Animal welfare, etologia ¢és tartastechnologia

.

http://www.dninialweliare.szie.hu

Animal welfare, ethology and housing systems

Volume 16 Issue 2

Godollé
2020



Molnar et al. | AWETH Vol 16.2.(2020) 146

MELYHUTOTT CSUKA (ESOX LUCIUS) SPERMABOL SZARMAZO
LARVAK KULONBOZO }\IOVEKEDESI Es MORFOL()GIAI ,
PARAMETEREINEK VIZSGALATA ROVIDTAVU LARVANEVELES
SORAN

Molnar Jézsef*, Varkonyi Levente!, Fiizes-Solymosi Enikd?, Birké-Sulyok Zita
Katalin!, Izsak Tibor', Lang Levente Zete!, Csenki-Bakos Zsolt, Staszny Adam?,
Urbadnyi Béla', Berndth Gergely*, Bokor Zoltan*

Szent Istvan Egyetem, Mezégazdasag- és Kornyezettudomanyi Kar, Természeti Erdforrdsok
Megorzése Intézet, Halgazdalkodasi Tanszek, 2100 Godaollo, Pater Karoly utca 1.
2Szegedfish Kft., 6728 Szeged, Nadvago it 2.
molnar.jozsef@szie.hu

Received — Erkezett: 12. 11. 2019.
Accepted — Elfogadva: 23.11.2020.

Osszefoglalas

Kisérletiinkben csukaszaporitast végeztiink friss és harom kiilonb6z6 modszerrel fagyasztott
sperma [(polisztirol dobozban (p. doboz) 5 ml-es miiszalma, valamint programozhaté fagyaszto
berendezésben (CRF) 5 ml-es miiszalma és 10 ml-es kriocs6)] alkalmazasaval. Keltetést kovetoen
kozvetlen kelés utan (kikelt), a nem taplalkozé larvaszakasz végén és 5. napos taplalkozo
larvaszakaszban vizsgaltuk a larvakat kiilonb6z6 fejlodési és novekedési paraméterek alapjan. A
testtomeg adatok elemzése soran a kikelt p. doboz 5 ml (8,45+0,89 mg) és 10 ml-es kriocs6
8,39+1,49 mg csoportja szignifikdnsan magasabb értéket mutatott a kontroll (8,11+1,26 mg) és
CRF 5 ml (7,87+0,85 mg) csoportnal. A testhossz adatok vizsgalata soran a kikelt larvastadiumban
a kontroll (8,224+0,86 mm) ¢és a p. doboz 5 ml (8,37+0,68 mm) csoportok szignifikdnsan eltértek a
CRF 5 ml (8,49+£0,67 mm), valamint a kriocsd (8,54+0,66mm) csoporttdl. Az 5 napos taplalkozo
larvastadiumban a testtomeg és testhossz adatok alapjan egyarant magasabb értéket jegyeztiink fel
a p. doboz 5 ml (17,38+2,25 mg; 14,83+0,88 mm); CRF 5 ml (17,58+2,18 mg; 14,71+£0,69 mm)
kriocsé esetében (17,28+1,95 mg; 14,86+0,79 mm) a kontroll csoporthoz (16,48+2,04 mg;
14,52+0,82 mm) képest. A larvamegmaradas vizsgalata sordn nem rogzitettiink szignifikans
eltérést a kontroll (69%) és a mélyhiitott csoportok (CRF 5 ml: 74%, kriocs6 74%, p. doboz. 5 ml:
80%) kozott. A morfologia adatok elemzése soran nem taldltunk igazolhatd eltérést a
larvastadiumok kontroll és harom mélyhfit6tt csoportjai kozott
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The investigation of different growth and morphological parameters of larvae obtained
from cryopreserved northern pike (Esox lucius) sperm

