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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 wplywa m.in. na wystgpienie stresu oksydacyjnego
wynikiem ktérego jest powstawanie wolnych rodnikow, reaktywnych form tlenu oraz azotu.
Produkty uboczne tlenowego metabolizmu komoérkowego modyfikujg niekorzystnie zwigzki
biatkowe odpowiedzialne m.in. za utrzymanie stabilnosci bton komoérkowych plemnikow
ograniczajac tym samym ich wlasciwosci fizyko-chemiczne. Konsekwencja 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 niwelowacé stosujac krotkookresowe przechowywanie. Zachowanie
wiasciwej ruchliwo$ci plemnikéw, a wigc tym samym ich zdolno$¢ do ruchu, w czasie
dluzszym niz kilka godzin wymaga spehlienia kilku kryteriow, ktére w warunkach
kontrolowanych sa mozliwe do osiggnigcia.
Cel przechowywanie nasienia krétkookresowo

Poprawa jakosci nasienia

Przechowywanie nasienia krotkookresowo daje mozliwos¢ poprawy jakosci
pozyskanego nasienia. Dojrzalos¢ samcow jest cechg osobniczg i rdézni sie miedzy soba.
Zmienno$¢ ta rzutuje na skuteczno$¢ zaplodnienia, a co za tym idzie efektywno$¢ rozrodu.
Wiadomym jest, ze w warunkach kontrolowanych nasienie traci swojg biologiczng wartos¢ w
ciggu kilku godzin od pobrania. W zwigzku z tym jego wykorzystanie w pozniejszym czasie
jest ryzykowne jesli chodzi o zaptodnienie ikry. Co wigcej podczas pozyskania nasienia za
pomocg masazu powtok brzusznych (Fot. 1A) dochodzi czasem do jego zanieczyszczenia
moczem, ktory ze wzgledu na swoje niskie ciSnienie osmotyczne aktywuje przedwczesnie
plemniki, czego konsekwencjg jest ich obnizona ruchliwos¢. Dlatego tez kazdorazowy pobor
nasienia winien by¢ poprzedzony osuszaniem powlok brzusznych za pomoca suchych
sciereczek. U ryb tososiowatych w celu pozyskania nasienia mozna takze zastosowac kateter,
minimalizujac przy tym skutki zanieczyszczenia (Fot. 1B). W sytuacji wycierania znacznych

ilosci ryb lub braku mozliwosci zastosowania katetera (osobniki o niewielkich rozmiarach
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ciala) mozna pozyskane nasienie rozrzedzi¢ bezposrednio po pobraniu w buforach do

krotkookresowego przechowywania nasienia.

Fot. 1. Techniki pozyskiwania nasienia u ryb fososiowatych: A - masaz powtok brzusznych;
B - kateter.

Ograniczenie manipulacji z tarlakami

Stosujac w warunkach wylggarni technike przechowywania nasienia krotkookresowo
ograniczy¢ mozna stresujaca i czasochtonng manipulacj¢ z tarlakami, ktéra czesto rzutuje na
ich kondycj¢ oraz zdrowotno$¢. Co wigcej, stosowanie do zaplodnienia ikry nasienia
przechowywanego in vitro daje mozliwos¢ wyboru prob, ktore cechuje najlepsza jakosc¢ tj.
ruchliwos¢ oraz predkos¢ plemnikow. Przed wykorzystaniem nasienia do zaptodnienia mozna
bowiem jego jakos$¢ sprawdzi¢ przy uzyciu mikroskopu $wietlnego lub jednosoczewkowego
mikroskopu - Tenga Mens Loup. Wykorzystanie do analizy jako$ci przechowywanych prob
nasienia dostgpnych i tanich metod diagnostycznych poprawia efektywnos$¢ rozrodu i wptywa
na caly proces produkcji. Przechowywanie nasienia krotkookresowo pozwala takze na
krzyzowanie osobnikow odleglych od siebie genetycznie w celu uzyskania efektu heterezji.
Pozwala takze na odnowienie puli genowej przez wymian¢ materialu genetycznego miedzy
hodowcami.

