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Saimaan jdrvilohen (Salmo salar m. sebago) sdilyminen Suomen eldimistossd
alkuperdisend ja geneettisesti omana kantanaan on ollut Pielisjoen Kuurnan
voimalaitoksen rakentamisesta (1971) ldhtien tdysin vesiviljelyn ja istutusten
varassa. Luonnonvarakeskuksen (Luke) Enonkosken kalanviljelylaitoksella
sdilytetddn &drimmdisen uhanalaiseksi luokitellun Saimaan jdrvilohen
emokalastoja. Nykyddn kannan sdilymisen edellytyksend on luonnosta
pyydettyjen emokalojen sukutuotteet, joista perustetaan kasvatukseen vuosittain
aina uusi emoparvi-ikdluokka. Emokalojen kutunousu ja kalojen
sukukypsyminen tapahtuu usein pitkalld aikavalilld, jonka vuoksi sukutuotteita
joudutaan sdilyttdmaan jopa muutamia viikkoja ennen madin hedelmdityksia.
Pitkat sdilytysajat voivat heikentdd hedelmditystulosta ja alkioiden
varhaiskehitystd, jolloin joidenkin emojen jdlkeldisid voidaan menettdd kokonaan,
ja siten emokalaston geneettinen monimuotoisuus pienenee. Taman tutkimuksen
tarkoituksena oli selvittdd jarvilohen sukutuotteiden sdilytysajan vaikutusta
jalkeldisten varhaiseen elinkelpoisuuteen (poikasten normaali kehitys ja elossa
sdilyminen). Madadin ovaarionesteen pH-arvoa seurattiin kahden viikon
sdilytysjakson aikana. Maidin laadun muutosta seurattiin sdilytyksen aikana
tietokoneavusteisen siittididen liikkkuvuusanalyysin (CASA) avulla. Emokalojen
paritukset suoritettiin matriisihedelmoityksin ja jokainen yhdistelma (tdysperhe)
haudottiin erillisissd haudontayksikoissd. Nédin aineistosta voitiin arvioida my6s
vanhempien suhteellisia vaikutuksia jdlkeldisten varhaista elinkykyd kuvaaviin
ominaisuuksiin. Sukutuotteiden siilytysajan pidentyessd alkioiden elinkyky,
ovaarionesteiden pH-arvot sekd siittividen liikkuvuus ja uintinopeus laskivat
merkitsevasti. Poikasten elinkyvysséd eri naaraiden ja naaras-koirasyhdistelmien
(perheiden) vililld oli ajan suhteen merkittdvad vaihtelua. Myos siittididen
liikkkuvuus naaraiden ovaarionesteessd aktivoituna vaihteli merkitsevisti ajan
suhteen eri koiraiden ja perheiden vililld. Tulosten perusteella jdrvilohen
sukutuotteiden  sdilyttaminen vidhentdda jalkeldisten elinkykyd, joten
sukutuotteiden sdilytysaika on mahdollisuuksien mukaan syytd minimoida.
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In recent years, an increasing number of wild fish species and populations have
declined due to human activities. The critically endangered Saimaa landlocked
salmon (Salmo salar m. sebago) has been dependent on stockings of hatchery-
reared juveniles since the building of Kuurna hydroelectric power plant in River
Pielisjoki in 1971. Enonkoski aquaculture station of the Natural Resources
Institute Finland (Luke) maintains the hatchery broodstocks of the Saimaa
landlocked salmon, which are renewed annually using wild-caught spawners
(founders) from the River Pielisjoki and periodically from the River Lieksanjoki.
Short-term post-stripping storage of eggs and sperm lasting up to a few weeks is
typically needed before fertilizations. Variable storage periods can decrease
fertilization success and early embryonic development. It is possible that the
offspring of some founders are completely lost, which decreases genetic diversity
of the broodstock. The aim of this study was to investigate the effect of storage
time of landlocked salmon gametes on early viability of offspring (normal
development and survival of the alevins). The pH of ovarian fluid was monitored
during the storage period of two weeks. The change in quality of sperm was
monitored using computer-assisted sperm motility analysis (CASA). Founder
matings were performed using full-factorial designs and each combination (full-
sib family) was incubated in separate hatching units. This allowed evaluation of
the relative influence of parents (male and female) on the early viability traits of
the offspring. The viability of embryos, the pH values of ovarian fluids and the
motility and swimming speed of sperm decreased significantly with increasing
storage time of the gametes. There was also significant variation in the viability
of the offspring between different females and families. The change in sperm
motility (activated in ovarian fluids) also varied significantly between different
males and families. The results suggest that the storage of landlocked salmon
eggs and sperm reduces the viability of offspring, so the storage time of gametes
should be minimized if possible.
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1 JOHDANTO

Yhd useampi luonnossa eldvad kalalaji ja -kanta karsii elinympdaristonsd
olosuhteissa tapahtuvista muutoksista. Kalakantojen taantumiseen ja
uhanalaisuuteen ovat vaikuttaneet erityisesti ilmastonmuutos, vesistojen
rehevoityminen ja saastuminen, liikakalastus sekd kalojen suunnittelematon
istutustoiminta, joka on johtanut usein kalakantojen sekoittumiseen ja
mahdollisesti paikallisten sopeumien heikkenemiseen (Parrish ym. 1998,
Makkonen ym. 2000, Aho ym. 2002). Vesistorakentamisesta on aiheutunut eniten
haittaa vaelluskaloille, kuten Ilohelle, taimenelle, siialle, ankeriaalle ja
nahkiaiselle (Marttila ym. 2014). Yksittdisistd tekijoistd jokien patoaminen ilman
kalojen ohinousumahdollisuutta on ollut monissa joissa suurin syy
lohikalakantojen katoamiseen (MacGrimmon ja Gots 1979). Virtakutuiset
vaelluskalat ovat kédrsineet myos kutukoskien uittoperkauksista, joiden
seurauksena vaelluskaloille tarkeiden kutu- ja poikastuotantoalueiden méa&ra on
vdhentynyt (Huusko ym. 2021).

Sdilytysviljelyohjelmien tarkoituksena on tuottaa kaloja luonnonvaraisten
kantojen tdydentamiseksi, ylldpitdda uhanalaisten lajien ja populaatioiden
geneettistd monimuotoisuutta sekd ehkdistd niiden valitontd haviamistd (Fraser
2008, Fisch ym. 2015). Merkittdvin haaste kalojen viljelynvaraisessa sdilytyksessa
on toimia siten, ettd laitoksissa olevat lajit ja kannat sdilyvét elinkelpoisina ja
edustavat mahdollisimman hyvin luonnossa vield tavattavaa monimuotoisuutta
(Makkonen ym. 2000). Kadytannossd tdmd tarkoittaa sitd, ettd kalalajien ja -
kantojen laitosviljelyyn on tdrkedd saada geneettisesti mahdollisimman
edustavat emoparvet ensisijaisesti tdydellisen (vaelluskaloilla joessa syntyneet)
tai osittaisen (joki-istukkaat) luonnonkierron ldapikdyneistd yksiloistd. Teoriassa
emoparveen voidaan saada korkeintaan sama mddrd perinnollistdi muuntelua
kuin mitd perustajayksiloissda on olemassa (Aho ym. 2002). My®s silld, miten
perustamishedelmoitykset tehdddn, voidaan vaikuttaa tulevan emoparven
geneettiseen =~ monimuotoisuuteen  (Aho  ym.  2002). Kontrolloidut
sukupuuhedelmditykset ovat geneettisesti tehokkain tapa lisdtd tehollista
populaatiokokoa (kannan perinnolliseen monimuotoisuuteen vaikuttavien
lisdéntyvien yksiloiden laskennallinen m&ard) emoparven kokoa kasvattamatta.
Luonnosta saatavien emokalojen keskindisid sukulaisuuksia ei kuitenkaan voida
tietdd ennalta, jolloin perinnollisen monimuotoisuuden sdilymisen kannalta
tehokkaimpia hedelmoitysmalleja ovat ns. faktoriaaliset paritustavat (matriisit).
Hedelmoitysten jdlkeen viljelyssda voidaan ainoastaan ylldpitdd talteen saatua
muuntelua ja minimoida haitallisia perinnéllisid vaikutuksia (Piironen 1995),
kuten sukusiitosta ja laitosymparistoon liittyvad tahallista tai tahatonta valintaa.

