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Nasienie samcOw ryb traci swoja biologiczng warto$¢ czyli zdolnos¢ plemnikéw do

i

Wprowadzenie

ruchu oraz zaptodnienia w relatywnie krotkim czasie od pozyskania. Taki stan rzeczy wynika
ze zmian warunkoéw w jakich dotychczas znajdowaty sie¢ plemniki w warunkach in vivo tj. w
nasieniowodach. Zmiana temperatury otoczenia w jakiej plemniki przebywaty doprowadza do
wzrostu tempa metabolizmu, ktéry wptywa m.in. na wystgpienie stresu oksydacyjnego
wynikiem ktérego jest powstawanie wolnych rodnikow, reaktywnych form tlenu oraz azotu.
Produkty uboczne tlenowego metabolizmu komoérkowego modyfikuja niekorzystnie zwigzki
biatkowe odpowiedzialne m.in. za utrzymanie stabilnosci bton komoérkowych plemnikow
ograniczajac tym samym ich wlasciwosci fizyko-chemiczne. Konsekwencjg takiego stanu
rzeczy jest uposledzenie funkcji plemnikow, ich starzenie si¢ oraz apoptoza. Niekorzystne
zmiany do jakich dochodzi w nasieniu wraz z uptywem czasu po jego pozyskaniu mozna w
pewnych granicach niwelowa¢ stosujac krotkookresowe przechowywanie w warunkach
obnizonego metabolizmu. Zachowanie wtasciwej ruchliwosci plemnikow, a wigc tym samym
ich zdolnosci do ruchu, w czasie dluzszym niz kilka godzin, wymaga spetnienia kilku
kryteridw, ktore w warunkach kontrolowanych sa mozliwe do osiggniecia.
Cel przechowywanie nasienia krotkookresowo

Brak synchronizacji rozrodu

Praktycznym celem stosowania techniki przechowywania nasienia krotkookresowo jest
przede wszystkim spowolnienie procesow starzeniowych, ktore doprowadzaja do degradacji
biatek plemnikoéw, a w konsekwencji utraty przez nie zdolno$ci do ruchu oraz mozliwosci
zapladniajacej. Strategia taka moze by¢ pomocna przede wszystkim w sytuacji braku
synchronizacji tarta samic i samcow. W warunkach kontrolowanych brak spontanicznej
synchronizacji rozrodu np. u samic i samcoéw karpia zmusza do stosowania technik, ktore na
wystapienie tego aktu wplywaja. Dlatego tez powszechnie stosuje si¢ stymulacje termiczna
lub/oraz hormonalng umozliwiajaca pozyskanie dojrzalych gamet ryb w dogodnym dla
hodowcy terminie. Pozyskanie z kolei dojrzatej ikry oraz nasienia gwarantuje mozliwos¢
dalszej produkcji ryb na zadanym przez hodowce poziomie. Niejednokrotnie pomimo
stosowania preparatdéw wspomagajacych wystapienie spermacji czy tez owulacji nie daje to
stu procentowej gwarancji na wystgpienie tej drugiej. W przypadku owulacji zdarza sig, ze
przeciaga si¢ ona w czasie od kilku do kilkunastu godzin. Z reguty nie ma natomiast ktopotéw
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z pozyskaniem nasienia od samcoéw karpia, ktore z reguty sg dojrzate duzo wczesniej od

i

samic. Dlatego w sytuacji kiedy okres ten rdzni si¢ miedzy Samicami a samcami, nasienie
mozna po pobraniu przechowaé 1 wykorzysta¢ woéwcezas kiedy dostepna bedzie ikra.
Przechowywanie takie usprawnia prace hodowlane, gdyz umozliwia zgromadzenie
niezbednego nasienia od samcoOw przed pobieraniem ikry. Taka praktyka moze miec
niebagatelne znaczenie zwlaszcza w przypadku ryb, ktorych ikra w krotkim czasie po
pobraniu traci zdolno$¢ do zaptodnienia co obserwuje si¢ przede wszystkim u ryb
karpiowatych tj. jaz czy karp.

