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Mikrobiomy - potencjat i zagrozenia efektywnych
mikroorganizmoéw w produkcji rybackiej

Agata Cejko

Zaktad Bioekonomiki Rybactwa, Instytut Rybactwa Srodladowego im. Stanistawa Sakowicza -
Panstwowy Instytut Badawczy w Olsztynie

Wstep

Ekosystemy wodne cechuje swoista dynamika populacji mikroorganizmédw w czasie,
a specyficzna struktura sktadu i liczebnoéci populacji zalezna jest od szeregu czynnikow
biotycznych (np. genotyp, stan fizjologiczny, aktywno$¢ zerowania) i abiotycznych ($ro-
dowiskowych) (Yaima iin. 2023). Wykazano, ze stan zdrowotny ryb, przezywalnos¢ czy
wydajnos$¢ np. produkciji w duzym stopniu determinowane sg mikrobiotg srodowiska
zewnetrznego jak i mikrobiomem Srodowiska wewnetrznego ryb (rys. 1).

Zdecydowana wigkszos¢ badan nad mikrobiomem koncentruje sie na bakteriach.
Niewiele informacji dotyczy innych mikroorganizmow, w tym grzybow/drozdzy, pierwot-
niakéw, wirusbéw, archeowcow, ktore tworzg mikrobiote czy mikrobiom. Duzym wyzwa-
niem w analizach mikrobiologicznych pozostaje nadal zidentyfikowanie sposrod tysiecy
gatunkéw Procaryota, tych o kluczowym wptywie na organizm ryb. Diugoterminowe (128
dni) badania Yaimaiin. (2023) prowadzone w pieciu systemach modelowych akwakultu-
ry wykazaty istotne czasowe zmiany dynamiki populacji 303 gatunkéw szczepdw mikro-
organizmow. Obserwujgc drastyczny spadek dotyczgcy liczebnosci populaciji mikrobioty
Srodowiska zewnetrznego w czasie stwierdzono, ze niektére taksony mikroorganizmow
wptywajg znaczgco na behawior ryb, w tym ich aktywnos$¢. Badanie wtasne na gatunku
modelowym (medaka) potwierdzajg réwniez korzystny wptyw mikroorganizmoéw na
odpowiedz immunologiczng (tabela 3, Cejko i in., dane niepublikowane). Yaima i in.
(2023) udowodnili, ze w szczegblnosci bakterie produkujgce witamine B12 (np. Cetobac-
terium somerae) odpowiedzialne byty za poziom aktywnosci ryb. Moze si¢ to wigzac
z tym, ze u kregowcdw, w tym ryb kobalamina (witamina B12) odgrywa istotng role w



N =
Antyblotﬁ:_\ r\ b

Pokarm, prebiotyki :30 (]

3
Szczeplonkl Mikrobiota wodyQ+~ QO

Mlkroblom u

@3 a&:)

Metabolity mikrobiomu  Biatka mikrobioty
Rys. 1. Interakcje mikrobiotyczne migdzy ekosystemem a organizmem ryby w akwakulturze.

funkcjonowaniu uktadu nerwowego czy dojrzewaniu erytrocytéw (Huang iin. 2018, Kim
iin. 2021). Badania mikrobiologiczne dowodzg tez, ze moze by¢ ona syntetyzowana tyl-
ko przez okreslone klady bakterii i archeowcéw (LaFrentz i in. 2020). Z kolei najwiecej
genéw odpowiedzialnych za synteze kobalaminy u C. somerae, decyduje o tym, ze
wytwarza ona najwyzsze stezenia tej witaminy w poréwnaniu do innych bakterii obser-
wowanych w mikrobiomach obecnych u ryb (Sugitaiin. 1991, Tsuchiyaiin. 2008). Wspo-
mniana bakteria, ale i blisko spokrewnione z nig mikroorganizmy (z rodziny Flavobacte-
riaceae) tworzg tzw. mikrobiom rdzeniowy, z potencjalnie pozytywnym wptywem na
behawior ryb. Ponadto ww. autorzy wykazali bezposrednig (zajecie niszy) jak i poSrednig
(aktywacja odpornosci ryb) konkurencyjnos¢ ,mikrobiomu rdzeniowego” dla szczepdw
bakterii chorobotwérczych. Jakkolwiek cytowane wyniki dotyczyty jednego gatunku ryby
hodowanego w akwakulturze (wegorz japonski) to wskazujg na zasadno$¢ badan pod-
kreslajacych ztozono$¢ szerokorozumianego dobrostanu ryb, w tym interakcje z dyna-
mikg mikrobioty ekosystemu.

Mikrobiom ekosystemu - podchowy kontrolowane

Punktem wyjscia w badaniach wptywu mikrobioty ekosystemu na kondycje ryb jest
$ledzenie jego sktadu gatunkowego i dynamiki tych populacji (Borgesiin. 2021). Wiedza
w jakim stopniu zmienia sie struktura mikrobioty w czasie, $cisle powigzanego z organi-
zmem ryb jest bardzo ograniczona i wymaga podjecia préb monitorowania. Przedsie-
wziecie takie wymaga jeszcze opracowania metodyki takich badan. Niemniej jednak
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coraz czesciej wskazuje sig, ze dla zachowania dobrostanu ryb i modelowaniu systemow
podchowu niezbedna jest analiza cho¢by podstawowych (dominujgcych/podlegajacych
fluktuacji w strukturze populacji) bakterii i/lub archeowcéw sposrod szeregu gatunkéw
mikroorganizméw kandydujgcych do wptywowych dla ichtiofauny. Stad tez w najnow-
szych badaniach stosuje sig juz pobieranie probek wody do analiz mikrobiologicznych.
Ponadto znajdujgce sie w wodzie niestrawione resztki pokarmu moga by¢ jednoczesnie
podstawg do wnioskowania o mikrobiomie jelitowym ryb (Klase i in. 2019, Stoeck i in.
2018). Analiza mikrobiologiczna probek wody jest tez zrodtem informacji nt. warunkéw
Srodowiska, paszy, procesu jej rozktadu i stad potencjalnego zrédta mikrobiomu jelito-
wego (Bartelmeiin. 2019, Rudiin. 2017, Infante-Villamiliin. 2021). W 2023 roku w syste-
mach recyrkulacyjnych akwakultury wegorza japonskiego ustalono, na podstawie analiz
DNA sktad kilkuset gatunkéw organizmow prokariotycznych. Nastepnie na podstawie
spadku i wzrostu liczebnosci kilku populacji okreslono, ktére gatunki scisle powigzane sg
ze stanem zdrowotnym ryb i wydajnoscig podchowu. W przytaczanych badaniach okre-
$lono okresy podchowu, w ktérych dominowaty konkretne taksony bakterii. Okazato sie,
ze przesuniecia miedzy etapami obfitujgcymi w Fusobacteriaceae, nastepnie zdomino-
wanymi przez Flavobacteriaceae i kolejno przez Chitinophagaceae miaty wptyw na
aktywnos$¢ podchowywanego gatunku. Jakkolwiek wymienione rodziny bakterii obecne
byty przez caty okres podchowu w systemach recyrkulacyjnych, to fluktuacje ich liczeb-
nosci byty znaczgce. Ponadto wptyw miaty takze dominujgce Cetobacterium sp.
(w rodzinie Flavobacteriaceae). Autorzy cytowanego eksperymentu udowodnili, ze
wiasdnie ten gatunek wykazywat najsilniejsze powigzania z aktywnoscig ryb w catym
okresie podchowu. Warto podkreéli¢, ze Cetobacterium sp. identyfikowane jest w mikro-
biomie jelitowym gatunkéw ryb stodkowodnych (Kim i in. 2021).

Dynamika liczebnosci populacji wszystkich Prokaryota wynika z preferencji tych
organizmow do okreslonego odczynu wody i jej natlenienia. Ustalenie struktury i dynami-
ki liczebnosci ,mikrobioméw rdzeniowych” pozwala opracowa¢ model efektywnosci
podchowu ryb zalezny od mikroorganizméw. Cytowane wyzej doniesienia sugerujg, ze
utrzymywanie mikrobiomu obfitujgcego w Cetobacterium sp. moze by¢ kluczowe dla
utrzymania stabilnosci w systemach akwakultury ryb stodkowodnych. Z pewnoscig te
najnowsze i pionierskie badania pokazujg nie tylko interdyscyplinarne ale i innowacyjne
podejscie do fizjologicznych i ekologicznych procesow towarzyszacych produkcji ryb.

Mikrobiom ryb - perspektywa produkcji akwakultury

Mikrobiom u ryb obecny jest na skérze, w jamach ciata, skrzelach czy jelicie. Rézni-
ce w sktadzie mikrobiomu w r6znych tkankach sg spowodowane specjalizacjg niszowg
i presjg selekcyjng (Lorgen-Ritchie iin. 2023). Dla mikrobiomu utrzymanie homeostazy
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ich zywicieli jest gwarantem przetrwania i ekspans;ji (Ley i in. 2008). Z kolei mikrobiomy
sg istotnym czynnikiem zycia wszystkich kregowcow, w tym ryb gdyz odgrywaja klu-
czowg role w ich rozwoju, funkcjonowaniu uktadu immunologicznego i nerwowego,
metabolizmie, zachowaniach zywieniowych (Yukgehnaish i in. 2020). Fizjologiczny
wptyw mikrobiomu jelitowego na zerowanie i prewencje chordéb odnotowano juz u wielu
gatunkoéw ryb stodko- i stonowodnych, w tym fososiowatych czy karpiowatych (Barko
iin.2018, Legrandiin. 2020, Tarneckiiin. 2017). Nalezy jednak pamieta¢, ze organizm
ryby stale kontaktuje sig z licznymi drobnoustrojami pato- i niepatogennymi bytujgcymi
w wodzie, mogacymi mie¢ wptyw na kondycje ryb niezaleznie od mikrobiomu jelitowe-
go (Legrand iin. 2020). Pojawienie sie bakterii opornych na rézne srodki przeciwdrob-
noustrojowe czy tez chordb trudnych w wyeliminowaniu/niewiadomym pochodzeniu
uzasadnia stosowanie mikroorganizmoéw jako probiotykéw w prewencji infekcji. Jest to
przyjazna dla srodowiska alternatywa, tym bardziej ze oporno$¢ na antybiotyki choro-
botwércze jest istotnym problemem biologicznym i ekologicznym. Jednocze$nie uwa-
za sie, ze stymulowanie rozwoju okreslonych mikroorganizmow, w tym jelitowych jest
korzystne dla wzrostu gospodarza, zwtaszcza w poczgtkowym etapie ontogenezy.
Bezposredniej przyczyny upatruje sie w modyfikacji metabolitow bakteryjnych (rys. 1).
Aktualnie uzywajgc skomplikowanych narzedzi bioinformatycznych mozliwe jest zba-
danie drobnoustrojéw jelitowych. Przy pomocy tzw. analizy metagenomicznej okresla
sie precyzyjnie materiat genetyczny zasiedlajacy nisze —dany mikrobiom (tu jelita). I1zo-
lowany materiat klonuje sie in vitro, a nastepnie sekwencjonujagc fragmenty catego
genomu, ocenia genetyczng roéznorodnos$¢ mikroorganizméw. Wyniki sekwencjono-
wania mikrobiomu i mozliwo$¢ utrzymania jego homeostazy sg cenng informacja dla
produkcji. Obejmuje ona bowiem wptyw mikrobiomu jelitowego na fizjologie ryb (1),
sktad drobnoustrojow jelitowych réznych gatunkéw (2), czynniki wptywajgce na sktad
mikroorganizmow jelitowych (3) oraz dziatanie immunomodulujgce drobnoustrojow
jelitowych (4).

Ro6znorodnos¢ drobnoustrojéw jelitowych jest specyficzna dla poszczegdélnych
gatunkéw, a rozne czynniki fizykochemiczne, takie jak: temperatura, odczyn pH,
dostepnos¢ sktadnikéw odzywczych czy warunki $rodowiskowe, wptywajg na profil
drobnoustrojow jelitowych. Dlatego interakcja mikrobiomu nie jest statyczna. W zale-
znosci od czasu przebywania danych bakterii (w tym w dominacji) okresla sig je jako
mikrobiom przejSciowy lub trwaty (Prasanthiin. 2018, Shade i Handelsman 2012). Cza-
sSowo pewne mikroorganizmy pojawiajg sie np. w procesie pobierania pokarmu, ktéry
jestich zrodtem. Nastepnie w jelicie sg one wypierane przez rezydujgce tam stale bak-
terie, majace symbiotyczny zwigzek z zywicielem (Zhang i in. 2016). Tabela 1 ilustruje
réznice miedzygatunkowe trwatego mikrobiomu jelitowego w dominacji u wybranych
gatunkéw ryb.

12



TABELA 1
Sktad mikrobiomu jelitowego (trwatego, w dominacji) wybranych gatunkéw ryb (Yukgehnaish i in. 2020, Zhou i in. 2022).

Gatunek ryb Rodzina, rodzaj, gatunek bakterii

Jesiotr syberyjski Cetobacterium somerae

Acinetobacter junii, Mycoplasma sp., Lactobacillus sp., P. phosphorus,

tosos atlantycki Bacillus sp.

Pstrag teczowy Cloacibacterium, Microbacterium, Morganella
Tro¢ wedrowna Peromonas sobria, Pseudomonas sp.
Dorsz atlantycki Clostridium perfringens, Vibrio sp.
Halibut
stadia larwalne i mtodociane |Vibrionaceae
ryby doroste Photobacterium phosphoreum
Makrela atlantycka Psychrobacter, Vibrio sp., Shewanella sp.
Sledzie Pseudomonas sp., Alteromonas sp., Psychrobacter sp.
Sardynki Achromobacter, Vibrio sp., Pseudomonas
Btyszczyk (ryba maslana) Clostridium sp., Eubacterium sp.
Kulbak Mycoplajsmatace{:ze,. Photobacterium sp., Cetobacterium sp.,
Clostridiaceae, Vibrio sp.
Stornia Clostridium sp, Photobacterium sp, Clostridiaceae
Lagodon Clostridium sp., Mycoplasma sp., Photobacterium sp. Propionibacterium

sp., Staphylococcus sp., Pseudomonas sp, Corynebacterium sp.

Sktad mikrobiomu jelitowego jest wypadkowg sposobu odzywiania sie ryb i home-
ostazy organizmu ryby. Czynnikiem decydujgcym o symbiotycznym mikrobiobie jest
przede wszystkim srodowisko zewnetrzne, przy czym u ryb karpiowatych ta korelacja
jest najsilniej zaznaczona (zréznicowana zawarto$¢ mikrobiomu danego gatunku
pochodzacego z rébznych ekosystemoéw, ij. jezior, rzek, akwakultury). Wynika to z faktu,
ze pokarm tych ryb oddziatywujgc prebiotycznie stymuluje do podziatu bakterie jelitowe.
Stad tez sugerowano, ze to poziom troficzny, anatomia przewodu pokarmowego ma
duzy wptyw na mikrobiom jelita. R6zne doniesienia mogtyby wskazywac, ze jelito ryb
roslinozernych jest siedliskiem bakterii z rodzajéw Leptotrichia, Clostridium i Citrobacter,
ryb miesozernych — Halomonas i Cetobacterium, a ryb wszystkozernych Halomonas,
Clostridium i Cetobacterium (Liuiin. 2016). Obserwuije sie tez wzrost tendencji réznorod-
nosci mikrobiomu, kolejno u ryb drapieznych, wszystko — i roslinozernych.

Mikrobiom ryb dzikich

Bardzo szczeg6towo scharakteryzowat mikrobiom ryb dzikich Kimiiin. (2021). Obej-
muje on 21 rodzajow bakterii, wsréd ktérych najczesciej dominujg trzy gromady Prote-
obacteria, Firmicutes i cyjanobakterie. W badaniu przeanalizowano 85 gatunkoéow ryb,
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Rys. 2. Udziat wzgledny gromad bakterii identyfikowanych w grupie 227 gatunkéw ryb (Kim i in. 2021).

reprezentujgcych 79 rodzajow z 42 rodzin i 14 rzedéw. Pomimo réznorodnosci taksonow
ryb wyodrebniono wspélne cechy dla gromady ryb (rys. 2). Ot6z mikrobiom jelita ryb jest
zdominowany przez Proteobacteria (51.7%) i Firmicutes (13.5%). Najczestszym bowiem
taksonem w jelitach ryb (w 219 prébkach ryb na 227 analizowanych) byty Proteobakterie
i nastepnie Firmicutes. Z kolei u ryb stodkowodnych wykrywano bakterie nieobecne
u gatunkéw morskich (Fusobacteria). Stwierdzono tez, ze réznorodnos¢ (i ilos¢) drobno-
ustrojow u ryb stodkowodnych jest wigksza niz u ryb morskich. Jednakze, niektére takso-
ny obecne u ryb morskich nie byty spotykane u ryb stodkowodnych. Co ciekawe, na tej
podstawie taksony réznigce sie sktadem i liczebnoscig moga postuzy¢ jako biologicznie
istotne biomarkery dla wody/ryb stodkiej i morskie;j.

Wedtug (Kim i in. 2021) sktad mikroorganizmow w jelicie jest silniej uksztattowany
przez siedlisko zywiciela, niz takson czy poziom troficzny, przy czym woda morska vs.
woda stodka odgrywa najsilniejsze znaczenie w ksztattowaniu mikrobiomu. Wskazuje to
na silny symbiotyczny zwigzek miedzy mikrobiomem a organizmem w procesie adapta-
cji. R6znica w sktadzie mikrobiologicznym w odniesieniu do zasolenia wynika z aktywno-
§ci metabolicznej, enzymatycznej czy odpornosciowej danego gatunku ryby. Na
przyktad obecno$¢ szeroko rozpowszechnionych u ryb stodkowodnych Fusobakterie
jest ujemnie skorelowane z dostepnoscig w diecie witaminy B12 (Cetobacterium some-
rae, rzad Fusobacteriale sg zdolne do syntezy witamina B12). Ponadto inne bakterie ryb
stodkowodnych wykazywaty stosunkowo duzg obfito$¢ gendéw zwigzanych z metaboli-
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zmem kofaktorow i witamin czy aminokwaséw. Sugeruje to, ze dostepnos$¢ podstawo-
wych sktadnikow odzywczych w srodowisku wptywa na ksztattowanie sie mikrobiomu,
ktory uwzglednia niedobory zywieniowe gospodarza.

Zalezna od taksonu gospodarza zmienno$¢ w profilu drobnoustrojow jelita jest tez
wieksza na nizszych poziomach taksonomicznych (gatunek, rodzaj) niz na wyzszych
poziomach taksonomicznych (rzad, rodzina). Analizy u ryb karpiowatych i okoniowatych,
z roznych siedlisk wskazaty jednoznacznie, ze w ksztattowaniu mikrobiomu jelitowego
uryb wieksza role odgrywa $rodowisko niz czynniki genetyczne zywiciela (Kimiin. 2021).

Na réznych etapach rozwoju, sktad mikrobiomu gatunku jest zmienny, przy czym
w stadium larwalnym srodowisko ma decydujgcy wptyw. Z profilem mikrobiomu jelitowe-
go korelujg w tym przypadku takie czynniki sSrodowiskowe, jak: odczyn pH wody, zawar-
tos¢ azotandw, fosforandéw oraz mineratéw. Ponadto u suma, karpia, totpygi, karasia
skfad jelitowy bakterii kwasu mlekowego zmienia sie wraz z porami roku. Zanieczyszcze-
nia srodowiska w kazdym przypadku zaburzajg jego sktad, niszczgc tzw. mikrobiom
rdzeniowy. Behawior ryb, genotyp, stan fizjologiczny i $srodowisko wodne decydujg
o sktadzie, r6znorodnosci i aktywnosci metabolicznej mikrobiomu jelitowego wptywajac
w ten sposédb na aktywnos$¢ zerowania, wzrost, magazynowanie energii i stan zdrowotny
ryb. Biorgc pod uwage powyzsze zmienne zasadne jest przeprowadzanie eksperymen-
talnych badan dotyczacych stosowania dostepnych na rynku probiotykéw w celu okres-
lenia ich faktycznego wptywu na efekty podchowu.

Eksperymentalne wzbogacanie paszy i wody komercyjnymi
mikroorganizmami

Krotkoterminowe badania przeprowadzone na organizmie modelowym (medaka)
wyraznie wskazaty na istotny wptyw efektywnych mikroorganizmoéw w paszy (komercyj-
ny produkt zawierajacy bakterie i drozdze) na parametry immunologiczne ryb, a podane
do wody dodatkowo uksztattowaty mikrobiote srodowiska (tab. 2, rys. 3, fot. 1). Parame-
try fizykochemiczne wody z dodatkiem efektywnych mikroorganizméw (100 ppm) znacz-
nie roznity sie od parametrow gdzie dodatek ten byt nizszy (10 ppm) lub podany do
paszy. Najwieksze roznice dotyczyty zawartosci jondw potasu, magnezu, wapnia, sodu
oraz azotu amonowego i azotanowego (Cejko i in., dane niepublikowane).

Mikroorganizmy podawane w okresie rozrodczym zmienity tez ptodnos¢ ryb (Cejko
i in. dane nie publikowane). W podchowie trwajgcym 10 dni udziat trgcych sie samic kar-
mionych paszg z dodatkiem mikroorganizméw byt istotnie nizszy w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Jeszcze wieksze roznice w ilosci podchodzgcych do tarta ryb odnotowano
u samic podchowywanych w wodzie z dodatkiem mikroorganizmoéw (10 i 100 ppm). Nie
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TABELA 2

Parametry immunologiczne medaki karmionej pasza z komercyjnym suplementem z mikroorganizmami i podchowywanej w wodzie
z jego dodatkiemRozne indeksy literowe wskazujg na réznice statystycznie istotne (P < 0,05) (Cejko i in. dane niepublikowane).

. ) Pasza z dodatkiem mikro- | Woda z dodatkiem mikro- | Woda z dodatkiem mikroor-
Parametry immunologiczne Kontrola o o -
organizmow (1%) organizméw (10 ppm) ganizméw (100 ppm)
Aktywnos fagocytow (RBA) 3,892 +0,77 5,80° 1,02 4,232+0,76 2,043+ 0,57
Aktywnosé fagocytow (PKA) 1,742+0,23 3,030 0,70 2,15 +0,62 1,812+0,26
Aktywnos¢ proliferacyjna limfocytow (ConA) | 1,20% £ 0,06 1,49°£0,16 1,324+0,12 1,302+0,11
Aktywnos¢ proliferacyjna limfocytow (LPS) 1,47%+0,19 1,62+ 0,24 1,32+0,10 1,302+ 0,07
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Rys. 3. Srednie liczebnosci oznaczanych drobnoustrojow w wodzie i paszy z komercyjnym suplementem.

odnotowano negatywnego wptywu stosowanego suplementu (do wody i paszy) na
ptodnos¢ samic. Jednakze procent jaj zaptodnionych byt najnizszy w grupie ryb hodowa-
nych w wodzie, do ktérej dodano wiekszg dawke mikroorganizméw (100 ppm).
Powyzsze badania wskazuja, ze jakkolwiek uktad immunologiczny ryb jest stymulo-
wany przez mikroorganizmy podane w paszy i w niewielkim stopniu do wody, to efekt ten
moze wynika¢ z odpowiedzi organizmu/obrony na zmiany srodowiskowe, w tym fizyko-
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Fot. 1. Podchow medaki w akwariach bez i z dodatkiem do wody komercyjnych mikroorganizméw (fot. A. Cejko).

chemiczne wody. Wzrost parametrow immunologicznych wigzat sie jednoczesnie z nie-
korzystng zmiang w parametrach rozrodu. Mogty one wynika¢ ze zmiany profilu mikroor-
ganizméw w wodzie. Wyniki mogg sugerowag, ze dla podniesienia odpornosci organi-
zmu lepsze efekty uzyskuje sie przez suplementacje diety. Jednakze przy takiej modula-
cji karmienia nalezy mie¢ na uwadze okres rozrodczy ryb.

Mikrobiomy w zrownowazonej akwakulturze

W celu zapewnienia rozwoju akwakultury zrbwnowazonej, konieczne staje sie spro-
stanie aktualnym wyzwaniom dotyczgcym produkcji zywnosci. W ochronie przed drob-
noustrojami, a nawet zwiekszaniu przyrostu ryb, coraz czesciej implikuje sie wiedze
dotyczaca funkcji mikrobiomu. Przy duzych zageszczeniach sprzyjajgcych wystgpieniu
chordb wywotanych przez patogeny (bakterie, wirusy, pierwotniaki, grzyby, pasozyty)
istnieje ryzyko strat ekonomicznych i potencjalne zagrozenie dla bezpieczehstwa zyw-
nosciowego. Jakkolwiek szczepionki czy antybiotyki sg strategig terapeutyczna, to
zastosowanie szczepow bakterii w leczeniu chorob wpisuje sie w globalne trendy pro-
dukciji ryb. Pierwsze badania nad izolacjg bakterii w 1993 roku pokazaty, ze pewien
szczep Pseudomonas fluorescens poprzez wspo6tzawodnictwo hamuje rozwéj patogen-
nej Aeromonas salmonicida (Smith i Davery 1993). Niespetna dwie dekady poézniej
Teplitskietiin. (2009) oraz Sequeirosiin. (2015) wyizolowali z ryb morskich szczepy Lac-
tococcus lactis i spokrewnione z Bacillus sp., wytwarzajgce bakteriocyne hamujacg
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wzrost patogennych bakterii oraz o dziataniu bojczym przeciwko o$miu chorobotwor-
czym bakteriom (w tym Salmonella Typhi-murium, Proteus vulgaris, Clostridium perfrin-
gens, Staphylococcus aureus). Pozyskane szczepy rekomenduje sig juz jako alternaty-
we w zapobieganiu chor6b w akwakulturze.

