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Wprowadzenie

Wprowadzenie
W kontrolowanym rozrodzie, zarowno hodowlanych, jak i dziko zyjacych gatunkow

ryb, waznym etapem decydujacym o sukcesie lub niepowodzeniu reprodukcji jest sposob
pozyskiwania gamet, a zwlaszcza oocytow (ikry). Pozyskiwanie produktow ptciowych dobre;j
jakosci poprzedzone winno by¢ wlasciwym zywieniem tarlakow, a w przypadku niektorych
gatunkow takze efektywng stymulacja hormonalng.

Aktualnie stosowanym w praktyce sposobem pozyskiwania ikry byto jedynie
klasyczne ,,wycieranie” polegajagce na mniej lub bardziej intensywnym ucisku powlok
brzusznych, powodujacym wydostawaniem si¢ oocytow z ciata samicy. Procedura ta mimo
szeregu zalet ma jednak i wady. W trakcie, zwlaszcza nieumiejetnego, wycierania dojs$é
bowiem moze do uszkodzenia znacznego odsetka ikry, pozbawienia §luzu a tym samym
bariery mikrobiologicznej ochrony tarlakow, a nawet uszkodzenia powierzchni skory, co w
nastgpstwie prowadzi do infekcji, zwlaszcza grzybiczych. Czgsto po wytarciu konieczna jest
dezynfekcja tarlakow w celu uniknigcia $ni¢¢. Podraza to koszty produkcji materiatu
obsadowego lub zarybieniowego i tym samym wptywa na ekonomi¢ zaktadow uprawiajacych
akwakulturg.

Z duzym uznaniem nalezy odnie$¢ si¢ zatem do proby opracowania i wdrazania do
praktyki rybackiej innowacyjnej, pneumatycznej metody pozyskiwania ikry, podjetej przez
Zespot kierowany przez doktora Radostawa Kowalskiego. Zaproponowana przez niego i
wytworzona aparatura umozliwia nie tylko dobor odpowiedniego cisnienia 1 szybkosci
przeplywu gazu, ale takze uzyskania powietrza, czystego tlenu lub azotu, co ma istotne
znaczenie w aspekcie dostosowania procedury tarta pneumatycznego dla réznych gatunkow
ryb.

Zespot opracowat juz, poparte wilasciwymi metodami badan podstawowych,
procedury tarta pneumatycznego dla kilku (pstrag teczowy, palia, sieja, szczupak, tro¢ tosos),
zarowno dziko zyjacych, jak 1 hodowlanych gatunkéw ryb, ktore z powodzeniem stosowane
sa w niektérych zaktadach hodowlanych 1 moga by¢ wdrozone do szerokiej praktyki
rybackiej, przynoszac konkretne efekty ekonomiczne.

Mam nadziej¢, ze Zespot pod kierownictwem doktora Radostawa Kowalskiego w
niedlugim czasie opracuje skuteczne procedury tarta pneumatycznego dla ryb karpiowatych, a
zwlaszcza jesiotrowatych, co z pewnoscig spotka si¢ z uznaniem i wdrozeniem tej biotechniki
zaroOwno przez hodowcow réznych gatunkéw jesiotra, jak 1 producentow kawioru.

Prof. dr hab. Jan Glogowski
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Jakos¢ oocytow ryb — sposoby ewaluacji i czynniki negatywnie wplywajace
na ich zdolnos¢ do zaplodnienia

Daniel Zarski

Katedra Rybactwa Jeziorowego i Rzecznego, Uniwersytet Warminsko-Mazurski, Olsztyn

Wstep

Kontrolowany rozréd ryb jest pierwszym i tym samym niezwykle waznym etapem
intensywnej produkcji ryb. Pod pojgciem kontrolowanego rozrodu kryje si¢ caty zespot
zabiegOw majacych na celu uzyskanie wysokiej jakosci larw od dojrzatych plciowo ryb
(Zarski 2014). W efekcie, w ramy kontrolowanego rozrodu mozna wpisa¢ wszelkie czynnosci
hodowlane od oceny zdolno$ci rozrodczej ryb, az po wykluwanie larw w warunkach
wylegarniczych.

Jednym z wazniejszych etapow kontrolowanego rozrodu jest ocena jakosci gamet.
Aspekt ten jest niezwykle istotny zwtaszcza z hodowlanego punktu widzenia, gdyz to wtasnie
na tym etapie podejmowana jest decyzja o przeznaczeniu konkretnej partii gamet do dalszych
procedur hodowlanych (tj., zaptodnienia i inkubacji) badz tez odrzuceniu ich z dalszych
etapow produkcji. Decyzja ta moze wplynaé w bezposredni sposob na efektywnos¢ dalszych
etapow hodowlanych, poniewaz w przypadku przeznaczenia do zaptodnienia ztej jakoSci
gamet, a nastepnie inkubacji jaj, podejmowane jest czasem bardzo duze ryzyko. Dotyczy to
nie tylko nieuzasadnionego wykorzystania urzadzen wylegarniczych (1 tym samym
mozliwo$ci ponoszenia zbednych kosztéw funkcjonowania takich urzadzen) ale réwniez
obnizenia stanu sanitarnego tych urzadzen. Zastosowanie niskiej jakosci jaj badz nasienia
bardzo czesto skutkuje bowiem niskim odsetkiem przezywalno$ci embrionow w trakcie ich
inkubacji, a nierozwijajace si¢ jaja prawie zawsze s3 narazone na infekcje (bakteryjne,
pierwotniacze oraz grzybicze), ktoére moga stanowi¢ powazne zagrozenie dla jaj
rozwijajacych si¢ prawidlowo (Ciereszko i in. 2009). To z kolei moze wplyna¢ negatywnie na
1los¢ mozliwego do uzyskania wylegu, 1 to nie tylko z partii ikry o niskiej jakosSci, ale rOwniez
z partii inkubowanych réwnolegle (poczatkowo charakteryzujacych sie¢ wysoka jakoscig) w
tym samym urzadzeniu wylggarniczym. Zwlaszcza jesli do produkcji stosowane sg zamknigte
systemy hodowlane. Ponadto, inkubacja partii ikry o niskiej przezywalnos$ci embrionow

indukuje wyzsze koszty pracy zwigzane z obstugg urzadzen wylggarniczych spowodowanych
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koniecznos$cig przytozenia znacznie wigkszej uwagi do usuwania nierozwijajacych si¢ jaj
badz prowadzeniem innych zabiegdéw profilaktyczno-leczniczych.

W akwakulturze w wigkszosci przypadkéw znacznie wigkszym problemem jest ocena
jakosci jaj anizeli nasienia. Ocena jako$ci nasienia nie stanowi zazwyczaj wigkszych
problemow i do wstepnej ewaluacji jego przydatnosci do dalszych etapow kontrolowanego
rozrodu wystarcza okre$lenie odsetka ruchliwych plemnikéw pod mikroskopem $wietlnym
(Targonska i in. 2011). Natomiast obiektywna ocena jakoS$ci jaj stanowi duze wyzwanie nie
tylko dla hodowcow, lecz réwniez dla naukowcow.

Z biologicznego punktu widzenia ,,jako$¢ jaj” jest terminem okreslajacym zdolno$¢ jaja
do bycia zaptodnionym, a nastgpnie rozwini¢cia si¢ ich w ,,normalny embrion” (Bobe i Labbe
2010). Jakos¢ jaj wyraza si¢ najczes$ciej w procentach okreslajac w ten sposob ogolng jakosé
danej partii ikry. Jednakze, nalezy sobie zdawal sprawe, ze jako$¢ biologiczna jaja
rozwijajacego si¢ w ,,normalny embrion”, ale pochodzacego z partii ikry charakteryzujacej si¢
,»hiska jako$cig” (wytypowanej na podstawie ogdlnego odsetka przezywalnos$ci), nierzadko
odbiega od wlasciwosci biologicznej jaja reprezentujacego parti¢ ikry ,,wysokiej jakosci”.
Dlatego tez nalezy do$¢ ostroznie podchodzi¢ do tematu zaréwno samej ,,jakosci jaj” jak
réwniez metod ich oceny.

Przeglad metod ewaluacji jakosci jaj w akwakulturze ryb slodkowodnych
Przezywalnos¢ embrionow

Jedna z najpowszechniej stosowanych metod oceny jakoSci jaj jest okreSlanie
przezywalno$ci embrionow. Wskaznik ten jest ogolnie akceptowalny zaréwno w $wiecie
naukowym jak réwniez w branzy rybackiej. Jednakze, z uwagi na rdzne podejscie do
,»przezywalno$ci embrionéw” ta sama partia ikry moze zosta¢ réznie oceniona. Obserwowane
jest to przede wszystkim w przypadku poréwnania dwdch metod okreslania przezywalnosci
embriondéw: w trakcie rozwoju embrionalnego (znajdujacego si¢ wcigz w jaju) oraz tuz po
wykKluciu (w stadium tzw. wolnego embrionu). Réznica ta wynika przede wszystkim z liczby
parametréw, ktore mozna wzig¢é pod uwage okreslajac przezywalno$¢ embrionow. W
przypadku oceny jako$ci jaj w trakcie rozwoju embrionalnego (do momentu wyklucia)
mozliwe jest wskazanie wylacznie czy embrion si¢ rozwija czy nie. Dlatego tez w literaturze
spotyka si¢ prosty wskaznik, tzw. ,,przezywalno$s¢ embrionow”, ktéry wyrazony jest w
prostym uktadzie procentowym (Krejszeff i in. 2009, Zarski i in. 2012a). Jednakze, o jako$ci
jaj $wiadczy rowniez ocena jakosci uzyskanego wylegu. W takim przypadku parametrow

charakteryzujacych ,,jakos¢” jest nieco wiecej. Przede wszystkim, zdolno$¢ embrionu do
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spontanicznego wyklucia §wiadczy o jego wyzszej jakosci anizeli embrionu niezdolnego do
samodzielnego opuszczenia ostonki jajowej. Ponadto, juz po samym wykluciu bardzo czg¢sto
okreslanym parametrem jest odsetek deformacji embrionéw, czego nie sposob oceni¢ przed
wykluciem. Dlatego tez, coraz czeSciej w literaturze mozna spotka¢ dane dotyczace nie tylko
przezywalno$ci embriondow, ale rowniez odsetka wyklucia czy tez deformacji wolnych
embrionéw (Bobe i Labbe 2010, Zarski i in. 2011a, 2012b).

Okreslanie przezywalnos$ci embriondw w trakcie inkubacji byto jak dotad prowadzone
w réznym stadium rozwoju embrionalnego. Najczesciej, zwlaszcza w przypadku ryb
karpiowatych, jako$¢ ikry okreslano w stadium tzw. ,,zaoczkowania” (Targonska 1 in. 2011,
2012). Jednakze, w niektorych przypadkach (np. u ryb okoniowatych) ogolnie akceptowalne
jest podawanie przezywalnosci embrionow w stadium wczesniejszym (najczgsciej w 72 h
inkubacji) (Zarski i in. 2012¢). Zwigzane jest to z faktem, Ze nierozwijajace si¢ embriony
mogg ulec rozpadowi w trakcie inkubacji, jak ma to miejsce przykladowo w przypadku
sandacza, (Sander lucioperca), (Zarski i in. 2013), wplywajac tym samym na zwigkszenie si¢
udziatu jaj zywych w danej partii ikry. Ponadto, poprzez taki samoistny rozktad moze dojs¢
do infekcji grzybiczych i pierwotniaczych, co powoduje obumieranie jaj zywych. Nalezy
jednak podkresli¢, ze przezywalno$¢ embrionéw ryb okoniowatych przewaznie utrzymuje si¢
na podobnym poziomie od 72 h inkubacji do momentu zaoczkowania (Zarski i in. 2011, Alix
1 in. 2013), co umozliwia relatywnie obiektywng weryfikacj¢ odsetka zaptodnienia w tym
wiasnie stadium rozwoju.

