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Produkcja wy³¹cznie samiczych populacji pstr¹ga
têczowego ma istotne znaczenie dla akwakultury. Sa-
mice pstr¹ga têczowego dojrzewaj¹ pó�niej od sam-
ców i w zwi¹zku z tym ich okres wzrostu jest d³u¿szy,
co pozwala na uzyskanie rozmiarów handlowych przed
osi¹gniêciem dojrza³o�ci p³ciowej. Z tego powodu
efektywno�æ chowu populacji samiczych jest wiêksza
ni¿ w przypadku obup³ciowych populacji, gdy¿ sk³ad-
niki pasz u¿ywane s¹ g³ównie do przyrostu masy miê�-
niowej, nie za� do wzrostu i rozwoju uk³adu rozrod-
czego. Dodatkowo, miêso samic charakteryzuje siê
lepszymi parametrami konsumpcyjnymi (9).

Populacje samicze mo¿na uzyskaæ poprzez metody
manipulacji bezpo�redniej, takiej jak: gynogeneza lub
stymulacja hormonalna, lub manipulacji po�redniej (8).
Przez wzgl¹d na du¿e straty narybku zwi¹zane z ma-
nipulacjami hormonalnymi oraz obawy konsumentów,
zwi¹zane z podawaniem rybom hormonów steroi-
dowych, preferuje siê stosowanie metod po�rednich.
W przypadku pstr¹ga têczowego, w celu otrzymania
pokolenia samiczego, stosuje siê metodê po�redni¹,
wykorzystuj¹c nasienie uzyskane od maskulinizowa-
nych samic. Proces maskulinizacji indukowany jest po-
przez podawanie w paszy androgenów (np. 17-á-me-
tylotestosteron) we wczesnym okresie dyferencjacji
p³ci (3). Powsta³e w ten sposób neosamce, ryby o fe-
notypie samczym i genotypie samiczym, s¹ zdolne do

wytwarzania plemników. Poniewa¿ p³eæ genetyczna
neosamców jest ¿eñska, plemniki zawieraj¹ tylko chro-
mosom X. W wyniku u¿ycia takich plemników do za-
p³odnienia uzyskuje siê wy³¹cznie potomstwo ¿eñskie
(6).

Uk³ad rozrodczy neosamców na ogó³ nie posiada
nasieniowodów, plemniki uzyskuje siê bezpo�rednio
z j¹der, w zwi¹zku z czym nie podlegaj¹ one dojrze-
waniu, które zachodzi w nasieniowodach (4). W na-
sieniowodach ryb dochodzi do szeregu procesów fiz-
jologicznych, m.in. regulacji sk³adu jonowego plazmy
nasienia i uwalniania hormonów wp³ywaj¹cych na
uzyskanie przez plemniki zdolno�ci do ruchu (1, 7).
Z powodu braku etapu dojrzewania plemniki neosam-
ców charakteryzuj¹ siê obni¿on¹ jako�ci¹ (np. niskim
odsetkiem ruchliwych plemników) i czêsto wymagaj¹
dodatkowej inkubacji w warunkach in vitro, zanim
zostan¹ u¿yte do zap³odnienia (10). W dostêpnej lite-
raturze brak jest informacji na temat g³êbszej charak-
terystyki nasienia neosamców, szczególnie w zakresie
poznania parametrów szybko�ci i trajektorii ruchu
plemników. Tego typu badania mo¿na przeprowadziæ
przy pomocy komputerowej analizy ruchu plemników
(CASA).

Brak nasieniowodów u neosamców uniemo¿liwia
przy¿yciowe pobranie nasienia, w zwi¹zku z czym
konieczne jest przetrzymywanie zwiêkszonej ilo�ci ryb
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w o�rodkach hodowlanych. Potencjaln¹ metod¹ umo¿-
liwiaj¹c¹ zredukowanie stada tar³owego jest kriokon-
serwacja nasienia neosamców. Jej wprowadzenie mo¿e
zapewniæ hodowcy ca³oroczn¹ dostêpno�æ nasienia,
mo¿liwo�æ tworzenia banków genów oraz u³atwienie
w obrocie mleczem (10).