Zamkniete systemy hodowlane sg specyficzne, odbiegajace znacznie od warunkdéw
naturalnego $rodowiska ryb. Jednakze istnieje mozliwo$¢ kontrolowania i manipulowa-
nia mikrobiotg obiegdbw zamknietych. Jakie cechy mikroorganizmoéw nalezy wykorzy-
sta¢, aby zoptymalizowa¢ produkcje w zréwnowazonej akwakulturze? Wiadomo, ze
pewne mikroorganizmy bezpos$rednio przyczyniaja sie do poprawy wzrostu, odpornosci
na choroby i w konsekwencji dobrostanu zwierzat. Stosowanie prebiotykéw i probioty-
kow wykazato korzystny wptyw, w tym na wzrost, przezywalnos$é, odpowiedz immunolo-
giczna, proces trawienia i przyswajania pokarmu (tab. 3) Coraz czesciejjednak stosowa-
nie pro- czy prebiotykow traktuje sie jako naruszenie mikrobiomu zywiciela, nie zawsze
uzasadnione (Lorgen-Ritchie i in. 2023). Stosowanie specyficznych probiotykéw nawet
ukierunkowanych na okreslone patogeny niesie bowiem ze sobg pewien stopien ryzyka.

TABELA 3
Whptyw probiotykéw, prebiotykéw i symbiotykow na efekty podchowu ryb hodowlanych (Lorgen-Ritchie i in. 2023).

Gatunek Suplement diety Sktadnik funkcjonalny Modyfikacja mikrobiomu jelitowego

Poprawa tempa wzrostu, wspétczynnika kondycji,
wykorzystania paszy, wzrost parametrow
immunologicznych

Lactobacillus acidophilus,

Jesiotr syberyjski frobiok Saccharomyces boulardii

Zmniejszenie liczebno$ci patogenéw Candidatus,

Pstrag teczowy Probiotyk i symbiotyk |Pediococcus acidilactici, galaktooligosacharydy Mycoplasma

Poprawa tempa wzrostu, wzrost dtugosci kosmkow jelita,

Tilapia nilowa Prebiotyk oligosacharydy r62norodnosci mikroflory

toso$ atlantycki Probiotyk Pediococcus acidilactici Wzrost odpowiedzi immunologicznej

Interakcje miedzy mikroorganizmami i organizmem ryb

Wspblng cechg wewnetrznego mikrobiomu btony Sluzowej jelita ryb jest jego rola
w trawieniu i wchtanianiu sktadnikow odzywczych, podczas gdy zewnetrzny mikrobiom
btony sluzowej odgrywa gtéwnie role obronng. Zewnetrzne powierzchnie btony sluzowej
sg najpierw kolonizowane przez drobnoustroje srodowiskowe wkrotce po wykluciu.
Warunki wylegarni odgrywajg wiec kluczowa role dla r6znorodnosci i bogactwa mikroor-
ganizméw. Z kolei wewnetrzna btona $luzowa jelita nie jest skolonizowana az do czasu
pobierania pokarmu. Jakkolwiek uktad odpornosciowy ryb selekcjonuje symbionty to
drobnoustroje ze Srodowiska majg przewage w kolonizowaniu gospodarza. W p6zniej-
szym etapie uktad odpornosciowy (immunoglobuliny), uczestniczy w ustaleniu sktadu
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mikrobiomu. Proces ten moze by¢ jednak zaburzony stresem. U golca warunki stresowe
zmniejszyty liczebnosé pozytecznych komensali (Methylobacterium i Propionibacte-
rium) odpowiedzialnych za synteze inhibitorow wzrostu patogenéw. W konsekwenc;ji
oportunistyczne patogeny wywotaty infekcje u ryb (Lorgen-Ritchie i in. 2023). U fososia
atlantyckiego z chorobg skrzeli widoczne byto z kolei znaczne zmniejszenie roznorodno-
$ci mikrobiomu w poréwnaniu ze zdrowymi osobnikami. Zasiedlanie mikroorganizmami
w celu wyparcia chorobotwoérczych bakterii jest wiec uzasadnione.

Jedng z metod unikania kolonizacji patogenéw w akwakulturze jest wykorzystanie
bezposredniej interakcji miedzy bakteriami komensalnymi/symbiotycznymi a chorobo-
tworczymi. Obie grupy mikroorganizméw rywalizujgc o nisze ekologiczng i sktadniki
odzywcze dgzg do rozprzestrzeniania sie np. w jelitach ryb. Wzajemna konkurencja opie-
ra sie na wytwarzaniu toksyn np. hamujgcych wzrost innych bakterii lub na modyfikacji
Srodowiska np. poprzez zmiane odczynu pH w $wietle narzgdéw zywiciela. Inna strate-
gia dotyczy bakterii komensalnych/symbiotycznych i polega na wzmacnianiu mechani-
zmow obronnych zywiciela i posredniego zwalczania konkurencyjnych bakterii. Mikro-
biom ryb tworzy bariere ochronng (np. btony $luzowych) oraz stymuluje wrodzong odpo-
wiedz immunologiczng. W akwakulturze eksperymentalnej probiotyki wykazaty szeroki
zakres dziatania, mimo ze wybér probiotyku nie zawsze opierat sie na wczesniejszych
analizach naturalnego mikrobiomu ryb (tab. 1i4). Bakterie jelitowe Pseudomonas fluore-
scens i P. putida zostaty uznane za degradujgce ksenobiotyki; Clostridia, zdolne do syn-
tezy krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych za wspomagajace wzrost ryb; Lactoba-
cillus sakei, L. lactis, L. rhamnosus i Clostridium butyricum, za zwigkszajgce poziom
immunoglobulin ryb; Pediococcus acidilactici syntetyzujgce kwasy organiczne i bakte-
riocyny, za zwalczajgce patogeny.

TABELA 4
Mikroorganizmy wykorzystane w akwakulturze i ich wptyw na efekty podchowu ryb (Yukgehnaish i in. 2020)
Gatunek mikroorganizmu Gatunek ryby Efekt podchowu
Bacillus circulans Jesiotr syberyjski | Stymulacja odpowiedzi immunologicznej i tempa wzrostu
Vibrioanguilarum alginolyticus | £oso$ atlantycki Y:}aﬁ&;&ig&;l;oéci po zakazeniu bakterig chorobotwércza, wzrost parametrow
Aeromonas hydrophila Pstrag teczowy | Wzrost odpowiedzi immunologicznej i przezywalnosci po zakazeniu patogenem
Aeromonas sobria Pstrag teczowy ~ |Poprawa tempa wzrostu i przezywalnosci
Enterobacter amnigenus Pstrag teczowy | Wzrost parametrow odpowiedzi immunologicznej
Rhodococcus sp. Pstrag teczowy | Wzrost odpornosci i ochrona przed infekcja bakteryjng
Lactobacillus rhamnosus Tilapia nilowa  |Ochrona przed patogenami
éé;i:g:’:gf e AR Dorada Produkcja biatek odpornosciowych
Shewanella putrefaciens Dorada Poprawa tempa wzrostu stadiow juwenalnych
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Zdefiniowanie ,zdrowego” mikrobiomu w odniesieniu do akwakultury, spoéjnego
nawet w obrebie jednego gatunku, w jednym systemie hodowlanym jest mato prawdopo-
dobne. Pozgdany mikrobiom dla akwakultury to taki, ktéry ma zdolno$¢ dostosowywania
sie do $rodowiska i utrzymywania korzystnych relacji symbiotycznych z organizmem ryb.
Homeostaze mikrobiomu nalezy tez rozwazy¢ w kategoriach jego funkcjonalnosci a nie
taksonomicznej tozsamosci z gatunkiem w warunkach naturalnych. Dlatego w najnow-
szych doniesieniach naukowych obok metagenomiki rozwaza sie stosowanie hologeno-
miki, tj. badan genetycznych catego zbioru genéw w akwakulturze. Hologenom, tj. caty
zestaw genomu holobiontu, organizmu ze wspétistniejacymi mikroorganizmami stwarza
mozliwo$¢ bardzo szczegbtowej analizy wzajemnej zaleznosci (Lorgen-Ritchie i in.
2023).

Podsumowanie

Rola mikroorganizmoéw w ekosystemach jak i organizmach zywych jest coraz lepiej
poznana. Sprzyja to prowadzeniu badan pod katem modelowania ich sktadu czy zacho-
wania naturalnej dynamiki i struktury populacji. W ostatnich latach podjeto préby zdefinio-
wania sktadnikéw chemicznych obecnych/syntetyzowanych w drobnoustrojach w postaci
biomolekut/zwigzkéw bioaktywnych wraz z ich funkcjami biologicznymi i przydatnoscig
w akwakulturze. Badania jednoznacznie wskazujg, ze wykorzystanie potencjatu mikrobio-
logicznego w poprawie wydajnosci metabolicznej i immunologicznej organizmu ryb jest
zasadne. Za celowe uznaje sie wiec prowadzenie badan metagenomicznych i opracowa-
nie probiotycznych szczep6w dla ryb waznych z ekonomicznego i zywieniowego punktu
widzenia. Wskazuje sie jednoczesnie na zagrozenia w naruszaniu mikrobiomu jelitowego
pro- i prebiotykami, ktory peni istotne fizjologicznie funkcje dla organizmu ryb. Analiza
mikrobioty w akwakulturze i jej bezposredni zwigzek z organizmem ryby pozwala lepiej
kontrolowac i chroni¢ ten specyficzny ekosystem wodny i co istotne rozwija¢ technologie
zrébwnowazonej produkcji i bezpieczehstwa zywnosciowego.
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Wprowadzenie

Ryby jesiotrowate sg cennym obiektem akwakultury zaréwno ze wzgledu na walory
smakowe ich migsa, ale takze ze wzgledu na pozyskiwang od nich ikre, z ktérej produko-
wany jest kawior (Bronzi i in. 2019). Wiekszos¢ gatunkéw jesiotrowatych uwazana jest
jako gatunki krytycznie zagrozone lub przypisuje sie im wysokie ryzyko wymarcia w nie-
dalekiej przysztosci, co zwigzane jest z postepujgca od lat degradacjag Srodowiska natu-
ralnego, niekorzystnie wptywajgcg na migracje tych ryb oraz ich rozréd. Przyczyny zani-
ku tych gatunkéw w Srodowisku naturalnym to zanieczyszczenia wod, ale takze ograni-
czenie naturalnych siedlisk dla wzrostu i rozwoju stadiow mtodocianych oraz przetowie-
nia (Bronziiin. 2019). Obecnie za wyjgtkiem kilku krajow (Rosja, Iran, Kazachstan, USA,
Kanada) gdzie ryby jesiotrowate moga by¢ nadal legalnie potawiane, podlegajg one
catkowitej ochronie przed nadmierng eksploatacja, a ich rozrod prowadzi sie w warun-
kach kontrolowanych (Lopeziin. 2019). Swiatowymi liderami w produkcji ryb jesiotrowa-
tych sg Chiny, Rosja, Armenia oraz Iran, natomiast w$réd krajéw europejskich dominujg
pod tym wzgledem Wtochy.

Biorac pod uwage krajowg produkcje ryb jesiotrowatych to zaréwno sama procedura
tworzenia stad tartowych, przygotowywania tarlakbw do rozrodu oraz postepowania
z nimi podczas catej akcji tartowej, opisana zostata szczeg6towo w licznych opracowa-
niach (Szczepkowski 2013, 2018, Szczepkowski i Kolman 2011) oraz instrukcjach
doradczych dostepnych m.in. na stronie internetowej IRS-PIB (https://doradz-
two.infish.com.pl/content/publikacje). Wszystkie one majg na celu produkcje materiatu
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zarybieniowego o wysokiej jakosci poniewaz chow i hodowla jesiotréw w akwakulturze
cieszy sie duzym zainteresowaniem wsréd rodzimych hodowcéw ryb. Efektem tego jest
nie tylko intensywny wzrost globalnej produkcji ryb jesiotrowatych, ale takze tworzenie
hybryd miedzygatunkowych (Fopp-Bayat i in. 2023a, b).

Stymulacja hormonalna samcow ryb jesiotrowatych

W warunkach kontrolowanych nasienie ryb jesiotrowatych pozyskuje sie po stymula-
cji termicznej oraz hormonalnej. Stymulacje hormonalng prowadzi sie na poziomie przy-
sadki mozgowej (podawanie gonadoliberyn lub jej syntetycznych analogéw) lub na
poziomie gonad (podawanie gonadotropin). Pierwsza metoda stymuluje wydzielanie
endogennej gonadotropiny poprzez manipulacje osig podwzgdérze-przysadka-jadra,
natomiast druga stymuluje ostateczne dojrzewanie plemnikéw poprzez bezposredni
wptyw na steroidogeneze jgder (Alaviiin. 2012a). W praktyce hodowlanej wykorzystuje
sie rozne preparaty hormonalne, a iniekcje przeprowadza sie domigsniowo w jednej
dawce, masujgc uprzednio miejsce wktucia preparatu (tab. 1 i 2). Istotne znaczenie
w rozrodzie ryb jesiotrowatych odgrywa nie tylko rodzaj i dawka preparatu jakim stymulu-
je sie ostatnie etapy dojrzewania oocytéw oraz spermatocytow. Nie mniej wazny jest
takze czas latencji, rozumiany jako czas od przeprowadzenia stymulacji hormonalnej
(wykonania iniekcji) do momentu pozyskania dojrzatych gamet. W pracach hodowlanych
szczegOlng role ktadzie sie na czas latencji samic, jednakze czynnik czasu jest nie mniegj
istotny w odniesieniu do samcow ryb jesiotrowatych. Wptyw na czas latenciji u ryb jesio-
trowatych ma gtéwnie temperatura i w zalezno$ci od gatunku czas pozyskania nasienia
miesci sie w zakresie od 14 do 72 godz. od przeprowadzenia iniekcji (tab. 1i 2).

Czas po stymulacji hormonalnej, a jako$¢ nasienia ryb
jesiotrowatych

Ze wzgledu na fakt, ze dostepnos$c¢ tarlakow ryb jesiotrowatych zwykle jest ograniczo-
na, po stymulacji hormonalnej nasienie pozyskuje sie kilkukrotnie (od indywidualnych
osobnikdéw) zachowujgc wybrane odstepy czasowe. Praktyka ta ma na celu, z jednej stro-
ny okreslenie optymalnego czasu latencji po przeprowadzeniu stymulaciji hormonalnej,
a z drugiej, pozyskanie wystarczajgcej objetosci nasienia o jakosci gwarantujgcej sukces
zaptodnienia. W literaturze niewiele jest danych na temat jakosci nasienia ryb jesiotrowa-
tych uwzgledniajgcych rézny czas po stymulacji hormonalnej. Z dostepnych informaciji
wynika, ze do stymulowania spermacji jesiotra syberyjskiego (Acipenser baerii) oraz sterle-
ta (Acipenser ruthenus) testowano rézne preparaty hormonalne, tj. Ovopel, implanty z ago-
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TABELA 1

Preparaty hormonalne, ich dawki oraz czas pozyskania nasienia po wykonaniu stymulacji hormonalnej
u wybranych gatunkéw ryb jesiotrowatych

Gatunek Preparat hormonalny Dawka (kg) Czas pozz';l;:rzu)a nasienia Zrodto
2mg 32-34 Williot i in. (2002)
Przysadka karpiowa
4-5mg 48 Psenicka i in. (2008)
Ovurelin 5pg 32-34 Williot i in. (2002)
LHRHa 0,03 mg 24 Judycka i in. (2015a, b)
24 Sieczynski i in. (2015)
Jesiotr syberyjski
24 Stowinska i in. (2015)
Ovopel 1 granulka 24 Sarosieki in. (2015)
24 Glogowski in. (2002)
24 Piros i in. (2002)
Przysadka jesiotrowa 2mg 24 Tsvetkova i in. (1996)
Jesiotr jeziorny Przysadka karpiowa 1mg 24 Ciereszko i in. (2006)
30 ug 24 Yamaneri in. (2014)
jesiotr rosyjski LHRHa =
20 ug 24-30 Ignaiin. (2022)
. . 1mg 24 Horvathi in. (2005)
Jesiotr ostronosy Przysadka karpiowa -
3-4mg 14 Park i Chapman (2005)
. o Przysadka jesiotrowa 50-70 mg 24 Alavi i.in. (2004)
Jesiotr kaspijski —
LHRHa 5ug 18 Aramliiin. (2014)
Przysadka karpiowa 6mg 24 Piros i in. (2002)
S Przysadka karpiowa 4mg 48 PSenicka i in. (2008)
erle
Przysadka jesiotrowa 2mg 24 Tsvetkova i in. (1996)
LHRHa 0,1 mg 16-20 Fopp-Bayat i in. (2023a)
) Przysadka karpiowa 4-5mg 48 Liiin. (2011)
Siewruga
Przysadka karpiowa 2-3mg 16-24 Sadeghi i in. (2013)
Bietuga LHRHa 0,1 mg 16-20 Fopp-Bayat i in. (2023b)
Oznaczenia:

Owurelin — (D—PheG—NHQ-mGnRH);
LHRHa — analog gonadoliberyny ssaczej;
Ovopel - ([(D-Alae, ProgNEt)-mGnHH+metoclopramide])

nistg gonadoliberyny, przysadke karpiowg oraz mikroczgsteczki biodegradowalnego poli-
meru PLGA zawierajgce alareling, tj. hormon uwalniajgcy gonadotropine bedacg synte-
tycznym agonistg GnRH. Efektywnos$c¢ ich stosowania, mierzona jako$cig pozyskanego
nasienia, uzalezniona jest zarbwno od dawki podanego preparatu hormonalnego oraz
czasu po jakim pozyskano nasienie po stymulacji hormonalnej (tab. 2).

W oparciu o prezentowane dane stwierdzi¢ mozna, ze w odniesieniu do jesiotra
syberyjskiego oraz sterleta czas latencji nie powinien przekracza¢ 48 godz. i to bez
wzgledu na zastosowany preparat hormonalny (tab. 2). Swiadcza o tym wyniki objetosci
pozyskanego nasienia, koncentracji plemnikéw ich ruchliwosci (MOT) oraz predkosci
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TABELA 2
Preparaty hormonalne, ich dawki, czas pozyskania nasienia, objeto$¢ pozyskanego nasienia, koncentracja plemnikéw, ruchliwo$¢
(MOT) oraz predko$¢ krzywoliniowa plemnikéw (VCL) jesiotra syberyjskiego (Acipenser baerii) oraz sterleta (Acipenser ruthenus)

Czas .
; ... | Koncentracja
Gatunek Preparat | b a (kg | PODSKANA | ODiGloSE | sw | MOT() | VC- Zrédto
hormonalny nasienia nasienia (ml) (um/s)
(mld/ml)
(godz.)
Jesiotr 24 = 1,7 76,8 - o
L Ovopel 1 granulka Piros i in. (2002
syberyjski P g 36 - 2.4 85,0 = i
24 12,3 2,7 99,5 182,9
Ovopel 3 granulki 48 16,5 338 99,0 188,1
72 98 13 97,6 183,4
Alaviiin. (2012a)
24 14,2 3,7 95,4 154,4
4mg 48 12,5 1,9 97,3 169,4
72 48 0,7 84,0 158,2
Przysadka karpiowa
24 15,0 0,9 80,0 160,0
4mg 48 18,0 0,5 80,0 140,0 Podhorec i in. (2021)
72 - - - -
24 41 0,02 89,9 166,2
Sterlet 25 g 48 19 0,1 92,4 166,4
72 038 0,02 91,0 162,9
mGnRHa Alaviiin. (2012a)
24 58 0,5 99,5 165,9
75 g 48 59 04 96,7 161,1
72 25 0,2 87,8 167,0
24 19,0 0,3 82,0 155,0
35ug 48 18,0 0,5 82,0 145,0
72 12,0 1,1 82,0 150,0
PLGA+A Podhorec i in. (2021)
24 17,0 0,1 75,0 155,0
200 pg 48 31,0 0,3 75,0 145,0
72 20,0 0,3 60,0 150,0
Oznaczenia:

Ovopel — ([(D-Ala® Pro°NEt)-mGnRH+metoclopramide]);

mGnRHa - implanty z agonistg [(D-Alas-Prog-LHRH];

PLGA+A — mikroczgsteczki biodegradowalnego polimeru PLGA (poly(dl-lactic-co-glycolic acid) zawierajgce
Alareline tj. hormon uwalniajgcy gonadotropine bedgcg syntetycznym agonistg GnRH

krzywoliniowej (VCL). Sposrod parametréw okreslajgcych jakos¢ nasienia, najistotniej-
sze znaczenie dla skutecznosci zaptodnienia ikry ma parametr MOT i VCL (Lahnsteiner
iin. 1998, Gageiin. 2004). Na podstawie ich wartosci okresli¢ mozna nie tylko sama doj-
rzato$¢ nasienia oraz zdolnos¢ plemnikdéw do zaptodnienia, ale takze potencjat i wydaj-
nos¢ reprodukcyjng samcow po stymulacji hormonalne;.

W praktyce hodowlanej czas latencji uzalezniony jest od wielu czynnikow, w tym kon-
dyciji tarlakbw przeznaczonych do rozrodu oraz stopnia ich dojrzatoéci. Kazdy zatem
hodowca planujgcy rozrdd ryb jesiotrowatych powinien zoptymalizowac biotechnike roz-
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rodu, ktoéra uwzglednia nie tylko liczbe tarlakow oraz ich mozliwosci produkcyjne, ale
takze dostepnos¢ preparatow hormonalnych oraz zaplecze techniczne wykorzystywane
podczas catej akcji tartowej. Przyktadem takim sg nasze badania przeprowadzone nad
rozrodem jesiotra syberyjskiego, ktére wskazujg, ze po stymulacji hormonalnej samcow
nasienie pozyska¢ mozna juz po 18 godz. od zastosowania 6 mg przysadki karpiowej
(tab. 1). Co warte podkreslenia, od tych samych osobnikéw jesiotra syberyjskiego pozy-
skano nasienie po 21, 24 oraz 26 godz. od przeprowadzenia iniekcji. Z przeprowadzo-
nych przez nas badan wynika, ze jako$¢ poszczegélnych porcji pozyskanego nasienia
rézni sie zaréwno pod wzgledem ilosci pozyskanych plemnikow oraz ich jakos$ci. Najwyz-
szg koncentracjg plemnikow charakteryzowato sie nasienie pozyskane po 21 godz.
(1,2 mld/ml), natomiast najnizszg po 18 godz. (0,5 mld/ml) od przeprowadzenia stymula-
cji hormonalnej samcéw (rys. 1A, P < 0,05). Warto$ci koncentracji plemnikoéw jesiotra
syberyjskiego na poziomie 1,2-1,8 mld/ml charakterystyczne sg dla dojrzatego nasienia
jesiotra syberyjskiego, zatem z praktycznego punku widzenia takie nasienie winno by¢
przeznaczone do zaptodnienia (Cejko i Fopp-Bayat 2023). Potwierdzeniem tego sg wyni-
ki pomiaréw cisnienia osmotycznego plazmy nasienia ksztattujgce sie na najwyzszym
poziomie po 21 godz. (124,3 mOsm/kg) od przeprowadzenia stymulacji hormonalne;j
(rys. 1B, P <0,05). Wzrost taki wigza¢ mozna z wptywem stymulacji hormonalnej na syn-
teze i sekrecje steroidow ptciowych, ktére doprowadzity do finalnego dojrzewania plem-
nikbw jesiotra syberyjskiego w nasieniowodach. W wartosciach pH nasienia r6znic
takich nie stwierdzono, co $wiadczy najprawdopodobniej o tym, ze pH nasienia jest mnie;j
czutym markerem dojrzatosci plemnikéw u ryb jesiotrowatych.

Pod wzgledem ruchliwoéci (MOT) i parametréw kinetycznych plemnikéw, tj. odsetek
plemnikow o ruchu progresywnym (PRG) i VCL nie stwierdziliSmy réznic istotnych staty-
stycznie bez wzgledu na czas pozyskania nasienia jesiotra syberyjskiego (rys. 2A-C,
P > 0,05). Brak r6znic moze wynikac z ograniczonej ilosci tarlakow, od ktorych pozyska-
no nasienie po stymulacji hormonalnej (n = 3). Aczkolwiek najwyzsze wartosci PRG
(54,6%) oraz VCL (145,5 um/s) stwierdzilismy po 21 godz. od zastosowania przysadki
mdbzgowej w dawce 6 mg/kg m.c. (rys. 2B, C). Wartosci te zblizone sg do wartosci stwier-
dzonych w badaniach dotyczacych rozrodu jesiotra syberyjskiego w warunkach kontro-
lowanych i wskazuja, ze nasienie tych ryb charakteryzuje sie wtasciwg jakoscig (Cejko
i Fopp-Bayat 2023).