Restytucja zagrozonych populacji

Mozliwos$¢ efektywnego przechowywanie nasienia moze takze by¢ doskonalym
narzgdziem wykorzystywanym w restytucji zagrozonych dzikich populacji ryb. Technika ta
pozwala zgromadzi¢ nasienie od wielu samcow jeszcze przed akcja tarlowg oraz
wykorzystywac calg zdeponowang pulg genetyczng (zmieszane nasienie wszystkich samcow)
do zaptadniania kolejnych partii ikry. Zabiegi takie chronig populacje przed wystgpieniem
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inbredu, ktory znacznie obniza jakos$¢ biologiczng podchowywanego materialu. Postepowanie
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takie w efekcie sprzyja zachowaniu zmienno$ci genetycznej rozradzanych ryb.

Zarzqgdzanie stadem tartowym

Przechowywanie nasienia moze takze w znaczacy sposob ulatwi¢ zarzadzanie stadem
maskulinizowanych samic ryb tososiowatych. Ryby takie tj. fenotypowe samce najcze¢sciej
nie posiadaja nasieniowoddéw, dlatego aby pobra¢ nasienie, konieczne jest ich zabicie i
wyciecie gonad (Fot. 2A-C). Przed u$mierceniem ryby trudno jest oszacowaé wielko$¢
gonady 1 najczgsciej] w czasie takiego chirurgicznego zabiegu pozyskuje si¢ nasienie w
nadmiarze. Mozliwo$¢ jego przechowania, pozwala na bardziej ekonomiczne wykorzystanie

stad tartowych, gdyz pozwala na powtorne uzycie tej samej porcji nasienia w kolejnym tarle.

Fot. 2. Maskulinizowana samica pstrqga teczowego (A), jej topografia narzgdow
wewnetrznych (B) oraz gonada przygotowana do pozyskania nasienia (C)

Warunki przechowywania nasienia krétkookresowo
Bufory i dodatki

Przechowywanie nasienia ryb w warunkach obnizonego metabolizmu jest metodg znang
1 wykorzystywana w akwakulturze w celu stosowania zaptodnienia ikry w warunkach
kontrolowanych. Metoda ta polega na zmagazynowaniu (w odpowiednich pojemnikach)
porcji pozyskanego wczesniej nasienia w warunkach in vitro to znaczy poza organizmem

tarlaka. Aby nasienie przechowa¢ w sposdb wlasciwy, zapewniajagc mu warunki zblizone do
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panujacych w nasieniowodach, wykorzystuje si¢ do tego celu bufory o odpowiednim sktadzie

i

oraz pH (Tabela 1). Bufory takie sg gatunkowo specyficzne ze wzgledu na roznice w sktadzie
nasienia poszczegdlnych gatunkow ryb. Co wiecej w buforach takich plemniki pozostaja
nieruchliwe, a wchodzagce w ich sktad komponenty tj. biatlka, cukry czy antyoksydanty
dostarczajg plemnikom substancji odzywczych potrzebnych do ich prawidlowego
funkcjonowania.  Dodatek  innych  zwigzkéw  tj.  kofeina,  alginian  sodu
I antybiotyk pozwala z kolei na wydluzenie czasu przechowywanych prob. Ponadto
dowiedziono, ze dodatek alginianu sodu moze stanowi¢ skuteczny $rodek zapobiegajacy

sedymentacji plemnikoéw oraz utraty przez nie zdolnosci do ruchu.

Tabela 1. Sktadniki buforéw stosowanych do przechowywania nasienia krotkookresowo u ryb
tososiowatych w warunkach obnizonego metabolizmu.

Bufory do przechowywania

Skladniki Bufor A Bufor B Bufor C
mM g/l mM g/l mM g/l
NaCl 94,0 5,52 40,2 2,35 130,0 7,60
KCI 27,0 2,00 120,7 9,00 40,0 2,98
CaCl, 14,0 1,60 2,6 0,29 3,3 0,37
MgCl, 3,0 0,30 - - 3,3 0,31
NaHCO; - - 59,5 5,00* 2,5 0,21
Tris 20,0 2,42 - - - -
Glicyna - 3,75 - - - -
NaH,PO, - - 4,3 0,51 - -
MgSO, - - 1,2 0,29 - -
Glukoza - - 27,8 5,00* - -
pH 8,20 nie podano 8,50 - 9,90
*

sktadniki nalezy przygotowac jako oddzielny roztwor po czym zmiesza¢ z roztworem
zawierajgcym pozostate komponenty w stosunku 1:4 tuz przed uzyciem. W przeciwnym
wypadku w roztworze wytrqci si¢ osad uniemozliwiajgcy wlasciwe przechowanie prob.

