét gyulladasnak, vagy betokozddasnak
a tumor koriil. A képletet a limfoid szévet rosszindulata
talburjanzasanak, lymphosarcoma-nak azonositottak (2.
abra, Békési és Kovacs-Gayer, 1986). Tovabba, 1995-ben,
két balatoni fogassiill6 boncolasa soran a 1ép daganatos el-
fajulasat tapasztaltak. A t6bbi szervben (kopoltyti, méj, vese,
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4. abra. Chryseobacterium fertézésre utalé faroknyéli
elszinez6dés balatoni fogassiillén (Sander lucioperca)

bél) attétek nem alakultak ki (3. 4bra, Csaba és mtsai., 2001,
2008), az elvaltozas kivalt6 oka nem tisztazott.

BAKTERIUMOK OKOZTA
MEGBETEGEDESEK

A fogassiill6 lehetséges bakterialis megbetegedéseivel kap-
csolatos adatok tekintetében a szakirodalom meglehet6sen
hianyos. Ugyanakkor elhamarkodott volna olyan kovetkez-
tetést levonni, mely szerint a probléma nem is létezik. Az

= ]

ocean két partjan tenyésztés- ke
be vont rokon fajokban, mint
az eurdpai csapostigér (Perca
Sfluviatilis, Linnaeus, 1758)
és az észak-amerikai sligér
(Perca flavescens (Mitchill,
1814)), egyarant el6fordul-
nak jelent6s halpusztulast
el6idézé bakterialis megbe-
tegedések.
Eszak-Amerikaban a tél
végi, kora tavaszi id6szak-
ban a sargan pigmentalt
telepeket képz6, Gram-
negativ, nem mozgb palcika
alakd, Chryseobacterium
indologenes baktérium &l-
tal el6idézett, a hat(szon és

TUDOMANY

farokrothadassal és / vagy szeptikémiaval jaré nagymér-
vl elhullasokrol szamoltak be csaposiigér allomanyokkal
kapcsolatosan. Europai orszagokban (Franciaorszag, Svajc,
Litvania) mas-mas baktériumfajt azonositottak elsédleges
korokozoként. E szerint az A. hydrophila, az A. sobria és az
A. salmonicida subsp. salmonicida egyarant képes jelentds
gazdasagi kart okozé megbetegedéseket el6idézni (Michel,
1981; Whali és mtsai., 2005; Skrodenyté-Arbaciauskiene
és mtsai., 2010). Finnorszagban a kora tavaszi id6szakban
bekovetkezd, a Flavobacterium psychrophilum (,Coldwater
Disease”) fertézés hatasara jelentkezd, az allkapocscsontok,
esetenként a szem és a vese karosodasaval jaré tomeges
elhullast jegyeztek fel (Lonnstrom és mtsai., 2008) (5. abra).

Ezt a cikket, a siill§ (és a sligér) intenziv tenyésztésbe
vonasanak el6térbe keriilése miatt, a hazai halaszati szakma
képviselSinek irtuk, figyelem felkeltés céljabol. A fertézé-
sek megel6zése érdekében a megfelels tartasi koriilmények
biztositasat, illetve Gjonnan érkezd allomany esetében a
karanténozast javasoljuk. A fent emlitett betegségek megje-
lenése a hazai viszonyok kozott egyel6re nem megjosolhato,
de lehetséges patogének ismeretében kénnyebb lehet azok
felismerése, diagnosztizalasa a jovében. Sajnos, mint minden
{j halfaj tenyésztésbe allitasa esetén, a termelés volumenének
fokozbdasa soran fog csak megmutatkozni egy-egy korokozo
jelentGsége.

8, 08an e TR S

a faroknyélen jelentkezd (4.
abra), borsériilésekkel jaro
tomeges megbetegedéseket

5. abra. Chryseobacterium indologenes (a) és Mycobacterium chelonae (b) fert6zés
sarga siigéren (Perca flavescens) (Pridgeon és mtsai. 2013, Daoust és mtsai. 1989);
Aeromonas sobria (c) és Flavobacterium psychrophilum (d) fert6zés csapoésiigérben
(Perca fluviatilis) (Wahli és mtsai. 2005; Lonnstrom és mtsai., 2008)

és elhullasokat irtak le tenyész-
tett stigér allomanyban (Pridgeon és mtsai., 2013). Korab-
ban, az év ugyanezen szakaszaban, a kanadai 4llomanyban
granulomas bdrelvaltozas, méaj- és hashartyagyulladas for-
majaban megmutatkoz6 Mycobacterium chelonae fert6zés
okozott jelenGs problémat (Daoust és mtsai, 1989).
Eurépaban a nyarvégi, Gszi idészakban a kiilonbo-
z6 Aeromonas fajok altal elGidézett, bérfekélyekkel,
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Az ivararanyok fenotipusos és molekularis genetikai
vizsgalata hazai sebespisztrang-allomanyokban
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OSSZEFOGLALAS

Minden tenyésztett halfaj esetében, igy a lazac-
féléknél is igen fontos gazdasagi szempont a meg-
felel6 allomanylétszam és ivararany kialakitasa a
lehet§ leghamarabb. Mivel a lazacfélék tobbsége
2-4 év alatt éri el az ivarérettséget, igy a koltsé-
geket csokkentheti, ha mar az ivarérettség elétt,
példaul az anyak valogatasanal meghatarozhato az
egyedek ivara. A lazacalakiak rendjén beliil tobb
fajban, de kis 1étszamban kimutattak egy, a rendben
konzervativan megjelené és a him ivarhoz kéthet§
marker gént. Els6ként a szivarvanyos pisztrang-
ban irtak le ezt az Y kromoszéman talalhat6 ivari
dimorfizmus gént (sexually dimorphic on the Y
chromosome, sdY), ami felel6s a him ivar kialaku-
laséért. Ez alapjan célul tliztiik ki az sdY gén és a
him ivar kapcsoltsaganak vizsgalatat a hazai sebes
pisztrang allomanyok esetében, ezért a marker
miikodésének ellendrzésére kifejlett ivarszervekkel
rendelkezd egyedeket vizsgaltunk, majd ezutan a
marker vizsgalatat a lillafiiredi és szilvasvaradi
tenyészallomanyokon, illetve hat hazai természe-
tes populacioban végeztiik el. Az ivarszervek és
a gén egyiittes vizsgalata bizonyitotta az sdY gén
ivari markerként val6 alkalmazhatésagat az alta-
lunk vizsgalt sebes pisztrang allomanyokban is.
Az tenyészallomanyok vizsgalata soran kideriilt,
hogy az ivasi id6n kiviil végzett morfolbgiai ivar
meghatarozasnal megbizhat6obb az sdY marker
alkalmazasa. Ezen feliil megallapitottuk, hogy a
tenyészallomanyokban a tejesek és ikrasok aranya
kozel 50-50 szazalék, ami a tenyésztOk hozzaértésé-
re utal. A természetes populaciékban tobbségében
a tejesek tulstalyat kaptuk, ami eredhet az alacsony
mintaszadmokbol, de esetleg utalhat a kézelmualtban
végzett telepitésekre is, illetve valamilyen kornye-
zeti hatasra. Eredményeink alapjan elmondhato,
hogy az sdY gén hasznalatat érdemes a tovabbiak-
ban is kutatni, esetleg gyorsabb és hatékonyabb
kimutatéasi eljaras kifejleszteni.

ANALYSIS OF GENDER PROPORTION IN
HUNGARIAN BROWN TROUT POPULATIONS
BASED ON PHENOTYPIC AND MOLECULAR
MARKERS

SUMMARY

Adequate stock size and sex ratio are important
features for all cultured fish species including
salmonids. Salmonids mature at the age of 2-4 years,
thus costs can be reduced if the sex of each individual
in the broodstock can be identified earlier. A male-
specific gene was discovered on the Y chromosome
in rainbow trout which induces the development of
the male sex (named as sexually dimorphic on the Y
chromosome, sdY). This marker was later found as a
male-specific marker on the Y chromosome in other
Salmonid species, including the brown trout, however,
it was proven only in small populations. Thus, we
decided to check the applicability of this sdY marker
in two Hungarian brown trout broodstocks with large
sample sizes and analyse the gender proportion in six
wild populations. Firstly, sexually mature individuals
were analysed by both gonad morphology and the sdY
marker in order to verify the applicability of this mar-
ker. Later, broodstock analyses revealed that the sdY
marker is more reliable than a morphology analyses
out of the spawning season. In broodstocks, a sex
ratio of close to 50-50% was found by the sdY marker.
However, in wild populations a higher proportion of
male individuals was found, which can either be an
artefact of smaller sample sizes or a results of recent
stocking actions. The application of the sdY marker is
highly recommended to assess sex ratio in Salmonid
populations. Further analyses and research of the
sdY marker can lead to the development of a quick
sex test based on this marker.

