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Osszefoglalas

A kosiilld sperma mélyhtitése egyszerlibbé és gazdasagosabba teheti a szaporitast, ezaltal
eldsegitheti a természetes populaciok horgaszati és természetvédelmi célu visszatelepitését
egyarant. Munkank soran 3 kiilonboz6 kisérletet végeztiink sperma kinyerési (hagyomanyos fejés,
katéter alkalmazasa, fejés higitoba és herepréselés) és mélyhiitési modszerek fejlesztésének
céljabol (N=39). A vizsgalatok soran dsszehasonlitottunk 3 kiilonb6z6 higitot (modositott Tanaka,
csuka, gliikoz), valamint két kiilonb6zé méretli miiszalmat (0,5 és 5 ml). A himivarsejt progressziv
motilitasat a friss €és a mélyhiitott mintdkban egyarant szamitogépes spermavizsgald rendszerrel
(CASA) végeztikk. Az eredmények alapjan hatékony sperma kinyerési modszernek bizonyult a
hagyomanyos ¢és a katéteres fejés, valamint a herepréselés egyarant, azonban a legnagyobb minta
mennyiséget az utdobbi moddszer eredményezte. Keltet6hazi koriilmények kozott igazoltuk az
altalunk kidolgozott mélyhiitési modszerek (modositott Tanaka higitd, 0,5 illetve 5 ml-es
miiszalma) alkalmazhatdsagat a kosiilld sperma fagyasztasa sordn.

Kulcsszavak: késiills, spermamélyhiités, CASA, keltetéhazi koriilmények

The improvement of the quality assessment and cryopreservation methods in Volga
pikeperch (Sander volgensis) sperm obtained from the Lake Balaton for practical and
conservation purposes

Abstract
Sperm cryopreservation in Volga pikeperch (Sander volgensis) can simplify the propagation

process and reduce the costs of the broodstock management. The method can help also the
reintroduction of the natural populations in VVolga pikeperch. In our study, 3 different experiments
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were carried out to improve the sperm sampling (regular stripping method, catheter, stripping into
Pike extender and squeezing of the testis) and cryopreservation methods extenders (Extenders:
modified Tanaka, Pike and Glucose, Straws: 0.5 and 5 mL) (N=39) in Volga pikeperch. The
progressive motility in both fresh and the cryopreserved samples was recorded with Computer-
assisted Sperm Analysis (CASA). According to our results, the regular, catheter stripping and
squeezing testis can be effectively applied in VVolga pikeperch. However, squeezed testis provides
the highest volume of sperm. Both cryopreservation methods (0.5 and 5 mL straws) using modified
Tanaka extender were efficiently used in hatchery conditions.

Keywords: Volga pikeperch, sperm cryopreservation, CASA, hatchery conditions

Irodalmi attekintés

A kosiilld egy Kozép- és Kelet-Europaban fellelhetd halfaj. Husdnak mindsége kozeli
rokonaéhoz, a fogassiillé¢hez (Sander lucioperca) hasonldéan kivalo. A kosilld
stresszérzékenysége alacsonyabb ¢€s jobban toleralja a csokkent oxigénszintet, mint az emlitett
rokonfaj, habéar novekedési erélye elmarad a fogassiilléhoz képest (Szabé et al. 2009). Allomanya
Europa-szerte jelentds mértékben lecsokkent az utdbbi két évtizedben (Holcik 2003). A horgasz-
¢és halaszfogasok ,,veszteségeit” tenyésztésbdl szarmazo kihelyezésekkel lehetne potolni (Szabo et
al. 2009). Mesterséges szaporitasara vonatkozoan igen kevés irodalmi adat all rendelkezésre, igy
annak tovabbi vizsgalata elengedhetetlen (Bokor et al. 2007). A spermamélyhiités egyszeriibbé és
koltséghatékonyabba teheti a szaporitasi €s nevelési folyamatokat (Bokor et al. 2019). A mélyhiitve
torténo tarolassal kikiiszobolhetd a spermacid és az ovulaciéo nem egy idében torténd lezajlasabol
adodo probléma az ivasi idészakban. Az ivarsejtek fagyasztasa lehet6vé teszi azok kivaldo mingségii
megorzeéseét, illetve génbankok 1étrehozéasat genetikai anyag megdrzeésére akar veszélyeztetett fajok
esetén is. A mintdk éveken keresztiil tarolhatok rendkiviil alacsony héfokon (-196 °C) mindség
romlas nélkiil (Bernath et al. 2018). Fajspecifikus mélyhlitési modszert, azonban csak néhany
édesvizi faj esetén irtak le (Bernath et al. 2015). A himivartermék megfeleld mindsége
elengedhetetlen fontossagu a sikeres mélyhtités és szaporitas elérése érdekében. A spermanyerés
folyaman el kell keriilni annak vérrel, {iriilékkel, vizelettel, vizzel és nyalkaval torténd
szennyez6dését, mert a sejtek aktivalodasat okozhatjak (Bozkurt 2019). A késiillé mesterséges
termékenyitésére nincsen Kkiforrott protokoll. A faj keltet6hazi szaporitasarol elenyészo
mennyiségll adat all rendelkezésilinkre, a spermamélyhtitésérdl pedig tudomasunk szerint csak egy
tanulméanyban irnak.

