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e-mail :*j.nynca@pan.olsztyn.pl

Wstep

Technika podwojnej kriokonserwacji moze by¢ przydatna dla ochrony zagrozonych gatunkoéw, gdyz umozliwia wykorzystanie mniejszej objetosci
nasienia w poréwnaniu do standardowej pojedynczej procedury kriokonserwacji oraz pozwala na dwukrotne uzycie tej samej porcji nasienia. Jednakze,
zgodnie naszg wiedzg zastosowanie podwadjnej kriokonserwacji nigdy nie byto testowane dla nasienia ryb. Ponowne zamrozenie nasienia ryb mogtoby
przyczyni¢ sie do ochrony materiatu genetycznego zagrozonych gatunkéw, osobnikéw niezwykle cennych dla akwakultury oraz osobnikéw, od ktérych
mozna pobra¢ znikomg objetos¢ nasienia. Celem niniejszych badan byta ocena wpltywu dwéch cykli zamrazania i rozmrazania na (i) odsetek ruchliwych
plemnikéw réznych gatunkéw ryb [lipien, pstrag potokowy, pstragg teczowy, okon europejski, jesiotr syberyjski, odwrécone samice (neosamce) pstrgga
teczowego i pstraga zrédlanego] oraz (ii) ruchliwo$¢ i zdolnosé zaptadniajgcag nasienia pstraga teczowego.

Materialy i Metody

Kriokonserwacje przeprowadzono przy uzyciu rozrzedzalnika glukoza-metanol (GM). Stomki o pojemnosci 0,5 ml po napetnieniu rozrzedzonym
nasieniem do odpowiednich koncentracji plemnikow ekwilibrowano przez 15 min w temp. 4°C, a nastepnie zamrazano przez 5 min w oparach ciektego
azotu na ramkach o wysokosci 3 cm (Minitib GmbH). Po uptywie 5 min stomki przenoszono do ciektego azotu. Stomki z zamrozonym nasieniem
rozmrazano w tazni wodnej w temp. 40°C przez 10 s. Po rozmrozeniu (Krio 1) i ocenie odsetka ruchliwych plemnikow prébki nasienia zostaty poddane
ponownej kriokonserwacji (Krio 2). Test zaptodnienia dla nasienia swiezego, poddanego pojedynczej kriokonserwacji (Krio 1) oraz po podwajnej
kriokonserwacji (Krio 2) przeprowadzono dla pstraga teczowego. Odsetek ruchliwych plemnikéw nasienia swiezego oraz kriokonserwowanego
analizowano przy pomocy systemu do komputerowej analizy ruchliwosci plemnikéw (CEROS Il, Hamilton-Thorne).

Wyniki

Dwa cykle zamrazania i rozmrazania nasienia skutkowaty uzyskaniem zréznicowanych wartosci odsetka ruchliwosci plemnikow dla poszczegolnych
gatunkéw ryb. Nasienie lipienia (59,2%), pstraga potokowego (49,4%) oraz okonia (34,8%) charakteryzowato sie wyjgtkowo wysokim odsetkiem
ruchliwych plemnikéw po podwadjnej kriokonserwacji, w przeciwienstwie do nasienia neosamcow pstraga teczowego (3,2%) oraz jesiotra syberyjskiego
(7%), dla ktérych odnotowano najnizsze wartosci tego parametru (Rys. 1). Wykazano istotne korelacje miedzy odsetkiem ruchliwych plemnikow w
nasieniu po pojedynczej oraz po podwojnej kriokonserwacji dla wiekszosci gatunkow ryb.
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Rys. 1. Wplyw podwdjnego zamrozenia-rozmrozenia na odsetek ruchliwych plemnikow A - lipienia, B - ;100
pstragga teczowego |, C - pstraga teczowego Il, D - pstrgga potokowego, E - okonia, F - jesiotra syberyjskiego, 2 &0
G - neosamcéw pstrgga teczowego |, H - neosamcédw pstrgga teczowego II, 1 - neosamcow pstraga £ ol 2
zrodlanego. Wartosci oznaczone réznymi indeksami literowymi (a, b, c) réznity sie statystycznie (P<0,05) 2 _?_
miedzy nasieniem swiezym a nasieniem po pojedynczej (Krio 1) i podwdjnej kriokonserwacii (Krio 2). ;§ 407 A
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3 zaoczkowanie (%)
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o+ b Odsetek zaoczkowanej ikry zaptodnionej nasieniem swiezym (kontrola jakosci ikry) wynosit ok. 64% i byt
y zblizony dla wartosci uzyskanych dla nasienia po pojedynczej kriokonserwacji. Po dwoéch cyklach
zamrazania i rozmrazania odnotowano znaczny spadek odsetka zaoczkowanych embrionow (do ok. 48%)
204 oraz w odsetku wyklucia larw (ok. 46%)(Rys. 2).
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20 Rys. 2. Zdolno$¢ zaptadniajgca Swiezego, nasienia po pojedynczej (Krio 1) i podwdjnej kriokonserwaciji (Krio 2).

Wartosci oznaczone réznymi indeksami literowymi réznity sie od siebie statystycznie (P<0,05) w odsetku zaoczkowanej

0 : : : ikry (a, b) oraz w odestku wyklucia (x,y) miedzy $wiezym nasieniem, nasieniem po pojedynczej (Krio 1) i podwdjnej
Swieze Krio 1 Krio 2 kriokonserwacji (Krio 2).

Podsumowanie
Uzyskane wyniki wyraznie wskazujg na skutecznos¢ podwadjnej kriokonserwacji nasienia ryb. Podejscie to moze by¢ wazne dla poprawy skutecznosci
wykorzystania kriokonserwowanego nasienia ryb, co moze potencjalnie zredukowa¢ koszty i przestrzen niezbedng do utrzymania banku zamrozonego
nasienia. Metoda podwadjnej kriokonserwaciji moze by¢ nowym narzedziem w petniejszym wykorzystaniu cennych préb zamrozonego nasienia, co moze
zwiekszy¢ mozliwos¢ ochrony zagrozonych gatunkow ryb i osobnikéw, ktore sg niezwykle cenne dla hodowli.

Doswiadczenie wykonane w ramach projektu badawczego projektu badawczego nr 2018/29/N/NZ9/00761 finansowanego ze $rodkoéw Narodowego Centrum Nauki. Dodatkowe fundusze uzyskano ze
Srodkéw statutowych IRZiBZ PAN w Olsztynie.



