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Abstract:

The study tested hydrostatic pressure triploidization methods for Salmo trutta f. lacustris
and Salvelinus umbla and investigated effects of triploidization on development of juvenile
fish (survival and malformation rate, skeleton morphology, morphometrics and cellular
composition of gills, spleen, liver, kidney, intestine, and blood).

Einleitung

Die Chromosomen sind das Erbgut von Lebewesen. Die meisten Lebewesen besitzen
die Chromosomen in zweifacher Ausfiihrung, die eine Halfte vom Vater, die andere von
der Mutter. Man bezeichnet sie als diploid. Manche Lebewesen, darunter auch Fische,
koénnen einen mehrfachen Chromosomensatz haben. Dies kann nattrlich bedingt sein
oder durch kiinstliche Eingriffe erzielt werden. Triploide Lebewesen haben einen dreifachen
Chromsomensatz und kénnen sich nicht fortpflanzen. Dies wird auch in der Aquakultur
in der Speisefischproduktion genutzt. Triploide Fische weisen ein kontinuierliches Wachs-
tum auf, weil sie keine Energie fiir die Fortpflanzung aufwenden missen und laichbedingte
Aggressionen und Verletzungen werden vermieden. Aus Zuchtanlagen entkommene
triploide Aquakulturfische kénnen sich nicht mit ihren wild lebenden Artgenossen ver-
mehren. Dagegen sind triploide Fische als Besatzfische in nattirlichen Gewassern
ungeeignet, weil sie nicht fortpflanzungsfahig sind.

Eine Verdreifachung des Chromosomensatzes (= Triploidisierung) wird erreicht, indem
die Eier kurz nach der Befruchtung, namlich wahrend der ersten Zellteilung, einem
Temperatur- oder Druckschock ausgesetzt werden. Triploidisierung ist also kein gentech-
nischer Eingriff, weil das Erbgut nicht verandert sondern nur vervielfacht wird. Sie wird
zum Beispiel bei Regenbogenforellen und Lachsen seit Jahren routineméaBig durchgefiihrt.

Triploidisierung von anderen Salmonidenarten, wie zum Beispiel von Seeforelle oder
Seesaibling, kénnte in der Fischzucht flir die Speisefischproduktion aus den oben
angefiihrten Grinden ebenfalls von Interesse sein, um schnellwiichsige und groBe Fische
zu produzieren. Um die Triploidisierung als Routinemethode in der Aquakultur anwenden
zu kénnen, mussen 2 Faktoren erfullt sein. (1) Die Methode muss effektiv und zuverléassig
sein, d. h. alle Fische missen mit der verwendeten Methode triploid werden. (2) Unter
Gesichtspunkten der Nachhaltigkeit, der Tiergesundheit und der Produktqualitat muss
sichergestellt werden, dass die Triploidisierung keine Schaden am Fisch hervorruft. Mit
diesen Problemen beschaftigten wir uns in der Fischzucht Kreuzstein im Rahmen unserer
Forschungsarbeiten.
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Material und Methoden
Durchfiihrung der Triplodisierung

Zur Triploidisierung wurde eine selbst konzipierte Druckschockmaschine verwendet,
die von einer lokalen Firma gebaut wurde (Abbildung 1). Sie besteht aus einer Druck-
kammer und einer elektronischen Kontrolleinheit, mit welcher sich die Zeit bis zum
maximalen Druckaufbau, die Hohe des Drucks und die Druckdauer regulieren lassen.
Der maximal erreichbare hydrostatische Druck betragt 1000 bar. Da die Entwicklung der
Eier und damit der Beginn der Zellteilung temperaturabhangig sind, ist eine exakte
Temperaturkontrolle der Arbeitsschritte notwendig. Bei uns wurden alle Arbeiten bei
9 °C durchgefihrt, das entspricht der Wassertemperatur des Grundwassers und der
Lufttemperatur des Bruthauses. Die Arbeitsschritte der Triploidisierung werden im
folgenden Schema wiedergegeben. Der Zeitpunkt der Druckbehandlung ist artspezifisch.

Abbildung 1. Druckschockmaschine

1. Druckschockmaschine programmieren

2 Befruchtung der Eier (nass oder trocken,
in Wasser oder in Salzlésung)

3 Waschen der Eier

4 Eier gemeinsam mit Wasser in
Druckkolben der Druckschockmaschine
fillen und Druckkolben verschlieBen

5 Druckschock starten (30 — 40 min nach der
Befruchtung, abhéngig von Fischart)

6 Druckbehandlung endet automatisch

7. Druckkolben 6ffnen, Eier entnehmen

8 Erbritung der Eier in Brutrahmen

Bestimmung, ob Fische triploid sind

Triploide Fische haben einen Zellkern, der eineinhalbmal so groB ist, wie bei diploiden
Fischen. Die GroBenbestimmung des Zellkerns kann am einfachsten und verlédsslichsten
an den roten Blutkérperchen durchgefiihrt werden. Blut wird den einzelnen Fischen
entnommen und die roten Blutkérperchen werden gefarbt und bei 1000-facher Ver-
groBerung in einem Lichtmikroskop fotografiert. AnschlieBend wird die Flache des
Zellkerns vermessen (Abbildung 2). Mit dieser Methode kann umgekehrt auch tberpruft
werden, ob zum Beispiel Besatzfische den normalen zweifachen Chromosomensatz haben.