Konfekcjonowanie nasienia ryb jesiotrowatych

Nasienie ryb jesiotrowatych pozyskuje sie za pomocg masazu powtok brzusznych do
sterylnej strzykawki lub moczoéwki (fot. 1A-D). Ze wzgledu nafakt, ze objeto$¢ nasienia jakg
pozyskuje sie od indywidualnych osobnikéw jest dos¢ duza i moze wynies¢ od 20 ml
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Rys. 1. Koncentracja plemnikéw (A), ci$nienie osmotyczne plazmy nasienia (B) oraz pH nasienia (C) po 18, 21, 24 oraz 26 godz. po
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stymulacji hormonalnej jesiotra syberyjskiego (Acipenser baerii, n = 3) za pomoca przysadki karpiowej (6 mg/kg). Rozne in-
deksy literowe wskazujg na istotno$ci réznic miedzy czasem pozyskania nasienia dla badanych parametréw (P < 0,05).
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Rys. 2. Odsetek plemnikow ruchliwych (A), odsetek plemnikéw o ruchu progresywnym (B) oraz predko$¢ krzywoliniowa plemni-
kéw (C) po 18, 21, 24 oraz 26 godz. po stymulacji hormonalnej jesiotra syberyjskiego (Acipenser baerii, n = 3) za pomocg
przysadki karpiowej (6 mg/kg). Te same indeksy literowe wskazujg na brak istotnych réznic migdzy czasem pozyskania na-
sienia dla badanych parametrow (P > 0,05).

29



B 7 :
e
r S e =

Fot. 2. Porcja nasienia jesiotra syberyjskiego (Acipenser baerii) rozdzielona na poszczegolne pojemniki (A) oraz ich zabezpiecze-
nie przed transportem (B).

(jesiotr kaspijski, Acipenser persicus) do 365 ml (jesiotr rosyjski, Acipenser guldenstaedtii)
pozyskane porcje nalezy rozdzieli¢ do kilku pojemnikéw w celu uniknigcia przyduszenia
plemnikow i utraty przez nie zdolnosci zaptadniajgcej (fot. 2A, B). Do czasu zaptodnienia,
nasienie nalezy przechowywaé w warunkach chtodniczych (4-8°C) wykorzystujgc do tego
celu lodoéwke, ktéra powinna znajdowac sie na wyposazeniu kazdej wylegarni. Jesli nasie-
nie ma by¢ transportowane na dalszg odlegto$¢, warto zabezpieczy¢ je w styropianowym
pudetku lub w lodéwce turystycznej (tzw. coolerze) zaopatrzonej w chtodzgce wktadki.
Umozliwi to utrzymanie statej temperatury podczas transportu nasienia, co ma wptyw na
zachowanie jakosci plemnikéw na wiasciwym poziomie (Cejko i Kowalski 2018).
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Czas przechowywania, a jako$¢ nasienia ryb jesiotrowatych

Wraz z uptywem czasu, jako$¢ pozyskanego nasienia, a co za tym idzie zdolnosé
zaptadniajgca plemnikdéw ulega obnizeniu. Wigze sig to ze zmianami warunkéw w jakich
dotychczas znajdowaty sie plemniki w warunkach in vivo, tj. w nasieniowodach. Po ich
uwolnieniu do srodowiska zewnetrznego dochodzi do wzrostu tempa metabolizmu, kté-
ry wptywa m.in. na wystgpienie stresu oksydacyjnego, wynikiem ktérego, jest powstawa-
nie wolnych rodnikdéw, reaktywnych form tlenu oraz azotu. Produkty uboczne tlenowego
metabolizmu komérkowego modyfikujg niekorzystnie zwigzki biatkowe odpowiedzialne
m.in. za utrzymanie stabilnosci bton komoérkowych plemnikéw zmieniajgc tym samymich
wiasciwosci fizykochemiczne. Stres oksydacyjny doprowadza takze do fragmentaciji
DNA, ktéra negatywnie wptywa na strukture plemnikéw oraz ich funkcje. Co wiecej,
zmiany DNA plemnikbw mogg mie¢ negatywny wptyw na jakos$¢ potomstwa (Kopeika
i in. 2004). Stres oksydacyjny jest takze kluczowym czynnikiem doprowadzajgcym do
zaburzen motoryki ruchu plemnikéw, co stwierdzono m.in. u jesiotra rosyjskiego, sybe-
ryjskiego oraz kaspijskiego (Acipenser persicus) (Shaliutinaiin. 2013, Aramliiin. 2013).

W tabeli 3 zaprezentowano zmiany ruchliwosci i predkosci plemnikéw w czasie prze-
chowywania nasienia nierozrzedzonego u wybranych gatunkéw ryb jesiotrowatych.
Z zaprezentowanych danych wynika, ze w nierozrzedzonym nasieniu ryb jesiotrowatych
dochodzi do obnizenia ruchliwoéci oraz predkosci plemnikdw, ale dynamika tych zmian
uzalezniona jest od gatunku. Najdtuzszy czas przechowywania nasienia zanotowano
w przypadku jesiotra ostronosego (Acipenser oxyrinchus), tj. do dwéch tygodni, ale
ruchliwos¢ plemnikéw nie przekraczata wowczas 40% (tab. 3). W przypadku innych
gatunkéw ryb jesiotrowatych, tj. jesiotr syberyjski, rosyjski czy kaspijski czas przechowy-
wania nierozrzedzonego nasienia nie trwat dtuzej niz 7 dni (tab. 3). W przeprowadzonych
przez nas ostatnio badaniach nad przechowywaniem nasienia jesiotra syberyjskiego,
czas przechowywania byt jeszcze krétszy poniewaz juz w trzecim dniu przechowywania
stwierdziliSmy obnizenie nie tylko ruchliwosci plemnikow (MOT, PRG), ale takze ich
predkosci (VCL), (rys. 3A-C, P < 0,05).

Roznice w efektywnosci przechowywania nasienia miedzy poszczegolnymi gatun-
kami ryb jesiotrowatych mogg wynika¢ z wielu czynnikbw, w tym kondycji tarlakow oraz
ich dojrzatosci. Dojrzewanie plemnikow jest waznym krokiem do nabycia zdolnosci
zaptadniajgcej, do ktorej dochodzi podczas przechodzenia plemnikéw z jader wzdiuz
przewodu nasiennego. W dojrzewaniu plemnikéw istotng role odgrywa sktad plazmy
nasienia, charakterystyczny dla danego gatunku. Plazma nasienia ryb jesiotrowatych
charakteryzuje sie przede wszystkim zawartoscig zwigzkbw mineralnych i nieorganicz-
nych oraz w niewielkim stopniu zawarto$cig zwigzkéw biatkowych. Wsérod sktadnikdw
mineralnych plazmy nasienia ryb jesiotrowatych dominuje s6d (Na*) oraz chlorki (CI')
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TABELA 3

Ruchliwos¢ (MOT) oraz predko$¢ krzywoliniowa (VCL) plemnikéw wraz z uptywem czasu przechowywania nierozrzedzonego

nasienia wybranych gatunkéw ryb jesiotrowatych w stanie schtodzonym

Gatunek

Temp. przechowywania
(°C)

Czas przechowywania
(dni)

MOT (%)

VCL (um/s)

Zrodto

Jesiotr syberyjski

98

180

98

160

98

150

80

130

0

0

Shaliutina i in. (2013)

Jesiotr rosyjski

98

180

98

160

98

150

80

130

0

0

Shaliutina i in. (2013)

Sterlet

90

180

Dzyubai in. (2016)

60

160

Jesiotr kaspijski

90

88

85

80

Aramliiiin. (2013)

90

90

70

0

Halimi i Norousta (2014)

Jesiotr ostronosy

- O [ |[W | = | ®|(wWw | |[—= = O W= (O |w]|[N|—

80

60

~N | W

50

25

0

Park i Chapman (2005)

90

80

70

60

50

40

30

20

Dorsey iin. (2011)

natomiast w mniejszym stopniu potas (K*), wapn (Ca*) oraz magnez (Mg>*). Stezenie
zwigzkoéw mineralnych w plazmie nasienia zalezne jest m.in. od rodzaju hormonu uzyte-

go do stymulowania spermaciji, jego dawki jak rowniez czestotliwosci pobierania nasie-

nia (Alavi i in. 2012b). Co wiecej, wiekszo$¢ jondw plazmy nasienia ryb jesiotrowatych

(K", Ca2+, Na*) zaangazowanych jest w regulacje ruchliwoéci plemnikow, zatem proces
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Rys. 3. Odsetek plemnikow ruchliwych (A), odsetek plemnikéw o ruchu progresywnym (B) oraz predko$¢ krzywoliniowa plemni-
kéw (C) w ciggu czterech dni przechowywania nierozrzedzonego nasienia jesiotra syberyjskiego (Acipenser baerii, n = 3)
w warunkach chtodniczych (8°C). Rozne indeksy literowe wskazujg na istotno$ci réznic miedzy czasem pozyskania nasie-
nia dla badanych parametrow (P < 0,05).
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dojrzewania indukowany stymulacjg hormonalng ma bezposredni wptyw nie tylko na doj-
rzato$¢ nasienia, ale takze na zdolno$¢ zaptadniajgca plemnikow.

Ptyny aktywujace/zaptadniajace w rozrodzie ryb jesiotrowatych

W rozrodzie ryb jesiotrowatych kluczowym aspektem jest opracowanie optymalnego
ptynu aktywujgcego ruch plemnikow. W optymalnym Srodowisku plemniki osiggaja naj-
wyzszg predkos$¢, doprowadzajgce tym samym do skutecznego zaptodnienia ikry. W kon-
troli ruchliwosci plemnikow ryb jesiotrowatych kluczowa role odgrywa wysokie stezenie
jonow K*, ktére hamuije taki ruch, natomiast w mniejszym stopniu ciénienie osmotyczne
plazmy nasienia (Jahnicheniin. 1999, Tothiin. 1997). Istotny wptyw na ruchliwos$¢ plem-
nikow ryb jesiotrowatych majg takze jony wapnia oraz sodu. Ruchliwo$¢ plemnikow ryb
jesiotrowatych moze by¢ zatem odpowiednio modulowana przy zastosowaniu odpo-
wiednich ptynow aktywujgcych. Jest to szczego6lnie istotne przy dysponowaniu nasie-
niem, ktére charakteryzuje obnizona jakos$¢.

Z danych literaturowych wynika, ze do aktywacji plemnikéw ryb jesiotrowatych
wykorzysta¢ mozna kilka ptynébw o odmiennym sktadzie oraz pH (tab. 4). Sposrod
ptynéw zbuforowanych najbardziej polecanym jest ptyn o sktadzie 10 mM Tris, 20 mM
NaCl, 2 mM CaClz o pH 8,5 (Jahnichen i in. 1999), ktéry stosowano z powodzeniem
zaréwno u jesiotra syberyjskiego, sterleta oraz bietugi. Co warte odnotowania, pow-
szechnie, w celu aktywaciji plemnikéw oraz zaptodnienia ikry jesiotrow stosuje sie wode
wylegarniang, a nawet destylowang (tab. 4). Zabieg ten wynika najprawdopodobniej
z braku mozliwosci przygotowania w wylegarni odpowiednich ptynéw przy wykorzysta-
niu odczynnikéw chemicznych.

Brak natomiast odpowiedniej standaryzacji procedury rozrodu ryb jesiotrowatych
w warunkach kontrolowanych sprawia, ze uzyskane wyniki trudno interpretowac, a co
wiecej aplikowa¢ w badaniach prowadzonych na rybach jesiotrowatych. Opracowanie
optymalnego ptynu aktywujgcego odgrywa istotng role w kontroli jakoéci nasienia ryb
jesiotrowatych w warunkach kontrolowanych. Ma to znaczenie nie tylko podczas analizy
dojrzatosci nasienia po stymulacji hormonalnej, ale takze podczas jego przechowywania
czy wyboru prob, ktére cechuje najlepsza jako$¢, a ktore planuje sie wykorzysta¢ m.in.
do zaptodnienia. Ptyny aktywujgce nie tylko indukujg sam ruch plemnikéw, ale rowniez
(w zalezno$ci od sktadu) wptywajg na wydtuzenie czasu jego trwania. W celu poprawy
ruchliwos$ci plemnikow, sktad ptynow aktywujacych powinien nie tyle wiernie naslado-
wac sktad plazmy nasiennej czy ptynéw owaryjnych danego gatunku, ale przede wszyst-
kim odzwierciedla¢ funkcjonalne ich cechy. Wtasnie owe cechy zdajg sie mie¢ najwiek-
szy wptyw na jakos¢ i ruchliwo$¢ plemnikdw ryb jesiotrowatych podczas aktywacii.
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TABELA 4

Ptyny aktywujace o réznym skfadzie oraz pH wykorzystane do aktywacji plemnikow wybranych gatunkow ryb jesiotrowatych.

Gatunek Ptyn aktywujacy pH [ MOT (%) | PRG (%) (:n?/l's) Zrédio
woda wylggarniana 76-85 - Piros iin. (2002)1
woda destylowana 98 - 200 Shalutina i in. (2013)
85 60 - 100 Dietrich i in. (2012)
Jesiotr syberyjski 8,5 90 60 230 Sarosiek i in. (2015)
10 mM Tris, 20 mM NaCl, 2 mM CaClz | 85 41 - 122 Sieczynski i in. (2015)
85 70 - 200 Judycka iin. (2015&1)2
85 95 - 300 Judycka i in. (201 5a)3
. o woda destylowana 98 - 200 Shalutina i in. (2013)
Jesiotr rosyjski : .
10 mM Tris, 10 mM NaCl, 1 mM CaClp, | 8,5 83 = Yamaner i in. (2015)
. 58 - Piros i in. (2002)
woda wylegarniana -
7.8 90 - 160 Dzyubai in. (2016)
S 10 mM Tris-HCI 8,0 60-82 - 140-160 Podhorec i in. (2021)1
erle
) 85 45 - 120 Sieczynski i in. (2015)
10 mM Tris, 20 mM NaCl, 2 mM CaClp
8,5 70 39 150 Fopp-Bayat i in. (2023a)
10 mM Tris, 10 mM NaCl, 1 mM CaClo | 85 97 - 161 Boryshpolets i in. (2011)
0,3% NaCl 90 - Aramli i in. (2013)
. 90 - Halimi i in. (2014)
woda wylegarniana
50 ®
Jesiotrkaspiski | 26 mM NaCl, 1mM CaS0s, 02mMKCL, | o0 | _
20 mM Tris-HCI ’ Alavi i Cosson (2005)
25 mM NaCl, 1 mM CaSO4, 3 mM 8.0 50 )
MgSO4, 20 mM Tris-HCI ’
. woda wylegarniana 80 - Park i Chapman (2005)
Jesiotr ostronosy - »
20 mM Tris-NaCl 8,0 80 - Dorsey iin. (2011)
Bietuga 10 mM Tris, 20 mM NaCl, 2 mM CaClo | 85 68 37 125 Fopp-Bayat i in. (2023b)
Oznaczenia:

'w zaleznoéci od preparatu hormonalnego, ich dawki oraz czasu pozyskania nasienia (patrz tab. 2);
2w sezonie rozrodczym (kwieciers);
®poza sezonem rozrodczym (grudziers)

TABELA 5

Ptyny aktywujace o réznym sktadzie, pH oraz osmolalnosci wykorzystane do aktywacji plemnikow jesiotra syberyjskiego
(Acipenser baerii). *Kazdy ptyn aktywujacy zawierat w sobie dodatek 0,5% albuminy (BSA)

. ) Osmolarno$¢ o
Ptyny aktywujace Sktad ptynow pH (mOsmikg) Zrdto
Woda wylegarniana - 9,0 45 Dzyuba i. in. (2016)
Jahnischen 10 mM Tris, 20 mM NaCl, 2 mM CaClo 8,5 90 Jahnichen i. in. (1999)
Tsvetkova 50 mM Tris-HCI 8,0 120 Tsvetkova i. in. (1996)
X 25 mM NaCl, 1 mM CaSQz4, -
Alavi 1 0.2 MM KCI. 20 mM Tris-HCI 8,0 110 Alavi i Cosson (2005)
. 25 mM NaCl, 1 mM CaSO04, .
Alavi 2 3 mM MgSO4, 20 mM Tris-HCI 8,0 120 Alavi i Cosson (2005)
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Rys. 4. Odsetek plemnikéw ruchliwych (MOT), odsetek plemnikéw o ruchu progresywnym (PRG) oraz predko$¢ krzywoliniowa
plemnikow (VCL) jesiotra syberyjskiego (Acipenser baerii) po aktywacji za pomocg wybranych ptynéw aktywujacych. Te
same indeksy literowe wskazujg na brak istotnosci réznic migdzy badanymi grupami ryb (P > 0,05).
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W ostatnio przeprowadzonych przez nas badaniach w rozrodzie jesiotra syberyjskie-
go poréwnalismy kilka ptynéw aktywujgcych stosowanych wczesniej u innych gatunkéw
ryb jesiotrowatych (tab. 5).

W toku przeprowadzonych przez nas badan stwierdziliSmy brak réznic w warto-
Sciach parametru MOT (zakres: 95-99%), PRG (zakres: 40-54%) oraz VCL (zakres:
114-147 pm/s) dla plemnikéw jesiotra syberyjskiego po zastosowaniu do aktywacji
ruchliwos$ci wybranych ptynéw aktywujacych (rys. 4A-C, P > 0,05).

Badania prowadzone przez nas dotyczyty réwniez analizy wptywu wybranych
ptyndéw aktywujgcych na zaptodnienie ikry oraz rozw6j embrionalny jesiotra syberyjskie-
go. Badania te dotyczyty sprawdzenia odsetka zaptodnionych jaj w czasie 4 godz. po
zaptodnieniu oraz odsetka zywych embrionédw w stadium neurulacji (50 godz. po
zaptodnieniu). W trakcie prowadzonych prac eksperymentalnych stwierdzono najwyz-
szy odsetek zaptodnienia w grupach aktywowanych wodg wylegarniang oraz ptynem
Jahnischena (rys. 5A, P < 0,05). W tych grupach obserwowano réwniez najwyzszy odse-

100 a
A ab be
1 c
80 T
= d
S I
é 60 —
=
o
o
3
N 40
20
0 Woda Jahnischen Tsvetkova Alavi 1 Alavi 2
Ptyny aktywujace
100
B
80 a ab
— |
ab
ab
60 -
5 b
e g
g
2 40
3
=
20
Woda Jéhnischen Tsvetkova Alavi 1 Alavi 2
Ptyny aktywujace

Rys. 5. Odsetek zaptodnienia (A) oraz neurulacii (B) jesiotra syberyjskiego (Acipenser baerii) po aktywacji za pomocg wybranych
ptynow aktywujgcych. Rozne indeksy literowe wskazujg na istotnosci roznic miedzy badanymi grupami ryb (P > 0,05).
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tek prawidtowo rozwijajgcych sie embrionow (rys. 5B, P < 0,05). Na podstawie uzyska-
nych wynikbw wytypowano ptyny aktywujgce, ktére optymalizujg proces zaptodnienia
oraz wptywajg pozytywnie na rozwo6j embrionalny jesiotra syberyjskiego.

Podsumowanie

Kontrola jakosci nasienia jest jednym z kluczowych elementow w rozrodzie ryb jesio-
trowatych w warunkach kontrolowanych. Uwzglednia¢ powinna nie tylko ilos¢ pozyska-
nego nasienia, ale przede wszystkim jego jakos$¢, ktdrg charakteryzuje ruchliwos¢ plem-
nikdw oraz ich predko$¢. Opracowanie efektywnych metod stymulacji hormonalnej wraz
z okre$leniem czasu latencji wydaje sie punktem wyjscia w skutecznym i racjonalnym
zarzgdzaniu nasieniem w warunkach wylegarni. Mnogos$¢ opracowan uwzgledniajgcych
to zagadnienie wydaje sie pomocna w zarzgdzaniu stadem tartowym oraz planowaniu
rozrodu tych ryb. Przechowywanie nasienia nierozrzedzonego, do jego pdzniejszego
wykorzystania w zaptodnieniu, wydaje sie z kolei mato praktyczne i pomocne przede
wszystkim ze wzgledu na brak danych dotyczgcych skutecznosci wykorzystania takich
prob w zaptodnieniu. Na uwage zastuguje jednak fakt, ze badania uwzgledniajgce mozli-
wos¢ przechowywania nasienia sg podejmowane, co przede wszystkim stanowi zrédto
wiedzy na temat fizjologii rozrodu ryb jesiotrowatych oraz dynamiki zmian jakos$ci plemni-
koéw do jakich dochodzi w warunkach in vitro. Jednym z kluczowych elementéw kontroli
jakosci nasienia jest okreslenie jego zdolno$ci zaptadniajgcej. Dlatego tez stosowanie
wystandaryzowanych ptynéw aktywujgcych wydaje sie najbardziej zasadne i polecane
w praktyce wylegarniczej. Ptyny takie ze wzgledu na swoj sktad tworzg optymalne $rodo-
wisko nie tylko dla samej kinetyki ruchu plemnikéw, ale przede wszystkim ksztattujg ich
zdolno$¢ zaptadniajgcg. Prezentowane opracowanie z pewnoscig nie wyczerpuje
zagadnienia zwigzanego ze skuteczng kontrolg jako$ci nasienia w rozrodzie ryb jesiotro-
watych. Autorki zdajg sobie sprawe z wielosci zagadnieh jakie warto poruszy¢ i ktére
nadal znajdujg sie w sferze badan licznych grup badawczych. Mamy jednak nadzieje, ze
poruszona w opracowaniu tematyka przyczyni sie do zgtebienia wiedzy na temat jakosci
nasienia ryb jesiotrowatych, utatwiajgc tym samym organizacje i planowanie prac
zwigzanych z rozrodem tych ryb w warunkach kontrolowanych.
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Katastrofa ekologiczna w rzece Odrze i w wodach
hydrologicznie zwigzanych z Odrg latem 2022
roku — przyczyny, skutki i rekomendacje

Agnieszka Napiorkowska-Krzebietke, Grzegorz J. Dietrich

Instytut Rybactwa Srodladowego im. Stanistawa Sakowicza - Paristwowy Instytut Badawczy w Olsztynie

Wstep

Dtugosc¢ rzeki Odry wynosi 854,3 km, w tym na dtugosci 742 km przeptywa na obsza-
rze Polski przez wojewodztwa: $lgskie opolskie, dolnoslgskie, lubuskie, zachodniopo-
morskie. Razem z Kanatem Gliwickim wspéttworzy Odrzahnska Droge Wodna, stano-
wigcg element europejskiego systemu drog wodnych wchodzgc w sktad MDW E30
(https://mdwe70.pl/drogi-wodne/akweny/odra/?doing_wp_cron=1690108901.496542-
9306030273437500). Na dtugosci okoto 180 km stanowi granice panstwowg polsko-nie-
mieckg, natomiast w swoim gérnym odcinku jest uregulowana (25 $luz).

Latem 2022 roku w rzece Odrze i w wodach hydrologicznie zwigzanych z Odrg
wystgpita katastrofa. To zdarzenie mozna intepretowac¢ jako katastrofa ekologiczna,
skutkiem ktorej byty i sg ,trwafte (nieodwracalne w naturalny sposéb) uszkodzenie lub
zniszczenie duzego obszaru srodowiska przyrodniczego, wptywajgce negatywnie, bez-
posrednio lub posrednio, na zdrowie, czesto zycie ludzi’ (https://encyklopedia.pw-
n.pl/haslo/katastrofa-ekologiczna;3921133.html).