Saimaan jarvilohen (Salmo salar m. sebago) sdilyminen Suomen eldimistossa
alkuperdisend ja geneettisesti sekoittumattomana kantanaan on ollut Pielisjoen
Kuurnan voimalaitoksen rakentamisesta (1971) ldhtien tdysin vesiviljelyn ja
istutusten varassa (Kaijomaa ym. 2003). Jo tdtd ennen jarvilohikanta oli taantunut
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voimakkaasti lisddntymisalueiden tuhoutumisen, Pielisjokeen aikaisemmin
rakennettujen Pamilon (1955) ja Kaltimon (1958) voimalaitosten seka
liikakalastuksen seurauksena. Jirvilohen kutualueet tuhoutuivat 1950-70 -
luvuilla tapahtuneen voimalaitosrakentamisen myotd myos Lieksanjoella
(Vuorinen 1982, Valkonen ja Laakkonen 2015). Nyky&ddn Saimaan (Vuoksen
vesistoalueen) jarvilohi luokitellaan ddrimmaisen uhanalaiseksi (Hutchings ym.
2019, Hyvérinen ym. 2019).

Luonnonvarakeskuksen  (Luke) Enonkosken kalanviljelylaitoksella
sdilytetddn Saimaan jarvilohen emokalastoa. Jo vuodesta 1983 ldhtien on uusi
laitosemovuosiluokka perustettu vuosittain Pielisjoesta (vdhemmaéssd madrin
myo6s Lieksanjoesta) pyydettyjen emokalojen sukutuotteista. Perdkkdisten
vuosiluokkien avulla saadaan kayttoon laajempi geenipooli, ja hedelmditettdessa
parvia ristiin parannetaan jalkeldisten monimuotoisuutta yhden parven kayttoon
verrattuna (Aho ym. 2002). Emoparvien geneettisen monimuotoisuuden
sdilymisen turvaamiseksi jdrvilohen emoparvihedelmoitykset tehdddan
mahdollisimman suurella perustajayksilomddrilld ja useita hedelmoityserid
(tdys- ja puolisisarperheitd) tuottaen. Vuosittaisen emokalapyynnin tavoitteena
on ollut saada luonnosta vahintdan 50 kutuparia (Kaijomaa ym. 2011), mika on
tosin saavutettu vain muutamana vuotena koko pyyntihistorian aikana.

Hedelmoityksissda kdytetddn faktoriaalista paritustapaa. Perustaja-
yksiloiden maarastd riippuen se voidaan tehdéd ns. tdysmatriisihedelmoityksend,
jossa kunkin naaraan mdti jaetaan yhtd moneen osaan kuin koiraita on
kaytettavissd, ja sitten jokainen erd hedelmoitetddn eri koiraalla (Aho ym. 2002).
Vaihtoehtoisesti voidaan tuottaa useita pienempid hedelmoitysmatriiseja, joissa
kdytetddn eri emokalayksiloitd. Tdlloin tulevaan emoparveen ei kuitenkaan
saada mukaan kaikkia mahdollisia perheyhdistelmid. Perheet haudotaan omissa
haudontayksikoissddan silmépisteasteelle asti (lampotilan pdivdastesumma
haudonnassa n. 300 °C), jonka jdlkeen matimadra tasataan hedelmoityserittdin eli
jokaisesta perheestd otetaan sama mddrd madtimunia tulevan emoparven
jatkokasvatusvaiheeseen. Luonnosta pyydettyjd kutukaloja saadaan kuitenkin
usein pitkalld aikavalilld, johtuen kalojen eriaikaisesta kutunoususta ja médin ja
maidin eriaikaisesta kypsymisestd. Tamédn vuoksi sukutuotteita joudutaan
sdilyttam&ddn jopa muutamia viikkoja ennen médin hedelmditystd. Aiempien
tutkimusten perusteella voidaan olettaa pitkien sdilytysaikojen heikentdvan
sukutuotteiden laatua ja  vaikuttavan siten negatiivisesti = myos
hedelmoitystulokseen ja alkioiden varhaiskehitykseen. Tdlloin on mahdollista,
ettd joidenkin emojen jdlkeldiset menetetddn kokonaan ja siten emokalaston
geneettisen monimuotoisuuden sdilyminen heikentyy.

Emokalan ovulaation jdlkeisen ruumiinontelossa olevan madin
ylikypsymisen heikentdvastd vaikutuksesta médin laatuun ja kuoriutuvien
poikasten elinkelpoisuuteen 16ytyy useita aikaisemmin tehtyjd tutkimuksia
(mm. Rime ym. 2004, Aegerter ym. 2004, 2005, Mansour ym. 2008,
Bahrekazemi ym. 2009, Bizuayehu ym. 2019, Samarin ym. 2019). Ylikypsymisen
aikana métimunien ja ovaarionesteen sisdlld tapahtuu morfologisia, fysiologisia,
biokemiallisia, histologisia, solu- ja molekyylimuutoksia, jotka ovat osittain



samanlaisia kuin lypsetyn mddin sdilytyksen aikana havaitut muutokset
(Samarin ym. 2015). Lypsetyn maddin sdilytysajan vaikutusta jdlkeldisten
elinkelpoisuuteen on tutkittu mm. kirjolohella (Oncorhynchus mykiss)
(Komrakova ja Holtz 2009, Bahabadi ym. 2011). Sukusolujen aineenvaihdunta ja
tysiologiset ominaisuudet ovat kuitenkin Kkalalajikohtaisia ja riippuvat
sdilytysolosuhteista (Inanan 2020), joten on tdrkedd saada lajikohtaista tietoa
niistd myos &ddrimmadisen uhanalaisen Saimaan jdrvilohen osalta. Useissa
aikaisemmissa tutkimuksissa sekd madin ovaarionesteen ettd maidin pH-arvon
on todettu laskevan sdilytyksen aikana (mm. Komrakova ja Holtz 2009, Viveiros
ym. 2010, Bahabadi ym. 2011, Samarin ym. 2015). Esimerkiksi Atlantin lohella
(Salmo salar) tehdyn tutkimuksen mukaan mé&din ovaarionesteen pH laski
ovulaation jdlkeen, ja kaksi viikkoa siitd lypsetyn mddin hedelmditysaste ja
selviytymisaste heikkeni ja epdmuodostumat lisddntyivdat merkittdavasti
(Mommens ym. 2015).

Tutkimukseni tarkoituksena oli selvittdd vdahentddko jarvilohen madin ja
maidin sdilytysaika jdlkeldisten varhaista elinkelpoisuutta sekd esiintyyko
jalkeldisten elinkyvyssd vanhemmista johtuvaa vaihtelua. Oletuksena oli, ettd
jdlkeldisten selviytymisessd olisi suuria eroja perheiden vililld riippuen etenkin
naaraasta. Elinkelpoisuudessa esiintyvit erot perheiden vélilld voivat johtua
vanhempien perinnollisistda ominaisuuksista, mutta my6s naaraasta aiheutuvilla
ns. maternaalisilla tekijoilld voi olla tdhdn vaikutusta (Nagler ym. 2000, Eskelinen
ym. 2002). Oletuksena myds oli, ettd méddin ovaarionesteen pH-arvo alenee ja

jdlkeldisten elinkyvyn kanssa.

2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Aineisto

Pielisjoen Kuurnan vesivoimalaitoksen alapuolelta pyydettiin verkoilla 18.9-
14.10.2019 vilisend aikana kudulle nousevia jarvilohiemoja, jotka sdilytettiin
pyyntipaikalla sijaitsevissa altaissa siihen asti, kunnes ne olivat valmiita
lypsettdaviksi. Kalojen kutuvalmius tarkastettiin kerran viikossa ja kokeessa
kéaytettiin naaraita, joiden ovulaatio oli juuri alkanut ja koiraita, joiden maiti oli
juoksevaa. Koetta varten lypsettiin 14.10.2020 méati kymmeneltd naaraalta ja
maitia kymmeneltd koiraalta (taulukko 1).