Poprawa jakosci nasienia

Przechowywanie nasienia krdotkookresowo daje takze mozliwo$¢ poprawy jakosci
pozyskanego nasienia. Dojrzalos¢ samcow jest cecha osobniczg i rdézni si¢ miedzy soba.
Zmienno$¢ ta rzutuje na skuteczno$¢ zaptodnienia, a co za tym idzie efektywno$¢ rozrodu.
Wiadomym jest, ze w warunkach kontrolowanych nasienie traci swoja biologiczng warto$§¢ w
ciggu kilku godzin od pobrania. W zwigzku z tym jego wykorzystanie w pozniejszym czasie
jest ryzykowne jesli chodzi o zaptodnienie ikry. Co wiecej podczas pozyskania nasienia za
pomoca masazu powlok brzusznych dochodzi czasem do jego zanieczyszczenia moczem,
ktory ze wzgledu na swoje niskie ci$nienie osmotyczne aktywuje przedwczes$nie plemniki,
czego konsekwencja jest ich obnizona ruchliwo$é. Dlatego tez kazdorazowy pobor nasienia
winien by¢ poprzedzony osuszaniem powlok brzusznych za pomoca suchych $ciereczek. Aby
poprawi¢ takze jako$¢ pozyskanego nasienia mozna zastosowaé technike rozrzedzenia
pozyskanych prob w odpowiednio przygotowanych wczesniej buforach do krétkookresowego
przechowywania nasienia.

Ograniczenie manipulacji z tarlakami

Stosujac w warunkach wylegarni technike krétkookresowego przechowywania nasienia
ograniczy¢ mozna takze stresujacag i czasochtonng manipulacje tarlakami, ktora czgsto rzutuje
na ich kondycje oraz zdrowotno$¢. Co wigcej, stosowanie do zaptodnienia ikry nasienia
przechowywanego in vitro daje mozliwo$¢ wyboru prob, ktore cechuje najlepsza jakosc¢ tj.
ruchliwo$¢ oraz predkos¢ plemnikow. Kontrole taka mozna przeprowadzi¢ po pozyskaniu

odpowiedniej ilosci nasienia, przed jego wykorzystaniem do zaptodnienia.
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Warunki przechowywania nasienia krotkookresowo

i

Bufory i dodatki

Metoda przechowywania nasienia krotkookresowo polega na zmagazynowaniu (w
odpowiednich pojemnikach) porcji pozyskanego wczesniej nasienia w warunkach in vitro to
znaczy poza organizmem tarlaka. Aby nasienie przechowaé¢ w sposob wiasciwy, zapewniajac
mu warunki zblizone do panujacych w nasieniowodach, wykorzystuje si¢ do tego celu bufory
o odpowiednim sktadzie oraz pH. U ryb karpiowatych zaleca si¢ stosowanie kilku buforéw o

roéznych sktadach (Tabela 1).

Tabela 1. Sktadniki buforow stosowanych do przechowywania nasienia krotkookresowo u ryb
karpiowatych w warunkach obnizonego metabolizmu.

Bufory do przechowywania

Skladniki Bufor M Bufor B Bufor R Bufor C
mM g/l mM g/l mM g/l mM g/l
NaCl 75,0 4,38 100 5,84 94,0 5,4 110 6,42
KCI 70,0 5,22 3,1 0,23 27,0 2,0 40,0 2,98
CaCl, 2,0 0,22 2,0 0,22 - - 2,0 0,22
MgCl, 1,0 0,12 0,4 0,08 - - - -
Mg,SO, - - - - - - 1,0 0,25
NaHCO3 - - 25,0 2,10 - - - -
NaH,PO,4 - - 0,3 0,05 - - - -
Glicyna - - - - 50,0 3,7 - -
Tris 20,0 2,43 - - 15,0 1,8 20,0 2,42
pH 8,0 8,6 7.5 7,5

Bufory do przechowywania nasienia krotkookresowo sa gatunkowo specyficzne ze
wzgledu na roznice w skladzie nasienia poszczegolnych gatunkéw ryb. Co wiecej w buforach
takich plemniki pozostajg nieruchliwe, a ich wzbogacenie o komponenty tj. biatka, cukry czy
antyoksydanty dostarczaja plemnikom substancji odzywczych potrzebnych do ich
prawidlowego funkcjonowania. Dotychczasowe badania wskazuja, ze w przypadku karpia
najbardziej odpowiednim buforem do przechowywania nasienia jest bufor C.