W zwigzku z faktem zanotowania masowych $nie¢ ryb oraz makrobezkregowcdw
bentosowych w rzece Odrze oraz w wodach hydrologicznie zwigzanych z Odra, Instytut
Rybactwa Srédladowego im. Stanistawa Sakowicza — Panstwowy Instytut Badawczy
(IRS-PIB) podjat natychmiastowe dziatania w celu oceny wptywu katastrofy ekologiczne;j
na zespoty tych organizméw. Prowadzono szczeg6towe badania, dotyczace niemal
wszystkich poziomow troficznych w ekosystemach wodnych, poczawszy od fitoplankto-
nu i wptywu inwazyjnego ichtiotoksycznego haptofitu Prymnesium parvum N.Carter
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(Carter 1937), przez zooplankton i makrobezkregowce bentosowe do ryb oraz parametry
fizykochemiczne wody. Szeroko podjete badania naukowe pracownikow IRS-PIB skut-
kowaty powstaniem kilku raportow oraz rozdziatéw do raportéw. Wsrdd nich najwazniej-
szymi sg: ,Wstepny Raport Zespotu ds. sytuacji na rzece Odrze” pod redakcjg A. Kolady
2022, ,Raport konczacy prace zespotu ds. sytuacji w Odrze” pod redakcjg Instytutu
Ochrony Srodowiska — Panstwowego Instytutu Badawczego 2023 oraz ,Raport z prowa-
dzenia badan oraz potowéw ryb w rzece Odrze w celu oceny skutkéw katastrofy ekolo-
gicznej” pod redakcjg A. Napiorkowskej-Krzebietke 2022. Powstaty réwniez raporty pt.
»Ocena skali ubytku gatunkéw chronionych ryb i migczakéw w wyniku masowego
sptywu $nietych ryb w Odrze w roku 2022” pod redakcjg A. Napiérkowskiej-Krzebietke
i P. Parasiewicza 2023 oraz ,Badania parametréw jakosciowych wody rzeki Odry na
bazie lotniczych danych hiperspektralnych zebranych na wybranych odcinkach ponizej
kanatu Gliwickiego w trakcie masowego sptywu $nietych ryb i mieczakow” pod redakcijg
P. Parasiewicza, K. Suskiej i A. Napiérkowskiej-Krzebietke 2023, dotyczace szczegd-
towych zagadnien. Ogélnie, 39 pracownikoéw z 6 zaktaddédw naukowych i pracowni nauko-
wej IRS-PIB byto zaangazowanych w bezposrednie badania terenowe, laboratoryjne
i/lub analizy wynikéw. Liste os6b podano w w/w raporcie z prowadzenia badan oraz
potowdw ryb w rzece Odrze w celu oceny skutkow katastrofy ekologicznej pod redakcjg
A. Napiérkowskiej-Krzebietke 2022.

Celem niniejszej pracy byto przedstawienie wybranych wynikow oraz gtownych
wnioskéw i rekomendacji z badan, prowadzonych w okresie trwania katastrofy oraz po
wystgpieniu katastrofy ekologicznej, tj. w okresie sierpien — listopad 2022 roku. W pracy
powotano sie na badania Instytutu wykorzystane do przygotowania raportéw i roz-
dziatbw w raportach.

Zakres badan i metodologia

Ogolnie, zakres prowadzonych przez IRS-PIB badan obejmowat prace wstepne,
terenowe i laboratoryjne. W terenie, przeprowadzono m.in. wizje lokalng, inwentaryzacje
$nietych ryb i makrobezkregowcdw bentosowych, pomiary podstawowych parametréw
fizykochemicznych wody in situ, badania sonarowe dna, odtowy kontrolne, badania roz-
mieszczenia i zachowania populacji ryb, badania i pomiary siedlisk (w tym naloty drono-
we RGB). Pobierano réwniez materiat do badan ichtiopatologicznych i makrobezkre-
gowcdw bentosowych, pod katem ich ogoélnej kondycji, a takze materiat tkankowy ryb do
badan genetycznych. Rbwnoczesnie pobierano probki wody do analiz parametrow fizy-
kochemicznych, biologicznych w tym fitoplanktonu pod kgtem obecnosci i liczebnosci
glonu Prymnesium parvum (tzw. ztotej algi) oraz zawartos$ci ichtiotoksyn, tj. prymnezyn
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z grupy B w jego komoérkach, a takze zooplanktonu z uwzglednieniem glonozernych pier-
wotniakéw oraz wrotkéw i skorupiakéw planktonowych.

W pracy uwzgledniono m.in.:

1. badania ichtiopatologiczne;

2. og6Ine badania ichtiologiczne;

3. badania makrobezkregowcow bentosowych i zespotéw zooplanktonu;

4. badania fizykochemiczne;

5. badania obecnoéci i liczebnosci Prymnesium parvum i zawartosci ichtiotoksycznych
prymnezyn.

Badania prowadzono w okresie trwania katastrofy i kontynuowano po wystgpieniu
katastrofy ekologicznej, tj. w okresie sierpien — listopad 2022 roku. Pierwszy wyjazd tere-
nowy odbyt sie w dniu 12 sierpnia 2022 roku na stanowiska usytuowane w rzece Odrze
na wysokosci miasta Stubice w miejscach, w ktérych zaobserwowano masowe $niecia
ryb. Pobrano pierwsze probki wody do badan fitoplanktonu, w tym na obecnos¢ Prymne-
sium parvum oraz dokonano poboru zywych ryb do badan ichtiopatologicznych. Nastep-
nie badania biologiczne i fizykochemiczne kontynuowano do 25 listopada 2022 roku.
Probki wody dostarczano do laboratorium IRS-PIB przez pracownikéw Instytutu oraz
przez Regionalne Dyrekcje Ochrony Srodowiska w Katowicach, Opolu, Wroctawiu,
Gorzowie Wielkopolskim i Szczecinie. Wszystkie badania laboratoryjne prowadzono
zgodnie z metodami standardowymi (Napiérkowska-Krzebietke (Red.) 2022).

Wyniki i dyskusja

Prymnesium parvum i prymnezyny

W probkach wody, pobranych z rzeki Odry w okolicach Stubic (wojewddztwo lubuskie)

w dniu 12 sierpnia 2022 roku wykryto po raz pierwszy w wodach sroédlgdowych Polski

obecnos¢ wiciowego glonu Prymnesium parvum (tzw. ztotej algi), nalezacego do gromady

Haptophyta. W stonych wodach, w tym wodach w Zatoce Gdanskiej Morza Battyckiego

byt on odnaleziony pod koniec lat 30. (,Notatka o kilku godnych uwagi gatunkach plankto-

nowych dotychczas nieznanych z Zatoki Gdariskiej” A. Bursa, 1938, https://rcin.org.pl).

Wowczas hodowle Prymnesium parvum utrzymywaty sie w wodzie morskiej o zasoleniu

7 %o, a nawet 21%o do 28%o.

Analiza mikroskopowa potwierdzita nastepujgce jego cechy diagnostyczne:

1. jednokomorkowy nanoplanktonowy organizm wiciowy: dwie rownej wielkosci wici
(12-15 (maks. 20) ym), usytuowane na szczycie komorki i stuzgce do poruszania sie
oraz sztywna haptonema, usytuowana pomigdzy tymi niémi (dtugos¢ 3-5 pm) stuzgca
gtébwnie do przyczepiania sie do podtoza;
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2. ksztatt komorki jest wydtuzony lub obty oraz na szczycie $ciety;

3. dtugos¢ komoérek: 10,6-14,4 (maks. 15,0) uym; szerokos¢ komorek: 6,9-8,9 (maks.
10,0) ym oraz grubos¢ komorek: 4,5-5,5 (maks. 6,0) um;

4. komérki posiadajg dwa chloroplasty oraz ptytki celulozowe, okrywajgce kombrke
(widoczne pod zwyktym mikroskopem jako zarysy ptytek).

Powyzsze cechy odpowiadajg opisom taksonomicznym gatunku Prymnesium
parvum, zawartym w kluczach do oznaczania glonéw (Throndsen 1996, Preisig 2011). Jest
to gatunek, ktory tworzy toksyczne zakwity i jest zwigzany z masowymi $nieciami ryb oraz
skorupiakéw i mieczakéw notowanymi na catym Swiecie (Manning i La Claire 2010).
Z danych literaturowych wynika, iz jego toksycznos$¢ potwierdza produkcja wtornych
metabolitbw — prymnezyn, ktére wykazujg silne dziatanie cytotoksyczne, hemolityczne,
neurotoksyczne i ichtiotoksyczne. Sg one szczegdlnie szkodliwe dla organizmow oddy-
chajacych skrzelami i oddziatujg bezposrednio z btonami komérkowymi, naruszajgc ich

Rys. 1. Prymnesium parvum (powigkszenie 1000x (A) i 200x (B)) (fot. A. Napidrkowska-Krzebietke).
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integralnos¢ silnie ukrwionych naczyn, powodujgc mikrokrwotoki. Badania nad tym gatun-
kiem wskazujg, ze kilka czynnikbw wptywa na aktywacije i site dziatania prymnezyn, w tym
zasolenie, pH, dostepnos$¢ jondw oraz faza wzrostu. Prymnezyny mogg dziatac tez jako
zwigzki obronne, zapobiegajgce wyzeraniu Prymnesium, a niektére badania sugerujg, ze
petnig one role allelopatyczne utatwiajgce objecie dominacji w Srodowisku wodnym.
Ponadto, jest uwazany za gatunek inwazyjny (gatunek allochtoniczny), czyli gatunek, ktory
rozprzestrzenia sie naturalnie lub z udziatem cztowieka i stanowi powazne zagrozenie dla
fauny i flory danego ekosystemu wodnego, konkurujgc z gatunkami autochtonicznymi
o0 nisze ekologiczng, a takze przyczyniajgc sie do wyginiecia gatunkéw miejscowych.

W celu lepszego poznania wymagan srodowiskowych obecnosci glonu Prymnesium
parvum, wykonano szereg dodatkowych badan laboratoryjnych, obejmujgcych gtéwne
parametry fizykochemiczne wody (tab. 1). W tabeli 1 podano zakresy parametrow,
pochodzagce z danych literaturowych (He 1989) oraz wyniki wiasne IRS-PIB,
pochodzace z badan prowadzonych w okresie sierpien-listopad 2022 roku w rzece
Odrze. Sposréd najwazniejszych parametréw nalezy wymieni¢: temperature wody
w zakresach 2-30 oraz 2,8-27,0°C; pH w zakresach 7,2-9,3 oraz 6,5-9,1; przewodnictwo
elektrolityczne w zakresie 230-5260 pS cm’ (dane IRS-PIB) oraz stosunek azotu do fos-
foru wynoszacy najczesciej N/P 2-10 a maksymalnie N/P 14.

TABELA 1

Uwarunkowanie fizykochemiczne $rodowiska wodnego, w ktérym zanotowano wystepowanie i tworzenie sig zakwitow Prym-
nesium parvum (dane literaturowe: He 1989 i dane IRS-PIB z badan rzeki Odry: Napiérkowska-Krzebietke (Red.) 2022)

Zakres wartosci
Parametr
dane za He (1989) dane z badan rzeki Odry (IRS-PIB)
Temperatura wody, °C 2-30 2,8-27,0
Przezroczysto$¢ wody, cm 20-70
pH 7,293 6,5-9,1
Zasolenie, %o 2,2-20
Zasadowos¢, meq 5l 5-17,22
Cl',mg N 339-10800 25,9-3345,9
5042, mgL”! 375-7590 28,2-964,4
HCO3', mg 5 0-68,5 64,2-562,4
ca?*, mgL! 459-547,6 34,1-376,7
Mg?*, mg L 187,5-005,9 6,1-216,2
Na*iK*, mg 5 75,8-3054,9 14,6-3435,6
ChZT, mg ! 23,4-42.2 3,3-42,7
Nasycenie wody tlenem, % - 8,2-137,1
N/P = 2-14
Przewodnictwo elektrolityczne, pS om”! - 230-5260

Objasnienia: CI — jony chlorkowe, SO,% — jony siarczanowe, HCO5 — wodoroweglany, Ca®* — jony wapniowe,
Mg?* —jony magnezowe, Na* —jony sodu, K* — jony potasu, ChZT — chemiczne zapotrzebowanie na tlen, — brak
danych
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Rys. 2. Liczebno$¢ Prymnesium parvum w rzece Odrze oraz wodach hydrologicznie zwigzanych z rzekg Odrg (rozmieszczenie
punktéw pomiarowo kontrolnych dotyczy réwniez miejsc poboru probek wody do oznaczen fizykochemicznych).

Wartosci parametréw fizykochemicznych, w tym szczegélnie sktad jonowy wod rzeki
Odry wskazuje wyraznie na znaczgce zanieczyszczenie wodami o charakterze poproduk-
cyjnym i/lub pokopalnianym. Wysokie wartosci przewodnictwa elektrolitycznego sg
zwigzane z ponadnormatywnymi stezeniami jonéw chlorkowych i siarczanowych, ale
takze jonéw sodu i potasu. Najwieksze ich stezenia notowano w silnie zanieczyszczonych
wodach Kanatu Gliwickiego, odbierajgcego wody poprodukcyjne i/lub pokopalniane.

Badania algologiczne rzeki Odry i wéd hydrologicznie zwigzanych z rzekg wskazuja, iz
sposrod przebadanych 420 prébek wody w 369 probkach (88% ogétu probek) zaobserwo-
wano obecnos¢ Prymnesium parvum (Napidrkowska-Krzebietke (Red.) 2022). Natomiast
jego liczebnos¢ zawierata sie w przedziale od 3000 do 610800000 komérek L (rys. 2).
Maksymalng warto$¢ notowano w Kanale Gliwickim na stanowisku Pyskowice w obrebie
wojewddztwa $lgskiego w dniu 14.09.2022 r. Ogolnie, najwieksze liczebnosci tego glonu
notowano w Kanale Gliwickim na stanowiskach: Marina, Pyskowice i Sluza tabedy. Kolej-
ne stanowiska, na ktorych stwierdzano duze liczebnosci byty usytuowane w zbiornikach:
Bajkat, Czernica i tacha Jelcz. Przy pierwszej identyfikacji z miejsca masowych $nie¢ ryb
w rzece Odrze w poblizu Stubic (12.08.2022 r.) stwierdzono okoto 160800771 komo-
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planktonie (fot. A. Napitrkowska-Krzebietke).

rek L. W sierpniu i na poczgtku wrzesnia 2022 roku w miejscach masowych $nie¢ najcze-
Sciej rowniez notowano najwieksze liczebnosci Prymnesium parvum, powyzej 50000000
komérek L.

Wartosci liczebnosci przekraczajace 50 min komérek L™ stwierdzono w okoto 40%,
a wartosci powyzej 100 min komérek L™ odnotowano w 30% 0golnej liczby prébek.
Z danych literaturowych wynika, ze przy liczebno$ci Prymnesium parvum powyzej
50-100 min komérek L odnotowano najczesciej masowe $nigcia ryb (np. Aquatic Inva-
sive Species Control Plan Division of Environmental Services, Golden Alga 2021).

Roéwnoczesnie z badaniami liczebnos$ci Prymnesium parvum przeanalizowano prob-
ki na zawartos¢ toksyn w komérkach glonu. Kazdorazowo w laboratorium IRS-PIB przy-
gotowano materiat planktonowy przesgczony na sgczkach GF/C (rys. 3) w celu dalszych
analiz na zawartos¢ toksyn — prymnezyn. Tak przygotowane na sgczkach i zamrozone
przesacza (420 sztuk) przetransportowano do Zaktadu Biotechnologii Morskiej,
Wydziatu Oceanografii i Geografii Uniwersytetu Gdanskiego w Gdyni do wykonania ana-
liz toksykologicznych. Natomiast cze$¢ sgczkow (28 sztuk) po dalszym przygotowaniu
probki do analiz, juz na Uniwersytecie Gdanskim, przestano do laboratorium Zaktadu
Chemii Zywnosci i Toksykologii, Wydziatu Chemii, Uniwersytetu w Wiedniu celem prze-
prowadzenia analiz zawartosci toksyn w drugim niezaleznym laboratorium.
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Analizy toksyn w obydwu laboratoriach wykazaty, iz w probkach materiatu planktonowe-
go z obszardéw rzeki Odry i woéd hydrologicznie zwigzanych z rzeka, w ktérych wystgpity
zakwity Prymnesium parvum, zostaty wyodregbnione co najmniej trzy rodzaje toksyn z grupy
prymnezyn-B, zawierajgce: (1) jedng jednostke chloru i jedng jednostke heksozy, (2) jedng
jednostke chloru i dwie jednostki heksozy oraz (3) jedng jednostke chloru bez dotgczonego
cukru. Ich sumaryczna zawarto$¢ wynosita od 0,2 do 83,0 nmol LT (Marzec-Mazur i in.
2022, Napiorkowska-Krzebietke (Red) 2022). Wykazano réwniez Scistg zaleznos¢ pomie-
dzy liczebnoscig Prymnesium parvum a zawarto$cig prymnezyn w komorkach, szczegolnie
w miejscach, w ktérych odnotowano $niecia ryb i makrobezkregowcdw bentosowych.

Ichtiofauna

W trakcie trwania katastrofy, od konca lipca 2022 do 12 wrzes$nia 2022 roku w rzece
Odrze udokumentowano $niecia ponad 249 ton r6znych gatunkéw ryb tgcznie na terenie
5 wojewo6dztw: Slgskie, opolskie, dolnoslgskie, lubuskie i zachodniopomorskie (Kolada
(Red.) 2022). Chociaz rzeczywiste straty w populacji ryb mogty by¢ znacznie wigksze,
0 czym Sswiadczg wyniki i poréwnania z odtowdéw monitoringowych przeprowadzonych
w okresach przed i po wystgpieniu katastrofy, opisane w dalszej czesci pracy. Masowe
$niecia objety gatunkiryb o roznej wielkosci. Wérédd nich byty zaréwno duzych rozmiarow
sumy, szczupaki i sandacze (rys. 4) jak i drobne osobniki, w tym gtéwnie okon, jazgarz

Rys. 4. Snigte wigkszych rozmiardw ryby: sumy, szczupaki i sandacze, zinwentaryzowane w dniu 19.08.2022 .
w rzece Odrze na wysokosci Szczecin-Klucz (fot. J. Szlakowski; Napiorkowska-Krzebietke (Red.) 2022)
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Rys. 5. Sniete drobne ryby (gtéwnie okon, jazgarz i ptog) zinwentaryzowane w dniu 19.08.2022 r. w rzece
Odrze na wysokosci Szczecin-Klucz (fot. J. Szlakowski, Napiorkowska-Krzebietke (Red.) 2022).

i pto¢ (rys. 5). Z danych pozyskanych od uzytkownikbw obwodow rybackich, w trakcie
utylizacji martwych ryb stwierdzono 28 gatunkdéw. Wsréd nich byty: amur biaty, bolen,
brzana, certa, jaz, jazgarz, jesiotr ostronosy, kara$ srebrzysty, karp, klen, kietb, koza,
krap, leszcz, lin, migtus, okon, pto¢, rézanka, rozpiér, sandacz, sum, s$winka, szczupak,
totpyga, ukleja, wegorz i wzdrega (Napiorkowska-Krzebietke, Parasiewicz (Red.) 2023).

Badania stanu zdrowia ryb i matzy, pobranych w miejscach masowych $nie¢, prowa-
dzone przez zesp6t pod kierownictwem Prof. dr hab. Andrzeja Siwickiego (Zaktad Ichtio-
patologii i Ochrony Zdrowia Ryb IRS-PIB) wykazaty, iz pomimo braku zmian klinicznych
w obrazie histopatologicznym u wszystkich ryb i matzy zaobserwowano ostre uszkodze-
nia narzadéw, ktére sg najsilniej ukrwione. Byty to gtéwnie skrzela np. u wegorza (rys. 6)
i szczezui (rys. 7), chociaz obserwowano réwniez rozsiang martwice $ledziony u szczu-
paka i wegorza. Zaobserwowane zaburzenia proces6w hematopoetycznych, a takze
uszkodzenie skrzeli mogty by¢, z bardzo duzym prawdopodobienstwem, zwigzane
z dziataniem toksyn hemolitycznych, w tym prymnezyn wydzielanych przez Prymnesium
parvum (Johnsen i in. 2010, Southard i in. 2010, Wagstaff i in. 2021).
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Rys. 7. Zmiany na skrzelach u szczezui — uszkodzenia i pasozytujace orzeski z rodzaju Trichodinella (fot. K. Duk).
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Poréwnanie wynikéw z odtowdw monitoringowych (panstwowy monitoring $rodowi-
ska prowadzony na zlecenie Gtéwnego Inspektoratu Ochrony Srodowiska) w obrebie 14
odcinkow rzeki Odry, przeprowadzonych w trakcie i po wystgpieniu katastrofy, z danymi
pozyskanymiz wielolecia (2014-2021), wskazuje wyraznie na rdznice wielkosci potowdw
dotyczace m.in. Sredniej masy potowu na stanowisku i $redniej liczby ryb ztowionych na
stanowisku. W wyniku katastrofy nastgpito zmniejszenie sie sredniej liczby ryb i masy
potowu o ok. 50% (Napiérkowska-Krzebietke (Red.) 2022).

Natomiast, odnoszac sie do struktury ichtiofauny z odtowéw gospodarczych prowa-
dzonych przez rybakéw w wodach obwodow rybackich rzeki Odra nr 3 i 4, ktérych uzyt-
kownikiem rybackim jest Spoétdzielnia Rybacka Regalica w Gryfinie, w latach 2017-2021
oraz w 2022 roku, w okresie tuz po wystgpieniu katastrofy ekologicznej stwierdzono
istotne zmiany w iloéci odtawianych tych samych gatunkéw w omawianych okresach.
Odnotowano gtéwnie znaczy spadek odtowdw ptoci (sortyment S), krgpia, leszcza (sor-
tyment D), szczupaka, lina, suma, okonia (sortymenty D+S), bolenia, jazia, karasia sre-
brzystego, karpia, totpygi, siei, mietusa, klenia i amura. Natomiast zaznaczyt sie znaczny
wzrost udziatu rozpiéra, sandacza i wegorza w strukturze biomasy potowow gospodar-
czych po katastrofie ekologicznej. Leszcz (sortymenty D+S), krgp i sandacz stanowity,
wiec przewazajgcg czeS¢ w biomasie potowdw gospodarczych ryb w analizowanym
rejonie rzeki Odry (Napiérkowska-Krzebietke (Red.) 2022).

Straty w ichtiofaunie dotyczyty rowniez gatunkéw chronionych. Na podstawie powté-
rzonych badan odcinkéw rzeki Odry z 2017 roku w 2022 roku, czyli w trakcie wystgpienia
katastrofy byta mozliwa ocena stanu zachowania populacji tych ryb (Napiorkow-
ska-Krzebietke, Parasiewicz (Red.) 2023). Wsr6d gatunkéw chronionych odnotowano:
jesiotra ostronosego (Acipenser oxyrinchus Mitchill, 1815) (martwe osobniki), bolenia
(Leuciscus aspius Linnaeus, 1758), brzane (Barbus barbus Linnaeus, 1758), piekielnice
(Alburnoides bipunctatus Bloch, 1782), r6zanke (Rhodeus amarus Bloch, 1782), koze
pospolitg (Cobitis taenia Linnaeus, 1758), kietbia biatoptetwego (Romanogobio belingi
Slastenenko, 1934), $liza (Barbatula barbatula Linnaeus, 1758) i piskorza (Misgurnus
fossilis Linnaeus, 1758) (http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=CON-
SLEG:1992L.0043:20070101:PL:PDF).

W 2022 roku zanotowano wyrazny spadek liczebnoéci gatunkéw chronionych oraz
nie zaobserwowano kozy ztotawej Sabanejewia baltica (Witkowski, 1994), notowanej
w 2017 roku. Ogélnie w poréwnaniu obydwu lat, zaobserwowano spadek liczebno$¢ roz-
ankiz 7872 do 183 szt. ha™ (098%), kozy pospolitej z 1999 do 55 szt./ha (0 97%), brzany
z139do 2 szt. ha™’ (0 99%), natomiast $liza z 34 do 3 szt. ha™’ (0 91%). Natomiast nie-
znaczny wzrost liczebnoéci dotyczyt kietbia biatoptetwego z 3 do 42 szt. ha™'iboleniaz6
do 44 szt ha™ (Napiérkowska-Krzebietke, Parasiewicz (Red.) 2023). Poréwnujac
odtowy na odcinku Odry Swobodnie Ptyngcej, wykazano znaczacy spadek (o okoto
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86%) udziatu procentowego gatunkéw ryb objetych ochrona, ktéry w 2017 roku wyniost
okoto 66% wszystkich ztowionych osobnikdéw, natomiast w 2022 roku jedynie 9%.

Zooplankton i makrobezkregowce bentosowe

Badania pierwotniakdéw potwierdzity dominacje w zespole glonozernych gatunkéw
z rodzaju Rimostrobmidium, przede wszystkim Rimostrombidium humile (Penard 1922) nie-
wielkich rozmiaréw (20-30 um) oraz drobnych bakteriozernych Scuticociliatida (gtéwnie Cycli-
dium glaucoma Méller). W Kanale Gliwickim, w ktorych notowano intensywne zakwity Prym-
nesium parvum, wsrod orzeskow dominowaty drobne, odzywiajgce sie bakteriami i glonami
gatunki z rodzaju Urotricha, Cyclidium, Halteria, Mesodinium i Balanion. Wrotki i skorupiaki
planktonowe byty reprezentowane przez 50 gatunkéw z dominacjg Rotifera. Waznym odkry-
ciem byto zidentyfikowanie wcze$niej nie notowanych gatunkow, tj. Keratella ticinensis (Callerio,
1920), Keratella valga valga (Ehrenberg, 1834) | Brachionus bidenta Anderson, 1889, prefe-
rujgcych wody lekko kwasnie lub wystepujgcych pospolicie w wodach zyznych, odzy-
wiajgcych sie detrytusem oraz zielenicami, okrzemkami, ztotowiciowcami czy tez haptofitami.