Z danych literaturowych wynika, ze w celu przechowywania nasienia ryb tososiowatych
krotkookresowo stosuje si¢ takze bufory z dodatkiem krioprotektoréw wykorzystywanych
gtownie do kriokonserwacji nasienia tych ryb. Krioprotektory zabezpieczaja blony
komorkowe plemnikow przed negatywnym wplywem szybkiego tempa schtadzania ich
srodowiska zewnatrz oraz wewnatrzkomorkowego, a sposrdd wykorzystywanych do
przechowywania nasienia wyrdznia si¢ krioprotektory przenikajace (np. glicerol, metanol,

DMSO-dimetylosulfotlenek, DMA-dimetyloacetamid) oraz nieprzenikajace (np. cukry tj.
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glukoza, sacharoza, trehaloza). W celu przechowywania nasienia ktorkookresowo czesto
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stosuje si¢ bufory zawierajace w swoim skladzie zar6wno krioprotektor przenikajacy np.
DMSO oraz nieprzenikajacy np. glukoz¢ w odpowiednim st¢zeniu oraz proporcji wzgledem
siebie.
Temperatura

W celu stosowania metody krotkookresowego przechowywania nasienia Uwzglgdniona
musi by¢ takze wilasciwa temperatura otoczenia. W przypadku pstraga teczowego nasienie
przechowywaé¢ nalezy w temperaturze +4°C, podczas gdy dla karpia temperatura
przechowywania winna by¢ nieco wyzsza tj. +8°C. Glownym komponentem bton
komorkowych plemnikéw sa lipidy (tluszcze), dlatego roznice migdzy tolerancja na
temperatur¢ otoczenia wynikaja z odmiennego sktadu lipidowego bton komodrkowych
plemnikow u obu tych gatunkow. U ryb tososiowatych w blonach komoérkowych plemnikow
dominujg wielonienasycone kwasy ttuszczowe (Labbe i Massie 1996), podczas kiedy w
btonach komoérkowych plemnikow karpia jest ich zdecydowanie mniej (Wiegand 1986).
Temperatura otoczenia w jakiej ryby przebywaja ma wplyw na metabolizm i zmiany
oksydacyjne do jakich dochodzi w strukturach plemnikéw w czasie przechowywania. Dlatego
w przypadku ryb zimnolubnych tj. pstrag teczowy, gdzie wielonienasyconych kwasow
tluszczowych jest wigcej, tatwiej jest chroni¢ plemniki przed zmianami do jakich dochodzi w
srodowisku 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¢ spelniony 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 jest 10-krotne rozrzedzenie (1 : 9)
czyli jedna porcja nasienia i dziewie¢ porcji buforu. Takie rozrzedzenie zapewnia wlasciwe

zageszczenie plemnikow (umozliwiajgce im prawidlowa wymiane gazowa) oraz ogranicza
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negatywny wptyw kumulowania si¢ produktow przemiany materii i moze by¢ zastosowane

i

zarowno dla pstraga teczowego oraz karpia. W przypadku przechowywania nasienia
gonadalnego (pozyskanego z jader) np. od neosamcow stopien rozrzedzenia nalezy zwigkszy¢
do 30-krotnego rozrzedzenia. Schemat postgpowania podczas rozrzedzenia nasienia
nasieniowodowego oraz gonadalnego u ryb tososiowatych przedstawiono na Rys. 1.

Cienka warstwa

Przechowujac nasienie krotkookresowo nalezy takze unika¢ efektu przyduszania
plemnikéw, dlatego najlepiej zdeponowaé nasienie w pojemnikach zapewniajacych
utrzymanie cienkiej warstwy nieprzekraczajacej 0,5 cm oraz mozliwie jak najwigkszej
objetosci. Im wigkszy stosunek $rednicy pojemnika, w ktorym przechowywano nasienie, do
jego glebokosci, tym lepsze wyniki przechowywania. Najskuteczniejszym z kolei sposobem
przechowywania rozrzedzonego nasienia neosamcOw pstragga t¢Czowego jest jego
umieszczenie w pojemnikach o §rednicy co najmniej 3 cm 1 nie przekraczanie glebokosci 0,5
cm przy jego wypekianiu.