Temperatura

W celu stosowania metody krotkookresowego przechowywania nasienia uwzgledniona

musi by¢ takze wiasciwa temperatura otoczenia. W przypadku ryb tososiowatych nasienie

przechowywac nalezy w temperaturze +4°C, podczas gdy dla ryb karpiowatych temperatura
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przechowywania moze by¢ nieco wyzsza tj. +8°C. Glownym komponentem bton

i

komorkowych plemnikéw sa lipidy (tluszcze), dlatego rdéznice miedzy tolerancja na
temperatur¢ otoczenia wynikaja z odmiennego skladu lipidowego bton komodrkowych
plemnikéw u obu tych gatunkow. U ryb tososiowatych w blonach komoérkowych plemnikow
dominujg wielonienasycone kwasy ttluszczowe, podczas kiedy w btonach komoérkowych
plemnikow karpia jest ich zdecydowanie mniej. Wynika to stad, ze temperatura otoczenia w
jakiej ryby przebywaja ma wpltyw na metabolizm i zmiany oksydacyjne do jakich dochodzi w
strukturach plemnikow w czasie spermatogenezy. W wyzszych temperaturach procesy
oksydacji sg silniejsze, stad mniejszy udziat wielonienasyconych kwasow thuszczowych
(tatwo ulegajg zmianom oksydacyjnym) w blonach komérkowych. Ich obecno$¢ w btonach
komoérkowych jest istotna, ze wzgledu na zapewnienie plynnosci btony umozliwiajac
wydalanie metabolitow oraz absorbcje nutrientdow czy tlenu. Wielonienasycone kwasy
thuszczowe zapewniajg zachowanie potprzepuszczalnosci nawet w niskich temperaturach w
odréznieniu od kwasoéw thuszczowych nasyconych. Dlatego w przypadku ryb zimnolubnych
takich jak pstrag teczowy, gdzie wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych jest duzo, tatwiej
jest zachowaé ich zywotno$¢ w niskiej temperaturze w warunkach in vitro. Zapewnienie
przechowywanym probom nasienia wlasciwej temperatury jest mozliwe dzigki wykorzystaniu
do tego celu lodowek badz pojemnikéw termicznych wyposazonych w chtodzace wktadki.

Stopien rozrzedzenia

Innym warunkiem jaki winien by¢ spetniony podczas przechowywania nasienia
krotkookresowo jest odpowiedni stopien rozrzedzenia nasienia. Rozrzedzone plemniki
zdecydowanie lepiej znoszg warunki przechowywania anizeli plemniki nierozrzedzone. Jest
to spowodowane dwoma czynnikami: rozrzedzeniem szkodliwych metabolitow oddychania
komorkowego oraz zapewnieniem plemnikom lepszego dostgpu do tlenu niezbednego dla
podtrzymania ich bazowego metabolizmu. Z prowadzonych przez nas badan wynika, ze
najbardziej odpowiednim stosunkiem rozrzedzenia nasienia ryb karpiowatych jest 10-krotne
rozrzedzenie (1 : 9), czyli jedna porcja nasienia tj. 1 ml i dziewie¢¢ porcji buforu tj. 9 ml.
Zaproponowang ilo$¢ mozna zwigkszy¢ lub zmniejszy¢, zachowujac 10-cio krotny stosunek

rozrzedzenia, w zalezno$ci od potrzeb hodowcy.
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Fot. 1. Pobor nasienia karpia do strzykawki (A,B) oraz jego rozrzedzenie w moczowce (C).

Dziesigciokrotne rozrzedzenie nasienia zapewnia wlasciwe zaggszczenie plemnikoéw
(umozliwiajace im prawidlowa wymiang¢ gazowa) oraz ogranicza negatywny wplyw
kumulowania si¢ produktéw przemiany materii i moze by¢ zastosowane dla ryb
karpiowatych. Po pozyskaniu zatem nasienia nalezy odmierzy¢ jego ilo$¢ po czym rozrzedzic¢
je w buforze do przechowywania w odpowiednim stosunku (Fot. 1A-C).

Cienka warstwa

Przechowujac nasienie krotkookresowo nalezy takze unika¢ efektu przyduszania
plemnikéw, dlatego najlepiej zdeponowac nasienie w pojemnikach zapewniajgcych
utrzymanie cienkiej warstwy nieprzekraczajacej 0,5 cm oraz mozliwie jak najwigkszej
objetosci. Im wigkszy stosunek $rednicy pojemnika, w ktérym przechowywano nasienie, do
jego glebokosci, tym lepsze wyniki przechowywania.

