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Rozréd ryb w warunkach kontrolowanych jest najbardziej newralgicznym etapem
calego procesu produkcji

transport
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Ryby karpiowate

Cenny obiekt akwakultury

lloé¢ materiatu zarybieniowego poszczegélnych gatunkéw w podziale na sortymenty wprowadzonego do publicznych érédlgdowych
wod powierzchniowych plynacych przez badanych 388 podmiotéw, prowadzgcych gospodarkg rybacka na fgcznej powierzchni

394341,0379 ha w roku 2019
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Wolos A., Draszkiewicz-Mioduszewska D., Trella M. (2021): Gospodarka rybacka w $rédlgdowych wodach ptyngcych w 2019 roku. Cz. 1. Uprawnieni
do rybactwa, obwody rybackie, potowy gospodarcze, zatrudnienie i potowy amatorskie.




Ryby karpiowate

Cenny obiekt rekreacji

Potowy wedkarskie ryb fgcznie we wszystkich obwodach rybackich, uzytkowanych przez uprawnionych do rybactwa w roku 2018 przy
zastosowaniu metody rejestracji potowow (51 respondentow uzytkujgcych igcznie 135586,1418 ha)
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Wotos A., Draszkiewicz-Mioduszewska D., Trella M. (2021): Gospodarka rybacka w srédlgdowych wodach ptyngcych w 2019 roku. Cz. 1. Uprawnieni
do rybactwa, obwody rybackie, potowy gospodarcze, zatrudnienie i potowy amatorskie.



YV VVY

Ryby karpiowate

Rozréd — problemy

$

ograniczona dostepnosc tarlakow

brak synchronizacji owulacji i spermacji
obnizona jakos¢ gamet (ikra i nasienie)
schematyczne postepowanie podczas rozrodu
kalendarium wylegarni

Rozréd — dostepne narzedzia

¥

doswiadczenie
tradycja hodowli ryb

biotechnika rozrodu (stymulacja hormonalna)

rewitalizacja plemnikow \\
przechowywanie nasienia krotkookresowo

YVIVVVIVY

kriokonserwacja




Stymulacja hormonalna

Nadrzednym celem stosowania stymulacji hormonalnej jest indukowanie finalnego dojrzewania
oocytow oraz plemnikéw, a co za tym idzie synchronizacja owulacji oraz spermacji

hypofizacja

| lata 30-te XX wieku - ryby zyworodne | gonadotropiny endogenne

(karpia, leszcza, jesiotra, lososia)

| lata 50-te XX wieku —karp |

gonadotropiny ssacze

| lata 70-te XX wieku — ryby doskonatokostne | gonadotropiny egzogenne
(hCG/IPMSG)

gonadoliberyny

| koniec lat 70-tych XX wieku | + gonadotropiny
lata 90-te XX wieku —ryby + antagonisci receptorow
doskonatokostne/chrzestnokostne dopaminowych
Skutecznosé stosowania . 19%-Ovopel | metodaLinpe jgonadoliveryny)

~/
Dagin Ovaprim Aquaspawn Kobalerin Lecirelin
(Izrael) (Kanada) (RPA) (Czechy) (Czechy)
g atu ne k testowane w rozrodzie karpia
ptec
dawka

krotnos¢ dawki
czas latencji

YVVVVY



Stymulacja hormonalna

Dlaczego samce ryb stymuluje sie hormonalnie

Skoro:

wiekszos¢ dojrzewa w warunkach naturalnych

gatunki udomowione oddaja nasienie spontanicznie
ciekng wczesniej od samic

oddajq ,,zadawalajaca” (czy na pewno ?) ilo§é nasienia

YV VYV

Czy stymulacja hormonalna wptywa na:

objetos¢ nasienia
ilos¢ plemnikéw
ruchliwosé plemnikow
zywotnos¢ plemnikéw

¥

YV VYV

Czy stymulacja hormonalna determinuje:

¥

zdolnosé plemnikéw do zaptodnienia



Stymulacja hormonalna

Najczesciej stosowane i wykorzystywane w rozrodzie ryb karpiowatych preparaty
hormonalne to CPE, Ovopel oraz Ovaprim