Taulukko 1. Pielisjoesta (18.9-14.10.2019) pyydettyjen jarvilohinaaraiden ja -koiraiden
(Salmo salar m. sebago) yksilotiedot. Emokoodilla A1-A10 emokalat kdy-
tetty A-matriisin hedelmdityksissd ja emokoodilla B1-B10 emokalat B-
matriisin hedelm®oityksissa.

Emokoodija | Paino | Pituus | Middin paino | Mitimunan Mitimdara
sukupuoli (8) (mm) (8)* keskipaino (kpl)***
(8)™
Al ? 4350 737 798 0,133 6000
A2 @ 4960 755 808 0,115 7026
A3 @ 4125 721 875 0,128 6836
A4 @ 4140 710 706 0,133 5308
A5 @ 2440 635 521 0,117 4453
A6 3 3760 745 - - -
A7 3 3880 735 - - -
A8 3 5810 915 - - -
A9 3 3620 725 - - -
A10 3 5080 840 - - -
Bl ¢ 3040 715 746 0,128 5828
B2 ¢ 3590 745 664 0,117 5675
B3 ¢ 5110 825 1083 0,133 8143
B4 ? 4300 785 800 0,126 6349
B5 ¢ 3710 705 663 0,125 5304
B6 3§ 2350 695 - - -
B7 & 4990 855 - - -
B8 g 4220 765 - - -
B9 3 3670 755 - - -
B10 3 4120 745 - - -

*Médin paino punnittu ilman ovaarionestetta.

**Maiatimunan keskipaino laskettu punnitsemalla 50:n matimunan yhteispaino (ilman
ovaarionestettd), josta laskettu keskiarvona yhden matimunan paino.

***Lypsetyn madin kappalemadra laskettiin jakamalla madin paino métimunan keskipainolla.

Maiti lypsettiin kannellisiin muoviastioihin (2,5 1 Orthex™) ja maiti
suljettaviin salpapusseihin (%2 1 Minigrip™), joihin lisdttiin 100-prosenttista
happea. Ennen maidin lypsyd emokalojen vatsapuoli kuivattiin ja koiraan
virtsarakko tyhjennettiin puristamalla, jolla ehkdistiin maidin kontaminaatio ja
aktivoituminen. Maitiastiat ja salpapussit laitettiin sdilytykseen jdiden pddlle
styrox-laatikoihin ~ ja  kuljetettiin ~ Luonnonvarakeskuksen  Enonkosken
kalanviljelylaitoksen  karanteeniosastoon,  jossa  suoritettiin =~ madin
hedelmoitykset ja haudonta jédljempand kuvatulla tavalla. Emokalojen
yksilotiedot (ruumiinpituus ja -paino, lypsetyn mddin kokonaispaino ja
yksittdisen matimunan keskipaino) kirjattiin ylos ja kaloilta leikattiin ndytepala
evdstd mahdollista DNA-analyysia varten. Lypsetyt kalat vapautettiin takaisin
Pielisjokeen.



2.2 Menetelmiit

Ensimmdiset maddin hedelmditykset tehtiin médin ja maidin talteenottopdivana
14.10.2020, jolloin muodostettiin kaksi 5 x 5-hedelmditysmatriisia (matriisi A ja
matriisi B). A-ja B-matriiseissa kdytettiin eri emokaloja (taulukko 2). Emokalojen
paritukset  suoritettiin  ns. taysfaktoriaalisella =~ hedelmoitysmallilla
(hedelmoitysmatriiseina) ja jokainen yhdistelmd (tdyssisarperhe) haudottiin
erillisissdi haudontayksikdissda. Ndin aineistosta voitiin arvioida my0s
vanhempien suhteellisia vaikutuksia jdlkeldisten varhaiseen elinkykyyn,
kasittden sekd naaraan ja koiraan itsendiset vaikutukset ettd vanhempien
keskindisestd vuorovaikutuksesta johtuvan vaihtelun. Matriiseista tehtiin kolme
samanlaista toistohedelmoitystd kullekin 50 perheelle.  Perhekohtainen
matimadrd tasattiin punnitsemalla kokeen alussa kunkin naaraan maédistd
50 métimunaa siten, ettd madin ovaarioneste poistettiin ldvikkod apuna kayttden.
Tamén jdlkeen 50 kappaleen mditiméddrd/perhe punnittiin perhekohtaisesti
muovipurkkeihin, joissa madit hedelmditettiin. Purkit/perheet jdrjestettiin
matriisimuotoon, jossa riveind olivat naaraat ja sarakkeina koiraat. Perheet
hedelmditettiin yksitellen pipetoimalla 10 pl maitia/perhe, jonka jdlkeen
purkkeihin lisdttiin véalittomaésti vesi hedelmoittymistd varten. Veden lisdyksen
jalkeen purkkeja liikuteltiin kevyesti hedelmoityksen varmistamiseksi. Kukin
hedelmditetty perhe laitettiin haudontaan omaan haudontayksikkoonsa.
Haudontayksikkoind toimivat haudontakaukaloihin sijoitetut haudonta-asetit,
jotka oli jaettu tasakokoisiin lokerikkoihin. Yhden lokeron pohjan pinta-ala oli
12 x 5 cm, ja siind oli tasavélein suorakaiteenmuotoiset 2 x 20 mm aukot (kuva 1).
Perheiden sijoitus haudonta-asettimien lokerikkoihin satunnaistettiin
hedelmoityserdkohtaisesti. Jdljelle jadneitd mdtejd ja maiteja sdilytettiin styrox-
laatikoissa jdiden paddlld (sdilytyslampotila 1 °C) ja hedelmditysmatriisit
toistettiin kaksi kertaa viikon vélein edelld kuvatulla tavalla (yhteensd kolme
hedelmoityserdd  kolmena  ajankohtana: 14.10., 21.10. ja  28.10.).
Perhekasvatusyksikoitd tuli yhteensd 3 x 150 kpl. Sdilytyksen aikana, kolmen
pdivéan vilein, lisdttiin salpapusseihin maideille happea sekéd kevyesti heilutettiin
madtiastioita, jolla ehkdistiin pinnalla olevien maitimunien mahdollista
kuivumista.

Kuva 1. Haudontalokerikot (pohjan pinta-ala 12 x 5 cm, reién koko 2 x 20 mm).
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Taulukko 2. Jarvilohiperheiden hedelmoitysmatriisit (A-matriisissa naaraat A1-A5 ja
koiraat A6-A10, B-matriisissa naaraat B1-B5 ja koiraat B6-B10). Jokaisen
naaraan maddistd muodostettiin viisi perhettd, jotka hedelmdoitettiin eri
koirailla (50 matimunaa/perhe). Kaikista perheista tehtiin kolme toistoa.
Hedelmoitykset toistettiin kolmena ajankohtana, viikon vilein: 14.10.,
21.10. ja 28.10. Perheiden kokonaismaéraksi tuli 450 kpl (3 x 150 kpl).

