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WSTEP

Kriokonserwacja nasienia ryb zapewnia catoroczny dostep do nasienia, umozliwia bezpieczny
transport gamet z odlegtych wylegarni oraz usprawnia przeprowadzenie tarta poprzez eliminacje
problemdéw z asynchroniczng dojrzatoscig piciowa pomiedzy samcami i samicami. Jednakze
kriokonserwacja powoduje nieodwracalne uszkodzenia plemnikdow, co skutkuje znaczgcym
obnizeniem jakosci nasienia po rozmrozeniu. Niektore z tych uszkodzen sg spowodowane stresem
oksydacyjnym. Stres oksydacyjny powoduje przede wszystkim peroksydacje lipidow bton
komorkowych i uszkodzenie DNA. Ponadto skutkuje obnizeniem ruchliwosci i zywotnosci
plemnikdw oraz zdolnosci zaptadniajgcej kriokonserwowanego nasienia. Stres oksydacyjny
powstaje w wyniku zwiekszonego wytwarzania reaktywnych form tlenu (ROS) oraz zmniejszenia
ilosci dostepnych antyoksydantow.

CEL PRACY

Celem pracy byto okreslenie parametrow jakosci nasienia neosamcow oraz normalnych samcéw
pstragga teczowego, mierzonych jako odsetek plemnikow ROS* i poziom TAC (catkowity status
antyoksydacyjny) w nasieniu kriokonserwowanym przy réznych stezeniach glukozy [optymalne
(0,15 M), niskie (0,11 M) i wysokie (0,19 i 0,21 M odpowiednio dla neosamcow i normalnych
samcow pstraga teczowego)] w rozrzedzalniku glukoza—metanol. Nasza hipoteza zakfadata, ze
nieoptymalne (zbyt wysokie lub zbyt niskie) stezenia glukozy generujg wzmozone wytwarzanie
ROS, co z kolei powoduje specyficzne uszkodzenia plemnikéw, ktore sg odmienne dla neosamcow |
normalnych samcow pstraga teczowego. Takie podejscie pozwoli opisa¢ mechanizmy odpowiedzi
plemnikdw neosamcoéw i normalnych samcow na stres oksydacyjny wywotany kriokonserwacjas.
Uzyskana wiedza moze przyczynic sie do optymalizacji protokotéw krotkookresowego
przechowywania oraz kriokonserwacji nasienia neosamcow i normalnych samcow pstraga
teczowego.

MATERIAL | METODY

Doswiadczenia przeprowadzono z wykorzystaniem nasienia pozyskanego od neosamcow (n=8;
1500 £ 45 g, 47 + 3 cm) oraz normalnych samcow pstraga teczowego (n=8; 460 + 60 g, 33 £+ 2 cm)
w okresie ich naturalnego tarta. Neosamce byty utrzymywane w Wylegarni Ryb ,,Dabie”. Normalne
samce pstrgga teczowego utrzymywane byty w Zaktadzie Hodowli Ryb tososiowatych Instytutu
Rybactwa Srdédladowego w Olsztynie. Kriokonserwacji nasienia dokonano stosujac rozrzedzalnik
glukoza-metanol. Stomki o pojemnosci 0,5 ml (IMV Technologies, L'Aigle, Francja) po napetnieniu
rozrzedzonym nasieniem umieszczono na ramkach (Neopor®, MINITUB GmbH, Tiefenbach,
Niemcy), po czym zamrazano przez 5 min w oparach ciektego azotu 3 cm nad jego powierzchnig.
Nastepnie stomki przenoszono do ciektego azotu (Rys. 1).
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Rys. 1. Schemat badan.

WYNIKI

Nasienie neosamcow charakteryzowato sie wyzszg koncentracjg plemnikéw w poréwnaniu do
nasienia normalnych samcow pstragga teczowego (Tab. 1). Odsetek ruchliwych plemnikéw i
predkosci krzywoliniowej (VCL) byty wyzsze w nasieniu uzyskanym od normalnych samcow w
pordwnaniu do neosamcéw. Zywotnosé¢ plemnikdw i ROS* byty podobne dla obu grup. Wartosci
TAC byty znacznie wyzsze w plazmie nasienia neosamcow niz w plazmie normalnych samcow,
podczas gdy TAC w ekstraktach swiezych plemnikow byt wyzszy u normalnych samcow. Plazma
nasienia neosamcow charakteryzowata sie wyzszg osmolalnoscig w porownaniu do normalnych
samcow.

