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Techniki biotechnologiczne

(1) krotko- i dtugoterminowe
przechowywanie gamet

akwakultura okonia | (2) poliploidyzacja

(3) produkcja samiczych
monoptciowych stad
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Krotkoterminowe przechowywanie gamet

Cele

] zabezpieczenie nasienia o najlepszej jakosci (zgromadzenie odpowiedniego zapasu nasienia;
synchronizacja tarta; wykorzystanie nasienia w odpowiednim momencie)

(] poprawa jakosci nasienia (rewitalizacja plemnikdw; poprawa wartosci biologicznej plemnikéw;
odbudowa i zmagazynowanie zapasoéw ATP

J ograniczenie manipulacji z tarlakami (dbatosé¢ o kondycje i zdrowotnos¢ tarlakéw; krzyzowanie
osobnikow odlegtych od siebie genetycznie; mozliwosc uzyskania efektu heterozji)

 restytucja gatunkéw zagrozonych (ochrona populacji przed chowem wsobnym; wzrost jakosci
podchowywanego materiatu; zachowanie zmiennosci genetycznej rozradzanych ryb)

] zarzadzanie stadem tartowym (mozliwo$¢ produkcji krzyzéwek; efektywne wykorzystanie
nasienia; wzrost ekonomiki produkcji)
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Krotkoterminowe przechowywanie gamet

Przechowywanie nasienia w warunkach in vitro — temperatura

wielonienasycone —) odmienny sktad lipidowy bton komérkowych plemnikow

kwasy ttuszczowe

p

D OMEGAM™ HOMEGA™ »WOMEGAM™

N34 460 S98
temperatura 4°C 8°C
udziat wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych al [F
o o dynamika proceséw oksydacyjnych hae’ ~
O zapewnienie ptynnosci -

O wymiana tlenowa .. , . o . @
. L zachowanie zywotnosci plemnikow w warunkach in vitro
O absorbcja nutrientéw

[ wydalanie metabolitéw
Y spermatogeneza @ @
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Krotkoterminowe przechowywanie gamet

Skutecznos¢ przechowywania nasienia w warunkach in vitro

 wiasciwy sposdb pozyskiwania

] wstepna ocena jakosci (nasienie <30% ruchliwosci nie powinno by¢ wykorzystywane
w trakcie kontrolowanego rozrodu w warunkach produkcyjnych)

d wybor préb cechujacych sie najlepsza jakoscia

 optymalizacja czasu i metody przechowywania . .
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Krotkoterminowe przechowywanie gamet

Przechowywanie nasienia w warunkach in vitro — rozrzedzanie

Jograniczanie negatywnego wptywu kumulowania produktdw przemiany materii
(zapewnienie plemnikom dostepu do tlenu)

dpodtrzymanie bazowego metabolizmu (limitowanie szkodliwych metabolitéw
oddychania komorkowego)
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Kriokonserwacja — wstep

kriokonserwacja / krioprezerwacja (grec. kpuog kryos — zimno i tac. praeservare/conservare — zachowac)

krIObI0|Ogla krio + grec. bios ,,zycie” oraz logos ,nauka”) — dziat biologii zajmujacy sie badaniem wp’rywu niskich
temperatur na zycie organizmow

O kriokonserwacja — gtebokie zamrazanie, umozliwiajgce przechowywanie materiatu
biologicznego przez bardzo dtugi czas, ze wzgledéw praktycznych (dostepnosé, stosunkowo
niska cena) w ciektym azocie (temp. —196°C)

O w temperaturze ponizej —139°C woda przechodzi w stan krystaliczny; jej czgsteczki drgaja, lecz
nie przemieszczajg sie, co uniemozliwia przebieg jakichkolwiek reakcji chemicznych

O jedynym zagrozeniem natywnosci materiatu biologicznego jest promieniowanie tta oraz
protony promieni kosmicznych powodujgce jonizacje, ktéra akumuluje sie z uptywem czasu

O teoretycznie takie oddziatywanie moze uszkodzi¢ zamrozone komérki po 3 - 20 tys. lat
przechowywania
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Kriokonserwacja gamet -

Schemat kriokonserwacji nasienia — (1) ocena jakosci
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Kriokonserwacja gamet

Schemat kriokonserwacji nasienia — (2) zamrazanie
oraz ocena jakosci po rozmrozeniu

rozmrazanie nasienia
(40°C/10s)

zamrazanie nasienia
(temp. -196°C)

przechowywanie w ciektym azocie
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Kriokonserwacja gamet

krioprotektanty — zwigzki chemiczne chronigce zamrazane tkanki

krioprotektanty / krioprotektory

przenikajace: hieprzenikajace:
cukry (glukoza, sacharoza, trechaloza),
biatka (z6ttka jaja kurzego, kazeina,
albumina), polimery (poliwinylopyrroidon,
dextran)

glicerol, metanol, glikol etylenowy,
dimetylosulfotlenek (DMSO),
dimetyloacetamid (DMA)

1) wnikajg do komadrki zwiekszajac osmolalnos¢ _ - o
- . _ . 1) nie wnikajg do komorki
2) zmniejszajg tempo dyfuzji wody i powstawania

krysztatkéw lodu 2) obnizajg temperature zamarzania i zeszklenia

. : (witryfikacji)
3) neutralizujg skutki szoku osmotycznego
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Kriokonserwacja gamet

Wyniki kriokonserwacji nasienia okonia w zaleznosci od
zastosowanego krioprotektanta

glukoza i DMSO

ruchliwosc (%)
b.d.

