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Prze¿ywalnoœæ i wzrost narybku troci wêdrownej

(Salmo trutta m. trutta L.) uzyskanego z mro¿onego

nasienia

Wstêp

Kriokonserwacja nasienia ryb rozwija siê od lat szeœæ-

dziesi¹tych XX wieku (Truscott i in. 1968, Graybill i Horton

1969). Technika ta zaczyna byæ wykorzystywana w gospo-

darstwach do przechowywania nasienia cennych linii

hodowlanych i magazynowania nadmiaru gamet. Gamety

te wykorzystywane s¹, gdy brakuje reproduktorów lub

w celu ograniczenia manipulacji tarlakami. Kriokonserwa-

cja jest równie¿ narzêdziem stosowanym w ochronie

gatunkowej. W stanie g³êbokiego zamro¿enia, przez d³ugi

okres przechowuje siê komórki zagro¿onych gatunków czy

te¿ lokalnych populacji w celu zachowania ich bioró¿no-

rodnoœci genetycznej lub gdy zajdzie potrzeba ich odtwo-

rzenia.

Plemniki ryb s¹ materia³em ³atwym do pozyskania i to

w du¿ej iloœci, stanowi¹c dogodny materia³ do zdeponowa-

nia w „bankach nasienia”. Metanol jest jednym z kriopro-

tektorów czêsto stosowanym podczas mro¿enia nasienia

ryb (Harvey i in. 1982, Tiersh i in. 1994, Gwo i in. 1999, Lin-

hart i in. 2005, Jodun i in. 2006). W zale¿noœci od zastoso-

wanego protoko³u mro¿eniowego wartoœæ biologiczna

kriokonserwowanych plemników mo¿e siê ró¿niæ. Na sku-

tecznoœæ techniki mro¿enia maj¹ wp³yw liczne czynniki. Do

g³ównych nale¿¹: rodzaj i stê¿enie u¿ytego krioprotektora,

sk³ad rozcieñczalnika, proporcja rozcieñczenia nasienia,

tempo zamra¿ania i rozmra¿ania prób (Lahnsteiner i in.

1995). Efektywnoœæ stosowanej techniki kriokonserwacji,

pocz¹tkowo oceniana by³a na podstawie uzyskanego

odsetka poruszaj¹cych siê plemników lub iloœci zap³odnio-

nych jaj. Sporadycznie analizowano parametry ruchu roz-

mro¿onych plemników (Dreanno i in. 1997, Lahnsteiner

2000, Linhart i in. 2005, Liu i in. 2007). Dalsze badania nad

wp³ywem procesu mro¿enia na plemniki ujawni³y, ¿e roz-

mro¿one plemniki mog¹ zawieraæ defekty: uszkodzone

b³ony cytoplazmatyczne, uszkodzone lub zablokowane

DNA, zmieniony metabolizm (Ogier de Baulny i in. 1997,

Cabrita i in. 1998, 2005, Drokin i in. 1998, Labbe i in. 2001,

Tiersch i in. 2004). Defekty te, czêsto trudne do zdiagnozo-

wania, mog¹ siê ujawniaæ na ró¿nych etapach rozwoju

potomstwa otrzymanego po u¿yciu zamro¿onych/roz-

mro¿onych gamet. W zwi¹zku z tym, zwrócono uwagê na

koniecznoœæ monitoringu rozwoju potomstwa uzyskanego

z zap³odnienia mro¿onym nasieniem (Horváth i Urbányi

2000, Young i in. 2009). Wyniki przeprowadzonych dotych-

czas nielicznych doœwiadczeñ nad kondycj¹ potomstwa

otrzymanego z zap³odnienia mro¿onymi plemnikami u ryb

by³y rozbie¿ne.

Celem niniejszych badañ by³a ocena rozwoju troci

wêdrownej (Salmo trutta m. trutta L.), uzyskanej

z zap³odnienia œwie¿ej ikry nasieniem zamro¿onym

z zastosowaniem metanolu.

Materia³y i metody

20 listopada nasienie pobrano od 12 samców troci

wêdrownej (Salmo trutta m. trutta L.) (œrednia d³ugoœæ ± SD;

59,1 ± 6,7 cm) wp³ywaj¹cych na tar³o do Wieprzy. Nasienie

w workach z tlenem, roz³o¿ono na rozkruszonym lodzie,

przewieziono do laboratorium. Po ocenie odsetka ruchli-

wych plemników, metod¹ wzrokow¹, nasienie z ruchliwo-

œci¹ powy¿ej 70% wyselekcjonowano do zamro¿enia

w ciek³ym azocie. Nasienie pochodz¹ce od 5 samców (kon-

centracja plemników 12,0-15,2 mld ml-1), oddzielnie od ka¿-

dego osobnika, zamro¿ono w 0,25 ml s³omkach, w proporcji

1:3 z rozcieñczalnikiem. Rozcieñczalnik zawiera³ miesza-

ninê 0,3 M glukozy, 10% metanolu i 10% ¿ó³tka jaja kurzego.