Tabela 1. Stosowane i zalecane w celu stymulowania spermacji wybranych ryb karpiowatych

preparaty hormonalne, ich dawki oraz czas latenciji

Gatunek Preparat Dawka Czas latencji Zrédio
hormonalny (m.c.) (godz.)
Cejkoiin. 2012a,
BRZANA L_Ovopel 1 granula/kg 12 | 20142
L_Ovaprim 0,5 ml/kg 24 | Cejkoiiin. 2014a
Ovopel 1 granula/kg 12 dn
CERTA Ovaprim 0,5 ml/kg 24 dn
JAZ [Ovopel 84 ] Cejko i in. 2010b
Ovopel 1 granula/kg 48 Cejkoiin. 2012b
JELEC Ovaprim 0,5 ml/kg 48 Cejkoiin. 2012b
CPE 3,0 mg/kg 48 Cejko iin. 2012b
Ovopel 0,5 granulko/kg 24 Cejkoiin. 2013
KARAS P 2,0 granulki/kg 18 Cejko i in. (2015b)
POSPOLITY Ovaprim 0,25 ml/kg 24 Cejkoiin. 2013
CPE 2,0 mg/kg 24 Cejko i in. 2013
Cejkoiin. 2011a,
KARP Ovopel 1 granula/kg 24 2014b, 2015a
. Cejkoiin. 2011b,
’ Ovopel 0,5 granulki/kg 24 2016
KLEN Ovaprim 0,25 milkg 24 Cejko |2|(;11.62011b,
CPE 2,0 ma/kg 24 Cejkoiin. 2011b
Ovopel 1 granula/kg 16 Cejkoiin. 2010a
LIN Ovaprim 0,5 ml/kg 16 Cejko i in. 2010a
CPE 2,0 mg/kg 16 Cejkoiin. 2010a
ORFA Ovopel 1 granula/kg 10 Sarosiek i in. 2012




Stymulacja hormonalna

Jelec (Leuciscus leuciscus)

Ovaprim
(dawka: 0,5 ml/kg)

czas latencji: 48 h

CPE (n = 12) treatment and in the
control group (Control, n = 12). The
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Fig. 2. Percentages of (a) motile sperm, (b) sperm with progressive movement (c) sperm curvilinear movement and (d) straight-linear move-
ment (¢) movement linearity (f) sperm wobbling rate (g) amplitude of lateral head displacement (h) cross frequency determined in the dace
Leuciscus idus (L.) after application of Ovopel (n = 12), Ovaprim (n = 12), LHRHa (n = 12), hCG (n = 12), CPE (n = 12) and in the control
group (Control, n = 12). The columns represent mean values and the bars represent standard error (+SEM). Boxes labelled with different sub-
scriptions are statistically different from each other (P < 0.05)

Cejko B.l., Targonska K., Kowalski R.K., Zarski D., Sarosiek B., Kucharczyk D., Glogowski J. (2012): The effectiveness of hormonal preparations
(Ovopel, Ovaprim, LHRHa, hCG and CPE) in stimulating spermiation in dace Leuciscus leuciscus (L.). Journal of Applied Ichthyology 28(6): 873-877



Stymulacja hormonalna

Brzana (Barbus barbus)

Ovaprim Ovopel
(dawka: 0,5 ml/kg) (dawka: 1 granulka/kg)

czas latencji: 24 h czas latencji: 12 h
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Fig. 2 The percentage of moiile sperm (A), percentage of progressively motile sperm (B, curvilinear

Fig. 1 Total volume of milt (A}, volume of milt per kg of body weight (B), sperm concentration (C), total velocity (C), straight-linear velocity (), movement linearity (E), wobbling index (F). amplitude of lateral

sperm production (D). seminal plasma osmotic pressure (E) and pH of seminal plasma (F) of barbel Barbus head displacement (G) and beat cross frequency (H) of barbel Barbus harbus (L..) sperm, 12 and 24 h afier
barbus (L.} 12 and 24 h after Ovopel and Ovaprim treatments and in the control group. Data marked with a ‘Ovopel and Ovaprim treatments and in the control group. Data marked with the same letter index between
different letter index between the groups differ significantly (P < 0.05). Lines with asterisk differ the groups no differ significantly (P > 0.05). Lines with asterisks differ significantly within group between
significantly within group between times of milt collection (*P < 0.05) times. of milt coflection (*+P < 0.01)

