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Przezywalnos$é i wzrost narybku troci wedrownej
(Salmo trutta m. trutta L.) uzyskanego z mrozonego

nasienia

Wstep

Kriokonserwacja nasienia ryb rozwija sie od lat sze$¢-
dziesigtych XX wieku (Truscott i in. 1968, Graybill i Horton
1969). Technika ta zaczyna by¢ wykorzystywana w gospo-
darstwach do przechowywania nasienia cennych linii
hodowlanych i magazynowania nadmiaru gamet. Gamety
te wykorzystywane sg, gdy brakuje reproduktoréow lub
w celu ograniczenia manipulacji tarlakami. Kriokonserwa-
cja jest rowniez narzedziem stosowanym w ochronie
gatunkowej. W stanie gtebokiego zamrozenia, przez dtugi
okres przechowuije si¢ komorki zagrozonych gatunkéw czy
tez lokalnych populacji w celu zachowania ich biorézno-
rodnosci genetycznej lub gdy zajdzie potrzeba ich odtwo-
rzenia.

Plemniki ryb sg materiatem tatwym do pozyskania i to
w duzej ilosci, stanowigc dogodny materiat do zdeponowa-
nia w ,bankach nasienia”. Metanol jest jednym z kriopro-
tektorow czesto stosowanym podczas mrozenia nasienia
ryb (Harveyiin. 1982, Tiershiin. 1994, Gwoiin. 1999, Lin-
hart iin. 2005, Jodun i in. 2006). W zaleznosci od zastoso-
wanego protokotu mrozeniowego warto$¢ biologiczna
kriokonserwowanych plemnikéw moze sig rozni¢. Na sku-
teczno$c¢ techniki mrozenia majg wptyw liczne czynniki. Do
gtbwnych naleza: rodzaj i stezenie uzytego krioprotektora,
sktad rozcienczalnika, proporcja rozcienczenia nasienia,
tempo zamrazania i rozmrazania prob (Lahnsteiner i in.
1995). Efektywnos¢ stosowanej techniki kriokonserwaciji,
poczgtkowo oceniana byta na podstawie uzyskanego
odsetka poruszajgcych sie plemnikéw lub ilosci zaptodnio-
nych jaj. Sporadycznie analizowano parametry ruchu roz-
mrozonych plemnikéw (Dreanno i in. 1997, Lahnsteiner
2000, Linhartiin. 2005, Liu i in. 2007). Dalsze badania nad
wptywem procesu mrozenia na plemniki ujawnity, ze roz-
mrozone plemniki mogg zawieraC defekty: uszkodzone
btony cytoplazmatyczne, uszkodzone lub zablokowane
DNA, zmieniony metabolizm (Ogier de Baulny i in. 1997,
Cabritaiin. 1998, 2005, Drokin i in. 1998, Labbe i in. 2001,
Tierschiin. 2004). Defekty te, czesto trudne do zdiagnozo-
wania, mogg sie ujawnia¢ na réznych etapach rozwoju
potomstwa otrzymanego po uzyciu zamrozonych/roz-

mrozonych gamet. W zwigzku z tym, zwrécono uwage na
konieczno$¢ monitoringu rozwoju potomstwa uzyskanego
z zaptodnienia mrozonym nasieniem (Horvath i Urbanyi
2000, Youngiin. 2009). Wyniki przeprowadzonych dotych-
czas nielicznych doswiadczen nad kondycjg potomstwa
otrzymanego z zaptodnienia mrozonymi plemnikami u ryb
byty rozbiezne.

Celem niniejszych badan byfta ocena rozwoju troci
wedrownej (Salmo trutta m. trutta L.), uzyskanej
z zaptodnienia $wiezej ikry nasieniem zamrozonym
z zastosowaniem metanolu.