S³omki uk³adano na ramce styropianowej o wysokoœci 4 cm,

któr¹ umieszczano na ciek³ym azocie. Po 3-minutowym

zamro¿eniu nasienia w oparach ciek³ego azotu, s³omki zrzu-

cano do ciek³ego azotu i przechowywano w dewarze (Glo-

gowski i in. 2009). Po dwóch tygodniach przywieziono

œwie¿e nasienie od kilku samców. Do zap³odnienia wybrano

mieszaninê 3 najlepszych (ruchliwoœæ 90%). Przywieziono

tak¿e ikrê od trzech samic, któr¹ zmieszano w jednakowej

proporcji. Po ok. 100 ziaren ikry zap³odniono nasieniem

œwie¿ym (grupa kontrolna) lub rozmro¿onym, osobno od

ka¿dego samca (grupa doœwiadczalna). Podczas

zap³odnienia nasieniem œwie¿ym, proporcja ikra/plemnik

wynosi³a 1:400000. Dziesiêæ razy wy¿sz¹ proporcjê zasto-

sowano, gdy zap³adniano ikrê nasieniem rozmro¿onym.

Gamety mieszano przez 20-30 s. Po 2-3 minutach dodano
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po 50 ml wody z obiegu, przep³ukuj¹c ikrê trzykrotnie,

a nastêpnie pozostawiono na okres 60 min. Nastêpnie ikr¹

obsadzono ponumerowane koszyczki w obiegu zamkniêtym

w Katedrze Zoologii Ogólnej Uniwersytetu Szczeciñskiego.

Inkubacja trwa³a 47 dni. W trakcie inkubacji, bia³e ziarna

z nierozwijaj¹cymi siê zarodkami liczono i wybierano. W sta-

dium zaoczkowania ikry policzono liczbê ziaren z widocznym

pigmentem ga³ek ocznych i przeliczono proporcjê do

wszystkich ziaren ikry znajduj¹cych siê pierwotnie

w koszyczku (uzyskuj¹c odsetek zap³odnionych jaj). Wylêg

nast¹pi³ 18 stycznia. Larwy w stadium koñcowej fazy resorp-

cji woreczka ¿ó³tkowego zwa¿ono i przeliczono ich liczbê.

W dniu 7 lutego wylêg umieszczono w basenach o pojemno-

œci 55 litrów, po 60 ryb w ka¿dym. Do basenów wpuszczono

po jednakowej liczbie potomstwa od ka¿dego samca z grupy

doœwiadczalnej, do kolejnych ryby z grupy kontrolnej. Wyso-

koœæ wody w basenach wynosi³a 25 cm. Temperatura wody

waha³a siê od 10 do 13�C. Przep³yw wody wynosi³ 300 l h-1.

Chemiczne i fizyczne parametry wody rejestrowano 3 razy

dziennie. W trakcie podchowu N-NH3 wynosi³o 0,008 ±

0,005 mg l-1, tlen rozpuszczony 8,40 ± 0,35 mg l-1, a pH 7,98

± 0,42. Larwy otrzymywa³y pokarm ad libitum. Pierwszym

pokarmem by³ ¿ywy zooplankton od³owiony z naturalnych

stawów. Nastêpnie ¿ywe larwy: solowca Artemia salina, Chi-

ronomidae i much (Muscidae). Pokarm by³ podawany tylko

w dzieñ od godziny 7 do 17, co 3-4 godziny. Co tydzieñ ryby

wa¿ono po uœpieniu w roztworze Propiscinu, nastêpnie

z powrotem wpuszczano do basenów. W dniu 16 kwietnia

zakoñczono doœwiadczenie pomiarami masy narybku (n=50

grupa kontrola, n=100 grupa doœwiadczalna).

Wyniki

Zdolnoœæ zap³adniaj¹ca nasienia zamro¿onego/roz-

mro¿onego by³a ni¿sza ni¿ œwie¿ego nasienia (test chi-kwa-

drat, p < 0,05). Odsetek zap³odnionej ikry w pierwszej gru-

pie, ocenianej na etapie zaoczkowania, wynosi³ 54,7 ±

6,7% w stosunku do kontroli. Od stadium zaoczkowania do

stadium wylêgu prze¿ywalnoœæ ryb grupy doœwiadczalnej

by³a podobna do ryb z grupy kontrolnej (94,4 i 93,1%, odpo-

wiednio; test chi-kwadrat, p > 0,05, tabela 1).

