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I. Dane biograficzne

Wvyksztafcenie:

1995-2000 — Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Wydziat Ochrony Srodowiska i
Rybactwa — uzyskany stopien: Magister inzynier.

2006 — Instytut Rozrodu Zwierzat i Badar Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie —
uzyskany tytut: Doktor nauk rolniczych

Kariera zawodowa.

2000-2001 Specjalista Ichtiolog, Gospodarstwo Rybackie w Etku.

2001-2006 Asystent, Zaktad Andrologii Molekularnej, Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan
Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie.

2006 - 2008 staz podoktorski, Uniwersytet Tokijski, Misaki Marine Biological Station, Faculty
of Science, the University of Tokyo.

2008 — do dzi$ — Adiunkt w Zaktadzie Biologii Gamet i Zarodka, Instytut Rozrodu Zwierzat i
Badar Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie.



Wspoipraca miedzynarodowa:
1. W 2006 rozpoczatem wspédtprace z prof. Manabu Yoshida ze Stacji Morskiej w Misaki
nalezacej do Uniwersytetu Tokijskiego. W czasie mojego dwuletniego pobytu tam,

prowadzitem badania naukowe oraz zajecia dla studentéw.
2. W 2012 roku rozpoczatem wspétprace z osrodkiem naukowym w Japonii (University of the
Ryukyus, Tropical Biosphere Research Center) tworzac sie¢ naukowa, w ktorej realizujemy
badania zwigzane z ochrong bioréznorodnosci raf koralowych. Jako partner z Polski,
opracowatem i rozwingtem technologie kriokonserwacji gamet koralowcow. Wspoélnie z
partnerem japonskim, stosujac kriokonserwacje gamet i krzyzowanie miedzygatunkowe,
prowadzimy badania dotyczace aspektéw ewolucyjnych rafy koralowej. Od 3 lat staramy sig
wyhodowaé hybrydy koralowcéw pochodzace ze skrzyzowania gatunkéw tracych sie wiosng
i poznym latem. Takie hybrydy pozwolityby lepiej zrozumie¢ proces specjacji jaki doprowadzit
do izolacji rozrodczej tych koralowcow. Nasza wspoétpraca zaowocowata dotychczas dwiema
publikacjami (Zatacznik IV. Pozycje A.38 i 44) a takze wyniki badan prezentowane bylty na
miedzynarodowej konferencji (Zatacznik IV. Pozycja K.9). W najblizszym czasie planujemy
aplikowa¢ o fundusze na utworzenie japoriskiego banku gamet koralowcéw.
e 2012 - University of the Ryukyus, Tropical Biosphere Research Center - invited
scientist - pobyt 3 miesieczny.
e 2013 University of the Ryukyus, Tropical Biosphere Research Center — JSPS Polish-
Japan exchange agreement — invited scientist — pobyt 3 miesieczny.
e 2015 University of the Ryukyus, Tropical Biosphere Research Center — invited
scientist — pobyt 3,5 miesieczny.
e 2016 University of the Ryukyus, Tropical Biosphere Research Center — invited
scientist — pobyt 4 miesieczny.
e 2017 University of the Ryukyus, Tropical Biosphere Research Center — invited
scientist — pobyt 3 miesieczny.
3. W 2017 roku rozpoczatem takZze z moim zespotem wspdtprace z Uniwersytetem Szent
Istvan w Godollo k/Budapesztu na Wegrzech. Wspétpracujac z prof. Akosem Horvathem,
wykonaliSmy badania dotyczace kriokonserwacji nasienia zagrozonego gatunku ryby
tososiowatej Salmo marmoratus oraz zaprezentowaliSmy metode pneumatyczng
pozyskiwania oocytéw ryb. Prezentacja odbyla sie w Stowenii w osrodku zarybieniowym

nalezacym do Ribiska Druzina Tolmin.



Il. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

A. Tytul osiagnigcia naukowego:

Motoryka oraz warto$¢ biologiczna plemnikow ryb po krétko i diugookresowym
przechowywaniu nasienia.

B. Publikacje wchodzace w sktad osiaggnigcia naukowego:

1. Kowalski R.K., Yoshida M., Shiba K., Glogowski J. (2008): Prostaglandins in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) sperm biology — searching for answers. Journal of
Applied Ichthyology, 24(4): 487 — 491 doi 10.1111/1.1439-0426.2008.01147.x (IF200s: 0.638;
MSWiNzoes: 10; cyt. :WoS: 1).