BEVEZETES ES IRODALMI
ATTEKINTES

A lazacfélék nagy gazdasagi értékkel rendelkezd
halfajok, termelésiik mértéke folyamatosan noévek-
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szik, mely mara éves szinten a harom milli6 tonnat
is elérte (FAO, 2012, 2014). Anyaalloméanyok kiala-
kitasakor minden tenyésztének fontos szempont a
megfeleld ivararany kialakitasa, azonban a lazacfélék
esetében, a morfolégiai bélyegek alapjan az ivarok
elkiilonitésére csak ivarérett korban (ami akar 2-3
év is lehet), és az ivasi idészakban van lehetGség, de
sok esetben szaz szazalékos megbizhatosaggal még
ebben az esetben is csak az ivartermék lefejésével
allapithat6 meg az egyed neme. Ezalatt a tenyészté
szamara a sziikségesnél nagyobb allomany fenntar-
tasa nagy anyagi befektetéssel jarhat.

A valtivara halak tobbségénél az els6dleges ivari
jellegeken tul, alland6 vagy idészakos masodlagos
ivari jellegek is megjelenhetnek, példaul megfigyel-
hetdek kiillemi valtozatok, szinezetbeli kiilonbségek
és eltéro testformak. A szivarvanyos guppik eseté-
ben példaul allando jellegrél beszélhetiink, mivel a
himek kisebb testtiek és élénkebb szinezetliek, mig a

nyek egyszerlibb

B

- liet (8
1. abra: A tejes (feliil) és ikras (alul) sebes pisztrang egyedek
kozti morfologiai kiillonbség ivasi idGben (forrds: Hoitsy, 2002)

rendelkeznek. A lazacfélék esetében azonban iddle-
ges ivari jellemzdk jelennek meg ivasi id6szakban,
amikor a himek esetében kifejlédik az ivokampo és
szinezetiik is megvaltozik (1.4bra) (Hoitsy, 2002).
Valtivara halfajok esetében a természetben az ivar-
arany altalaban kozel van az 1:1-hez, de a végleges
aranyt genetikai és kornyezeti hatasok is befolyasol-
jak (Devlin and Nagahama, 2002). A genetikai ivar-
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determinacio egyik kevéssé ismert formaja a poligénes
ivarmeghatirozas, mely soran az adott ivar tobb gén
egylittm{ikodése révén alakul ki (példaul a laboraté-
riumi zebradani6 esetében) (Liew et al., 2012). Masik
formaja az egygénes ivardeterminacid, mely az ivari
kromoszémahoz kéthets. Halaknél valamennyi, az
allatvilag méas rendszertani egységeiben el6forduld
ivari kromoszéma rendszer megtalalhato, azonban
leggyakoribb az emlGsokre is jellemzé XX (nGstény)
és XY (him) ivari orokl6désmenet, amikor az utéd
ivarat a spermium hatarozza meg, azonban csak a
fajok megkozelit6leg 10%-a rendelkezik morfologia-
ilag elkiilonithetd ivari kromoszomaval. A tobbi faj
esetén csak kisérletesen igazolhat6 az ivari kromo-
szomak 1étezése, mint példaul a lazacfélék esetében
(Devlin and Nagahama, 2002; Li et al., 2011). Ennek
egyik modja az ivari kromoszoman talalhato, az ivar-
ral egyiitt 6rokl6d6 genetikai markerek (ivari mar-
kerek) alkalmazasa, vagy az ivart meghataroz6 gén
azonositasa. Halak esetén ezek a gének és markerek
akar fajonként is kiilonboz6ek lehetnek, mig példaul
az emlGsok esetében, igy az embereknél is az srY gén
felel6s a him ivar kialakulasaért (Berta et al., 1990).
2011-ben a lazacfélék koziil els6ként a szivarvanyos
pisztrangban (Oncorhynchus mykiss) azonositottak az
ivardeterminaciéért felel§s gént, mely az eml&s6khoz
hasonléan az Y kromoszéman talalhat6 és miikodése
felel6s a him ivar kialakulasaért. Ez alapjan elnevezték
Y kromoszomaéan talalhat6 ivari dimorfizmus génnek
(sexually dimorphic on the Y chromosome, sdY) (Yano
et al.,, 2012). Fontos megemliteni, hogy korabban sem-
milyen mas fajban nem irtak le ezt a gént, mint az ivar
kialakulasban szerepet jatszé faktort. Késébb a gén
jelenlétét és ivar meghatarozo jellegét mas lazacfélék-
ben, koztiik a sebes pisztrangban is vizsgaltak, kisebb
egyedszamu kisérletek keretében. Minden vizsgalt
fajban a him ivar kialakulasat meghataroz6 génnek
bizonyult, amibdl arra kovetkeztettek, hogy ez az ivari
determinacios gén valdszintileg konzervativ a lazacfélék
csaladjaban (Yano et al., 2013). Nagyobb alloméanyok
vizsgalatat azonban ez idaig nem végezték el.

A sebes pisztrang (Salmo trutta m. fario) Eurépa
egyik 6shonos pisztrang faja, amelyet a 19. szazad vé-
géig nagy mennyiségben tenyésztettek étkezési halként,
azonban mara a tenyésztése atalakult és f6leg fajfenn-
tartasi és allomany-utanpotlasi célokat szolgal horgéasz-
hasznositasia vizekben. Magyarorszagon Lillafiireden
és Szilvasvaradon tartjak fenn tenyészallomanyait.
Célul ttiztiik ki az sdY gén és a him ivar kapcsoltsa-
ganak vizsgalatat a hazai sebes pisztrang allomanyok
esetében, ezért a marker mi{ik6désének ellendrzésére
kifejlett ivarszervekkel rendelkezé egyedeket vizsgal-
tunk, majd ezutan a marker vizsgalatat a lillafiiredi és
szilvasvaradi tenyészallomanyokon, illetve hat hazai
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természetes populaciéban (a Ban, Josva, Kemence,
Apatkati, Kolontés és Bittva patakokbol) végeztiik el.

ANYAG ES MODSZER
MINTAVETELI HELYSZINEK, DNS IZOLALAS ES
GENETIKAI VIZSGALAT

Vizsgalatinkat 60 db, tenyésztett, piaci méret, ki-
fejlett ivarszervekkel rendelkezd sebes pisztrang egyed-
del kezdtiik meg, melyeken az ivarszervek vizsgalata
céljabol boncolast végeztiink. A halakat dekapitaltuk,
majd az ivarszerveiket kivettiik és vizualisan megvizs-
galtuk. Teljes szovettani vizsgalatra nem volt sziikség,
mivel olyan nagysagi halakat hasznaltunk, melyek
ivarszerveir6l szemrevételezéssel is teljes biztonsaggal
megallapithato volt az egyed ivara. Ezen kiviil az ivari
marker vizsgalata céljabol minden egyed esetében egy
koriilbelil 1 cm?®-es mintéat is vettiink a farok alatti
sz6bol, amit abszolat alkoholban, -20°C-on taroltunk.

2012 és 2014 kozt a két sebes pisztrang
tenyészallomanybol Osszesen 317 darab mintat gyj-
tottlink az ivari marker hasznalhat6saganak vizsgalata
céljabol. Ezen kiviil hat hazai természetes vizfolyas-
bdl Osszesen 155 darab egyedet mintaztunk meg, az
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passziv radidjeles chippel (PIT tag) is ellattunk a ké-
s6bbi visszaazonosithatosag érdekében.

