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Plazma nasienia i je| skiad
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Rola i znaczenie plazmy nasienia
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Zdolnos¢ zaptadniajgca plemnikow, a czas
przechowywania w warunkach in vitro

zdolnos¢ zaptadniajaca

brak efektu zaptodnienia




Sztuczna plazma nasienia (ASP) oraz je]
wlasciwosci

Artificial Seminal Plasma (ASP) = srodowisko imitujgce naturalng
plazme nasienia

Wykorzystywana w celu:

» zatrzymanie procesow starzeniowych (degradacyjnych) plemnikéw
» przechowywanie plemnikéw poza ich naturalnym srodowiskiem
(jadra) do czasu wykorzystania (zaptodnienie)

Brak synchronizacji owulacji/spermacii

» transportu nasienia z miejsca poboru (stawy hodowlane) do
miejsca wykorzystania (wylegarnia)
> wyboru najlepszych préb nasienia



Sztuczna plazma nasienia (ASP) oraz je]

Naturalna plazma nasienia:

>
>
>
>
>

2 mM Ca?*
0,8 mM Mg?*
/5 mM Na*
82 mM K*
112 mM CI-

pH 8,0;: 310 mOsm/kg

wiasciwosci

Sztuczna plazma nasienia:

>
>
>
>
>

pH

2 mM CacCl,
1 mM Mg,SO
110 mM NaCl
40 mM KCI
20 mM Tris,

4

7.,5: 310 mOsm/kg
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SUMMARY

Spermatozoa of freshwater Cyprinidae (goldfish, carp, crucian carp and
dace) remained immoatile when the semen was diluted in solutions of NaCl,
KCI mannitol or glucose iso-osmolar te the seminal plasma (300 mosmol

~1). The spermatozoa became motile in media containing these solutes if
the osmolality was lower than that of the seminal plasma, suggesting that
motility is suppressed by the osmolality of the seminal plasma in the sperm
duct and initiated by a decrease of osmolality upon spawning into fresh
water. Potassium was 2 major component of seminal plasnu having a con-
centration 2(]—30 t
carp. Sodi
plasma.
concentration below that in the seminal p]:mz whereas sodium
nonelectrolytes were less effective. Potassium released With spet
spawning may therefore stimulate motility which has already been initiated
by the decrease of esmolality.

INTRODUCTION
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Optimisation of sodium and potassium concentrations
and pH in the artificial seminal plasma of common carp

Cyprinus carpio L.
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Absiract The effect of sodium and potassium con-
centrations as well as optimal pH on the motility of
commaon carp Cyprinus carpio L. sperm during short-
term storage in artificial seminal plasma (ASP) was
investigated. Spenm was collected from individual
males (1=5) and each sample diluted tenfold (1:9)
in ASP (sperm:extender) containing 2 mM CaCl,
1 mM Mg;S0, and 20 mM Tris at pH 8.0 and
supplemented by the following concentrations of so-
dium and potassium (mM/mM): 0/150, 20/130, 40/
110, 75/75, 110/40, 13020 and 150/0. The osmolal-
ity of all ASP variants was set at 310 mOsm kg .
Sperm motility was measured using a CASA system

during 72  of storage. Immediately after dilution,
sperm motility was high (90%) both in each variant
and in the control group (fresh spemm). After 72-h
storage, the highest sperm motility was noted in ASP
containing 110 mM NaCl and 40 mM KCL. N dif-
ferences were found in the motility of samples pre-
served within the pH range of 7.0-9.0. Our data
suggest that for the short-term storage of common
carp sperm, whereas the pH of the solution does not
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Olsrtyn, Poland

email: ckovalski@pan olsstyn.pi

A, Horvith + T, Kollir « E Késa +J. Lujié +Z. Marinovié «
B, Urhinyi

t of Aquaculture, Institute of Aquacukure an,
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play a crucial role, a specific potassium concenration
of around 40 mM is required.

