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Sukces rozrodu

jakosc¢ ikry jakos¢€ nasienia

Efektywnosc¢ zaptodnienia

Ikre i nasienie wykorzystuje sie w celu przeprowadzenia
zaptodnienia bezposrednio po pozyskaniu



Potencjat rozrodczy a efektywnos¢ zaptodnienia

» wydajnosc¢ rozrodcza uwarunkowana okresem w sezonie tartowym

first: 01.07; second: 12.07: third 19.07

B.I Cejko et al Animal Reproduction Science 188 (2018) 178-188
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Potencjat rozrodczy a efektywnos¢ zaptodnienia

» wydajnosc¢ rozrodcza uwarunkowana okresem w sezonie tartowym

beginning (B): 19.02; middle (M): 01.04; end (E) 29.04

J. Nynca et al. / Theriogenology 77 (2012) 1381-1389
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Potencjat rozrodczy a efektywnos¢ zaptodnienia

» zmiennosc¢ jakosci pozyskanego nasienia miedzy osobnikami

B.L Cejko, et al

MOT (%)

Aquaculture 506 (2019) 224-228
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Potencjat rozrodczy a efektywnos¢ zaptodnienia

» brak synchronizacji rozrodu

Table 1

Total volume of milt (TVM), volume of mili per kg of body weight
(VOM), sperm concentration and total sperm production (TSP)
determined for Controf (n = 4) and Ovopel® (n = 9) treated com-
mon carp Cyprime carpio L. males. Mean values marked with differ-
ent letters are significantly different (P < 0.05)

Milt and sperm parameters

™M VOM Sperm concentration TSP
Group of fish  ml ml ke”'  %x10° mI™! %107
Control 0.6" 037 32 05" 2547

+0.6 +0.33 +1.63 +13.79
Ovopel 6.5" 5.1° 22.30° 13380

+6.8 +5.0 +2.76 +128.90

0.7% NaCl
"1 pellet of Ovopel contained 18-20 ug mGnRHa (mammalian ana-
logue) and 810 mg metoclopramide.

» manipulacje z tarlakami

y L

> relatywnie krotka zywotnos¢ i zdolnos¢ plemnikéw do zaptodnienia



Konfekcjonowanie nasienia - dane historyczne

Wiek XIX

» Przechowywanie nasienia tososia (Salmo salar) w otwartym naczyniu
przez 4 dni (Atkins 1874)

» Przechowywanie nasienia czawyczy (Oncorhynchus tshawytscha)
w otwartym naczyniu przez 2 dni — plemniki zachowywaty zdolnos¢ do
ruchu (Rutter 1902)

Wiek XX

» Przechowywanie nasienia mazu (Oncorhynchus masou) w temp.
5-13°C - plemniki zachowywaty zdolnos¢ do ruchu po 4 dniach (Nakano
| Nozawa 1925)

» Przechowywanie nasienia pstrgga teczowego (Oncorhynchus mykiss) w
atmosferze tlenu (0°C) - plemniki zachowywaty zdolnos¢ do ruchu po 4
dniach (Scheuring 1925)

» Przechowywanie nasienia mazu (Oncorhynchus mason) przez 4 dni
(1°C) - zaptodnienie ikry (Kawajiri 1927)



Konfekcjonowanie nasienia - cele

> zabezpieczenie nasienia o najlepszej jakosci
zgromadzenie odpowiedniego zapasu hasienia
wykorzystanie nasienia w odpowiednim momencie

» poprawa jakosci nasienia
rewitalizacja plemnikow
poprawa wartosci biologicznej plemnikow,
odbudowa i zmagazynowanie zapasow ATP

» ograniczenie manipulacji z tarlakami
dbatos¢ o kondycje i zdrowotnosc¢ tarlakow
krzyzowanie osobnikow odlegtych od siebie genetycznie
mozliwosc uzyskania efektu heterozji

> restytucja gatunkéw zagrozonych
ochrona populacji przed wystgpieniem imbredu
wzrost jakosci podchowywanego materiatu
zachowanie zmiennosci genetycznej rozradzanych ryb

» zarzadzanie stadem tarfowym
mozliwos¢ produkcji krzyzowek
efektywne wykorzystanie nasienia (neosamce)
wzrost ekonomiki produkcji



Konfekcjonowanie nasienia — warunki przechowywania

przechowywanie nasienia w warunkach in vitro

Bufory i dodatki

zdeponowanie porcji nasienia poza organizmem
tarlaka

» gatunkowo specyficzne (w oparciu o skfad plazmy nasienia danego gatunku)

» zapewnienie plemnikom substancji odzywczych (biatka, cukry, antyoksydanty)

» wydtuzenie czasu przechowywania (kofeina, antybiotyki)

» ograniczenie sedymentacji plemnikdw oraz mechanicznych uszkodzen (alginian

sodu)
Krioprotektory
» zabezpieczenie bton komorkowych plemnikéw przed zmianami warunkow

przechowywania (metanol, glicerol, DMSO, DMA, cukry: glukoza, sacharoza,
trehaloza)



Konfekcjonowanie nasienia — warunki przechowywania

Bufory i dodatki

Tabela 1. Sktad oraz pH buforéw wykorzystywanych do krotkookresowego przechowywania nasienia
ryb karpiowatych.

