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Cryopreservation of sperm of rainbow trout neomales

Summary

The objectives of this study were: sperm cryopreservation, computer assisted sperm motility analysis (CASA)
and improvement of sperm motility through in vitro incubation of rainbow trout neomale spermatozoa. In
vitro incubation of sperm in ASP (Artificial Seminal Plasma) solution resulted in an increase of the percentage
of motile spermatozoa, while other sperm motility characteristics remained unchanged. The highest hatching
rates were obtained for sperm cryopreserved in straws (16.3% and 25.0%): cryopreservation in pellets was
less successful (7.7% and 3.8%), for non-incubated and incubated sperm, respectively. There were significant
regressions between hatching rates and straight-line velocity (VSL; R?2= 0.75) and average path velocity (VAP;
R?= 0.74) for sperm preincubated in ASP and cryopreserved in straws. These data indicate that sperm of
rainbow trout neomales may be successfully cryopreserved and CASA analysis is useful for the prediction

of fertilizing ability of cryopreserved sperm.
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Produkcja wytacznie samiczych populacji pstraga
teczowego ma istotne znaczenie dla akwakultury Sa-
mice pstraga tgczowego dojrzewaja pdzniej od sam-
coOw 1 w zwiazku z tym ich okres wzrostu jest dtuzszy,
co pozwala na uzyskanie rozmiar6w handlowych przed
osiagnigciem dojrzatosci piciowej. Z tego powodu
efektywnosc chowu populacji samiczych jest wigksza
niz w przypadku obuptciowych populacji, gdyz sktad-
niki pasz uzywane sq glownie do przyrostu masy migs-
niowej, nie za$ do wzrostu i rozwoju uktadu rozrod-
czego. Dodatkowo, migso samic charakteryzuje si¢
lepszymi parametraml konsumpcyjnymi (9).

Populacje samicze mozna uzyskac poprzez metody
manipulacji bezposredniej, takiej jak: gynogeneza lub
stymulacja hormonalna, lub manipulacji posrednie;j (8).
Przez wzglad na duze straty narybku zwiazane z ma-
nipulacjami hormonalnymi oraz obawy konsumentow,
zwiazane z podawaniem rybom hormonow steroi-
dowych, preferuje si¢ stosowanie metod posrednich.
W przypadku pstraga teczowego, w celu otrzymania
pokolenia samiczego, stosuje si¢ metodg posrednia,
wykorzystujac nasienie uzyskane od maskulinizowa-
nych samic. Proces maskulinizacji indukowany jest po-
przez podawanie w paszy androgenow (np. 17-o-me-
tylotestosteron) we wczesnym okresie dyferencjacji
ptci (3). Powstate w ten sposob neosamce, ryby o fe-
notypie samczym i genotypie samiczym, s zdolne do

wytwarzania plemnikoéw. Poniewaz pte¢ genetyczna
neosamcow jest zenska, plemniki zawieraja tylko chro-
mosom X. W wyniku uzycia takich plemnikow do za-
ptodnienia uzyskuje si¢ wylacznie potomstwo zenskie
(6).

Uktad rozrodczy neosamcoéw na ogoédt nie posiada
nasieniowodow, plemniki uzyskuje si¢ bezposrednio
z jader, w zwiazku z czym nie podlegaja one dojrze-
waniu, ktore zachodzi w nasieniowodach (4). W na-
sieniowodach ryb dochodzi do szeregu procesow fiz-
jologicznych, m.in. regulacji sktadu jonowego plazmy
nasienia 1 uwalniania hormonéw wptywajacych na
uzyskanie przez plemniki zdolnosci do ruchu (1, 7).
Z powodu braku etapu dojrzewania plemniki neosam-
cow charakteryzuja si¢ obnizona jakoéciq (np. niskim
odsetkiem ruchliwych plemnikow) i czgsto wymagaja
dodatkowej inkubacji w warunkach in vitro, zanim
zostang uzyte do zaptodnienia (10). W dostqpnej lite-
raturze brak jest informacji na temat gigbszej charak-
terystyki nasienia neosamcow, szczegolnie w zakresie
poznania parametrow szybkosci i trajektorii ruchu
plemnikow. Tego typu badania mozna przeprowadzié
przy pomocy komputerowej analizy ruchu plemnikéw
(CASA).

Brak nasieniowod6éw u neosamcéw uniemozliwia
przyzyciowe pobranie nasienia, w zwiazku z czym
konieczne jest przetrzymywanie zwigkszonej ilosci ryb
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w osrodkach hodowlanych. Potencjalna metoda umoz-
liwiajaca zredukowanie stada tartowego jest kriokon-
serwacja nasienia neosamcow. Jej wprowadzenie moze
zapewni¢ hodowcy catoroczna dostgpno$¢ nasienia,
mozliwo$¢ tworzenia bankow gendéw oraz utatwienie
w obrocie mleczem (10).