Z gospodarczego punktu widzenia ocena jakosci jaj na podstawie przezywalno$ci
embriondéw posiada bardzo duzg wade, a mianowicie nie daje mozliwosci okreslania jakosci
jaj przed zaptodnieniem. To z kolei uniemozliwia odrzucenie lub zaakceptowanie do dalszych
procedur kontrolowanego rozrodu konkretnych partii ikry. Istotne wigc byto opracowanie
wskaznikow jakosci jaj przed ich zaptodnieniem lub w bardzo wczesnych fazach
rozwojowych.

Morfologia blastomerow

Pierwsze doniesienie wskazujace na zwigzek pomiedzy anormalnym wygladem
blastomerow w trakcie pierwszych podzialdow komodrkowych a jakoscig jaj pochodzi z
poczatku XX w. Wowczas to Schrader i Schrader (1922) podali, ze wystepowanie
morfologicznie anormalnych (charakteryzujacych si¢ nieregularnym  ksztaltem 1
zroznicowaniem wielkosciowym) blastomerow byto skorelowane z niskg jakoscig jaj

sandacza amerykanskiego, (Sander vitreus). Przydatnos¢ tego wskaznika zostala pdzniej
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potwierdzona przez innych autorow miedzy innymi dla dorsza, (Gadus morhua), (Hansen i
Puvanendran, 2010), plamiaka, (Melanogrammus aeglefinus), (Rideout i in. 2004) czy tez
Zebrasoma scopas (Cuvier). Pomimo faktu, ze wskaznik ten jest relatywnie tatwy do
okreslenia jak rowniez tatwy do zastosowania w wylegarni, to wcigz podstawowym
problemem pozostaje przedziat czasu niezbedny do przeprowadzenia oceny jakosci jaj.
Generalnie, o ile w przypadku ryb ,,cieptolubnych” np. karp (Cyprinus carpio) pierwsze
podziaty nastepuja w czasie kilku pierwszych godzin, to w przypadku ryb ,,zimnolubnych”
np. migtus (Lota lota) okres czasu niezbedny do oceny morfologii blastomerow moze wynie$¢
nawet dwa dni. Dlatego tez, metoda ta charakteryzuje si¢ niskg mozliwo$cig zastosowania w
kontrolowanym rozrodzie wielu gatunkow ryb.

Mabkroskopowe wskazniki morfologiczne

W praktyce wylegarniczej od zawsze stosowano wstepna oceng jakosci jaj na podstawie
podstawowych cech morfologicznych calej partii ikry. Dotyczyto to przede wszystkim
wielkosci jaj, ich koloru, transparentnosci czy tez wystepowanie biatych (nieprzezroczystych)
jaj w danej partii ikry. Jednakze, zaden z tych subiektywnych wskaznikow nie umozliwiat
skutecznej kategoryzacji jaj pod wzgledem ich jako$ci, o czym $wiadczy fakt, ze do dnia
dzisiejszego w akwakulturze ryb slodkowodnych praktycznie zawsze do dalszych procedur
kontrolowanego rozrodu wykorzystuje si¢ wszystkie pozyskiwane jaja, pomimo
wystepujacych watpliwosci opartych na wstepnej ocenie.

Z biologicznego punktu widzenia zard6wno wielko$¢ jak i1 kolor jaj nie $wiadczy o ich
jakosci, gdyz zarowno wielko$¢ jak 1 kolor mogg si¢ r6zni¢ nawet w obrebie jednego gatunku
oraz tej samej populacji (Brooks i in. 1997, Mamcarz i Targonska 2008). Natomiast
wystepowanie jaj me¢tnych badz biatych $wiadczy zdecydowanie o niskiej jakosci tych
konkretnych jaj i nie zawsze musi wskazywac¢ na niskg jako$¢ calej partii ikry. Jaja biale
(nieprzezroczyste) nierzadko sg jajami uszkodzonymi w trakcie manualnego pozyskiwania
ikry.

W przypadku okonia powszechnie uznawano, ze pofragmentowanie tasmy jest
wskaznikiem jej niskiej jakosci (Dabrowski i in. 1994). Okazuje si¢ jednak, ze
pofragmentowanie tasmy (ktora w przypadku ryb hodowlanych prawie zawsze jest
owulowana w postaci pofragmentowanej nawet spontanicznie) nie zawsze $wiadczy o niskiej
jakosci jaj. Podobne zjawisko obserwowane byto w trakcie rozrodu pozasezonowego okonia,
gdzie ryby owulowaly spontanicznie pofragmentowana tasme wysokiej jakosci (Zarski D.,

dane niepublikowane). O ile pofragmentowanie tasmy nie zawsze $wiadczy o zupeinej
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nieprzydatnos$ci danej partii ikry do dalszych etapow hodowli, o tyle pofragmentowane tasmy
nierzadko charakteryzuja si¢ zdecydowanie obnizong jako$cia w stosunku do tasm
Lzwartych”.  Wszystko to sprawia, ze mozliwos¢ zastosowania ,,makroskopowych
wskaznikow morfologicznych” w praktyce wylegarniczej jest niewielka.
Morfologia kropel tuszczu

W przypadku gatunkéw ryb, ktorych jaja posiadaja widoczne krople ttuszczu (np. ryby
tososiowate lub okoniowate) w kilku przypadkach potwierdzono mozliwosci zastosowania
oceny rozmieszczenia, badz tez morfologii kropel thuszczu jako przydatnych wskaznikow
jakosci jaj. Przyktadowo, u pstraga potokowego (Salmo trutta fario) oraz golca (Salvelinus
alpinus), Mansour i in. (2007, 2008) raportowali, ze charakter rozmieszczenia kropel tluszczu
na powierzchni owulowanego jaja moze by¢ obiektywnym wskaznikiem jakosci jaj dla tej
grupy ryb. Jednakze, Ciereszko i in. (2009) nie potwierdzili tej tezy w przypadku pstraga
teczowego (Oncorhynchus mykiss). Natomiast, w przypadku okonia Zarski i in. (2011a)
udowodnili, ze stopien pofragmentowania kropel tluszczu w owulowanych jajach jest
skutecznym wskaznikiem zlej jakosci jaj. Podobne zjawisko obserwowano roéwniez w
przypadku sandacza (Zarski D., dane niepublikowane), co pozwala z duzym
prawdopodobienstwem przypusci¢ podobna zalezno$¢ pomigdzy stopniem pofragmentowania
kropli thuszczu a jakos$cig jaj rowniez u tego gatunku. Nalezy jednak podkresli¢, ze wskazniki
te pozwalajg wskaza¢ z duzym prawdopodobienstwem jedynie jaja ztej jakosci, natomiast nie
zawsze jaja o ,,prawidtowe]” morfologii kropel ttuszczowych reprezentuja najwyzsza jakos¢.
Intensywnos¢ reakcji korowej

Niektérzy autorzy raportowali dotychczas, ze stopien napgcznienia jaj ryb karpiowatych
(Lahnsteiner 1 in. 2001) oraz lososiowatych (Lahnsteiner 1 in. 1999) istotnie pozytywnie
korelowat z jakoscig jaj. Swiadczy to o tym, ze im wiecej jaja ,,wchtonely” wody podczas
pecznienia tym wyzszej jako$ci byta ta konkretna partia ikry. Jednakze, w tym przypadku nie
mozna byto jednoznacznie wskaza¢ ,,wartosci” oraz ,,jednostki” wskaznika, ktore powinny
charakteryzowa¢ odpowiednio jaja niskiej lub wysokiej jakosci. Bioragc pod uwage dane
prezentowane przez Lahnsteinera i in. (2001) mozna przypuscié, ze intensywno$¢ reakcji
korowej (warunkujaca intensywnos$¢ dyfuzji wody do przestrzeni prewitellarnej w trakcie
,pecznienia” jaj) moze by¢ dobrym wskaznikiem jakosci jaj u ryb stodkowodnych. W
przypadku sandacza okazalo si¢, ze intensywnos$¢ reakcji korowej wpltywa na stopien
»znieksztatcenia jaj” w zaledwie kilka minut po ich aktywacji, co z kolei bylo pozytywnie

skorelowane z ich jakoscig (Zarski i in. 2012b). O ile sam mechanizm reakcji korowej jest
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relatywnie dobrze poznany (wskutek uwalniania zawarto$ci pg¢cherzykéw korowych do
przestrzeni prewitellarnej w momencie aktywacji jaja nastepuje wzrost cisnienia
osmotycznego umozliwiajacego dyfuzje wody do ,,wnetrza” jaja - Kjersvik 1 Lenning 1983,
Lahnsteiner i in. 2001), o tyle czynniki wptywajgce na r6zng intensywnos¢ reakcji korowej w
przypadku jaj o réznej jakosci pozostajg jak dotad niezrozumiale. Nie mniej jednak, w
przypadku sandacza obserwacja intensywnosci reakcji korowej (pomiedzy 3 a 5 minutg od
aktywacji jaj) umozliwia wytypowanie jaj wysokiej jakosci z duzym prawdopodobienstwem.
Jednakze, poza sandaczem jak dotad nie udato si¢ z powodzeniem zastosowac tej metody u
innych gatunkéw ryb (Zarski D., dane niepublikowane). Dlatego tez, wcigz istnieje
konieczno$¢ poszukiwania innych wskaznikow jakos$ci jaj, biorac pod uwage fakt, ze moga
one by¢ prawdopodobnie specyficzne gatunkowo.
Parametry ptynu owaryjnego

W przypadku ryb tososiowatych w ostatnich latach okazato sie, zZe istnieje iStotna
zalezno$¢ pomiedzy jakoscig jaj a parametrami ptynu owaryjnego. Lahnsteiner i in. (1999)
udowodnili, ze pH, zawarto$¢ bialek oraz niektorych enzymoéw (np. aminotransferazy
asparaginianowej) moga stanowi¢ obiektywny wskaznik jakosci jaj w przypadku troci
jeziorowej (Salmo trutta lacustris). Jednakze, Barnes i in. (2003) nie potwierdzili
przydatnosci pH plynu owaryjnego jako potencjalnego wskaznika jakosci jaj u czawyczy,
(Oncorhynchus tshawytscha). Z kolei wzrost zawartosci biatlek w plynie owaryjnym jest z
duzym prawdopodobienstwem spowodowany wydostaniem si¢ zawartosci jaj (wskutek
pekania jaj wewnatrz ciata ryby) do plynu owaryjnego. Biatka te po kontakcie z czysta woda
powodujg jej zmetnienie, co zostato wykorzystane przez Wojtczak i in. (2004) do weryfikacji
jakosci jaj, wykorzystujac fakt, ze im wiegcej biatka z peknigtych jaj (im wigksza metnosé
wody) tym nizsza jakos¢ catej partii ikry pochodzacej od konkretnej samicy. Ten prosty test
jest z powodzeniem stosowany w praktyce kontrolowanego rozrodu ryb tososiowatych i
umozliwia odrzucenie z dalszych procedur jaj niskiej jakosci. Zalezno$¢ pomiedzy zdolnoscia
ptynu owaryjnego do powodowania me¢tnosci wody (mierzonej spektrofotometryzcznie) a
jakoscia jaj zostata rowniez potwierdzona w przypadku sandacza amerykanskiego. Wskaznik
ten okazat si¢ by¢ jednak skuteczny dopiero pod koniec sezonu rozrodczego tego gatunku
(Dietrich i in. 2012), co sugeruje niska przydatno$¢ tej metody oceny jakosci jaj u gatunkow

innych niz tososiowate.
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Czynniki warunkujace jakos¢ jaj w akwakulturze