Tlen

Warto pamigtaé, ze do przechowywania nasienia ryb lososiowatych nie wymagane jest

stosowanie atmosfery czystego tlenu. Obserwacje nasze wskazuja, ze srodowisko tlenu nie

jest niezbedne dla utrzymania metabolizmu plemnikéw na wtasciwym poziomie.
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1 porcja 9 porgciji

nasienia (1 ml) buforu (9 ml) fBsicis 29 porgcji

nasienia (1 ml) buforu (29 ml)

przechowywanie nasienia rozrzedzonego

Rys. 1. Schemat postegpowania podczas rozrzedzenia nasienia nasieniowodowego oraz
gonadalnego u ryb tososiowatych.

Techniki przechowywania nasienia krétkookresowo

Pojemniki
Sposobow przechowywania nasienia krotkookresowo jest bardzo wiele i mozna do
tego celu wykorzysta¢ probowki, strzykawki, zlewki oraz woreczki. W takich warunkach
objetos¢ przechowywanego materiatu jest jednak ograniczona, a brak odpowiedniego
zabezpieczenia sprawia, ze transport przechowywanych préb moze by¢ ryzykowny. Dlatego
do przechowywania nasienia krotkookresowo lepiej wykorzysta¢ pojemniki zabezpieczone
korkami tj. butelki (Fot. 3A) czy moczoéwki. Z naszych ostatnich badan wynika takze, ze do
przechowywania nasienia ryb, w tym ryb lososiowatych, doskonale nadajg si¢ pojemniki do
hodowli komorkowych (Fot. 3B). Wyposazone sg one w korki wentylacyjne umozliwiajace
wymian¢ gazowa z otoczeniem, a dzigki swojej konstrukcji, umieszczone w nich nasienie
mozna takze przechowywaé z zachowaniem cienkiej warstwy co zapobiega przyduszaniu si¢
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plemnikéw. Koszt zakupu takich pojemnikéw jest niewielki (od kilku do kilkudziesigciu

ztotych w zaleznosci od pojemnosci), a dostepnos¢ bardzo tatwa (np. www.biokom.com.pl

lub www.bionovo.pl).

Fot. 3. Wybrane pojemniki do przechowywania nasienia ryb {tososiowatych (A) oraz
konfekcjonowanie nasienia przy wykorzystaniu pojemnikéw do hodowli komorkowych (B).

Transport

Nalezy rowniez zapewnié¢ przechowywanemu nasieniu (do czasu jego wykorzystania
w zaptodnieniu) warunki obnizonego metabolizmu (+4°C), a wigc trzymaé je w warunkach
chtodniczych (16d, lodéwka, chlodnia). Dzigki temu dynamika proceséw degradacyjnych,
zachodzacych w nasieniu w wyniku starzenia si¢ plemnikow, zostanie spowolniona (Fot.
4A,B). Zdeponowane w taki sposOb nasienie mozna transportowaé na wigksze odleglosci
wykorzystujac do tego celu pojemnik termiczny wypetniony lodem badz wyposazony w tzw.
wktadki chtodzace (Fot. 4C). Tak zabezpieczone nasienie mozna pozostawi¢ w dowolnie

wybranym miejscu do czasu jego wykorzystania.
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Fot. 4. Warunki chlodnicze stosowane w celu przechowywania nasienia (A) oraz pojemnik
termiczny wyposazony w chiodzqce wkiadki (B) jako zestaw wykorzystywany do transportu
nasienia przechowywanego krotkookresowo w moczowkach.

Skutecznos$¢ przechowywania nasienia krotkookresowo

Podsumowujac, skuteczno$¢ przechowywania nasienia ryb uzalezniona jest od wielu
czynnikow. Najwazniejszy jest jednak wlasciwy sposob pozyskania materiatu biologicznego
(bez zanieczyszczen) oraz jego wstepna ocena i wybor prob ktore cechuje najlepsza jakosc.
Najlepsze bowiem warunki przechowywania oraz najbardziej odpowiedni bufor jaki si¢
zastosuje nie da zadowalajacych efektow koncowych jesli proby bedzie cechowata obnizona
jakos$¢ (staba ruchliwo$¢). W przechowywanym nasieniu, wraz z uptywem czasu, dochodzi do
zmian jakosci plemnikoéw obnizajacych istotnie ich ruchliwo$é. Zmiany te dotycza glownie
struktury plemnikéw, w tym uszkodzen gtowki, witki czy defragmentacji mitochondriow.
Dlatego niezwykle istotny jest sam czas przechowywania, ktory winien by¢ zoptymalizowany

do mozliwosci zastosowanej metody i warunkow przechowywania.
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