Celem badan byto opracowame technik kriokonser-
wacji nasienia neosamcow, a takze szczegotowa ana-
liza ruchu plemnikow neosamcéw przy pomocy kom-
puterowego systemu analizy ruchu oraz proba popra-
wy ruchliwos$ci plemnikéw w warunkach in vitro po-
przez inkubacj¢ w ptynie dojrzewajacym.

Materiat i metody

Do badan wykorzystano nasienie 10 maskulinizowanych
samic (2+, $rednia masa 300 g). Ryby pochodzity z Zakta-
du Hodowli Ryb Lososiowatych w Rutkach.

Mlecz uzyskano post mortem po uprzedniej maceracji
jader. Nastepnie mlecz rozrzedzono w stosunku 1 : 1 bufo-
rem ASP (artificial seminal plasma; 7) o sktadzie: 100 mM
NaCl, 40 mM KCl, 3 mM CaCl,, 1,5 mM MgCl,, 50 mM
Tris, pH 8,5. Tak uzyskana zawiesing oraz probki kontrol-
ne (mlecz bez dodatku ASP) inkubowano przez 60 min.
w temperaturze 4°C. Po okresleniu ruchliwosci plemnikow
(metoda subiektywna i CASA) proby nasienia poddano
kriokonserwacji, stosujac dwie metody konfekcjonowania:
w kulkach i stomkach.

We wszystkich probkach mleczu przeznaczonego do krio-
konserwacji okreslono koncentracj¢ plemnikow przy uzy-
ciu komory Biirkera. W celu kriokonserwacji proby nasie-
nia rozrzedzono rozcienczalnikiem sktadajacym si¢ z 0,6 M
sacharozy z 10% dodatkiem DMSO (dimetylosulfotlenek)
w stosunku objetosciowym 1 : 3. Nasienie i rozcienczalnik
schtodzono do temperatury 4°C. Po rozrzedzeniu i wymie-
szaniu nasienie zamrazano w kulkach o objetosci 50 ul na
suchym lodzie (—79°C). Po 5 minutach kulki przenoszono
do cieklego azotu (-196°C) i przechowywano do czasu
uzycia do zaptodnienia. W celu kriokonserwacji w stom-
kach rozrzedzonym nasieniem napetniano standardowe
stomki o objgtosci 250 ul i umieszczano je na przygotowa-
nej ze styropianu ramce o wysokosci 4 cm, ptywajacej na
ciektym azocie. Po trzech minutach stomki umieszczano
1 przechowywano w cieklym azocie.

W celu oceny zdolnosci zaptadniajacej kriokonserwo-
wanego nasienia rozmrozono 8 kulek w ciggu 6 sekund
w 10 cm? wody wylegarnianej o temperaturze 25°C, doda-
no do 200 ziaren ikry (okoto 3 mln plemnikéw/ziarno ikry)
1 delikatnie wymieszano. Po 3 minutach ikr¢ kilkakrotnie
przeplukano woda wylggarniana. Zaptodniona ikr¢ pozo-
stawiono do napgcznienia przez 1 godzing, po czym obsa-
dzano w aparacie kalifornijskim. Jednocze$nie wykonano
probe kontrolna, w ktorej do 200 ziaren ikry dodano 100 pl
$wiezego mleczu, zalano 10 cm® wody wylggarnianej o tem-
peraturze 6°C, a nastgpnie postgpowano jak wyzej. Oceny
wartosci biologicznej plemnikéw (zdolnos$ci zaptadniaja-
cej) dokonano na etapie wylegu w stadium resorpcji poto-
wy woreczka zottkowego.

Nasienie w stomkach rozmrazano w tazni wodnej, w tem-
peraturze 40°C przez 7 sekund i przenoszono do probd-
wek. Nastgpnie pobierano od 250 do 500 pl (w zalezno$ci
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od koncentracji plemnikéw, tak aby uzyskaé okoto 3 min
plemnikéw na ziarno ikry) i dodawano do ikry. Dalej po-
stegpowano jak w przypadku zaptodnienia z uzyciem kulek.
Proby wykonano w duplikatach.