Keywords Common carp- Sodium- Potassum- pH -
Astificial seminal plasma - Sperm preservation - Chilled
storage

Introduction

The most important sperm parameter affecting
fertilisation capacity in fish is sperm motility. The per-
centage of motile sperm (MOT, %) and curvilinear
welocity of sperm (VCL, pm s'') are considered the
mast important CASA parameters, since both direcily
affect the ability of sperm to fertilise eggs (Lahnsteiner
et al. 1996: Gage et al. 2004). Moreover, in some fish
species such as the European smelt Osmerus cperfanus
(L) and crucian carp Carassius carassius (L), lateral
head displacement (ALH, um) may be associated with
sperm manrrity (Kowalski et al. 2006; Cejko et al
2013a). Under natural conditions, seminal plasma (SP)
‘maintainsthe ability of sperm to move and protects them
during storage (in the sperm duct) against damage
caused by reactive oxygen species (Rurangwa. et al
2004). 1t has also been posmlated that the pH of SP
has a significant influence on motility potential in some
fish species (Lahnsteiner et al. 1996). Cations such as
K* and Na* play a physical role in maintaining osmotic
balance and are important components of a number of
enzymes. Moreover, as K is a natural motility inhibitor
in salmonid species, its high concentration in SP

) Springer




Konfekcjonowanie nasienia karpia w ASP -
Sposoby

pojemniki do hodowli
komoérkowych

W g

i . . . \\‘. E
2°C zabezpieczenie przed przyduszeniem
4°C (cienka warstwa)

spowolnienie dynamiki proceséw starzeniowych



Konfekcjonowanie nasienia karpia w ASP -
stopien rozrzedzenia

rozrzedzone nasienie

iR 9 porcji ASP
(1 ml) (9 mi)

1 porcja nasienia
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Konfekcjonowanie nasienia karpia w ASP -

dostepnosc¢
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Butelki z PS do hodowli komoérkowych

(inei. 30.000 PRODUKTOW w state] ofercie.
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Pla:

iki laboratoryjne
Mikrobiologia, hodowla tkankowa
Mikroskopia, optyka, oswietlenie
Przechowywanie, pobér préb, transpart

wytrzgsanie, h izacja

Wirowanie, filtracja, dializa, pompy
Ogrzewanie, chiodzenie, mrozenie
Pipetowanie, dozowanie

Wazenie, mierzenie, kontrola
Dezynfekdja, czyszczenie, utylizacja
Ochrona i bezpieczefistwo pracy
Narzgdzia i materialy pomocnicze
Odczynniki
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Nazwa

Butelka z P5 do hodowli komérkowych

Butelka z PS do hodowli komérkowych

Butelka z P5 do hodowli komérkowych
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Butelka z P5 do hodowli komérkowych

Butelka z PS5 do hodowli komérkowych
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342,57 zt-433,77 zt

Butelki przeznaczone do hadowli kemérkowych. Wykonane z klarownego
polistyrenu. Powierzchnia obrabiana prozniowo zapewnia doskonata adhezje
komérek. Pakowane po 5 szt.

Zobacz inne produkty w tej kategorii:
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Konfekcjonowanie nasienia karpia w ASP -
dostepnosc¢
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uktad sktadajacy sie z 2 kompartymentow, wlasciwego przechowywany!

symulujacy wiele uktadow in vivo. w probowkach w niskich temperaturach
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NIE ZNALEZIONO SZUKANEJ FRAZY

WYBIERZ SWO_J REGION Oddziat Warszawa

dr Dariusz Rutkowski

BIOKOM dziata na polskim rynku od 1995 jako Przedstawiciel regionalny
dystrybutor, reprezentujac ponad 20

renomowanych firm z catego swiata. Nasza tel. 609 527 979
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Jakos¢ nasienia i mozliwosci jego poprawy w
warunkach kontrolowanych —rola ASP

roznice w jakosci
nasienia

» indywidualna zmiennosc¢ osobnicza
(osigganie dojrzatosci ptciowe))

» zanieczyszczenie nasienia moczem
(przedwczesna aktywacja plemnikéw)

\ }
!

Brak sukcesu
w zaptodnieniu

N




Jakos¢ nasienia i mozliwosci jego poprawy w
warunkach kontrolowanych —rola ASP

nasienie wysokiej jakosci: 55-65%

nasienie niskiej jakosci: 5-10%
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Rys. 1. Odsetek plemnikéw ruchliwych (A), ruch progresywny (B) oraz predkos¢ krzywoliniowa (C) plemnikow
karpia w probach wysokiej oraz niskiej jakosci rozrzedzonych w ASP i przechowywanych w czasie 1 i 24h.
Nasienie swieze stanowity préby nierozrzedzone w ASP. Stupki oznaczone réznymi indeksami literowymi wskazujg

na istotnosci rozni¢ w wartosciach analizowanych parametréw (P < 0,05).



