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Profil biochemiczny krwi triploidalnego jesiotra
syberyjskiego (Acipenser baerii Br.)

Wstep

Jesiotr syberyjski (Acipenser baerii Br.) nalezy do
rodziny ryb jesiotrowatych, ktére niewatpliwie mozna zali-
czy¢ do jednych z najstarszych wystepujgcych na Ziemi
kregowcow. Szczatki przedstawicieli tej rodziny znajdu-
jemy w poktadach datowanych na eocen (Srodkowy pale-
ogen), a uwaza sie, ze wystepowaty juz w czasach srodko-
wego triasu, okoto 200 min lat przed naszg erg (Berg 1948,
Suvorov 1954, McEnroe i Cech 1985, Grande i Bemis
1991).

W obliczu nieracjonalnej gospodarki rybackiej oraz
nadmiernych potowéw czy ktusownictwa, a takze z roku na
rok rozwijajgcej si¢ zabudowy hydrotechnicznej, jesiotra
syberyjskiego mozemy obecnie zaliczy¢ do gatunkow
zagrozonych wyginieciem. Sytuacja ta, podobnie jak
w przypadku wielu gatunkéw organizméw wodnych, przy-
czynita sie¢ niewatpliwie do rozwoju akwakultury tego
gatunku (Kolman 1997). Obecnie jesiotr syberyjski nalezy
do najczesciej hodowanych jesiotrow, a jego produkcja
z akwakultury w 2014 roku wyniosta 347 ton i z roku na rok
(poza pojedynczymi przypadkami) mozna zauwazy¢ ten-
dencje wzrostowg (Anonymous 2016).

W celu zwiekszenia réznorodnosci, unowoczesnienia
oraz powigkszenia produkcji akwakultury opracowuje sig
nowe technologie i systemy podchowu, ktére tgcznie
mozemy okresli¢ mianem biotechnologii. Do jednych z naj-
popularniejszych i najlepiej rokujgcych biotechnologii
mozemy zaliczy¢ triploidyzacje. Najwiekszg i najbardziej
pozadang cechg u ryb ftriploidainych jest bezptodnose,
w przypadku samic catkowita, natomiast u samcow
potowiczna (Solomon 2003). W zwigzku z brakiem wytwa-
rzania materiatu rozrodczego przez triploidalne samice,
ryby te charakteryzujg sie szybszymi przyrostami masy
ciata, co pozwala w kroétszym czasie osiggna¢ wielko$¢
konsumpcyjng (Foresti 2000). Ponadto ryby triploidaine
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cechujg sie w wielu przypadkach wyzszg odpornoscig na
choroby oraz mniejszg agresywnoscig (Parsons i in. 1986,
Carter i in. 1994, Garner i in. 2008, Maxime 2008).

Jednak pomimo popularnosci tej biotechnologii nie sg
jeszcze poznane aspekty zmian zachodzgcych u ryb
w wyniku zwigkszenia ploidalnosci. Z tego powodu bardzo
istotne jest prowadzenie badan i doswiadczen pozwa-
lajgcych naich poznanie. Do markeréw najczesciej wykorzy-
stywanych w badaniach doswiadczalnych, oprécz wskazni-
kéw hematologicznych i gazometrycznych, mozna zaliczy¢
wskazniki biochemiczne oznaczane w odwirowanym osoczu
lub surowicy krwi. Wskazniki te pozwalajg monitorowac stan
oraz funkcje prawie wszystkich narzgdéw, gruczotéow i
uktadow, a takze stan odzywienia, nawodnienia czy postep
choroby. Oznaczenie poziomu stezenia, a w przypadku
enzymdw aktywnosci poszczegdélnych sktadowych osocza
dostarcza wielu wartosciowych informacji i wskazéwek
pomagajacych oceni¢ stan fizjologiczny i zdrowotny organi-
zmu, a nastepnie postawi¢ wtasciwg diagnoze (Akrami i in.
2013). W przypadku triploidalnego jesiotra syberyjskiego
problematyka tajest jeszcze poznana w stosunkowo niewiel-
kim stopniu. Dlatego celem badan byto okreslenie wptywu
triploidyzacji na wskazniki biochemiczne tego gatunku: glu-
kozy, trojglicerydéw, biatka catkowitego, albumin, globulin
catkowitych, kreatyniny, amoniaku, wapnia, magnezu oraz
fosfatazy alkalicznej, kinazy kreatynowej i dehydrogenazy
mleczanowe;.