ADNSizolalast E.Z.N.A. Tissue DNS izolal6 készletettel
(Omega Biotek) végeztiik el a gyarto elGirasa alapjan, majd
azizolalas minGségét nanofotométerrel ellendriztiik. Az sdY
ivari marker vizsgalatat Yano et al. (2013) leirasa alapjan
végeztik el a sebes pisztranghoz javasolt médon. A PCR
mixben 3,3 uM volt mindkét primerbdl (Salmo trutta pri-
merek: sdY E1S1: ATGGCTGACAGAGAGGCCAGAATCCAA
és sdY E2AS4: CTTAAAACCACTCCACCCTCCAT), ezen
kiviil 100 ng DNS, 5 mM dNTP mix, 37,5 mM MgClz2, 2,5
uL 10x (NH4)2SO4 puffer és 1 U Taq polimeraz volt 25
uL végtérfogatban. A alkalmazott héprofil 3 min 94 °C
denaturalassal kezd&dik, amit 30 sec 94°C, 30 sec 60°C
és 30 s 72°C kovet 40 cikluson keresztiil ismételve, végiil
5min 72°C zarja a reakciot. Az PCR eredményeket 2 %-0s
agaroz gélen ellendriztiik. El6szor a boncolt halakon, majd
a tobbi mintan végeztiik el a vizsgalatot.

EREDMENYEK
BONCOLT HALAK VIZSGALATA

A még nem teljesen ivarérett, piaci méreti halak
esetében a boncolas alapjan teljes mértékben megha-

1. tablazat: Vizsgdlt sebes pisztrang dllomanyok adatai és az ikrasok és tejesek ardanya az sdY ivari marker vizsgalata alapjan, N:

mintaszam

LFB Lillaftired boncolt hal 2013 60 77 23
LFT Lillaftired tenyészallomany 2012-2013 242 51 49
SZVT Szilvasvarad tenyészallomany 2014 75 49 51

BA Ban természetes 2012 25 26 74

JO Josva természetes 2012 33 36 64

KE Kemence természetes 2012 24 50 50

AK Apatkuati természetes 2013 50 44 56

KO Kolontés természetes 2013 14 36 64

BI Bittva természetes 2014 9 22 78

allomanyok ivararadnyanak megallapitasa céljabol. A
mintavételi adatok az 1. tablazatban lathat6ak. A min-
takat minden helyszinen ivasi id6szak utan vettiik,
de amennyire lehetséges volt, probaltuk az egyedek
ivarat morfologiai jegyek alapjan is meghatarozni. A
tenyészallomanyokban az kiilonb6z6 gyakorlati szak-
emberek voltak segitségiinkre ebben a folyamatban,
ahol az ivokampo6 megléte, a szinezet, a testforma és a
méret alapjan préobaltuk megallapitani a halak ivarat.
A mintavételhez minden esetben 2-fenoxi-etanolos
boéditast alkalmaztunk, minden egyedrdl fényképet
készitettiink, majd az ivari marker vizsgalatdhoz az
el6z6vel megegyezd mddon vettliink mintat ezen halak-
bdl is. A tenyészallomanyok esetében minden egyedet

tarozhat6 volt mindegyik egyed
ivara. Ezutan a marker meg-
bizhatésaganak ellendrzésére
mindegyik egyeden elvégeztiik
a korabban leirt PCR reakciot.
A him ivarhoz kapcsolt marker
750 bp mérettartomanyban je-
lent meg a tejes egyedek ese-
tében, mig az ikrasoknal nem
kaptunk fragmentet (2. abra).

2, abra: Az sdY PCR eredménye
tejes és ikras sebes pisztrang ese-
tében 100 bazisparos molekulastly
markerhez viszonyitva
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2. tablazat: Piaci méretil, ivarérett, boncolt sebes pisztrang egye-
dek ivardanak megoszlasa a belsé ivarszervek vizsgalata és az sdY
tvari marker alapjan

46 db
14 db

46 db
14 db

ikras ikras

tejes tejes

100 szazalékos egyeziség a két vizsgalat alapjan

Avizsgalatok szaz szazalékos egyezést mutattak a szoveti
vizsgalatok eredményével (2. tablazat), ami bizonyitja a
gén ivari markerként val6 alkalmazhatosagat.

Ezek alapjan folytattuk a PCR vizsgalatokat a
tenyészallomanyok egyedeivel, majd 6sszehasonlitottuk a
morfologiai bélyegek alapjan megallapitott ivarmegoszlast
az ivari markerrel végzett PCR eredményeivel.

SEBES PISZTRANG TENYESZALLOMANYOK
VIZSGALATA

A nagyobb tenyészallomanybol (LFT) szarmazo
242 mintabol morfologiai bélyegek alapjan 82 halat
tejesként és 153-at ikrasként azonositottunk, és csak
7 egyedrdl nem tudtuk eldonteni az ivarat. Az sdY
PCR-t elvégezve a 235 morfolégiailag azonositott
egyed koziil 171 darab esetében kaptuk ugyanazt
az ivari eredményt, ami az 0sszes egyedre vetitve
73%-0s egyezést jelent. 12 morfolégiailag tejesnek
és 52 morfologiailag ikrasnak vélt egyed esetében
kaptunk eltér6 eredményt az ivari marker vizsgalata
soran, tehat ebben az esetben a tejes egyedeket si-
keriilt jobban beazonositani a fenotipusos bélyegek
alapjan. A 7 el6re nem meghatarozhat6 ivarti min-
ta koziil 2 bizonyult tejesnek és 5 ikrasnak a PCR
reakci6 eredményei alapjan. Az sdY ivari marker

3. tablazat: Az LFT sebespisztrang-allomany morfolégiai és
tvari markeres vizsgalata soran kapott ivararanyok és az ana-
lizisek egyezbsége

ikras 153 db ikras 118 db
tejes 82db tejes 124 db
nem

beazonosithat6 7db

Egyezés ikrasoknal: 66 %

Egyezés tejeseknél: 86 %

73 szazalékos egyez6ség a két vizsgalat alapjan

vizsgalata alapjan az LFT allomanyban az 124 tejes
és 118 ikras egyed talalhatd, igy 51:49 szazalékos
ivararany figyelhet§ meg (1. és 3. tablazat, 3. abra).
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LFT tenvészallomany ivari megoszlisa
maorfologiai jellegek és sdY PCR alapjan

» morfolégiailag &= PCR alappin is
tejes

= morfolégiailag beazonositalan, de
PUR alapgan jes
morfolegiailag ikras, de PCR
abappin s
morfologiailag tejes, de PCR
alapjan irkas
morfologiailag beazonositatlan, de
PCR alapgan ikris

s morfologiailag & PCR alappin is
ikris

Lo
XMim

3. abra: Az LFT sebespisztrang-allomany morfolégiai és
ivari markeres vizsgalata soran kapott ivararanyok

A kisebb tenyészallomany (SZVT) 75 mintajabol, 64
hal ivarat sikeriilt meghatarozni morfologiai bélyegek
alapjan, melyek koziil 31 ikras és 31 tejes egyedet azono-
sitottunk, és 11 egyedet nem sikeriilt beazonositanunk.
56 hal esetében kaptuk ugyanazt az ivari eredményt az

4. tablazat: Az SZVT sebespisztrang-allomany morfolégiai és
tvari markeres vizsgalata soran kapott ivararanyok és az ana-
lizisek egyezisége

ikras 31db ikras 38 db
tejes 33db tejes 37db
nem

beazonosithato 11db

Egyezés ikrasoknal: 9o %

Egyezés tejeseknél: 85 %

87 szazalékos egyezéség a két vizsgalat alapjan

sdY PCR reakcidval és a morfologiai meghatarozassal, ez
megkozelitSleg 87%-os egyezést jelent. Ebben az esetben
a fenotipusosan ikrasok esetében 3, mig a fenotipusosan
tejesek kozt 5 esetben kaptunk eltéré eredményt. A 11
el6re nem meghatarozhato6 egyedbdl, 6 bizonyult tejesnek,
5 pedig ikrasnak az sdY PCR alapjan. Osszességében az

SEVT tenvészillomany ivarn megoszlisa
morfoldgiai jellegek és sdY PCR alapjan

= morfologizilag ¢s PCR alapjan is
Kles

= morfoldziilag beazronositatlan,
de PCR alapgan tepes
morfoldgialag ikrs, de PCR
alapjan tejes
morfologailag wies, de PCR
alapjan irkis
morfoldgiailag beazonositatlan.
de PCR alapgin ikras

= morfologimlag ¢s FCR alapjan is
kras

4. abra: Az SZVT sebespisztrang-allomany morfologiai és
ivari markeres vizsgalata soran kapott ivararanyok
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SZVT allomanyban 37 tejes, 38 ikras egyed fordult el
az ivari marker vizsgalata alapjan, ami 49:51 szazalékos
ivararanyt jelent (1. és 4. tablazat, 4. 4bra).