Równie¿ w okresie od stadium wylêgu do momentu

rozpoczêcia podchowu prze¿ywalnoœæ by³a podobna

w obu grupach (94,2 i 91,1%, odpowiednio, test chi-kwa-

drat, p>0,05, tabela 1). Masa cia³a wylêgu rozpoczy-

naj¹cego ¿erowanie w obu grupach by³a taka sama (0,125

g) (test t, p > 0,05, rys.1). Prze¿ywalnoœæ potomstwa w trak-

cie podchowu by³a równie¿ podobna w grupie doœwiadczal-

nej i kontrolnej (95,0 i 96,7%, odpowiednio, test chi-kwa-

drat, p > 0,05, tabela 1). W okresie wzrostu w obiegu

zamkniêtym pocz¹tkowo masa narybku w grupie doœwiad-

czalnej by³a nieznacznie wy¿sza ni¿ w grupie kontrolnej.

Pod koniec podchowu masa w obu grupach wyrówna³a siê

(1,115 g i 1,123 g, odpowiednio) (test t, p > 0,05, rys.1).

Dyskusja

Uzyskany w niniejszych badaniach niski odsetek

zap³odnionej ikry troci wêdrownej nasieniem mro¿onym

mo¿e czêœciowo wynikaæ z zastosowania zbyt niskiej

liczebnoœci plemników przypadaj¹cych na jedno ziarno

ikry. Zastosowanie wiêkszej iloœci mro¿onego nasienia

mo¿e zmniejszyæ tê ró¿nicê. Natomiast dalsze wyniki pracy,

nad rozwojem potomstwa uzyskanego z zap³odnienia

mro¿onym nasieniem nie ujawni³y ró¿nic w rozwoju ryb do

stadium 3-miesiêcznego narybku. Zarówno prze¿ywal-

noœæ, jak i wzrost ryb by³y podobne w grupie doœwiadczal-

nej i kontrolnej. W poprzedniej pracy (Dziewulska i in. 2011),

przeprowadzanej na ³ososiu, stwierdzono ni¿sz¹ prze¿y-

walnoœæ ryb uzyskanych z zap³odnienia nasieniem

mro¿onym z metanolem w stosunku do grupy kontrolnej, na

etapie od stadium zaoczkowania do wylêgu. W póŸniej-

szym okresie (badania do narybku 2-miesiêcznego) ró¿nice

nie by³y istotne statystycznie pomiêdzy grupami. Jednak¿e

w okresie podchowu ³ososi w obiegu zamkniêtym, masa ryb

z grupy mro¿eniowej by³a ni¿sza ni¿ grupy kontrolnej, choæ

d³ugoœæ cia³a i wspó³czynnik kondycji by³y zbli¿one w obu

grupach (Dziewulska i in. 2011). Inni autorzy u ryb ³ososio-
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TABELA 1

Prze¿ywalnoœæ potomstwa troci wêdrownej (œrednia ± SD), na
ró¿nych etapach rozwoju, w grupach ryb uzyskanych z zap³od-
nienia œwie¿ym nasieniem (kontrola) i mro¿onym z u¿yciem me-

tanolu. Brak ró¿nic istotnych statystyczne (p>0,05; test
chi-kwadrat)

Okres rozwoju ryb
potomstwo
kontrola (%)

potomstwo
metanol (%)

od zaoczkowania do wylêgu 93,1±6,8 94,4±6,2

od wylêgu do rozpoczêcia ¿erowania 91,1±3,6 94,2±4,8

od rozpoczêcia ¿erowania do wieku 3
miesiêcy, okres podchowu ryb w obiegu
zamkniêtym

96,7 95,0
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Rys.1. Zmiana masy wylêgu troci wêdrownej (œrednia ± SD)
w trakcie podchowu, od stadium wylêgu ¿eruj¹cego do
3-miesiêcznego narybku, w grupach ryb uzyskanych
z zap³odnienia œwie¿ym nasieniem (kontrola) i mro¿onym
z u¿yciem metanolu (MeOH).