2. Kowalski R.K., Cejko B.|., Krejszeff S., Sarosiek B., Judycka S., Targonska K., Kucharczyk
D., Glogowski J. (2014). Effect of albumin and casein supplementation on the common carp
Cyprinus carpio L. sperm motility parameters measured by CASA. Aquaculture International,
22(1): 123-129 doi 10.1007/s10499-013-9673-2 (IF2014: 0.984; MSWiN2o14: 20; cyt. WoS: 5).

3. Kowalski R.K., Cejko B.l,, Irnazarow I., Szczepkowski M., Dobosz S., Glogowski J. (2014):
Short-term storage of diluted fish sperm in air versus oxygen. Turkish Journal of Fisheries
and Aquatic Sciences, 14: 831-834 doi 10.4194/1303-2712-v14 3 26 (IFz014: 0.384;
MSWiNzo14: 15; cyt. WoS: 2).

4. Sarosiek B., Dryl K., Kucharczyk D., Zarski D., Kowalski R.K. (2014): Motility parameters of
perch spermatozoa (Perca fluviatilis L.) during short-term storage with antioxidants addition.
Aquaculture International, 22(1): 159-165 doi 10.1007/s10499-013-9679-9 (IFz2014: 0.984;
MSWiN2o14: 20; cyt. WoS: 1).

5. Sarosiek B., Dryl K., Judycka S., Dobosz S., Grudniewska J., Kowalski R.K. (2015):
Cryopreservation method for whitefish (Coregonus lavaretus) semen possible for use in
large-scale fertilization. Aquaculture Research, 1-5, doi 10.1111/are.12810 (IFzo1s: 1.376;
MSWiNz01s5: 25; cyt. WoS: 0).

6. Judycka S., Cejko B.l, Dryl K., Dobosz S., Grudniewska J., Kowalski R.K. (2016): The
effect of supplementation of a trehalose-based extender with KCI on rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) sperm freezability and post-thaw motility. Aquaculture 465: 303-310,
doi 10.1016/j.aquaculture.2016.09.029 (IF2016: 1.893; MSWiN2zo1e: 35; cyt. WoS: 2).

Sumaryczny wspétczynnik oddziatywania (IF -Impact factor) = 6.259
Liczba cytowar = 11
Sumaryczna iloé¢ punktéw MNiSW = 125

Przedstawiane osiagniecie naukowe stanowi cykl publikacji powigzanych tematycznie i
poswieconych motoryce plemnikéw ryb ich wybranym parametrom biochemicznym oraz wartosci
biologicznej po krotko i dtugookresowym przechowywaniu nasienia. Cykl prac pozwolit, poza
poszerzeniem wiedzy na temat motoryki plemnikéw ryb, na opracowanie efektywnych metod

przechowywania krétko i dlugookresowego plemnikow ryb.



Wprowadzenie

Wiasciwosci motoryczne plemnikéw sg podstawowym wyznacznikiem ich zdolnoSci
zaptadniajacej. Od czasu wynalezienia mikroskopu przez duriskiego badacza Antonie van
Leeuwenhoek w 1677 roku, biolodzy otrzymali jedno z najwazniejszych narzedzi ich pracy. To
dzieki mikroskopom, zbudowanym ze sferycznych szklanych soczewek (zblizonych ksztattem do
kuli), pionierzy badan mikroskopowych obserwowali bakterie i wtasnie plemniki, co pozwolito
miedzy innymi ostatecznie obali¢ arystotelesowska teorie samorédztwa (Gest, 2009). Pierwsze
mikroskopy pozwalaty na okoto 300 krotne powiekszenie. Wraz z postepem techniki, parametry
mikroskopéw ulegly znacznej poprawie, lecz osiggnely tez swoje naturalne granice zwigzane z
prawami optyki falowej. | tak w przypadku $wiatta widzialnego, gdzie dtugosc fali okresla sie na
550nm limit rozdzielczo$ci optycznej wynosi 197nm, co wynika ze wzoru R=0.61A/NA gdzie A to
dtugos¢ swiatta a NA oznacza przestong obiektywu (dla obiektywow przeznaczonych do immersji
wspotczynnik ten wynosi od 0.8 do 1.5). Ze wzgledu na te ograniczenie w praktyce maksymalne
powiekszenie uzyskiwane za pomocg mikroskopu $wietinego wynosi 1500 razy i pozwala na
obserwacje najmniejszych elementéw obrazu o wielkosci 0.2um. W przypadku zastosowania
innego zrodia $wiatta (np. spolaryzowane $wiatto ultrafioletowe o znacznie krotszej fali niz Swiatto
widzialne), rozdzielczosé optyczna mikroskopu wzrasta ponad dwukrotnie. W mikroskopach
takich mozna stosowaé powiekszenie do 3500 raza i obserwowac¢ elementy mniejsze nieco od
0.1pm. W przypadku plemnikow ryb, ktérych rozmiary gtéwki osiggajg kilka mikrometréw $rednicy,
powiekszenia 300 do 500 krotne sg wystarczajgce dla przeprowadzenia analizy ich ruchu.
Jednakze oko ludzkie obserwujac dziesigtki poruszajgcych sie obiektéw nie jest w stanie
obiektywnie przeanalizowaé obrazu. Dlatego tez, wraz z postepem technicznym zmierzajgcym do
automatyzacji wielu proceséw technologicznych, réwniez i w mikroskopii swietinej, zastosowanie
komputeréw do analizy obrazu pozwolifo na wprowadzenie nowej jakosci do badarn motoryki