TERMESZETES ViZI SEBES
PISZTRANG ALLOMANYOK IVARI
MARKERES VIZSGALATA

A természetes populaciok ivari markeres vizsgalata so-
ran igen nagy szorast kaptunk az ivararanyok tekintetében.
A KE patakot leszamitva minden esetben a tejes egyedek
talsalyat kaptuk (56-78 %) az ikrasokkal szemben (22-44
%) (1. tablazat).

EREDMENYEK
ERTEKELESE

A boncolt mintak esetében az ivarszervek vizsgalatdnak
eredményei teljesen megegyeztek az ivari markeres vizsga-
latokkal, igy az altalunk elvégzett munkalatok alatdmasztjak
azsdY gén ivari markerként val6 hasznalhat6sagat a magyar
sebes pisztrang allomanyok esetében is. A marker hasznos
eszkoz a morfologiailag teljes biztonsaggal nem meghataroz-
hato ivart sebes pisztrang egyedek vizsgalatahoz Az altalunk
hasznalt sdY marker segitségével mar fiatal korban, elméleti-
leg akar a megtermékenyitést kovetGen is meg lehet allapitani
az egyedek ivarat azonban az egyedek ebben a korban még
nem jelolhet6k meg egyedileg, igy a modszert a csak késGbb,
novendék korban, vagy anyavalogataskor célszert alkalmazni.

A novendék populaciok szexalasaval fel lehet allitani a
megfelel6 aranyt (sziikség esetén novelhetd a tejesek aranya,
mivel parzasi idGszakban a himek kozotti agresszivitas mi-
att megnovekedhet az elhullas) és el lehet kertilni a tobblet
koltséggel jaré egyedek gondozasat.

Azaltalunk vizsgalt tenyészallomanyokban a természetesen
varhat6 ivararanyokat talaltunk, azaz a tejesek és ikrasok ara-
nya 50-50 szazalék koriil mozgott, ami a tenyészt6k hozzaérté-
sére utal. A természetes populaciokban tGbbségében a tejesek
talsulyat kaptuk, ami eredhet az alacsony mintaszamokbol,
de esetleg utalhat a kozelmultban végzett telepitésekre, vagy
az ivar aranyt befolyasol6 szelekcios kornyezeti hatasokra is.

Ezen markergén hasznalatat érdemes a tovabbiakban is
kutatni, esetleg gyorsabb és hatékonyabb kimutatasi eljarast
(gyorstesztet) kifejleszteni. A sebes pisztrang allomanyokon
beliil is érdemes még tGbb egyednél megvizsgalni, és kiilonbo-
z6 kornyezeti hatasok, esetleg szennyezé anyagok, illetve kor-
nyezeti hatasok ivar kialakul4sra gyakorolt hatasat vizsgalni.
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A pontysperma mélyhlités moédszertani fejlesztése
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OSSZEFOGLALAS

Kutatasunk soran a pontysperma mélyhtitést
befolyasol6 paraméterek (ekvilibracids idg, mélyhiitési
modszerek, higitok, higitasi aranyok, aktival6 oldatok,
mozgasi idGtartam, felolvasztas utani tarolhatésag)
vizsgalatat hajtottuk végre. A kidolgozott modszert
teszteltiik nagymennyiségli sperma mélyhiitése soran
egy programozhat6 mélyhtitd berendezés alkalmazaséaval.
A vizsgalatokban motilitas méréseket és termékenyitési
tesztet végeztiink. A higitas és felolvasztas utan mért
progresszivmotilitas (pMOT), sebesség (VCL) és egyenesség
(STR) értékek nem csokkentek szignifikansan az 60 perc
ekvilibraciés id§ hatasara. Hasonlé motilitas értékeket
rogzitettliink a hiitédoboz és a fagyasztoé berendezés
segitségével mélyhiitott sperma esetében. Szignifikdnsan
magasabb pMOT és VCL értékek voltak megfigyelhetGek
pér higitoval, mint a HBSS-sel és a szeminalis folyadékkal.
A legmagasabb felolvasztas utani pMOT és VCL a pér
higit6 esetében 1:9 (pMOT: 52+12%, VCL: 76+9um/s) és
1:20 (pMOT: 49+8%, VCL: 76+6um/s) higitas mellett volt
megfigyelhet6. A ponty aktivaloval kezelt csoportokban
még 120 masodperc elteltével is mértiink aktiv mozgast.
A mélyhiitott pontysperma pMOT, VCL, STR értékei nem
csokkentek 1, illetve 6 6ras felolvasztas utani tarolas
soran. A nagymennyiségli mtiszalma mélyhiitése soran
a termékenyités szempontjabdl idealis pMOT (47+5%)
VCL (62+9 um/s) és STR (91+£1%) értékeket rogzitettiink.
A fagyasztott sperma esetében 32+6%-o0s termékenyiilést
tapasztaltunk.

IMPROVEMENT OF COMMON
CARP (CYPRINUSCARPIO) SPERM
CRYOPRESERVATION

Gergely Bernath™, Daniel Zarski'?, Eszter Kasa', Adam
Staszny', Levente Varkonyi', Timea Kollar', Arpad Hegyi',
Zoltan Bokor', Béla Urbanyi', Akos Horvath'

'Department of Aquaculture, Szent Istvan University, Pater
Karoly u. 1., H-2100 G6déll6, Hungary

3UR AFPA, Université de Lorraine-INRA, 2 Avenue de la Forét
de Haye, BP 172, 54505 Vandoeuvre-les-Nancy, France
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SUMMARY

Basic parameters of carp sperm cryopreservation
were standardized using a controlled-rate freezer. The
effect of different equilibration times, cryopreservation
methods, extenders, dilution ratios, activating solutions
on the post-thaw motility of common carp sperm was
investigated. The suitable post-thaw storage time-interval
as well as fertilizing capacity of cryopreserved sperm were
also examined. The pMOT, VCL and STR values did not
decrease significantly during 60 minutes of equilibration
both in prediluted and thawed groups. A significantly
higher pMOT and VCL were measured in thawed sperm
cryopreserved with grayling extender compared to Hank’s
Balanced Salt Solution (HBSS) and seminal fluid. The
highest pMOT and VCL were measured with grayling
extender at a ratio 1:9 (pMOT: 52+12%, VCL: 76+9 um/s)
and 1:20 (pMOT: 49+8%, VCL: 76+6 um/s). Using cyprinid
activating solution, thawed sperm could move still at 120
seconds following activation. Six hours storage time did
not have a significant effect on the motility parameters of
thawed carp sperm. Agglutination was observed during
cryopreservation of elevated volume of milt. Optimal
PMOT (47+£5%), VCL (62+9 um/s) and STR (91+1%) were
measured after thawing. A fertilization rate of 32+6% was
observed with thawed sperm.

BEVEZETES

A ponty nagy multa keltet6hazi szaporitasaval
parhuzamosan (Horvéath et al. 1992) mar évtizedek 6ta
jelentGs figyelem 6sszpontosult a spermajanak vizsgalatara
és mélyhtitésére, amit nagyszamu irodalmi adat igazol.
Billard et al. (1995b) atfogo cikkében részletesen leirtak
a sperma altalanos tulajdonsagait (pl. szeminalis plazma
Osszetétele, atlagos sejtstirtiség), valamint a motilitas (pl.
id6tartam, energiafelhasznalas a mozgas soran stb.) és a
mesterséges termékenyités jellemzGit.