Materiat i metody

Materiat badawczy

Zaplemniona ikra jesiotra syberyjskiego zostata pod-
dana dziataniu udaru cieplnego (37°C przez 2 min)
w Gospodarstwie Rybackim Wasosze (centralna Polska),
w wyniku czego uzyskano osobniki triploidalne (Fopp-
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-Bayat i in. 2007). Nastegpnie triploidalny i diploidalny nary-
bek (czes¢ ikry niepoddanej szokowi termicznemu) (tacznie
100 osobnikébw o Sredniej masie ciata 3,5 g i dtugosci
catkowitej (Lt) 3,0 cm) zostat sprowadzony do laboratorium
Katedry Ichtiologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie. Ryby zostaty obsadzone w czterech 80 | zbior-
nikach (3,2 osobnika I'1), wchodzacych w sktad systemu
recyrkulacyjnego (RAS), z zachowaniem podziatu na osob-
niki triploidalne (n = 9) i diploidalne (grupa kontrolna) (n = 9).
Ryby zywiono paszg B40 o granulacji 2 mm (Skretting, Nor-
wegia). Przez caty okres podchowu (7 miesiecy) dawka
paszy wynosita 4% biomasy. Parametry jakosci wody pod-
czas podchowu byty mierzone przynajmniej raz w tygodniu
(na odptywie z basenéw podchowowych). Srednia tempe-
ratura wody wynosita 17,3 + 1,5°C, pH 8,0-8,5, twardos¢
ogo6lna wody 665 + 2 ppm, a $rednia konduktancja 729 + 9
pS.

Procedury badawcze

Po zakonczeniu podchowu wszystkie osobniki z obu
grup zmierzono (dtugos¢ catkowita Lt + 0,1 cm) i zwazono
(masa ciata £ 0,1 g). Nastepnie od kazdego osobnika
pobrano prébke krwi (ok. 2 ml) z zyty ogonowej za pomocg
heparynizowanych strzykawek. W celu wykonania ozna-
czen biochemicznych pobrane prébki krwi zostaty odwiro-
wane z predkoscig 4000 rpm przez 3 minuty. W osoczu
oznaczono zawarto$¢: glukozy (GLU), trojglicerydéw
(TRIG), biatka catkowitego (TP), albumin (ALB), globulin
catkowitych (GLOB), kreatyniny (CREA), amoniaku (NH3),
wapnia (Ca), magnezu (Mg) oraz okreslono aktywnosé
trzech enzymow: fosfatazy alkalicznej (ALKP), kinazy kre-
atynowej (CK) i dehydrogenazy mleczanowej (LDH). Ozna-
czenia te wykonano za pomocg analizatora biochemicz-
nego VetTest® Chemistry Analyzer (Idexx Laboratories
Inc., USA).

Weryfikacja ploidalnosci

W celu weryfikacji ploidalnosci wykonano test pole-
gajacy na zmierzeniu Srednicy jader kolejnych pietnastu
erytrocytow (Zyczynski i Duszewska 1994, Boror 1995).
Pomiar przeprowadzono za pomocg mikroskopu LEICA
DM 3000 (Niemcy) z systemem wizualizacji, analizy i archi-
wizacji obrazu (Leica Aplication Suite, Niemcy).

Analiza statystyczna

Dla wszystkich oznaczanych parametréw wyznaczono
warto$¢ $rednig oraz odchylenie standardowe. Do oszaco-
wania istotnosci réznic oznaczanych wskaznikow, zastoso-
wano test U Manna-Whitneya (test nieparametryczny dla
dwéch niezaleznych prob). Rdznice przyjmowane byty jako
istotne dla p < 0,05.
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Wyniki i dyskusja

Srednia dtugoéé catkowita jesiotrow triploidalnych
wynosita 22,3 + 2,9 cm, a $rednia masa ciata 75,3 + 40,7 g.
Natomiast w grupie osobnikow diploidalnych wartosci te
wynosity odpowiednio 21,7 +3,3cmi 72,1+ 31,2 g. Réznice
miedzygrupowe byly nieistotne statystycznie (p > 0,05).