plemnikow.

System CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) pozwala na poklatkowg analize
nagranego obrazu plemnikéw. Oznacza to, ze z obrazu, na ktérym widac gtéwki plemnikow,
odpowiednie oprogramowanie potrafi ,$ledzi¢” pojedyncze komérki i obliczy¢ ich parametry ruchu.
Metoda komputerowej analizy ruchu plemnikow zostata pierwotnie zastosowana w przypadku
nasienia ssakow ze wzgledu na wysokg warto$¢ diagnostyczna w leczeniu meskiej nieptodnosci
(Boyers i in., 1989). System CASA pozwala na szeroka analizg¢ motoryki plemnikéw mierzac takie
parametry ich ruchu jak: MOT: catkowity odsetek poruszajacych sig¢ plemnikéw (%); VCL:
predko$é¢ krzywoliniowa plemnikéw (um s™); VSL: predkos¢ prostoliniowa (um s); VAP:
predkos$¢ catkowita (um s'); BCF: czestotliwos¢ uderzen witki (Hz); ALH: amplituda bocznych
wychyler gtéwki (um); PRG: ruch postepowy (%); LIN: liniowo$¢ ruchu (stosunek VSL/VCL x
100, %); STR: prostoliniowo$¢ ruchu (stosunek VSL/VAP x 100, %). Parametry ruchu plemnikow

oznaczane w ten sposob okazaty sie niezwykle istotne z punktu widzenia jakosci biologicznej



nasienia. W przypadku ludzi stwierdzono na przykiad, ze nieptodno$¢ meska, zwigzana z
czestym uzywaniem sauny i tym samym przegrzewaniem plemnikow, Zwigzana jest z
zaburzeniem ich motoryki, a w szczegdlnosci, obnizeniem wartoéci parametrow ruchu takich jak:
VCL, VAP i ALH (Saikhun i in., 1998). Z badan prowadzonych na rybach (Ciereszko i in., 1996;
Kime i in., 2001; Rurangwa i in., 2001, 2002; Jobling i in., 2002) wynika, ze najwieksze znaczenie
diagnostyczne maja: predkos¢ krzywoliniowa (VCL) oraz prostoliniowa (VSL). Motoryka
plemnikéw ryb moze ulega¢ zmianom pod wptywem stanu ich dojrzatosci (Kowalski i in., 2006 i
2012b, Cejko i in., 2014) czasu od aktywacji (Kowalski i in., 2012a), sktadu buforéw aktywujacych
(Cejko i in., 2013), obecnosci metali cigzkich i zwigzkow toksycznych (Sarosiek i in., 2007; Socha
i in., 2008; Dietrich i in., 2010; Dietrich i in., 2012).