Abstract

Northern pike propagation was performed using fresh and frozen sperm using three different
methods (5 ml straw in polystyrene box (P. box) and 5 ml straw, and 10 ml cryotube in a Controlled
Rate-Freezer (CRF)). The larvae rearing experiment was maintained for 10 days following
hatching. Growth and morphological parameters were recorded at immediately after hatching, at
the end of the non-feeding larvae stage and 5 days of feeding larvae stage. Polystyrene box 5 ml
(8,454+0,89 mg) and 10 ml cryotube (8,39+1,49 mg) groups showed significantly higher body
weight than control (8,11£1,26 mg) and CRF 5 ml (7,87+0,85 mg) group at the immediately after
hatching larvae stage. Body length in control (8,22+0,86 mm) and P. box 5 ml (8,37+0,68 mm)
significantly differed from CRF 5 ml (8,49+0,67 mm) and from cryotube (8,54+0,66) group at the
immediately after hatching larvae stages. A significantly higher Body weight and body length
values were recorded in P. box 5 ml (17,38+2,25 mg; 14,83+0,88 mm), CRF 5 ml (17,58+2,18 mg;
14,71+0,69 mm) and cryotube (17,28+1,95 mg; 14,86+0,79 mm) compared to the control group
(16,48+2,04 mg; 14,52+0,82 mm) at 5 days of feeding larvae stage. No significant difference was
recorded between the control and the cryopreserved groups (CRF 5 ml: 74%, cryotube 74%, P.
box. 5 ml: 80%) in larvae survival rate. No significant difference in larvae malformation rate was
observed between the control and cryopreserved groups at the different larvae developmental
stages.

Keywords: northern pike, sperm cryopreservation, larvae rearing, larvae malformation

Irodalmi attekintés

A halsperma mélyhiitésének modszere segitségével nodvelhetd a halgazdasagokban a
mesterséges szaporitas hatékonysaga. A mélyhitott sperma (-196 °C) akar évek mulva is
felhasznalhato (Ashwood-Smith, 1980; Stoss, 1983). Fontos lehet génbankok létrehozasa a
veszélyeztetett fajok megérzése esetében is. A szaporodasi id6szak soran a tejes és ikras
egyedekben gyakran eltéré idopontban van jelen a legjobb mindségben kinyerhetd ivartermék,
mely hatasara a szaporitas hatékonysaganak kockazata novekszik a szinkronizacids problémak
okan. A sperma mélyhiitése megoldast nyujthat a folyamat elkeriilésére (Bobe és Labbé, 2009;
Cabrita és mtsai, 2010; Martinez-Paramo és mtsai, 2017), ami kulcsfontossagu lehet megannyi
halfaj szaporitasa esetén (Berndth és mtsai, 2016; Migaud és mtsai, 2002). Csuka fajnal a sperma
mindsége a szaporodasi iddszak elérehaladtaval valtozik (Bondarenko és mtsai, 2018). A
mélyhiités soran sziikséges a spermahoz hozzaadni egy sok esetben fajspecifikus, kiilonb6z6 sokat
¢és cukrokat tartalmazo higitot, valamint sejtkarosodast megakadalyozo védéanyagot (Hoar és
mtsai, 1983; Horvath és mtsai, 2003; Varkonyi és mtsai, 2019a). A mélyhités elott és felolvasztasa
utan a sperma motilitas ellendrzése elengedhetetlen, amit altalanossagban szamitogépes
spermavizsgalod rendszer segitségével (CASA, Computer-assisted Sperm Analysis) végeznek
(Fauvel és mtsai, 2010). A csuka spermat (tudomasunk szerint) el6szor 1994-ben mélyhttottek
sikeresen (Babiak és mtsai, 1995). Az elmult évtizedekben a csuka szaporitasi modszerének és
sperma mélyhitési technikajanak fejlesztése tekintetében szamos kutatast végeztek (Alavi és mtsai,
2009; Bondarenko és mtsai, 2018; Cejko és mtsai, 2020; Dietrich és mtsai, 2016; Hulak és mtsai,
2008; Szabo, 2016; Zhang és mtsai, 2011). A halsperma mélyhiités hatasara bekdvetkezd
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sejtkarosodas ¢és larva fejlodési rendellenességek feltardsa érdekében egyarant késziiltek
tanulmanyok (Berndth és mtsai, 2018; Bobe és Labbé, 2010; Horvdth és mtsai, 2000) mas halfajok
esetében, csuka fajban (tudomasunk szerint) viszont jelenleg még a témaban nem allnak
rendelkezésre adatok.