Przed kriokonserwacja dokonano komputerowe;j anali-
zy ruchu plemnikéw. Plemniki aktywowano ptynem owa-
ryjnym, stosujac 200-krotne rozcienczenie nasienia (2).
Natychmiast po aktywacji 0,7 pul mieszaniny nanoszono na
szkietko podstawowe, jednoczes$nie nagrywajac ruch plem-
nikow. Nagran video dokonano przy pomocy mikroskopu
z obiektywem o 10-krotnym powigkszeniu, czarno-biale;
kamery CCD (Sony SPT-M108CE) i magnetowidu. Nagra-
nia analizowano przy pomocy programu Hobson Sperm
Tracker (Hobson Vision Ltd, Maslow, Wielka Brytania)
stuzacego do komputerowej analizy ruchu plemnikow (sys-
tem CASA).

Okreslono nastgpujace parametry ruchu plemnikow:

VSL —predkosc¢ ruchu prostoliniowego plemnikow mie-
rzona w pm/sekunde,

VCL - predko$¢ ruchu krzywoliniowego plemnikow
mierzona w pum/sekunde,

STR —kierunkowo$¢ ruchu plemnikéw mierzona w pro-
centach (VAP/VCL*100),

MOT — odsetek ruchliwych plemnikéw mierzony w pro-
centach,

VAP —predko$¢ srednia ruchu plemnika mierzona w pm/
sekunde,

LIN — liniowo$¢ ruchu plemnika wyrazona w procen-
tach (VSL/VCL*100).

Obliczen statystycznych dokonano przy uzyciu progra-
mu GraphPad Prism 4.0 stosujac test t-Studenta oraz jed-
noczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA dla pomiarow
powtarzalnych z testem post-hoc Tukeya. Analiz¢ zalez-
no$ci pomigdzy parametrami ruchu plemnikow a odsetkiem
wylegnietych larw przeprowadzono przy pomocy regresji
prostoliniowe;j.

Wyniki i omowienie
Inkubacja nasienia w buforze ASP powodowata

istotny wzrost odsetka plemnikow ruchliwych mierzo-
nego zarowno metoda subiektywna oraz CASA (tab. 1).

Tab. 1. Parametry ruchu plemnikéw neosamcow pstraga
teczowego (Srednie + SE) oznaczane metoda subiektywna
(n =10) oraz metoda CASA (n=7)

, . Inkubacja 1 godz.
Parametr Bez inkubagcji e
% ruchliwych plemnikéw .
(metoda subiektywna) 27,0 2 6,0 45,02 8,0
% ruchliwych plemnikow .
(metoda CASA) 27,458 40,4 + 4,3
VSL 37,141 33,6 1,7
VAP 63,47,2 66,5 + 5,6
VCL 100,8 + 6,1 93,1+6,9
LIN 37,6 3,5 322+24
STR 59,1+ 3,4 48,9 +2,1*

Objasnienia: * — istotnie r6zne od nasienia nie poddanego inku-
bacji, p < 0,05
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Jednoczesnie obserwowano obnizenie kierunkowosci
(STR) ruchu plemnikéw (p < 0,05) oraz tendencje do
obnizania si¢ parametru liniowosci (LIN, p = 0,08).
Wyniki te wskazuja na mozliwo$¢ poprawy odsetka
ruchliwych plemnikéw maskullmzowanych samic
poprzez inkubacj¢ w warunkach in vitro. Analiza pa-
rametréw CASA wykazala, ze dojrzewaniu plemni-
kéw w warunkach in vitro towarzysza zmiany w tra-
jektorii ruchu. ASP byt uzywany do przeprowadzenia
dojrzewania plemnikoéw jadrowych pstraga teczowe-
go w warunkach in vitro (7). Uzyskane wyniki wska-
zuja, ze podobne zjawisko wystgpuje w odniesieniu
do plemnikéw uzyskanych od neosamcoéw. Nalezy
podkresli¢, ze podobne wyniki uzyskali Robles i wsp.
(10) przy zastosowaniu komercyjnego ptynu Matur-
fish IMV, Francja. W chwili obecnej trudno dyskuto-
wac¢ o mechanizmie dzialania tego ptynu, gdyz sktad
jest zastrzezony.
Nasienie $wieze cha-
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Ryec. 1. Wplyw metody konfekcjonowania kriokonserwowa-
nego nasienia neosamcéw i preinkubacji w buforze dojrze-
wajacym na zdolno$é zapladniajaca plemnikow mierzona
odsetkiem wyklutych larw (n = 10)

Objasnienia: Srednie oznaczone réznymi literami r6znia sig istot-
nie, p < 0,05

rakteryzowato sig sto-

sunkowo wysoka zdol-
no$cia zaptadniajaca
(okoto 75%, ryc. 1).
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Ryc. 2. Wybrane istotne zaleznos$ci pomiedzy odsetkiem wyklucia a wybranym parametrami ruch-
liwo$ci kriokonserwowanych plemnikéw pstraga teczowego poddanego 1-godzinnej ekspozycji
przed mrozeniem w sfomkach (n =9)