Az els6 eredményeket a mélyhiités témajaban Moczarski
publikalta 1977-ben. A kovetkez6 évtizedekben a kutatok
szamba vettek szamos paramétert, ami a modszerek
eredményességét dontGen befolyasolni képes. A kiilonbo6z8
moddszereket a kisebb-nagyobb sikerrel alkalmaztak
a sperma fagyasztasa soran (Kurokura et al. 1984,
Horvath et al. 2003, Dzyuba et al. 2013, Bozkurt et al.
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2014, Ogretmenatal. 2014). Nagy figyelem szegez3dott a
sperma mélyhtitése soran alkalmazott higitasi aranyokra
(sperma: higit6+védGanyag). A kutatok széles skalan (1:1-
1:9) tesztelték a higitas hat4sat (Lahnsteiner et al. 2000,
Linhart et al. 2000, Warnecke és Pluta 2003, Horvath
et al. 2007, Li et al. 2013). Fontos tényez6 a sperma
optimalis hiitési sebessége, melyet hagyomanyos és modern
modszerekkel egyarant vizsgaltak a ponty esetében. Irawan
et al. 2010-ben a miiszalmak nitrogén f6lotti tavolsaganak
(2-6 cm) novelésével, illetve csokkentésével probaltak
lassitani és gyorsitani a folyamatot, ilyen mdédon tesztelve
a hiitési folyamatok hatékonysagat. Modernebb eljaras a
hiitési sebesség tesztelésére a programozhat6 fagyaszto
berendezés hasznalata, amivel a kontrollalt kornyezet miatt
egységesebb, pontosabb eredményeket kaphatunk (Babiak
et al. 1999, Butler & Pegg 2012). Warnecke & Pluta (2003)
alacsony hitési sebességek (3 és 6 °C/perc) 6sszehasonlitasa
soran alkalmaztak hatékonyan a berendezést a pontysperma
mélyhtitésére. Irawan et al. (2010) és Linhart et al. (2000)
a ponty mélyhtitott sperméjanak 105 masodpercig tarto
mozgasat rogzitették. A sperma felolvasztasat kovetéen
bizonyitast nyert, hogy a spermiumok spontan aktivacioja
bekovetkezhet, ami ugyanakkor nem befolyasolta negativan
a sejtek termékenyité képességét (Boryspholets et al.
2009). Kevés irodalmi forras foglalkozott napjainkig a
tej felolvasztas utani tarolhat6sagaval ponty esetében.
Boryspholets et al. (2009) eredményeik szerint a 10
perces tarolds nem befolyasolta a mintak min6ségét. A
ponty mélyhtitétt spermajaval végrehajtott termékenyités
szamos esetben igen magas termékenyiilést eredményezett
(Horvath et al. 2003: 74%, Irawan et al. 2010: 74%,
Lahnsteiner et al. 2003: 55-60%). Az eljarasokat azonban
csak kevés esetben vizsgaltak nagy mennyiségli sperma
mélyhtitésére (Horvath et al. 2007, Lahnsteiner et al.
2003).A szisztematikus vizsgalatok ellenére mindmaig
nem sziiletett egységes és minden koriilmények kozott
nagy hatasfokkal mi{ikodé protokoll a pontysperma
mélyhtitésére. A modszer alkalmazasa nem épiilt be a faj
keltet6hazi szaporitasanak folyamataba.

Kutatasunk soran megvizsgaltuk, hogy egyes paraméterek
(ekvilibracios id6, mélyhtitési modszerek, higitok, higitasi
aranyok, aktival6 oldatok, mozgasi id6tartam, felolvasztas
utani tarolas) milyen hatassal vannak a felolvasztott
pontysperma mozgasara. Az altalunk fejlesztett modszert
tesztelni kivantuk nagy mennyiségii minta soran egy nagy
kapacitasu programozhato fagyaszt6 berendezésben.

ANYAG ES MODSZER

A halak indukciéja, szaporitasa
és a mintavétel

A vizsgalatainkat G6dollén, a Szent Istvan Egyetem
Halgazdalkodasi Tanszéken végeztiik 2014 és 2015
majusaban. A Tanszéken tartott 16 tejes egyedbdl (atlagos
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saly: 0,77-1,9 kg) és 9 ikras egyedbdl (2-3,5 kg) 4116 ponty
allomanyt az Aranyponty Zrt. godolléi telephelyérol
tervezett fejés el6tt 2,5 mg/ttg kg hipofizis injekcidval
indukaltuk. Az ikrasokat a keltet6hazi gyakorlatnak
megfelelGen két adagban oltottuk be (el6adag 24 o6raval
a tervezett fejés el6tt: 0,4 mg/ttkg (testtomeg-kiloramm),
dontGadag 12 6réaval a fejés el6tt: 3,6 mg/ttkg). A poritott
hormonkészitményt 0,5 ml desztillalt vizben oldottuk
fel és 1 ml-es injekcids tlibe toltottiik. A halakat a
hastiszo tovénél oltottuk be. Az ikrasokat az ivarnyilas
bevarrasat kovet6en, kontrollalt h6mérsékleten tartottuk
(22-23 °C). A mintavétel soran az egyedeket 2-fenoxi
etanollal (99%, 0,4 ml/1) boditottuk. Az anyakat nedves
torolkozére helyeztiikés a hasfal masszazsaval nyertiik
ki az ivarterméket. A tejet minden esetben 4 °C-on, az
ikrat keltet6hazi koriilmények kozott taroltuk (valtozo
hémérséklet).

A friss és mélyhiitott sperma
motilitasanak vizsgalata

A pontysperma motilitas paramétereit [progressziv
motilitas (pMOT), sebesség (curvilinear velocity-VCL),
mozgas egyenessége (straightness - STR), Computer-aided
Sperm Analysis 2010] kozvetleniil a fejés utan (kontroll
csoport), valamint mélyhités és felolvasztas utan egyarant
megmértiik. A vizsgalatokat szamitogépes spermavizsgalod
berendezéssel végeztiik (CASA, Computer-assisted Sperm
Analysis, SpermVisionTM v. 3.7.4., Minitube of America,
VentureCourt Verona, USA). A sperma aktivalasa
soran a kisérlettd] fliggéen desztillalt vizet (Dv) vagy a
pontyfélékre kifejlesztett aktivalo oldatot (45 mMNaCl,
5 mMKCI, 30 mMTris, pH 8) alkalmaztunk Saad et al.
(1988) nyoman.

A sperma mélyhiitése és felolvasztasa

A pontysperma mélyhtitése soran a frissen lefejt
mintakat a kisérlett6] fiiggben kiilonb6z6 6sszetételd
higitokkal és védGanyagként 10 % metanollal kevertiik
ossze.

A vizsgalatok soran hasznalt higitdk:

1. Pér higité [Ph]: 200 mM gliikéz, 40 mMKCI, 30
mMTris, pH 8,0 (Horvath et al. 2012).

2. Moédositott pér higité [MPh]: 100 mM gliik6z, 100
mMKCI, 30 mMTris, pH 8,0.

3. Ponty szemindlis folyadék (Szf): pontysperma
centrifugalva 20817 g-n, 5 percen keresztiil, 4 °C-on
(Eppendorf 5810R, Eppendorf AG, Barkhausenweg 1,
22339 Hamburg, Németorszag).

4. Hanks-féle s6oldat (HBSS, 8 g NaCl, 0,4 g KCl, 0,19 g
CaCl,x2H,0,0,1g MgSO, x 7 H,0,0,05g Na HPO,, 0,06
g KH2PO4, 0,358 NaHCOS, 1g C H O, 0,01 PhenolRed

67712767

Na, pH 7,5 (Sigma-Aldrich, H9269).
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A Kkisérleti elrendezést6l fiiggben kétféle mélyhiitési
eljarast alkalmaztunk. A polisztirol hiitédoboz (folyékony
nitrogénnel 3 cm magasan feltéltve) hasznalata soran
a mintakat egy 3 cm vastag hiit6kereten 3 percig
fagyasztottuk, majd a szalmakat a nitrogénbe helyeztiik
5 percre (Horvath et al. 2012). A mésik eljaras soran a
spermét egy programozhat6é mélyhtit6 berendezésben
(CRF, Controlled-rate freezer, IceCube 14s, IceCube Series
v. 2.24, Sy-Lab, Neupurkersdorf, Ausztria) fagyasztottuk
le (kiindulasi h6mérséklet: 7,5 °C, végpont: -160 °C,
hiitési sebesség: 56 °C/perc) (Bernath et al. 2015). A
miiszalmékat 10 1-es (Bio 20, Statebourne Cryogenincs,
Egyesiilt Kiralysag) vagy 35 1-es (VWR XSS 48/10, VWR
Inernational Kft., Debrecen, Magyarorszag) tigynevezett
kanniszteres kannaban taroltuk. A mintakat vizfiird6ben
(ThermoHaake P5, ThermoElectronCorp, Waltham,
Massachusetts, Egyesiilt Allamok) olvasztottuk fel 40
°C-on 13 masodpercig (Horvath et al. 2012).

Kisérleti terv

Az ekvilibraci6 hatdsdnak vizsgalata a friss és
felolvasztott sperma motilitdsara

A mélyhtitést megel6z6 ekvilibracios id§ vizsgalata
soran 6 tejestdl lefejt mintat egyedileg kevertiik 6ssze pér
higitoval és védGanyaggal 1:9 aranyban. Az el6higitott
mintakat 0, 30 és 60 perccel az Osszekeverés utan
polisztirol hiitédoboz segitségével hiitottiik le. Megmeértiik
a mintak progressziv motilitdsat mindharom idépontban
elGhigitott allapotban, valamint felolvasztas utan. A
sperma aktivaciéjahoz desztillalt vizet alkalmaztunk.