Tabela 1. Parametry jakosci nasienia neosamcéw i normalnych samcéw pstragga teczowego (Srednia * SD). Wartosci oznaczone réznymi
literami wykazywaty rdznice statystyczne (P < 0,05) pomiedzy parametrami jakosci nasienia neosamcéw i normalnych samcow.

NEOSAMCE NORMALNE SAMCE
(n=8) (n=8)
Koncentracja plemnikow (x 10° plemnikéw ml?) 31,8 £ 3,22 12,0 + 2,0
Zywotno$¢ plemnikow (%) 87,5+ 1,0° 87,2 +1,0°
Ruchliwos¢ plemnikow (%) 77,3 +6,9° 91,4 + 4,3b
VCL (um s?) 227,8 + 30,22 262,3 +16,4°
Plemniki ROS* (%) 3,3+2,8? 34+1,2°
TAC w plazmie nasienia (mM Trolox) 5,2+1,8? 1,8 +0,3b
TAC w ekstraktach plemnikéw (mM Trolox) 1,9 + 0,52 2,8 +0,4°
Osmolalnosé plazmy nasienia (mOsm kg!) 299 + 82 278 +12P

Ekwilibracja nasienia w rozrzedzalniku zawierajgcym glukoze o stezeniu 0,15 i 0,19 M
spowodowata wzrost odsetka ruchliwych plemnikdow neosamcow w porownaniu do nasienia
swiezego (Rys. 2A). Kriokonserwacja znacznie obnizyta ruchliwos¢ plemnikéw po rozmrozeniu przy
wszystkich badanych stezeniach glukozy w pordwnaniu z nasieniem swiezym i ekwilibrowanym.
Najwyzszy odsetek ruchliwych plemnikow po rozmrozeniu stwierdzono podczas kriokonserwacji w
0,15 M glukozy.

Wartosci odsetka ruchliwych plemnikow swiezego nasienia normalnych samcéw nie roznity sie do
wartosci w probach ekwilibrowanych (Rys. 2B). Kriokonserwacja spowodowata obnizenie
ruchliwosci plemnikdw po rozmrozeniu w poréwnaniu zarédwno z nasieniem swiezym, jak i
ekwilibrowanym. U normalnych samcow najwyzszy odsetek ruchliwych plemnikow po rozmrozeniu

obserwowano przy 0,15 M glukozy.
Ekwilibracja nasienia spowodowata znaczacy spadek zywotnosci plemnikdéw neosamcow przy 0,15

i 0,19 M glukozie w porownaniu do nasienia swiezego (Rys. 2C). Kriokonserwacja spowodowata
znaczgcy spadek zywotnosci plemnikow we wszystkich badanych stezeniach glukozy w
porownaniu, zarowno z nasieniem swiezym, jak i ekwilibrowanym.

Ekwilibracja nasienia spowodowata znaczgcy spadek zywotnosci plemnikow normalnych samcow
przy wszystkich badanych stezeniach glukozy w porownaniu z nasieniem Swiezym (Rys. 2D).
Kriokonserwacja spowodowata znaczacy spadek zywotnosci plemnikow we wszystkich badanych
stezeniach glukozy w poréwnaniu zaréwno z nasieniem swiezym, jak i ekwilibrowanym.
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Rys. 2. Wptyw stezenia glukozy w rozrzedzalniku na ruchliwos¢ i zywotnos¢ plemnikdw w nasieniu swiezym, ekwilibrowanym i
kriokonserwowanym neosamcow (n = 8) i normalnych samcow pstrgga teczowego (n = 8). Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie +
odchylenie standardowe (SD). Wartosci oznaczone réznymi literami wykazywaty rdznice statystyczne (P < 0,05) miedzy stezeniami glukozy w
nasieniu ekwilibrowanym (a, b) i kriokonserwowanym (x, y, z). (#) wskazujg statystycznie istotne rdznice miedzy nasieniem Swiezym a
ekwilibrowanym lub kriokonserwowanym. Gwiazdki (*) wskazujg na statystycznie istotne rdznice miedzy nasieniem ekwilibrowanym i
kriokonserwowanym przy takim samym stezeniu glukozy.