Celem badañ by³o opracowanie technik kriokonser-
wacji nasienia neosamców, a tak¿e szczegó³owa ana-
liza ruchu plemników neosamców przy pomocy kom-
puterowego systemu analizy ruchu oraz próba popra-
wy ruchliwo�ci plemników w warunkach in vitro po-
przez inkubacjê w p³ynie dojrzewaj¹cym.

Materia³ i metody
Do badañ wykorzystano nasienie 10 maskulinizowanych

samic (2+, �rednia masa 300 g). Ryby pochodzi³y z Zak³a-
du Hodowli Ryb £ososiowatych w Rutkach.

Mlecz uzyskano post mortem po uprzedniej maceracji
j¹der. Nastêpnie mlecz rozrzedzono w stosunku 1 : 1 bufo-
rem ASP (artificial seminal plasma; 7) o sk³adzie: 100 mM
NaCl, 40 mM KCl, 3 mM CaCl

2
, 1,5 mM MgCl

2
, 50 mM

Tris, pH 8,5. Tak uzyskan¹ zawiesinê oraz próbki kontrol-
ne (mlecz bez dodatku ASP) inkubowano przez 60 min.
w temperaturze 4°C. Po okre�leniu ruchliwo�ci plemników
(metod¹ subiektywn¹ i CASA) próby nasienia poddano
kriokonserwacji, stosuj¹c dwie metody konfekcjonowania:
w kulkach i s³omkach.

We wszystkich próbkach mleczu przeznaczonego do krio-
konserwacji okre�lono koncentracjê plemników przy u¿y-
ciu komory Bürkera. W celu kriokonserwacji próby nasie-
nia rozrzedzono rozcieñczalnikiem sk³adaj¹cym siê z 0,6 M
sacharozy z 10% dodatkiem DMSO (dimetylosulfotlenek)
w stosunku objêto�ciowym 1 : 3. Nasienie i rozcieñczalnik
sch³odzono do temperatury 4°C. Po rozrzedzeniu i wymie-
szaniu nasienie zamra¿ano w kulkach o objêto�ci 50 µl na
suchym lodzie (�79°C). Po 5 minutach kulki przenoszono
do ciek³ego azotu (�196°C) i przechowywano do czasu
u¿ycia do zap³odnienia. W celu kriokonserwacji w s³om-
kach rozrzedzonym nasieniem nape³niano standardowe
s³omki o objêto�ci 250 µl i umieszczano je na przygotowa-
nej ze styropianu ramce o wysoko�ci 4 cm, p³ywaj¹cej na
ciek³ym azocie. Po trzech minutach s³omki umieszczano
i przechowywano w ciek³ym azocie.

W celu oceny zdolno�ci zap³adniaj¹cej kriokonserwo-
wanego nasienia rozmro¿ono 8 kulek w ci¹gu 6 sekund
w 10 cm3 wody wylêgarnianej o temperaturze 25°C, doda-
no do 200 ziaren ikry (oko³o 3 mln plemników/ziarno ikry)
i delikatnie wymieszano. Po 3 minutach ikrê kilkakrotnie
przep³ukano wod¹ wylêgarnian¹. Zap³odnion¹ ikrê pozo-
stawiono do napêcznienia przez 1 godzinê, po czym obsa-
dzano w aparacie kalifornijskim. Jednocze�nie wykonano
próbê kontroln¹, w której do 200 ziaren ikry dodano 100 µl
�wie¿ego mleczu, zalano 10 cm3 wody wylêgarnianej o tem-
peraturze 6°C, a nastêpnie postêpowano jak wy¿ej. Oceny
warto�ci biologicznej plemników (zdolno�ci zap³adniaj¹-
cej) dokonano na etapie wylêgu w stadium resorpcji po³o-
wy woreczka ¿ó³tkowego.

Nasienie w s³omkach rozmra¿ano w ³a�ni wodnej, w tem-
peraturze 40°C przez 7 sekund i przenoszono do probó-
wek. Nastêpnie pobierano od 250 do 500 µl (w zale¿no�ci

od koncentracji plemników, tak aby uzyskaæ oko³o 3 mln
plemników na ziarno ikry) i dodawano do ikry. Dalej po-
stêpowano jak w przypadku zap³odnienia z u¿yciem kulek.
Próby wykonano w duplikatach.