Niniejsza praca, jako jedna z nielicznych omawia
zmiany w profilu biochemicznym wywotane indukcjg triplo-
idii u ryb jesiotrowatych. Opierajac sie na uzyskanych wyni-
kach badan, mozna stwierdzi¢, ze zwiekszenie ploidalnosci
jesiotra syberyjskiego nie powoduje wystepowania nieko-
rzystnych zmian fizjologicznych. W przeciwienstwie do
wskaznikow hematologicznych i gazometrycznych (Rozyn-
ski i in. 2015), w wartosciach analizowanych wskaznikow
biochemicznych nie stwierdzono migdzygrupowych réznic
istotnych statystycznie (p > 0,05) (tab. 1). Nalezy jednak
zauwazy¢, ze pomimo braku istotnosci, w przypadku czesci
wskaznikow réznice pomiedzy dwiema badanymi grupami
byty dos¢ znaczne. Najwigksze zmiany wystepowaty
w oznaczeniach aktywnosci wszystkich trzech enzymoéw
oraz stezenia kreatyniny i amoniaku. U triploidalnych jesio-
trow aktywnos¢ kinazy kreatynowej, fosfatazy alkalicznej
i dehydrogenazy mleczanowej byty odpowiednio o 9,53
pkat I (95%), 0,84 pkat 1™ (38,36%) i 3 pkat ™" (17%) nizsze
niz u ryb diploidalnych (tab. 1).

TABELA 1

Woptyw triploidyzacji na wskazniki biochemiczne osocza jesiotra
syberyjskiego ($rednia + odchylenie standardowe; zakres)

- rupa kontrolna rupa triploidalna
Wskaznik Citfe vz iz
(n=9) (n=9)
Glukoza 1,00 £ 0,20 1,04 + 0,38
(GLU) (@ I'") 0,75 - 1,31 0,65 - 1,91
Tréjglicerydy 1,27 £ 0,78 1,283 + 0,41
(TRIG) (g I'") 0,38 - 2,74 0,73-2,19
Biatko catkowite 10,75 + 7,38 10,00 + 4,12
(TP) (g I'1) 0,00 - 18,00 4,00 - 16,00
Globuliny 10,75 + 7,38 10,00 + 4,12
(GLOB) (g I'") 0,00 - 18,00 4,00 - 16,00
Kreatynina 4,13 + 1,46 3,56 + 1,33
(CREA) (mg I'") 2,00 - 6,00 2,00 - 6,00
Amoniak 0,51, £ 0,11 0,42 + 0,16
(NH3) (mmol I'") 0,38 - 0,68 0,17 - 0,64
Fosfataza alkaliczna 2,19+ 1,58 1,35 £ 0,71
(ALKP) (ukat I'") 0,62 - 4,38 0,52 - 2,65
Kinaza kreat1ynowa 9,53 + 15,11 0,48 + 0,56
(CK) (ukat I'") 0,00 - 33,93 0,00-1,35
a’le:g'gggfvgaza 18,24 + 8,52 15,15 + 13,30
(LDH) (ukat |_1) 5,45 - 26,92 4,53 - 46,67
Wapn 51,50 + 18,65 48,00 + 9,97
(Ca) (mg I'1) 19,00 - 70,00 36,00 - 67,00
Magnez 11,50 + 3,37 12,69 + 3,00
(Mg) (mg I'") 3,80 - 15,10 9,10 - 18,00