A 3  Hedelméitys 14.10.2019 B 3 Hedelmoitys 14.10.2019

Q A6 A7 A8 A9 A10 Q B6 B7 B8 B9 B10
Al | 3x50 3x50 3x50 3x50 3x50 Bl | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50
A2 | 3x50 3x50 3x50 3x50 @ 3x50 B2 | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50
A3 | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50 B3 | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50
A4 | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50 B4 | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50
A5 | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50 B5 | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50
A 3 Hedelméitys 21.10.2019 B 3 Hedelméitys 21.10.2019

Q A6 A7 A8 A9 A10 Q B6 B7 B8 B9 B10
Al | 3x50 3x50 3x50 3x50 3x50 Bl | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50
A2 | 3x50 3x50 3x50 3x50 3x50 B2 | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50
A3 | 3x50 3x50 3x50 3x50 3x50 B3 | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50
A4 | 3x50 3x50 3x50 3x50 3x50 B4 | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50
A5 | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50 B5 | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50
A 3 Hedelméitys 28.10.2019 B 3 Hedelméitys 28.10.2019

Q A6 A7 A8 A9 A10 Q B6 B7 B8 B9 B10
Al | 3x50 3x50 3x50 3x50 3x50 Bl | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50
A2 | 3x50 3x50 3x50 3x50 3x50 B2 | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50
A3 | 3x50 3x50 3x50 3x50 3x50 B3 | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50
A4 | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50 B4 | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50
A5 | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50 B5 | 3x50 3x50 3x50 3x50  3x50

Kunkin naaraan ovaarionesteen pH-arvo mitattiin madin sdilytysastiasta
kokeen alussa seké viikon valein hedelmoityshetkilld kalibroitua laboratorio pH-
mittaria kdyttden (PHM220, MeterLab™ Radiometer, Koopenhamina).
Vastaavina ajankohtina tehtiin kunkin koiraan maidille aktivointitestit Ita-
Suomen yliopiston ympdéristo- ja biotieteiden laitoksella. Siittididen liikkuvuus
mitattiin kdyttamalld tietokoneavusteista siittividen liikkuvuusanalyysia; CASA
(integroitu siemennesteanalyysijdrjestelméd, ISAS v1: Proiser, Valencia, Espanja),
jossa oli mustavalkoinen CCD-kamera (kuvausnopeus 60 kuvaa/s) ja
negatiivinen vaihekontrastimikroskooppi (100-kertainen suurennus). CASA
mahdollistaa objektiivisen arvioinnin siittion soluominaisuuksista, kuten
liikkeen nopeudesta ja kestosta, mahdollistaen yksinkertaisen ja nopean
kvantitatiivisen arvioinnin kalan siemennesteen laadusta sekd sen kyvystd
hedelmoittdda matia (Kime ym. 2001, Verstegen ym. 2002). Siittididen
liikkkuvuusanalyysit suoritettiin nédytteiden 5 sekunnin ravistelun jilkeen
lisddamalla 0,1 pl maitia mikroskoopin objektilasille (Leja, Nieuw-Vennep,
Alankomaat; Leja 2-kammion korkeus 20 pm) ja aktivoimalla siittiot 3 pl
ovaarioneste:vesi -seoksessa (1:1 suhteessa). Matriisien sisdlld kaikkien viiden



koiraan siittiot aktivoitiin erikseen kunkin parituksissa kédytetyn viiden naaraan
ovaarionesteessd.  Siittividen  liikkuvuusmittaukset  sisdlsivdt  kolme
riippumatonta toistoa kussakin koiras-naarasyhdistelmissa (kaikissa kolmessa
aikapisteessd). Kaikki mittaukset tehtiin 10 sekunnin jdlkeen maidin
aktivoinnista. Siittididen liikkuvuusparametreista mitattiin liikkumattomien
siittididen osuudet ja siittividen kédyraviivaiset uintinopeudet (VCL=curvilinear
velocity) eli pisteestd pisteeseen mitattujen siittididen todellisten uintimatkojen
mukaan lasketut keskimddrdiset nopeudet.

Middin kuolleisuutta seurattiin haudonnan ajan perhekohtaisesti madin
silmédpisteasteelle asti (lampotilan pdivdastesumma haudonnassa n. 300 °C)
(kuva 2), jolloin alkioiden silmit erottuivat selvasti matimunasta. Kuolleisuuden
seuraamista jatkettiin aina poikasten kuoriutumiseen saakka.  Kuolleet
médtimunat ja kuolleet poikaset laskettiin ja poistettiin haudontalokeroista 1-2
kertaa  kuukaudessa. Vastakuoriutuneista poikasista maédritettiin
epamuodostuneiden (epdnormaali alkionkehitys, selkdrankavika, kahdella tai
useammalla yksilolld yhteisid ruumiinosia) yksiloiden osuus. Vaikka
haudontatulos (eldvéat, terveet alkiot/poikaset) maddritettiin eri ajankohtina
(silmé&pistevaihe, kuoriutuminen, kuoriutumisen jélkeinen ruskuaispussivaihe),
analysoitiin ajankohtien haudontatulosten korkean korrelaation vuoksi
vdhennettynd elinkelvottomat, epamuodostuneet yksilot, jotka laskettiin
mukaan kuolleisiin.

0vrk (hed. 14.10.)
7 vrk (hed. 21.10.)
8 + 114 wrk (hed. 28.10.)

l Kuoriutuminen

:J' 5 Owrk
m (SPA 3.1.) 14 wrk
g 4 7 vrk (SPA9.3.)
£
£ . |
2
Pahkajarvi Yla-Enonvesi
- .
0 T T T T T T
14.loka 14.marras 14.joulu 14.tammi 14.helmi 14.maalis 14.huhti
Paivamaara
Kuva 2. Jarvilohiperheiden haudontaveden Idmpoétila kokeen aikana (vesitys:

Pahkajdrvi/Yla-Enonvesi). Sukutuotteiden eri sdilytyserien (0 vrk, 7 vrk ja
14 vrk)  hedelmoityspdivamadrdat sekd  silmdpisteastevaiheiden  (SPA)
pdivamaadrét, jolloin eldvien matimunien osuudet laskettiin.



2.3 Aineiston tilastollinen kasittely

Aineiston tilastolliset analyysit suoritettiin SAS 9.4. -tilasto-ohjelmalla (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA) kayttamadlld lineaarisia sekamalleja (MIXED-
proseduuri). Mallit ajettiin restricted maximum likelihood (REML)-
estimointimenetelmad kayttden. Ensimmaiseksi testattiin, erosivatko normaalisti
kehittyneiden = vastakuoriutuneiden = poikasten = osuudet  (elinkyky)
jarvilohiperheissd sukutuotteiden erilaisten sdilytysaikojen suhteen. Tdssa
havaintoyksikkond kaytettiin yksilollisia haudontalokeroita (n = 450).
Vaihtoehtoisia, eri médran varianssiparametreja sisdltdvid malleja kokeiltiin, ja
niitd karsittiin ensisijaisesti mallin konvergoitumisen ja parametrien
estimoituvuuden perusteella. Vastemuuttujana kdytetylle elinkyvylle tehtiin
arcsin-nelidjuurimuunnos, jolla sen normaalisuutta parannettiin. Lopullisessa
mallissa sdilytysaikaa (hedelmoityshetked 1-3) kaytettiin kiintednd tekijand,
jonka lisdksi naarasvaikutus, aika x perhe (naaras x koiras) -yhdysvaikutus sekd
haudontakaukalo otettiin malliin mukaan satunnaisina tekijoind. Taydellista
mallia, jossa olisi mukana sekd naaraan ja koiraan itsendiset vaikutukset sekéa
kaikki kaksin- ja kolminkertaiset yhdysvaikutukset (myos ajan suhteen) ei voitu
tehdd estimoitumisongelmien takia. Koirasvaikutuksen varianssi oli mitattoman
pieni, eikd siksi tullut estimoiduksi. Lisdksi yhdysvaikutustermit aika x naaras ja
aika x perhe sekoittuivat keskenddn, jolloin ensiksi mainittu késitti suuren osan
jalkimmadisen termin varianssi laski ja siitd tuli ei-merkitsevd, vaikka yksittdisind
tekijoind (toisen puuttuessa) molemmat olivat erittdin merkitsevid. Tamaédn
vuoksi lopullisessa mallissa huomioitiin vain jilkimmdinen, ajan ja naaras-
koiras-yhdistelman (eli tdyssisarperheen) yhdysvaikutus.

Jalkeldisten elinkyvyn lisdksi testattiin toistettujen mittausten lineaarisella
sekamallilla sdilytysajan (kiinted tekijd) ja naaraan (satunnaistekijd) vaikutusta
vasteena olleen ovaarionesteen pH:n muutokseen. Mallissa jaannosvaihtelun
rakenne maddritetiin siten, ettd pH:n oletettiin laskevan kunkin naaraan
ovaarionesteessd ajan suhteen ja peréttdisissd mittauksissa jadnnokset olivat
toisiinsa ndhden korreloituneita (kovarianssirakenteena ARH(1) (Heterogeneous
First-Order Autoregressive)).