Cejko B.l., Zarski D., Sarosiek B., Kowalski R.K., Judycka S., Kucharczyk D. (2014): Effect of two commercial preparations containing different GnRH
analogues with dopamine antagonists on barbel Barbus barbus (L.) sperm quality and quantity. Aquaculture International 22: 97-109



Stymulacja hormonalna

Klen (Squalius cephalus)

Ovaprim
(dawka: 0,25 ml/kg)

czas latencji: 24 h
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Figure 1 Total volume of semen (&), sperm concentration (b) and total sperm production (¢ recorded in the chub
Lewcmens cephaus (L) after Owopel and Ovaprim hormonal treatment and in the control group (Control). Boxes
marked with the different letter index differ between the groups significantly (P < 0.05),

Figure 2 Sperm  motility (a),
sperm with progressive maotility (b),
aurvilinear welocity (c), straight-
linear veocity (d), movement line-
arity (¢), wobbling index (f), beat
aoss frequency (g) and amplitude
of lateral head displacement (h) of
the chub Leuciscus cephalus (L.)
recorded after Owopel and Ovaprim
hormonal treatment and in the
wntrol  group  (Control).  Boxes
marked with the difierent letter
index differ between the groups
significantly (P < 0.05).
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Cejko B.l., Krejszeff S. (2016): Sperm characteristics of chub Leuciscus cephalus (L.) collected in artificial condition after Ovopel and Ovaprim

treatment. Aquaculture Research 47: 847-856



Rewitalizacja plemnikow

Zanieczyszczenie nasienia

obnizona jakos¢ moze by¢ spowodowana zanieczyszczeniem prob nasienia moczem
podczas jego pobierania metodg manualng (wycieranie tarlakow)

przedwczesna aktywacja plemnikow po kontakcie z moczem, ktérego niskie
cisnienie osmotyczne aktywuje aparat ruchu plemnikéw

usytuowanie pecherza moczowego blisko nasieniowodéw



Rewitalizacja plemnikow

u ryb karpiowatych raczej nie stosuje sie metody kateteryzacji w celu pobierania nasienia,
tak jak ma to miejsce u ryb tososiowatych czy jesiotrowatych

Glogowski J., Kwasnik M., Piros B., Dabrowski K., Goryczko K., Dobosz S., Kuzminski H., Ciereszko A. (2000): Characterization of rainbow trout milt
collected with a catheter: semen parameters and cryopreservation success. Aquaculture Research 31: 289-296.

Pobieranie nasienia certy za pomoca katetera




Rewitalizacja plemnikow

Wykorzystanie sztucznej plazmy nasienia (z ang. Artificial Seminal Plasma — ASP:
2 mM CacCl,, 1 mM Mg,SO,, 20 mM Tris, 110 mM oraz 40 mM KCI

Cejko B.l., Zarski D., Palinska-Zarska K., Stowinska M., Kowalski R.K. (2019): Artificial seminal plasma
improves motility and fertilisation capacity of common carp Cyprinus carpio L. sperm during one hour of
storage. Aquaculture 506: 224-228.

» odbudowa m.in. ATP, czyli energii niezbednej do ruchu
» utrzymanie metabolizmu plemnikéw na wlasciwym poziomie

Warunki rewitalizacji plemnikéw:

» 10-cio krotny stosunek rozrzedzenia nasienia do ASP (1 : 9; np. 1 ml nasienia + 9 ml ASP)
» temperatura nie przekraczajgca 10°C - pozostawi¢ nasienie np. w lodowce lub pojemniku termicznym
wyposazonym w chtodzgce wktadki



Rewitalizacja plemnikow
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Fig. 1. Sperm motility (A), progressive motile sperm (B), curvilinear velocity (C), straight-linear velocity (D), amplitude of lateral head displacement (E) and beat
cross frequency (F) of high (n = 4) and low (n = 4) quality of undiluted and diluted in ASP sperm stored for 1 and 24 h under in vitro conditions. Undiluted (fresh)
sperm samples were not preserved in ASP. Boxes marked with various letters indicate significant differences between groups (F < J05).