Przeprowadzone w sierpniu 2022 roku, czyli w trakcie wystgpienia katastrofy ekolo-
gicznej, badania na wybranych stanowiskach w rzece Odrze wykazaty bardzo duza
Smiertelnos¢ makrobezkregowcdéw bentosowych (Napidrkowska-Krzebietke [Red.]
2022). Najwiekszg smiertelnos¢ zanotowano w przypadku matzy (Bivalvia) z rodzajéw
Anodonta oraz Unio, ktoéra wynosita blisko 100% (rys. 8). Obecnos$¢ ich w ekosystemie

2l S & - 4

Rys. 8. Probki z makrobezkregowcami bentosowymi (fot. IRS-PIB).
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rzecznym jest bardzo istotna dla
rozwoju ryb ostrakofilnych, ktére
sktadajg ikre do jamy ptaszczowej
matzy. Niskie liczebnosci tych |
matzy przektadajg sie znaczgco na
gwattowne ograniczenie potencjatu
rozrodczego rézanki, tj. gatunku Eo
ryby  wykorzystujgcego  matze
z rodziny skojkowatych w swoim
procesie rozrodu. Ponadto, r6zanka
nalezy do gatunkéw podlegajacym
ochronie czesciowej (zafacznik |l Rys. 9. Faoniusous Rafinesque 1817s://pI.wikipedia.org/wi-
dyrektywy siedliskowej). ki/Rak_pregowaty).

Nieznacznie nizszg $Smiertel-
nos¢ stwierdzono u racicznicy
zmiennej Dreissena polymorpha (Pallas 1771), a na kazdym badanym stanowisku

stwierdzono réwniez zywe osobniki. Natomiast najnizszg smiertelnoscig charakteryzo-
wat sie obcy azjatycki gatunek matza z rodzaju Corbicula. Bardzo wysoka $miertelno$é
wykazano réwniez w przypadku $limakéw wodnych (Gastropoda), wéréd ktérych od 95
do 100% martwych osobnikéw zanotowano z rodziny btotniarkowatych, zatoczkowa-
tych oraz zagrzebkowatych. Ponadto, na kazdym badanym stanowisku wsr6d martwych
makrobezkregowcow bentosowych stwierdzano rowniez martwe raki pregowate Faxo-
nius limosus Rafinesque 1817 (rys. 9) zgromady Malacostraca, a jedynie nieliczne, poje-
dyncze osobniki byty zywe. W kolejnych badaniach, przeprowadzonych jesienia, tj. we
wrzesniu Bivalvia i Gastropoda stanowity najliczniejszg grupe zywych organizmoéw, zas
w listopadzie dominowaty zywe Malacostraca, Insectai Annelida. R6znice te mogg doty-
czy¢ zmian sezonowych i/lub pojawieniu sie dla nich niszy ekologicznej.

Badania ryb i makrobezkregowcow bentosowych wskazywaty na najwieksze ich
bogactwo w polach miedzyostrogowych. Uzytecznos$¢ tego siedliska potwierdzity row-
niez wypracowane wstepne modele hydrodynamiczne siedliska. W trakcie katastrofy
obserwowano, iz z powodu niskiej predkosci przeptywu wody w tych strefach, $niete
ryby i makrobezkregowce bentosowe byty masowo zgromadzone na dnie,
arozktadajgca sie biomasa przyczyniata sie do tworzenia warunkoéw beztlenowych, kto-
re odnotowano w drugiej fazie katastrofy w dolnym odcinku rzeki. Mogto to spowodowaé
wtorne skazenie rzeki Odry.
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Podsumowanie i rekomendacije

Od 12 sierpnia 2022 roku, notowane podczas katastrofy ekologicznej w rzece Odrze
i wodach hydrologicznie zwigzanych z rzekg masowe $nigcia ryb oraz makrobezkregow-
cdw bentosowych zapoczatkowaty prowadzenie intensywnych i szczegétowych badan
fizykochemicznych i biologicznych w IRS-PIB. Szereg czynnikdw meteorologicznych
(wysoka temperatura, niskie stany wod), niska jako$¢ wéd, w tym gtéwnie wysoka prze-
wodnosé elektrolityczna, znaczaco przekraczajgca wartosci normatywne na niemal
wszystkich badanych punktach pomiarowych oraz podwyzszone wartosci pH i dobowe
zmiany stezenia tlenu rozpuszczonego sprzyjaty wystgpieniu intensywnych i ichtiotok-
sycznych zakwitow Prymnesium parvum. Zarbwno wysokie wartosci liczebnosci jak
i zawartosci prymnezyn istotnie korelowaty z miejscami masowych $niec ryb oraz makro-
bezkregowcow bentosowych. Dodatkowo, badania ichtiopatologiczne potwierdzity,
w stopniu najbardziej prawdopodobnym, mozliwo$¢ taczenia tych faktow i wskazywaty,
iz zmiany hemolityczne w najsilniej ukrwionych narzadach organizméw skrzelodysznych
majg zwigzek z dziataniem prymnezyn, produkowanych przez Prymnesium parvum.
Ogoétem w trakcie trwania katastrofy, latem w 2022 roku w rzece Odrze udokumentowa-
no $niecia ponad 249 ton réznych gatunkoéw ryb tgcznie na terenie 5 wojewodztw:
Slgskie, opolskie, dolnoslgskie, lubuskie i zachodniopomorskie. Straty w ichtiofaunie
mogty by¢ znacznie wieksze, a cze$¢ z nich dotyczyty réwniez gatunkéw chronionych.
W poréwnaniu wynikéw badan w ramach PMS 14 odcinkéw (jako jednolitych czeci wod
powierzchniowych) rzeki Odry w 2022 roku oraz w latach 2014-2021, straty dotyczyty
okoto 50% populaciji ryb.

Wykazano réwniez bardzo duzg $miertelno$¢ makrobezkregowcodw bentosowych,
ktéra na badanych stanowiskach maksymalnie wynosita blisko 100%, szczegdlnie
w przypadku matzy z rodzajow Anodonta oraz Unio. Ich bardzo niskie liczebno$ci
przektadajg sie na znaczace ograniczenie potencjatu rozrodczego rézanki, tj. gatunku
ryby wykorzystujgcego matze z rodziny skéjkowatych w procesie rozrodu.

Jako rekomendacije, spdjnie wypracowane przez wszystkie zespoty badajgce skutki
powstatej katastrofy ekologicznej w rzece Odrze i wodach hydrologicznie zwigzanych
zrzekg latem 2022 roku (wedtug wyzej cytowanych raportéw), mozna wskazaé¢ koniecz-
nosc¢:

1. wdrozenia statego systemu monitoringu jakosci wéd Odry w zakresie parametrow,
zwigzanych z zakwitami Prymnesium parvum, w tym gtéwnie przewodnictwo elektro-
lityczne i odczyn pH wody wraz z systemem wczesnego ostrzegania i reagowania,
w potgczeniu z rozszerzonym monitoringiem biologicznym rzeki w warunkach silnie
przeksztatconych;
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2. wdrozenia programu monitoringu stanu populacji ryb wraz z rejestracjg efektéw rozro-
du naturalnego i struktury wiekowej;

3. ochrony i podjecia programu renaturyzacji i udroznienia doptywéw rzeki Odry dla ryb,
ktére znalazty je jako refugium w trakcie katastrofy ekologicznej;

4. rozpoznania mechanizmdéw wywotujgcych szok $Srodowiskowy u Prymnesium
parvum, tzw. ztotych alg, ktoérych toksyny — prymnezyny mogty by¢ przyczyng kata-
strofy, nastepnie kontrolowania warunkdéw go wywotujgcych oraz opracowania sku-
tecznych metod ograniczenia i/lub wyeliminowania masowego rozwoju ichtiotoksycz-
nego glonu;

5. kontroli punktowych zrzutbw wod zanieczyszczonych do rzeki Odry i jej doptywow,
ustalenia podmiotow odpowiedzialnych za zty stan jakosci wod rzeki Odry oraz likwi-
dacja nielegalnych zrzutow;

6. przygotowania podstaw odtworzenia r6znorodnosci koryta i stworzenia siedlisk refu-
gialnych w korycie rzeki Odry, zwigkszajgcych odporno$¢ systemu rzeki na zagroze-
nia spowodowane zanieczyszczeniami i zmianami klimatu, szczeg6lnie dla gatunkow
chronionych wtgcznie ze stworzeniem banku genéw i odtworzeniem populacji odrza-
nskich ryb i innych grup organizméw, ktére ucierpiaty w wyniku katastrofy;

7. wspierania inwestycji celem podwyzszenia stopnia oczyszczania sciekbw komunal-
nych i przemystowych.

Podziekowania

Praca zostata przygotowana w ramach zadania badawczego Z-014 Instytutu Rybac-
twa Srédlagdowego im. Stanistawa Sakowicza — Paristwowego Instytutu Badawczego.
Czes¢ danych o ichtiofaunie pochodzi z paristwowego monitoringu srodowiska prowa-
dzonego na zlecenie Gtéwnego Inspektoratu Ochrony Srodowiska.
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Bazy danych genetycznych ryb i ich zastosowanie
w ochronie ryb wedrownych

Dariusz Kaczmarczyk

Zaktad Rybactwa Stawowego, Instytutu Rybactwa Srodladowego im. Stanistawa Sakowicza -
Panstwowy Instytut Badawczy w Olsztynie

Wstep

Ryby wedrowne, w tym dwusrodowiskowe spedzajgce cze$¢ swojego zycia w rzece
i morzu sg gatunkami szczegdlnie zagrozonymi konsekwencjami zabudowy hydrotech-
nicznej oraz zmianami w Srodowisku wodnym (Rosimeire i in. 2010). Niejednokrotnie
zmiany dokonane w rzece powodujg odcigcia ich od tarlisk, zatem utrzymanie populacji
gatunkéw wedrownych jest zalezne od cztowieka (Koljonen i in. 2002). Zachowanie
populacji ryb tososiowatych i jesiotrow wpisuje sie w obszar zainteresowania biologii
konserwacyjnej, bedacej multidyscyplinarng dziedzing nauki skupiong na celu jakim jest
ochrona réznorodnosci gatunkéw i populacji zamieszkujacych ziemie (Vitt i Caldwell
2009). Obejmuje ona zabiegi takie jak: usuwanie barier w rzece, odtworzenie drog
wedréwki i tarlisk ryb wedrownych, zwalczane ktusownictwa (Wohl i in. 2015) oraz sze-
reg metod wspierajgcych utrzymanie populacji gatunkéw ryb wedrownych.

Jedng z technik biologii konserwacyjnej, stosowanych w ochronie populacji gatun-
kow ryb wedrownych jest produkcja i podchéw materiatu zarybieniowego w warunkach
akwakultury, a nastepnie zasilanie nim chronionych populacji (Brown i Day 2002). Sku-
tecznos$¢ prowadzonych zarybien weryfikuje sie poprzez potowy w morzu lub podczas
wedréwek tarlakéw w rzekach (Duponchelle i in. 2021, Was-Barcz i Bernas 2023).
W trakcie tych prac kluczowa jest identyfikacja pochodzenia danego osobnika w szcze-
goblnosci czy pochodzi on z naturalnego tarta czy dostat sie do rzeki w wyniku zarybien
(Was-Barcz i Bernas 2023). Identyfikacja pochodzenia ryb jest tradycyjnie wykonywana
za pomocg znaczkéw zaaplikowanych na zewnatrz lub wewnatrz ciata ryby (Thorstad
iin.2013). Z przyczyn technicznych metoda ta nie zawsze moze by¢ stosowana i dlatego
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potrzebuje alternatywy. Moze nig by¢ zastosowanie bazy genetycznej rozumianej jako
zbior profili ryb uzytych w procesie produkciji materiatu zarybieniowego. Baza taka moze
by¢ uzyta do identyfikacji pochodzenia osobnikéw wracajgcych na wedroéwki tartowe do
rzek (Wags-Barcz i Bernas 2023) a takze zastosowana do szeregu innych dziatan
zwigzanych z ochrong zmienno$ci genetycznej gatunkdéw zagrozonych wyginigciem.

W niniejszej pracy przedstwaiono baze profili genetycznych ryb, informacje jakie
zawiera i do czego moze by¢ uzyta w procesach ochrony gatunkéw zagrozonych wygi-
nieciem, w szczego6lnosci ryb jesiotrowatych i tososiowatych.

Tworzenie bazy genetycznej, aktualizacja i dostepnos¢ informacji

Baza genetyczna w swojej najprostszej formie jest zbiorem profili genetycznych gru-
py osobnikéw. W sktad kazdego profilu genetycznego wchodzi wykaz alleli przebada-
nych markeréw genetycznych wykrytych u osobnikéw pochodzacych z danego stada lub
populacji. Baza genetyczna moze zawiera¢ profile genetyczne tarlakow, selektoéw lub
materiatu zarybieniowego uzupetnione o informacje dodatkowe umozliwiajgce ich iden-
tyfikacje (tab. 1) (Kaczmarczyk 2016).

Markerem genetycznym uzytecznym w tworzeniu bazy genetycznej moze byé
dowolny odcinek DNA, w ktérym obserwujemy polimorfizm dtugoséci lub sekwenciji
wykrywalny za pomocg technik molekularnych. Obecnie najpowszechniej stosowane sg
dwie klasy markeréw genetycznych. Sg nimi: polimorficzne odcinki DNA zawierajgce
powtarzajgce sie sekwencje nukleotydowe np. DNA jak np. mikrosatelitarne DNA oraz
odcinki, w ktorych wystepuje polimorfizm pojedynczych sekwencji nukleotydow (SNP)
(Zemanovaiiin. 2015). Niezaleznie od klasy, markery te umozliwiajg sporzadzenie indy-
widualnych profili genetycznych osobnikéw, ktére mogg by¢ uzyte np. w badaniach
zwigzanych z rejestracjg i zarzadzaniem zmiennos$cig genetyczna danego stada lub
populacji (Kaczmarczyk i Wolnicki 2016). Badania prowadzgce do opracowania profili
genetycznych obejmujg etapy takie jak: pobranie fragmentu tkanki np. ptetwy od osobni-
kow, izolacja DNA, powielenie odcinkbw DNA metodg PCR i ustalenie genotypdw prze-
badanych osobnikéw (Fopp 2003).

Dostep do bazy profili genetycznych moze by¢ prowadzony poprzez umieszczenie
ich na serwerach i udostepnienie naukowcom, jednostkom badawczym i instytucjom
zaangazowanym w programy ochrony gatunkowe;j (Gilbey i in. 2018). Baza profili gene-
tycznych jest strukturg otwarta, ktbra moze by¢ dostosowywana, rozbudowywana i aktu-
alizowana o kolejne przebadane osobniki, stada lub populacje. Odpowiednio liczna gru-
pa profili genetycznych zdeponowanych w bazie jest zrédtem informaciji o charakterysty-
ce genetycznej ryb, w tym i ich pochodzeniu. Charakterystyki te opisane sg zaréwno
poprzez wystepowanie w genotypach osobnikéw tzw. alleli wtasnych charakterystycz-
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nych dla danej populacji lub stada oraz r6znic w frekwenciji alleli wspélnych. Bazy profili
genetycznych majgce w swojej strukturze informacje, dotyczgce charakterystyki gene-
tycznej tarlakdéw uzytych do uzyskania materiatu zarybieniowego lub ryb, kt6rymi wyko-
nano zarybienia moga by¢ uzyte do oszacowania prawdopodobienstwa pochodzenia
ztowionej ryby z zarybien lub tarta naturalnego (Was-Barcz i Bernas 2023).

Zastosowania baz genetycznych

Zastosowanie baz danych genetycznych w biologii konserwacyjnej nie jest tematem
nowym i jest realizowane w ochronie gatunkéw zagrozonych wyginieciem (Hogg i in.
2022). Obejmuje ono dziatania, zwigzane z monitoringiem przezywalnosci, migracji oraz
zréznicowania genetycznego chronionych populacji (Schmidt i in. 2023) oraz szereg
innych aspektow, zwigzanych z utrzymaniem zréznicowania genetycznego chronionych
populacji i gatunkéw. W tym opracowaniu skupiono sie na opisie wybranych zastosowan,
ktore sg najwazniejsze z perspektywy ochrony ryb jesiotrowatych i tososiowatych.

A. Zastosowanie baz genetycznych w ocenie skutecznosci prac zarybieniowych

W przypadku ryb tososiowatych i jesiotrow oraz innych gatunkéw rozradzanych
w warunkach kontrolowanych, przezywalno$¢ uzyskanych osobnikéw wypuszczonych
do $rodowiska naturalnego jest wskaznikiem branym pod uwage w trakcie oceny sku-
tecznosci programéw ich ochrony. Bazy profili genetycznych majg w swojej strukturze
informacje, dotyczace profili genetycznych tarlakéw uzytych do uzyskania materiatu
zarybieniowego. Moga tez zawiera¢ charakterystyki genetyczne ryb, ktérymi wykonano
zarybienia. W ten sposéb stanowig narzedzie, ktére moze by¢ uzyte do oszacowania
prawdopodobienstwa pochodzenia ztowionej ryby z zarybien lub tarta naturalnego
(Martinez i Fernandez 2008, Was-Barcz i Bernas 2023). Potgczenie bazy danych obej-
mujacych profile genetyczne osobnikéw uzytych w rozrodzie oraz zastosowanie opro-
gramowania komputerowego, takie jak np. SPAGeDi (Hardy i Vekemans 2002) lub
COLONY (Jones i Wang 2009) umozliwia oszacowanie skutecznosci prowadzonych
programow i ochrony lub odbudowy populacji. Technika ta zostata wykorzystana w oce-
nie wptywu zarybienh pstrggiem potokowym (Salmo trutta L.) uzyskanym w warunkach
wylegarniczych na charakterystyke genetyczng dunskiej populacji tego gatunku (Han-
seniin. 2000) oraz w monitorowaniu skutecznosci programéw ochrony troci wedrownej
(Salmo trutta morpha trutta) i tososia (Salmo salar) (Was i Wenne 2002, Nilssoniin. 2008,
Jonesiin. 2010, ICES WGBAST 2017). Zbudowanie bazy profili genetycznych tarlakéw
moze by¢ uzyteczne w programach ochrony i restytucji kazdego gatunku ryby zaleznego
od cztowieka, w tym ryb jesiotroksztattnych (Kirshbaum i Gessner 2000, Gessner 2000,
Popovi¢ i in. 2014).
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B. Identyfikacja pochodzenia produktow uzyskiwanych z ryb oraz hybryd
miedzygatunkowych

Bazy danych genetycznych zawierajgce listy alleli charakterystycznych dla poszcze-
g6lnych gatunkow, stad, populacji lub ich grup umozliwiajg identyfikacje produktow uzy-
skiwanych z ryb jesiotroksztattnych lub tososiowatych (na przyktad migsa i ikry). Metoda
ta moze by¢ uzyta do wykrywania zafatszowan i oszustw handlowych, takich jak np. inne
pochodzenie danego produktu niz deklarowane (Fopp 2003, Ogden 2009, Cermakova
iin. 2023).

Poszczegblne gatunki i populacje ryb nalezgce do rzedu Acipenseriformes lub Sal-
moniformes sg czesto bardzo podobne do siebie pod wzgledem cech fenotypowych.
Okreslenie gatunku na podstawie ich fenotypu jest czesto niemozliwe. Dodatkowo
w przypadku Acipenseriformes, ryby nalezgce do tego rzedu posiadajg zdolnos¢ natural-
nej hybrydyzacji miedzygatunkowej. Poréwnanie profilu genetycznego osobnika ze znaj-
dujgcymi sie w bazie profili genetycznych danej grupy taksonomicznej umozliwia identy-
fikacje osobnikéw nalezgcych do poszczegodinych gatunkow i populacii ryb oraz ich mie-
szancow (Fopp 2003, Cermakova i in. 2023). Metoda ta zostata miedzy innymi zastoso-
wana w identyfikacji Huso huso, Acipenser stellatus, Acipenser gueldenstaedtiii Acipen-
ser ruthenus i ich hybryd w rzece Dunaj (Dudu i in. 2011).

C. Monitorowanie zmiennos$ci genetycznej w populacjach

Produkcja narybku przeznaczonego do zasilania populacji zagrozonych wyginie-
ciem w warunkach kontrolowanych moze zwiekszy¢ prawdopodobienstwo rozrodu
osobnikéw blisko spokrewnionych (Kaczmarczyk i in. 2012). Tak prowadzony rozréd
moze zmniejszy¢ zmienno$¢ genetyczng stada lub populaciji zaleznej od cztowieka.
Baza danych zawierajgca profile genetyczne materiatu zarybieniowego moze by¢ stoso-
wana w monitorowaniu zasobu zmiennos$ci genetycznej jaki podczas zarybienia trafia do
Srodowiska. W potgczeniu z programami takimi jak: ARLEQUIN (Excoffier i Lischer,
2010), MSA (Dieringer i Schlbtterer 2003), STRUCTURE (Falushiin. 2003, 2007, Hubisz
i in. 2009), GENEPOP (Rousset 2007) baza profili genetycznych ryb moze by¢ uzyta do
obliczania i poréwnywania warto$ci wskaznikbw zmiennosci genetycznej wewnatrz
i pomiedzy stadami oraz populacjami. Poréwnanie aktualnych i historycznych wartosci
wskaznikbw zmiennosci genetycznej, takich jak: heterozygotycznosé obserwowana (Hp)
i oczekiwana (Hg), procent loci polimorficznych (P), $rednia liczba alleli w locus (A) oraz
bogactwo alleli (R) w materiale zarybieniowym (Kaczmarczyk i Wolnicki 2016, Long i in.
2017), jak i wérdd ryb powracajgcych na tarto jest informacjg wskazujgcym na tendencje
zmian w poziomie zréznicowania genetycznego populacji. Ten sposéb uzycia baz gene-
tycznych umozliwia podjecie dziatan majgcych na celu przeciwdziatanie utracie rézno-
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rodnosci genetycznej (Kimiin. 2004). Dziatania takie mogg by¢ podjete, zanim redukcja
zmiennosci genetycznej stada tarfowego spowoduje obnizenie zywotnosci chronione;j
populacji (Taniguchi 2008).

D. Rozrod i akwakultura

Niewielkie zr6znicowanie genetyczne jest problemem w ochronie wielu populaciji
zaleznych od cztowieka. Moze ono wptywac niekorzystnie na zdolnosci adaptacyjne
populacji do zmian $rodowiskowych (Charlesworth i Willis 2009, Chapman i in. 2009,
Nielseniin. 2012). Ponadto moze prowadzi¢ do ekspresji defektdéw genetycznych kodo-
wanych przez allele recesywne (Charlesworth i Willis 2009, Gao i in. 2015) i tym samym
uposledzenia zywotnosci ryb wchodzacych w sktad populacii.

Wskazane jest wigc prowadzenie doboru do rozrodu osobnikéw rodzicielskich, ktére
réznig sie miedzy sobg genetycznie, i ktérych potomstwo bedzie heterozygotyczne
w wielu loci. Wymaga to poznania genotypdw osobnikéw wchodzgcych w sktad stada
rozrodczego i réznic genetycznych miedzy nimi. Utworzenie bazy genetycznej zawie-
rajacych profile genetyczne tarlakow moze by¢ pomocne w unikaniu kojarzenia ze sobg
osobnikéw podobnych genetycznie (Kaczmarczyk 2016).

Zarzadzanie bazami danych zawierajgcymi genotypy tarlakéw wigze sie z koniecz-
noscig przeanalizowania ogromnej liczby danych. Potgczenie baz profil genetycznych
tarlakéw z oprogramowaniem komputerowym takim jak GENEASSEMBLAGE (Kacz-
marczyk 2015, Kaczmarczyk i Wolnicki 2020) umozliwia optymalizacje doboru osobni-
kow w pary tartowe. Na podstawie spodziewanejzmiennosci genetycznejich potomstwa
mozna tak zaprojektowac sktad par tartowych lub grup tarlakbéw, aby otrzymaé¢ materiat
mozliwie zr6znicowany genetycznie. Koncepcja tworzenia baz genetycznych indywidu-
alnych profili genetycznych i zastosowania narzedzi bioinformatycznych zostata spraw-
dzona w praktyce (Kaczmarczyk i in. 2017) i moze by¢ stosowana zaréwno dla organi-
zmow diploidalnych, jak i tetraploidalnych lub cze$ciowo tetraploidalnych, jakimi sg ryby
wedrowne, dwusrodowiskowe, w tym jesiotry i tososiowate (Kaczmarczyk i Fopp-Bayat
2012, Kaczmarczyk 2016, Kaczmarczykiin. 2017). Technika ta jest wiec zalecana w roz-
rodzie ryb prowadzonym jako cze$¢ programow ochrony gatunkowej jak i w produkciji
towarowej w warunkach akwakultury.