Maidin CASA-aineistosta testattiin, erosivatko litkkumattomien siittividen
osuus ja siittividen kdyrdviivainen uintinopeus (VCL) maidin erilaisten
sdilytysaikojen suhteen. Molempien liikkuvuusominaisuuksien osalta mallin
vastemuuttujana kdytettiin kolmen toistomittauksen keskiarvoa (n=50 naaras-
koirasyhdistelméa x 3 toistoa x 3 sdilytysaikaa = 450 havaintoarvoa ominaisuutta
kohti). Sdilytysaikaa kaytettiin kiintednd tekijand (hedelmdityshetket 1-3).
Satunnaistekijoind mallissa huomioitiin hedelmoitysmatriisien vélinen vaihtelu,
koirasvaikutus, naarasvaikutus (siittividen aktivoinnit eri naaraiden
ovaarioneste:vesi -seoksella), naaras x koiras -yhdistelméa (tdtd parametria ei
voitu estimoida liikkumattomien siittididen prosenttiosuudelle liian pienen
varianssin takia) sekd aika x koiras-, aika x naaras- ja aika x naaras x koiras-
vaikutukset. Parittaisia eroja sdilytysaikojen valilld verrattiin kayttamalla Tukey-
Kramerin korjausta.



Satunnaistekijoiden merkitsevyydet malleissa testattiin likelihood ratio -
testilld, missd karsitun ja tdyden mallin sovitteita vertailtiin niiden -2LL-arvojen
erotuksella pudottamalla kukin testattava tekijd kerrallaan mallista (Morrell
1998). Kullekin yksittdiselle varianssikomponentille x2-testisuuretta noudattavan
asymptoottisen jakauman p-arvo kerrottiin 0,5:114, koska
todenndkoisyyssuhteiden méadrddaméan asymptoottisen jakauman (pakotettu
olemaan positiivinen) tulisi olla 50:50-sekoitus x2?(0)- ja x2(1) jakaumia
yksittdiselle varianssikomponentille (Self ja Liang 1987). Kaikkiin analyyseihin
kaytettiin merkitsevyystasoa 0,05.

3 TULOKSET

3.1 Jidlkeldisten elinkyky

Jarvilohen sukutuotteiden pidemmadlld sdilytysajalla oli selvd poikasten
selviytymistd heikentdva vaikutus (F2, 2,53 = 185,87, p = 0,001; kuva 3). Vaikka
tilastollinen testaus tehtiin vain kuoriutumisen jilkeiselle elinkyvylle
(normaalisti kehittyneiden vastakuoriutuneiden poikasten osuudet), sdilytysajan
vaikutus oli selkedsti ndhtdvissd jo aiemmin méddin silmépistevaiheessa (kuva 4).
Epamuodostuneiden poikasten osuus kuoriutuneissa poikasissa oli valittomasti
hedelmoityksen jdlkeen haudontaan laitetuilla, 0 vrk:n sdilytysajan médeilla
0,4 % (£ 0,9 SD), 7 vrk:n mddeilld 3,5 % (£ 1,2) ja 14 vrk:n méadeilld 6,9 % (+ 1,2).
Normaalisti kehittyneiden kuoriutuneiden poikasten osuus (=elinkyky) kaikista
hedelmditetyistd madeistd oli O vrk:n ryhmaéssd keskimddrin 95,3 % (+ 4,4 SD),
7 vrkin ryhmadssd 45,4 % (x 18,1) ja 14 vrkin ryhmaéssd 18,7 % (+ 14,8) (liite 1).
Elinkyvyn heikkeneminen korostui osalla naaraista ensimmaisen sdilytysviikon
aikana ja toisilla toisen sdilytysviikon aikana (kuva 5). Poikkeuksellisesti yhden
naaraan (Bl) neljassd  puolisisarperheessd  elinkykyisten  alkioiden
keskimédrdinen osuus oli 14 vrk:n ryhmaéssd korkeampi kuin 7 vrk:n ryhmaéssa
(kuva 5).

Elinkyvyssé oli selvdd vaihtelua eri naaraiden vililla (Var = 0,016 + 0,008 SE;
x> =621, df =1, p < 0,001), kun taas koiraiden vaikutus oli merkitykseton
(varianssi oli ldhelld nollaa eika siksi estimoitunut). Liséksi ajan ja naaras x koiras
-kombinaation vililld oli merkitsevd yhdysvaikutus (Var = 0,012 + 0,002 SE;
x2=60,1, df = 1, p<0,001), mikd johtuu siitd, ettd elinkyvyn heikkeneminen
vaihteli sdilytysajan myo6tda sekd naaraiden vilisissd ettd naaraiden sisdisissa
puolisisarperheissd (kuva 5). Haudontakaukalolla ei ollut vaikutusta alkioiden
elinkykyyn (Var = 0,000 + 0,000 SE; x2=0,2, df =1, p = 0,327).



Kuva 3.

Kuva 4.

Eldvien jalkeldisten osuus (%)
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80 14 vrk
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Elinkyky (%)

Frekvenssijakaumat jarvilohiperheiden (n = 50) terveind kuoriutuneiden
poikasten  keskimddrdisille prosenttiosuuksille  (=elinkyky-%) kaikista
hedelmoitetyistd madeistd sukutuotteiden eri sdilytysaikoina (0 vrk, 7 vrk ja
14 vrk).
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Silmapisteaste Kuoriutuminen Elinkyky

Elavien jalkeldisten osuus (ka% + SD) médin silmépisteasteella ja poikasten
kuoriutumisessa sekd kuoriutuneiden terveiden poikasten prosentuaalinen
osuus (=elinkyky-%) kaikista hedelmditetyistd madeistd sukutuotteiden eri
sdilytysaikojen (0 vrk, 7 vrk ja 14 vrk) suhteen (n = 50 perhettd).
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Kuva 5. A-ja B-matriisiperheiden (na = 25, ng = 25) keskimééraisen elinkyky-% (=elavista
poikasista vdhennetty epamuodostuneet poikaset) sukutuotteiden eri
sdilytysaikojen (0 vrk, 7 vrk ja 14 vrk) suhteen.

3.2 Ovaarionesteen pH:n ja siittididen liikkuvuuden sdilytyksen
aikaiset muutokset

Kaikkien naaraiden (n = 10) méddin ovaarionesteen pH-arvo laski kahden viikon
sdilytyksen aikana (F,792= 59,64, p < 0,001) (kuva 6). Keskimddrdinen pH-arvo
oli sdilytyksen alussa 8,40 (+ 0,03 SE), 7 vrk:n jdlkeen 8,24 (+ 0,02 SE) ja 14 vrk:n
jalkeen 8,01 (x 0,08 SE). Parittaisessa vertailussa ensimmadisen (0 vrk) ja
kolmannen (14 vrk) mittauskerran pH-arvot erosivat erittdin merkittdavasti
(Tukey-Kramer, p < 0,001). Ensimmadisen sdilytysviikon aikana pH laski eniten
(p = 0,007), jonka jalkeen lasku tasoittui toisella sdilytysviikolla (p = 0,075). Myos
naaraiden vililld oli eroja pH:n vaihtelussa ja laskussa (Var 0,005 + 0,002; x2=7,5,
df =1, p =0,003) (kuva 6).
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Kuva 6. Jarvilohinaaraiden (A-matriisin naaraat: A1-A5 ja B-matriisin naaraat: B1-B5)
ovaarionesteen pH-arvojen muutos méadin sdilytysajan (0 vrk, 7 vrk ja 14 vrk)
suhteen.