CejkoB.., ZarskiD., Palinska-Zarska K., Stowinska M., Kowalski R.K. (2019): Artificial seminal plasma improves motility and fertilisation capacity of
common carp Cyprinus carpio L. sperm during one hour of storage. Aquaculture 506: 224-228



Przechowywanie nasienia

Po pozyskaniu nasienia od ryb karpiowatych zdolnos¢ plemnikow do zaptodnienia (ruchliwosc¢) utrzymuje
sie relatywnie krétko i w czasie kilku lub kilkunastu godz. spada do poziomu, ktéry nie gwarantuje sukcesu
w zaptodnieniu

Krétkookresowe przechowywanie nasienia-
wstrzymanie procesow starzeniowych i degradacyjnych plemnikéw

Tabela 2. Sklad, pH oraz osmolalno$¢ buforéw wykorzystywanych do krotkookresowego
przechowywania nasienia ryb karpiowatych (dn — dane niepublikowane)

Bufory do przechowywania

TLP MORK RURANGWA ASP ASPR
Sktadniki Bavister Morisawa Rurangwa Cejko Kowalski
iin. 1989 iin. 1983 iin. 2004 iin. 2019 iin.dn
mM g/l mM g/l mM g/l mM g/l mM g/l
NaCl 100 5,84 75 4,38 94 54 110 6,43 100 5,84
KCI 31 0,23 70 5,22 27 2,0 40 2,98 40 2,98
CaCl, 20 0,22 20 0,22 - - 2,0 0,22 2,0 0,22
MgCl, 0,4 0,08 1,0 0,12 - - - - - -
MgSO, - - - - - - 1,0 0,25 2,0 0,49
NaHCO; 25 2,10 - - - - - - - -
NaH,PO, 0,3 0,05 - - - - - - - -
Glicyna - - - - 50 3,7 - - 40 3,00
Kw. moczowy 1,0 0,17
Glukoza 10 1,80
Tris - - 20 2,43 15 1,8 20 2,42 20 2,42
pH 8,6 8,0 7,5 8,2
Osmolalno$c¢ 236 311 297 344




Przechowywanie nasienia

YV VY

Wykorzystanie réznych buforéw do przechowywania (w zaleznosci od gatunku)

brak synchronizacji rozrodu
ograniczenie manipulacji z tarlakami
restytucja zagrozonych populacji
zarzadzanie stadem tarfowym

Warunki przechowywania nasienia:

>
>

>

10-cio krotny stosunek rozrzedzenia nasienia do buforu (1 : 9; np. 1 ml nasienia + 9 ml buforu)
temperatura nie przekraczajgca 10°C - pozostawi¢ nasienie np. w lodéwce lub pojemniku termicznym
wyposazonym w chtodzgce wktadki

cienka warstwa — unikanie przyduszania plemnikow

mieszanie nasienia 2-3 razy dziennie



Przechowywanie nasienia

Ze wzgledu na réznice miedzygatunkowe efektywnosé wykorzystania jednego
buforu do przechowywania nasienia krétkookresowo u ryb karpiowatych nie jest
na dzien dzisiejszy mozliwe (badania w tym zakresie trwaja)

Tabela 3. Efektywnos¢ stosowania buforéw oraz parametry techniczne procedury krotkookresowego
przechowywania nasienia ryb karpiowatych (dn — dane niepublikowane; bd — brak danych)

Buforv do Stopien Temp. Czas przechowywania
Gatunek rzechowy ania rozrzedze przechowy (dni) Zrédlo
P yw nia wania maksymalny optymalny
BRZANA RURANGWA x10 4°C 1 1 dn
CERTA ASPR x10 4°C 7 5 dn
TLP x10 4°C 17 7 _ Cejko
. iin. 2011c
JAZ Sarosiek 1 in
TLP x10 4°C hd 1 2020 '
JELEC MORK x10 4°C hd 1 dn
KARAS .
POSPOLITY TLP x10 4°C 14 5 dn
= Kowalski
TLP 30 4 | E 2] iin. 2014
KARP (RURANGWA | [x10 4°C | (5 2] i?r:etzré)czhl
ASP [ x10 10°C | (14 9| (2:812"{’
KLEN ASP x10 4°C 7 2 dn
LIN b.d. bd bd bd bd bd
ORFA TLP x10 4°C 5 1 Sarosiek

iin. 2012




Przechowywanie nasienia

mm undiluted sperm (Control)

mm undiluted sperm (Control)

Karp — przechowywanie w znacznych objetosciach (5 ml)

mm undiluted sperm (Control)

(A) diluted sperm (ASP) (B) diluted sperm (ASP) (C) diluted sperm (ASP)
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Sperm storage technique

Cejko B.l., Zarski D., Sarosiek B., Dryl K., Palinska-Zarska K., Skorupa W., Kowalski R.K. (2021): Application of artificial seminal plasma to
short-term storage of large volume of common carp Cyprinus carpio L. sperm under controlled condition. Aquaculture (IF 3,224) — under review.



