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

Wstêp

Jesiotr syberyjski (Acipenser baerii Br.) nale¿y do

rodziny ryb jesiotrowatych, które niew¹tpliwie mo¿na zali-

czyæ do jednych z najstarszych wystêpuj¹cych na Ziemi

krêgowców. Szcz¹tki przedstawicieli tej rodziny znajdu-

jemy w pok³adach datowanych na eocen (œrodkowy pale-

ogen), a uwa¿a siê, ¿e wystêpowa³y ju¿ w czasach œrodko-

wego triasu, oko³o 200 mln lat przed nasz¹ er¹ (Berg 1948,

Suvorov 1954, McEnroe i Cech 1985, Grande i Bemis

1991).

W obliczu nieracjonalnej gospodarki rybackiej oraz

nadmiernych po³owów czy k³usownictwa, a tak¿e z roku na

rok rozwijaj¹cej siê zabudowy hydrotechnicznej, jesiotra

syberyjskiego mo¿emy obecnie zaliczyæ do gatunków

zagro¿onych wyginiêciem. Sytuacja ta, podobnie jak

w przypadku wielu gatunków organizmów wodnych, przy-

czyni³a siê niew¹tpliwie do rozwoju akwakultury tego

gatunku (Kolman 1997). Obecnie jesiotr syberyjski nale¿y

do najczêœciej hodowanych jesiotrów, a jego produkcja

z akwakultury w 2014 roku wynios³a 347 ton i z roku na rok

(poza pojedynczymi przypadkami) mo¿na zauwa¿yæ ten-

dencjê wzrostow¹ (Anonymous 2016).

W celu zwiêkszenia ró¿norodnoœci, unowoczeœnienia

oraz powiêkszenia produkcji akwakultury opracowuje siê

nowe technologie i systemy podchowu, które ³¹cznie

mo¿emy okreœliæ mianem biotechnologii. Do jednych z naj-

popularniejszych i najlepiej rokuj¹cych biotechnologii

mo¿emy zaliczyæ triploidyzacjê. Najwiêksz¹ i najbardziej

po¿¹dan¹ cech¹ u ryb triploidalnych jest bezp³odnoœæ,

w przypadku samic ca³kowita, natomiast u samców

po³owiczna (Solomon 2003). W zwi¹zku z brakiem wytwa-

rzania materia³u rozrodczego przez triploidalne samice,

ryby te charakteryzuj¹ siê szybszymi przyrostami masy

cia³a, co pozwala w krótszym czasie osi¹gn¹æ wielkoœæ

konsumpcyjn¹ (Foresti 2000). Ponadto ryby triploidalne

cechuj¹ siê w wielu przypadkach wy¿sz¹ odpornoœci¹ na

choroby oraz mniejsz¹ agresywnoœci¹ (Parsons i in. 1986,

Carter i in. 1994, Garner i in. 2008, Maxime 2008).

Jednak pomimo popularnoœci tej biotechnologii nie s¹

jeszcze poznane aspekty zmian zachodz¹cych u ryb

w wyniku zwiêkszenia ploidalnoœci. Z tego powodu bardzo

istotne jest prowadzenie badañ i doœwiadczeñ pozwa-

laj¹cych na ich poznanie. Do markerów najczêœciej wykorzy-

stywanych w badaniach doœwiadczalnych, oprócz wskaŸni-

ków hematologicznych i gazometrycznych, mo¿na zaliczyæ

wskaŸniki biochemiczne oznaczane w odwirowanym osoczu

lub surowicy krwi. WskaŸniki te pozwalaj¹ monitorowaæ stan

oraz funkcje prawie wszystkich narz¹dów, gruczo³ów i

uk³adów, a tak¿e stan od¿ywienia, nawodnienia czy postêp

choroby. Oznaczenie poziomu stê¿enia, a w przypadku

enzymów aktywnoœci poszczególnych sk³adowych osocza

dostarcza wielu wartoœciowych informacji i wskazówek

pomagaj¹cych oceniæ stan fizjologiczny i zdrowotny organi-

zmu, a nastêpnie postawiæ w³aœciw¹ diagnozê (Akrami i in.

