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OSOBINE SPERME U TOKU SKLADISTENJA NAKON
KRIOPREZERVACIJE KOD LINJAKA (TINCA TINCA L.):
ZNACAJ ZA AKVAKULTURU

Jelena Luji¢', Gergely Bernath’, Zoran Marinovi¢', Timea Kollar’, Eszter
Kasd®, Viadica Simi&’, Miroslav Cirkovié?, Béla Urbdnyiz, Akos Horvath’

Izvod: Cilj rada je bio da se ispita uticaj razliCitih krioprotektanta na pokretljivost
spermatozoida linjaka nakon krioprezervacije, kao i na njihove osobine u toku jednog ¢asa
nakon odmrzavanja. Formirane su dve eksperimentalne grupe u zavisnosti od
krioprotektanta. U prvoj grupi uzorak je pripreman sa metanolom, a u drugoj sa DMSO.
Rezultati su pokazali da odmah nakon odmrzavanja postoji statisticki znacajna razlika u
progrisvnom motilitetu testiranih grupa te je test skladiStenja mogao biti nastavljen jedino
sa uzorkom sa metanolom za koje su dobijene zadovoljavajuée vrednosti. U toku jednog
casa skladiStenja nije doSlo do statistiCki znaCajne promene u pokretljivosti. Moze se
zakljuciti da je kombinacija metanola (10%) i Grayling ekstendera veoma zadovoljavajuéa
za krioprezervaciju i skladistenje sperme linjaka.

Kljuéne redi: linjak, krioprezervacija, skladistenjeprva, osobine sperme
Uvod

Akvakultura je grana privrede koja se najbrze razvija. Savremene tendencije u
akvakulturi zahtevaju modifikacije u klasi¢cnom proizvodnom procesu.

Krioprezervacija je savremena metoda za manipulaciju gametima koja se uspesno
primenjuje u programima vestacke oplodnje i konzervacione biologije. Zastupljena je u
akvakulturi posSto olakSava manipulaciju genetickim materijalom i smanjuje troskove
oko uzgoja i transporta (Cabrita et al., 2010).

Gamete razlicitih vrsta odlikuju morfoloske i fizioloske specifi¢nosti i zahtevi u
procesu krioprezervacije (Alavi and Cosson, 2006; Cabrita et al., 2010). Iako je
ustanovljena metodologija krioprezervacije gameta za vise stotina ribljih vrsta (Tiersch
and Mazik, 2000), standardizovan protokol jo$ uvek ne postoji.

Uslovi u kojima se obavlja vestacka oplodnja u akvakulturi ¢esto nisu idealni i
ponekad je potrebno skladiStenje sperma nakon otapanja. Zbog toga je veoma vazno
znati koliki vremenski period i koji uslovi su potrebni da bi sperma nakon odmrzavanja
ocuvala svoj kvalitet.
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Najbolja metodologija krioprezervacije gameta linjaka joS uvek nije utvrdena.
Stalno se testiraju razliciti ekstenderi i krioprotektanti kao i njihove kombinacije koje bi
najbolje oc¢uvale zadovoljavajuce osobine spermatozoida nakon zamrzavanja.

U poslednjih 20 godina, prema FAO (2006), raste interes za uvodenje linjaka u
akvakulturu. U periodu od 1990. do 2004. godine proizvodnja linjaka u svetu se
udvostrucila. Potrebu povratka linjaka u akvakulturu u Srbiji potvrduju podaci Kosti¢ i
Maletin (1992) i Maletin i sar. (1998) koji svedoce o drasticnom smanjenju brojnosti
ove vrste u otvorenim vodama nase zemlje tokom poslednjih decenija. Njegov uzgoj u
ribnjacima, pored ekonomskog, mogao bi imati i ekosistemski i biodiverzitetski znacaj,
jer ribnjaci mogu biti mesta uzgoja mati¢nih jedinki ¢ijim bi se potomstvom kasnije
mogla poribljavati nekadasnja prirodna staniSta ove vrsta.

Cilj ovog rada je ispitivanje uticaja razliCitih krioprotektanta na pokretljivost
spermatozoida nakon krioprezervacije, kao i na njihove osobine u toku kratkoro¢nog
skladistenja nakon odmrzavanja.

