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Czynniki majgce wplyw na sukces zaptodnienia u ryb

Factors that can influence gamete quality
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Cele pracy:

- Sprawdzenie wptywu sposobu pobierania gamet na ich
jakosc

- Opracowanie skltadu buforu do krotkookresowego
przechowywania nasienia okonia

- Opracowanie sktadu optymalnego buforu aktywujgcego
gamety ryb okoniowatych



Materiat | metody

Usypianie w MS-222
(150mg/l)

Pobranie nasienia Pobranie ikry



Materiaty i metody c.d.

Ruchliwos¢ plemnikow analizowano z wykorzystaniem systemu CASA Crismas.
Ruchliwos¢ plemnikow dokumentowano po ok. 5-7s od aktywacji odpowiednim buforem.

Analizowano ponizsze parametry ruchu plemnikow:

VCL (catkowita predkosc¢ plemnikow, um/s),

VSL (predkosc prostoliniowa plemnikow, um/s)
MOT (odsetek plemnikéw ruchliwych, %),

PRG (odsetek plemnikéw o ruchu postepowym, %).

CASA Crismas (IH Medical)



Materiat i metody c.d.

Procedura zaptodnienia

Pobrani nasienia
4




Wyniki

Koncentracja plemnikow, pH oraz warto$¢ osmolalnosci plazmy nasienia sandacza
po pobraniu strzykawkg oraz z uzyciem kateteru (n=12, t-test, p<0,05 dla wartosci
pH, p<0,001 dla wartosci koncentracji nasienia i osmolalnosci)

Milt collected by a

Parameters

syringe (mean + SD) catheter (mean + SD)
Milt concentration (x10° ml™) 8.05 = 3.042 12.31 + 3.81°
Range (x10° mI%) 4.04 —14.73 6.77 — 17.58
pH 8.93 + 0.09? 9.04 + 0.07"
Range 8.78 —9.08 8.91-9.10
Osmolality (mOsm kg™?) 228 + 512 311 + 16°

Range (mOsm kg™) 129 — 301 289 — 342




Wyniki c.d.

Parametry ruchu plemnikow sandacza po pobraniu strzykawkg oraz z wykorzystaniem

kateteru (n=12, t-test, p<0,01)
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Wyniki c.d.

Mozliwosci krétkookresowego przechowywania nasienia okonia w warunkach chtodniczych
(+4°C), w buforach immobilizujgcych o sktadzie, (rozrzedzenie 1:9):

IS1: 200mM NaCl, 50mM glicyna, 30mM KCI, 20mM Tris, pH 8,5

1S2: 130mM NacCl, 40mM KClI, 2,5mM CacCl,, 1,5mM MgCl,, 2,5mM NaHCOg, pH 9,5

1S3: 200mM NaCl, 40mM KCI, 25mM Tris, 5mM CacCl,, 1mM MgCl,, 0,5mM NaH,PO,, pH 9,5
Probe kontrolng stanowito nasienie nie rozrzedzone.
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Wyniki c.d.

Wptyw buforéw aktywujgcych na odsetek ruchliwych plemnikéw sandacza

MOT (%)

W - kontrola, woda wylegarniana, ok. 12 mOsm/kg;
A - 100 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 8,0; 204
mOsm/kg;

B - 10 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 8,0; 34 mOsm/kg;
C - 80 mM NaCl, 20 mM KCI, 10 mM Tris, pH 8,0;
203 mOsm/kg;

D - 20 mM Tris, 40 mM NaHCO,, pH 8,5; 97
mOsm/kg;

E - 0,3% mocznik, 0,4% NaCl, 180 mOsm/kg;

F - 10 mM HEPES, 100 mM NacCl, pH 8,0; 204
mOsm/kg



Wyniki c.d.

Wptyw buforow aktywujgcych na odsetek zaptodnionej ikry sandacza

W - kontrola, woda wylegarniana, ok. 12 mOsm/kg;
A - 100 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 8,0; 204
mOsm/kg;

B - 10 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 8,0; 34 mOsm/kg;
C - 80 mM NaCl, 20 mM KCI, 10 mM Tris, pH 8,0;
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D - 20 mM Tris, 40 mM NaHCOg, pH 8,5; 97
mOsm/kg;
b E - 0,3% mocznik, 0,4% NaCl, 180 mOsm/kg;
F - 10 mM HEPES, 100 mM NacCl, pH 8,0; 204
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Wyniki c.d.

Wptyw buforéw aktywujgcych na odsetek ruchliwych plemnikdw okonia

MOT (%)
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W - kontrola, woda wylegarniana,

A - 100 mM NacCl, 10 mM Tris, pH 7,0; 204 mOsm/kg;

B - 10 mM NacCl, 10 mM Tris, pH 8,5; 34 mOsm/kg;

C - 20 mM Tris, 40 mM NaHCOg, pH 8,5; 97 mOsm/kg;
D - 0,3% mocznik, 0,4% NacCl, 180 mOsm/kg;

E - 10 mM HEPES, 100 mM NacCl, pH 8,0; 204 mOsm/kg
F - 80 mM NacCl, 20 mM KCI, 10 mM Tris, pH 8,0; 203
mOsm/kg;



Wyniki c.d.

Wptyw buforow aktywujgcych na odsetek zaptodnionej ikry okonia

W - kontrola, woda wylegarniana,

A - 100 mM NacCl, 10 mM Tris, pH 7,0; 204 mOsm/Kg;

B - 10 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 8,5; 34 mOsm/kg;

C - 20 mM Tris, 40 mM NaHCO,, pH 8,5; 97 mOsm/kg;
D - 0,3% mocznik, 0,4% NaCl, 180 mOsm/kg;

E - 10 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH 8,0; 204 mOsm/kg
F - 80 mM NaCl, 20 mM KCI, 10 mM Tris, pH 8,0; 203
mOsm/kg;
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Wyniki c.d.

Poroéwnanie wptywu buforéw aktywujgcych na parametry ruchu i odsetek zaptodnione;
ikry okonia i sandacza
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Podsumowanie

« Uzycie kateteru podczas pobierania nasienia sandacza, podnosi znaczgco jego
jakosc.
* Do zaptodnienia ikry sandacza najlepsze s3:

W - woda wylegarniana,
B - 10 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 8,0; 34 mOsm/kg;

Podczas zaptodnienia ikry okonia najlepsze bufory to:
C - 20 mM Tris, 40 mM NaHCOg, pH 8,5; 97 mOsm/kg,
D - ptyn Woynarovicha (0,3% mocznik, 0,4% NaCl), 180 mOsm/kg,
F - 80 mM NacCl, 20 mM KCI, 10 mM Tris, pH 8,0; 203 mOsm/kg.

« Zwiekszanie osmolalnosci podczas aktywacji gamet sandacza powyzej 65 mOsm/kg
jest niekorzystne w przeciwienstwie do aktywacji gamet okonia.
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Badania sfinansowano ze srodkow Unii Europejskiej z Funduszu
Strukturalnego w ramach realizacji Programu Doradztwa Rybackiego
,,Pozyskiwanie, przechowywanie i zaptadnianie gamet ryb”
akronim ReProFish
Program Operacyjny ,,Rybactwo i Morze” na lata 2014-2020
umowa o nr rej. OR14-6521.2-OR1400004/18

Dziekuje za uwage

dr Beata Sarosiek
b.sarosiek@pan.olsztyn.pl

Zaktfad Biologii Gamet | Zarodka,
Instytut Rozrodu Zwierzat i Badarn Zywnosci
Polska Akademia Nauk, Olsztyn