Ekwilibracja nasienia neosamcow w 0,11 i 0,19 M glukozie spowodowata wzrost odsetka
plemnikdow ROS* w poréwnaniu do nasienia Swiezego (Rys. 3A). Kriokonserwacja nasienia przy
wszystkich stezeniach glukozy skutkowata znacznym wzrostem odsetka plemnikow ROS* w
porownaniu z nasieniem swiezym. Ponadto kriokonserwacja spowodowata wzrost plemnikow ROS*
przy 0,11i 0,15 M glukozy w porownaniu do nasienia ekwilibrowanego.

Ekwilibracja nasienia normalnych samcow w stezeniu glukozy 0,21 M prowadzita do wzrostu
odsetka plemnikdéw ROS* w porownaniu do nasienia Swiezego normalnych samcow (Rys. 3B).
Kriokonserwacja nasienia generowata znaczny wzrost odsetka ROS* w porownaniu z nasieniem
swiezym i ekwilibrowanym przy wszystkich badanych stezeniach glukozy. Najwyzsze wartosci ROS*
po ekwilibracji odnotowano przy 0,21 M glukozy.

Wartosci TAC w nasieniu neosamcow byty znacznie wyzsze w ekstraktach plemnikow nasienia
ekwilibrowanego niz w ekstraktach plemnikow sSwiezego nasienia przy wszystkich badanych
stezeniach glukozy (Rys. 3C). Kriokonserwacja spowodowata spadek TAC w porownaniu do nasienia
ekwilibrowanego przy wszystkich badanych stezeniach glukozy. Jednakze wartosci te nie roznity sie
od Swiezego nasienia.

Wartosci TAC w ekstraktach plemnikow swiezego nasienia normalnych samcow byty zblizone do
wartosci w nasieniu ekwilibrowanym (Rys. 3D). Nie odnotowano réznic w TAC w nasieniu
ekwilibrowanym przy roznych stezeniach glukozy. Kriokonserwacja spowodowata spadek TAC w

porownaniu z nasieniem swiezym i ekwilibrowanym przy stezeniu glukozy wynoszgcym 0,11 M.
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Rys. 3. Wptyw stezenia glukozy w rozrzedzalniku na odsetek plemnikdéw ROS* oraz wartosci TAC w ekstraktach plemnikdw w nasieniu swiezym,
ekwilibrowanym i kriokonserwowanym neosamcoéw (n = 8) i normalnych samcow pstragga teczowego (n = 8). Wyniki przedstawiono jako
wartosci Srednie + odchylenie standardowe (SD). Wartosci oznaczone réznymi literami wykazywaty réznice statystyczne (P < 0,05) miedzy
stezeniami glukozy w nasieniu ekwilibrowanym (a, b) i kriokonserwowanym (x, y, z). (#) wskazujg statystycznie istotne réznice miedzy
nasieniem Swiezym a ekwilibrowanym lub kriokonserwowanym. Gwiazdki (*) wskazujg na statystycznie istotne rdznice miedzy nasieniem
ekwilibrowanym i kriokonserwowanym przy takim samym stezeniu glukozy.

PODSUMOWANIE

Podsumowujac, nasze wyniki wskazujg, ze roznice w stezeniach glukozy w rozrzedzalniku wptywajg na stres oksydacyjny w kriokonserwowanym nasieniu neosamcow i normalnych samcow pstraga
teczowego. Wiekszos¢ zmian dotyczy zamrazania/rozmrazania; lecz niektére zmiany moga wystgpi¢ rowniez podczas ekwilibracji. Specyficzne zmiany w charakterystyce stresu oksydacyjnego wystepuja
pomiedzy nasieniem sSwiezym i kriokonserwowanym. Ujemny zwigzek miedzy odsetkiem plemnikow ROS* i wartosciami TAC jest prawdopodobnie spowodowany neutralizacjg antyoksydantow przez ROS*.
Uzyskane wyniki mogg byC przydatne do optymalizacji protokotow kriokonserwacji ryb tososiowatych. Konieczne s3 dalsze badania w celu wyjasnienia mechanizmoéw, ktore powodujg roznice w przebiegu
stresu oksydacyjnego w nasieniu neosamcow i normalnych samcow pstrgga teczowego.

*Adres do korespondencji: s.judycka@pan.olsztyn.pl

Doswiadczenie zostato wykonane w ramach projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (Nr: 2018/29/N/NZ9/00761). Dodatkowe fundusze uzyskano ze $rodkéw statutowych IRZiBZ PAN w Olsztynie.