43 -90
14.0+1.6
66 —-73

77 —81

proba biologiczna -

zaptodnienie (%)
29,1-37,2
b.d.

4.5 (+9.0)
78

61-96 (Srednio 77,6%)

10% metanol

Tanaka (30% krioprotektant) tj. 15% metanol
+ 15% propylen-glikol

0.30 M glukoza w 7.5% metanolu
(GM 25K) tj. 0.30 M glukoza, 7.5% metanol

i 25 mM KClI
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Rodinaiin. (2008)
Bernathiin. (2015)

Kasaiin. (2017)
Judyckaiin. (2019)

Judyckaiin. (2022)
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Poliploidyzacja — triploidyzacja

1 triploidyzacja — biotechnika, ktérej celem jest uzyskanie potomstwa
o powiekszonym o 50% zestawie chromosomow (3n) wobec osobnikéw

rodzicielskich

J u ryb najczesciej wykorzystuje sie do tego celu dwa rodzaje
szokow/udaréw srodowiskowych (termiczne, ciSnieniowe), znacznie

rzadziej chemiczne

J parametry szokdw srodowiskowych ustalane sg eksperymentalnie dla
kazdego gatunku, dotyczg okreslenia: temperatury wody w trakcie szokow
termicznych, wartosci zastosowanego cisnienia hydrostatycznego, czasu
inicjacji szoku od momentu aktywacji komaorki jajowej oraz czasu trwania
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Schemat procedury triploidyzac;ji

szok sSrodowiskowy

zaptodnienie triploid (3n)
jajo
> )
@)
—L
plemnik

blokowanie wyrzucenia ll
ciatka kierunkowego
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Triploidyzacja w akwakulturze

Doswiadczalne zabiegi triploidyzacji prowadzano przede wszystkim u gatunkow ryb, waznych
z gospodarczego lub ekologicznego punktu widzenia np.:

O pstrag teczowy (Oncorhynchus mykiss, Walbaum) (Chourrout 1980)

O pstrag potokowy (Salmo trutta m. fario L.) (Quillet i in. 1991)
QA karp (Cyprinus carpio L.) (Gervai i in. 1980)

 okon z6tty (Perca flavescens, Mitchill 1814) (Malison i in. 1993)
 labraks (Dicentrarchus labrax L.) (Felipe i in. 1997)



Przyktady triploidyzacji u ryb okoniowatych

z zastosowaniem szoku termicznego

parametry szoku (czas odsetek przezywalnos¢
inicjacji/temp./czas szoku) triploidow (%) (%)

2 min. AF/30°C/25 min. 44,3 £ 29,4 13,3+8,8

sandacz amerykanski

Sander vitreus 2 min. AF/31°C/25 min. 35,3+19,2 16,7 +12,8 Malison i in. (1993)
(Mitchill, 1818)
5 min. AF/30°C/25 min. 30,3+ 19,2 16,7 £ 8,8
sandacz europejski 1 min. AF/29°C/40 min. 75,0 T——
Sander lucioperca L. 5 min. AF/31°C/20 min. 100,0 -
5 min. AF/30°C/25 min. 100,0 16,7 £+ 6,7
okon 26tty 5 min. AF/31°C/25 min. 100,0 3,3+3,3
Perca flavescens Malison i in. (2001)
(Mitchill, 1814) 2 min. AF/30°C/10 min. 100,0 30,0 + 15,3
2 min. AF/30°C/10 min. 93,3+6,7 43,3+ 14,5
5 min. AF/30°C/10 min. 88,0+6,0 36,6 £ 3,0
. A 7 min. AF/30°C/10 min. 98,0+ 2,0 38,0+7,0
P:';‘C’:;““.’:ﬁl’.ss ki Reugeot i in. (2003)
UVIGEITIS L. 5 min. AF/30°C/25 min. 100,0 43,0 + 34,0
7 min. AF/30°C/25 min. 93,0 27,0+£17,0




Triploidyzacja ryb okoniowatych
Przykiady triploidyzacji u ryb okoniowatych z zastosowaniem szoku cisnieniowego

parametry szoku odsetek : .2
przezywalnosc

(%)

gatunek (czas inicjacji/wartos¢ triploidow
ciSnienia/czas trwania) (%)

labraks , % : Peruzzi i Chatain
Dicentrarchus labrax L. & willy (RS0 P2 100 1 (2000)
okon z6tty : ¥ : L
Perca flavescens, Mitchill 1814 5 min AF/9000 PSI*/12 min 54 80 Malison i in. (1993)
SLIUETCLE R 4 min AF/9000 PSI*/12 min 50,3 73,9 Stabiriska i in. (2020)

Perca fluviatilis L.