Z punktu widzenia dokfadnoéci pomiaru niezwykle istotnym parametrem jest ilos¢ klatek
na sekunde jaka mozemy nagra¢. Analogowe urzgdzenia VHS nagrywaty obraz z predkoécia 25
klatek na sekunde, standard NTSC pozwalat na zwigkszenie tej ilosci o 5, czyli do 30 klatek na
sekunde. Ze wzgledu na wysoka predkos¢, jakg uzyskujg plemniki ryb (100-300 pm/s), ilos¢
nagranych klatek w ciagu jednej sekundy decyduje o doktadnosci pomiaru parametrow ruchu
opisujacych jego trajektorie oraz predkos¢ krzywoliniowa. Badania wykazaly, ze 25 klatek na
sekunde jest niewystarczajace by uzyska¢ miarodajne wyniki CASA opisujgce ruch plemnikow
pstraga teczowego (Boryshpolets i in., 2013) i aby wyniki byly doktadne potrzeba w tym

przypadku nagrania minimum 40 klatek w ciggu sekundy.

Zaréwno catkowita ruchliwosé wyrazana w procentach jak i predkos¢ ruchu plemnikéw sa
skorelowane z odsetkiem zaptodnienia ikry (Dreanno i in., 1999; Lahnsteiner, 2000;
Linhart ,2000; Kime i in., 2001; Gage i in., 2004). Dlatego powszechnie uwaza sig, ze parametry
ruchu plemnikéw mogg stanowi¢ posredni wyznacznik ich wartoéci biologicznej. Ten aspekt
diagnostyczny jest o tyle cenny, ze mozna wykorzystaC go w doskonaleniu metod
kontrolowanego rozrodu ryb. Jednymi z cenniejszych technik przydatnych w wylegarni ryb sg
metody krétko i diugookresowego przechowywania nasienia. Metody te moga byé pomocne w
sytuacji, gdy samce dojrzewaja wczesniej niz samice. W zwigzku z tym, ze jako$¢ nasienia po
szczycie dojrzatosci dosyé szybko spada (Cejko i in. 2010, 2012), najbezpieczniej jest pobraé
mlecz ciekngcych samcéw i przechowa¢ go w warunkach chtodniczych do czasu osiggniecia
dojrzatosci przez samice. Przechowywanie takie usprawnia prace hodowlane, gdyz umozliwia
zgromadzenie odpowiedniej objetosci nasienia od samcow przed pobieraniem ikry. Taka praktyka
moze mie¢ niebagatelne znaczenie zwtaszcza w przypadku ryb, ktorych ikra w krétkim czasie po
pobraniu traci zdolno$¢ do zaptodnienia (np. karpiowate) (Kucharczyk i in. 2008). Dysponowanie
tatwo dostepnym i dobrej jakosci nasieniem w czasie wycierania samic, pozwala na
natychmiastowe przystgpienie do zaplemnienia ikry tuz po jej pozyskaniu. Mozliwos¢
efektywnego przechowywania nasienia moze takze by¢ doskonatym narzedziem

wykorzystywanym w restytucji zagrozonych dzikich populacji ryb. Technika ta pozwala



zgromadzi¢ nasienie od wielu samcoéw jeszcze przed akcjg tartowg oraz wykorzystywacé catg
zdeponowana pule genetyczng (nasienie wszystkich samcéw) do zaptadniania kolejnych partii
ikry. Zabiegi takie chronig populacje przed wystapieniem inbredu, ktéry znacznie obniza jako$¢
biologiczng podchowywanego materiatu. Postepowanie takie w efekcie sprzyja zachowaniu
zmiennosci genetycznej rozradzanych ryb. Przechowywanie nasienia moze w koncu w znaczacy
spos6b utatwié zarzadzanie stadem maskulinizowanych samic ryb tososiowatych. Ryby takie
(fenotypowe samce) najczesciej nie posiadajg nasieniowodéw, dlatego by pobra¢ nasienie,
konieczne jest ich zabicie i wyciecie gonad. Przed u$mierceniem ryby trudno jest oszacowaé
wielkosé gonady i najczesciej w czasie takiego chirurgicznego zabiegu pozyskuje si¢ nasienie w
nadmiarze. Mozliwo$¢ jego przechowania pozwala na bardziej ekonomiczne wykorzystanie stad

tartowych, gdyz umozliwia powtdrne uzycie tej samej porcji nasienia w kolejnym tarle.