Két mélyhiitési modszer 6sszehasonlitasa

A két modszer tesztelése soran 4 tejes egyedi mintajat
kevertiik Ossze pér higitoval és védBanyaggal 1:9
aranyban. Minden egyed mint4jabol egy-egy miiszalméat
mélyhiitéttiinkle mindkét modszerrel. Felolvasztas utan
megmértiik a két modszerrel mélyhiitott spermamintak
progressziv motilitasat. Az aktivacié soran desztillalt
vizet hasznaltunk.

Haromféle hlitémédium vizsgalata a spermamélyhtités
soran

Vizsgélatunk soran 5 tejes spermajat egyedileg kevertiik
ossze pér higitoval, szeminalis folyadékkal (Szf), Hanks-
féle sb6oldattal valamint véd6anyaggal (HBSS). Minden
csoportbdl egy miiszalméat hiitottiink le programozhat6
mélyhtit§ berendezés segitségével. Felolvasztas utan
megmértiik a kiilonb6z6 higitbkban mélyhiitott mintak
progressziv motilitasat. A sperma aktivaciojat desztillalt
vizzel végeztiik.

Kétféle pér higit6 és négyféle higitasi arany vizsgalata
spermamélyhiités soran

Vizsgalatunkban 6 tejes spermaéjat fejtiik le, majd
osszekevertiik pér higitoval, modositott pér higitoval,
valamint véddanyaggal 1:1, 1:5, 1:9, and 1:20 aranyban.
Minden egyedi mintabdl programozhatdé mélyhiitd
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berendezéssel fagyasztottunk le egy-egy miiszalmat.
Felolvasztas utan desztillalt viz felhasznalasaval
megmértiik a mintak progressziv motilitasat.

Felolvasztas utani mozgasi id6tartam vizsgalata

A Kkisérlet soran 6 tejes egyedi mintajat hiitottiik le
pér higit6, védGanyag valamint 1:9-es higitasi arany
felhasznalasaval programozhat6 mélyhtit§ berendezésben.
Felolvasztas utin megmértiik a mintak motilitasat. Az
aktivaci6 soran a desztillalt vizet és a pontyféle aktivalot
hasonlitottuk 6ssze. Rogzitettiik a pillanatnyi motitilitast
10, 20, 30, 60, 90, 120 masodperccel az aktivacié utan.

A mélyhiitott sperma felolvasztas utani tarolhat6sdganak

vizsgalata egy illetve hat 6ran keresztiil
Vizsgalatunkban 6 tejes sperméajat mélyhtitottiik CRF

segitségével és pér higité alkalmazasaval. A tarolasi
id6 hatasanak megfigyelésére minden egyedi mintabol
kiilon-kiilén 1-1 miiszalmat olvasztottunk fel. Az 1 6ras
tarolas soran felolvasztas utan o, 15, 30, 45 és 60 perccel
rogzitettiik a mozgd spermiumok aranyat. A 6 oras
tarolasi id6 vizsgalata folyaman megmértiik a mintak
progressziv motilitasat a o., 2., 4. illetve a felolvasztast
kovet6 6. 6raban. A sejtek aktivacidjanal desztillalt vizet
alkalmaztunk.

Nagymennyiségli pontysperma mélyhiitése és

alkalmazésa termékenyités soran
Hat tejes spermajat 6sszekevertiik 1:9 ardnyban pér

higitdban, 10% metanol védéanyagot adagoltunk hozza
és mélyhtitottiik CRF-ben. A mintak friss motilitas
paramétereit az 0sszekeverést megel6z6en egyedenként
rogzitettiik. Osszesen 5,2 ml (104 miiszalma) spermat
fagyasztottunk le. Tiz-tiz miiszalmat hasznaltunk fel
a termékenyités teszt és a felolvasztas utani motilitas
vizsgalat soran. A termékenyités és motilitas vizsgalat
soran pontyféle aktivalot alkalmaztunk. Harom
oltott ikras koziil egy haltdl sikeriilt ikrat lefejniink.
Kezelési csoportonként 0,2 g ikrat (100-200 ikraszem)
termékenyitettiink meg 500 ul felolvasztott (higitott)
és 50 ul friss (aranyosan a mélyhitott sperma
mennyiségével) kontroll sperméaval (3 egyedi friss minta).
A megtermékenyitett ikraszemeket 22-23 °C-on allott
csapvizben inkubaltuk és 24 o6ra elteltével gerinchiros
allapotban meghataroztuk a termékenyiilés aranyat
(gerinchiiros embri6/0sszes ikraszemx100). A szamlalast
sztereomikroszkoppal, szabad szemmel végeztiik.

Az adatok statisztikai elemzése

Az eredmények értékelését a Microsoft Excel (Microsoft
Corporation, Redmond, WA 98052, Egyesiilt Allamok),
SPSS 14.0 (SPSS Inc., Chicago, Egyesiilt Allamok),
GraphPadPrism 5.0 for Windows (GraphPad Software, La
Jolla, California, Egyesiilt Allamok),és R for Windows 3.3.1-
es (The R Project for Statistical Computing, Copyright: The
R fundation for StatisticalComputing) felhasznéalasaval
végeztiik. A kapott értékek normalis eloszlasat Kolmogorov-



Vol. 2/2. (2015) pp. 18-26.
TUDOMANY

- a

100~ O a a 100
BO~
60- b b

404

20+

Progressziv motilitas (%)
Progressziv motilitas (%)

p b"@ S -:P é) Q{\QQ @ .-bQ ﬁ?’

Ekvilibracios ido (perc) Ekvilibracios idé (perc)

1. abra. Az sperma ekvilibracios idejének vizsgalata soran mért kihigitott (A) és felolvasztott (B) pMOT értékek
ponty fajban (N=6). Az abran atlagértékek és a hozzajuk tartozé szérasok lathatok. A kiilonb6z6 betiik szignifikans
kiillonbséget jelolnek (P<0,05).

Progressive motility of diluted (A) and thawed sperm (B) measured at various equilibration times (IN=6). The graphs

represent mean and SD (standard deviation) values.

Different letters indicate significant difference between groups (P<0.05).

Smirnov- és Shapiro-Wilk-probakkal ellendriztiik
(szignifikancia szint: P<0,05). A kezelési csoportok kozotti
kiilonbségek bizonyitasara egytényezds és kéttényezGs
varianciaanalizist (ANOVA), Kruskal-Wallis, Welch és
Mann Whitney teszteket, valamint Tukey, Dunn, Dunnett
T3, illetve Bonferroni post-hoc teszteket alkalmaztunk
(szignifikancia szint: P<0,05).

EREDMENYEK

A felolvasztott sperma pér és modositott pér higitd
hasznalatakor minden esetben 1:1 ardnyban agglutinalt
spermat (zselés képletet) és sejtszuszpenziot tartalmazott.

Ekvilibraci6 hatéasa a friss- és felolvasztott sperma
motilitasara

AKkihigitas és felolvasztas utan mért pMOT, VCL és STR
értékek nem csokkentek szignifikansan az ekvilibracié
hatasara. A mélyhtités hatasara a pMOT és a VCL
szignifikansan csokkent mindharom csoportban (kontroll:
pMOT: 88+6%, VCL: 126+22 um/s, mélyhtitott: pMOT o
perc: 53+13%, 30 perc: 39+12% 60 perc: 41+10%, VCL 0
perc: 63+10um/s, 30 perc: 53+8um/s, 60 perc: 51+6um/s)
(1. A és B. abra).

Két mélyhiitési modszer 6sszehasonlitasa

Hasonl6 motilitas értékeket rogzitettiink a kétféle
modszerrel lefagyasztott sperma esetében [doboz: pMOT
(33+16%) VCL (4745 um/s) és STR (88+2%), CRF: pMOT
(32+13%) VCL (54+10 um/s) és STR (89+1%)].

Harom kiilénb6z6 hiitémédium tesztelése a
spermamélyhiités soran
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2, abra. Kiilonb6z4 higitok (N=5) 6sszehasonlitasa soran
mért pMOT értékek ponty fajban. Az abran atlagértékek és
ahozzajuk tartoz6 szérasok lathaték. A kiilonb6zé betitik
szignifikans kiilonbséget jelolnek (P<0,05).