Materiaty i metody

20 listopada nasienie pobrano od 12 samcéw troci
wedrownej (Salmo trutta m. trutta L.) (Srednia dtugos$¢ + SD;
59,1 + 6,7 cm) wptywajgcych na tarto do Wieprzy. Nasienie
w workach z tlenem, roztozono na rozkruszonym lodzie,
przewieziono do laboratorium. Po ocenie odsetka ruchli-
wych plemnikéw, metodg wzrokows, nasienie z ruchliwo-
Scig powyzej 70% wyselekcjonowano do zamrozenia
w ciektym azocie. Nasienie pochodzgce od 5 samcow (kon-
centracja plemnikéw 12,0-15,2 mid ml'1), oddzielnie od kaz-
dego osobnika, zamrozono w 0,25 ml stomkach, w proporciji
1:3 z rozcienczalnikiem. Rozcienczalnik zawierat miesza-
nine 0,3 M glukozy, 10% metanolu i 10% zéttka jaja kurzego.
Stomki uktadano na ramce styropianowej o wysokosci 4 cm,
ktérg umieszczano na ciektym azocie. Po 3-minutowym
zamrozeniu nasienia w oparach ciektego azotu, stomki zrzu-
cano do ciektego azotu i przechowywano w dewarze (Glo-
gowski i in. 2009). Po dwoch tygodniach przywieziono
Swieze nasienie od kilku samcéw. Do zaptodnienia wybrano
mieszanine 3 najlepszych (ruchliwos¢ 90%). Przywieziono
takze ikre od trzech samic, ktérg zmieszano w jednakowej
proporcji. Po ok. 100 ziaren ikry zaptodniono nasieniem
Swiezym (grupa kontrolna) lub rozmrozonym, osobno od
kazdego samca (grupa doswiadczalna). Podczas
zaptodnienia nasieniem $wiezym, proporcja ikra/plemnik
wynosita 1:400000. Dziesie¢ razy wyzsza proporcje zasto-
sowano, gdy zaptadniano ikre nasieniem rozmrozonym.
Gamety mieszano przez 20-30 s. Po 2-3 minutach dodano

6 KOMUNIKATY RYBACKIE 6/2012



po 50 ml wody z obiegu, przeptukujgc ikre trzykrotnie,
a nastepnie pozostawiono na okres 60 min. Nastepnie ikrg
obsadzono ponumerowane koszyczki w obiegu zamknigtym
w Katedrze Zoologii OgoéInej Uniwersytetu Szczecinskiego.
Inkubacja trwata 47 dni. W trakcie inkubacji, biate ziarna
z nierozwijajgcymi sie zarodkami liczono i wybierano. W sta-
dium zaoczkowania ikry policzono liczbe ziaren z widocznym
pigmentem gatek ocznych i przeliczono proporcje do
wszystkich  ziaren ikry znajdujgcych sie pierwotnie
w koszyczku (uzyskujgc odsetek zaptodnionych jaj). Wyleg
nastgpit 18 stycznia. Larwy w stadium koncowej fazy resorp-
cji woreczka zo6ttkowego zwazono i przeliczono ich liczbe.
W dniu 7 lutego wyleg umieszczono w basenach o pojemno-
$ci 55 litrow, po 60 ryb w kazdym. Do basendéw wpuszczono
po jednakowej liczbie potomstwa od kazdego samca z grupy
doswiadczalnej, do kolejnych ryby z grupy kontrolnej. Wyso-
kos$¢ wody w basenach wynosita 25 cm. Temperatura wody
wahata sie od 10 do 13°C. Przeptyw wody wynosit 300 | h.
Chemiczne i fizyczne parametry wody rejestrowano 3 razy
dziennie. W trakcie podchowu N-NH3 wynosito 0,008 +
0,005 mg ", tlen rozpuszczony 8,40 + 0,35 mg M a pH 7,98
+ 0,42. Larwy otrzymywaty pokarm ad libitum. Pierwszym
pokarmem byt zywy zooplankton odtowiony z naturalnych
stawdw. Nastepnie zywe larwy: solowca Artemia salina, Chi-
ronomidae i much (Muscidae). Pokarm byt podawany tylko
w dzien od godziny 7 do 17, co 3-4 godziny. Co tydzien ryby
wazono po uspieniu w roztworze Propiscinu, nastepnie
z powrotem wpuszczano do basenéw. W dniu 16 kwietnia
zakonczono do$wiadczenie pomiarami masy narybku (n=50
grupa kontrola, n=100 grupa do$wiadczalna).

Wyniki

Zdolno$¢ zaptadniajgca nasienia zamrozonego/roz-
mrozonego byta nizsza niz Swiezego nasienia (test chi-kwa-
drat, p < 0,05). Odsetek zaptodnionej ikry w pierwszej gru-
pie, ocenianej na etapie zaoczkowania, wynosit 54,7 +
6,7% w stosunku do kontroli. Od stadium zaoczkowania do
stadium wylegu przezywalno$¢ ryb grupy doswiadczalnej
byta podobna do ryb z grupy kontrolnej (94,4 193,1%, odpo-
wiednio; test chi-kwadrat, p > 0,05, tabela 1).