Przed kriokonserwacj¹ dokonano komputerowej anali-
zy ruchu plemników. Plemniki aktywowano p³ynem owa-
ryjnym, stosuj¹c 200-krotne rozcieñczenie nasienia (2).
Natychmiast po aktywacji 0,7 µl mieszaniny nanoszono na
szkie³ko podstawowe, jednocze�nie nagrywaj¹c ruch plem-
ników. Nagrañ video dokonano przy pomocy mikroskopu
z obiektywem o 10-krotnym powiêkszeniu, czarno-bia³ej
kamery CCD (Sony SPT-M108CE) i magnetowidu. Nagra-
nia analizowano przy pomocy programu Hobson Sperm
Tracker (Hobson Vision Ltd, Maslow, Wielka Brytania)
s³u¿¹cego do komputerowej analizy ruchu plemników (sys-
tem CASA).

Okre�lono nastêpuj¹ce parametry ruchu plemników:
VSL � prêdko�æ ruchu prostoliniowego plemników mie-

rzona w µm/sekundê,
VCL � prêdko�æ ruchu krzywoliniowego plemników

mierzona w µm/sekundê,
STR � kierunkowo�æ ruchu plemników mierzona w pro-

centach (VAP/VCL*100),
MOT � odsetek ruchliwych plemników mierzony w pro-

centach,
VAP � prêdko�æ �rednia ruchu plemnika mierzona w µm/

sekundê,
LIN � liniowo�æ ruchu plemnika wyra¿ona w procen-

tach (VSL/VCL*100).
Obliczeñ statystycznych dokonano przy u¿yciu progra-

mu GraphPad Prism 4.0 stosuj¹c test t-Studenta oraz jed-
noczynnikow¹ analizê wariancji ANOVA dla pomiarów
powtarzalnych z testem post-hoc Tukeya. Analizê zale¿-
no�ci pomiêdzy parametrami ruchu plemników a odsetkiem
wylêgniêtych larw przeprowadzono przy pomocy regresji
prostoliniowej.

Wyniki i omówienie
Inkubacja nasienia w buforze ASP powodowa³a

istotny wzrost odsetka plemników ruchliwych mierzo-
nego zarówno metod¹ subiektywn¹ oraz CASA (tab. 1).

rtemaraP ijcabuknizeB .zdog1ajcabuknI
PSAezrofubw

wókinmelphcywilhcur%
)anwytkeibusadotem(

0,6±0,72 *0,8±0,54

wókinmelphcywilhcur%
)ASACadotem( 8,5±4,72 *3,4±4,04

LSV 1,4±1,73 7,1±6,33 *

PAV 2,7±4,36 6,5±5,66 *

LCV 1,6±8,001 1 9,6±1,39 *

NIL 5,3±6,73 4,2±2,23 *

RTS 4,3±1,95 *1,2±9,84

Tab. 1. Parametry ruchu plemników neosamców pstr¹ga
têczowego (�rednie ± SE) oznaczane metod¹ subiektywn¹
(n = 10) oraz metod¹ CASA (n = 7)

Obja�nienia: * � istotnie ró¿ne od nasienia nie poddanego inku-
bacji, p < 0,05
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Jednocze�nie obserwowano obni¿enie kierunkowo�ci
(STR) ruchu plemników (p < 0,05) oraz tendencjê do
obni¿ania siê parametru liniowo�ci (LIN, p = 0,08).
Wyniki te wskazuj¹ na mo¿liwo�æ poprawy odsetka
ruchliwych plemników maskulinizowanych samic
poprzez inkubacjê w warunkach in vitro. Analiza pa-
rametrów CASA wykaza³a, ¿e dojrzewaniu plemni-
ków w warunkach in vitro towarzysz¹ zmiany w tra-
jektorii ruchu. ASP by³ u¿ywany do przeprowadzenia
dojrzewania plemników j¹drowych pstr¹ga têczowe-
go w warunkach in vitro (7). Uzyskane wyniki wska-
zuj¹, ¿e podobne zjawisko wystêpuje w odniesieniu
do plemników uzyskanych od neosamców. Nale¿y
podkre�liæ, ¿e podobne wyniki uzyskali Robles i wsp.
(10) przy zastosowaniu komercyjnego p³ynu Matur-
fish IMV, Francja. W chwili obecnej trudno dyskuto-
waæ o mechanizmie dzia³ania tego p³ynu, gdy¿ sk³ad
jest zastrze¿ony.