Tlen

Warto pamigtaé, ze do przechowywania nasienia ryb karpiowatych nie wymagane jest
stosowanie atmosfery czystego tlenu. Obserwacje nasze wskazuja, ze srodowisko tlenu nie
jest niezbedne dla utrzymania metabolizmu plemnikow na wlasciwym poziomie. W czasie 4
dni przechowywania nasienia w atmosferze tlenu nie stwierdziliSmy ro6znic w ruchliwosci

plemnikow przechowywanych z i bez tlenu (Rys. 1).
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Rys 1. Odsetek plemnikow ruchliwych w nasieniu karpia przechowywanym w czasie 4 dni
w atmosferze czystego tlenu oraz powietrza. Rozne indeksy literowe wskazujq na roznice
istotne statystycznie miedzy wariantami oraz czasem przechowywania (P<0.05).

Techniki krotkookresowego przechowywania nasienia
Pojemniki
W celu pozyskania nasienia karpia zastosowa¢ mozna zaréwno zlewki, strzykawki oraz
proboéwki o roznej objetosci (Fot. 2A-C). W celu dalszego przechowywania nasienia ryb
lepiej wykorzysta¢ pojemniki zabezpieczone korkami tj. moczowki lub butelki (Fot. 3A,B).
Umozliwia to transport nasienia z miejsca poboru do miejsca gdzie ma by¢ przeprowadzone

zaptodnienie bez ryzyka utraty (wylania) pozyskanych prob.

Fot. 2. Zlewki (A), strzykawki (B) oraz probowki (C) o roznej objetosci wykorzystywane do
pozyskania nasienia ryb karpiowatych w warunkach kontrolowanych.

Programu Doradztwa Rybackiego ,,Pozyskiwanie, przechowywanie i zapladnianie gamet ryb”
akronim ReProFish Program Operacyjny ,,Rybactwo i Morze”
na lata 2014-2020 umowa o nr rej. OR14-6521.2 OR1400004/18



“ RYBACTWO ﬁ & %  UniaEuropejska
s ncononn Bl W

Z naszych badan wynika takze, ze do przechowywania nasienia karpia doskonale nadaja
si¢ pojemniki do hodowli komérkowych. Pojemniki do hodowli komérkowych wyposazone
sa w korki wentylacyjne umozliwiajagce wymiang gazowa z otoczeniem, a dzigki swojej
konstrukcji, umieszczone w nich nasienie mozna takze przechowywa¢ z zachowaniem
cienkiej warstwy co zapobiega przyduszaniu si¢ plemnikéow (Fot. 3C). Ponadto, w celu
ograniczenia negatywnego wptywu sedymentacji plemnikow oraz zapewnienia wszystkim

plemnikom dost¢pu do tlenu, nalezy rozrzedzone nasienie miesza¢ dwa razy dziennie.

Fot. 3. Butelki (A), moczéowka (B) oraz pojemniki do hodowli komorkowej (C)
wykorzystywane do przechowywania nasienia ryb karpiowatych w warunkach
kontrolowanych.

Transport

Przechowywanemu nasieniu nalezy réwniez zapewni¢ (do czasu jego wykorzystania w
zaptodnieniu) warunki obnizonego metabolizmu (+4°C), a wiec trzyma¢ je w warunkach
chlodniczych (lodowka, chlodnia). Dzigki temu dynamika proceséw degradacyjnych,
zachodzacych w nasieniu w wyniku starzenia si¢ plemnikéw, zostanie spowolniona.
Zdeponowane w taki sposob nasienie mozna transportowa¢ na wicksze odleglosci
wykorzystujac do tego celu pojemnik termiczny wypelniony lodem badz wyposazony w tzw.
wktadki chtodzace (Fot. 4A,B). Tak zabezpieczone nasienie mozna pozostawi¢ w dowolnie

wybranym miejscu do czasu jego wykorzystania.
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Fot. 4. Pojemnik termiczny (A) wyposazony w chiodzqgce wkladki (B) jako zestaw
wykorzystywany — do  transportu  nasienia  przechowywanego  krotkookresowo  np.
w moczowkach.