Kymmenen sekuntia maidin aktivoinnin jalkeen mitattu liikkumattomien
siittididen osuus lisddntyi sdilytyksen aikana erittdin merkitsevasti (F2,192= 25,98,
p < 0,001). Liikkumattomien siittididen mallikorjattu osuus 0 vrk:n sdilytyksessa
oli keskimdérin 2,5 % (+ 3,7 SE), 7 vrk:n sdilytyksessd 19,7 % (+ 3,7) ja 14 vrk:n
sdilytyksessd 28,9 % (+3,7) (kuva 7). Liikkumattomien siittididen keskimé&ardinen
prosenttiosuus ensimmdiselld ndytteenottokerralla poikkesi toisen (Tukey-
Kramer, p = 0,001) ja kolmannen kerran (p < 0,001) prosenttiosuuksista, kun taas
toisen ja kolmannen ndytteenottoajan vilinen ero ei ollut merkitseva (p = 0,056).
Myos siittididen uintinopeus (VCL) heikkeni sdilytyksen aikana erittdin
merkitsevasti (F2,235 = 59,94, p < 0,001). Keskiméddrdinen uintinopeus oli
merkitsevasti korkeampi ensimmadiselld ndytteenottokerralla (117,9 + 2,6 pm/s)
verrattuna myshempiin ajankohtiin (p < 0,001). Eroa ei kuitenkaan endd havaittu
toisen (98,4 £ 2,6) ja kolmannen ndytteenottokerran valilla (100,5 £ 2,6) (p = 0,556).
Sekd koiraiden ettd naaraiden vilisen vaihtelun havaittiin vaikuttavan VCL-
arvoihin, mutta ei lilkkkumattomien siittididen prosenttiosuuteen (taulukko 3).
Molemmissa siittididen liikkuvuusominaisuuksissa (liikkumattomien siittividen
osuus ja VCL) ajallinen muutos osoitti kuitenkin erittdin merkittdvaa vaihtelua
koiraiden valilla (taulukko 3, kuva 7). VCL-arvojen osalta myds vaihtelut
naaraiden ja koiras-naarasyhdistelmien (maiti - ovaarioneste) vililld erosivat
sdilytysajan suhteen.
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Taulukko 3. Varianssiparametrien estimaatit (+ SE) ja niitd vastaavat merkitsevyysta-
sot lilkkkumattomien siittididen prosenttiosuudelle ja siittividen kayravii-
vaiselle uintinopeudelle (VCL, pm/s) mitattuna kolmella néytteenotto-
kerralla sukusolujen kerdamisen jalkeen (0 vrk, 7 vrk ja 14 vrk).

Varianssiparametri Liikkumattomat p-arvo VCL p-arvo

siittiot (%)

Hedelmoitysmatriisi 10,721 (25,038) 0,219 6,073 (16,321) 0,292

Koiras (K) 9,115 (17,224) 0,264 12,010 (8,661) 0,016

Naaras (N) 1,977 (3,243) 0,240 8,453 (5,535) 0,005

Koiras x Naaras * - - 0,233 (1,525) 0,500

Aika x Koiras 57,633 (22,263) <0,001 11,912 (5,059) <0,001

Aika x Naaras 3,434 (4,475) 0171 4,379 (2,594) 0,004

Aika x Koiras x Naaras 4,635 (6,855) 0,240 6,694 (2,634) <0,001

Jasnnos 107,480 (8,966)

22,260 (1,857)

*Liikkumattomien siittididen prosenttiosuudelle ei voitu estimoida koiras x naaras -yhdistelmé&a

liian pienen varianssin takia.
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Kuva 7.

]

7 vrk

7 vrk

14 wrk

Koiraskohtaiset liikkumattomien siitticiden keskimaaraiset osuudet (% * SD) ja

keskimaardiset kdyraviivaiset uintinopeudet (VCL) (um/s £ SD) 0 vrk:n, 7 vrk:n
ja 14 vrk:n sdilytyksen jdlkeen (n = 5 ovaarionesteen keskiarvo per koiras, joista
kukin laskettu 3 toiston keskiarvona per ovaarioneste). Jokaisen matriisin sisalld
aktivoitiin erikseen viiden naaraan

kaikkien viiden koiraan
ovaarionesteessa.

siittiot
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4 TULOSTEN TARKASTELU JA PAATELMAT

Uhanalaisten  kalakantojen = emoparviviljelyssd  joudutaan emokalojen
sukutuotteita usein sdilyttdmddn ennen varsinaisia emoparvihedelmoityksia.
Tamd koe osoitti, ettd jarvilohen sukusolujen pitkdlld sdilytykselld
(14 vuorokautta) alhaisessa lampotilassa (1 °C) on selked heikentdva vaikutus
sekd naaraan ettd koiraan sukusolujen laatuun. Alkion elinkelpoisuuden vaihtelu
johtui ldhes kokonaan naaraasta (m&distd). Naaraan vaikutusta onkin yleisesti
pidetty merkittdvampénd tekijand maéti- ja poikasvaiheen kehitykselle ja
elinkyvylle kuin koirasvanhemman (mm. Keckeis ym. 2000, Marteinsdottir ja
Steinarsson 1998, Chambers ja Waiwood 1996). Myos Nagler ym. (2000)
havaitsivat kirjolohella, ettd naarasvanhemmalla oli keskeinen rooli alkion
Heiddn mukaansa saattaa olla, ettd hedelmditetyn matimunan geneettinen osa
eli naaraan ja koiraan DNA eivit ole yhtd tdrkeitd alkion varhaiseen kehitykseen
ja selviytymiseen kuin muut aineosat (mm. ruskuaisen sisdlto ja naaraan mRNA).

Tutkimuksessani Saimaan jdrvilohen molempien sukupuolten sukusolujen
laatuindikaattoreiden havaittu heikkeneminen tapahtui voimakkaimmin
ensimmadisen sdilytysviikon aikana. Kun hedelmoitykset tapahtuivat heti
sukusolujen lypsdmisen jdlkeen, onnistuneesti kehittyneiden alkioiden osuudet
olivat korkeita: 49 perheessd 50:std keskim&ardinen elinkyky kuoriutuessa oli yli
85 %. Seitsemidn pdivan sukusolujen varastoinnin jialkeen yleinen elinkyky sen
sijaan puolittui. Tamd johti myds keskindisen jadrjestyksen muuttumiseen
genotyyppien kesken (tdys- ja puolisisarperheet). Kahden viikon sukusolujen
varastoinnin jdlkeen elinkelpoisuus laski 83,3 %-yksikkod ensimmadiseen
hedelmoityskertaan verrattuna. Namd havainnot korostavat sitd, ettd jarvilohen
emokalastot tulisi perustaa heti sukusolujen lypsdamisen jdlkeen, jotta voidaan
minimoida genotyyppien menetys ja tahaton valinta haudonta-ajan kriittisessa
alkuvaiheessa.

Midin ylikypsymistd eli ikddntymistd pidetddn olennaisena rajoittavana
tekijand lohikalojen viljelyssd, ja sen haitalliset vaikutukset hedelmdittymiseen,
haudontaan, kuoriutumiseen ja poikasten poikkeavuuksiin on dokumentoitu
laajasti (esim. Barrett 1951, Komrakova ja Holtz 2009, Bahabadi ym. 2011, Eronen
ym. 2021). Ovaarionesteen pH:n laskun tiedetddn liittyvdn matimunien
ovulaation jdlkeiseen ikddntymiseen lohikaloilla, kuten kirjolohella ja Atlantin
lohella (Lahnsteiner 2000, Mommens ym. 2015). Mommens ym. (2015) mukaan
Atlantin lohella ovaarionesteen pH:n laskun myo6tda mddin hedelmoitysaste ja
alkioiden eloonjadminen seka poikasten selviytymisaste viahenivit merkittavasti.
Lahnsteiner ym. (1999) taas havaitsivat, ettd taimenen (Salmo trutta) alkioiden
eloonjédaminen silmépistevaiheeseen asti oli korkeinta (>80 %), kun
ovaarionesteen pH vaihteli vililla 8,44-8,57. Tutkimuksessani jarvilohella
elinkyky oli korkeinta heti lypsyn jdlkeen hedelmoitetyilld médeilld, jolloin
ovaarionesteiden pH oli 8,24-8,52. Komrakova ja Holtz (2009) ehdottivat
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kirjolohella tehtyjen koesarjojen perusteella, ettd ovaarionesteen pH-arvo ei saisi
laskea alle 7,8:n ja happipitoisuuden tulisi olla vé&hintdédn 5 mg/L
Tutkimuksessani kahden jarvilohinaaraan (A1 ja A2) ovaarionesteiden pH-arvot
olivat 14 vrk:n sdilytyksen jidlkeen alle 7,8:n. Kyseisten naaraiden jalkeldisten
elinkyky oli my6s selvasti heikentynyt.