Progressive motility measured using 3 different extenders
(N=5). The graph represents mean and SD (standard
deviation) values.

Different letters indicate significant difference between
groups (P<0.05).
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Szignifikdnsan magasabb pMOT (42+12%) és VCL
(69+4um/s) értékek voltak megfigyelhet6k pér higitd
hasznalatakor, mint Szf (pMOT:6+2%, VCL: 37+7um/s)
és HBSS (pMOT: 3 +1%, VCL: 32+9um/s) esetében.
A mélyhtités hatasara mindharom fagyasztott csoportban
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3. abra. Két eltéro higit6 és négy kiilonb6z6 spermahigitasi
arany alkalmazasa soran mért felolvasztas utani pMOT
értékek ponty fajban (N=5). Az abran atlagértékek és a
hozzajuk tartozo szérasok lathatok. A ,,*’-gal jelolt higito
csoportok adott higitasi aranyon beliil szignfikansan kii-
lonbo6znek (P<0,05).

Progressive motility measured using 2 different grayling
extenders and 4 dilution ratios (N=5). The graph represents
mean and SD (standard deviation) values.

Columns of extender marked with asterisks at a ratio are
significantly higher at P<o0.05.

szignifikdnsan alacsonyabb pMOT és VCL értékeket
rogzitettiink, mint a kontrollban (pMOT: 90+7%, VCL:
147+13um/s). Az STR értékek novekedtek a fagyasztas
hatisara (2. abra).

Két eltér6 Gsszetételli pér higité és négy kiilénbo6zd
higitasi arany tesztelése spermamélyhiités soran

Alegmagasabb felolvasztas utani pMOT és VCL a Ph
esetében 1:9 (pMOT: 52+12%, VCL: 76t9um/s) és 1:20
(pMOT: 49+8%, VCL: 76+6um/s) higitas mellett volt
megfigyelhet6. A legmagasabb STR értéket a mélyhtitott
csoportok kozott 1:5 higitasi arany alkalmazasa soran
tapasztaltuk. A mélyh{ités hatdsara mindkét higit6 és
az Osszes higitasi arany hasznalatakor szignifikinsan
csokkent a pMOT és a VCL a friss kontrollhoz képest.
A Ph esetében szignifikdnsan magasabb pMOT illetve
VCL értékeket mértiink 1:5, 1:9 és 1:20 higitasi aranyok
mellett, mint MPh hasznalatakor. Az STR értékek
nem kiilonboztek szignifikansan az egyes kisérleti
csoportokban, valamint nem csékkentek a fagyasztas
hatasara (3. abra).

Felolvasztas utdni mozgasi id6tartam vizsgalata

Avizsgalat soran az aktivaciot kovet6en 60 masodperc
elteltével Pa (28+7%) és Dv (5+7%) esetében egyarant
szignifikdnsan alacsonyabb pMOT értékeket rogzitettiink,
mint 10 masodpercnél (Pa: 50+6%, Dv: 55+11%).
A VCL értékek szignifikans csokkenése Pa esetében
60 méasodperc utan (40+13um/s), Dv esetében mar 20
masodperc utan (52+9um/s) bekovetkezett (10 mp: Pa:
71+8 umy/s, Dv: 75+7 um/s). Az STR Pa esetében nem
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4. abra. Két eltéré aktivalo oldat és a sperma felolvasztas utani mozgas idétartamanak tesztelése soran mért pMOT

értékek ponty fajban (N=6). Az abran atlagértékek és a hozzajuk tartozo szérasok lathatok.

»’-gal jelolt id6pontok-

ban az egyes aktivalo oldatokhoz tartozo motilitas értékek szignfikansan kiilonb6znek (P<0,05).

The pMOT of cryopreserved sperm activated using 2 different activating solution and the longevity of the movement
(investigated for up to120 seconds, N=6). The graph represents mean and SD (standard deviation) values.

Activator at given activation time marked with asterisks is significantly higher at P<o0.05.
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5. abra. Nagy mennyiségi miiszalma mélyhiitése soran mért pMOT (A), termékenyiilés (B), értékek ponty fajban
(N=6). Az abran atlagértékek és a hozzajuk tartozé szorasok lathatok. A kiilonb6z6 betiik szignifikans kiilonbséget
jelolnek (P<o0,05).

The pMOT(A) and fertilization rate (B) obtained with commercial-scale cryopreserved sperm (N=6). The graphs
represent mean and SD (standard deviation) values. Different letters indicate significant difference between groups

(P<0.05).

csOkkent 120 mésodperccel az aktivaciét kévetGen,
Dv hasznalatakor 120 masodperc utan tapasztaltunk
szignifikans csokkenést. A ponty aktivalé alkalmazéasa
soran szignifikdnsan magasabb értékeket mértiink pMOT
és VCL esetében az aktivaciot kovet§ 60 masodperc, STR
esetében 90 masodperc elteltével, mint desztillalt vizzel.
(4. abra).

A mélyhiitétt sperma felolvasztas utani tarolhat6sagdnak
vizsgalata egy, illetve hat 6ran keresztiil

A mélyhitott pontysperma pMOT, VCL, STR értékei
nem csokkentek 1, illetve 6 6ras felolvasztas utani
tarolas soran. Kozvetleniil a felolvasztas utan a pMOT
és VCL értékek szignifikansan csokkentek a kontrollhoz
viszonyitva.

Nagy mennyiségii pontysperma mélyhiitése és a

mélyhiitétt sperma alkalmazéisa termékenyités soran
A nagy mennyiségli miiszalma mélyhtitése soran a

termékenyités szempontjabol idealis pMOT (47+5%)
VCL (6219 um/s) és STR (91+1%) értékeket rogzitettiink.
A pMOT és VCL értékek a mélyhtités hatasara
szignifikansan csokkentek (kontroll: pMOT: 91+7%,
VCL 129+37 um/s, STR: 83+5%). A fagyasztott sperma
esetében 32+6%-0s termékenyiilést tapasztaltunk. A
termékenyiilés szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint
a kontroll csoport termékenyiilési szazaléka (73+8%)
(5. abra).

Eredmények értékelése

A pontysperma mélyhiités el6tti és felolvasztas utani
motilitasi paramétereire nem volt hatassal az ekvilibracios
id6. Lahnsteiner et al. (2000) szintén egy pontyféle,
az allas kiisz (Chalcalburnus chalcoides) speramajan
vizsgalta az ekvilibracids id6 mélyhiitott spermara
kifejtett hat4sat. Tiz perces, 4 °C-on és 15 °C-on torténd
ekvilibraci6 szignifikdns csokkenést eredményezett a
felolvasztas utani motilitasban. A szivarvanyos pisztrang
fajban (Oncorhynchus mykiss) tesztelt 1 és 60 perces
ekvilibraciés id6k negativ hatasa volt megfigyelhetd
kiilonb6z6 koncentraciékban alkalmazott DMSO
alkalmazésa soran, a felolvasztott sperma termékenyitd-
képességére nézve (Stoss and Holtz, 1983). Babiak et al.
(2001) vizsgalatukban a 10 perces ekvilibracios id6 negativ
hatésat irtak le a szivarvanyos pisztrangnal. A mélyhitités
sikerességének csokkenése azonban Gsszefiiggést mutatott
a védGanyag tipusaval. A dimetil-acetamidnal nem, mig
a DMSO és etilénglikol esetében mérhetd volt a karos
hatas. A fent emlitett irodalmi adatokkal szemben
vizsgalatainkban a pontysperma ellenallt a kihigitas
okozta ozmotikus stressznek Mazur (1977). A metanol,
mint védGanyag, nem volt toxikus a sejtek szdmara az
ekvilibrasci6 soran (Cloud & Patton 2009). Az egy 6ras
tarolasi id6, a siigérhez hasonlban, elegendd lehet a
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miiszalmék tomeges megtoltésére, ezzel is lehetGvé téve
a pontysperma nagy mennyiségi mélyhtitését.

