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Wychodzgc naprzeciw oczekiwaniom wielu hodowcéw pstrggow celem
niniejszego opracowania jest zebranie najnowszej wiedzy praktycznej dotyczacej
produkcji jednoptciowych populacji samiczych. Informacje te czesto sg trudno
dostepne i/lub rozproszone. Oczywiscie, nie wszystkie zagadnienia zostaty tutaj
wyczerpane. W Zaktadzie Hodowli Ryb tososiowatych Rutki populacje samicze
posiadamy juz od ponad 20 lat, a mimo to okazuje sie, ze jeszcze technologie

produkcji mozemy nieco poprawic, czy tez usprawnic.

Zapotrzebowanie na populacje samicze

Produkcja pstrggdw teczowych w Polsce w latach 1970 - 2006
charakteryzowata sie bardzo wysokim tempem wzrostu - ok. 8,3% rocznie, osiggajac
wartos¢ 17 tys. ton i przekraczajgc po raz pierwszy wysokos¢ produkciji karpia
(Seremak-Bulge, 2008). W tym czasie rozwingt sie jednoczesnie krajowy rynek
konsumencki. Od roku 2004 obserwujemy gwattowny wzrost popytu na populacje
samicze, zaréwno wsréd przetworcow jak i konsumentow detalicznych. Samce
pstragow teczowych w stosunku do samic charakteryzujg sie obnizonymi walorami
smakowymi, posiadajg stosunkowo duzg i masywng gtowe, grubg i twardg skore oraz
tykowate mieso. Ponadto w hodowli majg nizszg przezywalnos¢ wywotang
zwiekszong agresywnoscig oraz nizszg wydajnosé¢ rzezng. W tradycyjnym tuczu
populacji obuptciowej po ok. 50% stanowig samice i samce. Stad tez produkcja
wytgcznie jednoptciowych populacji samiczych przynosi wymierne korzysci zarowno
hodowecy, jak i przetwdrcy ryb oraz spetnia wzrastajgce wymagania konsumenckie.

Réwniez produkcja materiatu zarybieniowego jednopfciowych populacji

samiczych jest ekonomicznie bardziej optacalna. Udziat samcéw w hodowli tarlakéw

XXXVII Krajowa Konferencja-Szkolenie dla Hodowcow Ryb Lososiowatych 165
Rumia, 10-12 pazdziernika 2012



Populacje samicze pstraga teczowego (Oncorhynchus mykiss) w polskiej akwakulturze

populacji obuptciowej wynosi od 30 do 50%, podczas gdy zapotrzebowanie na
neosamce w hodowli linii jednoptciowych samiczych wynosi ok. 2-3%. Zatem
hodowca nie zwiekszajgc obsad tarlakowych w przypadku produkcji jednoptciowego
samiczego materiatu zarybieniowego automatycznie zwieksza produkcje, nawet do
200%.

Obserwujemy rowniez rodzgcy sie w naszym kraju rynek na duzego
samiczego pstraga konsumpcyjnego, tj. o sredniej wadze jednostkowej powyzej 1,5
kg, nazywanego ,a la fosos”. Przyczynit sie do tego zwiekszony w ostatnich latach
import tososia norweskiego oraz stosunkowo wysoka jego cena. Totez handlowcy i
przetworcy chetnie poszukujg tanszego zamiennika. Aczkolwiek smakosze twierdza,
ze duzy pstrag teczowy odznacza sie lepszymi walorami smakowymi i dietetycznymi.
Totez ten produkt niewatpliwie ma przed sobg przyszios¢ i jezeli nie bedzie
konkurowat z importem tososia norweskiego, to bedzie stanowit doskonate jego
uzupetnienie. Produkcja duzego pstragga wymaga jednak sterylizacji ptciowej. Samice
pstrgga teczowego dojrzewajg w wieku 2+, tj. w trzecim roku chowu, tracgc swoje
wiasciwosci handlowe. Dojrzewajgce samice odznaczajg sie obnizong wydajnoscig
rzezng oraz gorszymi walorami smakowymi i dietetycznymi, poniewaz znaczna cze$¢
skfadnikébw pokarmowych przeznaczana jest przez organizm ryby na wzrost
protoplazmatyczny ikry, a nie na budowe miesni. Wiekszos¢ sprzedawanych
pstrggdw jednak nie wymaga sterylizacji, gdyz sg to ryby w wieku 1+ i masie

jednostkowej 300 — 600 g, a wtedy sg one jeszcze niedojrzatymi.

