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Nasienie szczupaka (Esox lucius L.) - mozliwosci
przechowywania plemnikéw w warunkach chtodniczych

Wstep

W ostatnich latach liczebno$¢ szczupaka w polskich
wodach wyraznie sie zmniejszyta z powodu nieracjonalnej
gospodarki rybackiej i ktusownictwa oraz bardzo duzej
presji wedkarskiej. Szczupak jest gatunkiem niezwykle
warto$ciowym, gdyz jako drapiezca zywigcy sie przewa-
znie rybami mato cennymi przyczynia si¢ do poprawy
struktury rybostanu. Rozwijajgca sie w Polsce akwakultura
wymaga ciggtego doskonalenia metod sztucznego
zaptodnienia. Jedng z technik stosowanych w wylegar-
niach ryb jest krétkookresowe przechowywanie nasienia
w warunkach chtodniczych, bez koniecznosci mrozenia
(Kowalski i in. 2009). Metoda ta z duzym powodzeniem
moze stuzy¢ do przechowywania plemnikoéw w sytuacji,
gdy samice dojrzewajg pbdzniej niz samce. Jest to metoda
prosta, mozliwa do zastosowania praktycznie wszedzie,
ponadto nie powoduje tak drastycznej utraty jakosci nasie-
nia jak kriokonserwacja, jezeli czas przechowywania nie
jest zbyt dtugi. W literaturze znalez¢ mozna opisy krétko-
okresowego przechowywania plemnikéw pstrgga teczo-
wego (McNiven 1993, Kowalski i in. 2008), czy stynki
(Kowalski i in. 2010).

Nasienie ryb cechuje wysoka koncentracja plemni-
kéw, co stanowi ograniczenie w mozliwosci dtugotrwatego
przetrzymywania nasienia w warunkach obnizonego meta-
bolizmu (temperatura ponizej 4°C). Aby zmniejszy¢ mozli-
wos$¢ grawitacyjnej sedymentacji plemnikéw, a co za tym
idzie uszkodzen bton komoérkowych wywotanych naci-
skiem masy plemnikéw oraz umozliwi¢ dostep jak najwiegk-
szej liczbie komorek do tlenu, nasienie nierozcienczone
przechowuije sie w cienkiej warstwie. Aby zwigkszy¢ obje-
tos¢ przechowywanego nasienia oraz wydtuzy¢ okres jego
przezywalnosci w warunkach in vitro stosuje sie odpowied-
nie dla gatunku bufory immobilizujgce. Majg one na celu
rozrzedzenie plemnikéw oraz zniwelowanie ewentualnego
negatywnego wptywu takich zanieczyszczenh nasienia jak
mocz (Cabrita i in. 2008). Sktad buforow immobilizujgcych
dobierany jest indywidualnie do kazdego gatunku, w zale-

znosci od jego biologii rozrodu oraz sktadu jonowego pla-
zmy nasienia.

W przypadku ryb, ktoérych plemniki poruszajg sie
krétko i majg niewiele mitochondriéw, nie stosuje sie
dodatkéw substratow energetycznych. Mozna jednak
sgdzi¢, ze w czasie dtugookresowego przechowywania,
substraty takie mogtyby stanowi¢ dodatkowe zrédto ener-
gii dla plemnikéw. Nascimento i in. (2008) wykazali, ze gli-
koliza stanowi pierwszorzedowe zrodto energii w przy-
padku nasienia cztowieka. Lahnsteiner i in. (1993) podaja,
ze glukoza jest wykorzystywana jako zrodto energii pod-
czas ruchu plemnikow pstrgga. Dlatego tez, w niniejszej
pracy podjeto probe zastosowania rozcienczalnikow
z dodatkiem cukréw (glukozy i fruktozy) do krétkookreso-
wego przechowywania nasienia szczupaka.