Tutkimuksessani jdrvilohen madit sdilytettiin  suljetuissa astioissa
haihtumisen valttamiseksi, mutta astioiden ilmaa ei uusittu hedelmoityskertojen
valilld eikd médtimunakerrosten maarad rajoitettu. Ndiden tekijoiden huomioon
ottaminen, mukaan lukien lisdhapen saanti, voi jossain mddrin edistda
sukusolujen elinkelpoisuutta pitkdaikaisen varastoinnin aikana (Stoss ja Holtz
1983a, Jensen ja Alderdice 1984, Komrakova ja Holtz 2009). Sukutuotteiden
sdilyvyyttd voidaan parantaa myos antibiooteilla, koska sdilytyksen aikainen
bakteerimddrien kasvu voi myos johtaa sekd mddin ettd maidin laadun
heikkenemiseen (mm. Stoss ja Holtz 1983b, Holcomb ym. 2005). Matala lampdétila
yhdistettynd antibioottihoitoon osoittautui Holcombin ym. (2005) tutkimusten
mukaan tehokkaaksi keinoksi pidentdd lohikalojen middin onnistunutta
sdilytysaikaa. Antibiootteja ja ns. laimennusaineita (esim. isotonisia suolaliuoksia)
kdytetddn myos siittididen elinkelpoisuuden pidentdmiseen (Trigo ym. 2015,
Bobe ja Labbé 2009, Contreras ym. 2020). Maidin sdilyttamisessd kadytetty 0-4 °C
lampotila vahentdd lisdksi siittividen aineenvaihduntaa ja bakteerien kasvua
(Contreras ym. 2020).

Mielenkiintoista on, ettd tutkimuksessani yhden naaraan (B1) jdlkeldisten
elinkyky neljdssd perheessd nousi toisen ja kolmannen hedelmoitysajan valilld,
mikd viittaa mahdolliseen virheeseen tutkimusmenetelméssd. Yksi mahdollinen
selitys voi olla munien pintakerroksen kuivuminen ensimmadisen sdilytysviikon
aikana, mikd on voinut johtaa nédytteeksi otettujen munien heikompaan
hedelmoittymiseen toisella hedelmdityskerralla. On myds huomionarvoista, etta
kyseisen naaraan ovaarionesteen pH laski vain ensimmadisen sdilytysviikon
aikana, kun taas 7-14 vrk:n vdlilld ei havaittu muutosta. Lopullinen syy
elinkyvyn nousuun jéi kuitenkin tuntemattomaksi.

Vilittomaésti sukusolujen lypsdmisen jidlkeen siittididen liikkuvuustasot
(litkkkuvat siittiot ja kdyraviivainen uintinopeus (VCL)) olivat korkeat ja erosivat
koiraiden vililld ainoastaan uintinopeuden suhteen. Molemmat siittididen
liikkuvuusominaisuudet laskivat selvasti alkuperdisistd tasoistaan ensimmaéisen
sukusolujen sdilytysviikon aikana, mutta VCL ei endé laskenut 7-14 vrk:n valilla.
Molemmissa siittididen liikkuvuusominaisuuksissa koiraiden vélinen vaihtelu
oli suurempaa myohempind mittausaikoina. VCL-arvon ajallinen muutos riippui
my0s naaraasta ja koiras-naarasyhdistelmistd. Tama viittaa siihen, ettd siittididen
liikkeen heikkeneminen sukusolujen sdilytyksen aikana riippui seka
ovaarionesteen laadusta ettd ovaarionesteen ja siittividen vuorovaikutuksesta.
Kalojen ovaarioneste voi vaikuttaa siittididen suorituskykyyn muuttamalla
niiden liikkuvuutta, mikd voi méarittdd lopulta hedelmoitystuloksen (Zadmajid
ym. 2019). Aiemmat lohikalatutkimukset ovat my0s osoittaneet, ettd eri
naaraiden ovaarionesteet vaikuttavat eri tavoin koiraiden siitticiden uintikykyyn
(Urbach ym. 2005, Rosengrave ym. 2008, Butts ym. 2012). Tassd tyossd
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kumpikaan siittididen liikkuvuusominaisuuksista ei ennustanut alkion
elinkykyd hedelmoityshetkelld. Tastd voidaan pditelld, ettd siittividen
liikkkuvuuden erot eivdt ilmeisesti johtaneet vaihteluihin perheiden
lisdantymistuloksissa. Sen sijaan Rosengrave ym. (2016) havaitsivat
kuningaslohella (Oncorhynchus tshawytscha), ettd koiraan siittididen uintinopeus
naaraan ovaarionesteessd sekd koiraan geneettinen heterotsygoottisuustaso
liittyivdt positiivisesti elinkelpoisten alkioiden osuuteen. Tutkimuksessani
ovaarionesteen vaikutus siittividen uintinopeuteen erosi myds naaraiden valilld
koiraasta riippumatta. Ovaarionesteen pH:n laskemisen tiedetddn myos
vaikuttavan negatiivisesti siittididen uintikykyyn (Wojtczak ym. 2007).

Odotusten mukaisesti vanhemmista johtuva vaihtelu poikasten
elinkyvyssd, hedelmditysajasta riippumatta, johtui enimmaékseen naaraista, kun
taas koirasvaikutus pysyi merkityksettomand. Aiemmat tutkimukset jarvilohella
ovat osoittaneet, ettd hyvinkin huonolaatuisella maidilla ja védhdiselld
maitimddralld on saatu aikaan hyvid hedelmoitystuloksia ja elinkykyisid poikasia
(J-P. Turkka, julkaisematon). Naaraan merkitys kasvoi tutkimuksessani
huomattavasti mychemmilld hedelmoityskertoina, mikd oletettavasti johtuu
yksilollisistd eroista méddinlaadussa naaraiden valilld (eli mé&timunien
ikddntymisessd) (Rime ym. 2004, Aegerter ym. 2005, Bahrekazemi ym. 2009,
Samarin ja Policar 2019). Tadtd pddttelyd tukee madin sdilytyksen aikaisen
ovaarionesteen pH:n laskun vaihtelu naaraiden vélilld. Kahdeksalla kymmenesta
naaraasta ovaarionesteen pH:n lasku oli voimakkaampaa ensimmadisen viikon
aikana. Tdysmatriisihedelmoityksessd naarasvaikutukset edustavat yhdistelmaa
maternaalisesta ympadristovaikutuksesta (mukaan lukien madin laatuun liitty vt
tekijat) ja suorasta geneettisestd vaihtelusta. Kuitenkin koirasvaikutusten
puuttuminen alkion elinkyvyssd viittaa siihen, ettd additiiviset naaraan
vaikutukset olivat todenndkoisesti heikkoja.

Yhteenvetona voidaan todeta, ettd ddrimmadisen uhanalaisen jdrvilohen
sukusolujen lypsyn jdlkeinen sdilytys 1-2 viikon ajan jadhdytettynd lisda
voimakkaasti heterogeenisyyttd (valintaa) jalkeldisten elinkyvyssd eri
genotyyppien vdlilld. Tdmd voi vaarantaa jo ennestddn vdhdisen
monimuotoisuuden sdilymisen emokalaparvissa. Uhanalaisten kalakantojen
emoparviviljelyssd sukutuotteiden sdilytyksestd saatavien hyottyjen ja haittojen
kanssa joudutaan kuitenkin tasapainottelemaan tapauskohtaisesti. Kulloinkin
valittuun toimintatapaan vaikuttavat mm. kalakannan uhanalaisuusaste ja siind
jaljella oleva geneettinen ~ monimuotoisuus, emoparviin  saatu
perustajayksiloiden maééard ja laatu sekd ovulaation ajoittuminen eri yksiloilla.
Perustettaessa emokalastoja luonnonkalojen sukutuotteista ei yksiloiden
geneettistd taustaa useinkaan tunneta, joten matriisihedelmdoityksissd osa
naaraista ja koiraista saattavat olla geneettisesti toisilleen yhteensopimattomia,
esimerkiksi ldhisukulaisia. On todenndkoistd, ettd wuseilla kalalajeilla
pariutuminen luonnossa ei ole sattumanvaraista ja hedelmoittymisen
onnistuminen riippuu koiraiden ja naaraiden yhteensopivuudesta (Wedekind
ym. 1996, Marshall ja Evans 2005, Dziminski ym. 2008, Rosengrave ym. 2008).
Naaraiden onkin todettu suosivan sellaisia koiraita, joilla on yhteensopiva
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genotyyppi niiden fenotyypistd riippumatta (Zeh ja Zeh 1996, Jennions ja Petrie
2000). Jarvilohen ja muiden uhanalaisten kalakantojen emoparviviljelyssa
sukulaisuusastetta voidaan kontrolloida kasvatuksen mychemmassd vaiheessa
mm. yksilomerkkauksin ja DNA-analyysein tai pitdimalld kasvatuksessa samaan
aikaan useita eri emoparvi-ikdluokkia, jotka hedelmoitetddn ristiin. N&ama
toimenpiteet eivdt kuitenkaan ole tila- ja resurssipuutteiden vuoksi aina
mahdollisia.