Zalozenia techniczne produkcji populacji samiczych

Cykliczna produkcja jednoptciowych populacji samiczych polega na
zaptodnieniu jaj ryb nasieniem pochodzgcym od neosamcéw. Neosamcami
nazywamy genetyczne samice, ktérym zmieniono pte¢ fenotypowg samiczg na
samczg. U takich ryb zamiast jajnikdw z ikrg rozwijajg sie jgdra, za$ produkowane
plemniki sg o genotypie wytgcznie samiczym. W wyniku zaptodnienia ikry takim
nasieniem uzyskuje sie potomstwo wytlgcznie samicze. Wiekszos¢ neosamcow
posiada dobrze wyksztatcone jgdra oraz w réznym stopniu zredukowane
nasieniowody, ktérych wspolng cechg jest brak droznosci. Totez pozyskanie nasienia
od takich ryb jest mozliwe dopiero po ich zabiciu i maceracji jgder (Bye and

Lincoln 1986). Jednakze jakos¢ nasienia jgdrowego neosamcéw jest istotnie
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obnizona w stosunku do nasienia pozyskanego od normalnych samcow (Nynca i in.,
2012).

Odwrdcenie ptci fenotypowej u samic pstrgga teczowego przeprowadza sie
poprzez kuracje hormonalng za pomocg 11B-hydroksyandrostenedionu, ktory podaje
sie wraz z paszg w dawce 20 ppm przez pierwsze 60 - 90 dni zywienia, az do
osiggniecia ok. 5g sredniej jednostkowej masy ciata. W wieku 3+ uzyskuje sie ponad
96 % neosamcow. Niewielkg czes¢ ryb mogg stanowi¢ osobniki sterylne, samice
oraz obupfciowe. Czes¢ neosamcéw (<2%) jest w petni funkcjonalnymi samcami, tzn.
z droznymi nasieniowodami i mozliwoscig wielokrotnego pozyskiwania nasienia, zas
pozostate (93%) sg rybami z dobrze wyksztatconymi jgdrami oraz w réznym stopniu
zredukowanymi nasieniowodami, ktérych wspolng cechg jest brak ich funkcjonalnej
drozno$ci. Ksztatt jgder zawiera sie od acinozowych do jajnikopodobnych. U
podchowywanych ryb wzrost masy jgder w stosunku do catkowitej masy neosamcow
jest wolniejszy wraz z wiekiem. W wieku 3+ przecietna masa jgder wynosi ok. 38,4 g
i stanowi ok. 4% S$redniej masy jednostkowej ryb, zas w wieku 5+ przecietna masa
gonad wynosi ok. 53,49, co stanowi 2,7% sredniej masy jednostkowej neosamcow. U
osobnikow obuptciowych czes¢ jadroksztattna jajnikojadra zawiera dojrzate plemniki,
za$ wystepujgce oocyty nie dojrzewajg i sg w stadium poprzedzajgcym i/lub
poczatkowym wzrostu protoplazmatycznego (Kuzminski i Dobosz, 2008, 2010,
Kuzminski i in., 2006). Dawniej do odwracania ptci stosowano 17a-metylotestosteron,
jednakze efektywno$¢ jego stosowania w dawce 3-5 ppm, podawanej rybom w paszy
startowej, wynosi 40 -70% (Bieniarz i in. 1991, Demska-Zakes i in 1999). Dodatkowe
zastosowanie immersji ryb w 0,4 ppm roztworze wodnym MT przez 2 godziny w
czasie 1 i/lub 2 tygodnie po 50% wykluciu larw zwieksza efektywnos¢ maskulinizaciji
do 94-100% (Feist i in., 1995). Stosowanie 11B-hydroksyandrostenedionu do
odwracania pici jest jednak bezpieczniejsze pod wzgledem mozliwosci
przedawkowania, a 95-100% efektywnos¢ maskulinizacji jest w petni
satysfakcjonujgca (Demska-Zakes i in. 1999, Kuzminski i Dobosz, 2010).