Rowniez w okresie od stadium wylegu do momentu
rozpoczecia podchowu przezywalnos¢ byta podobna
w obu grupach (94,2 i 91,1%, odpowiednio, test chi-kwa-
drat, p>0,05, tabela 1). Masa ciata wylegu rozpoczy-
najgcego zerowanie w obu grupach byta taka sama (0,125
g) (testt, p> 0,05, rys.1). Przezywalno$¢ potomstwa w trak-
cie podchowu byta rowniez podobna w grupie doswiadczal-
nej i kontrolnej (95,0 i 96,7%, odpowiednio, test chi-kwa-
drat, p > 0,05, tabela 1). W okresie wzrostu w obiegu
zamknigtym poczgtkowo masa narybku w grupie do$wiad-
czalnej byta nieznacznie wyzsza niz w grupie kontrolnej.
Pod koniec podchowu masa w obu grupach wyréwnata sie
(1,115 gi 1,123 g, odpowiednio) (test t, p > 0,05, rys.1).
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TABELA 1
Przezywalno$¢ potomstwa troci wedrownej (Srednia + SD), na
réznych etapach rozwoju, w grupach ryb uzyskanych z zaptod-
nienia Swiezym nasieniem (kontrola) i mrozonym z uzyciem me-
tanolu. Brak ré6znic istotnych statystyczne (p>0,05; test
chi-kwadrat)

Okres rozwoiu rvb potomstwo | potomstwo
ury kontrola (%)| metanol (%)
od zaoczkowania do wylegu 93,1+6,8 94,4+6,2
od wylegu do rozpoczecia zerowania 91,1£3,6 94,2+4.8
od rozpoczecia zerowania do wieku 3
miesigcy, okres podchowu ryb w obiegu 96,7 95,0
zamknietym

1,40

1,20

1,00

0,80

Masa (g)

0,60

—+—kontrola
- MeOH

0,40

0,20

0,00

7-02 14-02 21-02 28-02 6-03 13-03 19-03 26-03 1-04 16-04

Data

Rys.1. Zmiana masy wylegu troci wedrownej ($rednia + SD)
w trakcie podchowu, od stadium wylegu zerujgcego do
3-miesigcznego narybku, w grupach ryb uzyskanych
z zaptodnienia Swiezym nasieniem (kontrola) i mrozonym
z uzyciem metanolu (MeOH).

Dyskusja

Uzyskany w niniejszych badaniach niski odsetek
zaptodnionej ikry troci wedrownej nasieniem mrozonym
moze czgsciowo wynika¢ z zastosowania zbyt niskiej
liczebnosci plemnikow przypadajgcych na jedno ziarno
ikry. Zastosowanie wigkszej ilosci mrozonego nasienia
moze zmniejszyc¢ te roznice. Natomiast dalsze wyniki pracy,
nad rozwojem potomstwa uzyskanego z zaptodnienia
mrozonym nasieniem nie ujawnity réznic w rozwoju ryb do
stadium 3-miesiecznego narybku. Zarébwno przezywal-
nos¢, jak i wzrost ryb byty podobne w grupie do$wiadczal-
nejikontrolnej. W poprzedniej pracy (Dziewulskaiin. 2011),
przeprowadzanej na tososiu, stwierdzono nizszg przezy-
walno$¢ ryb uzyskanych z zaptodnienia nasieniem
mrozonym z metanolem w stosunku do grupy kontrolnej, na
etapie od stadium zaoczkowania do wylegu. W po6zZniej-
szym okresie (badania do narybku 2-miesiecznego) réznice
nie byty istotne statystycznie pomiedzy grupami. Jednakze
w okresie podchowu fososi w obiegu zamknigtym, masa ryb
z grupy mrozeniowej byta nizsza niz grupy kontrolnej, cho¢
dtugos¢ ciata i wspodtczynnik kondycji byty zblizone w obu
grupach (Dziewulska i in. 2011). Inni autorzy u ryb tososio-
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watych nie odnotowywali réznicy w przezywalnosci ryb
grupy kontrolnej i do$wiadczalnej (nasienie mrozone z uzy-
ciem metanolu) (Babiak i in. 2001, Sarvi i in. 2006), jak i po
zastosowania innych krioprotektorow DMSO, glicerol
(Lahnsteiner i in. 1995), DMSO, DMA, EG, glicerol, glikol
propylenowy (Babiak i in. 2001, Sarvi i in. 2006), DMSO
(Labbe i in. 2001). U ryb nalezgcych do innych rodzin row-
niez wzrost, $miertelnos¢ i deformacje ciata nie réznity sie
miedzy rybami z grupy doswiadczalnej i kontrolnej (/.
punctatus (Tiersch iin. 1994), C. carpio (Linhart i in. 2000),
S. glanis (Linhart i in. 1993), P. maxima (Chereguini i in.
2002), C. gariepinus (Miskolczi i in. 2005)). Nieliczne bada-
nia innych autoréw donosity o wystepowaniu wyzszego
odsetka znieksztatconych zarodkéw u potomstwa grupy
mrozeniowej w poréwnaniu z kontrolng (Horvathiin. 2000).