2013). W przypadku triploidalnego jesiotra syberyjskiego

problematyka ta jest jeszcze poznana w stosunkowo niewiel-

kim stopniu. Dlatego celem badañ by³o okreœlenie wp³ywu

triploidyzacji na wskaŸniki biochemiczne tego gatunku: glu-

kozy, trójglicerydów, bia³ka ca³kowitego, albumin, globulin

ca³kowitych, kreatyniny, amoniaku, wapnia, magnezu oraz

fosfatazy alkalicznej, kinazy kreatynowej i dehydrogenazy

mleczanowej.

Materia³ i metody

Materia³ badawczy

Zaplemniona ikra jesiotra syberyjskiego zosta³a pod-

dana dzia³aniu udaru cieplnego (37°C przez 2 min)

w Gospodarstwie Rybackim W¹sosze (centralna Polska),

w wyniku czego uzyskano osobniki triploidalne (Fopp-
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-Bayat i in. 2007). Nastêpnie triploidalny i diploidalny nary-

bek (czêœæ ikry niepoddanej szokowi termicznemu) (³¹cznie

100 osobników o œredniej masie cia³a 3,5 g i d³ugoœci

ca³kowitej (Lt) 3,0 cm) zosta³ sprowadzony do laboratorium

Katedry Ichtiologii Uniwersytetu Warmiñsko-Mazurskiego

w Olsztynie. Ryby zosta³y obsadzone w czterech 80 l zbior-

nikach (3,2 osobnika l-1), wchodz¹cych w sk³ad systemu

recyrkulacyjnego (RAS), z zachowaniem podzia³u na osob-

niki triploidalne (n = 9) i diploidalne (grupa kontrolna) (n = 9).

Ryby ¿ywiono pasz¹ B40 o granulacji 2 mm (Skretting, Nor-

wegia). Przez ca³y okres podchowu (7 miesiêcy) dawka

paszy wynosi³a 4% biomasy. Parametry jakoœci wody pod-

czas podchowu by³y mierzone przynajmniej raz w tygodniu

(na odp³ywie z basenów podchowowych). Œrednia tempe-

ratura wody wynosi³a 17,3 ± 1,5°C, pH 8,0-8,5, twardoœæ

ogólna wody 665 ± 2 ppm, a œrednia konduktancja 729 ± 9

μS.

Procedury badawcze

Po zakoñczeniu podchowu wszystkie osobniki z obu

grup zmierzono (d³ugoœæ ca³kowita Lt ± 0,1 cm) i zwa¿ono

(masa cia³a ± 0,1 g). Nastêpnie od ka¿dego osobnika

pobrano próbkê krwi (ok. 2 ml) z ¿y³y ogonowej za pomoc¹

heparynizowanych strzykawek. W celu wykonania ozna-

czeñ biochemicznych pobrane próbki krwi zosta³y odwiro-

wane z prêdkoœci¹ 4000 rpm przez 3 minuty. W osoczu

oznaczono zawartoœæ: glukozy (GLU), trójglicerydów

(TRIG), bia³ka ca³kowitego (TP), albumin (ALB), globulin

ca³kowitych (GLOB), kreatyniny (CREA), amoniaku (NH3),

wapnia (Ca), magnezu (Mg) oraz okreœlono aktywnoœæ

trzech enzymów: fosfatazy alkalicznej (ALKP), kinazy kre-

atynowej (CK) i dehydrogenazy mleczanowej (LDH). Ozna-

czenia te wykonano za pomoc¹ analizatora biochemicz-

nego VetTest® Chemistry Analyzer (Idexx Laboratories

Inc., USA).

Weryfikacja ploidalnoœci

W celu weryfikacji ploidalnoœci wykonano test pole-

gaj¹cy na zmierzeniu œrednicy j¹der kolejnych piêtnastu

erytrocytów (¯yczyñski i Duszewska 1994, Boroñ 1995).

Pomiar przeprowadzono za pomoc¹ mikroskopu LEICA

DM 3000 (Niemcy) z systemem wizualizacji, analizy i archi-

wizacji obrazu (Leica Aplication Suite, Niemcy).

Analiza statystyczna

Dla wszystkich oznaczanych parametrów wyznaczono

wartoœæ œredni¹ oraz odchylenie standardowe. Do oszaco-

wania istotnoœci ró¿nic oznaczanych wskaŸników, zastoso-

wano test U Manna-Whitneya (test nieparametryczny dla

dwóch niezale¿nych prób). Ró¿nice przyjmowane by³y jako

istotne dla p � 0,05.