: : ] ' - Abbildung 2.
_ ! ’ Rote Blutzellen von diploiden (a)
— L\'_ / ’ 1 und triploiden (b) Seeforellen.

i F i Die dunkelblaue Flédche, die an
‘ 4 einer Zelle gelb umrahmt
\ wurde, stellt den Zellkern dar.

Dessen Fldache wird gemessen.
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Unter Gesichtspunkten der Nachhaltigkeit, der Tiergesundheit und der Produktqualitat
musste sichergestellt werden, dass die Triploidisierung keine Schaden hervorruft. Die
Fische wurden daher folgendermaf3en untersucht:

‘ Befruchtung ‘

U

‘ Triploidisierung ‘

U

‘ Erbritung H Bestimmung der Augenpunktrate

U

‘ Schlupf }% Bestimmung der Schlupfrate und
¢ des Anteils der triploiden Fische

Aufzucht der triploiden Fische
im Vergleich zu Kontrollen

v

Untersuchung nach 120 bis 140 Tagen }% Veranderungen im Vergleich zur Kontrolle:
Wachstum, Skelett, Blut, Milz, Leber, Niere,
Darm, Kieme

Ergebnisse

Der richtige Zeitpunkt der Triploidisierung ist der entscheidende Faktor fir den Erfolg
der Methode. Wird ein zu frither Zeitpunkt gewahlt, sind die Augenpunktrate und
Schlupfrate sehr niedrig und der Prozentsatz der triploiden Fische ist kleiner als 60 %
(Tabelle 1). Wird ein zu spater Zeitpunkt gewahlt, wirkt sich das zwar nicht auf die
Augenpunktrate und Schlupfrate aus, aber die Fische sind ebenfalls nicht zur Ganze
triploid (Tabelle 1). Beim optimalen Zeitpunkt ist die Augenpunktrate etwa gleich hoch
wie in der Kontrolle, die Schlupfrate ist gegentiber der Kontrolle um circa 20 % verringert.
Der Anteil der triploiden Fische betragt 100 %. (Tabelle 1)

Tabelle 1. Auswirkung des Triploidisierungszeitpunktes auf Augenpunktrate, Schlupf-
rate und Prozentsatz der triploiden Fische bei der Seeforelle. Triploidisierungsprozedur:
5 minttiger Druck von 660 bar. Augenpunktrate und Schlupfrate der Experimente sind
in Prozent zur Kontrolle gerechnet. Probenanzahl n = b, Daten sind Mittelwert + Standard-
abweichung, jene mit unterschiedlichem Superskript sind signifikant unterschiedlich
(P <0.05).

Zeit nach der Augenpunktrate Schlupfrate Anteil triploider
Befruchtung (%) (%) Fische (%)
Kontrolle 100+0? 100+0? 0x0°

15 min 64" 1+4> 13+0°

20 min 20+ 11¢ 12+5¢ 57+11¢

25 min 46+ 749 39x8¢ 57+6¢

30 min 75+8¢ 65 +17° 73+6°

35 min 88+9° 82+16" 100+0f

40 min 99+9f 84+8f 100+0f
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Die Druckhéhe hatte dagegen einen geringeren Einfluss auf den Erfolg der Methode. War
der Zeitpunkt der Druckbehandlung nicht optimal, konnte auch durch Druckerhéhung
der Anteil der triploiden Fische nicht auf 100 % gesteigert werden (Tabelle 2). Bei
Verringerung des Drucks sank der Anteil der triploiden Fische, die Schlupfrate konnte
aber nicht erhoht werden (Tabelle 2).

Tabelle 2. Auswirkung der Druckhohe auf Augenpunktrate, Schlupfrate und Prozentsatz
der triploiden Fische bei der Seeforelle. Die Triploidisierung erfolgte durch einen
5 minttigen Druck mit 660 bar 30 min nach der Befruchtung. Augenpunktrate und
Schlupfrate der Experimente sind in Prozent zur Kontrolle gerechnet. Probenanzahl
n = 3, Daten sind Mittelwert + Standardabweichung, jene mit unterschiedlichem
Superskript sind signifikant unterschiedlich (P < 0.05).