Podsumowanie

Bazy profili genetycznych w potgczeniu z technikami bioinformatycznymi sg uniwer-
salnym narzedziem wspotczesnej biologii konserwacyijnej. Ich zastosowanie wymaga
wspotpracy pomiedzy instytucjami naukowymi i osrodkami zarybieniowymi. Wynikiem
tak prowadzonej wspotpracy jest mozliwo$¢ oceny efektow prowadzonych prac ochron-
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nych i restytucyjnych gatunkéw ryb zaleznych od cztowieka, jaki i pozostatych prac
majgcych na celu zachowanie zmiennosci genetycznej ryb rozradzanych w warunkach
akwakultury. Uzytecznos¢ tej metody rozszerzona o mozliwo$¢ identyfikacji pochodze-
nia ryb oraz hybryd miedzygatunkowych sprawia, ze budowa, aktualizacja i zastosowa-
nie baz profili genetycznych jest istotna w osiaggnieciu celéw programéw ochrony ryb
tososiowatych, jesiotrow oraz innych gatunkéw zagrozonych wyginieciem.
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Wstep

Ryby jesiotrowate nalezg do jednej z najstarszych rodzin ryb na $wiecie (Hung 2017,
Kolman 2014). Silny wptyw antropogeniczny na srodowisko naturalne oraz wysokie
potowy spowodowaty, ze 85% naturalnych populacji ryb jesiotrowatych zagrozona jest
wyginieciem (IUCN 2023). Wszystkie gatunki ryb jesiotrowatych sg objete $cistg ochrong
i w wiekszosci przypadkoéw zakazem potowodw (regulacje CITES). Miedzy innymi dlatego
jedynym legalnym zrédtem pozyskiwania kawioru i migsa pochodzgcym od tych ryb jest
akwakultura (Bronzi i in. 2019). Obecnie istniejace populacje majg niewielkie szanse na
przetrwanie bez prowadzenia hodowli i zrbwnowazonych programéw hodowlanych
w warunkach kontrolowanych. Dlatego dynamicznie rozwijajgcy sie sektor akwakultury
na $wiecie moze wspomagac dziatania zwigzane z czynng ochrong zagrozonych
i gingcych gatunkow ryb (Naylor i in. 2021). Globalna produkcja jesiotréw na Swiecie
wynosi 102327 ton (Bronzi i in. 2019), natomiast w Polsce 1000 ton (Lirski i Myszkowski
2021). Podstawowym gatunkiem hodowanym w Polsce jest jesiotr syberyjski Acipenser
baerii (Brandt). Natomiast mniejsze znaczenie majg jesiotr rosyjski Acipenser guelden-
staedtii (Brandt i Ratzeburg), sterlet Acipenser ruthenus (L.) oraz jesiotr ostronosy Aci-
penser oxyrinchus (Mitchill), podchowywany w celu restytucji. W wyniku duzego zainte-
resowania hodowcdw tymi gatunkami intensywnie prowadzone sg prace majgce na celu
zoptymalizowanie chowu i hodowli tych ryb na r6znych etapach ich rozwoju w systemach
recyrkulacyjnych (RAS). Jednym z najtrudniejszych etapéw chowu ryb jesiotrowatych
jest okres larwalny, w trakcie ktérego u czesci gatunkéw odnotowuje sie wysokie straty
(Mohler i in. 2000, Gisbert i in. 2018). Wsrd6d potencjalnych przyczyn tego zjawiska
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wymienia sie stosowanie nieodpowiednich procedur zywienia larw. Problematycznym
momentem jest samo rozpoczecie pobierania pokarmu egzogennego, ktérym najcze-
Sciej jest pokarm zywy, a nastepnie stopniowe przejScie na pasze komponowang
(Gisbert i in. 2018, Kolman i Kapusta 2018). Optymalizacja technik podchowu, w tym
zastosowanie odpowiednich procedur zywienia moze znaczgco wptyngé na parametry
podchowowe ryb.

W opracowaniu przedstawiono wybrane zagadnienia zwigzane gtéwnie z zywieniem
larw i narybku ryb jesiotrowatych hodowanych w systemie recyrkulacyjnym.

Poczatek zywienia egzogennego

Za jeden z najtrudniejszych etapéw podchowu uwaza sie moment rozpoczecia
pobierania pokarmu przez ryby. Wiedza na temat momentu, w jakim nalezy wprowadzaé
pokarm jest istotna, poniewaz umozliwia synchronizacje etapdéw hodowli ze stanem roz-
woju larw, maksymalizujgc ich przezywalno$¢ i wzrost, a takze minimalizujgc zrdéznico-
wanie wielkosci pomiedzy larwami na
dalszych etapach podchowu (Gisbert
i in. 2018). Moment i spos6b wprowa-
dzania pierwszego pokarmu jest specy-
ficzny dla poszczegoinych gatunkéw,
ale zazwyczaj hodowcy kierujg sie zmia-
nami w zachowaniu larw. Poczgtek
pobierania pokarmu przypada na
rozptywanie sie larw z tzw. roju (fot. 1).
Larwy stopniowo rozpraszajg sie na dnie
zbiornika, przy czym wykazujg typowe
zachowania poszukiwawcze. Jednocze-
Snie stopniowo wykorzystywane sg
zapasy zgromadzone w woreczku
z6ttkowym. Wedtug Dettlaff i in. (1993)
larwy ryb jesiotrowatych odzywiajg sie
endogennie przez okres okoto 6-9 dni po
wykluciu (dpw). Wielko$¢ resorbowane-
go woreczka moze by¢ wykorzystywana
jako wskazéwka, kiedy nalezy wprowa-
dza¢ pierwszy pokarm, co jest

Fot. 1. Larwy jesiotrow gromadzace sie w tzw. roje (fot. I. Piotrow-  POWSZechnie praktykowane w przypad-
ska). ku innych gatunkow ryb (Gisbert i in.
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2018). Na tym etapie podchowu
mozna zaobserwowal takze
wydalanie korkédw melanino-
wych wypetniajgcych spiralng
koncowke przewodu pokarmo-
wego (fot. 2). Zazwyczaj jest to
sygnat dla hodowcéw do rozpo-
czecia zywienia larw. Wedtug
Dettlaff i in. (1993) pokarm nale-
zy wprowadza¢ gdy 2-3% larw o, 2. Larwa jesiotra syberyjskiego w trakcie resorpcii woreczka z6ftkowego i
ma wydalony korek melanino- z obecnym korkiem melaninowym (fot. M. Szczepkowski).

wy. Wskazéwke te wykorzysty-

wano réwniez do okreslenia momentu wprowadzania pokarmu u larw jesiotra ostronose-
go i jesiotra rosyjskiego (Ostaszewska i in. 2011, Dettlaff i in. 1993). Natomiast wedtug
Gisbert i Williot (1997) larwy jesiotra syberyjskiego powinny otrzymac pierwszy pokarm
po resorpcji woreczka zbéttkowego. W praktyce doktadne okreslenie momentu wprowa-
dzania pokarmu sprawia jednak trudnosé¢, poniewaz okres resorpcji woreczka jak
i moment wydalania korka melaninowego u poszczegélnych larw jest bardzo zréznico-
wany. Duzy wptyw na te procesy miedzy innymi ma temperatura wody (tab. 1) oraz wiel-
kos$¢ samych larw (Gisbert i in. 2018). Dlatego dobrg praktyka jest wprowadzanie pokar-
mu w matych dawkach, stymulujgc larwy do rozpoczecia pobierania pokarmu, co
znaczgco zwigksza ich szanse na przezycie (Chebanov i Galich 2011). Na tym etapie
podchowu moze dochodzi¢ do wysokich strat, najczesciej spowodowanych ré6znego
rodzaju wadami rozwojowymi larw lub brakiem akceptacji podawanego pokarmu.
Gwattowny wzrost $miertelnosci larw ma miejsce zazwyczaj okoto 10-19 dnia po wyklu-

TABELA 1
Czas resorpcji woreczka zottkowego i wydalania korka melaninowego u larw czterech gatunkéw ryb jesiotrowatych
OGRS Temperatura OIS SIS Temperatura
Gatunek z6ttkowy wogy ) zrédto ninowy wogy ) zrodto
(dpw) (dpw)
Jesiolr syberyjski 89 18 Gisbert lin. (2018) 8 183 | Gisberti Williot (1997)
Acipenser baerii
. L 9 20 Kim i in. (2019
<) ) 6 17 Gokgekiin. (2016) (2019)
Acipenser gueldenstaedtii 8 18,6 Dettlaff | in. (1993)
Sl 7 167 | Laczynskaiin. (2020) 7 205225 |Ronyaii Feledi(2013)
Acipenser ruthenus y ’ T y
Szczepkowski i in.
i 10 21 6 22
LR R Hardy i Litvak (2004) (2007)
Acipenser oxyrinchus
25 15 9-10 17-19 Kolman i in. (2008)
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Rys. 1. Przebieg strat podczas wstepnego podchowu czterech gatunkéw ryb jesiotrowatych (Piotrowska i in. 2018, Szczepkowski
iin. 2000, Szczepkowska — dane niepublikowane).

ciu (dpw) i ma podobny przebieg u wiekszosci gatunkéw ryb jesiotrowatych (rys. 1)
(Gisbert i in. 2018, Kolman i in. 2018).

Zywienie larw pokarmem zywym

Najczesciej wykorzystywanym pokarmem zywym w podchowie wielu gatunkéw ryb
sg naupliusy Artemia sp. Wiele badan wykazato, ze stosowanie pokarmu naturalnego we
wstepnym podchowie wptywa na lepszy rozwéj i przezywalnos¢ larw (Laczynska i in.
2020). Dodatkowo zywy pokarm moze by¢ suplementowany preparatami zawierajgcymi
np. wielonienasycone kwasy ttuszczowe. Przeprowadzone badania wykazaty, ze kar-
mienie larw jesiotra rosyjskiego, jesiotra ostronosego i sterleta pokarmem wzbogaco-
nym stymulowato ich wzrostiprzezywalno$¢ (Kolmaniin. 2018, Kamaszewskiiin. 2014,
Lundovaiin. 2018). Do podchowu larw jesiotra rosyjskiego i sterleta wykorzystywany jest
réwniez Tubifex sp. i Chironomus sp., ale stosowanie ich wigze sie z koniecznosécig roz-
drabniania (Gokgek i in. 2016, Memis i in. 2009, Ronyai i Feledi 2013). W poczgtkowym
okresie podchowu dobrg praktyka jest obnizenie poziomu wody w zbiorniku. W ten spo-
sob larwy maja tatwiejszy dostep do podawanej zywnosci (Chebanov i Galich 2011), jak
réwniez unikamy nadmiernego wyptukiwania naupliusow Artemia sp. ze zbiornika.
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Zazwyczaj pokarm naturalny podajemy
recznie przy Sciankach zbiornika (fot. 3).
Mozna rowniez zastosowac karmniki
automatyczne przeznaczone do pokar-
mu ptynnego (Szczepkowska i Szczep-
kowski 2018). Innym rozwigzaniem
moze by¢ chwilowe wytgczenie
przeptywu wody przez basen na czas
karmienia. Wedtug Prusinskiej i in.
(2011) i Kolmana i in. (2014) karmienie
w systemie ciggtym w matych dawkach
larw jesiotra ostronosego i rosyjskiego
istotnie wptyneto na ich wzrost i przezy-
walnosé. W praktyce catodobowe recz-
ne karmienie zywym pokarmem jest
ucigzliwe, dlatego podaje sie go od 2 do
7 razy na dobg (Piotrowska i in. 2018,
Memis i in. 2009, Lundova i in. 2018).

Okreslenie odpowiedniej dawki pokar-
mu zywego jest réwniez bardzo wazne,
poniewaz mata ilo§¢ pokarmu moze
skutkowac stabymi przyrostami, kani-
balizmem a w skrajnych przypadkach $cieciami. Natomiast nadmierne karmienie ryb
prowadzi do obnizenia jakosci wody oraz do $nie¢ wywotanych przez infekcje bakteryjne
lub przejedzenie (Gisbertiin. 2018, Piotrowska i in. 2018). Rbwniez aspekt ekonomiczny
jest istotny, poniewaz koszt naupliuséw jest okoto 10-krotnie wyzszy niz paszy kompo-
nowanej (Rozynski i Zakes 2017). W interesie hodowcodw jest wiec jak najkrotsze stoso-
wanie pokarmu zywego. Zazwyczaj larwy ryb jesiotrowatych karmione sg ad libitum, ale
stosowane sg réwniez dawki: 9, 50, a nawet 100% biomasy ryb na dobe (Kolman i in.
2018, Laczynska i in. 2017, Lundova i in. 2018).

Przy podchowie ryb jesiotrowatych mozna zastosowac kilka réznych strategii wpro-
wadzania pokarméw. Zazwyczaj przy podchowie jesiotra ostronosego i rosyjskiego na
poczatku wykorzystywany jest wytgcznie pokarm zywy, ktdry powinien by¢ stosowany
przez okres odpowiednio 5-11 i 4-12 dni (Nathanailides i in. 2002, Memis i in. 2009, Pio-
trowskaiin. 2018, Szczepkowskiiin. 2010). Po tym czasie, stopniowo wprowadzana jest
pasza komponowana (tab. 2). Okres karmienia mieszanego szczegoOlnie u larw jesiotra
ostronosego jest bardzo istotny. Wedtug badan Piotrowskiej i in. (2018) larwy, ktére
otrzymywaty pokarm mieszany dtuzej (15-20 dni) miaty czas do przyzwyczajenia sig do

Fot. 3. Karmienie reczne Artemia sp. larw jesiotra ostronosego (fot. I.
Piotrowska).
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TABELA 2
Terminy wprowadzania pokarmu zywego i paszy komponowanej dla czterech gatunkow jesiotrow

Termin rozpoczecia podania pokarmu
Temperatura (dpw) K?’m'e"'e o
Gatunek wody (°C) mieszane zrédto
/ pokarm zywy pasza el
komponowana
16-17 np. 5 np. Gisbertiin. (2018)
Jesiotr syberyjski . -
Acipenser baeri 18 np. 9 np. Gisbert i in. (1997)
19 6 6 7 Krol i in. (2015)
19 7-10 11-14 3 Nathanailides i in. (2002)
Jesiotr rosyjski ) L
Acipenser gueldenstaedtii it 9 17 L MAmETI o 00)
18 79 19-21 8 Prusinska i in. (2011)
17-19 5 5 7 Rybnikar i in. (2011)
215 np. 9 np. Napora-Rutkowski i in. (2009)
Sl L 18 7 7 n Laczynska i in. (2017)
Acipenser ruthenus P- y :
18 7 15 8 Laczynska i in. (2020)
19 8 14-21 7-14 Lundovai in. (2018)
Jesiotr ostronosy 17 9 20 20 Piotrowska i in. (2018)
Acipenser oxyrinchus 20 10 15 22 Szczepkowski i in. (2010)

np. — nie podawano pokarmu zZywego

nowego pokarmu, co wptyneto na wyzsze przyrosty masy ciata. Natomiast przy podcho-
wie larw jesiotra syberyjskiego i sterleta mozna stosowac strategie polegajaca na poda-
waniu od samego poczatku pokarmu mieszanego, stopniowo zmniejszajgc udziat pokar-
mu zywego, a zwiekszajgc paszy komponowanej (Rybnikar i in. 2011, Krol i in. 2015).
W przypadku obu wyzej wymienionych gatunkéw pokarm naturalny mozna stosowaé
przez 7 dni podchowu (Krél iin. 2015, Lundovaiin. 2018). Kolejna strategia zaktada sto-
sowanie tylko paszy komponowanej i rowniez moze by¢ wykorzystywana przy hodowli
larw jesiotra syberyjskiego (najmniej wymagajacego) i sterleta (Kolman i Kapusta 2018,
Napora-Rutkowskiin. 2009). W przypadku podchowu ryb przeznaczonych na zarybienie
mozna zastosowac wytgcznie pokarm zywy np. Artemia sp., a nastepnie Chironomus sp.
(fot. 4) (Fazekas iin. 2022). W wiekszosci proponowanych strategii zywieniowych nalezy
zastosowac stopniowe przechodzenie z jednego pokarmu na drugi. Wedtug Chebanov
i Galich (2011), takie przejscie moze trwac¢ do 14 dni. Dtuzsze stosowanie pokarmu natu-
ralnego wigze sie z wiekszymi kosztami, dlatego podchowéw jesiotra ostronosego
i rosyjskiego jest drozszy niz podchoéw pozostatych gatunkéw.

Poczgtkowa dawka paszy komponowanej podczas karmienia mieszanego powinna
wynosi¢ 10-25% biomasy ryb (jesiotr rosyjski, jesiotr ostronosy, sterlet) (Napora-Rut-
kowski in. 2009, Paschos i in. 2008, Piotrowska i in. 2018, Ak 2023). Przy podchowie
jesiotra syberyjskiego poczgtkowa dawka paszy réwniez jest wysoka 20-25% biomasy

74



Fot. 4. Karmienie narybku jesiotra ostronosego mrozong ochotkg (fot. I. Piotrowska).

ryb. Pasza podawana jest catodobowo w nadmiarze w celu zwiekszenia dostepnosci dla
wszystkich ryb i zmniejszenia agresywnych zachowan. Wiagze sie to z koniecznoscig
codziennego usuwania resztek nie zjedzonej paszy, odchodéw oraz martwych osobni-
kow. Po rozpoczeciu zerowania, nalezy stopniowo zmniejsza¢ dawke paszy, ktora jest
aktualizowana codziennie (Kolman 2010). Przy optymalnych temperaturach wody
i zywieniu pokarmem mieszanym dobowe przyrosty masy ciata u jesiotra ostronosego
moga wynies¢ 7-8 % d', usterleta7-18 % d', au jesiotrarosyjskiego 9-12 % d’ (Mamis
iin. 2009, Szczepkowskiiin. 2010, Dediuiin. 2011, Rényai i Feledi 2013, Piotrowskaiin.
2018, Laczynska i in. 2020). Natomiast u jesiotra syberyjskiego mogg przekracza¢ 20%
d (Szczepkowski i in. 2021).

Zywienie larw i narybku pasza komponowana

W trakcie podchowu larw i narybku ryb jesiotrowatych istotne jest zastosowanie pasz
komponowanych o odpowiednim sktadzie i rozmiarze granuli. Rbwniez bardzo duze
znaczenie majg cechy sensoryczne pasz, tj. smak i zapach, poniewaz sg to najwazniej-
sze zmysty, ktérymi ryby postuguijg sie przy poszukiwaniu i pobieraniu pokarmu (Kasu-
myan 2018). Larwy jesiotrow sg stosunkowo mato aktywne, dlatego spos6b podania
paszy mabardzo duze znaczenie. Jesiotry pobierajg pasze z dna, a podawane poczgtko-
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wo drobne frakcje diugo unoszg sie na
powierzchni wody. Dlatego najlepsze efekty
w poczatkowym okresie karmienia ryb uzy-
skuje sie podajgc pasze recznie przy scian-
kach basenéw,1-2 razy na godzing. Na po6z-
niejszym etapie podchowu mozna zastoso-
wac karmniki automatyczne (fot. 5). Dodat-
kowo przy intensywnym przyroscie ryb nale-
zy kontrolowac wielkos¢ obsady. Zbyt wyso-
kie zageszczenie jest czynnikiem streso-
tworczym i wptywa negatywnie na przyrosty
i przezywalnos¢ ryb (Mohleriin. 2000, Aidos
i in. 2019, Fazekas i in. 2022). Optymalna
poczatkowa obsada larw przy intensywnym
chowie powinna wynosi¢: 5000-6000 larw
m2 (jesiotr syberyjski i jesiotr rosyjski),
3000-4000 larw m? (sterlet), 1000-2000 larw
m2 (jesiotr ostronosy) (Szczepkowski i in.
2015, Chebanov i Galich 2011). Przy inten-
sywnym podchowie ryb jesiotrowatych
w systemie recyrkulacyjnym, nalezy stale
kontrolowa¢ parametry jakosci wody.
Fot. 5. Karmnik typu KDRH-P do dozowania karmy o struktu- - Zawarto$¢ tlenu rozpuszczonego nie powin-
(z¢ pylistej (ft. 1. Piotrowska). na spadaé ponizej 60% nasycenia, chociaz
tolerowane sg krotkotrwate spadki do okoto
30-40% nasycenia. Réwniez nalezy mie¢ na uwadze fakt, ze jesiotry sg bardzo wrazliwe
na wzrost koncentracji azotu amonowego i azotynéw. Wyzsza zawartos¢ powoduje
zwiekszenie wrazliwosci narybku na inne czynniki, w tym choroby bakteryjne (Szczep-
kowski i in. 2011, Szczepkowski 2018).

Obecnie na rynku dostepne sg pasze komponowane dedykowane dla larw i narybku
ryb jesiotrowatych. Wedtug Kolmana i Kapusty (2018) zawarto$¢ podstawowych sktadni-
kéw pokarmowych powinna miesci¢ sie w zakresie 48-56% biatka, 16% ttuszczu, 7-12%
popiotu. Wiekszos$¢ larw ryb jesiotrowatych jest stosunkowo duza i moze rozpocza¢ zywie-
nie paszg o granulacji 0,2-0,4 mm. Natomiast do podchowu larw jesiotra ostronosego
wykorzystywana jest pasza o granulacji 0,1-0,3 mm. Ryby o wadze 0,2-0,5 g moga by¢
karmione paszg o granulacji 0,4-0,6 mm, a przy wadze 1g o rozmiarze 0,6-0,8 mm. Nato-
miast osobnikom o $redniej masie 2 g mozna podawac pasze o rozmiarze granuli w zakre-
sie: 1,0-2,0 mm (Kolman i Kapusta 2018). Zmiana granulacji pasz w trakcie podchowu nie
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powinna by¢ gwattowna i moze zajmowac¢ do kilku dni. Dobowa dawka paszy dla ryb
o wadze 1 g powinna wynosi¢ 14-15% biomasy ryb, natomiast dla ryb o masie ciata 15 g
powinna wynosi¢ 5% (Kolman i in. 2008). Dla ryb o masie powyzej 28 g odpowiednig
dawkag jest 3-4% biomasy (Joduniin. 2004, Mihociin. 2021). Dobowe przyrosty masy ciata
wraz ze wzrostem ryb malejg u ryb 5 g wynoszg 4,3-5,0% d’ (Mamisiin. 2009, Ak 2023).
Natomiast u kilkunastogramowych jesiotrow dobowe przyrosty masy ciata wynoszg okoto
2,3-3,8 % d’ (Koztowski i in. 2017, Mihoc i in. 2021, Ramezani i in. 2021). Na tym etapie
podchowu zazwyczaj dochodzi do duzego zr6znicowania wielkosci pomigedzy rybami,
poniewaz poszczegoblne osobniki w réznym tempie rozpoczynajag pobieranie paszy kom-
ponowanej. Duze zréznicowanie wielkosci wptywa negatywnie na podchow ryb i moze
prowadzi¢ do agresywnych zachowan wiekszych osobnikéw, co w konsekwencji moze
skutkowac $nieciem stabszych ryb. Dlatego konieczne jest systematyczne odtawianie
wolniej rosngcych osobnikéw, ktérych charakterystyczng cechg zachowania jest ptywanie
w toni wody. Takie ryby umieszczone w oddzielnym basenie i odpowiednio zywione mogg
prawidtowo przyrastac. Wedtug Kolmana i Kapusty (2018) czestotliwo$¢ sortowania
mtodocianych jesiotréw zanim osiggng mase okoto 50 g powinna byé wyzsza. Sortowanie
ryb na poszczegdélnych etapach podchowu jest rozne. W okresie larwalnym ryby sg zasy-
sane podczas czyszczenie basenu, najczesciej sg to mniejsze i stabsze osobniki. Na p6z-

Fot. 6a. Sortowanie larw i narybku jesiotréw sortownicami recznymi (fot. I. Piotrowska).
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Fot. 6b. Sortowanie larw i narybku jesiotréw sortownicami recznymi (fot. I. Piotrowska).

niejszym etapie do sortowania mozna wykorzysta¢ sortownice reczne przeznaczone do
sortowania ryb o r6znej wielkosci (fot. 6a i 6b). Natomiast sortowanie narybku przy uzyciu
sortownic mechanicznych jest bardzo utrudnione ze wzgledu na specyficzng budowe
ciata. Skutkiem takich zabiegdbw moga by¢ zakazenia bakteryjne, bedace najprawdopo-
dobniej wynikiem urazéw mechanicznych w wyniku wzajemnego ocierania sie ryb ostrymi
ptytkami kostnymi. Podchéw jesiotréw w systemach RAS prowadzony jest najczesciej do
osiagniecia przez ryby masy ciata 5-20 g, a dalszy podchow odbywa sig w stawach beto-
nowych lub ziemnych.