Materijal i metode rada

Sest muzjaka linjaka poreklom iz reke Tise, aklimatizovano je i Guvano u
prostorijama Departmana za akvakulturu, Univerziteta Sent [Stvan, Godollo, Madarska.
Jedinke su injektovane rastvorom hipofize Sarana (4 mg/kg bruto mase). Sperma je 24
Casa nakon injekcije bila prikupljana direktno u Spriceve sa rastvorom Grayling
ekstendera (glukoza 200 mM, KCIl 40 mM, Tris 30 mM, pH 8) kako bi se sprecila
prevremena aktivacija spermatozoida. Prilikom uzorkovanja vodilo se racuna da odnos
o¢ekivane zapremine sperme i ekstendera bude oko 1:2, kao i da se izbegne
kontaminacija sperme vodom, fecesom ili urinom.

Za zamrzavanje je pripremana smeS$a u kojoj je odnos uzorka i ekstendera sa
krioprotektantom bio 1:9. Kao ekstender je koris¢en Grayling ekstender. Testirana su
dva krioprotektanta - 10% rastvori metanola i dimetil sulfoksida (DMSO). Pripremljeni
uzorci zamrzavani su u cevficama za krioprezervaciju (zapremine 5 ml). Uzorci su
drzani 3 minuta u oblaku te¢nog azota na visini od 3 cm kako bi se obezbedilo
postepeno hladenje uzoraka (oko 40 °C/min). Nakon toga su uronjeni direktno u tecni
azot. Za dalju upotrebu uzorci su odmrzavani potapanjem u vodeno kupatilo (40 °C) u
trajanju od 13 sekundi. Nakon toga su drzani u ependorf epruvetama na ledu u periodu
od sat vremena. Svakih 15 minuta su praceni parametri kretanja spermatozoida.

Svaki pojedinacni uzorak je aktiviran pod mikroskopom na predmetnoj plocici.
Parametri kretanja su analizirani pomoéu CASA softvera (Computer-assisted sperm
analysis) (SpermVision 3.5, Minitube, Tiefenbach, Nemacka). Za kontrolu su koriséeni
podaci dobijeni CASA analizom za svaki pojedina¢ni uzorak u svezem stanju.

Razlike u parametrima pokretljivosti izmedu grupa analizirani su pomo¢u ANOVA
testa. Statisticke analize uradene su u programu GraphPad Prism 5.0 sortveru.
Znacajnost razlika je prihvac¢ena kada je p<0.05.
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Rezultati istraZivanja i diskusija

U radu je testiran uticaj metanola i DMSO kao krioprotektanata na osobine sperme
linjaka nakon odmrzavanja i tokom skladiStenja u trajanju od sat vremena. U CASA
softveru ukupno je testirano Sest uzoraka sperme uzetih od Sest muzjaka. Jedan uzorak
je eliminisan iz analize zbog niskog progresivnog motiliteta u sveZzem stanju (14.02%).

Tabela 1. Progresivni motilitet sveze (kontrolne) i tek odmrznute sperme (0 minuta
nakon odmrzavanja) sa razli¢itim krioprotektantima
Table 1. Progressive motility of fresh (control) and thawn sperm (0 minutes afier
thawing) with different cryoprotectants

Progresivni motilitet (%)
Progressive motility (%)
Uzorci Krioprotektanti
Kontrola
Samples Control Cryoprotectants
Metanol DMSO
1 95.12 35.60 1.33
2 92.07 46.43 4.60
3 96.14 66.77 2.61
4 97.19 82.43 10.28
5 92.87 53.99 2.02
Srednja vrednost + SD
Average + SD 94.68+2.16 | 57.04+18.17 | 4.17+3.63

Prose¢ni progresivni motilitet neposredno nakon otapanja u uzorku
krioprezerviranim sa DMSO se statisticki znacajno razlikovao u odnosu na kontrolu, ali
i uzorak sa metanolom (p<0.05). S obzirom na veoma lo§ motilitet sperme sa DMSO
nakon otapanja (Tabela 1), test skladistenja je sproveden samo za uzorke sa metanolom.
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Graf. 1. Progresivni motilitet (%) uzorka sa metanolom do 1h nakon odmrzavanja
Graph. 1. Progressive motility of the methanol sample up to an hour post-thawing

U toku testa skladiStenja sperme analizirano je u proseku od 1916.40 do
2605.60 celija na svakih 15 minuta. Prema rezultatima CASA analize, jedan Cas
nakon otapanja nije =zabeleZen znaCajan pad u progresivnom motilitetu
spermatozoida (motilitet na 0 min: 57 + 18.17%, na 60 min: 43 + 27.93%) (Grafik
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1.) tako da se u navedenom periodu u najveceoj meri ocuvao inicijalni kvalitet
sperme.