Nasienie �wie¿e cha-
rakteryzowa³o siê sto-
sunkowo wysok¹ zdol-
no�ci¹ zap³adniaj¹c¹
(oko³o 75%, ryc. 1).
Warto�æ biologiczna
kriokonserwowanego
nasienia by³a znacznie
ni¿sza i wynosi³a dla
kulek 7,7% i 3,8%,
za� dla s³omek 16,3%
i 25%, odpowiednio
dla nasienia nieinkubo-
wanego i inkubowa-
nego w ASP. Inkubacja
w buforze ASP nie
wp³ynê³a znacz¹co na
zdolno�æ zap³adniaj¹c¹
plemników �wie¿ych
i kriokonserwowa-
nych. Uzyskane wyni-
ki wskazuj¹, ¿e przy-
datno�æ nasienia neo-
samców do kriokon-
serwacji by³a ograni-
czona. U¿yty rozcieñ-
czalnik i metoda kon-
fekcjonowania w kul-
kach jest skuteczn¹
i powtarzaln¹ metod¹
kriokonserwacji nasie-
nia pstr¹ga têczowego.
Glogowski i wsp. (5),
stosuj¹c omawian¹ me-
todê, uzyskali odsetek
wylêgu 82%. Przyczy-
ny obni¿onej przydat-
no�ci nasienia neosam-
ców do kriokonserwa-
cji nie s¹ znane. Na-
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Ryc. 1. Wp³yw metody konfekcjonowania kriokonserwowa-
nego nasienia neosamców i preinkubacji w buforze dojrze-
waj¹cym na zdolno�æ zap³adniaj¹c¹ plemników mierzon¹
odsetkiem wyklutych larw (n = 10)
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nie, p < 0,05

0 10 20 30 40 50 60 70

0

10

20

30

40

50

60

70

2R = 0,59*

Odsetek wyklutych larw

O
d

s
e
te

k
ru

c
h

li
w

y
c
h

p
le

m
n

ik
ó

w

0 10 20 30 40 50 60 70

0

10

20

30

40

50

60
2R = 0,75*

Odsetek wyklutych larw

VV
S

L
(µ

m
/s

)

0 10 20 30 40 50 60 70

0

25

50

75

100
2R = 0,94*

Odsetek wyklutych larw

V
A

P
(µ

m
/s

)

V
C

L
(µ

m
/s

)

0 10 20 30 40 50 60 70

60

80

100

120

140

2R = 0,55*

Odsetek wyklutych larw

0 10 20 30 40 50 60 70

20

25

30

35

40

45

Odsetek wyklutych larw

L
in

io
w

o
œ
æ

(%
)

2R = 0,55*

0 10 20 30 40 50 60 70

40

50

60

70

80

Odsetek wyklutych larw

K
ie

ru
n

k
o

w
o

œ
æ

(%
)

Ryc. 2. Wybrane istotne zale¿no�ci pomiêdzy odsetkiem wyklucia a wybranym parametrami ruch-
liwo�ci kriokonserwowanych plemników pstr¹ga têczowego poddanego 1-godzinnej ekspozycji
przed mro¿eniem w s³omkach (n = 9)
Obja�nienia: * � zale¿no�æ statystycznie istotna, p < 0,05
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szym zdaniem, jednym z czynników decyduj¹cych by³a
niska jako�æ nasienia �wie¿ego (np. ruchliwo�æ 40%,
podczas gdy nasienie �wie¿e powinno charakteryzo-
waæ siê ruchliwo�ci¹ co najmniej 90% (5). Niska ja-
ko�æ nasienia neosamców mo¿e byæ uwarunkowana
sezonowo. Robles i wsp. (10) stwierdzili, ¿e nasienie
neosamców pobrane zim¹ by³o bardziej przydatne do
kriokonserwacji, co wyra¿a³o siê wy¿szym odsetkiem
zap³odnienia w stosunku do nasienia pobranego wios-
n¹. Otrzymane wyniki wskazuj¹, ¿e konfekcjonowa-
nie w s³omkach mo¿e byæ przydatne do kriokonser-
wacji nasienia neosamców. Tê metodê konfekcjono-
wania nale¿y preferowaæ z powodu u³atwieñ zwi¹za-
nych z identyfikacj¹ i przenoszeniem zamro¿onego mle-
czu oraz obni¿eniem ryzyka przenoszenia patogenów.
Nale¿y d¹¿yæ do polepszenia jako�ci wyj�ciowej na-
sienia, uwzglêdniaj¹c takie czynniki, jak: wiek tarlaków,
metodyka odwracania p³ci, stymulacja hormonalna
produkcji nasienia oraz okres sezonu rozrodczego.