O ile kilkudniowe przechowywanie w atmosferze tlenu jest mozliwe bez rozrzedzania
nasienia (Scott i Baynes 1980, Stoss i Holtz 1983) o tyle przechowywanie w okresie dtuzszym
stawia przed nami powazniejsze wyzwania. Niezbedne jest zapewnienie plemnikom
odpowiednich warunkéw charakterystycznych dla biologii rozrodu danego gatunku ryb.
Podstawowym narzedziem w takiej manipulacji jest wstepne rozrzedzenie plemnikow w piynie
imitujgcym naturaing plazme nasienia ryby, od ktérej je pobrano (Kowalski i in. 2009). W
przypadku ryb tososiowatych takim ptynem jest sztuczna plazma nasienia (Morisawa i Morisawa
1988). Zastosowanie tego typu plynow w przechowywaniu nasienia pozwalac moze na
wydtuzenie czasu, w ktorym plemniki zachowujg swoje funkcje motoryczne oraz zdolnosé¢ do

zaptodnienia. Dlatego jednym z celéw prowadzonych prac byta analiza wptywu krétkookresowego

przechowywania nasienia ryb na wybrane parametry biochemiczne i motoryke plemnikow. W

zwiazku z tym, ze technika analizy motorycznej wymaga zastosowania szkta mikroskopowego a
plemniki sg podatne na przyklejanie sie do niego (Jones et al., 1979), jednym z zadan byt wybor
optymalnego dodatku biatek przeciwdziatajgcych przywieraniu plemnikéw do szkfa i umozliwiajgc

tym samym prawidtowy odczyt wartoéci parametréw ruchu plemnikéw. W czasie przechowywania

plemnikéw uwaza sie, ze atmosfera czystego tlenu pozwala na dtuzsze przechowywanie nasienia
ryb (Ravinder et al., 1997). Jakkolwiek zazwyczaj przechowywano nasienie nierozrzedzone.
Dlatego celem pracy byto réowniez wykazanie wplywu atmosfery czystego tlenu i powietrza na
motoryke plemnikéw ryb. Stwierdzony przez nas negatywny wplyw atmosfery czystego tlenu na
rozrzedzone plemniki ryb potwierdzit negatywny wplyw proceséw oksydacyjnych w czasie

przechowywania nasienia oraz pozwolit na zadanie kolejnego pytania badawczego. Czy dodatek
antyoksydantéw do rozcienczalnika pozwoli na dituzsze przechowywanie nasienia ryb w

warunkach in vitro?

Pomimo tego, ze techniki zamrazania nasienia byly prezentowane przez wielu réznych
autorébw (Lahnsteiner 2000, Richardson i in. 2011) uzyskane dotad wyniki nie znalazly

zastosowania praktycznego. Gtéwng barierg w zastosowaniu kriokonserwacji nasienia na szersza



skale jest objeto$¢ porcji nasienia poddanych temu zabiegowi oraz szybka utrata zdolnosci
plemnikéw do zaptadniania po rozmrozeniu. Nasienie moze by¢ skutecznie kriokonserwowane w
objetosciach 0.25 lub 0.5ml, co pozwala w przypadku nasienia ryb tososiowatych na zapfodnienie
od 500 do 1000 ziaren ikry. Biorgc pod uwage fakt, ze od samic ryb tososiowatych pozyskuje sig
do 12 700 ziaren ikry, taka iloé¢ nasienia jest niewystarczajgca dla potrzeb praktyki wylegarnicze;j.
Ze wzgledu na konieczno$¢ utrzymania rezimu mrozenia mieszczacego sie w waskim zakresie
zmian temperatur, zastosowanie wiekszych objetosci nasienia do kriokonserwacii jest jak dotad
niemozliwe (nasienie znajdujgce sie ,na zewnatrz” zamarza szybciej niz to ,wewnatrz’). Sam
proces kriokonserwacji jest rowniez czasochtonny i pozwala z reguty (w przypadku ryb) na
jednoczesng kriokonserwacje do 100 porcji nasienia. Rozmrazanie réwniez przebiega dosyc
wolno, jedna stomka wymaga okofo 6 sekund na rozmrozenie jednej porcji (okoto 0.5 ml).

Wyeliminowanie czynnika czasu pozwala wiec na przeskalowanie technologii z poziomu

laboratoryjnej weryfikacji i jej zastosowanie na szerszg skale. Dlatego tez kolejnymi punktami w

moje pracy bylo zbadanie wplywu przechowywania nasienia przed kriokonserwacjg i po

rozmrozeniu na parametry motoryczne plemnikéw i ich warto$é biologicznag.