Skutecznos¢ przechowywania nasienia krotkookresowo

Podczas rozrodu karpia w warunkach kontrolowanych ikra lub nasienie pozyskane od
poszczeg6lnych osobnikow moze rdzni¢ si¢ jakos$cia, co rzutuje na efektywnos¢ zaptodnienia.
Taki stan rzeczy moze wynika¢ ze zmienno$ci indywidualnej] w osigganiu przez tarlaki
dojrzatosci piciowej. W przypadku samcoéw, rdznice te moga by¢ takze spowodowane
zanieczyszczeniem nasienia (najczgsciej mocz) podczas tradycyjnej metody jego pobierania
(masaz partii brzusznych). Wykorzystanie nasienia o ztej jakosci, a wigc stabej ruchliwosci,
nie gwarantuje sukcesu w zaptodnieniu. Kontrola ruchliwos$ci pozyskanego od samcoéw karpia
nasienia nie jest takze praktyka szeroko stosowang w wylegarnictwie, co tym bardziej
zwigksza ryzyko wykorzystania do zaptodnienia nasienia o obnizonej jakos$ci.

W ostatnio prowadzonych przez nas badaniach od samcéw karpia pozyskano nasienie,
ktorego ruchliwos¢ ksztattowata si¢ na poziomie od 5-10% i 55-65%. W zwigzku z tym proby
nasienia podzielono na dwie grupy; proby o wysokiej jakosci (ruchliwos$¢ na poziomie 55-
65%, n = 4) oraz proby o niskiej jakosci (ruchliwos$¢ na poziomie 5-10%, n = 4). Nastepnie,
nasienie z obu grup rozrzedzono w buforze C (2 mM CaCl,, Im M Mg,SO4, 20 mM Tris, 110
mM NaCl, 40 mM KCI (pH 7.5 and 310 mOsm kg™) i poddano kontroli na ruchliwosé
plemnikow po uptywie 1 oraz 24 godzinach. Grup¢ kontrolng stanowilo nasienie
nierozrzedzone (Swieze). Stwierdzono, ze juz po 1 godz. przechowywania nasienia w buforze
C ruchliwos¢ plemnikoéw w nasieniu niskiej jakosci istotnie wzrosta do 60% w poréwnaniu do

ruchliwosci plemnikéw w tych samych probach ktorych nie rozrzedzono w buforze C (Swieze

Programu Doradztwa Rybackiego ,,Pozyskiwanie, przechowywanie i zapladnianie gamet ryb”
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— 5%). Réwniez ruchliwo$¢ plemnikow w nasieniu wysokiej jakosci wzrosta z 60% do 80%

(Rys. 2A).
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Rys. 2. Ruchliwosé¢ plemnikow (A) oraz odsetek zaplodnienia ikry karpia (B) w préobach
wysokiej oraz niskiej jakosci rozrzedzonych w buforze C (2 mM CaCl,, Im M Mg,SO,4, 20 mM
Tris, 110 mM NaCl, 40 mM KCI (pH 7.5 and 310 mOsm kg ') i przechowywanych w czasie
11 24 godzin. Nasienie swieze stanowily proby nierozrzedzone w buforze C. Stupki oznaczone
roznymi indeksami literowymi wskazujq na istotnosci rozni¢ w wartosciach analizowanych
parametrow (P < 0,05).
Dhtuzsze przechowywanie prob tj. w czasie 24 godzin w buforze C nie doprowadzito do
obnizenia ruchliwosci plemnikéw, co daje mozliwo$¢ wykorzystania nasienia na drugi dzien
jesli zajdzie taka potrzeba. Stwierdzono takze, ze nasienie przechowywane krotkookresowo w
buforze C mozna wykorzysta¢ do zaptodnienia ikry, zwlaszcza w odniesieniu do proéb, ktore
cechowata obnizona jakos¢ (Rys. 2B).
Podsumowanie
Skuteczno$¢ przechowywania nasienia ryb karpiowatych uzalezniona jest od wielu
czynnikow. Najwazniejszy jest wlasciwy sposob pozyskania materiatu biologicznego, jego
wstepna ocena i wybor prob ktore cechuje najlepsza jakos¢. Niezwykle istotny jest rowniez
czas przechowywania, ktoéry winien by¢ zoptymalizowany do mozliwo$ci zastosowanej
metody 1 warunkéw przechowywania. Ze wzgledu na znaczne rdznice osobnicze, nasienie
przechowywane w rozrzedzonych probach nalezy monitorowaé¢ pod wzgledem jego
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ruchliwosci. Nasienie charakteryzujace si¢ ruchliwoscig ponizej 30% nie zapewnia juz
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zadowalajacych efektow zaptodnienia i uznawaé nalezy takie proby za nienadajace si¢ do

celéw produkcyjnych.
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