Materiat i metody

W doswiadczeniu wykorzystano nasienie pochodzgce
od szczupakéw (n=5), wytowionych z Jeziora Kortow-
skiego (Olsztyn, ptn.-wsch. Polska, fot. 1a). Do czasu
poboru nasienia ryby przetrzymywano w basenach o tem-
peraturze wody 10°C, w Katedrze Rybactwa Jeziorowego
i Rzecznego, UWM, Olsztyn. W celu pobrania nasienia ryby
uspiono w roztworze Propiscinu (1 ml 1", fot. 1b). Nasienie
pobrano metodg masazu powiok brzusznych (fot. 1c).
Pobrane nasienie (fot. 1d) przewieziono w temperaturze
+4°C do laboratorium Zaktadu Biologii Gamet i Zarodka,
PAN Olsztyn, gdzie przeprowadzono komputerowg ana-
lize ruchu plemnikbw CASA (Image House CRISMAS
Company Ltd). Analizowano nastepujgce parametry ruchu
plemnikéw: VCL (catkowita predko$¢ plemnikow; um/s),
VSL (prostoliniowos¢ ruchu plemnikéw; um/s), VAP ($red-
nia predkos¢ plemnikéw; um/s), LIN (liniowos$¢; %), STR
(kierunkowos¢; %), WOB (wskaznik drgan plemnikow; %),
ALH (amplituda bocznych wychylen gtéowki; um), BCF
(czestotliwos¢ zmiany pracy witki; Hz), MOT (odsetek
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Fot. 1. Szczupak odtowiony z Jeziora Kortowskiego (a), usypianie ryb (b), pobieranie nasienia szczupaka (c, d).

plemnikéw ruchliwych; %), PRG (odsetek plemnikow
o ruchu postepowym; %).

Do aktywacji ruchu plemnikéw wykorzystano roztwoér
40 mM NaHCOg3, z dodatkiem 20 mM Tris i 0,5% albuminy,
pH 8,5 (Kowalskiiin. 2010). Do krétkookresowego przecho-
wywania postuzyt ptyn immobilizujgcy (A) o nastepujgcym
sktadzie: 130 mM NaCl, 25 mM NaHCOs3, 40 mM KCl,
20mM Tris, 2 mM CaClz, 1,5 mM MgCl2 x 6 H20 (Kobayashi
i in. 2004). Ponadto do jednej czesci ptynu immobili-
zujgcego dodano 10 mM glukoze (B), do drugiej czesci 10
mM fruktoze (C). Parametry ruchu oraz catkowity czas
ruchu plemnikéw analizowano w czasie ,,0” — bezposrednio
po pobraniu i przywiezieniu do laboratorium, po 24 oraz po
96 godzinach przechowywania w temperaturze +4°C.

Wyniki opracowano w programie GraphPadPrism sto-
sujgc dwuczynnikowg analize wariancji ANOVA. Réznice
miedzy poszczeg6lnymi wariantami doswiadczalnymi okre-
$lono stosujgc Bonferroni post-test.

Wyniki i dyskusja

W przypadku nasienia szczupaka stwierdzono, ze roz-
cienczenie buforem immobilizujgcym poprawia jego prze-
zycie w warunkach in vitro (Erdahl i Graham 1987). Rowniez
i w naszych badaniach, nasienie rozrzedzone buforem
immobilizujgcym zachowywato ruchliwo$¢ znacznie dtuzej
od nasienia nierozrzedzonego. Po 24 godzinach przecho-
wywania nasienia nierozcienczonego stwierdzono istotne
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pogorszenie wartosci takich parametréw jak VCL, VSL,
VAP, czy spadek odsetka ruchliwych plemnikéw (MOT)
z 79% do zaledwie 32% (rys. 1). Dodatek buforu immobili-
Zujgcego znaczgco poprawit zywotnos¢ nasienia. W grupie
eksperymentalnej, gdzie mlecz rozcienczono buforem
immobilizujgcym z dodatkiem glukozy, ruchliwo$¢ plemni-
kow (MOT) po 24 godzinach wynosita 64%, natomiast po 96
godzinach — 48%, podczas gdy w grupie kontrolnej po 96
godzinach nie obserwowano juz ruchliwych plemnikéw. Nie
stwierdzono natomiast roznic statystycznie istotnych
pomiedzy poszczegdlnymi wariantami do$wiadczalnymi, tj.
miedzy nasieniem rozcienczonym buforem immobili-
zujgcym bez dodatkéw (A) oraz buforem z dodatkiem
cukréw, glukozy (B) i fruktozy (C).