Wyniki i dyskusja

Œrednia d³ugoœæ ca³kowita jesiotrów triploidalnych

wynosi³a 22,3 ± 2,9 cm, a œrednia masa cia³a 75,3 ± 40,7 g.

Natomiast w grupie osobników diploidalnych wartoœci te

wynosi³y odpowiednio 21,7 ± 3,3 cm i 72,1 ± 31,2 g. Ró¿nice

miêdzygrupowe by³y nieistotne statystycznie (p > 0,05).

Niniejsza praca, jako jedna z nielicznych omawia

zmiany w profilu biochemicznym wywo³ane indukcj¹ triplo-

idii u ryb jesiotrowatych. Opieraj¹c siê na uzyskanych wyni-

kach badañ, mo¿na stwierdziæ, ¿e zwiêkszenie ploidalnoœci

jesiotra syberyjskiego nie powoduje wystêpowania nieko-

rzystnych zmian fizjologicznych. W przeciwieñstwie do

wskaŸników hematologicznych i gazometrycznych (Ro¿yñ-

ski i in. 2015), w wartoœciach analizowanych wskaŸników

biochemicznych nie stwierdzono miêdzygrupowych ró¿nic

istotnych statystycznie (p > 0,05) (tab. 1). Nale¿y jednak

zauwa¿yæ, ¿e pomimo braku istotnoœci, w przypadku czêœci

wskaŸników ró¿nice pomiêdzy dwiema badanymi grupami

by³y doœæ znaczne. Najwiêksze zmiany wystêpowa³y

w oznaczeniach aktywnoœci wszystkich trzech enzymów

oraz stê¿enia kreatyniny i amoniaku. U triploidalnych jesio-

trów aktywnoœæ kinazy kreatynowej, fosfatazy alkalicznej

i dehydrogenazy mleczanowej by³y odpowiednio o 9,53

μkat l-1 (95%), 0,84 μkat l-1 (38,36%) i 3 μkat l-1 (17%) ni¿sze

ni¿ u ryb diploidalnych (tab. 1).

TABELA 1

Wp³yw triploidyzacji na wskaŸniki biochemiczne osocza jesiotra
syberyjskiego (œrednia ± odchylenie standardowe; zakres)

WskaŸnik
Grupa kontrolna

(n = 9)
Grupa triploidalna

(n = 9)

Glukoza
(GLU) (g l-1)

1,00 ± 0,20
0,75 - 1,31

1,04 ± 0,38
0,65 - 1,91

Trójglicerydy
(TRIG) (g l-1)

1,27 ± 0,78
0,38 - 2,74

1,23 ± 0,41
0,73 - 2,19

Bia³ko ca³kowite
(TP) (g l-1)

10,75 ± 7,38
0,00 - 18,00

10,00 ± 4,12
4,00 - 16,00

Globuliny
(GLOB) (g l-1)

10,75 ± 7,38
0,00 - 18,00

10,00 ± 4,12
4,00 - 16,00

Kreatynina
(CREA) (mg l-1)

4,13 ± 1,46
2,00 - 6,00

3,56 ± 1,33
2,00 - 6,00

Amoniak
(NH3) (mmol l-1)

0,51, ± 0,11
0,38 - 0,68

0,42 ± 0,16
0,17 - 0,64

Fosfataza alkaliczna
(ALKP) (μkat l-1)

2,19 ± 1,58
0,62 - 4,38

1,35 ± 0,71
0,52 - 2,65

Kinaza kreatynowa
(CK) (μkat l-1)

9,53 ± 15,11
0,00 - 33,93

0,48 ± 0,56
0,00 - 1,35

Dehydrogenaza
mleczanowa
(LDH) (μkat l-1)

18,24 ± 8,52
5,45 - 26,92

15,15 ± 13,30
4,53 - 46,67

Wapñ
(Ca) (mg l-1)

51,50 ± 18,65
19,00 - 70,00

48,00 ± 9,97
36,00 - 67,00

Magnez
(Mg) (mg l-1)

11,50 ± 3,37
3,80 - 15,10

12,69 ± 3,00
9,10 - 18,00

Pomimo tak du¿ych ró¿nic nie by³y one jednak istotne

statystycznie ze wzglêdu na du¿e, pokrywaj¹ce siê zakresy

oznaczeñ tych parametrów w obydwu grupach. Barker i in.