watych nie odnotowywali ró¿nicy w prze¿ywalnoœci ryb

grupy kontrolnej i doœwiadczalnej (nasienie mro¿one z u¿y-

ciem metanolu) (Babiak i in. 2001, Sarvi i in. 2006), jak i po

zastosowania innych krioprotektorów DMSO, glicerol

(Lahnsteiner i in. 1995), DMSO, DMA, EG, glicerol, glikol

propylenowy (Babiak i in. 2001, Sarvi i in. 2006), DMSO

(Labbe i in. 2001). U ryb nale¿¹cych do innych rodzin rów-

nie¿ wzrost, œmiertelnoœæ i deformacje cia³a nie ró¿ni³y siê

miêdzy rybami z grupy doœwiadczalnej i kontrolnej (I.

punctatus (Tiersch i in. 1994), C. carpio (Linhart i in. 2000),

S. glanis (Linhart i in. 1993), P. maxima (Chereguini i in.

2002), C. gariepinus (Miskolczi i in. 2005)). Nieliczne bada-

nia innych autorów donosi³y o wystêpowaniu wy¿szego

odsetka zniekszta³conych zarodków u potomstwa grupy

mro¿eniowej w porównaniu z kontroln¹ (Horváth i in. 2000).

Uzyskane wyniki pokazuj¹ mo¿liwoœæ wykorzystania

zamro¿onego nasienia do produkcji narybku i przy odbudo-

wie populacji ryb. Jednoczeœnie wskazuj¹ na potrzebê pro-

wadzenia dalszych badañ nad monitoringiem rozwoju

potomstwa otrzymanego z zap³odnienia mro¿onymi plem-

nikami. Zarówno prze¿ywalnoœæ, jak i kondycja potomstwa

uzyskanego z zap³odnienia mro¿onym nasieniem s¹ najlep-

szym kryterium doboru procedury mro¿eniowej. Inne wska-

Ÿniki, takie jak ruchliwoœæ plemników, uzyskany odsetek

zap³odnionej ikry, same nie zawsze s¹ najlepszym wskaŸni-

kiem biologicznej wartoœci kriokonserwowanych plemni-

ków. Koñcowym miernikiem wartoœci plemników jest to,

jakie cechy ujawni¹ siê u potomstwa. Dotychczas przepro-

wadzono zbyt ma³o badañ, aby stwierdziæ wp³yw procesu

mro¿enia gamet i u¿ytych substancji chemicznych na cechy

przekazywane potomstwu. Wskazane jest rozszerzenie

zakresu badañ, przy u¿yciu innych technik, pozwalaj¹cych

stwierdziæ prawid³owoœæ rozwoju potomstwa.

Badania wspó³finansowane przez Uniê Europejsk¹

w ramach Programu Operacyjnego „Zrównowa¿ony rozwój

sektora rybo³ówstwa i nadbrze¿nych obszarów rybackich

2007- 2013”, nr umowy 00001-61724-OR1600004/10.
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SURVIVAL AND GROWTH OF SEA TROUT (SALMO TRUTTA M. TRUTTA L.) ALEVIN PRODUCED FROM EGGS FERTILIZED

WITH CRYOPRESERVED SPERMATOZOA

Katarzyna Dziewulska, Robert Czerniawski, Iwona GoŸdzik, Józef Domaga³a

ABSTRACT. The cryopreservation of milt in liquid nitrogen has recently been introduced on farms as a storage technique for the milt

of valuable breeding lines and for surpluses of spermatozoa. It is also used in conservation programs for endangered species.

However, physical factors and the chemical environment during the freezing of gametes in liquid nitrogen can damage the cells,

which can result in changes in cell properties and can also affect the characteristics of the offspring obtained from fertilization with

frozen gametes. The resulting defects can appear at different stages of ontogenesis and influence life functions. The aim of this study

was to evaluate the survival and health of sea trout offspring up to the three-month-old alevin stage. The offspring were obtained by

fertilizing fresh eggs using spermatozoa that had previously been frozen in liquid nitrogen with the addition of methanol as a

cryoprotectant. The milt was frozen in straws in liquid nitrogen according to the standard technique for salmonids. Then the eggs were

fertilized with fresh (control group) and frozen/thawed (experimental group) sperm. The eggs were incubated, and then the fish were

reared until the age of three months in a closed recirculation system. During early development, no significant differences between

the control and experimental groups of fish were noted. Survival from the eyed-egg stage to the end of rearing was similar in both

groups. The weights of the hatched and 3-month-old alevins were similar. These results suggest it is possible to use frozen milt for fry

production and fish population restoration. Moreover, the results indicate the need for further research on monitoring the

development of offspring produced through fertilization with frozen sperm.

Keywords: cryopreservation, methanol, sea trout, Salmo trutta m. trutta

6/2012 KOMUNIKATY RYBACKIE 9