Anyag és modszer

A kisérleteinkhez a tejes allomanyt a Balatoni Halgazdalkodasi Nonprofit Zrt. biztositotta. A
vizsgalatok egy részét a Szent Istvan Egyetem Halgazdalkodasi Tanszékének telephelyén taldlhatod
haltartd infrastrukturdjaban, masik részét a Balatoni Halgazdalkodéasi Nonprofit Zrt. buzsaki
telephelyének keltet6hdzaban végeztik. Munkank soran 3 kiilonb6zd kisérletet hajtottunk végre
sperma kinyerési és mélyhtitési modszerek fejlesztésének céljabol (N=39). Az oltast megelézben a
halakat 2-fenoxi-etanolt (99%, 0,4 ml/l) tartalmazo vizben boditottuk. A spermacié indukalasahoz
hipofizis kezelést alkalmaztunk. A Kkisérleti terv alapjan kinyertiik a himivarterméket. A sejtek
progressziv motilitasat a friss és a mélyhiitott mintdkban egyarant szamitogépes spermavizsgald
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rendszerrel (CASA, Computer-assisted spermanalysis, Sperm VisionTM v. 3.7.4., Minitube of
America, Venture Court VVerona, Egyesiilt Allamok) végeztiik. A sejtek aktivalasahoz egy 50 mM NaCl
tartalmu, 30 mM Tris-sel pufferelt oldatot hasznaltunk (pH: 8,0+0,2) (Bokor et al. 2019). Az oldathoz
0,01 g/ml BSA-t (bovine serum albumin, szarvasmarha szérum albumin) adtunk, hogy
megakadalyozzuk a sejtek letapaddsat. Vizsgalataink soran a mélyhiitéshez véddéanyagként 10%
metanolt alkalmaztunk. A fagyasztas minden esetben polisztirol dobozban tortént, 3 cm-en a folyékony
nitrogén gbézében. A folyamat 3, illetve 7 percig tartott a miiszalmak méretétél fiiggéen (Bokor et al.
2019, Horvath et al. 2003). A sperma felolvasztasat 40 °C-os vizfiirddben (Thermo Haake P5, Thermo
Electron Corp, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt Allamok) végeztiikk. A 0,5 ml-es miiszalmakat 13
masodpercig, az 5 ml-es mliszalmakat 35 masodpercig olvasztottuk (Bokor et al. 2007 és 2019).

Az elso vizsgalat soran 4 féle modon nyertiink spermat 5-5 haltol, melyek a kdvetkezok voltak,
hagyomanyos fejés, katéter alkalmazésa, higitoba torténd fejés és herepréselés. A kovetkezd vizsgalat
soran modositott Tanaka (137 mM NaCl, 76,2 mM NaHCOs, Bernath et al. 2015), csuka (150 mM
gliikoz, 75 mM NaCl, 30 mM KCI, 1 mM NaHPO4 * 12H,0, 1 mM MgCl, * 6H.0, 1 mM CaCl, *
2H20, 20 mM Tris, és 0,5% BSA, pH: 8+0,2, Berndth et al. 2017) és gliikkoz (350 mM gliikdz, 30 mM
Tris, pH: 8,0+0,2, Bokor et al. 2007) higitokat hasonlitottunk Gssze. Az ivarterméket 7 egyed heréjének
kioperalasaval és préselésével nyertiik ki. A mélyhiités soran 0,5 ml-es miiszalmat hasznaltunk. A
spermacid indukalasahoz az elsé két vizsgalatban 3 mg/ttkg hipofizist alkalmaztunk a spermanyerést
megeldzden 24 éraval. Az utolso kisérlet folyaman kétféle mintavételi modszert (hagyomanyos fejés
és herepréselés), ill. 0,5 és 5 ml-es miiszalmakat (N=5) hasonlitottunk ssze keltetbhazi koriilmények
kozott (N=6-6). A halakat 48 oraval a vizsgalatokat megel6z6en 3,5 mg/ttkg hipofizissel oltottuk.