Podsumowanie

Podsumowujgc, wiele aspektdédw technologii podchowu ryb jesiotrowatych jest juz
opracowanych, jednak dynamiczny rozwoj akwakultury powoduje konieczno$¢ prowa-
dzenia dalszych badan. Badania te powinny by¢ ukierunkowane migdzy innymi na opra-
cowanie nowych lub optymalizacji juz istniejgcych strategii zywienia ryb. Nalezy zwréci¢
szczegblng uwage na zywienie larw i narybku. Maksymalizacja ich wzrostu i przezywal-
nosci ma znaczacy wptyw na optacalno$¢ ekonomiczng catego cyklu hodowlanego.
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Opracowanie zrealizowano w ramach zadania statutowego S-007 Instytutu Rybactwa Srédiadowego —
Paristwowego Instytutu Badawczego w Olsztynie.
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Wskazniki hematologiczne i biochemiczne
w ocenie stanu zdrowotnego ryb

Maciej Rozynski
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Wstep

Akwakultura jest znaczgcym, dynamicznie rozwijajgcym sie segmentem gospodarki
rolnej majgcej na celu zaspokojenie coraz wigkszego zapotrzebowania zywnosciowego
stale rosngcej $wiatowej populacji ludzkiej. Jednoczesnie obawy budzi stan zasobéw
naturalnych, ktérych eksploatacja umozliwia prowadzenie intensywnej produkcji akwa-
kultury, np. surowce pozyskiwane do produkcji maczkii oleju rybnego. Obawy budzi row-
niez wptyw intensywnej akwakultury na $rodowisko naturalne oraz na dobrostan ryb.
Biorgc te zagadnienia pod uwage przyszta hodowla/produkcja ryb powinna opierac sie
na rozwigzaniach przyjaznych zaréwno srodowisku naturalnemu jak i dobrostanowi, tj.
powinna obejmowac systemy, ktore bedg mogty monitorowac i w szybki sposéb reago-
waé na wystgpienie negatywnych czynnikow podczas podchowu, ktére w destrukcyjny
spos6b mogtyby wptywaé na zdrowie i kondycje ryb, tj. czynniki chorobotwércze, zrédta
stresu itp. (Seibel i in. 2021). W systemach recyrkulacyjnych (RAS), w ktérych produko-
wana jest wiekszos¢ ryb pochodzgca z akwakultury, ryby sg narazone naliczne, nieunik-
nione czynniki (zmiany $rodowiskowe, zmiany fizykochemiczne wody). Te z kolei, nie-
podwazalnie mogg by¢ dla nich zrédtem stresu, kitéry w negatywny sposéb mégtby
oddziatywac na zdrowie ryb. Z tego wzgledu, podczas podchowu ryby nalezy chronic
przed kontaktem z czynnikami stresogennymi poprzez dobre zarzgdzanie i praktyki
hodowlane oraz szybkie wykrywanie i leczenie choréb. Ocena stanu zdrowia ryb w akwa-
kulturze polega gtbwnie na obserwowaniu zachowan i zewnetrznego wygladu ryb oraz
zaburzen ich podstawowych funkcji zyciowych. W tym celu, gtéwnie obserwuje sig zmia-
ny w ubarwieniu ciata, zwigkszone tempo oddychania, zmiany w ptywaniu i utrzymaniu
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naturalnej pozyciji ciata, zmniejszone pobieranie paszy, obrazenia ciata oraz zmniejszo-
ne tempo wzrostu, stany chorobowe czy wystgpienie uposledzonej zdolnosci reproduk-
cyjnej. Zmiany zaobserwowane w tych obszarach moga by¢ oznakg wystgpienia zjawi-
ska stresu oraz nieprawidtowego dobrostanu podczas podchowu. Ponadto, w wiekszo-
Sci przypadkow wystepujg one dopiero po dtuzszym oddziatywaniu stresora lub czynni-
ka pogarszajgcego stan zdrowia, co negatywnie wptywa na efektywnos$¢ podchowu.
Z tego wzgledu podczas produkcji ryb w RAS wskazane jest systematyczne monitoro-
wanie oznak stresu, kondycji i stanu zdrowia (Esmaeili 2021). Ryby o lepszej kondyciji
i zdrowiu majg wieksze szanse na szybsze przyrosty masy ciata, poniewaz zuzywajg
mniej energii na inne cele, np. na procesy odpornosciowe czy regeneracyjne (Esmaeili
2021). Podczas kontaktu organizmu z czynnikiem stresogennym znaczna czeS¢ energii
jest przekierowywana na uruchomienie reakcji obronnej organizmu. Najpierw, w wyniku
aktywacji wspoétczulnego uktadu nerwowego do krwi uwalniany jest kortyzol i katechola-
miny, m.in. adrenalina, nastgpnie glukoza i ostatecznie mleczan. Zwigkszone zapotrze-
bowanie na energie uruchamia dodatkowo proces glikogenolizy w watrobie (Davis
2006). Reakcja organizmu na stres moze obja¢ rowniez swoim dziataniem zmiany we
wskaznikach hematologicznych (liczba czerwonych krwinek, liczba biatych krwinek, licz-
ba hematokrytowa, stezenie hemoglobiny, $rednia objeto$¢ krwinki czerwonej, Srednie
stezenie hemoglobiny w krwince czerwoneji Srednia masa hemoglobiny w krwince czer-
wonej) jak i wskaznikach biochemicznych krwi (np. kortyzol, glukoza, biatko catkowite,
albuminy, globuliny, trojglicerydy, cholesterol, itp.). Podczas zaburzen zdrowotnych
i kondycyjnych zmiany w wartosciach wskaznikow hematologicznych i biochemicznych
mozna zaobserwowac znacznie szybciej niz zmiany np. w ubarwieniu, wygladzie, utrzy-
maniu prawidtowej pozycji ciata czy ptywaniu, podczas, ktérych moze by¢ juz za p6zno
na podjecie odpowiednich krokéw, co moze wptywac¢ znaczgco na przezywalnosc
i koncowg efektywnos¢ produkcji. Parametry hematologiczne i biochemiczne krwi
z powodzeniem wykorzystuje sie do okreslenia pierwotneji wtérnej reakcji na stres. Pod-
czas reakcji stresowej organizmu czesto obserwuje sie rowniez zaburzenia w gospodar-
ce wodno-elektrolitowej (Davis 2006).

Krew petni w organizmie szereg istotnych funkcji, do najwazniejszych z nich nalezy
dostarczanie tlenu i sktadnikow odzywczych do komérek (glukoza, aminokwasy, kwasy
ttuszczowe), usuwanie produktow przemiany materii (dwutlenek wegla, mocznik, kwas
mlekowy), funkcje immunologiczne, tworzenie skrzepéw i utrzymanie homeostazy.
Dodatkowo krew odgrywa wazng role w transporcie hormonow, mineratéw, sktadnikdw
odporno$ciowych, mikroorganizmow, wody, gazéw, a nawet toksyn (Ciesla 2007). Tak
szeroki zakres funkcji krwi sprawia, ze pomiar wartoéci poszczegblnych jej parametréw
moze odzwierciedla¢ wiarygodny obraz stanu zdrowia organizmu oraz innych procesow
ustroju, np. metabolizmu. Wskazniki hematologiczne i biochemiczne krwi (fot. 1) mogag
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Fot. 1 Pobieranie krwi z Zyty ogonowej u sandacza za pomocg heparynizowanej strzykawki (fot. M. Hopko).

dostarczy¢ przydatnych informacji na temat dobrostanu, zdrowia, odpowiedzi uktadu
odporno$ciowego, krotkoterminowych i dtugoterminowych skutkéw ,,nieoptymalnych”
warunkow hodowli, jakosci wody, potencjalnego wybuchu choroby i stanu odzywienia
(Seibel i in. 2021). Jednak pomimo mozliwosci uzyskania tak warto$ciowych informacji
jakich mogtaby dostarczy¢ analiza wskaznikbw hematologicznych i biochemicznych
krwi wykonywanie tych oznaczen nadal nie jest rutynowo przeprowadzane w celu oceny
zdrowia i/lub dobrostanu zaréwno podczas prowadzenia badan naukowych, jak i pod-
czas hodowli. Reczne wykonywanie analiz hematologicznych jest czasochtonne, wyma-
ga zaangazowania kilku wysoce wykwalifikowanych laborantéw, wymaga rowniez
posiadania specjalistycznej aparatury badawczej (wirowka hematokrytowa, wysokiej
jakosci mikroskopy itp.). Do zmiany tego stanu rzeczy z pewnoscig mogg przyczynic sie
coraz popularniejsze automatyczne/pétautomatyczne analizatory hematologiczne i bio-
chemiczne powszechnie wykorzystywane w laboratoriach weterynaryjnych do analizy
wskaznikow krwi innych grup zwierzat (fot. 2, 3) (Bienzle i in. 1994). Wykorzystanie anali-
zatoréw do oznaczen wskaznikéw krwi znaczgco skraca czas wykonywania analiz (kom-
pletny wynik otrzymujemy juz po kilku minutach), obniza koszt pracy oraz daje bardziej
powtarzalne wyniki w poréwnaniu do recznie przeprowadzanych analiz (Fazio et al.

85



Fot. 2 Pétautomatyczny analizator hematologiczny wykorzystywany do oznaczen wskaznikéw hematologicznych u ryb (fot. M.
Hopko).

Fot. 3 Automatyczny analizator biochemiczny wykorzystywany do oznaczen wskaznikéw biochemicznych w osoczu/surowicy krwi
u ryb (fot. M. Hopko).
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2019). Pomimo tego, ze wiekszo$¢ analizatoréw hematologicznych jest zaprojektowana
do pracy z krwig gatunkéw, ktérych erytrocyty nie posiadajg jgder komoérkowych, to licz-
ne badania dowodza, ze wartosci wskaznikbw hematologicznych u ryb uzyskane za
pomocg analizatoréw automatycznych sg poréwnywalne z wynikami otrzymanymi po
przeprowadzeniu oznaczeh metodami recznymi (Fazioiin. 2012, Faggioiin. 2013, Fazio
iin. 2013, Yilmaz i Erglin 2018). Wg Witeskiej i in. (2022) automatyczne metody analizy
hematologicznej sg odpowiednie do analizy krwi ryb, jednak wyniki otrzymane tg drogg
nalezy interpretowac z ostroznoscig. Z kolei Fazio i in. (2019) podaje, ze poréwnanie
wynikdéw uzyskanych z analizatora automatycznego i otrzymanych w wyniku recznych
oznaczen wykazato dobrg korelacje wynikow uzyskanych obiema metodami tylko dla
liczby czerwonych krwinek i liczby biatych krwinek, ale nie dla liczby ptytek krwi (Fazio
iin.2019). Zastosowanie zautomatyzowanych metod hematologicznych w kazdym labo-
ratorium powinno by¢ poprzedzone walidacjg z wykorzystaniem tradycyjnej analizy
manualnej, zwtaszcza gdy krew pobierana jest od gatunkdéw ryb wczesniej nie badanych
(Witeska i in. 2022).

Wazniejsze markery hematologiczne i biochemiczne stresu, stanu
zdrowotnego i kondycyjnego u ryb

Ocena wskaznikow krwi obejmuije: liczbe biatych krwinek, stezenie hemoglobiny, licz-
be hematokrytowg, $rednig objeto$¢ krwinki czerwonej, Srednie stezenie hemoglobiny
w krwince czerwonej i $rednie stezenie hemoglobiny w krwince czerwonej. Parametry krwi
obejmujg rowniez liczbe biatych krwinek, a czasem takze réznicowg liczbe leukocytow —
(leukogram) procentowy udziat lub liczbe r6znych rodzajéw leukocytow: limfocytdéw, neu-
trofili lub heterofili, monocytéw, eozynofili i bazofili. Liczba ptytek krwi i morfologia krwinek
czerwonych rzadko sg poddawane analizie. Analiza krwi obejmuje rowniez pomiary para-
metréw biochemicznych. Wskazniki te najczesciej sg poddawane ocenie w osoczu lub
surowicy krwi, ale ich poziom jest mozliwy do oznaczenia rowniez w krwi petnej. Do pod-
stawowych analizowanych wskaznikéw zalicza sie: stezenie kortyzolu, stezenie glukozy,
mleczanow, biatka catkowitego, albumin, globulin, cholesterolu, trojgliceryddw, aktyw-
nos$¢ aminotransferazy alaninowej, aminotransferazy asparaginianowej, fosfatazy zasa-
dowej, stezenia jondw, np.: jonu magnezu, sodu itp. (Witeska i in. 2022).

Markery hematologiczne

Czerwone krwinki sg najczestszym typem komorek krwi wystepujgcym u kregow-
cow. U ryb w skrzelach pochtaniajg czgsteczki tlenu (O2), ktére poprzez naczynia krwio-
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no$ne sg transportowane do tkanek organizmu, gdzie czgsteczki te zostajg uwolnione
i zastgpione czgsteczkami dwutlenku wegla (CO»), ktére z kolei transportowane sg do
skrzeli w celu wydalenia z organizmu. W przeciwienstwie do zwierzat statocieplnych, np.
ssakdéw u znacznej wiekszosci ryb erytrocyty posiadajg jadro komorkowe. Liczba erytro-
cytow jest zalezna od wielu czynnikobw srodowiskowych, np. temperatury wody, zasole-
nia, itp. Na warto$¢ tego parametru u ryb wptywacé mogag rowniez pte¢, wiek, aktywnosg¢,
stan odzywienia organizmu, pora roku (Witeska i in.2016). Dowiedziono, ze osobniki
0 wyzszej wartosci liczby czerwonych krwinek charakteryzujg sie szybszym wzrostem,
co wynika bezposrednio z wigkszych mozliwosci transportowych tlenu (Esmaeili 2021).
Wyzsze wartosci liczby erytrocytéw obserwuije sie rowniez czesto podczas reakcji stre-
sowej organizmu. Podczas dziatania stresora organizm uwalnia czerwone krwinki
znarzaddw krwiotwoérczych (np. $ledziony) do uktadu krgzenia (Phuongiin. 2017). Zjawi-
sko to jest bezposrednio zwigzane ze spowolnieniem oddychania przy jednoczesnym
niezmienionym lub zwiekszonym ogélnoustrojowym zapotrzebowaniu na tlen w sytu-
acjach stresowych (Pereira i in. 2013). Krotkotrwata erytrocytoza, ktorej towarzyszy
zwiekszenie wartosci pozostatych wskaznikéw hematologicznych krwi moze wynikac
nie tylko z podwyzszonego poziomu liczby erytrocytow, ale takze z zaburzen gospodarki
wodno-elektrolitowej (nieznaczne odwodnienie), ktére sg nastepstwem stresu chemicz-
nego (Rozynskiiinl. 2018a). Jako, ze erytrocyty sa najliczniej wystepujgcymi komorkami
w krwi z ich liczbg Scisle zwigzany jest inny parametr hematologiczny, tj. liczba hemato-
krytowa, ktéry obrazuje objetosciowy udziat elementéw morfotycznych, gtéwnie wtasnie
erytrocytéw do catej objetosci krwi. Przyjmuje sig, ze wyzsze wartosci tego parametru,
ktére Swiadczg o wiekszej lepkosci krwi sg dla organizmu korzystniejsze. Uznaje sig, ze
wyzsze wartosci liczby hematokrytowej pozwalajg na uzyskanie lepszych wynikdéw pro-
dukcyjnych. Zwigkszenie wartosci tego parametru w normalnym zakresie moze $wiad-
czy¢ o zoptymalizowaniu transportu tlenu w krwiobiegu oraz stanowi¢ oznake dobrego
zdrowia, jednak nie nieograniczonego wzrostu (Esmaeili 2021). Z drugiej strony, zbyt
wysoki poziom tego parametru moze wskazywac na rézne problemy zdrowotne, np.
odwodnienie lub dysfunkcije nerek (Chakraborty i in. 2017). Bardzo duze fluktuacje war-
tosci liczby hematokrytowej obserwuje sie przy r6znego rodzaju stresie. Parametr ten
jest Scisle zalezny od ilosci osocza we krwi. Zwiekszenie ilosci osocza (obnizenie warto-
Sci liczby hematokrytowej) utatwia przeptyw elektrolitow, biatek itp. w krwiobiegu, co jest
istotne podczas reakcji stresowej organizmu w celu zaspokojenia zapotrzebowania tka-
nek. Z drugiej jednak strony, obnizenie wartosci tego wskaznika wptywa istotnie na
pojemno$¢ minutowg serca, a tym samym na zdolno$¢ transportu tlenu i dwutlenku
wegla przez erytrocyty (Esmaeili 2021). Kolejnym waznym wskaznikiem hematologicz-
nym jest wspomniane wczesniej stezenie hemoglobiny. Hemoglobina wchodzaca
w sktad erytrocytéw odgrywa kluczowa role w dystrybucji tlenu transportowanego ze
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skrzeli do tkanek organizmu oraz dwutlenku wegla i ciepta w kierunku przeciwnym
(Weber 2000). Gazy te sg wykorzystywane przez tkanki jako ostateczny receptor elektro-
néw pochodzgcych z oksydacyjnych reakcji katabolicznych i metabolizmu ATP (Wells
2009). Kazdy bodziec, zarébwno wewnetrzny, jak i zewnetrzny, moze wptywa¢ na meta-
bolizm, ktéry z kolei wptywa na zapotrzebowanie na tlen. W rezultacie ilos¢ i funkcja
hemoglobiny odgrywaja kluczowg role w podstawowym metabolizmie, a ostatecznie we
wzroscie i zdrowiu ryb (Esmaeili 2021). Dowiedziono, ze podobnie jak w przypadku wyz-
szych wartosci liczby czerwonych krwinek, wigksza ilo§¢ hemoglobiny we krwi skutkuje
szybszym tempem wzrostu i lepszg kondycjg ustroju (Esmaeili 2021). Biate krwinki, zwa-
ne tez leukocytami, zaraz po erytrocytach i ptytkach krwi sg najliczniejszg grupg elemen-
téw morfotycznych spotykang w krwiobiegu u ryb. Krwinki te petnig wazne funkcje
zardbwno we wrodzonych, jak i nabytych odpowiedziach immunologicznych, dlatego ich
liczba i jako$¢ sg ogdblnie wykorzystywane do okreslania reakcji immunologicznych
(Cagirgani Yildirim 1990). Liczba leukocytéw w krwiobiegu wzrasta zazwyczaj u osobni-
kow, u ktérych wystepujg stany zapalne, ré6znego rodzaju infekcje czy uszkodzenia
mechaniczne ciata. Z tej przyczyny parametr ten jest czesto wykorzystywany z powodze-
niem jako wskaznik stanu zdrowia i kondycji ryb (Siddiqui i in. 2020). Fluktuacje wartosci
liczby biatych krwinek sg réwniez obserwowane podczas reakcji organizmu na czynnik
stresogenny. Podczas reakcji stresowej w wyniku oddziatywania endogennych gluko-
kortykoidow, takich jak kortyzol, z narzadéw krwiotwérczych (np. $ledziona) do krwiobie-
gu uwolnione zostajg biate krwinki (Phuongiin. 2017). Pomimo tego, ze sama leukocyto-
za czy leukopenia dostarcza juz pewnych informacji 0 wystepujacej reakcji immunolo-
gicznej organizmu, to wieksze znaczenie dla interpretacji funkcjonowania ustroju posia-
dajg zmiany ilosciowe poszczegdlnych typow leukocytow, okreslane poprzez wykonanie
leukogramu w rozmazie krwi. Gtowny typ leukocytow rozrdzniany u wiekszosci gatun-
kow ryb stanowig limfocyty (50-99%), chociaz niektére dane literaturowe donosza, ze
najliczniejszg grupg biatych krwinek u ryb sg neutrofile (60-70%) (Sopinka i in. 2016,
Witeska i in. 2016, Esmaeili 2021, Rozas-Serri i in. 2022). W$rdd pozostatych rodzajéw
biatych krwinek wyréznia sie eozynofile, bazofile i monocyty (Esmaeili 2021). Poszcze-
g6lne rodzaje leukocytéw sg odpowiedzialne za rézne funkcje obronne organizmu. Na
przyktad limfocyty i makrofagi, ktére powstajg z monocytdéw podczas standéw zapalnych,
sg odpowiedzialne przede wszystkim za fagocytoze, zgodnie z klasyfikacjg Metchnikoffa
(Tauber 2003, Hodgkinson et al. 2015). Ponadto oba te typy leukocytow poprzez oczysz-
czanie ran z uszkodzonej tkanki odgrywaja kluczowa role w procesie gojenia sie urazow
(Sveen et al. 2019). Liczba komérek zapalnych w ranie bezposrednio po jej wystgpieniu
szybko wzrasta, a nastepnie, wraz z jej gojeniem stopniowo maleje (Richardson i in.
2013). Wazng role obronng petnig réwniez neutrofile, w ktérych ziarnistosciach wystepu-
je mieloperoksydaza. Enzym nalezacy do peroksydaz, ktéry w mniejszych ilosciach
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wystepuje réwniez w monocytach i eozynofilach, a ktéry poprzez katalizowanie powsta-
wania kwasu podchlorowego wykazuje silne wtasciwosci bakteriobdjcze i przeciwwiru-
sowe (ClaveriQuaglia2009, Seibeliin. 2021, Witeskaiin. 2022). Wartos¢ zaréwno liczby
biatych krwinek jak i udziatu poszczegoélnych typow leukocytéw w leukogramie jest zale-
zna od wielu czynnikdéw Srodowiskowych. Na wielkosci tych parametrow istotny wptyw
moze mie¢ wiek, pte¢, pora roku, temperatura, stan odzywienia, zanieczyszczenia wody,
stres i choroby (Ahmed iin. 2020). Ponadto wyzszymi wartosciami WBC charakteryzujg
sie osobniki przejawiajgce wiekszg aktywnos¢ (Tandon i Joshi 1976). Niekorzystne zmia-
ny w liczebnosci biatych krwinek oraz funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego moze
wykazywac reakcja na ostry stres. Odpowiedz stresowa moze prowadzi¢ nawet do leu-
kopenii z limfopenig, a czasem do neutrofilii (Kristan i in. 2012). Na wartos$¢ liczby biatych
krwinek istotny wptyw moze mie¢ poziom kortyzolu we krwi, ktory wydzielany podczas
reakcji na stres skraca zywotnos$¢ limfocytow i sprzyja ich apoptozie (Wyets i in. 1998,
Verburg van Kemenadeiin. 1999), a takze redukowac ich proliferacje (Espelidiin. 1996).
Dlatego zmniejszenie liczby biatych krwinek oraz ich aktywnosci jest czesto obserwowa-
nym skutkiem stresu.