Na jakos¢ jaj ryb ma wplyw caly szereg czynnikow zwigzanych zar6wno z procedurg
samego kontrolowanego rozrodu (w przypadku ryb dzikich oraz hodowlanych) jak réwniez z
metodami  wychowu tarlakow (w przypadku ryb hodowlanych). Z perspektywy
kontrolowanego rozrodu nalezy rozgraniczy¢ potencjalny wptyw konkretnych czynnikéw, w
zaleznosci od tego czy procedurze rozrodczej poddawane sg ryby dzikie czy hodowlane.
Jednym z takich czynnikow jest stres, ktory w przypadku ryb dzikich ma najprawdopodobniej
znacznie wigkszy wpltyw na jako$¢ jaj anizeli u ryb hodowlanych. Zwtlaszcza, Ze reakcja
organizmu ryby na stresor moze zaleze¢ nawet od poziomu udomowienia ryb. Okazuje si¢, ze
ryby w pokoleniu F6 znacznie lepiej znosily roznego rodzaju stresory anizeli ryby w
pokoleniu F1 (Douxfils 1 in. 2011). Jednakze, nalezy sobie zdawaé sprawe, ze stres moze
wptynaé rowniez na efektywnos¢ rozrodu ryb hodowlanych. Dotyczy to zarowno ekspozycji
na stres w okresie bezposrednio poprzedzajacym okres rozrodczy jak réwniez okres wczesnej
witellogenezy (Contreras-Sanchez i in. 1998, Schreck i in. 2001). Dlatego tez, stres nalezy
wskaza¢ jako jeden z gtéwnych czynnikéw mogacych mie¢ bezposredni wpltyw na jakos$¢ jaj
w akwakulturze.

Kolejnym czynnikiem majacym bezposredni wptyw na jako$¢ jaj jest rodzaj pokarmu.
O ile w przypadku rozrodu ryb dzikich, ztowionych w trakcie sezonu rozrodczego hodowca
nie ma duzego wptywu na rodzaj pokarmu tarlakéw, o tyle w przypadku ryb hodowlanych
sposob zywienia jest bardzo czgsto kluczowym elementem warunkujagcym uzyskanie
wysokiej jakosci jaj (Izquierdo 1 in. 2001). Z czynnikow zywieniowych wplywajacych
bezposrednio na jako$¢ oocytow bardzo wazne miejsce zajmuja kwasy tluszczowe. Ich
poziom w paszy bezposrednio wptywa na ich zawarto$¢ w jajach, przez co odpowiedni profil
kwasow tluszczowych jest jednym z najwazniejszych komponentdow pasz tarlakowych
(Lavens 1 in. 1999). Na jako$¢ jaj majg réwniez wptyw inne skladniki pasz (tj. witaminy,
mikro i makroelementy) (Bobe i Labbe 2010). Bardzo wazne jest natomiast, ze wymagania
zywieniowe tarlakow sa specyficzne gatunkowo i nie jest mozliwe opracowanie jednej paszy
odpowiedniej dla wszystkich gatunkéw ryb (Mommens i in. 2013). Dlatego tez, odpowiednie
zywienie tarlakow jest jednym z podstawowych czynnikéw warunkujacych sukces rozrodczy
ryb hodowlanych.

Dotychczas udowodniono wielokrotnie, ze procedura kontrolowanego rozrodu ma
bezposredni wplyw na jako§¢ pozyskiwanych jaj. Jednym z wazniejszych czynnikow
modulujgcych jest rodzaj stymulacji hormonalnej (Kucharczyk i in. 1998, 2008). Reakcja
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organizmu ryby na rodzaj oraz dawke¢ preparatu hormonalnego ma bezposredni wptyw na
efektywnos$¢ rozrodu. Zwiazane jest to, migdzy innymi, ze specyficzng gatunkowo reakcja
organizmu ryby na dany preparat hormonalny lub jego dawke. Przyktadowo, dany rodzaj
preparatu hormonalnego (np. analog gonadoliberyny w kompleksie z antagonistag dopaminy)
pozwala uzyska¢ wysokiej jakosci jaja u ryb karpiowatych (Kucharczyk i in. 2008), podczas
gdy u ryb okoniowatych prawie zawsze powoduje pozyskiwanie jaj o obnizonej jakoSci
(Zarski i in. 2013). Ponadto, rodzaj preparatu hormonalnego moze wptywaé bezposrednio na
poziom stresu u ryb wplywajac w sposéb posredni na jakos$¢ jaj (Falahatkar i Poursaeid 2014).
Nie mniej jednak, z posréd szeregu procedur kontrolowanego rozrodu, stymulacja
hormonalna jest jednym z istotniejszych czynnikow wptywajacych na jakos¢ jaj. Stad tez,
dobdr odpowiedniego preparatu hormonalnego oraz jego dawkowanie jest niezwykle istotnym
elementem procedur rozrodczych.

Z posrdd szeregu elementow skladajacych si¢ na procedure rozrodu ryb bardzo wazne
miejsce zajmuje odpowiednia manipulacja warunkami srodowiskowymi. Dotyczy to zarowno
ryb dzikich jak i hodowlanych. W przypadku ryb dzikich, poddawanych procedurze
rozrodczej w trakcie naturalnego sezonu rozrodczego najwazniejszy wplyw ma temperatura,
ktdra po przekroczeniu wartosci granicznych moze wptyna¢ na obnizenie jakosci jaj. Dotyczy
to przede wszystkim przypadkow przekroczenia gornej granicy optymalnej, ktora
powodowata obnizenie efektywnosci rozrodczej (Targonska i in. 2011b). W przypadku
natomiast ryb hodowlanych oprécz temperatury istotne jest rowniez odpowiednie
dostosowanie dlugosci dnia S$wietlnego (fotoperiodu) bezposrednio wplywajacego na
gospodarke hormonalng ryby i tym samym na przebieg procesu witellogenezy (Abdulfatah i
in. 2011). Przy czym, nalezy sobie zdawaé sprawe, ze praktycznie kazdy gatunek
charakteryzuje si¢ odmiennymi preferencjami dotyczacymi zardwno temperatury oraz
dhugosci dnia $§wietlnego. Zatem, te dwa czynniki zawsze powinny by¢ rozpatrywane jako
jedne z wazniejszych modulatoréw jakosci jaj w przypadku planowania kontrolowanego
rozrodu ryb hodowlanych, badz tez pozasezonowego rozrodu ryb dzikich.

W praktyce kontrolowanego rozrodu bardzo czgsto obserwuje si¢ jeszcze jeden bardzo
wazny czynnik wptywajacy na jako$¢ pozyskiwanych jaj, ktérym jest tzw. ,,starzenie si¢ jaj”.
Pod tym terminem kryje si¢ proces utraty jakosci jaj wskutek ich niewydalania przez samice
po owulacji (Bobe i Labbe 2010). W przypadku niektorych gatunkow, jak przyktadowo dzikie
(badz pochodzace z chowu stawowego) ryby okoniowate proces ten nie stanowi problemu

gdyz samice ,zrzucaja” najczesciej ikre samoistnie po wystapieniu owulacji (Zarski i in.
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2011b, 2012c). Natomiast w przypadku wieclu innych gatunkow (jak przyktadowo pstrag
teczowy lub niektore karpiowate ryby reofilne) ,,starzenie si¢ jaj” jest istotnym problemem. W
praktyce efekt tego procesu jest okreslany terminem ,,resorpcji”’. W trakcie ,,starzenia si¢ jaj”
obserwuje si¢ rozpad struktury jaj i uwalnianie ich zawartosci do ptynu owaryjnego co
powoduje zmiang niektorych jego parametrow (np. pH, zawartosci biatek). Proces ten jest
Scisle zalezny od temperatury oraz gatunku (Bobe i Labbe 2010). W przypadku ryb
tososiowatych jaja pozostawione po owulacji w ciele samicy przez 3 tygodnie (w
temperaturze 2°C) nie utracity zdolnosci do zaptodnienia (Samarin i in. 2008). Natomiast w
przypadku Rutilus kutum (Kamensky) odnotowano nizsza jako$¢ jaj juz po 24 lub 12
godzinach od owulacji w temperaturze, odpowiednio, 11 i1 14°C (Samarin i in. 2011). Efektem
poowulacyjnego ,,starzenia si¢ jaj” jest nie tylko obnizony odsetek zaptodnienia, ale rowniez
obnizona jako$¢ (np. wyrazona wysokim odsetkiem deformacji) (Bobe and Labbe 2010).
Zatem, biorac pod uwagg fakt, ze ,,starzenie si¢ jaj” moze w bezposredni sposéb wptynac na
efektywno$¢ calej operacji kontrolowanego rozrodu niezmiernie wazne jest aby w
akwakulturze wielu gatunkow ryb méc mozliwie najprecyzyjniej okresli¢ moment owulacji.
Podsumowanie
Jakos¢ jaj w akwakulturze stanowi bardzo zlozony temat. Prawdopodobienstwo
wystgpienia wielu negatywnych czynnikow warunkujacych jakos¢ jaj jest bardzo duze.
Natomiast czynniki te, nastgpujac kolejno po sobie, w efekcie moga zamaskowac¢ negatywny
wplyw innych. Dlatego tez, do jakichkolwiek analiz efektywnosci konkretnych protokotéw
rozrodczych nalezy podchodzi¢ z relatywnie duza doza krytycyzmu. Dotyczy to zarowno
rozrodu ryb hodowlanych jak réwniez ryb dzikich. Jednakze, nalezy szczegdlnie podkreslic,
ze o ile czynniki warunkujace jako$¢ jaj w przypadku tych dwoéch grup ryb (hodowlanych 1
dzikich) moga by¢ odmienne, o tyle konsekwencje sa bardzo czesto zblizone. Stad, metody
okreslania jakoS$ci jaj, cho¢ w duzej mierze wcigz jeszcze poznane w relatywnie niewielkim
stopniu, stanowig niezwykle wazne narzedzie w kontrolowanym rozrodzie ryb.
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Wprowadzenie