W przeciwieñstwie do ruchliwo�ci (tab. 1) zastoso-
wanie ASP nie doprowadzi³o do zwiêkszenia zdolno�-
ci zap³adniaj¹cej plemników neosamców. W odniesie-
niu do nasienia �wie¿ego, brak zwiêkszonej zdolno�ci
zap³adniaj¹cej nasienia inkubowanego móg³ wynikaæ
ze zbyt du¿ej ilo�ci plemników u¿ytych do zap³odnie-
nia. Byæ mo¿e, inkubacja w ASP mo¿e byæ przydatna
do polepszenia jako�ci nasienia kriokonserwowanego
w s³omkach, jednak¿e dalsze badania s¹ potrzebne do
potwierdzenia tej sugestii.

Stwierdzono istotne zale¿no�ci pomiêdzy warto�ci¹
biologiczn¹ plemników kriokonserwowanych w s³om-
kach a odsetkiem ruchliwych plemników (MOT), pa-
rametrami opisuj¹cymi prêdko�æ ruchu (VCL, VSL,
VAP) oraz liniowo�æ ruchu (LIN) dla nasienia podda-
nego przed mro¿eniem 1 godz. inkubacji (ryc. 2). Naj-
wy¿sze warto�ci wspó³czynników regresji stwierdzo-
no dla VSL (R2 = 0,75) i VAP (R2 = 0,74). Miêdzy
pozosta³ymi parametrami ruchu plemników, a ich war-
to�ci¹ biologiczn¹ nie stwierdzono statystycznie istot-
nych zale¿no�ci. Analiza korelacji nie wykaza³a sta-
tystycznie istotnych zale¿no�ci miêdzy warto�ci¹ bio-
logiczn¹ mleczu mro¿onego w kulkach, okre�lon¹ na
podstawie odsetka wyklutych larw pstr¹ga têczowe-
go, a parametrami ruchliwo�ci. Rurangwa i wsp. (11)
wykazali, ¿e parametry CASA charakteryzuj¹ce prêd-
ko�æ ruchu plemników (VAP, VSL, VCL) s¹ wysoce
skorelowane z wynikami zap³odnienia. Mo¿na zatem
wnioskowaæ, ¿e uzyskane wyniki potwierdzaj¹ sku-
teczno�æ metody CASA do oceny jako�ci kriokonser-
wowanego nasienia pstr¹ga têczowego. Metoda ta po-
zwala na oszacowanie jako�ci nasienia, poddanego
ró¿nym procedurom kriokonserwacji (np. wp³yw pre-
inkubacji, rozcieñczalnika, krioprotektora, konfekcjo-
nowania, tempa mro¿enia) bez konieczno�ci przepro-
wadzania kosztownych i czasoch³onnych prób biolo-
gicznych (11).

Reasumuj¹c, wykazano mo¿liwo�æ kriokonserwa-
cji nasienia neosamców pstr¹ga têczowego. Szczegól-

nie korzystne okaza³o siê konfekcjonowanie nasienia
w s³omkach. Wykazano powi¹zanie parametrów ru-
chu, wyznaczonych przy pomocy CASA, ze zdolno�-
ci¹ zap³adniaj¹c¹ plemników mro¿onych w s³omkach.
Dalsze prace powinny koncentrowaæ siê na polepsze-
niu zdolno�ci zap³adniaj¹cej plemników neosamców
pstr¹ga têczowego.
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