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Kriokonserwacja nasienia oraz tworzenie bankéw gamet sg narzedziami stosowanymi
w akwakulturze do zabezpieczenia genoméw cennych ryb. Biologia rozrodu ryb, w tym
morfologia gamet, r6zni si¢ pomiedzy gatunkami. Z tego powodu procedury kriokonserwacii
muszg by¢ dostosowane indywidualnie dla kazdego z gatunkéw. W niniejszej rozprawie
doktorskiej skupiono si¢ na poszukiwaniu wyznacznikéw jakosci nasienia ryb jesiotrowatych
oraz lososiowatych, ktére moga zostaé wykorzystane do prognozowania sukcesu
kriokonserwacji.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo wykorzystanie nowoczesnych metod
oceny jakosci nasienia (CASA — komputerowa analiza ruchu plemnikéw oraz cytometria
przeplywowa) jako narzedzi umozliwiajacych poznanie mechanizméw lezacych u podstaw
kriouszkodzen plemnikéw ryb lososiowatych oraz jesiotrowatych podczas przechowywania,
na temat ktérych brak lub sg dostepne bardzo ograniczone dane. Badania obejmowaty:

Cel ) charakterystyke nasienia jesiotra syberyjskiego pozyskanego poza sezonem
rozrodczym,

Cel II) opracowanie nowej, efektywnej procedury kriokonserwacji nasienia jesiotra
syberyjskiego,

Cel II) zbadanie wplywu dodatku jonéw potasu do rozrzedzalnika na sukces

kriokonserwacji oraz przechowywanie po rozmroZeniu nasienia pstraga tgczowego,



Cel 1V) <zbadanie wplywu rozrzedzenia w pltynach do dojrzewania
kriokonserwowanego nasienia oraz czasu po rozmrozeniu na ruchliwoéé oraz zdolnosé

zaptadniajgcg plemnikéw neosameéw pstraga teczowego.

Cel L. Badania dotyczace pozasezonowego rozrodu jesiotra syberyjskiego pozwolity
na okreslenie po raz pierwszy podstawowych parametréw nasienia, ktérych wartosei réznity
si¢ od otrzymywanych podczas tarla w naturalnym terminie. Spontaniczna ruchliwogé
plemnikéw w nierozrzedzonym nasieniu okazata si¢ by¢ cechg charakterystyczng mlecza
uzyskanego poza sezonem. Nasienie pozyskane poza sezonem rozrodczym wykazywalo
stosunkowo niskg przydatno$é do krétkookresowego przechowywania. Jednakze wyniki
dotyczace ruchliwosci i zywotnosci oraz zdolnosci zapladniajacej plemnikéw po
zamrozeniu/rozmrozeniu wykazaly mozliwoéé skutecznej kriokonserwacji nasienia jesiotra
uzyskanego poza sezonem rozrodczym.

Cel II. Na podstawie rezultatéw uzyskanych w wyniku kriokonserwacji nasienia
jesiotra syberyjskiego wykazano, iz nasienie moze by¢ z powodzeniem kriokonserwowane z
zastosowaniem prostego rozrzedzalnika glukoza-metanol. Wybdr odpowiedniego stezenia
glukozy okazat si¢ by¢ kluczowym etapem dla udoskonalenia procedury kriokonserwacji.
Czas ekwilibracji przed kriokonserwacja (30 min) nie wplynal na jako$¢ zar6wno nasienia
rozrzedzonego, jak i kriokonserwowanego. Dodatkowo, ruchliwosé plemnikéw oraz zdolnogé
zaptadniajgca plemnikéw nie obnizyty si¢ przez 30 min przechowywania nasienia po
rozmrozeniu.

Cel IIl. Badania dotyczace wplywu rozrzedzalnika na bazie trehalozy na nasienie
pstraga tgczowego wykazaly jego uzytecznosé do kriokonserwacji. Stezenie trehalozy 175
mM oraz 11,5-krotne rozrzedzenie nasienia w rozrzedzalniku skutkowaly uzyskaniem
najwyzszego odsetka ruchliwych plemnikéw po rozmrozeniu. Wykazano réwniez wplyw
koncowej koncentracji plemnikéw na sukces kriokonserwacji, ktérej optymalny zakres
miescit sie w zakresie 1,2-1,3 x 10° plemnikéw ml”. Rozrzedzalnik sktadajacy sie z 175 mM
trehalozy jak i rozrzedzalnik zawierajacy 175 mM trehaloze z 40 mM KCl okazaly si¢ by¢
najbardziej skuteczne do kriokonserwacji nasienia pstraga teczowego. Wybdr odpowiedniego
rozrzedzalnika zostal réwniez potwierdzony poprzez przeprowadzenie prob biologicznych i
uzyskanie wysokich wartosci zaoczkowanej ikry. Inkubacja nasienia po rozmrozeniu przez 60

min nie spowodowala obnizenia ruchliwogci plemnikéw oraz integralnosci blon

cytoplazmatycznych.



Cel IV. Waznym aspektem poruszonym w niniejszej rozprawie doktorskiej jest
réwniez kriokonserwacja nasienia neosamc6éw pstraga teczowego. Potwierdzono uzyteczno$é
procedury kriokonserwacji nasienia neosamcoéw z zastosowaniem rozrzedzalnika glukoza-
metanol oraz wykazano istotny wpltyw plynéw do dojrzewania nasienia na ruchliwosé
plemnikéw oraz przechowywanie nasienia po rozmrozeniu. Okazato si¢, iz ruchliwos$é
plemnikéw jest hamowana bezposrednio po rozrzedzeniu nasienia w plynie do dojrzewania
nasienia, natomiast efekt ten w znacznej mierze zanika po uptywie godziny przechowywania
po rozmrozeniu. Zdolnos¢ zapladniajgca plemnikéw kriokonserwowanego nasienia byla
wysoka bez wzgledu na zastosowany plyn do dojrzewania nasienia badz dlugosé trwania
Czasu po rozmrozeniu.

Reasumujac, zastosowanie nowoczesnych metod oceny jakosci nasienia tj. CASA oraz
cytometria przeplywowa pozwolilo na zrealizowanie celow badawczych ujetych w rozprawie
doktorskiej. W efekcie zostaly uzupelnione istotne braki w wiedzy dotyczacej kriobiologii
oraz krétkookresowego przechowywania nasienia ryb jesiotrowatych oraz lososiowatych.
Opisane zmiany w markerach jakosci nasienia zostaly zweryfikowane poprzez
przeprowadzenie prob biologicznych, dzieki czemu opracowane procedury kriokonserwacji
moga by¢ wdrozone do tworzenia bankéw genow, jak réwniez do praktyki wylegarnicze; po

uprzednim przeskalowaniu metodyki na warunki produkeyjne.