Az adatsorok normalitas vizsgalatat Kolmogorov-Szmirnov teszttel végeztiik. A nem normal
eloszlast mutatd értékeket arkusz-szinusz négyzetgyok fliggvénnyel transzformaltuk. A csoportok
kozotti kiillonbségeket Student féle egy mintas t-probaval, valamint egyszempontos varianciaanalizissel
(one-way ANOVA, kiegészitve: Tukey féle post-hoc teszt) vizsgaltuk. A vizsgalatok soran az
alkalmazott szignifikancia szint minden esetben P<0,05 volt.

Eredmények és értékelésiik
Els6 kisérletiink soran a legmagasabb motilitast a katéteres spermanyerés esetén (92+5%)
mértiik. A hagyomanyosan (5+7%) és a csuka higitoba fejt (8+11%) sperma szignifikansan

alacsonyabb értéket mutatott, mint a préseléssel (63+12%) és a katéterrel nyert minta (1. abra). A
legnagyobb sperma mennyiséget a herepréselés modszerével kaptuk.
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1. dbra: A négyféle mintavételi modszer osszehasonlitasa soran mért progressziv motilitas
(N=20). A Kiilonboz6 betiik statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelolnek (P<0,05). Az
abran atlagértékek és a hozzajuk tartozo szorasok lathatok.
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Figure 1: The progressive motility measured during the comparison of 4 different sampling
methods (N=20). Different letters indicate statistically significant difference at the significance
level of P<0.05. The columns represent mean and standard deviation.

A masodik vizsgélat folyaman hasonl6 progressziv motilitas értéket mértiink a friss sperma
(49+9%) és a Tanaka higito (40+15%) alkalmazasa esetén. A friss sperma motilitasat a csuka
(25£16%) és gliikkoz (2+1%) higitokkal dsszehasonlitva szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk. A
gliikoz higitonal rogzitett progressziv motilitas szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a mddositott
Tanaka, vagy a csuka higité alkalmazasaval kapott érték (2. dbra).

2. dabra: A harom Kkiilonb6zé higité 6sszehasonlitasa soran mért progressziv motilitas (N=7).
A kiilonbo6z6 betiik statisztikailag szignifikans kiillonbséget jelolnek (P<0,05). Az 4bran
atlagértékek és a hozzajuk tartozo szorasok lathatok.
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Figure 2: The progressive motility measured during the comparison of 3 different extenders
(N=7). Different letters indicate statistically significant difference at the significance level of
P<0.05. The columns represent mean and standard deviation.
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A harmadik kisérletben a progressziv motilitds értéke mindkét spermavételi modszer
(hagyomanyos fejés (65+35%), herepréselés (68+21%)) esetén hasonld volt (3. d@bra). A mintak
progressziv motilitasa kozott nem volt szignifikans kiilonbség a 0,5 (42+8%) és az 5 (28+12%) ml-
es miiszalmak Osszehasonlitasa soran. M¢élyhiitést kovetden mindkét csoportnal szignifikans
csokkenés volt mérhet a progressziv motilitas esetén a friss spermahoz képest (73£19%) (4. abra).

3. abra: Kétféle mintavételi modszer 6sszehasonlitasa soran, keltetohazi koriilmények
kozott mért progressziv motilitas (N=12). Az abran atlagértékek és a hozzajuk tartozo
szorasok lathatok.

100 -

Progressziv motilitas (%)

Herepréselés Fejés
Figure 3: The progressive motility measured during the comparison of 2 different sampling
methods at hatchery conditions (N=12). The columns represent mean and standard deviation.