Pomimo tak duzych r6znic nie byty one jednak istotne
statystycznie ze wzgledu na duze, pokrywajgce sie zakresy
oznaczen tych parametrow w obydwu grupach. Barker i in.
(1983) oraz Sezaki i in. (1988) badajac aktywnos¢ enzymow
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w osoczu krwi ryb triploidalnych réwniez nie odnotowali r6z-
nic istotnych statystycznie w ich poziomach u ryb o réznej
ploidalnosci. Enzymy, z komorek ustroju, do krwi przedo-
stajg sie w dwojaki sposo6b: po pierwsze, przenikajg przez
otaczajgce je komorki, btony komoérkowe; po drugie, sg
uwalniane w trakcie rozpadu komérek podczas apoptozy
lub w wyniku ich uszkodzenia. U triploidalnych osobnikéw
jesiotra syberyjskiego wszystkie komérki budujgce tkanki
ustroju triploidow charakteryzujg sig¢ wigkszymi rozmiarami
oraz jednoczesnym, proporcjonalnym zredukowaniem ich
liczebnosci. Skutkuje to obnizeniem catkowitej powierzchni
bton komérkowych, co negatywnie wptywa na poziom prze-
nikania enzymoéw i moze powodowac¢ tym samym ich
mniejszg aktywno$¢, obserwowang u jesiotra syberyj-
skiego. Wedtug Folmara (1993) aktywno$c¢ kinazy kreaty-
nowej w osoczu krwi ryb miesci sie w przedziale od 9,8 do
60 pkat M u triploidalnych jesiotrow aktywno$¢ tego
enzymu wynosita maksymalnie 1,35 pkat I'". Na podstawie
tych wynikbw mozna przypuszczaé, ze u triploidalnego
jesiotra syberyjskiego mozliwe jest wystgpienie zaburzen
pracy miesni szkieletowych. Natomiast aktywno$¢ fosfa-
tazy alkalicznej u jesiotréw z obu badanych grup miescita
sie w zakresie oszacowanym przez Folmara (1993) (od 0,15
do 5,1 pkat I'").