Hbhe des Drucks ﬁ/:l)genpunktrate (S‘Zl)llupfrate ?lrsl::;lé t(roi]p)loider
Kontrolle 100+£0.0? 100+ 0¢? 0+0°

610 bar 9 +2¢ 86+ 112 44 + 18"

660 bar 100+£0¢? 82+132 69 +27°

710 bar 98+ 1¢ 79+9° 91 + 324

Der optimale Zeitpunkt fiir die Druckschocktriploidisierung war bei einer Wassertemperatur
von 9 °C fir die Seeforelle 40 min nach der Befruchtung, fir den Seesaibling 30 min nach
der Befruchtung und fiir den Bachsaibling 35 min nach der Befruchtung. Die notwendige
Druckhohe war 660 bar und die Dauer der Druckbehandlung 5 min. Dies war fur alle Arten
gleich.

Auswirkungen der Triploidisierung auf die Entwicklung der Fische

Die 120 bis 140 Tage alten triploiden Seeforellen und Seesaiblinge wurden untersucht
und mit »normalen« diploiden Kontrollen verglichen.

Auswirkung auf Wachstum und Vitalitat

Zwischen den normalen, diploiden und den triploiden Fischen konnten keine Unterschiede
in der Langen- und Gewichtszunahme und im Konditionsfaktor festgestellt werden. Die
Mortalitatsrate war kleiner als 3 % und der Anteil der missgebildeten Fische kleiner als
5 %. Auch hier bestanden keine Unterschiede. Es konnten auch keine Verdnderungen
im Skelett der Fische festgestellt werden, die auf die Triploidisierung zurickzufithren
waren. Beispiele fiir Skelettuntersuchungen sind in Abbildung 3 zu sehen.

Veranderungen in den Organen

Triploide Fische verfligen tiber gréBere rote Blutkdrperchen als ihre diploiden Artgenossen.
Die Konzentration der roten Blutkdrperchen ist dagegen bei den triploiden Fischen
verringert, ebenso wie das Verhéltnis von Zelloberflache zu Zellvolumen (Tabelle 3). Die
letztgenannten Faktoren bestimmen, wieviel Sauerstoff ein Fisch aufnehmen kann. Je
hoéher die Anzahl der roten Blutkérperchen und je groBer das Verhéltnis von Oberflache
zu Volumen, desto besser die Sauerstoffaufnahme. Bei triploiden Fischen war das
blutbildende Gewebe der Niere (prozentueller Anteil des blutbildenden Gewebes im
Vergleich zum Nierengewebe) und der Milz (GréBe der Milz, Anzahl der Erythroblasten
pro definierter Gewebeflache) verringert (Tabelle 3).
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Abbildung 3. Skelettfdrbung von Seesaiblingen mit Alzianblau und Alizarinrot.
Abbildung 3a. Gesamtansicht. Der obere Fisch weist eine Verdnderung der Wirbelsédule auf
(siehe Pfeil).

Abbildung 3b. Wirbelsdule. Rote Strukturen sind Knochen, blau geférbte Strukturen Knorpel

Die Kiemen der triploiden Fische waren vergréfB3ert. So waren die Primérlamellen breiter
und die Sekundarlamellen langer als bei normalen, diploiden Fischen (Tabelle 3). Dies ist
moglicherweise ein Kompensationsmechanismus fir die verringerte Konzentration von
roten Blutkorperchen und das ungtinstigere Verhaltnis von Zelloberflache zu Zellvolumen.
Der zelluléare Aufbau der Kiemen (Dicke des Kiemenepithels, Anteil der Chloridzellen)
zeigte keine Unterschiede zwischen diploiden und triploiden Fischen.

Ebenso bestanden zwischen den diploiden und triploiden Fischen keine Unterschiede
im zellularen Aufbau der Leber (Leberindex, Durchmesser der Gallengénge, Anzahl von
Makrophagen [Fresszellen] und abgestorbenen Zellen pro Gewebsflache) und des Darmes
(Lange des Darmes, GroBe der Darmfalten, Aufbau und Struktur des Darmepithels).

Tabelle 3. Auswirkung des Druckschocktriploidisierung auf Blut, Milz, Niere und Kiemen
bei der Seeforelle. Triploidisierungsprozedur: 40 min nach der Befruchtung 5 minttiger
Druck von 660 bar. Probenanzahl n = 10, Daten sind Mittelwert + Standardabweichung.
Alle Werte sind signifikant unterschiedlich (P < 0.05).