Do zapoczgtkowania cyklu produkcyjnego jednoptciowych populacji samiczych
uzywa sie populacji gynogenetycznej, uzyskanej podczas indukcji gynogenezy
mejotycznej. Polega ona na podwojeniu genomu matczynego poprzez zatrzymanie
drugiego podziatu mejotycznego. Szokowanie ikry w momencie drugiego podziatu
mejotycznego powoduje zniszczenie wrzeciona podziatowego, a tym samym

niedopuszczenie do wydalenia drugiego ciatka kierunkowego z jaja W wyniku tego
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zabiegu ikra oprocz materiatu genetycznego jgdrowego zawiera rowniez genom
pochodzgcy z niewydalonego drugiego ciatka kierunkowego. Zatem gynogeneze
mejotyczng wykonuje sie w ten sposob, ze najpierw ikre zaplemnia sie
inaktywowanym promieniowaniem UV nasieniem (Goryczko i in., 1991), a nastepnie
po 40 minutach inkubacji w wodzie o temperaturze 10 °C, jaja poddaje sie udarowi
ciSnieniowemu w dawce 7000-9000 PSI przez 3-5 minut. Jest to =zabieg
nieskomplikowany, jednakze do tego potrzebny jest odpowiedni sprzet, w
szczegolnosci - komora cisnieniowa. W ten sposob powstaje pierwsze pokolenie

samicze, wykorzystywane do maskulinizaciji.

Produkcja ciezkiej ryby towarowej - populacje sterylne

Sterylizacje ryb wykonuje sie poprzez zabieg triploidyzacji. Przeprowadza sie
go w identyczny sposob jak gynogeneze mejotyczng, z tg rdéznicg, ze do
zaptodnienia uzywa sie petnowartosciowego nasienia. Taki organizm posiada dwa
komplety chromosomoéw dziedziczonych po matce i jeden po ojcu. Zaptadniajgc ikre
nasieniem normalnego samca uzyskujemy ok. 50% ryb sterylnych (samic
triploidalnych) oraz ok. 50% samcéw. Samce triploidalne charakteryzujg sie typowym
dla swojej ptci pokrojem ciata, zachowaniem, agresywnoscia, itp. Wytwarzajg one
jadra produkujgce aneuploidalne plemniki. Tak wiec sg one raczej niepozgdane w
chowie. Natomiast uzywajgc do zaptodnienia spermy pochodzgcej od
maskulinizowanych samic (neosamcow) uzyskujemy samicze populacje triploidalne,
ktére sg rybami sterylnymi, tj. nie dojrzewajgcymi piciowo. Triploidalne populacje
samicze odznaczajg sie poszukiwanymi przez hodowcow i konsumentow walorami
uzytkowymi, smakowymi i dietetycznymi. To wtadnie one sg najodpowiedniejszym

materiatem do produkcji ciezkiej ryby towarowej typu ,a la tosos”.

Jakos¢ gamet neosamcow a budowa morfologiczna jader

Dobra jakos¢ gamet jest kluczowym warunkiem w skutecznym rozrodzie ryb.
Wiekszos¢ neosamcow nie posiada funkcjonalnych nasieniowodéw zas badania
przydatnosci nasienia do zaptodnienia mozna przeprowadzi¢ dopiero po uprzednim
zabiciu ryby (Bye and Lincoln 1986). Plemniki w nasieniowodach uzyskujg w duzej
mierze zdolnosci ruchu postepowego (Lahnsteiner | in., 1993). Potwierdzajg to
badania Kotdras i in. (1996), ktorzy wykazali, ze u normalnych samcow pstrgga