Produkcja rybacka na $wiecie ma swoja dlugoletnig tradycje. Najwickszy udziat w
rozwoju 1 rozprzestrzenieniu si¢ ,,mody” na hodowle ryb maja starozytne Chiny. To stad
zakon cystersow czerpat wzorce przy planowaniu swoich stawdéw rybnych potozonych w
europejskich opactwach. Najbardziej widoczng pamiatkg po tych czasach pozostaje do dzi$
nazwa ,,mnich”, ktérag okresla si¢ jaz spustowy stawu. W S$redniowieczu w hodowli ryb
niepodzielnie dominowat karp (Cyprinus carpio). Wraz z postgpem techniki hodowcy ryb
opanowywali coraz to nowe umiejetnosci 1 nauczyli si¢ tworzy¢ srodowisko zycia nie tylko
odpowiadajace wymaganiom karpi, ale i innych gatunkéw. W XIX wieku rozpoczyna si¢ w
Europie okres rozkwitu hodowli pstragow. Ryby te cenione byly ze wzgledu na walory
smakowe zaré6wno migsa jak i ikry. Ich rozréd w warunkach kontrolowanych nie zapewniat
juz jednak takiego sukcesu jak w przypadku karpi. Ocenia si¢, Ze w czasie naturalnego tarla,
jedna samica pstraga teczowego (Onchorynhus mykiss), pomimo ze sklada kilka tysiecy
ziaren ikry, zapewnia nowe zycie jedynie od 3.7 do 6.7 dorostym rybom (McLean i in. 2003).
Gatunek co prawda moze dzigki temu przetrwac 1 utrzymac swoja populacje, jednak nie jest
to wystarczajaca ilo$¢ dorostego potomstwa gdy w gre wchodzi hodowla. Z tego powodu od
zarania dziejow cztowiek stale udoskonalat techniki rozrodu ryb przez niego hodowanych.
Pobieranie ikry — metoda klasyczna i problemy zwiazane z jej stosowaniem.

Pobieranie ikry ryb to bardzo wazny etap produkcji kazdego gatunku ryby. Od jako$ci
pozyskanych jaj w znacznej mierze zalezy bowiem sukces rozrodczy ryb. Pobieranie ikry od
zdecydowanej wigkszosci gatunkdéw ryb przebiega przyzyciowo 1 najczgsciej opiera si¢ o
reczne wywieranie nacisku na powtoki brzuszne ryby tak, aby ikra wydostata si¢ na zewnatrz.
W ten sposob pobiera si¢ ikre wszystkich ryb tososiowatych gdzie swobodne wydostawanie
si¢ jaj jest bardzo szybkie, gdyz sa one owulowane do jamy ciala i nie napotykajg na swej
drodze na opor tkanek jajnika. Dodatkowo ich wydostawanie si¢ utatwia znaczny rozmiar

oraz obecno$¢ ptynu jajnikowego (ptyn celomatyczny). Zdecydowanie trudniej wydostaja si¢
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oocyty ryb karpiowatych czy szczupaka, poniewaz sg znacznie mniejsze, lepkie oraz nicomal
brak jest ptynu jajnikowego. W trakcie rgcznego wycierania ryb, jak okresla si¢ procedurg
pobierania oocytow, dochodzi¢ moze do uszkodzen ikry. Niewtasciwe wykonywanie
procedury pobierania ikry poprzez zbyt mocne naciskanie na powtoki brzuszne, lub zbyt
szybkie pocieranie dlonmi o nie, moze prowadzi¢ do uszkodzen czg¢sci z pozyskiwanych
ziaren ikry. W takich przypadkach stwierdzono znaczne obnizenie odsetka zaptodnionych jaj,
a nawet catkowity brak zaptodnienia (Carl 1941). Zwigzane jest to z wydostawaniem si¢ z
peknietych oocytow substancji zapasowych, ktore majg za zadanie zabezpieczy¢ potrzeby
energetyczne 1 budulcowe przysztego zarodka. Gdy jednak wydostang si¢ na zewnatrz zbyt
wcezesnie, nie tylko nie zabezpieczaja losu kolejnego pokolenia, szkodza takze pozostatym,
nietknietym oocytom. Mieszanina protein, fosfolipidow i cukrow powodowaé moze tworzenie
widocznych gotym okiem, biatych ,,skrzepow”, ktére sa w stanie zablokowa¢ mikropyla
wielu oocytow (Leiritz i Lewis 1976). Moga takze wywota¢ aglutynacj¢ plemnikow (Billard
1977; Piper i in. 1982). Innym negatywnym wplywem uszkodzonych oocytow na zdolnos$¢ do
zaplodnienia pozostalych nienaruszonych jaj jest obnizenie pH ptynu celomatycznego
(Dietrich i in. 2007; Tabrizi i in. 2011). Skutkuje to obnizeniem stopnia aktywacji plemnikow
i1 w konsekwencji, prowadzi do obnizenia sukcesu rozrodczego. W praktyce rybackiej
przyjety zostal prosty sposob na diagnozowanie takiego zanieczyszczenia. Nazwany zostat
,»proba kieliszkowga” 1 polega na wrzuceniu kilku ziaren ikry do matego (w terenie uzywano
kieliszkéw 50 ml by nie marnowac¢ zbyt wiele ikry, stad nazwa tego testu), przezroczystego
naczynia a nastgpnie zalaniu ich woda. Jezeli woda bieleje oznacza to, ze proba ikry jest
zanieczyszczona zawartoscig uszkodzonych jaj 1 moze charakteryzowaé si¢ nizszym
odsetkiem zaptodnienia (Wojtczak i in. 2004). Probe mozna takze przeprowadzi¢ poprzez
zmieszanie niewielkich ilo$ci ptynu celomatycznego z woda (1 ml ptynu plus 9 ml wody,
patrz Rys. 1). W przypadku stwierdzenia zmg¢tnienia, albo pozbywano si¢ takich partii ikry,
albo tez decydowano si¢ je zaptadnia¢, jednak nie mieszajagc z dobrg (nie wywolujaca
metnienia) ikrg. Udato si¢ takze ustali¢, ze proby takie mozna z sukcesem zaptodni¢, jednakze
do zaptodnienia nie mozna uzy¢ wody, lecz roztworu soli (Wojtczak i in. 2005). W praktyce
najczesciej stosowany jest 1% roztwor sody (NaHCO3). SOl zawarta w plynie przeciwdziata
wytracaniu si¢ lipidow i biatek po jej dodaniu do ikry. Nie hamuje jednak ruchu plemnikow i

pozwala na zaptodnienie ikry.
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Rys. 1. Przyktadowe zme¢tnienie po zmieszaniu ptynu celomatycznego z 3 rdéznych partii ikry
z woda. Widoczna gradacja zmetnienia, ktéra moze postuzy¢ do oceny jakosci pozyskanej
ikry.

Pobieranie ikry — innowacyjna metoda pneumatyczna.

W 1957 roku w Australii Wharton po raz pierwszy wykorzystat cisnienie powietrza do
pozyskania oocytow pstraga teczowego. Metoda ta nie zostata jednak rozwinieta i opisana dla
pozostalych gatunkéw ryb. Obecnie pojawiaja si¢ pierwsze doniesienia na temat jakosci tak
pozyskanych oocytow. Wskazuja one na wysoka skuteczno$¢ metody pneumatycznej.
Ustalono juz na przyktadzie czawyczy (Oncorhynchus tshawytscha), ze w przypadku tarta
pneumatycznego, problem zmegtnienia w plynie celomatycznym (wyznacznik ilo$ci
peknietych jaj) jest na tyle znikomy, ze proba kieliszkowa nie ma zadnego zastosowania
(Nero i in. 2013). Metoda pneumatyczna, polega na usuwaniu oocytéw z ciata ryb dzieki
wprowadzeniu do jej powlok igly, ktora wtltacza gaz do jamy ciala tworzac ci$nienie
wypychajace oocyty na zewnatrz. Jego skuteczno$¢ oraz mozliwo$¢ zaadoptowania do
warunkow wylegarniczych w produkcji pstraga teczowego byta wstepnie badana przez
Leitritz i Lewis (1976). Badano takze wptyw ci$nienia wprowadzanego tlenu (Shrable i in.
1999) na jakosciowe i iloSciowe parametry pozyskanych oocytow. Dokonano takze prob
zastgpienia gazu ptynami, jednakze nie uzyskano zadowalajacych rezultatow (Orr i in. 1999).
Prace te jednak nie zostaly szeroko upowszechnione i metoda pneumatyczna pobierania
oocytow nie zostala wdrozona w masowej produkcji rybackiej w Europie. Zaréwno w
Stanach Zjednoczonych (Petit 1977) jak i Japonii (Kowalski i Kowalska 2008) nicktore

wylegarnie ryb lososiowatych stosujg wtasne protokoty pneumatycznego pobierania oocytow
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ryb. Metoda pneumatyczna nie zostata jednak rozwinigta i upowszechniona, brak takze
mozliwos$ci zakupu odpowiedniej aparatury do jego prowadzenia. Nie znane sg takze
jakiekolwiek standardy zarowno w przypadku ustalenia cisnienia gazu (wazne z punktu
widzenia przezywalnosci tarlakow) jak 1 szybko$¢ przeplywu gazéw (mierzonego w l/min).
Brak rowniez ustalenia, ktory z dostepnych gazow (powietrze, tlen, azot) jest najmniej
szkodliwy (jezeli w ogole) dla wycieranych ta metoda tarlakow. Poniewaz dotychczasowe
doniesienia dotyczyly zastosowania metody pneumatycznej w tarle pstraga teczowego,

konieczne jest jej dostosowanie do innych produkowanych w Polsce gatunkow.
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Rys. 2. Eksperymentalny system do prowadzenia tarta pneumatycznego umozliwiajacy
pozyskiwanie oocytow przy zastosowaniu trzech gazow (powietrza, tlenu i azotu).

Rys. 3. Tarlo pneumatyczne ryb z rodzaju Salvelinus.

Prace rozwojowe prowadzone w Polsce od 2010 roku opieraja si¢ o wykorzystanie
innowacyjnego systemu do tarta pneumatycznego umozliwiajacego jednoczesne stosowanie 3
réznych gazéw (Rys 2). System, wyposazony w stanowisko do poboru oocytow oraz
regulacje cisnienia i przepltywu gazu, umozliwia prowadzenie prac z zastosowaniem
powietrza (sterylizowanego i nie), tlenu oraz azotu do pneumatycznego pozyskiwania
oocytow. Dzigki niemu mozliwe jest wszechstronne sprawdzenie skuteczno$ci metody oraz
jej dostosowanie do specyfiki roznych gatunkow ryb. W przysztosci, zoptymalizowane w
trakcie prowadzonych badan stanowiska do pobierania ikry metoda pneumatyczng, beda
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udostgpnione gospodarstwom chcacym wdrozy¢ te innowacyjng technologie¢ w swoich

wylegarniach.
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Charakterystyka gatunku

Sieja (Coregonus lavaretus) (Fot. 1.) nalezy do rodziny ryb tososiowatych. Jest jednym
Z najcenniejszych gatunkow, bedacych przedmiotem rybackiego gospodarowania w jeziorach
Polski. Jej wartos¢ jest zwigzana zaréwno z walorami biologicznymi, jak i gospodarczymi
(Wotos i Mickiewicz 1998). Sieja wystepuje w Wielkiej Brytanii, w zlewisku Morza
Battyckiego, potnocnej Rosji, Alpach. Spotka¢ ja mozna w wodach stodkich oraz w strefie
przybrzeznej wystodzonych czesci morz. W Polsce niedawno potwierdzano obecno$é tej ryby
w jeziorach na Pojezierzu Pomorskim, Mazurskim i Suwalskim. Obecnie jednak
zasigg wystepowania Siei najprawdopodobniej, mimo zarybiania, juz si¢ zmniejszyt. W
jeziorze Lebsko na Pomorzu sieja tworzy gatunek endemiczny (sieja tebska). Tworzy
zarowno formy osiadle jak i wedrowne. Ryba ta zyje w chlodnych, glebokich jeziorach

obfitujacych w tlen. Sieja jest bardzo wrazliwa na jakos¢ wody (Brylinska 2000).