Dobijeni rezultati ukazuju na to da su 10% metanol i Grayling ekstender bili
izuzetno dobra kombinacija za krioprezervaciju sperme linjaka. Prema Kovacs et al.
(2010) odrzavanju dobre pokretljivosti spermatozoida u toku skladiStenja nakon
otapanja doprinosi njihovo cuvanje u istom rastvoru u kojem su i zamrzavani tako
da proces odmrzavanje ne predstavlja prevelik Sok za njih. Prisustvo Secera u
ekstenderu takode doprinosi oporavku spermatozoida posto im omoguje dodatnu
energiju i, u odredenoj meri, oponasa prirodno okruzenje (Lahnsteiner et al., 2003).

DMSO se veoma Cesto koristi kao krioprotektant, iako je potvrdeno da tokom
skladistenja nije stabilan i da moZe izazvati jednolancane prekide DNK. Upotreba
koncentracije veée od 10% dovodi do aktivacije spermatozoide (Rodina et al.,
2007).

Dobijeni rezultati za pokretljivost spermatozoida zamrzavanih sa DMSO odmah
nakon odmrzavanja su bili lo§iji u poredenju sa podacima dobijenim za uzorke sa
metanolom. Dziewulska et al. (2011) su dobili sli¢ne rezultete za lososa, dok su
testom skladiStenja sperme pokazali da postoji razlicit uticaj dva krioprotektanta na
osobine kretanja spermatozoida, kao i neophodnost nastavika ovih tipova.

Najvise istrazivanja do sada usmereno je ka testiranju sperme nakon otapanja,
dok je veoma malo podataka o eventualnim promenama osobina u toku skladistenja
(Horvath et al., 2003, 2007; Kovacs et al., 2010; Dziewulska et al., 2011). Cuvanje
uzoraka na -196 °C nesumnjivo menja osobine spermatozoida, ¢emu doprinose i
supstance koje se dodaju spermi za tu namenu. Zbog toga je neophodno vrsiti
kontrolu sperme koja se nakon krioprezervacije koristi za procese veStacke
oplodnje.

Zakljucak

Rezultati ovih istrazivanja imaju izuzetan znaCaj s obzirom na nedostatak
relevantnih podataka za linjaka i druge vrsta riba. Podaci o osobinama sperme
nakon krioprezervacije i tokom skladiStenja imaju veliki bioloski, organizacioni i
ekonomski znacaj. Istrazivanjem je potvrdena pogodnost upotrebe metanola za
krioprezervaciju ove vrste s obzirom da odrzava visok progresivni motilitet nakon
krioprezervacije, koji se ne menja znacajno ni u toku ¢uvanja na ledu u trajanju od
sat vremena.

Napomena
Istrazivanja radu deo su projekta "Vestacki mrest i ambijentalni uslovi kao
najbitniji faktor za uspes$nu proizvodnju linjaka" (broj 114-451-2104/2011-01) koji

finansira AP Vojvodina, Pokrajinski sekretarijat za zaStitu zivotne sredine i odrzivi
razvoj.
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POST-THAWING STORAGE TEST IN TENCH (TINCA TINCA L.):
SIGNIFICANCE FOR AQUACULTURE

Jelena Luji¢', Gergely Berndth’, Zoran Marinovi¢', Timea Kollar’, Eszter
Kasa’, Viadica Simi&, Miroslav Cirkovié’, Béla Urbdnyiz, Akos Horvath’

Abstract

The aim of this study was to test the effects of various cryoprotectants on the
motility of tench sperm, and also on the sperm features one hour after thawing. Two
experimental groups were formed, each for different cryprotectants. Methanol was used
in the first group, and DMSO in the second. Results displayed statisticaly significant
differences in sperm motility between groups right after thawing. The test was
continued only for the methanol group which showed satisfying progressive motility
right after thawing. During the one hour post-thawing storage test, there were no
significant differences in the progressive motility which indicated that the combination
of methanol (10%) and Grayling extender presnt a favorable combination for
cryopreservation and storage of tench sperm.

Key words: tench, cryopreservation, storage, sperm features
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