* PSI (pound per square inch); 1000 PSI = 68.05 atm (atmosfer); 1000 PSI = 68.95 bar



b)
c)
d)
e)
f)

Zalety stad sterylnych

zwiekszone tempo wzrostu

=@=diploid =@=triploid

=o—diploid =@=triploid

_ E
.:’.3 £ 130 -
& 20 1 %
o s 120
@ 15 1 3
© © 110
€ 10 - _5’

. © 100 -

0 T T T T 90 T T T T
0 30 73 115 0 30 73 115
dni dni

eliminacja dojrzewania ptciowego
Malison iin. (1993) zmodyfikowane

redukcja zachowan agresywnych
skrdcenie cyklu produkcyjnego

podniesienie efektywnosci i rentownosci podmiotéw rybackich
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Schemat zabiegu gynogenezy homozygotycznej

jajo

1 e
diploid

o> (XX)
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Schemat zabiegu gynogenezy

zaplemnienie jaja
inaktywowanym, nasieniem

Il podziat mejotyczny

— D
PR
R, ~
— \
- I

o°

> diploidy
(XX)

| podziat mitotyczny
zygota @
(2n)
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Schemat produkcji stada monoptciowego

zaplemnienie jaja
inaktywowanym, nasieniem

. . kuracja hormonalna \ 1 ‘
X Il podziat mejotyczny androgenami «-\./O
nasienie
PR N *( *( neosamiec
’ P \ gynogenetyczny narybek

XX
r\/O/ (XX)
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Maskulinizacja okonia — produkcja neosamcow

30 mg OHA/kg paszy

udziat pici (%)

100

90

80 A

70 A

60 A

50

40 A

30 A

20

10

Struktura ptci okoni w grupach eksperymentalnych
po zakoriczeniu podchowu (Krdl iin. 2019)

Msamice MWsamceA MsamceB M osobnikisterylne

K 20 OHA 300HA 40 OHA

samce A — wyksztatcone typowe amputy plemnikotwodrcze, wypetnione plemnikami
i spermatydami, na obrzezach ktérych ulokowane byty skupiska spermatogonii oraz
spermatocytow, oddzielonych cienkg warstwa tkanki interstycjalnej

samce B — jgdra zdecydowanie mniejszych rozmiardw, z zarysowanymi amputami,
zawierajace jedynie liczne spermatogonia w trakcie podziatow komérkowych



Maskulinizacja okonia — produkcja neosamcow

Wyniki eksperymentalnego podchowu narybku okonia zwigzanego z produkcjg maskulinizowanych samic -
neosamcow (wg Krél i in. 2019)

Parametry

poczatkowa dtugosc catkowita (cm)

poczatkowa masa ciata (g)

koricowa dtugosé catkowita (cm)

koncowa masa ciata (g)

wspofczynnik zrédznicowania masy ciata (%)
wzgledny dzienny przyrost masy ciata (% dzien)

przezywalnosé (%)

Kontrola

7,23+£0,5
5,522+1,04

36,5+%3,3

6,632+0,3

48,0+4,0

20 OHA 30 OHA 40 OHA
2,13 0,26
0,102 £ 0,04
7,12 £0,34 6,70 £ 0,09 6,82 £ 0,14
5,21* £ 0,87 4,12 +0,18 4,26 + 0,30
37,2+%2,7 37,3%4,6 41,1+1,1
6,543 + 0,28 6,16° + 0,07 6,22°+ 0,11
52,3+2,9 53,3+%5,7 50,0+4,4
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masa ciata (g)

35 -

30

25+

20 -

154

10

Stado monoptciowe via biseksualne

. stado monoptciowe

A stado biseksualne

Pond-nursing penod

Habituati

Masa ciata (srednia * SD) narybku okonia w trakcie

88 '102‘116‘130‘144'158‘172

n:n:_g

Growth tnal (intensive culture)

dwodch réznych etapéw podchowu.

- stado monoptciowe

stado biseksualne

-

>5 >10>15 >20 >25 >30 >35 >40 >45 >50 >55 >60 >65 >70 >75

Rozktad masy ciata narybku okonia (w wieku 200
DPH) po zakonczeniu eksperymentalnego podchowu
w systemie stawy-RAS

Stejskal i in. (2009) zmodyfikowane



Stado monoptciowe via biseksualne

Charakterystyka biometryczna okoni po zakonczeniu eksperymentalnego podchowu (Stejskal i in. 2009)

Parametr monopiciowe biseksualne

dtugosé catkowita (mm)
dtugosé ciata (mm)
wysokos$¢ ciata (mm)
masa ciafa (g)

wskaznik kondycji
wskaznik wygrzbiecenia

wskaznik zréoznicowania wewnatrzgrupowego (%)

121,9 £ 13,62 116,9 + 11,5°

102,6 + 12,32 98,2 +9,8°
31,0+ 4,42 28,9 +3,6°
25,2 +£9,7° 21,0+ 7,5
1,3+0,13 1,3+0,12
3,95+ 0,2° 4,06 + 0,22
39,3+1,2 39,3+1,2
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