Fot. 1. Samica siei.

Ciato siei jest zaleznie od lokalnej rasy mniej lub bardziej wysmukle. Glowa mata, o
spiczastym, czesto nawet wyciagnietym w ksztalcie nosa pysku. Luski wigksze niz u innych
tososiowatych, linia boczna petna. Otwor gebowy jest maty; w zalezno$ci od rasy ma on
potozenie koncowe badz dolne. Grzbiet niebieskawozielony do ciemnozielonego. Boki i
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brzuch biate lub srebrzyscie 1$nigce. W czasie rozrodu na ciele wyksztalca si¢ szata godowa w
postaci perlistych guzkow, wyrazniejsza u samcoéw niz samic. W odpowiednich warunkach
ro$nie szybko, osiggajac po kilku latach mase ciata nawet 6 kg. Najczesciej jednak spotyka si¢
sztuki o dlugosci okoto 50 cm i masie 1 kg (Brylinska 2000).

W jeziorach sieje odzywiajg si¢ gtownie skorupiakami, przemieszczajagcymi si¢ ku
powierzchni wody larwami owadéw i ich poczwarkami. Takze wylegiem ryb i ich ikrg. W
ptytkich jeziorach i rzekach zjadaja rowniez organizmy denne. Jest ryba zyjaca w stadach. Do
trzeciego roku zycia, czyli do osiggniecia dojrzalosci piciowej, odzywia si¢ wylgcznie
planktonem. Po&zniej w sktad jej pozywienia wchodzg takze réznego rodzaju robaki, matze
oraz drobne ryby, zwlaszcza stynki.

Dla wedkarzy jest to trudna do ztowienia ryba. Byt czas, gdy szeroko dyskutowano, czy
w ogole mozna towi¢ siej¢ na wedke. Okazato si¢, ze w pewnych porach dnia (pdznym
wieczorem) przy zastosowaniu odpowiednich przynet jest to mozliwe. Najlepiej jednak towi
si¢ sieje w okresie zimowym, spod lodu. Nie znaczy to oczywiscie, ze sprawa jest prosta.
Ztowienie siei na wedke to nadal spory wyczyn. Lowienie siei w lecie to ogromnie trudna
sprawa. Zdarzaja si¢ jednak przypadki ztowienia tej ryby, przy zastosowaniu cienkiej zytki -
0,15 mm, malenkiego haczyka i takich przynet jak: ochotki, czerwone robaki, matze. Nalezy
jednak pamigtaé, ze okres ochronny dla tej ryby trwa od 15 pazdziernika do 31 grudnia.
Zimo-potowy mozna wigc rozpoczynac¢ dopiero w styczniu. Lowisk siei trzeba szuka¢ daleko
od brzegéw, w miejscach o glebokosci 10-30 m. W charakterze przynet stosuje si¢ ciezkie
btystki podlodowe, zblizone wygladem do stynki. O skutecznosci potowow tej ryby §wiadcza
wyniki zawoddw, jakie od paru lat organizowane sg W poinocnej czesci wojewddztwa
podlaskiego. Przecigtnie branie nastepuje raz na 10 godzin. Potowa startujacych w ogole nic

nie fowi. Nie jest to wigc tatwa ryba. (http://www.wedkarstwo.klodzko.pl/gatunki-ryb).

Sieja podchodzi do rozrodu jesienia, od drugiej potowy listopada do konca grudnia, gdy
temperatura wody wynosi 6-2°C, najintensywniej przy 4,5°C (Szczerbowski 1970). Samce
dojrzewaja ptciowo w trzecim, a samice w czwartym roku zycia na wolnosci (Szczerbowski
1993), natomiast w warunkach kontrolowanych sieja dojrzewa rok wczesniej (Szczepkowski 1
in. 2010). W zwiazku z wysokimi wymaganiami dotyczacymi jakos$ci wody obserwuje si¢
staly spadek ilosci siei w jeziorach, co spowodowane jest w glowne] mierze przez
wyeliminowanie jej naturalnego rozrodu. Jednakze prace nad sztucznym rozrodem siei
przyczynity si¢ do zahamowania tego procesu. W Polsce prowadzi si¢ produkcje i sprzedaz

materialu zarybieniowego siei. Gtéwnymi odbiorcami s3 osoby poszukujace materiatu do
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zarybien jezior, jednakze sg juz wsrdd nich i hodowcy pstraga. Jest to ryba niewatpliwie
ceniona przez konsumentoéw dlatego jej produkcja moze stanowi¢ cenny dodatek w ofercie
handlowej obiektow pstragowych (Kowalski 2010). Prace przeprowadzane w projekcie
PNEUFISH maja na celu zwigkszenie jakosci uzyskiwanej ikry, a co za tym idzie
zwigkszenie efektywnosci sztucznego rozrodu tego gatunku.
Tarlo pneumatyczne siei

Pneumatyczne pobieranie ikry od siei nastr¢czalo poczatkowo wiele probleméw. Sicja
jest bardzo wrazliwa na manipulacje ryba, obserwowaliémy wigc duzg §miertelno$¢ podczas
tarta. Spowodowane to bylo zbyt wysokim ci$nieniem powietrza wttaczanym do ciata ryb.
Dopracowanie techniki poboru ikry spowodowato, ze rowniez w przypadku pobierania ikry
od tego gatunku lepszym wydaje si¢ przeprowadzenie pneumatycznego (Fot. 2) tarta niz
recznego (Fot. 3). U siei najlepsze miejsce na wklucie igly znajduje si¢ pod pletwami
piersiowymi. Nalezy pamigta¢ o polaczeniu igly za pomoca gwintu z urzadzeniem dozujacym
gaz, zabezpieczajacym przed wypadnigciem igly. Cisnienie bazowe pojemnika z gazem
podczas tarta siei powinno wynosi¢ ok. 0,5 bara, nie zaleca si¢ przekraczania tej wartosci,
moze to spowodowaé zwigkszone $nigcia po tarle, si¢gajace nawet 100% (Rys. 1). Przeptyw
gazu nie powinien przekracza¢ 0,8 1/min. Optymalna wielko$¢ igly stosowanej u siei powinna
wynosi¢ 0,8 mm. W przypadku tarta siei nasze badania USG przed i po tarle wykazaty, ze
istnieje koniczno$¢ tzw. docierki po tarle pneumatycznym, poniewaz na razie nie znalezliSmy
sposobu aby pneumatycznie uzyskaé calg ikre z ryb. Docierka ta powodowaé moze
nieznaczne wydluzenie czasu trwania uzyskania ikry, nie mozna jednak zapominaé, ze
wczesniejsze pneumatyczne tarlo, czyli wytworzenie tzw. poduszki powietrznej wokot

oocytow, zabezpiecza ikre przed uszkodzeniem.
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Fot. 2. Pozyskiwanie ,,pneumatyczne” ikry siei.
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Fot. 3. Pozyskiwanie ,,reczne” ikry siei.
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Rys. 1. Odsetek $Smiertelno$ci siei w zaleznosci od predkosci przeptywu powietrza podczas
tarta pneumatycznego.
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Rys. 2. Czas pobierania ikry siei podczas wycierania ,recznego”, oraz podczas
pneumatycznego tarta z uzyciem tlenu, azotu, powietrza i mieszaniny powietrza z ozonem.
Warto$ci oznaczone roznymi literami roznily si¢ od siebie statystycznie istotnie (p<0,01).

Ikr¢ od siei pozyskiwano od ryb utrzymywanych w Zakladzie Hodowli Ryb
Fososiowatych IRS w Rutkach. Przed manipulacjami ryby byly uspione w roztworze
Propiscinu. Czas pozyskania oocytow wynosit $rednio od 19,3 sekund podczas

pneumatycznego pobierania z wykorzystaniem tlenu do prawie 25 s przy wycieraniu rgcznym
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(Rys. 2). Nie stwierdzono jednak rdéznic statystycznie istotnych pomiedzy poszczegdlnymi

sposobami pozyskiwania ikry.
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Rys. 3. Masa ikry uzyskana podczas wycierania ,,r¢cznego”, oraz podczas pneumatycznego
tarla z uzyciem tlenu, azotu, powietrza i mieszaniny powietrza z ozonem. Wartosci oznaczone
roznymi literami roznity si¢ od siebie statystycznie istotnie (p<0,01).

Masa uzyskanej ikry byta najwyzsza po tarle pneumatycznym z uzyciem tlenu (Rys. 3),
najnizsze wartosci zaobserwowano podczas ,,dmuchania” powietrzem. Wydaje si¢ jednak, ze
wysoka roznorodno$¢ masy ryb wykorzystanych podczas tarta, a co za tym idzie wysokie
odchylenie standardowe w kazdej z analizowanych grup, nie pozwala na wyciagnigcie z
powyzszych wynikow konstruktywnych wnioskow. Wyniki te, to pierwsze tego typu

osiagniecia jesli chodzi o sieje. Podczas kolejnych badan zbierane beda dalsze dane.
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Rys. 4. Wartosci pH plynu owaryjnego uzyskanego podczas wycierania ,,r¢cznego”, oraz
podczas pneumatycznego tarta z uzyciem tlenu, azotu, powietrza i mieszaniny powietrza z
ozonem. Warto$ci oznaczone roznymi literami rdznily si¢ od siebie statystycznie istotnie
(p=0,01).

pH plynu owaryjnego jest bardzo dobrym wskaznikiem jako$ci ikry, im wyzsze tym
lepsza jakos¢ (Dietrich 1 in. 2007, Tabrizi 1 in. 2011). Pod tym wzgledem najlepsze wyniki
uzyskano w grupie ryb, u ktorych przeprowadzono tarlo pneumatyczne z uzyciem azotu,
najnizsze wartosci obserwowano w grupie z uzyciem mieszaniny powietrza z ozonem (Rys.
4). O ile u innych gatunkéw najnizsze wartosci pH ptynu owaryjnego obserwowaliSmy w
grupie, gdzie tarlo przeprowadzano recznie, to w przypadku siei tarto ,reczne”
przeprowadzono tak delikatnie, ze jakos$¢ ikry mierzona wartoscig pH ptynu owaryjnego, nie

roznila si¢ statystycznie od jakosci ikry uzyskanej podczas tarta pneumatycznego.
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Rys. 5. Odsetek zaoczkowanej ikry (A) oraz odsetek wylegu (B) dla ikry uzyskanej podczas
wycierania ,,recznego”’, oraz podczas pneumatycznego tarla z uzyciem tlenu, azotu, powietrza
I mieszaniny powietrza z ozonem.