Saimaan jdrvilohen jiljelld olevan geneettisen monimuotoisuuden
ylldpitamisen optimoimiseksi on tdrkedd pyrkida mahdollisuuksien mukaan
minimoimaan  sukutuotteiden  sdilytysaika, vaikka jotkin = naaras-
koirasyhdistelmit jdisivdatkin tekemittd. Sukutuotteet kannattaa lypsdd
valittomadsti niiden kypsyttyd ja hedelmoittdd kaikki mahdolliset emoparvien
perustamiseen tarkoitetut yhdistelmait heti, kun ne on mahdollista tehdd. Taman
jilkeen jdljelle jadvid sukutuotteita voidaan sdilyttdd myohemmin saatavia tai
kypsyvid kaloja varten. Tamd mahdollistaa sen, ettdi emoparveen saadaan
enemmadn perinnollistd laajuutta eli erilaisia geneettisid yhdistelmid. Onkin
tarkedd, ettd sukutuotteiden sdilytysmenetelmid kehitetddn edelleen ottaen
huomioon eri lajien lisddntymisbiologiset ominaisuudet. Antibiooteista,
lisshapesta (myos maddille) ja matimunakerrosten méadran vahentdmisesta
sdilytysastiassa mahdollisesti saatavia hyotyjd on syytd tutkia myos jarvilohen
osalta.
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LIITE 1. PERHEKOHTAISET ELINKYKYPROSENTIT

Liite 1 (A). Perhekohtaiset elinkykyprosentit (kolmen haudontayksikon
keskiarvo + SD) A-matriisikalojen hedelmoityksista.
‘ Elinkyky-% (keskiarvo+SD) ‘

Perheet,
A-matriisi Sailytysaika

9 > 6\ 0 vrk 7 vrk 14 vrk
AL,A6 99,3 (+1,1) 22,4 (+16,0) 9,3 (+14,5)
A1,A7 98,0 (+2,0) 29,4 (+11,6) 12,1 (+2,1)
A1,A8 98,0 (+2,0) 26,2 (+11,1) 9,8 (£2,3)
A1,A9 94,1 (+3,4) 23,3 (+17,9) 12,8 (+11,9)
A1,A10 98,0 (+2,0) 46,7 (£9,3) 10,8 (+2,5)
A2,A6 94,7 (+4,2) 23,3 (+3,1) 4,9 (5,4)
A2,A7 88,2 (+13,7) 44,5 (+7,6) 9,2 (19,2)
A2,A8 98,0 (+3,4) 25,5 (+4,8) 2,0 (£3,5)
A2,A9 98,0 (+2,0) 30,5 (+13,1) 0,7 (£1,2)
A2,A10 96,6 (+1,2) 33,7 (¢9,1) 7,4 (£3,0)
A3,A6 90,9 (6,2) 28,0 (+11,3) 5,2 (£5,7)
A3,A7 95,4 (+4,5) 40,1 (+19,2) 4,5 (+1,1)
A3,A8 74,0 (+9,8) 43,6 (+19,5) 3,9 (£3,4)
A3,A9 92,2 (+6,8) 40,2 (+10,5) 2,6 (£1,1)
A3,A10 94,3 (13,3) 58,7 (+20,5) 3,2 (+1,1)
A4,A6 95,1 (+2,8) 60,0 (+33,9) 22,0 (+2,9)
A4,A7 96,3 (+3,2) 55,7 (+13,2) 29,6 (+8,2)
A4,A8 95,6 (+2,1) 54,9 (+29,1) 29,6 (+19,4)
A4,A9 97,5 (+1,1) 66,7 (+0,6) 32,9 (+10,8)
A4,A10 96,3 (£3,2) 60,4 (+34,3) 43,3 (+18,6)
A5,A6 98,0 (+3,4) 56,9 (+26,1) 45,3 (19,5)
A5,A7 99,4 (+1,1) 65,2 (+11,1) 41,2 (£2,4)
A5,A8 96,7 (+4,1) 73,9 (£26,8) 26,9 (+2,5)
A5,A9 100 (£0,0) 75,4 (£19,4) 34,4 (+3,4)
A5,A10 98,7 (+1,1) 68,3 (+16,7) 45,8 (+19,7)
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Liite 1 (B). Perhekohtaiset elinkykyprosentit (kolmen haudontayksikon
keskiarvo + SD) B-matriisikalojen hedelmoityksista.
‘ Elinkyky-% (keskiarvo+SD) ‘

Perheet,
B-matriisi Sailytysaika

9 > & 0 vrk 7 vrk 14 vrk
B1,B6 99,4 (+1,1) 28,5 (+14,3) 26,3 (+5,6)
B1,B7 98,7 (£1,1) 15,5 (45,8) 44,1 (£7,0)
B1,B8 98,1 (+0,0) 30,9 (+4,9) 41,1 (£15,2)
B1,B9 96,9 (+2,8) 27,3 (£10,3) 35,3 (+7,3)
B1,B10 95,6 (+4,3) 27,6 (£2,8) 42,6 (£7,7)
B2,B6 97,3 (%1,2) 75,0 (£14,3) 24,7 (£18,9)
B2,B7 100 (+0,0) 59,0 (+18,6) 29,6 (+10,0)
B2,B8 95,4 (+3,0) 53,5(+17,4) 37,0 (¥12,3)
B2,B9 99,3 (+1,1) 60,4 (19,3) 25,4 (£12,7)
B2,B10 97,3 (£3,1) 58,0 (+15,6) 35,1 (+8,1)
B3,B6 91,5 (+10,0) 26,9 (£12,4) 0,7 (£1,2)
B3,B7 96,7 (£1,1) 30,7 (£16,0) 0,0 (x0,0)
B3,B8 88,8 (£7,9) 36,9 (+20,1) 1,3(£2,3)
B3,B9 97,3 (¢1,1) 32,5 (%15,2) 0,7 (£1,2)
B3,B10 94,7 (+4,2) 18,0 (+14,4) 3,4 (14,2)
B4,B6 98,0 (+3,4) 32,3 (£23,2) 21,9 (+10,1)
B4,B7 92,9 (£3,0) 48,4 (+21,9) 14,0 (+12,5)
B4,B8 95,5 (+1,1) 33,8 (+19,1) 20,6 (£7,9)
B4,B9 95,5 (+1,3) 33,3 (+13,7) 5,3 (+4,1)
B4,B10 96,1 (+0,1) 37,3 (%8,5) 7,8 (1£3,8)
B5,B6 93,7 (+2,8) 78,2 (+6,8) 13,4 (4,7)
B5,B7 88,5 (+3,3) 65,2 (+11,9) 5,3 (¢1,1)
B5,B8 88,5 (+10,7) 68,4 (15,8) 9,7 (x0,1)
B5,B9 91,0 (£5,9) 72,2 (£10,8) 18,7 (£3,0)
B5,B10 94,3 (+1,9) 66,0 (+9,7) 20,1 (+14,2)
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