Efektywnos¢ zaptodnienia ikry nasieniem
rozrzedzonym - rola ASP

nasienie wysokiej jakosci: 55-65%

nasienie niskiej jakosci: 5-10%

Bl wysoka jakoS¢ Bl niska jakos¢

100 a a a

Odsetek zaptodnienia
(%)

$wieze nasienie 1

nierozrzedzone rozrzedzone w ASP

Czas przechowywania (h)

Rys. 2. Odsetek zaptodnienia ikry karpia nasieniem swiezym o wysokiej oraz niskiej jakosci oraz nasieniem
uprzednio rozrzedzonym w ASP inkubowanym w czasie 1h. Stupki oznaczone réznymi indeksami literowymi
wskazujg na istotnosci rézni¢ w wartosciach analizowanych parametrow (P < 0,05).



Plyny aktywujgce/zaptadniajgce, a efektywnos¢

rozrodu
Ptyw Woynarovicha
Plyw Lahnsteinera
Woda wylegarniana

Tabela 1. Wybrane ptyny aktywujace (AS) o roznym skladzie (mM), pH oraz osmolalnosci
wykorzystane do aktywacji plemnikow karpia oraz zaptodnienia ikry w warunkach
kontrolowanych. * Kazdy ptyn aktywujacy zawiera 0.5% albumine surowicy bydlecej (BSA).

Plyny aktywujace

Sktad (AS1 N AS2 \ AS3 AS 4 AS 5 AS 6 N\

NaCl 68 100 86 45

KCI - - - 5

Tris - 10 - 30

Mocznik 50 - - -

pH 1.7 9.0 1.4 8.0 7.3 7.0

Osmolalnos¢ | 180 200 167 160 3.0 8.0

_ !3_|Ilard !__ahnstelner !<_ucharczyk I_Dgrchec Woda Woda

Cytacja Hin. iy 1in. Hn. destylowana| wylggarniana

(1995)\] (1996) ) (2008) (1996) y | vyiee )

T —




Plyny aktywujgce/zaptadniajgce, a efektywnos¢
rozrodu

Plemniki karpia mozna aktywowac¢ buforami o pH w zakresie
7.4 —9.01 osmolalnoscig w zakresie 190 — 200 mOsm/kg

(A)

Q
)
)
O
o

MOT (%)

Piyny aktywujace Plyny aktywujace Ptyny aktywujace

Rys. 3. Odsetek plemnikéw ruchliwych (A), ruch progresywny (B) oraz predkos$¢ krzywoliniowa (C) plemnikow
karpia po aktywacji wybranymi ptynami. Stupki oznaczone réznymi indeksami literowymi wskazujg na istotnosci
rézni¢ w wartosciach analizowanych parametrow (P < 0,05).



Plyny aktywujgce/zaptadniajgce, a efektywnos¢
rozrodu

Bufory do aktywacji plemnikéw karpia mozna wykorzystac
do zaptodnienia ikry

1001

80+

601

40+

20+

Odsetek zaptodnienia
(%)

Ptyny zapladniajace

Rys. 4. Odsetek zaptodnienia ikry karpia po aktywacji wybranymi ptynami (P > 0,05).



Whnioski

» w warunkach wylegarni ASP wykorzystac mozna do poprawy
jakosci nasienia karpia przed jego wykorzystaniem
(zaptodnienie)

» nasienie winno by¢ rozrzedzone w ASP w stosunku 1:9 (10x)

> nasienie nalezy przechowywa¢é w ASP w pojemnikach
zapewniajacych im odpowiednig wymiane gazowg oraz cienkg
warstwe

» nasienie nalezy przechowywa¢c w ASP w temperaturze
obnizonego metabolizmu (+4°C)

» nasienie rozrzedzone w ASP doprowadza do poprawy jego
jakosci juz w czasie 1 godz. Wzrost ten jest obserwowany
przede wszystkim w przypadku nasienia o niskie] jakosci

» nasienie rozrzedzone w ASP jest zdolne do zaptodnienia ikry na
poziomie 90%