Objasnienia: * — zalezno$¢ statystycznie istotna, p < 0,05
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szym zdaniem, jednym z czynnikoéw decydujacych byta
niska jakos$¢ nasienia $wiezego (np. ruchliwos¢ 40%,
podczas gdy nasienie §wieze powinno charakteryzo-
wac sig ruchliwos$cia co najmniej 90% (5). Niska ja-
ko$¢ nasienia neosamcoéw moze by¢ uwarunkowana
sezonowo. Robles i wsp. (10) stwierdzili, ze nasienie
neosamcOw pobrane zima bylo bardmej przydatne do
kriokonserwacji, co wyrazato si¢ wyzszym odsetkiem
zaplodnienia w stosunku do nasienia pobranego wios-
na. Otrzymane wyniki wskazuja, ze konfekcjonowa-
nie w stomkach moze by¢ przydatne do kriokonser-
wacji nasienia neosamcéw. Te¢ metode konfekcjono-
wania nalezy preferowa¢ z powodu utatwien zwiaza-
nych z identyfikacja i przenoszeniem zamrozonego mle-
czu oraz obnizeniem ryzyka przenoszenia patogenow.
Nalezy dazy¢ do polepszenia jako$ci wyjsciowej na-
sienia, uwzgledniajac takie czynniki, jak: wiek tarlakow,
metodyka odwracania plci, stymulacja hormonalna
produkcji nasienia oraz okres sezonu rozrodczego.

W przeciwienstwie do ruchliwosci (tab. 1) zastoso-
wanie ASP nie doprowadzito do zwigkszenia zdolnos-
ci zaptadniajacej plemnikow neosamcow. W odniesie-
niu do nasienia §wiezego, brak zwigkszonej zdolnosci
zaptadniajacej nasienia inkubowanego mogt wynikaé
ze zbyt duzej ilosci plemnikow uzytych do zaptodnie-
nia. By¢ moze, inkubacja w ASP moze by¢ przydatna
do polepszenia jako$ci nasienia kriokonserwowanego
w stomkach, jednakze dalsze badania sa potrzebne do
potwierdzenia tej sugestii.

Stwierdzono istotne zaleznos$ci pomigdzy wartoscia
biologiczna plemnikéw kriokonserwowanych w stom-
kach a odsetkiem ruchliwych plemnikéw (MOT), pa-
rametrami opisujacymi predkos¢ ruchu (VCL, VSL,
VAP) oraz liniowos$¢ ruchu (LIN) dla nasienia podda-
nego przed mrozeniem 1 godz. inkubacji (ryc 2). Naj-
wyzsze wartoSci wspotezynnikow regresji stwierdzo-
no dla VSL (R* = 0,75) i VAP (R? = 0,74). Migdzy
pozostatymi parametrami ruchu plemnikow, a ich war-
toscia biologiczna nie stwierdzono statystycznie istot-
nych zalezno$ci. Analiza korelacji nie wykazala sta-
tystycznie istotnych zalezno$ci migdzy warto$cia bio-
logiczna mleczu mrozonego w kulkach, okreslona na
podstawie odsetka wyklutych larw pstraga teczowe-
g0, a parametrami ruchliwos$ci. Rurangwa i wsp. (11)
wykazali, Ze parametry CASA charakteryzujace pred-
ko$¢ ruchu plemnikéw (VAP, VSL, VCL) sa wysoce
skorelowane z wynikami zaplodmenla Mozna zatem
wnioskowac, ze uzyskane wyniki potwierdzaja sku-
teczno$¢ metody CASA do oceny jakosci kriokonser-
wowanego nasienia pstraga tgczowego. Metoda ta po-
zwala na oszacowanie jako$ci nasienia, poddanego
réznym procedurom kriokonserwacji (np. wptyw pre-
inkubacji, rozcienczalnika, krioprotektora, konfekcjo-
nowania, tempa mrozenia) bez konieczno$ci przepro-
wadzania kosztownych i czasochtonnych préb biolo-
gicznych (11).

Reasumujac, Wykazano mozliwo$¢ kriokonserwa-
cji nasienia neosamcow pstraga tgczowego. Szczegdl-
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nie korzystne okazato si¢ konfekcjonowanie nasienia
w stomkach. Wykazano powiazanie parametrow ru-
chu, wyznaczonych przy pomocy CASA, ze zdolnos-
cig zaptadniajaca plemnikow mrozonych w stomkach.
Dalsze prace powinny koncentrowac si¢ na polepsze-
niu zdolnos$ci zaptadniajacej plemnikow neosamcoéw
pstraga tgczowego.
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