(1983) oraz Sezaki i in. (1988) badaj¹c aktywnoœæ enzymów
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w osoczu krwi ryb triploidalnych równie¿ nie odnotowali ró¿-

nic istotnych statystycznie w ich poziomach u ryb o ró¿nej

ploidalnoœci. Enzymy, z komórek ustroju, do krwi przedo-

staj¹ siê w dwojaki sposób: po pierwsze, przenikaj¹ przez

otaczaj¹ce je komórki, b³ony komórkowe; po drugie, s¹

uwalniane w trakcie rozpadu komórek podczas apoptozy

lub w wyniku ich uszkodzenia. U triploidalnych osobników

jesiotra syberyjskiego wszystkie komórki buduj¹ce tkanki

ustroju triploidów charakteryzuj¹ siê wiêkszymi rozmiarami

oraz jednoczesnym, proporcjonalnym zredukowaniem ich

liczebnoœci. Skutkuje to obni¿eniem ca³kowitej powierzchni

b³on komórkowych, co negatywnie wp³ywa na poziom prze-

nikania enzymów i mo¿e powodowaæ tym samym ich

mniejsz¹ aktywnoœæ, obserwowan¹ u jesiotra syberyj-

skiego. Wed³ug Folmara (1993) aktywnoœæ kinazy kreaty-

nowej w osoczu krwi ryb mieœci siê w przedziale od 9,8 do

60 μkat l-1. U triploidalnych jesiotrów aktywnoœæ tego

enzymu wynosi³a maksymalnie 1,35 μkat l-1. Na podstawie

tych wyników mo¿na przypuszczaæ, ¿e u triploidalnego

jesiotra syberyjskiego mo¿liwe jest wyst¹pienie zaburzeñ

pracy miêœni szkieletowych. Natomiast aktywnoœæ fosfa-

tazy alkalicznej u jesiotrów z obu badanych grup mieœci³a

siê w zakresie oszacowanym przez Folmara (1993) (od 0,15

do 5,1 μkat l-1).

W oznaczeniach profilu biochemicznego triploidalnego

jesiotra w porównaniu z grup¹ kontroln¹, oprócz mniejszej

aktywnoœci enzymów, ni¿sze by³y równie¿ stê¿enia amo-

niaku (0,42 wobec 0,51 mmol l-1) i kreatyniny (3,56 wobec

4,13 mmol l-1) w osoczu krwi obwodowej. Jednak równie¿ i

w tym przypadku ró¿nice te nie by³y istotne statystycznie.

Stê¿enie amoniaku u triploidalnego jesiotra w porównaniu z

grup¹ kontroln¹ zmala³o œrednio o oko³o 17,5%, natomiast

stê¿enie kreatyniny o nieca³e 14%. Wyniki te œwiadcz¹ o

niezaburzonej pracy w¹troby oraz skrzeli, a tak¿e o pra-

wid³owym funkcjonowaniu nerek jesiotrów poddanych

zabiegowi triploidyzacji. Podobnie Oliva-Teles i Kaushik

(1987, 1990) prowadz¹c badania nad triploidalnymi i diplo-

idalnymi pstr¹gami têczowymi (Oncorhynchus mykiss

(Walb.)), zaobserwowali brak istotnych ró¿nic w stê¿eniu

amoniaku we krwi oraz w jego wydalaniu. Tak¿e Faucon-

neau (1986, 1989) w badaniach prowadzonych nad triplo-

idalnym pstr¹giem têczowym zauwa¿y³, ¿e zachodz¹ce w

jego komórkach przemiany aminokwasów, które s¹

g³ównym Ÿród³em amoniaku w ustroju, przebiegaj¹ pra-

wid³owo. W obu badanych grupach jesiotra syberyjskiego,

stwierdzono prawie identyczne stê¿enie bia³ka ca³kowitego

w osoczu krwi. Podobne spostrze¿enia poczynili Wiley i

Wike (1986) u amura (Ctenopharyngodon idella (Val.)), Hen-

ken i in. (1987) u suma afrykañskiego (Clarias gariepinus

(Bur.)) oraz Oliva-Teles i Kaushik (1990) u pstr¹ga têczo-

wego. Wed³ug Folmara (1993) stê¿enie albumin w osoczu

krwi ryb powinno mieœciæ siê w granicach od 20 do 35 g l-1.