A pontysperma esetében bebizonyosodott, hogy a
gyors fagyasztas (56 °C/perc), valamint az egy 1épcsés
fagyasztasi eljaras magas felolvasztas utani motilitast
eredményez. Az irodalmi adatok korabban féként
kétlépcsds, relative lassabb hiitési modszerek sikeres
alkalmazésarol szamoltak be. Cognie et al. (1989) 5 °C/
perc-et eredményesen hasznaltak (2 °C-t6l -7 °C-ig) és 25
°C /perc (-7 °C-16l -70 °C-ig: 25 °C/perc) a pontysperma
esetében. Magyary et al. 1996-ban szintén kétlépcsis
(lasst1) modszert alkalmaztak sikeresen (o °C-tdl -4 °C-
ig: 4 °C/perc és —4 °C-tél —80 °C-ig: 11 °C/perc). Linhart
et al. (2000) hasonl6 hiitési programot (4 °C t6l -9 °C-
ig: 4 °C/perc, -9 t6l -80 °C-ig: 11 °C/perc, végiil tarolas
-80 °C-on 6 percig és athelyezés folyékony nitrogénbe)
alkalmazva a fagyasztast sikeresen végezték el egy dél-
csehorszagi pontytorzs esetében. Warnecke & Pluta (2003)
kutatasukban 3 kiilonb6z6 modszert hasznaltak. Két
modszerben harom hiitési 1épcsét (1. 2-t6l -7 °C-ig, 2. -7-
t6l -30 °C-ig, 3. -30-t0] -80 °C-ig, athelyezés folyékony
nitrogénbe) és lasst atlagos sebességet (3 és 6 °C/perc)
allitottak be. Ezzel szemben a harmadik eljarasnal (a
korabbiakkal ellentétben) egy 1épésben (2-t6l -50 °C-ig)
végezték el a mélyhiitést 10/perces (gyorsabb) sebességgel.
Az eredmények azt mutattak, hogy a gyorsabb sebesség
(6 illetve 10 °C/perc) eredményesebbnek bizonyult.
Kisérletiinkben a lefejt tej ellenallt a mélyhités okozta
stressznek (Denniston et al. 2000) az egylépcsés, gyors
fagyasztas soran. A kisérlet -ismereteink szerint - elsé
izben bizonyitja, hogy a pontysperma eredményesen
hiithet§ egy korabban még nem alkalmazott hiitési
sebességgel (56 °C/perc).

Horvath et al. 2003-ban ko6z6lt munkéjukban a
cukortartalom fontossagarol szamoltak be. Eredményeik
alapjan haromféle, eltér§ gliikoz tartalmi higitot
hasonlitottunk 6ssze. Az irodalmi adatoknak megfelelGen
és az altalunk leirt 6sszetétel alapjan, a pér higito (gliikoz
36,04 g/l, Horvath et al. 2012) eredményesebbnek
bizonyult a pontysperma mélyhiitése soran, mint az
alacsony gliikoztartalmia HBSS (1g/1, Sigma Aldrich,
Ho9269) és a ponty szeminélis folyadék (0,009-0,1 g/1
(Gosh, 1985, Kruger et al. 1984). Hasonl6 tendencia
mutatkozott a kétféle Gsszetételi (tobb és kevesebb gliikoz
tartalmu) pér higit6 6sszehasonlitasanal. A HBSS szamos
halfaj sperméjanak mélyhtitésében jol hasznalhatd, tobbek
kozott a zebradani6 (Danio rerio,Yang et al. 2007), kék
harcsa (Ictalurus furcatus, Hu et al. 2014), csatorna harcsa
(Ictalurus punctatus,Christensen és Tiersch 1997), 6rias
laposhal (Hippoglossus hippoglossus, Ding et al. 2011),
fehér siigér (Morone chrysops, Devireddy et al. 2006) és
csikos siigér (Morone saxatilis, Thirumala et al. 2006)
fajok esetében. A halak szeminalis folyadéka fiziologias
kozeget biztosit a spermiumok szdmara és immobilizalja
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et al. 2007, Billard et al. 1995a). Kutatasunk azonban
bizonyitotta, hogy a pontysperma esetében a mélyhiitésre
hasznalt higit6 6sszetételében a gliikoz tartalom mellett,
annak mennyisége szintén nagy jelentGséggel bir.

Eredményeink alapjan a pontyspermat 1:5, 1:9 és
1:20 higitasban ajanlott a magasabb gliiko6z tartalmi pér
higitoban kihigitani a mélyhtitést megel6zGen. Lahnsteiner
etal. (2003) és Linhart et al. (2000) szintén eredményesen
alkalmaztak magasabb higitasi aranyt ponty faj esetében
(1:5). Munkajukban azt tapasztaltak, hogy az 1:7-nél
magasabb ardny mar szignifikdnsan alacsonyabb
kelést eredményezett az allas kiisz (Chalcalburnus
chalcoides) esetében. A felolvasztott pontysperma spontan
aktivaciojanak kutatasa soran Dzyuba et al. (2010) a
spermat 1:1 arannyal fagyasztottak sikerrel. Horvath et
al. (2003) kutatasukban 1:9 higitassal (gliikdz higit6) a
kontrollhoz hasonl6 termékenyiilés és kelés eredményeket
értek el. Vizsgalataink igazoltak, hogy a pontysperma
fagyaszthat6 magasabb higitasi aranyok alkalmazasaval
is (1:9 és 1:20). A termékenyités szempontjabdl azonban
az 1:9-ben kihigitott, stiribb felolvasztott sperma
alkalmazasa optimalisabb a keltet6hazi szaporitas soran.

A pontysperma felolvasztas utani motilitasa
drasztikusan lecsokkent az aktivaciot kovet6 30 masodperc
elteltével, de a cs6kkenés nem volt azonos mértékd a két
eltér6 aktivaldoban. A mintak progressziv motilitasa Pa-val
két perc elteltével 30% és 20% kozott volt. Linhart et al.
(2000) kutatasukban hasonlé eredményt irtak le, a dél-
csehorszagi ponty torzsbdl szarmazo sperma esetében 120
masodperces motilitas id6tartamot mértek. Ogretmen et
al. (2014) azonban, a propoliszt kiilonb6z8 mennyiségben
tartalmazo6 higitok tesztelése soran a Pa alkalmazasaval,
az aktivaciot kovetGen csak 39 masodpercig rogzitettek
motilitast. A desztillalt vizet friss és felolvasztott sperma
aktivalasara korabban mar sikeresen alkalmaztak
zebradanio (Danio rerio) és csuka (Esox lucius L.) (Yang
et al. 2007, Alavi et al. 2009) fajokban. A pontysperma
esetében a termékenyités soran azonban a Pa alkalmazasa
indokolt, hiszen a hosszabb mozgéasi id6tartam, nagyobb
esélyt biztosit a termékenyitésre.

A hatoras felolvasztas utani tarolds nem volt
negativ hatassal a pontysperma motilitas értékeire.
Boryshpolets et al. (2009) bizonyitottak, hogy 10 perces
tarolas nincs hatassal a felolvasztott pontysperma
termékenyit6 képességére. Kovacs et al. (2010) afrikai
harcsan (Clarias gariepinus) végzett vizsgalatukban
a felolvasztott spermat 24 6ran keresztiil taroltak.
A tarolas nem befolyasolta a mintdk termékenyit6
képességét. Esetiinkben a pontysperma motilitdsa magas
maradt (a felolvasztast kovetGen) 6 oOra elteltével is, ami
lehet6vé teszi a termékenyitésre val6 felhasznalasanak
meghosszabbitasat.

A pontyspermara altalunk optimalizalt mélyhtitési
modszer ismételhetGségének tesztelése soran a CRF egy
korben, eredményesen mélyhtitott le 104 szalméat. Az
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eredményekben optimalis dtlagos pMOT-ot rogzitettiink,
a szalmak kozotti alacsony kiilonbséggel. Ez az eredmény
amodszer ismételhetGségét igazolta. A termékenyiilésben
tapasztalt csokkenés a felolvasztott sperma
agglutinaciojaval allhatott Osszefiiggésben. A tendencia
ellentmond a Horvéath et al. (2003) vizsgalatukban levont
kovetkeztetéseknek, amelyek szerint az agglutinaci6
nem befolyasolta a termékenyiilést. Allitasuk szerint
kisérleteikben az Gsszetapadt régidobol a spermiumok
ki tudtak szabadulni az ikraval valo Osszekeverés
soran. Vizsgalatunkban azonban az agglutinalédott
rész ratapadt az ikraszemekre, ami meggatolhatta azok
termékenyiilését.

Kutatasunk soran egységesitettiik a pontysperma
mélyhtitésének egyes paramétereit (pér higitod, 1:9 higitasi
arany, optimalizalt hiitési program (htités kezdete: 7,5 °C,
hiités befejezése: -160 °C, hiitési sebesség: 56 °C/perc). A
modszert sikeresen teszteltiik nagy mennyiségii sperma
mélyhititése soran.
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