Anyag és modszer

A csuka anyadllomény a Szegedfish Kft. halgazdasagabol szarmazott. A hormonalis indukciot
megel6z0 napon kertilt be a kisérlethez felhasznalt 5 db ikras (atlagos testtomeg: 6340+£1260 g) és 5 db
tejes (atlagos testtomeg: 1365+172 g) a gazdasag keltetdhazaba, ivaronként elkiilonitve, atfolyovizes
medencébe. A keltetbhazban természetes megvilagitas mellett tortént az egyedek beérlelése. A
hormonalis indukci6 a fejés elott 48 oraval tortént 3,5 mg/testtomeg kg ponty hipofizissel. A beérlelés
soran a vizhémérséklet hozzavetdlegesen 14 °C volt. A halak boditdsat 60 ml/100 1 rendszerviz
technikat alkalmaztuk. A tej kinyerése a here kioperalasaval kezd6dott, majd azt kovette a boncolas.

A sperma mélyhiitéséhez specifikusan a csuka fajra kifejlesztett higitonkat alkalmaztuk (150
mM gliikdz, 75 mM NaCl, 30 mM KCIl, 1 mM NaHPO4*12H,0, 1 mM MgCl>*6H.0, 1 mM
CaCl>*2H20, 20 mM Tris, és 0.5% BSA, pH: 8 (Bernath és mtsai, 2017)), majd hozzaadtunk 10%
metanolt (sejten belili védbanyag). A mélyhiités soran 1:9 sperma-higitdo aranyt alkalmaztunk.
Keltetohazi koriilmények kozott végeztiik el a csuka sperma fagyasztasat az alabbi harom mélyhttési
eljarassal: Programozhatd fagyasztdo berendezésben (CRF, Controlled-Rate Freezer) 10 ml-es
kriocsovet és 5 ml-es miiszalmat (Varkonyi és mtsai, 2019b) valamint polisztirol dobozban 5 ml-es
miiszalmat mélyhititottiink (Bokor és mtsai, 2010).

Uzemi koriilmények kozott hajtottuk végre a csukaszaporitast friss és harom kiilonbozo
modszerrel fagyasztott sperma alkalmazasaval (1. dbra). Meghataroztunk egy termékenyitési egységet.
A termékenyités soran 250 gramm ikrahoz a kontroll és a mélyhtitétt csoportokban egyarant 2112 pl
mennyiségii spermat adtunk (Lahnsteiner, 2000). A vizsgalat soran a termékenyitéshez felhasznalt
sperma alapjan egy friss €s a hdrom kiilonb6z6 modszerrel mélyhiitott csoportot alakitottunk ki.
Csoportonként 5 tejes mintajaval dolgoztunk, melyeket véletlenszerti sorrendben, kiilon Zuger-iivegbe,
helyeztiink el. A termékenyitést rendszervizzel végeztilk 20 masodperc aktivalasi id6ét alkalmazva,
majd a 10 perces duzzasztas modositott Woynarovich-oldat (15 g karbamid, 20 g konyhat6/10 1 viz)
(Woynarovich és Woynarovich, 1980) segitségével tortént. Az ikra érlelése soran naponta egy
alkalommal az ikra penészesedésének megeldzése érdekében Zuger-iivegenként 250 ml mennyiségli
DETOX (4,5% perecetsav ¢és 20 % hidrogén-peroxid oldat, 10 ml/10 1 rendszerviz) kezelést
alkalmaztunk.