Ikre siei uzyskang podczas wycierania ,,r¢cznego”, oraz podczas pneumatycznego tarta
z uzyciem tlenu, azotu, powietrza i mieszaniny powietrza z ozonem zaptodniono. Do tego
celu wykorzystano zmieszane nasienie od 4 samcow W ilosci 100 000 plemnikéw na ziarno
ikry. Wczesniej zmierzono koncentracje plemnikow na komorze Biirkera. Ilos¢ zaoczkowanej
ikry policzono ze stosunku ilosci zaoczkowanej ikry do catosci ikry uzytej w doswiadczeniu
(Rys. 5A) Tak samo policzono ilos¢ wylegnietych larw (Rys. 5B). Najwyzsze wartosci
zarOwno zaoczkowania jak tez ilosci wylggu obserwowano dla ikry, ktéra uzyskana byta
pneumatycznie z wykorzystaniem azotu oraz powietrza. Najnizsze wartosci wylegu uzyskano
w przypadku ikry uzyskanej metoda tradycyjng i w tej grupie zauwazy¢ mozna najwyzsze
zréznicowanie (wysokie odchylenie standardowe). Z kolei dos$¢ niski odsetek wylegu ikry
uzyskanej z udzialem mieszaniny powietrza z ozonem, mogt by¢ wynikiem tego, ze dodatek
ozonu do powietrza podnosit jego temperaturg. Zatem sterylizacje ozonem zastgpiono w
kolejnych doswiadczeniach filtrami HEPA. Nasze wst¢gpne wyniki dotyczace tarta
pneumatycznego siei nie pozwalaja na jednoznaczne stwierdzenie lepszej jakosci uzyskanych
w ten sposob oocytow. Jednakze zauwazone tendencje, zwlaszcza dotyczace uzyskanego w
poszczegbdlnych grupach wylegu, pozwalaja z optymizmem planowa¢ kolejne tarta

pneumatyczne.
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Wprowadzenie

Szczupak (Esox lucius) jest drapieznikiem obligatoryjnym preferujacym w swojej diecie
jedynie inne ryby. W wodach otwartych odgrywa zatem istotng role sanitarng i ekologiczna,
eliminujac pogltowie gatunkdéw malo cennych, karlowatych lub gatunkéw, ktérych populacja
charakteryzuje si¢ nadmierng liczebno$cig. Istotne znacznie jakie odgrywa w zachowaniu
rownowagi biologicznej ekosystemow wodnych sprawia, ze produkcja materiatu obsadowego
tego gatunku jest jak najbardziej uzasadniona i konieczna (zarybienie). Szczupak doskonale
czuje si¢ w stawach ziemnych w polikulturze z karpiem (Cyprinus carpio) lub linem (Tinca
tinca), wywierajac presje¢ na intensywnos$¢ ich zerowania oraz eliminujgc stabe i chore
osobniki z dalszej hodowli. Gatunek ten jest takze cennym obiektem akwakultury (wysokie
walory smakowe migsa), ktorej podstawowym celem i zadaniem jest dostarczenie na rynek
produktow migsnych (ryby) bogatych w wysoko wartosciowe biatko oraz tluszcze. O
walorach rekreacyjnych (wedkarstwo) tego gatunku nie trzeba przekonywaé zadnego znawcy
tematu.
Pozyskiwanie ikry metoda tradycyjna

Czas w jakim szczupaki przystepuja do tarta w warunkach naturalnych uzalezniony jest
od warunkéw pogodowych, dlatego tez jako$¢ pozyskiwanych gamet determinowana jest
okresem w ich cyklu rozrodczym (Szczepkowski i in. 2006; Cejko i in. 2007). W naszej
strefie geograficznej tarto tych ryb odbywa si¢ wczesng wiosng (marzec-kwiecien). Szczupaki
nie toleruja duzego zageszczenia dlatego po ich zlowieniu lepiej trzymac je w sadzach anizeli
basenach, a okres ich przetrzymywania w taki sposob nie powinien trwaé dtuzej niz dwa
tygodnie (Szczepkowski i Szczepkowska 2008). Niezwykle istotny jest sam sposob transportu
ryb oraz wilasciwe obchodzenie si¢ z nimi. Szczupaki to ryby dzikie, szczegdlnie wrazliwe na
stres zwigzany z wszelkimi manipulacjami dlatego umiejetne obchodzenie si¢ z nimi rzutuje
na efektywnos¢ ich rozrodu (Luczynski 1 in. 2008). Do tarta przeznacza si¢ z reguty samice o
masie ciata 1-2 kg (Fot. 1a) oraz samce o masie ciala nie przekraczajacej 0,5 kg (Fot. 1b).

Rybami takimi tatwo manipulowaé, a koszty zwigzane z zakupem anestetykow oraz
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hormondéw (w sytuacji stosowania stymulacji hormonalnej) sg zminimalizowane. Réwniez

ilos¢ ikry (200-500 graméw) i nasienia (0,5-1,0 ml) pozyskana od pojedynczych osobnikow

powinna pokry¢ zapotrzebowanie hodowcow na cenny material obsadowy.

Fot. 1. Samica (a) i samiec (b) szczupaka wytypowane do rozrodu, pozyskana ikra (c) oraz
tradycyjny sposdb pobierania nasienia (d).

Biotechniki rozrodu szczupaka nie opracowano dotychczas w sposodb wyczerpujacy,
aczkolwiek samo pozyskiwanie ikry i nasienia od tarlakow nie nastrgcza wigkszych ktopotow
i w roznych regionach Europy przeprowadza si¢ to podobnie (Szczepkowski i in. 2006;
Ziliukiené i Ziliukas 2008; Szczepkowski i Szczepkowska 2008). Tarlaki szczupaka mozna
stymulowa¢ hormonalnie dzigki czemu doprowadza si¢ do synchronizacji owulacji samic i
zwicksza si¢ efektywno$¢ rozrodu samcow (Billard 1 Marcel 1980; Szabo 2003).
Zadawalajace efekty otrzymuje si¢ po stosowaniu homogenatu przysadki mozgowej karpia
(CPE) w iloci 3,0 mg kg™ (Szabo 2003) oraz ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej (hCG) w
ilogci 200 UI kg™ (Ziliukiené i Ziliukas 2008). Ikre (Fot. 1c) oraz nasienie (Fot. 1d) pozyskuje
si¢ w sposob tradycyjny, za pomocag masazu powtok brzusznych do sterylnych misek oraz
strzykawek. Podczas manipulacji z tarlakami nalezy stosowac anestetyki, ktore minimalizuja

skutki niekorzystnego stresu oraz utatwiajg hodowcy manipulacje z tarlakami.
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Ikr¢ zaptadnia si¢ z reguty nasieniem pobranym od kilku samcéw w ilo$ci nie mniejsze;j
niz 2,0 ml na 1,0 kg ikry. Samce szczupaka oddaja niewielkie ilo$ci nasienia, dlatego w
niektorych przypadkach zaleca si¢ usmiercenie ich w celu wykorzystania nasienia
pochodzacego z gonad (Szczepkowski 1 Szczepkowska 2008). Bardziej zasadne wydaje si¢
jednak opracowanie wlasciwego czasu latencji, rozumianego jako czas od wykonania iniekcji
do pozyskania nasienia od samcow. Ostatnio prowadzone przez Zaktad Biologii Gamet i
Zarodka badania wskazuja, ze najwigksze objgtosci nasienia szczupaka pozyskuje si¢ po 72
godz. od stymulacji CPE w ilosci 2,0 mg kg™ (Cejko, dane niepublikowane).
Pozyskiwanie ikry metoda pneumatyczng

Nowa metodg pozyskiwania ikry szczupaka, ktéra zostala opracowang przez Zaktad
Biologii Gamet i Zarodka jest metoda pneumatyczna. Polega ona na wprowadzeniu, tuz za
ptetwami piersiowymi samic szczupaka, igly o $rednicy 0,8 mm przez ktérg wtlaczane sg za
pomoca pompy membranowej (pod ci$nieniem 0,2 bara) gazy tj. tlen, powietrze lub azot (Fot.
2a). Przeptyw gazéw (0,5 litra na minutg) powoduje wypychanie ikry z ciata tarlaka, ktéra
swobodnie uwalniana jest przez otwor moczowo-piciowy do sterylnych misek (Fot. 2b).
Przed wyborem samic do tarta warto skontrolowac ich dojrzato§¢ za pomoca aparatu USG co
pozwoli oceni¢ potencjat rozrodczy samic oraz umozliwi wlasciwe postepowanie podczas ich
wycierania (Fot. 2c,d). W niektoérych wypadkach, po tarle pneumatycznym, konieczne moze
by¢ rgczne docieranie tarlakow. Ze wzgledu na niewielkie ilo$ci ptynu owaryjnego i
niewielkie rozmiary ikry szczupaka nie cata ich masa wyplywa jednoczesnie z jamy ciala.
Réwniez zle dostosowany przeptyw gazow (zbyt duzy) moze wplynaé na niewlasciwe
uwalnianie ikry z jamy ciatla. Samo docieranie ryb polega na jednoczesnym uwalnianiu
zgromadzonych w jamie ciata gazow oraz pozostalosci nie uwolnionych ziaren ikry.
Zalety stosowania metody pneumatycznej

Metoda pneumatyczna jest mniej inwazyjna, niz tradycyjny sposob wycierania ikrzyc
poniewaz brak jest recznego kontaktu z powtokami brzusznymi samic. Dzigki temu ryzyko
infekcji oraz nadmiernego stresowania ryb jest zminimalizowane (Kowalski i Kowalska 2008;
Kowalski i in. 2009, 2012). Taki sposob pozyskiwania ikry rzutuje takze na jakos¢
pozyskiwanych gamet poniewaz nie dochodzi do pgkania ostonek jajowych co w
konsekwencji doprowadza do wzrostu ich jakosci. Tarto pneumatyczne trwa zwykle nieco
dluzej niz tarto tradycyjne, jednakze w sytuacji manipulowania cennymi tarlakami warto
poswieci¢ im wigcej czasu aby w sposob wlasciwy pozyskac¢ od nich gamety o jak najlepszej

jakosci. Rowniez sterylizacja uzywanych do tarta igiet jest prostsza (zanurzenie w etanolu),
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fatwiejsza (wymiana igly na nowg) i tansza (koszt igly to okoto 10 groszy) anizeli sterylizacja

rak lub kazdorazowa wymiana uzywanych rekawiczek (zabieg czasochtonny).

Fot. 2. Miejsce wprowadzenia igly do jamy ciata samicy szczupaka (a), pneumatyczne
pozyskiwanie ikry (b) oraz kontrola stanu gonad za pomocg aparatu USG (c, d).