teczowego odsetek plemnikow obdarzonych zdolnoscig ruchu wzrasta w miare
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przemieszczania sie nasienia w nasieniowodzie. Natomiast nasienie neosamcow
uzyskane metodg post mortem posiada wiasciwos$ci nasienia jagdrowego (Glogowski i
in, 2002, Dietrich i in. 2008), ktorych charakterystyczng cechg jest podwyzszona
koncentracja plemnikdéw oraz mniejsza ilo$¢ plemnikéw zdolnych do ruchu. Ukfad
rozrodczy neosamcéw pod wptywem Kkuracji hormonalnych, ulega znacznym
modyfikacjom makroskopowym (Bye i Lincoln 1986). W obrebie populacji
neosamcow wyrdzniono szereg roznych typow makroskopowej struktury jader, tj. od
zblizonych do normalnej budowy z rozwinietymi nasieniowodami, poprzez typy
posrednie, az do jgder o atypowej budowie i bez nasieniowodow. Wsrod
maskulinizowanych samic mozemy wyrozni¢ funkcjonalne i niefunkcjonalne
neosamce, osobniki biseksualne wytwarzajgce jajnikojgdra, ryby sterylne oraz
niefunkcjonalne i funkcjonalne samice. Neosamce i ryby biseksualne mogg
wykazywac atypowg i niesymetryczng budowe gonad, a w skrajnych przypadkach
moze rozwingc¢ sie tylko jedno jadro, za$ druga gonada - pozostac nierozwinieta lub
wyksztatcona jako niedorozwiniety jajnik. Ponadto jagdra mogg cechowac sie licznymi
podziatami ptatéw jgdrowych na mniejsze segmenty, a nasieniowody ulec redukcji w
réznym stopniu. Badania Hliwy i in. (2011) wykazaty brak istotnego wptywu
zroznicowania morfologicznego jgder na jako$¢ plemnikéw i ich zdolno$¢ do
zaptodnienia. Nawet czesc¢ jadrowa jajnikojgdra u osobnikow biseksualnych wytwarza
plemniki oraz w petni warto$ciowg sperme, zas produkowane w czesci jajnikowej

oocyty majg z reguty zahamowany wzrost protoplazmatyczny.

Jakos¢ gamet neosamcow a wiek ryb

llo§¢ potencjalnego nasienia u neosamcéw mozemy szacowal jedynie
posrednio na podstawie indeksu gonadosomatycznego (GSl), poniewaz jak do tej
pory nie ma obiektywnych metod bezposrednich. Ruchliwo$¢ plemnikow (MOT)
okreslajgca procentowy udziat zdolnych do zaptodnienia plemnikéw jest uwazana za
podstawowy wskaznik jakosci nasienia (Billard 1978, Lahnsteiner i in. 1988). Drugim
bardzo waznym parametrem odpowiedzialnym za zdolno$¢ zaptadniajgcg jest
predkos¢ ruchu plemnikéw opisywana przez trzy wskazniki: VCL - predkos¢
krzywoliniowa, VSL — predkos¢ prostoliniowa, VAP — S$rednia predkos¢ wzdtuz
trajektorii. Jakos¢ ruchu plemnikéw opisywana jest przez wspétczynnik liniowosci
ruchu krzywoliniowego (LIN) i liniowosci trajektorii ruchu (STR) oraz amplitude

odchylen ruchu plemnika od trajektorii ruchu (ALH). Im bardziej ruch plemnikéw jest
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prostoliniowy tym zdolnos¢ zaptadniajgca jest nizsza (Kuzminski i in., 2012, Nynca i
in., 2012). W badaniach Kuzminskiego i in. (2011) porownano jakos¢ nasienia
dwuletnich i szes$cioletnich neosamcow (XX) pstrgga teczowego za pomocg
komputerowego systemu (CASA) oraz przeprowadzono test zaptodnienia. Grupg
kontrolng byty trzyletnie normalne samce (XY). Nasienie neosamcow szescioletnich
w stosunku do dwuletnich miato nieco gorszg liniowosc¢ ruchu, odpowiednio 22 i 14 %
ale z drugiej strony charakteryzowato sie znacznie wyzszg koncentracje plemnikéw,
odpowiednio 31x10%i 19x10° ml™". Natomiast indeks gonadosomatyczny (GSI) oraz
pozostate parametry jakosciowe nasienia (VCL, VSL, BCF, ALH, MOT) nie roznity sie
istotnie w obrebie tych dwu grup. Réwniez test zaptodnieniowy wykazat brak
istotnych réznic w ilosci uzyskanego potomstwa obu grup neosamcow, a tym samym
potwierdzit ich wysokg warto$¢ uzytkowa.