Keltetést kdvetden a négy csoport egyedeit atfolyovizes anyahaltartdé medencékbe épitett
ketrecekbe helyeztilk ki két ismétlésben, véletlenszerii elrendezésben 1100 db larva/ketrec
mennyiségben. Osszesen 8800 db larvaval végeztiik kisérletiinket. A vizsgélat soran rovidtavi, 10
napos larvanevelési kisérletet végeztiink a kelés iddpontjatol az 5 napos taplalkozo larvaszakaszig. A
kisérlet ideje alatt harom kiilonbozd larvafejlédési stddiumban (kdzvetlen kelés utan, majd a nem
taplalkozo larvaszakasz végén, illetve a taplalkozo larvaszakasz 5. napjan) elvégzett mintavételek soran
feljegyeztiik mind a nyolc larvanevelési egységben 50 egyed testhosszat és nedves testtomegeét,
valamint 50 larva morfologiai vizsgalatat végeztiink el. A kisérlet végén feljegyeztik a larva
megmaradast. A testhosszt milliméter, a nedves testtdmeget analitikai mérlegen (AB204-S, Mettler-
Toledo Kft., Budapest, Magyarorszag) 0,1 mg pontossaggal jegyeztik fel. A larvakat
sztereomikroszkop alatt vizsgaltuk és fényképeztiik (Leica M205 FA szteredmikroszkop Biomarker
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Kft., Godollo, Magyarorszag; Leica DFC 425C kamera, Bright Field 15*-30* Biomarker Kft., G6d6116,
Magyarorszag). A larvak fejlodési rendellenességeinek vizsgalatat az alabbi fobb kategoériak
megfigyelésével végeztiik: test gorbiilése, faroktorzulas (hiany, rovidiilés), szem deformitas (alak,
lencse), eltérés a szik alakjaban, kraniofacialis deformités, 6déma (szik €s sziv), szomita eltérés (alak,
szam) ¢s hematdma.

1. abra: A kutatas soran alkalmazott kisérleti terv.

friss sperma

mélyhiitott sperma
! 5 ml miiszalma, polisztirol doboz

: L, 5 ml miiszalma, CRF
csukaszaporitas 10 ml kriocsé. CRF

, larvanevelés \

kozvetlen kelés utan nem taplalkozo larvaszakasz vége 5. napos taplalkozo larva

Adatok rogzitése és elemzése:
testtomeg (mg)
testhossz (mm)

megmaradasi arany (%)
morfologia

Az adatok rogzitéséhez ¢és kiértekeléséhez Microsoft Excel (Microsoft Corporation,
Redmond, WA 98052, Egyesiilt Allamok) szoftvert alkalmaztuk. Az adatokat GraphPad Prism 5.0
for windows (GraphPad Software, La Jolla, California, Egyesiilt Allamok) és SPSS 14.0 (SPSS
Inc., Chicago, Egyesiilt Allamok) statisztikai programmal elemeztiik. A normal eloszlas vizsgalatat
Kolmogorov-Szmirnov teszttel végeztiik, ahol a nem normal eloszlast adatsorokat arkusz-szinusz
négyzetgyok és logaritmus fiiggvényekkel transzformaltuk. A testtomeg és testhossz adatok
elemzése ¢€s Osszehasonlitdsa kétszempontos varianciaanalizissel (two-way ANOVA) és
paronkénti dsszehasonlitas Bonferroni ,,post hoc” teszttel tortént. A megmaradas kiértékelését a
csoportok esélyhanyadosanak (,,0dds ratio””) 6sszehasonlitasaval végeztiik. A morfologiai adatokat
Kruskal-Wallis nem paraméteres proba (paronkénti Osszehasonlitdis Dunn ,,post hoc” teszt),
valamint egyszempontos varianciaanalizis (one-way ANOV A, paronkénti 6sszehasonlitds Tukey
»poct hoc” teszt) modszerével értékeltiik ki. Minden teszt esetében p<0,05 szignifikancia szintet
alkalmaztunk (Reiczigel és mtsai, 2007).
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Eredmények és értékelésiik