W oznaczeniach profilu biochemicznego triploidalnego
jesiotra w porobwnaniu z grupg kontrolng, oprécz mniejszej
aktywnosci enzymdw, nizsze byty rowniez stezenia amo-
niaku (0,42 wobec 0,51 mmol I'1) i kreatyniny (3,56 wobec
4,13 mmol I'1) w osoczu krwi obwodowej. Jednak réwniez i
w tym przypadku réznice te nie bylty istotne statystycznie.
Stezenie amoniaku u triploidalnego jesiotra w poréwnaniu z
grupa kontrolng zmalato $rednio o okoto 17,5%, natomiast
stezenie kreatyniny o niecate 14%. Wyniki te Swiadczg o
niezaburzonej pracy watroby oraz skrzeli, a takze o pra-
widtowym funkcjonowaniu nerek jesiotrow poddanych
zabiegowi triploidyzacji. Podobnie Oliva-Teles i Kaushik
(1987, 1990) prowadzgc badania nad triploidalnymi i diplo-
idalnymi pstrggami teczowymi (Oncorhynchus mykiss
(Walb.)), zaobserwowali brak istotnych réznic w stezeniu
amoniaku we krwi oraz w jego wydalaniu. Takze Faucon-
neau (1986, 1989) w badaniach prowadzonych nad triplo-
idalnym pstraggiem teczowym zauwazyt, ze zachodzgce w
jego komorkach przemiany aminokwasoéw, ktére sg
gtébwnym Zrédtem amoniaku w ustroju, przebiegajg pra-
widtowo. W obu badanych grupach jesiotra syberyjskiego,
stwierdzono prawie identyczne stezenie biatka catkowitego
w osoczu krwi. Podobne spostrzezenia poczynili Wiley i
Wike (1986) u amura (Ctenopharyngodon idella (Val.)), Hen-
ken i in. (1987) u suma afrykanskiego (Clarias gariepinus
(Bur.)) oraz Oliva-Teles i Kaushik (1990) u pstraga teczo-
wego. Wedtug Folmara (1993) stezenie albumin w osoczu
krwi ryb powinno mieéci¢ sie w granicach od 20 do 35 g .
W niniejszych badaniach poziom tego zwigzku w osoczu
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krwi byt zdecydowanie nizszy, wartosci tego parametru w
obu grupach wynosity 0,00 g I'!. Zerowa wartosé oznaczen
tego parametru moze by¢ najprawdopodobniej wynikiem
zbyt matej czutosci testu na obecnos¢ albumin we krwi
jesiotra. Folmar (1993) okreslit prawidtowy poziom stezenia
wapnia i magnezu u zdrowych ryb. Dla wapnia zakres pra-
widtowego stezenia w osoczu krwi wynosi od 80,16 do
645,26 mg I'". W obu grupach poziom stezenia tego pier-
wiastka w osoczu byt o potowe nizszy niz minimalna war-
to$¢ oszacowana przez Folmara (1993) (48,00 mg (- ryby
triploidalne przy 51,00 mg (- ryby diploidalne). Jednak
szkielet ryb jesiotrowatych jest w znacznej mierze zbudo-
wany z chrzastki, z tego powodu poziom wapnia, ktory jest
gtébwnym pierwiastkiem tworzgcym tkanke kostng, w ich
organizmie moze by¢ nizszy niz u ryb kostnoszkieletowych.
Prawidtowe stezenie magnezu w osoczu ryb okreslone
przez Folmara (1993) powinno miesci¢ sie w przedziale od
26,74 do 223,61 mg I'". Natomiast stezenie tego pier-
wiastka w osoczu krwi badanych jesiotréow w obu grupach,
podobnie jak stezenia wapnia, byto o potowe nizsze niz
minimalna warto$¢ tego wskaznika okreslona przez
Folmara (1993) (12,69 mg - ryby triploidalne przy 11,50
mg - ryby diploidalne). Folmar jednak nie podaje, jakie
wartosci parametr ten powinien osiagac u jesiotra. Ponie-
waz w obu grupach warto$¢ tego pierwiastka byta do siebie
bardzo zblizona mozna stwierdzi¢, ze gospodarka tym pier-
wiastkiem w organizmie triploidalnego jesiotra przebiega
prawidtowo. Najmniejsze oznaczone rbéznice miedzygru-
powe dotyczyty trojgliceryddw i glukozy. Stezenie trojglice-
rydow w osoczu jesiotrow triploidalnych byto nizsze 0 0,04 g
I (83%), natomiast stezenie glukozy byto wyzsze o okoto
0,049 I (4%) w poréwnaniu z grupg kontrolna. Swiadczy to
o prawidtowym metabolizmie lipidow i glukozy oraz o nieza-
burzonym funkcjonowaniu watroby u osobnikéw triploidal-
nych. Podobny poglad prezentuje Fauconneau (1986,
1989), ktéry zauwazyt, ze u pstragga teczowego z potréjnym
zestawem chromosomoéw przemiany metaboliczne glu-
kozy, nie roznig sie w sposoéb istotny od metabolizmu tego
cukru w organizmie diploidalnego pstragga teczowego.
Podsumowujac, triploidyzacja jesiotra syberyjskiego
nie indukuje u niego negatywnych, groznych zmian w pro-
cesach fizjologicznych zachodzacych w organizmie. Acz-
kolwiek zaznaczy¢ nalezy, ze niskie wartosci aktywnosci
kinazy kreatynowej mogg $wiadczy¢ o zaburzeniach pracy
mie$ni szkieletowych ryb o zwigkszonej ploidalnosci.

Podziekowania

Powyzsze badania zostaty zrealizowane jako czes¢
tematu statutowego Uniwersytetu Warmirisko-Mazur-
skiego w Olsztynie nr 18.610.003-300 oraz w ramach
tematu statutowego Instytutu Rybactwa Srédladowego
w Olsztynie nr S-028.
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BIOCHEMICAL PROFILE OF THE BLOOD OF TRIPLOID SIBERIAN STURGEON (ACIPENSER BAERII BR.)

Maciej Rozynski, Krystyna Demska-Zakes, Dorota Fopp-Bayat

ABSTRACT. The aim of this study was to determine the impact triploidization has on the following biochemical indicators of Siberian
sturgeon (Acipenser baerii Br.): glucose, triglycerides, total protein, albumin, total globulin, creatinine, ammonia, calcium,
magnesium and alkaline phosphatase, creatine kinase, and lactate dehydrogenase. The experiment was performed on juvenile
specimens of the species with a mean total body length of 22.3 + 2.9 cm and a mean body weight of 75.3 + 40.7 g. Despite changes
observed in the concentration and activity of some indicators, no statistically significant differences were noted in comparison to the
control group. The greatest discrepancies were observed in creatine kinase (with activity that was 95% lower in the triploid group),
which could indicate disruption in skeletal muscle function in the fish with increased ploidy.
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