Rufary do przechowywania

Sktadniki (g/l) TLP MORK RURANGWA ASP ASPR
Bavister Morisawa Rurangwa Cejko Kowalski
iin. 1989 iin. 1983 I in. 2004 iin. 2019 iin.dn

NaCl 5,84 4,38 54 6,43 5,84
KCI 0,23 5,22 2,0 2,98 2,98
CacCl, 0,22 0,22 - 0,22 0,22
MgCl, 0,08 0,12 - - -
MgSO, - - - 0,25 0,49
NaHCO; 2,10 - - - -
NaH,PO, 0,05 - - - -
Glicyna - - 3,7 - 3,00
Kw. moczowy 0,17
Glukoza 1,80
Tris - 2,43 1,8 2,42 2,42

pH 8,6 8,0 7,5 7,5 8,2




Konfekcjonowanie nasienia — warunki przechowywania

Bufory i dodatki

Tabela 2. Sktad oraz pH buforéw wykorzystywanych do krétkookresowego przechowywania nasienia
ryb tososiowatych.

Bufory do przechowywania

Sktadniki (g/l) 1 MORISAWA BAYNES KOBAYASHI
Morisawa i Morisawa Baynes Kobayashi
(1988) (1999) i in. (2004).
NaCl 5,52 2,35 7,60
KCI 2,00 9,00 2,98
CacCl, 1,60 0,29 0,37
MgCl, 0,30 - 0,31
NaHCO; - 5,00* 0,21
Tris 2,42 - -
Glicyna 3,75 - -
NaH,PO, - 0,51 -
MgSO, - 0,29 -
Glukoza - 5,00* -
pH 8,20 nie podano 8,50 - 9,90

* sktadniki nalezy przygotowac jako oddzielny roztwér po czym zmieszaé z roztworem zawierajgcym
pozostate komponenty w stosunku 1:4 tuz przed uzyciem. W przeciwnym wypadku w roztworze
wytrgci sie osad uniemozliwiajgcy wiasciwe przechowanie prob.




Konfekcjonowanie nasienia — warunki przechowywania

+4°C

Temperatura

» odmienny sktad lipidowy bton
komorkowych plemnikow

wielonienasycone kwasy wigkszy udziat mniejszy udziat
ttuszczowe wielonienasyconych wielonienasyconych
kwasow ttuszczowych kwasow ttuszczowych

wplyw temperatury otoczenia - spermatogeneza

stabsza silniejsza
dynamika procesow dynamika procesow
» zapewnienie ptynnosci oksydacyjnych oksydacyjnych
» wydalanie metabolitow " o
» absorbcja nutrientow %atvylej_sze o trudp |e.jsze ..
> wymiana tienowa zachowanie zywotnosci ~ zachowanie zywotnosci

w warunkach in vitro w warunkach in vitro



Konfekcjonowanie nasienia — warunki przechowywania

rozrzedzenie nasienia rozrzedzenie nasienia

Rozrzedzenie
(10x) (30x)

podtrzymanie
bazowego

metabolizmu 1 porcja nasienia 9 porgcji 1 porcja 29 porgji
(2 ml) ASP (9 ml) nasienia (1 ml) ASP (29 ml)

> rozrzedzenie szkodliwych
metabolitow oddychania
komodrkowego

» zapewnienie plemnikom
lepszego dostepu do tlenu

ogranicza negatywny
wplyw kumulowania sie
produktéw przemiany
materii




Konfekcjonowanie nasienia — warunki przechowywania

Cienka warstwa

podtrzymanie
bazowego
metabolizmu

» ograniczenie przyduszania
plemnikow

S—"

\“ : : (‘
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zabezpieczenie przed przyduszeniem
(cienka warstwa)