A kontroll csoport kozvetlen kelés utan (tovabbiakban: kikelt) (8,11£1,26 mg) és a taplalkozo
larvaszakasz esetén (16,48+2,04 mg) statisztikailag igazolhatoan alacsonyabb értéket tapasztaltunk
a p. dobozhoz (5 ml, kikelt larva: 8,45+0,89 mg, taplalkozoé larva: 17,38+2,25 mg) és a kriocs6hoz
(kikelt larva: 8,39+1,49 mg, taplalkozo larva: 17,28+1,95 mg) képest. A testtomeg adatok elemzése
soran a CRF (5 ml) csoportban a kikelt larvastddiumban szignifikdnsan alacsonyabb értékeket
rogzitettiink (7,87+0,85 mg) a p. dobozhoz (5 ml) és a kriocs6hoz viszonyitva. A testtomeg
szignifikansan magasabb volt a CRF (5 ml) taplalkozo larvastadiumban (17,58+2,18 mg), mint a
kontroll csoportban 2. dbra).

2. dbra: Friss és harom kiilonb6z6 modszerrel fagyasztott spermabél szarmazé larvak
testtomeg adatai harom larvafejlodési stadiumban. A kiilonb6z6 betiik a larvastadiumon
beliili szignifikans eltéréseket jelolik (P<0,05). Az abra az atlagértékeket és a hozzajuk
tartozo szorasokat mutatja (N=1200).

R Kontroll

B Miszalma (5 ml, p. doboz)
CJ Miszalma (5 ml, CRF)

@ Kriocso
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Testtom

Kikelt Nem taplalkozo Taplalkozo
Larva stadium

Az elemzés soran a mélyhiitott csoportokban a kikelt és taplalkozo larvastadiumban
szignifikdnsan magasabb értékeket tapasztaltunk (p. doboz 5 ml-kikelt larva: 8,37+0,68 mm, taplalkozo
larva: 14,83+0,88 mm, CRF 5 ml-kikelt larva: 8,49+0,67 mm, taplalkozo larva: 14,71+0,69 mm,
kriocsd-kikelt larva: 8,54+0,66 mm, taplalkozo larva: 14,86+0,79 mm) a kontroll csoporthoz (kikelt
larva: 8,22+0,86 mm, taplalkozo larva: 14,52+0,82 mm) képest (3. dbra).
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3. dbra: Friss és harom kiilonb6z6 mddszerrel fagyasztott spermabdl szarmazé larvak
testhossz adatai harom larvafejlodési stadiumban. A kiilonb6z6 betiik a larvastadiumon
beliili szignifikans eltéréseket jelolik (P<0,05). Az abra az atlagértékeket és a hozzajuk
tartozo szorasokat mutatja (N=1200).

Il Kontroll

B Miszalma (5 ml, p. doboz)
] Miszalma (5 ml, CRF)

3 Kriocsd

20-
E a bbb
N
2101 a4 b € €
o -y
=
o 5
[

0" T T \

Kikelt Nem taplalkozé Taplalkozé

Larva stadium

A kikelt larvastadiumban szignifikdnsan alacsonyabb volt az egyedek testhossza a p. doboz
(5 ml) csoportban a CRF (5 ml) és kriocs6 alkalmazasdhoz képest. A nem taplalkozo larvaszakasz
végén nem talaltunk statisztikailag igazolhato eltérést a testtomeg és testhossz adatokra
vonatkozoan.

A larvamegmaradas vizsgalata soran nem rogzitettiink szignifikans eltérést a kontroll (69%)
¢és a mélyhiitott csoportok (CRF 5 ml: 74%, kriocs6é 74%, p. doboz 5 ml: 80%) kozott.