W niniejszych badaniach poziom tego zwi¹zku w osoczu

krwi by³ zdecydowanie ni¿szy, wartoœci tego parametru w

obu grupach wynosi³y 0,00 g l-1. Zerowa wartoœæ oznaczeñ

tego parametru mo¿e byæ najprawdopodobniej wynikiem

zbyt ma³ej czu³oœci testu na obecnoœæ albumin we krwi

jesiotra. Folmar (1993) okreœli³ prawid³owy poziom stê¿enia

wapnia i magnezu u zdrowych ryb. Dla wapnia zakres pra-

wid³owego stê¿enia w osoczu krwi wynosi od 80,16 do

645,26 mg l-1. W obu grupach poziom stê¿enia tego pier-

wiastka w osoczu by³ o po³owê ni¿szy ni¿ minimalna war-

toœæ oszacowana przez Folmara (1993) (48,00 mg l-1 – ryby

triploidalne przy 51,00 mg l-1 – ryby diploidalne). Jednak

szkielet ryb jesiotrowatych jest w znacznej mierze zbudo-

wany z chrz¹stki, z tego powodu poziom wapnia, który jest

g³ównym pierwiastkiem tworz¹cym tkankê kostn¹, w ich

organizmie mo¿e byæ ni¿szy ni¿ u ryb kostnoszkieletowych.

Prawid³owe stê¿enie magnezu w osoczu ryb okreœlone

przez Folmara (1993) powinno mieœciæ siê w przedziale od

26,74 do 223,61 mg l-1. Natomiast stê¿enie tego pier-

wiastka w osoczu krwi badanych jesiotrów w obu grupach,

podobnie jak stê¿enia wapnia, by³o o po³owê ni¿sze ni¿

minimalna wartoœæ tego wskaŸnika okreœlona przez

Folmara (1993) (12,69 mg l-1 – ryby triploidalne przy 11,50

mg l-1 – ryby diploidalne). Folmar jednak nie podaje, jakie

wartoœci parametr ten powinien osi¹gaæ u jesiotra. Ponie-

wa¿ w obu grupach wartoœæ tego pierwiastka by³a do siebie

bardzo zbli¿ona mo¿na stwierdziæ, ¿e gospodarka tym pier-

wiastkiem w organizmie triploidalnego jesiotra przebiega

prawid³owo. Najmniejsze oznaczone ró¿nice miêdzygru-

powe dotyczy³y trójglicerydów i glukozy. Stê¿enie trójglice-

rydów w osoczu jesiotrów triploidalnych by³o ni¿sze o 0,04 g

l-1 (3%), natomiast stê¿enie glukozy by³o wy¿sze o oko³o

0,04 g l-1 (4%) w porównaniu z grup¹ kontroln¹. Œwiadczy to

o prawid³owym metabolizmie lipidów i glukozy oraz o nieza-

burzonym funkcjonowaniu w¹troby u osobników triploidal-

nych. Podobny pogl¹d prezentuje Fauconneau (1986,

1989), który zauwa¿y³, ¿e u pstr¹ga têczowego z potrójnym

zestawem chromosomów przemiany metaboliczne glu-

kozy, nie ró¿ni¹ siê w sposób istotny od metabolizmu tego

cukru w organizmie diploidalnego pstr¹ga têczowego.

Podsumowuj¹c, triploidyzacja jesiotra syberyjskiego

nie indukuje u niego negatywnych, groŸnych zmian w pro-

cesach fizjologicznych zachodz¹cych w organizmie. Acz-

kolwiek zaznaczyæ nale¿y, ¿e niskie wartoœci aktywnoœci

kinazy kreatynowej mog¹ œwiadczyæ o zaburzeniach pracy

miêœni szkieletowych ryb o zwiêkszonej ploidalnoœci.

Podziêkowania

Powy¿sze badania zosta³y zrealizowane jako czêœæ

tematu statutowego Uniwersytetu Warmiñsko-Mazur-

skiego w Olsztynie nr 18.610.003-300 oraz w ramach

tematu statutowego Instytutu Rybactwa Œródl¹dowego

w Olsztynie nr S-028.
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BIOCHEMICAL PROFILE OF THE BLOOD OF TRIPLOID SIBERIAN STURGEON (ACIPENSER BAERII BR.)

Maciej Ro¿yñski, Krystyna Demska-Zakêœ, 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.

Keywords: Siberian sturgeon, triploidization, biochemical profile
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