Uzyskane wyniki pokazujg mozliwo$¢ wykorzystania
zamrozonego nasienia do produkcji narybku i przy odbudo-
wie populacji ryb. Jednoczesnie wskazujg na potrzebe pro-
wadzenia dalszych badah nad monitoringiem rozwoju
potomstwa otrzymanego z zaptodnienia mrozonymi plem-
nikami. Zaréwno przezywalnosé, jak i kondycja potomstwa
uzyskanego z zaptodnienia mrozonym nasieniem sg najlep-
szym kryterium doboru procedury mrozeniowej. Inne wska-
zniki, takie jak ruchliwo$¢ plemnikéw, uzyskany odsetek
zaptodnionej ikry, same nie zawsze sg najlepszym wskazni-
kiem biologicznej wartosci kriokonserwowanych plemni-
kéw. Koncowym miernikiem wartosci plemnikéw jest to,
jakie cechy ujawnig sie u potomstwa. Dotychczas przepro-
wadzono zbyt mato badan, aby stwierdzi¢ wptyw procesu
mrozenia gamet i uzytych substancji chemicznych na cechy
przekazywane potomstwu. Wskazane jest rozszerzenie
zakresu badan, przy uzyciu innych technik, pozwalajgcych
stwierdzi¢ prawidtowo$¢ rozwoju potomstwa.

Badania wspoéftfinansowane przez Unie Europejskg
w ramach Programu Operacyjnego ,Zrownowazony rozwoj
sektora rybotowstwa i nadbrzeznych obszaréw rybackich
2007- 2013”, nr umowy 00001-61724-OR1600004/10.
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SURVIVAL AND GROWTH OF SEA TROUT (SALMO TRUTTA M. TRUTTA L.) ALEVIN PRODUCED FROM EGGS FERTILIZED
WITH CRYOPRESERVED SPERMATOZOA

Katarzyna Dziewulska, Robert Czerniawski, Iwona Gozdzik, Jozef Domagata

ABSTRACT. The cryopreservation of milt in liquid nitrogen has recently been introduced on farms as a storage technique for the milt
of valuable breeding lines and for surpluses of spermatozoa. It is also used in conservation programs for endangered species.
However, physical factors and the chemical environment during the freezing of gametes in liquid nitrogen can damage the cells,
which can result in changes in cell properties and can also affect the characteristics of the offspring obtained from fertilization with
frozen gametes. The resulting defects can appear at different stages of ontogenesis and influence life functions. The aim of this study
was to evaluate the survival and health of sea trout offspring up to the three-month-old alevin stage. The offspring were obtained by
fertilizing fresh eggs using spermatozoa that had previously been frozen in liquid nitrogen with the addition of methanol as a
cryoprotectant. The milt was frozen in straws in liquid nitrogen according to the standard technique for salmonids. Then the eggs were
fertilized with fresh (control group) and frozen/thawed (experimental group) sperm. The eggs were incubated, and then the fish were
reared until the age of three months in a closed recirculation system. During early development, no significant differences between
the control and experimental groups of fish were noted. Survival from the eyed-egg stage to the end of rearing was similar in both
groups. The weights of the hatched and 3-month-old alevins were similar. These results suggest it is possible to use frozen milt for fry
production and fish population restoration. Moreover, the results indicate the need for further research on monitoring the
development of offspring produced through fertilization with frozen sperm.

Keywords: cryopreservation, methanol, sea trout, Salmo trutta m. trutta
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