Efektywnos¢ stosowania metody pneumatycznej

Badania dotyczace zastosowania tarla pneumatycznego w rozrodzie szczupaka
przeprowadzono w Zakladzie Hodowli Ryb IJesiotrowatych Instytutu Rybactwa
Srédladowego w Olsztynie (Pieczarki, Gizycko). Do tarta wykorzystano kilkanascie samic
szczupaka, ktorych czg$¢ wycierano rgcznie, a czg$¢ pneumatycznie (przy zastosowaniu
powietrza jako gazu). Przed tartem samice wazono oraz kontrolowano stan ich gonad
aparatem USG. Ikr¢ pozyskiwano nast¢pnie do sterylnych misek po czym mierzono jej pH dla
prob z tarfa rgcznego oraz pneumatycznego. Odczyn ptynu owaryjnego (ikry) jest jednym z
wyznacznikow okreslajacych jakos¢ ikry 1 wptywajacych pozytywnie na ruchliwosé
plemnikéw (Wojtczak 1 in. 2007). Wartosci pH ponizej 8,0 moga wskazywac na uszkodzenie
ikry, zta jej jako$¢, a wigc nieprzydatno$¢ do zaplodnienia. U samic, od ktorych ikre
pozyskiwano rgcznie, wartosci tego parametru ksztattowaly si¢ na poziomie 8,25 natomiast u
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samic wycieranych pneumatycznie, pH byto nieznacznie wyzsze (8,30). Nie stwierdziliSmy
jednak statystycznie istotnych réznic w wartosciach pH migdzy ikra pozyskana obiema

metodami (Rys. 1).
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Rys. 1. pH ikry szczupaka pozyskanej metoda tradycyjna (Recznie) oraz za pomoca powietrza
(Pneumatycznie). Te same indeksy literowe wskazuja na brak roznic miedzy obiema
metodami (P>0,05).

Ikr¢ pozyskana obiema metodami zaptadniano dwoma plynami o odmiennych skladach tj.
woda wylegarniang oraz ptynem Billarda (sktad na 1 litr: 9,0 g NaCl; 2,4 g Tris; 2,2 g
Glicyna; 0,1 g CaCl,; pH 9,0). Odsetek zaoczkowania ikry pozyskanej recznie ksztattowat sie
na poziomie 60% po zaplodnieniu zar6wno woda wylegarniang oraz ptynem Billarda. Po tarle
pneumatycznym, odsetek zaoczkowania ikry zaptodnione; woda wylegarniang siggat 90%

natomiast Billardem 70% (Rys. 2A).
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Rys. 2. Odsetek zaoczkowania ikry (A) oraz odsetek wyklutych larw (B) szczupaka po tarle
metoda tradycyjng (Recznie) oraz pneumatyczng (Pneumatycznie) w réznych plynach
zapladniajagcych. Rozne indeksy literowe wskazuja na istotno$ci roéznic w warto$ciach
analizowanych parametrow (P<0,05).
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Podobng zalezno$¢ stwierdzono w odsetku wyklutych larw. Wieksze straty odnos$nie
wylegowosci stwierdzono po recznym pobraniu ikry, aczkolwiek po zastosowaniu wody
wylegarnianej (w poréwnaniu do ptynu Billarda) odsetek wyklutych larw byt wyzszy o okoto
10%. Najwigcej wylegu stwierdzono zaptadniajac woda wylegarniang ikre po tarle
pneumatycznym. Wartosci tego parametru odbiegaty istotnie od odsetka wyklutych larw
pozyskanych po recznym wycieraniu tarlakow (Rys. 2B)

Smiertelno$¢ po tarle nie jest zjawiskiem nieprzewidywalnym i obserwowana jest
zawsze w stadzie tartowym. Je$li chodzi o $miertelnos$¢ szczupakow po tarle pneumatycznym,
to u ryb przetrzymywanych do czterech dni po jego przeprowadzeniu $miertelnosci nie
zanotowano. Dlatego jes$li istnieje ryzyko transmisji choroéb oraz ekspozycji stresu na tarlaki
po tarle pneumatycznym, to nie jest ono wyzsze anizeli u ryb wycieranych recznie. Z
pewnoscia ryby dzikie takie jak szczupak, reaguja gorzej na stres anizeli ryby hodowlane, u
ktorych takze stosuje si¢ metod¢ pneumatyczng (pstrag tgczowy, palia alpejska). Wiasciwe i
racjonalne obchodzenie si¢ z tarlakami, przy zapewnieniu wtasciwego cis$nienia i przepltywu
gazow nie powinno jednak wpltywac¢ na $§miertelnos$¢ ryb oraz (co potwierdzaja prezentowane

przez nas wyniki) wplyna¢ na poprawe jakosci ikry oraz wylegu.
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Zastosowanie pneumatycznej metody pobierania oocytow w rozrodzie
lososia (Salmo salar) i troci (Salmo trutta m. trutta)

Sylwia Judycka

Zaktad Biologii Gamet i Zarodka, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci,
Polska Akademia Nauk, Olsztyn

Wprowadzenie

Ryby lososiowate w sposdb naturalny rozsiedlone sa gtoéwnie w zlewiskach rzek
Europy, potnocnej Afryki, ponocnej Azji i Ameryki. Wsiedlono je réowniez do wod
poludniowej Ameryki, Indii, Australii 1 Nowej Zelandii. Wszystkie maja ptetwe thuszczowa i
cialo pokryte tuskami cykloidalnymi. Sa to ryby slodkowodne i dwusrodowiskowe.
Rozradzaja si¢ w wodzie stodkiej, zwykle ptynacej. Ich wystepowanie ogranicza si¢ do wody
chtodnej. Rozréd przypada zwykle na miesigce zimowe, podczas ktorego samice
przygotowuja gniazda na podlozu kamienisto-zwirowym i tam skladaja ikr¢. Po zaplodnieniu
jest ona najczesciej przysypywana kamieniami, wsrod ktorych przebiega dalszy jej rozwoj
(Szczerbowski 1993). Do tososiowatych zalicza si¢ osiem rodzajow, z ktorych w Polsce
wystepuje rodzaj Salmo, natomiast Oncorhynchus, Salvelinus oraz Hucho zostaly

wprowadzone do wod wskutek zarybien.

Fot 1. Tarlak troci oznakowany znaczkiem elastomerowym.

Zarowno toso$ (Salmo salar) jak i tro¢ (Salmo trutta m. trutta) sa typowymi rybami

dwusrodowiskowymi. Pierwszy okres zycia spedzajg w wodzie stodkiej- rzekach i potokach-

41
Pneumatyczna metoda pozyskiwania ikry — mozliwosci aplikacyjne w rozrodzie ryb dziko zyjacych.



Zastosowanie pneumatycznej metody pobierania oocytéw w rozrodzie tososia (Salmo salar) i troci
(Salmo trutta m. trutta).

o dnie zwirowatym i wartkim pradzie. Drugi- W morzu, zerujac na fawicach §ledzi. Powracajg
jednak po osiagnieciu dojrzato$ci plciowej na miejsca rozrodu do macierzystych rzek
(Brylinska 2000). W odréznieniu od tososi pacyficznych nie ging po tarle, lecz ponownie
przemieszczaja si¢ na zerowiska w morzu. W zwigzku z tym ich sukces rozrodczy
uzalezniony jest od droznosci rzek oraz odpowiedniej jakosci wody na tarliskach.

Zabudowa rzek i staty wzrost ich zanieczyszczenia doprowadzity do duzego spadku
liczebnosci tososia i troci, wskutek problemow z dotarciem dojrzatych ptciowo osobnikow do
miejsca rozrodu i zaniku naturalnego tarta. Podejmuje si¢ proby przeciwdziatania temu
niekorzystnemu zjawisku przez odlawianie tarlakéw na przeplawkach 1 sztuczne
pozyskiwanie jaj, z ktérych w gospodarstwach zarybieniowych hoduje si¢ smolty. Smoltami
tymi zarybiane sg rzeki. Akcja taka od wielu lat prowadzona jest w Szwecji oraz w wielu
innych krajach, w tym i w Polsce. Na podstawie wynikow uzyskanych ze znakowan okazato
si¢, ze dzigki takim zabiegom gospodarczym mozliwe jest nie tylko uchronienie tososia i troci
od wyginigcia, lecz takze zwigkszenie ich potowdw. Tro¢ jest ceniona na réwni z tososiem i
w obrocie handlowym jest z nim utozsamiana (Brylinska 2000). Gospodarka lososiowa to nie
tylko odlowy i zwigzane z tym dochody. To rowniez pozyskanie tarlakéw do tarla, sztuczne
tarto, hodowla narybku, zarybienia, ochrona tarlisk i1 okresy ochronne w czasie naturalnego
rozrodu troci (Nyk 1997).

Oocyty mozna uzyska¢ technikg ,standardowa”- rgczng lub inowacyjng- przy
zastosowaniu metody pneumatycznej. Metoda tarla recznego umozliwia pozyskanie ikry
zdolnej do zaplodnienia na poziomie 80-90% (Kowalski i in. 2009). Jednak podczas masazu
powtok brzusznych ryba zostaje pozbawiona $luzu, ktory stanowi naturalng barierg przeciwko
drobnoustrojom. Takze nieumiejetnos¢ czy zbyt duza sita wlozona podczas nacisku powtok
brzusznych moze spowodowac pozyskanie ikry niezdolnej do zaptodnienia (Carl 1941). Z
tego wzgledu technika klasyczna zalezna jest w duzym stopniu od czynnika ludzkiego,
wprowadzajac element ryzyka do hodowli ryb lososiowatych. Najczestszym sposobem
obnizania ryzyka zwigzanego ze zla jakoscig ikry, (nie tylko spowodowang nieumiejetnym
pobieraniem oocytow) jest utrzymywanie nadmiaru tarlakow w osrodku hodowlanym. Takie
zabezpieczenie wiaze si¢ jednak z dodatkowymi kosztami i kazda oszczedno$¢ wprowadzona

w tym zakresie, moze przynie$¢ duze korzysci dla hodowcy.
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Fot. 2. Tarto pneumatyczne troci wedrowne;.

Technika tarta pneumatycznego po raz pierwszy zostata zastosowana przez Whartona
(1957) dla pstraga tgczowego. Dojrzala ikre uzyskuje si¢ poprzez wpompowanie za pomoca
igly pod okreslonym ci$nieniem oraz przy odpowiednim przeptywie gazu (tlenu, azotu lub
powietrza). Stosujac tg metode eliminuje si¢ mechaniczny kontakt z tarlakami, mogacy
spowodowac pekanie ziaren ikry. Udoskonalenie tej nowatorskiej metody moze skutkowac
stosowaniem jej na szersza skale, uzyskujac ikre od wielu gatunkow ryb, nie tylko
tososiowatych.

Celem pracy bylo poréwnanie efektywnosci metody manualnej oraz pneumatycznej w
pozyskiwaniu ikry troci oraz tososia. Okreslono szereg wskaznikow jakoSciowych i
ilosciowych, poczawszy od przydatnosci ikry do zaptodnienia, pH pltynu owaryjnego,
objetosci uzyskanej ikry, czasu potrzebnego na przeprowadzenie tarta oraz przezywalnosci

tarlakow.
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Materialy i metody

Doswiadczenia przeprowadzono na 100 tarlakach dla kazdego gatunku z dwoch
osrodkow rybackich (A oraz B). Ryby przed tarlem poddano anestezji z zastosowaniem
Propiscinu lub 2-fenoksyetanolu. Pojedyncze osobniki umieszczano na brzuchu, na
specjalnym tozu, nast¢gpnie przy uzyciu igly podtaczonej do wezyka wttoczono gaz poprzez
przektucie powtok skornych do jamy ciala. Igly wykorzystywane do manipulacji moga by¢ z
tatwoscia sterylizowane przy uzyciu etanolu lub wymieniane dla kazdego tarlaka. Miejsce
wklucia powinno znajdowac si¢ jak najblizej czesci glowowej gonady. U troci oraz tososia
znajduje si¢ ono pod pletwami piersiowymi, u wigkszych tarlakow w potowie odlegltosci
pomiedzy pletwami piersiowymi a pokrywami skrzelowymi.