Markery biochemiczne

Zty stan zdrowia i pogorszony stan kondycyjny, podobnie jak u innych grup zwierzat
réwniez u ryb, w wiekszosci przypadkow jest zwigzany z chronicznie wystepujgcym zja-
wiskiem stresu. Stres sam w sobie nie jest jednak szkodliwy dla organizmu. Staje sie dla
niego niebezpieczny dopiero gdy jest zbyt silny lub dtugotrwaty. W takiej sytuacji zabu-
rzone mogg zosta¢ mechanizmy i reakcje fizjologiczne prowadzace do ostabienia orga-
nizmu (Barton i lwama 1991). Zmiany obserwowane u organizmow w warunkach streso-
wych obejmujg reakcje pierwszo-, drugo- i trzeciorzedowe. U ryb, pierwsza odpowiedz
zaczyna sie w podwzgoérzu, gdzie stres jest rozpoznawany, a odpowiedz w postaci
impulsu nerwowego przekazywana jest przez uktad autonomiczny. Nastepnie pobudzo-
na zostaje 0$ podwzgoérze-przysadka moézgowa-nadnercza, co skutkuje wydzielaniem
m.in. kortyzolu oraz katecholamin jako odpowiedzi hormonalnych (Alsop i Vijayan 2008,
Nematollahiiin. 2013). Dziatanie tych hormondw oprdcz wptywania na wskazniki hema-
tologiczne i immunologiczne manifestuje sie rowniez istotnym oddziatywaniem na inne
procesy fizjologiczne i metaboliczne organizmu istotnie wptywajgc rowniez na wskazniki
biochemiczne krwi. W niektérych przypadkach chroniczne dziatanie stresora moze by¢
przyczyng koncowego, krytycznego etapu odpowiedzi (wyczerpanie, choroba a nawet
S$mier¢ organizmu) (Barton i lwama 1991, Barton 2002, Smircich i Kelly 2014). Jednym
z wazniejszych wskaznikéw poddawanych analizie podczas okreslania reakcji stresowej
organizmu i stanu zdrowia jest kortyzol, ktérego wzrost stezenia we krwi obwodowe;j
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okresla sie jako pierwszorzedowa reakcje na stres (Ramsay i in. 2009, Piato i in. 2011,
Ghisleniiin. 2012, Zakes i in. 2022). Podwyzszony poziom kortyzolu obserwuje sie zwy-
kle kilka godzin po wystgpieniu ostrej reakcji stresowej (Martinez-Porchas i in. 2009).
Chociaz stezenie kortyzolu jest uzywane gtoéwnie jako marker w badaniach nad ostrymi
reakcjami na stres, moze rowniez dostarczy¢ cennych danych uzupetniajgcych w bada-
niach nad stresem przewlektym. W celu wiarygodnego okreslenia przebiegu reakcji stre-
sowej organizmu zaleca sie kilkukrotne mierzenie wartosci tego wskaznika w czasie
(Martinez-Porchas iin. 2009). Zwiekszenie poziomu kortyzolu oraz katecholamin we krwi
obwodowej powoduje wystagpienie drugorzedowych reakcji na stres, do ktérych zalicza
sie fluktuacje w wartosciach stezen we krwi, np.: glukozy, amoniaku, mleczanéw, itp.
Glukoza jest jednym z wazniejszych wskaznikbw pozwalajgcych okresli¢ nie tylko
wystgpienie reakcji stresowej organizmu ale réwniez pozwala monitorowaé¢ stan odzy-
wienia i metabolizmu organizmu. Podczas reakcji stresowej w wyniku dziatania hormo-
ndéw w organizmie uruchomiony zostaje proces glukoneogenezy, dzieki ktbremu do krwi
uwolniona zostaje glukoza celem zrekompensowania zwiekszonego zapotrzebowania
na energie w organizmie (Simoniin. 1983). Obok glukozy waznym wskaznikiem analizo-
wanym podczas reakcji stresowej organizmu jest rowniez poziom stezenia mleczanéw.
Reakcja stresowa organizmu wymusza zwigkszenie wydatku energetycznego organi-
zmu, a tym samym powoduje znaczny wzrost zapotrzebowania na tlen. Poniewaz sys-
tem dystrybuciji tlenu czesto nie jest w stanie pokry¢ tego zapotrzebowania, glikoliza
w komorkach zachodzi w warunkach beztlenowych, w wyniku czego w migsniach uwol-
niony zostaje kwas mlekowy. Dzigki syntezie kwasu mlekowego migsien moze chwilowo
osiggnaé moc przekraczajgcg maksymalng wydajno$¢ uktadu krgzenia lub uktadu odde-
chowego. Jednak gromadzenie sie tego zwigzku w tkance migsniowej szybko zmusza
organizm do przerwania aktywnosci. Jesli wysitek nie przekracza mozliwosci dostarcza-
nia tlenu przez ustréj, kwas mlekowy nie jest syntezowany. Zwigzek ten jest dobrze
wykrywalny w krwi obwodowej poniewaz wtasnie tg drogg jest on odprowadzany z tkanki
migsniowej do watroby (Rozynskiiin. 2018b). Do drugorzedowych reakcji na stres, ktére
sg wiarygodnymi biomarkerami zdrowia i stanu kondycyjnego organizmu zalicza sie réw-
niez stezenie biatka catkowitego, albumin, globulin i amoniaku. W wyniku wystagpienia
reakcji stresowej organizmu w krwi obwodowej czesto obserwuije sie fluktuacje wartosci
stezen biatek osocza, tj. biatka catkowitego, albumin i globulin. Oznaczanie stezenia
biatka catkowitego jest jednym z najpowszechniejszych i najuzyteczniejszych parame-
trow krwi wykonywanych podczas oceny zdrowia i stanu kondycyjnego organizmu u ryb.
Biatka osocza petnig szeroki zakres funkcji w ustroju: utrzymujg cisnienie osmotyczne
oraz pH, transportujg niektére metabolity, a takze petnig szereg funkcji immunologicz-
nych, tj. odgrywajg wazng role w odpornosci humoralnej i wrodzonej odpowiedzi immu-
nologicznej(Jhaiin.2007, Zhengiin. 20017). Wahania wartosci stezenia tego parametru
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we krwi sg przede wszystkim konsekwencjg zjawiska ograniczonej syntezy biatek pod-
czas reakgcji stresowej lub nasilenia ich katabolizmu (Cooke i in. 2011, Luo i in. 2014).
Wzmozony rozpad biatek osocza moze nieS¢ za sobg rowniez inne konsekwencje. Pro-
ces ten moze prowadzi¢ do wzrostu stezenia amoniaku we krwi. Wzrost tego metabolitu
w krwiobiegu obserwuije sie rowniez w wyniku nasilenia glukoneogenezy z aminokwa-
sow, ktora jest wskaznikiem silnej reakcji stresowej, przy jednoczesnym zaburzeniu pro-
cesOw usuwania amoniaku z ustroju (Svoboda 2001, Martinez-Porchas i in. 2009). Pod-
czas oceny zdrowia i stanu kondycyjnego u ryb oprocz stezen biatek osocza i amoniaku
analizie poddaje sie réwniez inne wskazniki, ktére pozwalajg m.in. monitorowac stan
odzywienia organizmu i aktywno$¢ metaboliczng (Caputo i in. 2009, Luo i in. 2014).
Wazniejszymi markerami tego typu sg cholesterol i trojglicerydy. W ustroju, cholesterol
jest przede wszystkim sktadnikiem bton komoérkowych, bierze réwniez udziat w tworze-
niu hormonow steroidowych. Jego synteza przebiega gtéwnie w watrobie. Na jego steze-
nie we krwi wptywa kilka czynnikdéw: aktywno$¢ metaboliczna watroby, odzywianie, ptec
i dojrzato$¢ ptciowa (Banaee i in. 2016). Z kolei trojglicerydy to gtéwne lipidy ustroju,
w ktorym sg podstawowg formg magazynowania ttuszczéw. Moga rowniez stuzy¢ jako
alternatywne zrodto energii. Poniewaz poziom tréjglicerydéw we krwi odzwierciedla
spozycie ttuszczow w diecie, wskazane jest aby parametr ten monitorowac za kazdym
razem, gdy dieta ryb zostanie poddana modyfikacji (Van der Boon i in. 1991). Obnizenie
wartoséci stezen obu tych parametréw we krwi moze wskazywac na pogarszajacy sie stan
odzywienia organizmu (Luo i in. 2014). Istotnymi biomarkerami stanu zdrowia i stanu
kondycyjnego organizmu odpowiedzialnymi za petnienie waznych funkcji w ustroju sg
enzymy. Do enzymow, ktorych aktywnos$¢ jest najczesciej oznaczana podczas monito-
rowania funkcjonowania ustroju nalezg aminotransferaza asparaginianowa, aminotrans-
feraza alaninowa oraz fosfataza alkaliczna. Obie transaminazy regulujg transaminacje,
czyli jeden z gtéwnych szlakéw syntezy i deaminacji aminokwasow i biatek w ustroju,
natomiast fosfataza alkaliczna aktywna przy zasadowym pH odpowiada za transfosfory-
lacje, mineralizacje szkieletu organizmdw wodnych oraz transport btonowy (Zikic i in.
2001). Analiza fluktuacji aktywnosci tych enzymdw we krwi obwodowej u ryb jest czesto
wykorzystywana rowniez jako narzedzie diagnostyczne w toksykologii do badania stanu
zdrowia i okreslania stopnia uszkodzenia narzgdéw narazonych na dziatanie toksycz-
nych substanciji, np. herbicydéw (Zikic i in. 2001). Warto$ciowymi biomarkerami zdrowia
i stanu kondycyjnego organizmu u ryb oznaczanymi w krwi sg rowniez jony, m.in. jony
magnezu i sodu. Jony krgzgce w krwiobiegu petnig w organizmie szereg istotnych funk-
cji. Magnez bierze udziat w transporcie glukozy, wytwarzaniu energii, wptywa na przewo-
dzenie impulséw nerwowych oraz prace (skurcz-rozkurcz) migsni. Jak wspomniano
wyzej, hormony stresu, kortyzol i katecholaminy, powodujg mobilizacje organizmu,
wzrost zapotrzebowania na energie i uruchamiajg szereg reakcji enzymatycznych i bio-
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chemicznych. W wielu z nich udziat bierze magnez, co w efekcie moze prowadzi¢ do
zubozenia, a nawet wyczerpania rezerw tego jonu. Z kolei s6d bierze czynny udziat, np.
podczas standéw niedoboru tlenu w organizmie. Niedotlenienie organizmu obserwowane
czesto w pierwszym etapie reakcji stresowej organizmu wynikajace ze zwiekszonego
zapotrzebowania na energig i tlen powoduje przenikanie tego jonu do wnetrza krwinek
czerwonych. Wzrostowi stezenia wewnatrzkomérkowego sodu towarzyszy zwiekszenie
zdolnoséci przenoszenia tlenu przez erytrocyty (Nikinmaaiin. 1987, Fuchs i Albers 1988,
Wang i in. 1999). W wyniku migracji jonow sodu do wnetrza erytrocytéw stezenie tego
jonu rozpuszczonego w osoczu krwi maleje w pierwszej fazie reakcji stresowej organi-
zmu nawet o 30% (Martemyanov 2013).

Podsumowanie

Jak udowodniono analizy hematologiczne i biochemiczne krwi sg wartoSciowymi
biomarkerami moggcymi dostarczy¢ cennych informacji na temat zdrowia podchowywa-
nych ryb, ich stanu kondycyjnego, reakcji stresowej oraz odpowiedzi immunologiczne;j.
Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze badania ww. parametrow nie dostarczajg odpowiedzi
na wszystkie aspekty zdrowia ryb. W celu uzyskania petniejszych informacji na ten temat
wazne jest rbwniez rownolegte obserwowanie oraz analiza innych biomarkeréw zdrowia,
np. wskaznikow hodowlanych. Co wiecej, parametrow hematologicznych oraz bioche-
micznych nie nalezy analizowac¢ pojedynczo, a traktowac je raczej jako kompleks wska-
znikbw, poddajgc ocenie wiekszg liczbe markeréw jednoczesnie (Esmaeili 2021). Na
uwadze nalezy mie¢ rébwniez, ze na ww. wskazniki nieprzerwanie oddziatuje bardzo duza
liczba czynnikéw mogaca wptywacé na ich ocene. Wiekszos¢ wskaznikoéw hematologicz-
nych i biochemicznych jest zalezna rowniez od ptci, wieku, stanu odzywienia organizmu,
pory dnia i pory roku, aktywnosci, zageszczen stosowanych podczas podchowu, tempe-
ratury, odczynu pH oraz innych czynnikéw fizykochemicznych wody, a takze czynnikow
Srodowiskowych. Ocena omawianych wskaznikbw moze by¢ rowniez istotnie skorelo-
wana z wyszkoleniem i zaangazowaniem zespotu dokonujgcego pomiaréw, zastosowa-
nej aparatury, sprzetu laboratoryjnego oraz testéw, a takze sposobu i czesci ciata, z kté-
rej pobierana jest probka. Dla przyktadu aktywnosci niektérych enzyméw wystepujgcych
w duzych stezeniach w miesniach, tj. aminotransferaza alaninowa, aminotransferaza
asparaginianowa moga by¢ wyzsze we krwi pobranej z zyty ogonowej w poréwnaniu do
krwi pobranejz serca (Folmar 1993). Na chwile obecng, duzym utrudnieniem jest réwniez
brak wartosci referencyjnych poszczegélnych wskaznikéw dla wiekszosci gatunkow ryb
podchowywanych w akwakulturze. Do tej pory, wartosci referencyjne niektérych wska-
znikbw zostaly oszacowane jedynie dla gatunkéw ryb najczesciej podchowywanych
w akwakulturze, np. tososia (Salmo salar) czy pstraga teczowego (Oncorhynchus myki-
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ss) (Rozas-Serriiin. 2022). Z tego powodu wazne jest aby poszczegoine hodowle mozli-
wie czesto dokonywaty pomiaréw wskaznikow hematologicznych i biochemicznych krwi
podchowywanych ryb, co pozwoli na wypracowanie wtasnych, prawidtowych dla dane-
go stada/populacji zakreséw wartosci tych biomarkerdw i przyczyni sie do poprawy
dobrostanu w akwakulturze (Seibel i in. 2021).

Badania sfinansowano w ramach zadania badawczego Nr Z-013 Instytutu Rybactwa Srédliadowego im. Sta-
nistawa Sakowicza - Panistwowy Instytut Badawczy.

Literatura

Ahmed I., Reshi Q.M., Fazio F., 2020 — The influence of the endogenous and exogenous factors on
hematological parameters in different fish species: a reviewA — quaculture International, 28:
869-899.

Alsop D., Vijayan M.M. 2008 — Development of the corticosteroid stress axis and receptor expres-
sion in zebrafish — The American Journal of Physiology-Regulatory, Integrative and Compara-
tive Physiology, 294: 711-719.

Banaee M., Nemadoost Haghi B., Tahery S., Shahafve S., Vaziriyan M. 2016 — Effects of sub-lethal
toxicity of paraquat on blood biochemical parameters of common carp, Cyprinus carpio
(Linnaeus, 1758) — Iranian Journal of Toxicology, 10: 1-5.

Barton B.A. 2002 — Stress in Fish: A Diversity of Responses with Particular Reference to Changes
in Circulating Corticosteroids — Integrative and Comparative Biology, 42: 517-525.

Barton B.A., Iwama G.K. 1991 — Physiological changes in fish from stress in aquaculture with em-
phasis on the response and effects of corticosteroids — Annual Review of Fish Diseases, 1:
3-26.

Bienzle D., Jacobs R.M., Lumsden J.H., Grift E., Tarasov L. 1994 — Comparison of two automated
multichannel haematology analysers in domestic animalsCo — mparative Hematology Inter-
national, 4: 162-166.

Cagirgan M.L., Yildirim M.B. 1990 — An application of factor analysis to data from control and macro
mutant populations of ,Quantum” barley — Journal Faculty Agriculture, 4: 125-138.

Caputo M., O’Connor C.M., Hasler C.T., Hanson K.C., Cooke S.J. 2009 — Long-term effects of sur-
gically implanted telemetry tags on the nutritional physiology and condition of wild freshwater
fish — Diseases of Aquatic Organisms, 84: 35-41.

Chakraborty S., Rout S.K., Anupama R.R., Milli K., Sona R.R., Behera L. 2017 — Response of salin-
ity (brine solution) induced stress on cortisol hormone in Indian major carp, Labeo rohita —
Journal of Experimental Zoology, India, 20: 1377-1381.

Ciesla B. 2007 — Hematology in PracticeF — A Davis Company; Philadelphia, Pensylwania, USA: s.
230.

Claver J.A., Quaglia A.l.E. 2009 — Comparative Morphology, Development, and Function of Blood
Cells in Nonmammalian Vertebrates — Journal of Exotic Pet Medicine, 18: 87-97.

Cooke S.J., Woodley C.M., Eppard M.B., Brown R.S., Nielsen J.L. 2011 — Advancing the surgical
implantation of electronic tags in fish: a gap analysis and research agenda based on a review
of trends in intracoelomic tagging effects studies — Reviews in Fish Biology and Fisheries, 21:
127-151.

94



Davis K.B. 2006 — Management of physiological stress in finfish aquaculture — North American
Journal of Aquaculture, 8: 116-121.

Jha AK,, Pal A, Sahu N., Kumar S., Mukherjee S. 2007 — Haemato-immunological responses to
dietary yeast RNA, »-3 fatty acid and p-carotene in Catla catla juveniles — Fish and Shellfish
Immunology, 23: 917-927.

Esmaeili M. 2021 — Blood Performance: A New Formula for Fish Growth and Health — Biology, 10:
1236.

Espelid S., Lokken G.B., Steiro K., Bogwald J. 1996 — Effects of cortisol and stress on the immune
system in Atlantic Salmon (Salmo salar L.) — Fish and Shellfish Immunology, 6: 95-110.
Faggio C., Casella S., Arfuso F., Marafioti S., Piccione G., Fazio F. 2013 — Effect of storage time on
haematological parameters in mullet, Mugil cephalus — Cell Biochemistry & Function, 31:

412-416.

Fazio F., Filiciotto F., Marafioti S., Di Stefano V., Assenza A., Placenti F., Buscaino G., Piccione G.,
Mazzola S. 2012 — Automatic analysis to assess haematological parameters in farmed
gilthead sea bream (Sparus aurata Linnaeus, 1758) — Marine and Freshwater Behaviour and
Physiology 45: 63-73.

Fazio F., Marafioti S., Filiciotto F., Buscaino G., Panzera M., Faggio C. 2013 — Blood hemogram
profiles of farmed onshore and offshore gilthead sea bream (Sparus aurata) from Sicily, ltaly —
Turkish Journal of Fisheries and Aquatic Sciences, 13: 415-422.

Fazio F., Saoca C., Costa G., Zumbo A., Piccione G., Parrino V. 2019 — Flow cytometry and auto-
matic blood cell analysis in striped bass Morone saxatilis (Walbaum, 1792): a new hematolog-
ical approach — Aquaculture, 513: 734398.

Folmar L.C. 1993 - Effects of chemical contaminants on blood chemistry of teleost fish: A bibliog-
raphy and synopsis of selected effects — Environmenlal Toxicology and Chemistry, 12:
337-375.

Fuchs D.A., Albers C. 1988 — Effect of Adrenaline and Blood Gas Conditions on Red Cell Volume
and Intra Erythrocytic Electrolytes in the Carp, Cyprinus carpio — Journal of Experimental Biol-
ogy, 137: 457-476.

Ghisleni G., Capiotti K.M., Da Silva R.S., Oses J.P., Piato A.L., Soares V., Bogo M.R., Bonan C.D.
2012 —The role of CRH in behavioral responses to acute restraint stress in zebrafish — Prog-
ress in Neuro-Psychopharmacology and Biological Psychiatry, 36: 176-182.

Hodgkinson J.W., Grayfer L., Belosevic M. 2015 — Biology of bony fish macrophages — Biology, 4:
881-906.

Kristan J., Stara A., Turek J., Policar T., Velisek J. 2012 — Comparison of the effects of four anaes-
thetics on haematological and blood biochemical profiles in pikeperch (Sander lucioperca L.)
— Neuroendocrinology Letters, 33: 66-71.

Luo H., Duan X., Liu S., Chen D. 2014 - Effects of surgically implanted dummy ultrasonic transmit-
ters on physiological response of bighead carp Hypophthalmichthys nobilis — Fish Physiology
and Biochemistry, 40: 1521-1532.

Martemyanov V.I. 2013 — Patterns of changes in sodium content in plasma and erythrocytes of
freshwater fish at stress — Journal of Ichthyology, 53: 220-224.

Martinez-Porchas M., Martinez-Coérdova L.R., Ramos-Enriquez R. 2009 — Cortisol and glucose: re-
liable indicators of fish stress? — Pan-American Journal of Aquatic Sciences, 4: 158-178.

Nematollahi M.A., de Van Pelt H., Komen H. 2013 — Response to Stress in 17 alpha-hydroxylase
Deficient Common Carp (Cyprinus carpio L.) — Journal of Agricultural Science and Technol-
ogy, 15: 303-310.

95



Nikinmaa M., Cech J.J., Ryhanen E.L., Salama A. 1987 — Red Cell Function of Carp (Cyprinus
carpio) in Acute Hypoxia — Journal of Experimental Biology, 47: 53-58.

Pereira S., Pinto A.L., Cortes R., Fontainhas-Fernandes A., Coimbra A.M., Monteiro S.M. 2013 —
Gill histopathological and oxidative stress evaluation in native fish captured in Portuguese
northwestern rivers — Ecotoxicology and Environmental Safety, 90: 157-166.

Phuong L.M., Huong D.T.T., Nyengaard J.R., Bayley M. 2017 — Gill remodeling and growth rate of
striped catfish Pangasianodon hypophthalmus under impacts of hypoxia and temperature —
Comparative Biochemistry and Physiology Part A, 203: 288-296.

Piato A.L., Capiotti K.M., Tamborski A.R., Oses J.P., Barcellos L.J., Bogo M.R., Lara D.R., Vianna
M.R., Bonan C.D. 2011 — Unpredictable chronic stress model in zebrafish (Danio rerio): be-
havioral and physiologic responses — Progress in Neuro-Psychopharmacology and Biologi-
cal Psychiatry, 35: 561-567.

Ramsay J.M., Feist G.W., Varga Z.M., Westerfield M., Kent M.L., Schreck C.B. 2009 — Whole-body
cortisol response of zebrafish to acute net handling stress — Aquaculture, 297: 157-162.

Richardson R., Slanchev K., Kraus C., Knyphausen P., Eming S., Hammerschmidt M. 2013 — Adult
zebrafish as a model system for cutaneous wound healing research — Journal of Investigative
Dermatology, 133: 1655-1665.

Rozas-Serri M., Correa R., Walker-Vergara R., Conuecar D., Barrientos S., Leiva C., lidefonso R.,
Senn C., Pehna A. 2022 - Reference Intervals for Blood Biomarkers in Farmed Atlantic
Salmon, Coho Salmon and Rainbow Trout in Chile: Promoting a Preventive Approach in
Aquamedicine — Biology, 11: 1066.

Rozynski M., Demska-Zakes$ K., Sikora A., Zake$ Z. 2018a — Impact of inducing general anesthe-
sia with Propiscin (etomidate) on the physiology and health of European perch (Perca
fluviatilis L.)) — Fish Physiology and Biochemistry, 44: 927-937.

Rozynski M., Ziomek E., Demska-Zakes K., Zake$ Z. 2018b — Impact of inducing general anaes-
thesia with MS-222 on haematological and biochemical parameters of pikeperch (Sander
lucioperca) — Aquaculture Research, 50: 2125-2132.

Seibel H., BaBmann B., Rebl A. 2021 — Blood Will Tell: What Hematological Analyses Can Reveal
About Fish Welfare — Frontiers in Veterinary Science, 8: 616955.

Siddiqui U., Shah R.H., Rani A., Tudu K., Kumar S., Bisht H.C.S., Pandey N. 2020 — Comparative
study of Hematological variation in healthy and fungal infected Kalabans, Bangana dero
(Hamilton, 1822) — Iranian Journal of Fisheries Sciences, 19: 501-509.

Simon L.M., Nemcsok J., Boross L. 1983 — Studies on the effect of paraquat on glycogen mobiliza-
tion in liver of common carp (Cyprinus carpio L.) — Comparative Biochemistry and Physiology
Part C, 75: 167-169.

Smircich M.G., Kelly J.T. 2014 — Extending the 2% rule the effects of heavy internal tags on stress
physiology, swimming performance, and growth in brook trout — Animal Biotelemetry, 2: 16.

Sopinka N.M., Donaldson M.R., O’Connor C.M., Suski C.D., Cooke S.J. 2016 — Stress indicators in
fish — W: Biology of stress in fish (Red.) C.B. Schreck, L. Tort, A.P. Farrell, C.J. Brauner, Aca-
demic Press, San Diego, Kalifornia, USA: 405-462,

Sveen L.R., Timmerhaus G., Krasnov A., Takle H., Handeland S., Ytteborg E. 2019 — Wound heal-
ing in post-smolt Atlantic salmon (Salmo salar) — Scientific Reports, 9: 3565.

Svoboda M. 2001 — Stress in fish — review — Bulletin Research Institute of Fish Culture and
Hydrobiology Vodnany, 37: 169-191.

Tandon R., Joshi B.D. 1976 — Total red and white blood cell count of 33 species of fresh water tele-
osts — Z Tierphysiol Tierernahr Futtermittelkd, 37: 293-297.

96



Tauber Al 2003 — Metchnikoff and the phagocytosis theory — Nature Reviews Molecular Cell Biol-
ogy, 4: 897-901.

Van der Boon J., Van Den Thillart G.E., Addink A.D. 1991 — The effects of cortisol administration on
intermediary metabolism in teleost fish — Comparative Biochemistry and Physiology Part A,
100: 47-53.

Verburg van Kemenade B.M., Nowak B., Engelsma M.Y., Wyets F. A. 1999 — Differential effects of
cortisol on apoptosis and proliferation of carp B-lymphocytes from head kidney, spleen and
blood - Fish & Shellfish Immunology, 9: 405-415.

Wang T., Cossins A.R., Nielsen, O.B. 1999 — Metabolism of Trout Red Blood Cells: Correlation be-
tween Cation Trans port and Oxygen Uptake Following Adrenergic Stimulation — Aquaculture,
177: 267-275.

Weber R.E. 2000 — Adaptations for Oxygen Transport: Lessons from Fish Hemoglobins — W: He-
moglobin Function in Vertebrates. Molecular Adaptation in Extreme and Temperate Environ-
ments. (Red.) G. Di Prisco, B. Giardina, R. E. Weber. Springer-Verlag, Wtochy: 23-38.

Wells R.M. 2009 — Chapter 6 Blood-Gas Transport and Hemoglobin Function: Adaptations for
Functional and Environmental Hypoxia — Fish Physiology, 27: 255-299.

Witeska M., tugowska K., Kondera E. 2016 — Reference values of hematological parameters for ju-
venile Cyprinus carpio — Bulletin of the European Association of Fish Pathologists, 36:
169-180.

Witeska M., Kondera E., tugowska K., Bojarski B. 2022 — Hematological methods in fish — Not only
for beginnersAq — uaculture, 547: 737498.

Wyets F.A., Flikt G., Verburg van Kemenade B.M. 1998 — Cortisol inhibits apoptosis in carp
neutrophilic granulocytes — Developmental & Comparative Immunology, 22: 563-572.
Yilmaz S., Erglin S. 2018 — Trans-cinnamic acid application for rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss): |. Effects on haematological, serum biochemical, non-specificimmune and head kid-

ney gene expression responses — Fish & Shellfish Immunology, 78: 140-157.

Zake$s Z., Demska-Zake$ K., Rozynski M., Gomutka P., Rozynski R. 2022 - Influence of
intraperitoneal implantation of 12 mm PIT on the welfare of juvenile brown trout (Sa/mo trutta)
— Fisheries Research, 255: 106458.

Zheng K., Wu L., He Z., Yang B., Yang Y. 2017 — Measurement of the total protein in serum by
biuret method with uncertainty evaluation — Measurement, 112: 16-21.

Zikic R.V., Stajn S., Pavlovic Z., Ognjanovic B.l., Saicic Z.S. 2001 — Activities of superoxide
dismutase and catalase in erytrocyte and plasma transaminases of goldfish (Carassius
auratus gibelio Bloch.) exposed to cadmium — Physiological Research, 50: 105-111.

97