Parameter Diploid Triploid
Anzahl der roten Blutkérperchen pro ml Blut in Millionen Zellen 970 + 280 710 + 140
Volumen eines roten Blutkérperchens, pm® 96 + 18 139 + 283
Oberflache eines roten Blutkérperchens, um? 236 + 41 335+ 51
Verhéltnis Oberflache zu Volumen bei den roten Blutkoérperchen 2,47 + 0,03 2,43 + 0,03
Prozentueller Anteil des blutbildenden Gewebes in der Niere 40,3+ 6,6 284+59
Milzindex 0,08 + 0,05 0,04 + 0,01
Anzahl der Erythroblasten (Vorstadien von roten Blutkérperchen) 905 + 149 524 + 220
pro 0.1 mm? Milzgewebe

Breite der Primarlamellen der Kiemen in pym 190 + 14 241 + 28
Lange der Sekundéarlamellen der Kiemen in ym 95 +9 110+ 6

Diskussion

Triploide Fische sind steril und haben in der Aquakultur aufgrund des kontinuierlichen
Wachstums Vorteile gegentiber den diploiden Fischen. Da sie nicht fortpflanzungsfahig
sind, stellen entkommene Aquakulturfische fiir natiirliche Okosysteme nur ein geringes
Risiko dar. Dagegen sind triploide Fische als Besatzfische nattrlicher Gewasser ungeeignet.
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Die Triploidisierung von Fischen ist nicht unumstritten. Durch Triploidisierung hervor-
gerufene Veranderungen wurden in zahlreichen Studien untersucht (Zusammenfassungen
siehe in Maxime 2008; Benfey 2016). An triploiden Lachsen wurden Verkrimmungen der
Wirbelsédule und Fehlbildungen des Unterkiefers festgestellt (Benfey 2016). Bei allen
triploiden Salmoniden war die Anzahl der roten Blutkoérperchen verringert, in einigen
Fallen war auch die Anzahl von abnormen Blutzellen erhéht. Dies kann — wie beim Lachs
bewiesen — zu einer erniedrigten Sauerstoffkonzentration des Bluts fiihren (Benfey 2016).
In weiterer Folge kénnten diese Faktoren die Uberlebensfihigkeit unter Extrembedingungen
und unter Stress verringern, was aber de facto bis jetzt nicht bewiesen wurde (Benfey
und Biron 2000). An triploiden Lachsen und Bachsaiblingen wurden auch Stoffwechsel-
veranderungen festgestellt. Aufgrund dieser Veranderungen haben sie ein niedrigeres
und engeres Temperaturoptimum als diploide Fische (Atkins und Benfey, 2008). Bei
triploiden Lachsen wurden auch Veranderungen des Verdauungstraktes beschrieben
(Peruzzi et al., 2015). Die hier zusammengefassten Veranderungen wurden an unterschied-
lichen Salmonidenarten festgestellt, die mit unterschiedlichen Methoden triploidisiert
wurden (Warmeschock, Druckschock und dabei wieder unterschiedliche Druckhohe,
Druckdauer und Zeitspanne nach der Befruchtung). Deshalb ist es schwierig, die Daten
Zu generalisieren.

Aus unseren eigenen Untersuchungen an Seeforellen und Seesaiblingen kann folgendes
geschlossen werden: Durch geeignete Druckschockbehandlung kénnen 100%ig triploide
Fische produziert werden. Es ist aber notwendig, die Druckbehandlung fiir jede Fischart
zu standardisieren. Andernfalls ist mit erhohten Ausféllen oder einem verringerten
Prozentsatz an triploiden Fischen zu rechnen. In unseren Untersuchungen wurden weder
eine erhohte Sterblichkeitsrate der Fische noch eine erhéhte Missbildungsrate oder
Deformationen des Skeletts festgestellt. Auch der Darm und die Leber wiesen keine
Verdnderungen auf. Wie in den oben zitierten Studien, war auch in unserer Untersuchung
die Anzahl der roten Blutkdrperchen verringert und in der Folge auch das blutbildende
Gewebe der Niere und Milz. Die vergroBerten Kiemenlamellen fiihren zu einer Ober-
flachenvergroBerung der Kiemen. Dies kénnte den Gasaustausch erhohen und damit die
Veranderungen im Blut kompensieren.

In der Fischzuchtroutine unterschieden sich die triploiden Fische nicht von den normalen,
diploiden. Es konnte weder erhohte Stressempfindlichkeit beobachtet werden, noch
Anfalligkeit gegentiber Krankheiten oder Ausfalle unter grenzwertigen Bedingungen,
wie bei erhéhter Wassertemperatur. Somit zeigten sich bis zum jetzigen Zeitpunkt keine
signifikant negativen Effekte fur den Organismus. Moglicherweise treten Veranderungen
nur dann vermehrt auf, wenn die Triploidisierungsbedingungen nicht optimal sind. Die
triploiden Fische werden weiter untersucht und tiber den Fortgang der Entwicklung wird
berichtet.
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