Ptyny aktywujace i zaptadniajgce

Okreslenie ruchliwosci plemnikéw - wykorzystanie do zaptodnienia prob, ktore cechuje
najlepsza jakos¢

Tabela 4. Ptyny aktywujace (AS) o réznym skiadzie, pH oraz osmolalnosci wykorzystywane do
aktywacji plemnikéw ryb karpiowatych w warunkach kontrolowanych. Podczas pomiaru ruchliwosci, w
celu unikniecia adhezji plemnikéw do szkietka, kazdy ptyn aktywujgcy winien zawiera¢ 0.5% albumine
surowicy bydlecej (BSA)

Ptyny aktywujace
AS 1 AS 2 AS 3 AS 4 AS 5
L Billard Lahnsteiner Kucharczyk Perchec Babiak

Skiadniki i in. 1995 i in. 1996 i in. 2008 iin.1996  iin. 1997

mM g/l mM g/l mM g/l mM g/l mM g/l
NacCl 68 4,0 100 5,8 86 5,0 45 2,6 120 7,0
KCI - - - - - - 5,0 0,4 - -
Mocznik 50 3,0 - - - - - - - -
Tris - - 10 1,21 - - 30 3,6 - -
pH 7,7 9,0 7,4 8,0 7,2
Osmolalnos¢ 180 200 167 160 225




Ptyny aktywujace i zaptadniajgce

W warunkach wylegarni, gdzie nie dysponuje sie specjalistycznym sprzetem do oceny
jakosci plemnikéw (systemy komputerowe tj. CASA) ruchliwo$é plemnikéw oceni¢ mozna
subiektywnie (mikroskop Swietiny)

Tabela 5. Zalecane i stosowane ptyny aktywujgce (AS) o réoznym sktadzie, pH oraz osmolalno$ci

wykorzystane do aktywaciji

plemnikéw ryb karpiowatych w warunkach kontrolowanych oraz

efektywnos¢ ich stosowania w oparciu o podstawowe parametry CASA tj. ruchliwos¢ plemnikéw
(MOT) oraz predko$c¢ krzywoliniowa (VCL), (dn — dane niepublikowane, bd — brak danych)

Parametry CASA

Gatunek Ptyn aktywujacy MOT (%) VCL (umis) Zrédto
85-90 200-230 Cejkoiin. 2012a
BRZANA AS1 85-90 250-300 Cejko i in. 2014a
CERTA AS 1 90 150 dn
JAZ AS 1 60 90 Sarosiek i in. 2020
JELEC AS 1 80-85 90-140 Cejkoiin. 2012b
KARAS AS 1 52-68 202-234 Cejkoiin. 2013a
PQSPOLITY £3-97 151204 Cejko i in. 2015b
AS 1 60 160 ) Cejko i in. 2013b
65-66 165-190 Cejkoiin. 2014a
KARP AS 2 70 267 Cejkoiin. 2015a
80-90 170-230 Cejko i in. 2018
ﬁg 2 ;g ;gg Cejko i in. 2013b
KLEN AS 2 60-80 75-160 Cejko i in. 2016
LIN bd bd bd bd
AS 1 50 90
ORFA AS 2 60 90 Sarosiek i in. 2012
AS 5 35 70




Podsumowanie i wnioski

Wspomaganie rozrodu ryb karpiowatych moze mie¢ istotne
znaczenie w odniesieniu do catego procesu produkciji

\ Strategia dziatania \

stymulacja hormonalna rewitalizacja plemnikow przechowywanie nasienia zaptadnianie

 smmli
-

\ Tarlaki \

wzrost ilosci nasienia

wzrost jakosci nasienia

ingerencja brak ingerenc;ji
w dobrostan tarlakéw w dobrostan tarlakéw
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