Konfekcjonowanie nasienia — warunki przechowywania

: stata temperatura
Przechowywania

lodéwka

podtrzymanie
bazowego
metabolizmu

» zachowanie statej
temperatury
przechowywania

» zZmagazynowanie
pozyskanego materiatu do
czasu wykorzystania

chlodnia




Transport

Ekonomika

YV VYV

Konfekcjonowanie nasienia — warunki przechowywania

produkcji

mozliwos¢ transportu na dalsze odlegtosci
tatwa dostepnosc¢

swobodna manipulacja

relatywnie niski koszt przechowywania
materiatu




Konfekcjonowanie nasienia — efektywnosc

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

Buforv do Stopien Temp. Czas przechowywania )
Gatunek rzechovy wania rozrzedze  przechow (dni) Zréodlo
P y nia ywania 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 i in
TLP x10 4°C bd 1 2020
JELEC MORK x10 4°C bd 1 dn
KARAS o
POSPOLITY TLP x10 4°C 14 5 dn
° Kowalski
TLP x30 4°C 4 2 iin. 2014
KARP RURANGWA x10 4°C 5 2 Dietrich
iin. 2021
0 Cejko
ASP x10 10°C 14 9 e
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




Konfekcjonowanie nasienia — efektywnosc

Tabela 4. Efektywnosc¢ stosowania buforéw oraz parametry techniczne procedury krétkookresowego
przechowywania nasienia ryb tososiowatych.

_ Zakres Stopien Maksymalny czas
Ro_zrzedzalnlk Gatunki obstugi rozrzedzenia przechowywania
fishpreser . . . o
(mieszanie) nasienia (temp. +4°C)
SALMO t ososiowate 2x dziennie 10x 21 dni
SALMO trip 1x co 5 dni 10x 10 dni
SALMO XX t ososiowate 2x dziennie 30x 10 dni
_ nasienie . ,
SALMO XX trip gonadalne 1x co 5 dni 30x 5 dni




Konfekcjonowanie nasienia — efektywnosc
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Fig. 3. Sperm motility (A), progressive motile sperm (B) and curvilinear velocity (C) of common carp (Cyprinus carpio) sperm after short-term storage in artificial
seminal plasma (ASP, n = 5) under controlled conditions for two weeks at 10 “C. Undiluted sperm (Control, n = 5) were not preserved in ASP. Boxes marked with
various small letters (a - ¢) indicate significant differences between the time of sperm storage among fresh sperm, whereas boxes marked with various small letters (x -
z) indicate significant differences between the time of sperm storage among sperm diluted in ASP (P < 0.05). An asterix indicates significant differences between the

Control and ASP groups within a specific time during storage. The results were presented as the mean + SEM (**P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001).
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Fig. 4. Sperm motility (A), fertilization (B) and hatching (C) rate after using fresh sperm (FS, n = 5) and sperm diluted in artificial seminal plasma (ASP, n = 5) of
common carp (Cyprinus carpio) after the 14th day of sperm short-term storage at 10 °C. The results were presented as the mean + SEM (P < 0.001).



Konfekcjonowanie nasienia — efektywnosc

Eppendorf tube Eppendorf tube
(Ep) (Ep)

Plastic container Plastic container
(Pc) (Pc)

Glass container Glass container
(Pc) (Pc)




Konfekcjonowanie nasienia — efektywnosc

Table 1. Different sperm column heights used: 0.5 cm (sperm storage volume: 180 ul, 4 ml
and 9 ml) and 1.0 cm (sperm storage volume: 200 ul, 8 ml and 18 ml) for short-term sex-
reversed rainbow trout (Oncorchynkus mykiss) testicular sperm (TS) storage for 12 days in
Morisawa solution (MS) with addition of 0.8% sodium alginate (alginate) and MS without
addition of alginate (control) in different containers, i.e., an Eppendorf tube (Et), a glass
container (Gc) and a plastic container (Pc).

Solution used” MS MS + sodium alginate
Shortcut Control Alginate
Sperm column heights
(hSC) 0.5 1.0 0.5 1.0
Contamg_r S capacity and Volume of sperm storage
iameter
Ep: 500 pl; 0.45 and 0.6cm** 180 pul 200 pl 180 pl 200 pl
Gc: 25 ml; 3cm 4 ml 8 mi 4 ml 8 mi
Pc: 120 ml; 4.5cm 9ml 18 ml 9 mi 18 ml

* Morisawa solution (MS) containing 100 mM NaCl, 40 mM KCI, 3 mM CacCl,, 1.5 mM
MgCl; and 50 mM Tris, with the addition of an antibiotic (10,000 units penicillin and 10 mg
streptomycin per mL in 0.9%) at pH 8.5.

** Eppendorf tubes are conical; therefore, when the height was 0.5 ml, the diameter was 0.45
cm, and when it was 1 cm, the diameter was 0.6 cm.




Konfekcjonowanie nasienia — efektywnosc
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