4. abra: A 0,5 ml-es és 5 ml-es miiszalma 6sszehasonlitasa soran, keltetohazi korillmények
kozott mért progressziv motilitas (N=5). A kiilonb6z6 betiik statisztikailag szignifikans
kiilonbséget jelolnek (P<0,05). Az abran atlagértékek és a hozzajuk tartozo szorasok
lathatok.
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Figure 4: The progressive motility measured during the comparison of 0.5 and 5 mL straws at
hatchery conditions (N=5). Different letters indicate statistically significant difference at the
significance level of P<0.05. The columns represent mean and standard deviation.
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Elsé kisérletiink folyaman a katéteres mintavételnél mértiik a legmagasabb motilitast
(92+£5%), amihez hasonlo értéket (90% felett) Glogowski et al. irt le 2000-ben szivarvanyos
pisztrang (Oncorhynchus mykiss) esetében. Hulak et al. 2008-ban a csuka (Esox lucius) sperma
vizsgalata soran két spermanyerési moddszert hasonlitott 0ssze, a hagyomanyos fejést €s a
herepréselést. Kisérletiinkkel ellentétben (hagyoményos fejés (5+7%) €s herepréselés (63+12%)
nem taléltak szignifikdns kiilonbséget a két modszer kozott. A fejés hatranyanak tulajdonitottak
azonban, hogy a masik mintavételi modszerrel szemben kisebb mennyiségi, illetve szennyezettebb
minta nyerhetd ki, ami esetiinkben is tapasztalhato volt. Eredményeink és a korabbi irodalmi adatok
alapjan elmondhato, hogy a kiilonb6z6 modszerek hatékonysaga fajspecifikus lehet.

A korabban mas fajoknal eredményesen tesztelt oldatok koziil (Berndth et al. 2015,
Varkonyi et al. 2018), a moédositott Tanaka higitd bizonyult optimalisnak a késiillé sperma
fagyasztasa soran. Az egyetlen késiill6 fajban megjelent spermamélyhiitési irodalmi adattal (Bokor
et al. 2007, 30+£10%-os motilitas) ellentétben a glikkoz higitd alacsony eredményt mutatott a
felolvasztast kdvetden.

A hagyomanyos fejés €s a herepréselése egyarant nagy hatdsfokkal miik6dott a keltetéhazi
vizsgalatunkban. Bokor et al. (2019) szintén keltetohdzi koriilmények kozott herepréselés
alkalmazasaval végzett mintavételt europai harcsa (Silurus glanis) esetében. A sejtek progressziv
motilitasa ugyancsak magas, 89+3% volt. Bokor et al. 2007-ben fogassiillében leirt tanulmanyaban
45+30%-0s motilitast mért hagyomanyos fejés alkalmazasaval keltetéhazi koriilmények kozott.
Vizsgalatunk soran magas 654+35%-0s progressziv motilitast rogzitettiink a kosiillo sperma esetén,
mely igazolta, hogy a két rokonfaj esetében egyarant hasznalhatdé az emlitett modszer. A
keltetdhdzi mélyhiitési kisérletiinkben mindkét méretli miiszalma egyarant alkalmazhatonak
bizonyult. Bokor et al. 2008-as 0,5 ml-s miiszalmaval végzett kutatdsa soran a fogassiill esetén
534+5%-0s motilitast rogzitett. A kosiillonél kapott progressziv motilitas a 0,5 ml-es trtartalom
esetén szintén hasonld volt (42+8%).

Kovetkeztetések és javaslatok

Az eredmények alapjan hatékony sperma kinyerési modszernek bizonyult a hagyomanyos,
a katéteres fejés, valamint a herepréselés egyarant, a legnagyobb ivarsejt mennyiséget azonban az
utobbi mddszer eredményezte. A hagyomanyos fejés esetén az ivartermék konnyen szennyezddhet
vizelettel vagy bélsarral, ami nagymértékben befolyadsolja a sperma mindségét. A here préselését
javaslom alkalmazasra a keltethdzi szaporitas soran a megfeleld mennyiség és mindségli him
ivartermék kinyeréséhez. A 3 kiilonféle higitdé Osszehasonlitdsa sordn a modositott Tanaka
bizonyult a legeredményesebbnek a kosiillé sperma mélyhtitéséhez. Keltet6hazi koriilmények
kozott i1gazoltuk az altalunk kidolgozott mélyhltési moddszerek alkalmazhatosagat a faj
sperméjanak fagyasztasa soran.
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