Ciereszko i in. (1999) stwierdzili, ze nierozrzedzone
nasienie szczupaka amerykanskiego (Esox masquinongy
Mitchill) przechowywane przez 5 h na lodzie, znaczaco
obniza swoje parametry ruchu oraz zdolnos¢
zaptadniajgcg. W naszej pracy zastosowalismy wybrany
w badaniach wstepnych bufor immobilizujgcy, ktéry
pozwala na przechowywanie nasienia szczupaka 4 dni, bez
koniecznosci jego kriokonserwacji. Pomimo ze jest to
najdtuzszy znany nam czas przechowywania nasienia
szczupaka w warunkach chtodniczych, dalsza jego
poprawa wydaje sie mozliwa. Zastosowanie cukrow
w osiggnieciu tego celu okazato sie jednak niemozliwe.
Konieczne sg dalsze prace zmierzajgce do optymalizacji
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Rys. 1. Wptyw rozcienczalnikow na parametry ruchu plemnikéw w trakcie krotkookresowego przechowywania. Istotne réznice wartosci po-
miedzy zastosowanymi rozcienczalnikami oznaczono réznymi literami (p< 0,01).

metody przechowywania nasienia szczupaka, w celu lep-
szego poznania jego fizjologii oraz opracowania doskonal-
szej metody przechowywania plemnikow.

Catkowity czas ruchu plemnikéw byt najwyzszy w cza-
sie ,0”, wynosit 69 s (rys. 2). Po 24 godzinach inkubacji nie
stwierdzono réznic miedzy grupg kontrolng i poszczegdl-
nymi wariantami doswiadczenia (54 s w grupie kontrolnej,
55s,50si48 s kolejno w grupie A, Bi C). Po 4 dniach prze-
chowywania nasienia, najdtuzszy czas trwania ruchu plem-
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nikbw zanotowano w wariancie z dodatkiem glukozy — 46 s,
w pozostatych wariantach doswiadczalnych czas trwania
ruchu plemnikéw wynosit ok. 40 s, podczas gdy w grupie
kontrolnej nie obserwowano juz ruchu. Wyniki Zigtara i in.
(2009) wskazujg, ze dodatek glukozy poprawia zywotno$c
plemnikéw suma, cho¢ lepsze rezultaty uzyskano stosujgc
dodatek mleczanu. Z kolei wyniki uzyskane dla medaki
wykazaty, ze dodatek glukozy jako egzogennego zrodta
energii, nie spowodowat wydtuzenia czasu ruchu plemni-
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Rys. 2. Wptyw rozcienczalnikbw na czas trwania ruchu plemnikow.
Istotne réznice warto$ci pomiedzy rozcienczalnikami ozna-
czono réznymi literami (p< 0,01).

kow (Yang i Tiersch 2009). Podobnie i nasze wyniki nie
potwierdzity skutecznosci glukozy i fruktozy w wydtuzeniu
czasu przechowywania nasienia szczupaka.

Powyzsze wyniki wskazujg, ze zastosowanie rozcien-
czalnika zdecydowanie poprawia przezywalno$¢ plemnikow
szczupaka podczas krotkookresowego przechowywania.
Bufor immobilizujgcy wykorzystany w niniejszym dos$wiad-
czeniu niewatpliwie poprawit zywotno$¢ plemnikow, jedna-
kze czas, w jakim mozliwe jest utrzymanie 50% ruchliwych
plemnikéw w warunkach in vitro nie jest satysfakcjonujacy,
gdy porbwnamy go do wynikbw uzyskanych dla innych
gatunkdéw (Kowalski i in. 2009). Z uwagi na to, ze istniejg roz-
nice w przemianach energetycznych plemnikow pomiedzy
gatunkami (Zietara i in. 2009), a sktad buforéw do przecho-
wywania nasienia odgrywa kluczowg role, konieczne bedzie
przeprowadzenie kolejnych eksperymentow nad krotkookre-
sowym przechowywaniem nasienia szczupaka.
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PIKE (ESOX LUCIUS L.) SEMEN — POSSIBILITIES FOR STORING SPERM UNDER REFRIGERATED CONDITIONS

Beata Sarosiek, Beata I. Cejko, Stawomir Krejszeff, Jan Glogowski, Katarzyna Targonska, Dariusz Kucharczyk,

Daniel Zarski, Radostaw K. Kowalski

ABSTRACT. One of the ways to improve methods for the artificial reproduction of fish is the possibility of storing sperm for short
periods under refrigerated conditions (+4°C) without the necessity of freezing. In the experiment semen extenders with and without
sugars (glucose and fructose) were applied during the storage of pike semen. The analysis of sperm motility parameters indicated
that semen that had not been diluted with an immobilization buffer decreased in quality very quickly. After 24 hours of storage
significant differences were noted in parameters measured with CASA, and after the subsequent two days no motile sperm were
noted. The semen that was diluted with the immobilization buffer that included glucose retained 48% motile sperm after four days of
the experiment. The results indicate that diluting the semen with an immobilization buffer lengthens the storage period of pike semen
under refrigerated conditions.

Keywords: pike, semen, sperm, storage, CASA
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