W uzyskanym materiale okre$lono szereg parametrow ilosciowych oraz jakoSciowych.
Bezposrednio przed oraz po wytarciu samice zostaly poddane badaniu USG. Podczas poboru
ikry mierzono czas, okre§lano objetos¢ uzyskanej ikry oraz ptynu owaryjnego, w ktorym
nastepnie zostato zmierzone pH. Zaplodnienia dokonano na prébach doswiadczalnych od
kazdej z samic. W tym celu do 100 ziaren ikry dodano mlecz w ilosci 200 000 plemnikéw na
ziarno ikry, zalano plynem aktywujacym i pozostawiono na 5 min. Po tym czasie proby
przeptukano woda w celu usunigcia plemnikow 1 obsadzono w aparatach wylegowych.
Wyniki i dyskusja

Jednym z dotychczasowych utrudnien podczas tarta pneumatycznego byto dobranie
odpowiedniego cis$nienia oraz przeptywu gazu, dla lososia i troci jest to kolejno 1 bar oraz
1,5-2,5 I/min. Stosowane cisnienie zalezy od wytrzymatosci powtok brzusznych ryby oraz
oporu stawianego przez ikre (ikra gatunkow z duzg iloscig ptynu owaryjnego daje sig tatwiej i
szybciej pozyska¢ od tej z matg iloscig ptynu owaryjnego). Takze przeptyw gazu jest waznym
czynnikiem wplywajacym na efektywnos¢ pozyskania oocytéw z jamy ciata. Przy wolnym
tempie wydalania jaj, przeplyw powinien by¢ niski, aby unikng¢ kumulacji ci$nienia w
powtokach ciata ryby. Zbyt duzy przeptyw moze takze spowodowal zatrzymanie czesci
oocytow w jamie ciata poprzez ich utknigcie w glowowej czgsci jajnikow. Kolejnym istotnym
punktem jest $rednica igly, ktéra zalezy od wrazliwo$ci ryb oraz stosowanego przeptywu
powietrza, optymalna grubos¢ igly dla troci i tososia to 1,2 mm.

Doswiadczenia nad optymalizacja ci$nienia oraz przeplywu powietrza potwierdzone
wynikami $miertelnosci pozwolily na dobér odpowiednich parametréw podczas stosowania
metody pneumatycznej. U obu gatunkow najwieksza przezywalno$¢ stwierdzono przy
wartosci cisnienia 1 bar oraz przeptywie 2 I/min (Rys. 1).
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Rys. 1. Wptyw cisnienia oraz przeptywu powietrza stosowanych w technice pneumatycznej na
$miertelnos¢ tososia i troci w poréwnaniu do metody reczne;.

Analizujac wyniki $miertelno$ci przy zastosowaniu réznych gazéw stwierdzono, iz
powietrze 1 tlen powoduja najwigkszg liczbe $nig¢ troci, lecz nie jest ona znaczaco rdzna od
metody recznej. Uzyskanie oocytéw technika pneumatyczng z uzyciem azotu pozwolito na

uzyskanie jedynie 5% $miertelnosci samic (Rys. 2).
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Rys. 2. Wptyw technik poboru ikry na $miertelnosc¢ troci wedrowne;.

Dobér odpowiednich parametréw podczas tarta pneumatycznego dokonany zostat takze
pod wzgledem objetosci uzyskanej ikry (Rys.3). Potwierdzono wybdr optymalnego cis$nienia

oraz przeplywu uzyskany na podstawie $miertelnosci tarlakow.
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Rys. 3. Wplyw cisnienia oraz przeplywu powietrza stosowanych w technice pneumatycznej
na objetos$¢ uzyskanej ikry tososia i troci w porownaniu do metody recznej (Srednia+SD).

Objetos¢ pozyskanej ikry troci wedrownej byta uzalezniona od masy ciala samic. W
przypadku ryb o masie ciata ponizej 1500 g uzysk ikry byt ok. 4-krotnie nizszy w porownaniu
do wigkszych tarlakéw (Rys.4).
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Rys. 4. Wptyw zastosowanej techniki poboru ikry na objetos$¢ uzyskanej ikry (srednia+SD).

Skuteczno$¢ pozyskania oocytow zostala potwierdzona przy zastosowaniu
ultrasonografii. Samice wykorzystywane do tarta poddano badaniu USG przed 1 po uzyskaniu
ikry. Otrzymane zdjecia pozwolity na oceng iloSci pozostatych po tarle ziaren ikry w ciele
ryby. Nie stwierdzono réznic w iloSci pozostatej w jamie brzusznej ikry oraz w czasie jej
pozyskiwania przy zastosowaniu poszczegdlnych gazow uzytych w metodzie pneumatyczne;.

Stosujac metod¢ pneumatyczng obserwowano znaczaco mniej niewytartych jaj w porownaniu

do metody recznej (Rys.5).

46
Pneumatyczna metoda pozyskiwania ikry — mozliwosci aplikacyjne w rozrodzie ryb dziko zyjacych.



Zastosowanie pneumatycznej metody pobierania oocytéw w rozrodzie tososia (Salmo salar) i troci
(Salmo trutta m. trutta).

DRAMINSKI ISCAN DRAMINSK] ISCAN

i

Rys.5. Obrazy ultrasonograficzne samic troci przed i po pozyskaniu ikry metoda
pneumatyczng (A,B) oraz metodg manualng (C,D).

Wartosci pH ptynu owaryjnego zarowno dla troci jak 1 dla lososia nie réznity sig
znaczgco w zalezno$ci od zastosowanej metody. Dla obu badanych gatunkow pH miescito sig
w zakresie 8.2-8.3 (Rys. 6). Zgniecenie ziaren ikry podczas ich pozyskiwania powoduje
utrudnienia w procesie zaplodnienia lub calkowite jego zahamowanie. Zniszczone jaja
podczas tarla uwidaczniajg si¢ jako ostonki z biatg kremowg substancjg przypomniajaca
mlecz (Leitritz i Lewis 1976). Dodatek zawarto$ci zniszczonych jaj do plynu owaryjnego
powoduje obnizenie jego pH oraz spadek zdolnosci ptynu owaryjnego do aktywacji
ruchliwosci plemnikow (Dietrich 1 in. 2007). W takiej sytuacji mozna poprawi¢ zaptodnienie
partii ikry z uszkodzonymi ostonkami, stosujac proste roztwory soli (Wojtczak i in. 2004). W
praktyce stosowany jest 1% roztwdr sody oczyszczonej. W roztworze tym mozna
przeplukiwac jaja do kilkunastu minut bez ryzyka przedwczesnej ich aktywacji. Mozna takze
prowadzi¢ w nich zaptodnienie z efektem lepszym niz w przypadku wody, gdyz w roztworze
sody, plemniki ryb lososiowatych poruszaja sie szybciej i dtuzej. Szybkos$¢ plemnikoéw ryb
tososiowatych ma bezposredni wplyw na ich zdolno$¢ zaptadniajaca, co udowodnit na

przyktadzie tososia Gage i in. (2004).
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Rys. 6. Wplyw zastosowanej techniki
pozyskania ikry na pH ptynu owaryjnego tososia oraz troci (Srednia=SD).

Szybkos¢ pozyskania ikry byla uzalezniona od o$rodka, w ktérym hodowano tarlaki. W
osrodku A, metoda rgczng uzyskano oocyty w najkrotszym czasie, znaczaco réznigcym si¢ od
techniki pneumatycznej (Rys. 7). Natomiast w osrodku B tlen oraz azot okazaly si¢ by¢

gazami, dzigki ktérym znacznie skrécono czas poboru ikry w poréwnaniu do metody

manualnej.
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Rys. 7. Wplyw technik manualnej oraz pneumatyczej na szybkos$¢ pozyskania ikry troct w
osrodku A (lewa strona) i B (prawa strona). Dane przedstawione jako $rednia+SD, oznaczenia
literowe wskazujg na roznice istotne statystycznie p<0.05.

Wyniki zaoczkowania ikry troci wedrownej pozwolily stwierdzié¢, iz najbardziej
uzytecznymi gazami stosowanymi w pneumatycznej metodzie pozyskiwania oocytéw sg tlen
oraz azot (Rys.8). Wartosci uzyskane w osrodku B nie roznily si¢ znaczaco pod wzgledem
zastosowanej techniki. W przypadku pobierania oocytow metoda reczng i pneumatyczng
wida¢ wyraznie jak wiele zalezy od operatora w przypadku recznego tarta. Czas tarla
pneumatycznego w obu osrodkach miescit si¢ w zakresie 30 s. W przypadku tarta r¢cznego w

osrodku A bylo to ponizej 20 s, natomiast w osrodku B powyzej 30 s.
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Zastosowanie pneumatycznej metody pobierania oocytéw w rozrodzie tososia (Salmo salar) i troci
(Salmo trutta m. trutta).
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Rys. 8. Wplyw zastosowanej techniki poboru ikry na zaoczkowanie uzyskanej ikry troci w
osrodku A (lewa strona) i B (prawa strona) (Srednia+SD).

Zdolno$¢ uzyskanej ikry tososia do zaplodnienia okre$lona na etapie przezywalno$ci
wylegu nie wykazywala roznic statystycznych (Rys.9). Waznym spostrzezeniem jest
jednorodnos$¢ wynikdéw uzyskanych przy uzyciu metody pneumatycznej. Stosujac metode
manualng uzyskano bardziej zréznicowane wyniki (w zakresie od 55 do 99%, podczas gdy

dla metody pneumatycznej zakres ten wynosi 73-98%).
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Rys.9. Wptyw zastosowanej techniki poboru ikry na przezywalnos¢ wylegu lososia
(SredniaxSD).
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Zastosowanie pneumatycznej metody pobierania oocytéw w rozrodzie tososia (Salmo salar) i troci
(Salmo trutta m. trutta).

Whioski:

1. Pneumatyczna metoda pozyskania ikry okazata si¢ technikg nieinwazyjna, z
wartosciami $§miertelno$ci porownywalnymi do metody manualne;.

2.  Pozwala na uzyskanie materialu pordwnywalnej ilo$ci w stosunku do techniki rgczne;j.

3. Technika pneumatyczna pozwala uzyskaé ikr¢ charakteryzujaca si¢ dobra jakoscig i
mniejszym zréznicowaniem.

4.  Jako innowacyjna technika, nie jest skomplikowana oraz nie wymaga uzycia sity

fizycznej, co ma znaczenie przy masywnych tarlakach (patrz Fot. 3).

Fot. 3. Tarto pneumatyczne tososia.

50
Pneumatyczna metoda pozyskiwania ikry — mozliwosci aplikacyjne w rozrodzie ryb dziko zyjacych.



Zastosowanie pneumatycznej metody pobierania oocytéw w rozrodzie tososia (Salmo salar) i troci
(Salmo trutta m. trutta).
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