A morfologiai vizsgalat sordn a kontroll és hiarom mélyhiitott csoport kozott nem
tapasztaltunk statisztikailag igazolhat6 eltérést a kiilonb6z6 larvastadiumokban. A kozvetlen kelés
utani larvastadium eredményei szignifikansan magasabbak voltak a nem taplalkozoé €s az 5 napos
taplalkozo6 larvaszakasznal, ahol szdmottevden kevesebb torz larvat fedeztiink fel. Kozvetlen kelés
utan a taplalkozni nem képes €s egyéb morfologiai rendellenességgel rendelkez6 egyedek tobbsége
feltételezhetSen elhullott, igy csokkent a torz halak aranya. Uj torzulas csekély mértékben alakult
ki a p. doboz, CRF (5 ml) és kriocs6 kezelési csoportban (1. tabldazat).
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1. tablazat. Friss és harom kiilonb6z6 modszerrel fagyasztott spermabdl szarmazé larvak
morfologiai vizsgalata (N=1151)

2
Kontroll 5ml 5mi 10 mi
miiszalma, miiszalma, kriocsd
p. doboz CRF
Osszes egyed (db) 101 102 99 99
kikelt: torzult egyedek szama (db) 27 19 13 10
torz egyedek aranya (%) 26,73 18,63 13,13 10,10
nem taplalkozoé  Osszes egyed (db) 100 100 100 100
larvaszakasz torzult egyedek szama (db) 5 4 5 5
vége: torz egyedek ardnya 5 4 5 5
5 napos Osszes egyed (db) 50 100 100 100
taplalkozo torzult egyedek szama (db) 3 4 7 6
larva: torz egyedek aranya (%) 6 4 7 6
10 napos Osszes egyed (db) 251 302 299 299
larvaperiodus torzult egyedek szama (db) 35 27 25 21
Osszesen: torz egyedek ardnya (%) 13,94 8,94 8,36 7,02

Bokor és mtsai (2019) harcsan (Silurus glanis) végzett nagy mennyiségii mélyhtitott
spermaval torténd termékenyitési modszere alkalmazhatonak bizonyult a csuka mesterséges
szaporitdsa esetében is. A kisérletiinkben hasznélt fagyasztasi modszerek ¢€s higitdé eredményes
alkalmazhatdsagar6l mar Varkonyi és mrsai (2019a) is beszamoltak ponty (Cyprinus carpio)
spermamélyhiitési vizsgalataikban.

Az altalunk vizsgalt 10 napos larvafejlédési periddusban Bokor és mtsai (2015) harcsan
végzett kisérletéhez (CRF, 5 ml-es miiszalma; polisztirol doboz, 5 ml-es miiszalma) hasonldan a
friss és mélyhiitésb6él szarmazd larvak novekedés és megmaradas eredményeiben nem
tapasztaltunk a sperma fagyasztasara visszavezethetd negativ hatast. A larva deformitas
tekintetében Horvdath és Urbanyi (2000), valamint Miskolczi és mtsai (2005) afrikai harcsan végzett
(Clarias gariepinus) vizsgalataik soran friss és mélyh{ittt spermabdl szarmazo, kikelt larvak
deformitasi aranya szignifikdnsan magasabb volt a mélyhiitott csoportokban, mig Berndth és mtsai
(2018) jasz keszegen (Leuciscus idus) és Horvath és mtsai (2007) pontyon végzett kisérletében
nem.

Kovetkeztetések és javaslatok

Friss és kiilonb6zo technikaval fagyasztott spermabdl szarmazd csukalarvak révidtava
larvanevelése soran az altalunk vizsgalt larvafejléddési periodusban a nevelt larvak novekedése,
morfologiai elvaltozasai és megmaradasa tekintetében nem tapasztaltunk a fagyasztasra
visszavezethetd negativ hatast. Mélyhiitott sperma keltet6hazi alkalmazasa hozzajarulhat a
csukaszaporitas fejlesztéséhez és az eredményesebb termeléshez. Javasoljuk a hosszutava
larvanevelési vizsgalatok elvégzését is.
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