Zatem niewykorzystane do rozrodu mtode neosamce mozemy z powodzeniem

uzytkowac w latach nastepnych.

Jakos¢é gamet neosamcow a sezon cyklu rozrodczego

W populacji obuptciowej okres aktywnej spermiacji samcow rozpoczyna sie
nieco wczesniej i konczy pozniej niz okres owulacji samic (Billard 1992). Ma to swoje
uzasadnienie w tym, Zze wszystkie wyprodukowane jaja powinny by¢ zaptodnione.
Natomiast w rozrodzie samiczych populacji jednoptciowych nie wszystkie samice i
neosamce 0siggajg dojrzatos¢ tartowg w jednakowym czasie. O ile nie ma problemu
z pozyskaniem wzglednie dobrej jakosciowo spermy w tzw. szczycie tartowym, to
szczegodlnie na kohcu okresu owulacji samic istniejg problemy ze znalezieniem
odpowiednich dawcéw nasienia, a efektywnosé zaptodnienia jest relatywnie niska
(Kuzminski i in., 2012, Nynca i in. 2012). Najwyzszy odsetek ruchliwych plemnikow i
stopien uwodnienia spermy oraz najlepsze parametry ruchu plemnikow notuje sie w
szczycie tartowym. Natomiast w koncu cyklu rozrodczego gwattownie pogarsza sie
liniowos¢ ruchu oraz prawie dwukrotnie zmniejsza sie efektywnos¢ zaptodnienia.
Dlatego tez zaleca sie aby w koncu cyklu tartowego albo przyspieszy¢ owulacje
samic np. metodg stymulacji termicznej lub hormonalnej (Haffray i in 2008), albo
opozni¢ spermiacje neosamcow. Natomiast przy$pieszenie spermiacji neosamcow
na ok. miesigc przed rozpoczeciem cyklu rozrodczego nie miato negatywnego

wptywu na zdolnos¢ zaptadniajgcg plemnikow (Kuzminski i in. 2012).
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Pierwszym i jak do tej pory jedynym sSrodkiem do stymulacji dojrzatosci
pitciowej samic pstrgga teczowego, ktéry uzyskat aprobate EMEA EU/Norwegia i
zostat dopuszczony do stosowania w Unii Europejskiej jest Gonazon™ firmy Intervet,

zawierajgcy azagly-nafarelin, analog GnRH (Haffray et al. 2008).

Rozcienczanie spermy neosamcoéow

Aby uzyska¢ wtasciwe uwodnienie spermy neosamcéw nalezy rozcienczyc jg
2-3 krotnie sztuczng plasmg ASP (Morisawa i Morisawa, 1988) lub naturalng plasmg
nasienia. W praktyce nasienie rozciencza sie 2-10 krotnie. W testach
zaptodnieniowych sperme rozcienczano nawet piecdziesieciokrotnie sztuczng
plazmg ASP, a nastepnie ikre zaptadniano w stosunku 300 tys plemnikéw na jajo.
Tak niska proporcja plemnikow do ikry miata na celu lepsze wyeksponowanie
ewentualnych réznic zdolnosci zaptadniajgcej spermy badanych neosamcow. W
praktyce dobre wyniki zaptodnienia (powyzej 95%) odnotowuje sie juz przy proporcji
zaptodnienia ok 3 milionéw plemnikéw na jajo. Natomiast przecietnie do zaptodnien
stosuje sie ok. 8,5 — 10 min plemnikéw na jajo (Geffen i Evans 2000, Robles i in.
2003).

Naturalng plazme nasienia uzyskuje sie poprzez odwirowanie normalnej
spermy pstragow i jej przemrozenie w zamrazarce o temperaturze -16 °C w celu

zabicia ewentualnie pozostatych plemnikéw.

Praca zrealizowana w ramach projektu badawczego MNiSW nr N N311 461639, p.t..
~otymulacja dojrzatosci ptciowej neosamcédw pstrgga teczowego (Oncorhynchus

mykiss)”.
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