Cel og6lnym pracy byto:

e Okre$lenie motoryki plemnikéw, wybranych aspektéw biochemicznych nasienia
ryb oraz jego wartosci biologicznej w czasie krotko i diugookresowego
przechowywania gamet.

e Opracowanie efektywnych metod krotko i diugookresowego przechowywania

nasienia ryb.
Cele szczegbtowe obejmowaty:

1. Okreslenie poziomu prostaglandyn w ukfadzie rozrodczym samca pstrgga teczowego oraz
poznanie wplywu ich dodatku na motoryke plemnikéw ryb w czasie przechowywania w
warunkach in vitro.

2. Okreslenie optymalnego stezenia biatek w celu ograniczenia adhezji plemnikow karpia w
trakcie analizy motoryki plemnikéw z zastosowaniem systemu CASA.

3. Okreslenie wplywu warunkéw tlenowych i aerobowych na zmiany ruchliwosci plemnikow ryb.

4. Okreslenie wplywu antyoksydantéw na motoryke plemnikéw okonia przechowywanych w
warunkach in vitro.

5. Ustalenie wplywu diugookresowego przechowywania nasienia siei na parametry ruchu
plemnikéw oraz ich warto$¢ biologiczng. Opracowanie metody kriokonserwaciji nasienia siei.

6. Ustalenie wplywu dlugookresowego przechowywania nasienia pstrgga teczowego na
parametry ruchu plemnikéw oraz ich warto$¢ biologiczng. Opracowanie metody kriokonserwaciji

nasienia pstraga teczowego.



1. Okreslenie poziomu prostaglandyn w ukladzie rozrodczym samca pstraga
teczowego oraz poznanie wplywu ich dodatku na motoryke plemnikéow ryb w
czasie przechowywania w warunkach in vitro.

W pracy nr 1 zbadatem poziom prostaglandyn w uktadzie rozrodczym pstraga teczowego. Po raz
pierwszy wskazatem na obecnos¢ odmiennego profilu obecnosci prostaglandyny Fzq oraz E> we
krwi, jadrach i nasieniowodach badanego gatunku. We krwi pstraga dominowata prostaglandyna
E., chociaz jej zawarto$¢ byta relatywnie niska i wynosita 0.29 ng ml'. Co ciekawe jej zawartos¢
w jadrach byta znacznie wyzsza i wynosita az 3.1 ng ml”, ale juz w nasieniowodach byto to tylko
0.23 ng ml'. Z kolei zawartos¢ prostaglandyny Fzq we krwi byta bardzo niewielka i wynosita
zaledwie 0.04 ng ml", podczas gdy w jadrach byto to juz 0.99 ng ml"' a w nasieniowodach az 1,3
ng ml'. Badania profilu zawartosci prostaglandyn w badanych tkankach pozwolito stwierdzi¢, ze
w jadrach dominuje prostaglandyna Ez, podczas gdy w nasieniowodach dominowata
prostaglandyna Fz.. Wskazywaé to moze na udziat prostaglandyny Fzq w procesie dojrzewania
plemnikéw ryb. W zwigzku z tym, ze samice ryb tososiowatych produkujg znaczne ilosci ptynu
owaryjnego wydalanego wraz z oocytami, jego sktad ma takze znaczenie w trakcie procesu
zaptodnienia w warunkach naturalnych. Z tego powodu zawarto$¢ prostaglandyn okreslono takze
w plynie owaryjnym. Okazato sie, ze zawarto$¢ w nim prostaglandyn jest bardzo wysoka i wynosi
23.85 ng ml"' dla PGE> i 82.20 ng ml"' dla PGF2. Kolejnym zadaniem badawczym byto
sprawdzenie w warunkach in vitro jak dodatek prostaglandyn wptywa na motoryke plemnikow po
krotkookresowym przechowywaniu. Ze wzgledu na to, ze prostaglandyny odpowiadajg za
wywolywanie naptywu wapnia do komorek (Schaefer et al., 1998), monitorowatem takze
zawartoéé wapnia wewnatrzkomérkowego przed i po przechowywaniu. W warunkach in vitro
prostaglandyny nie wplynety na ruch plemnikéw, co wskazuje, ze ich rola najprawdopodobniej nie
jest zwigzana z motoryka plemnikow. Okazato sig jednak, ze na poprawe ruchliwosci plemnikéw
decydujacy wplyw miat sam proces inkubacji rozrzedzonego nasienia w warunkach in vitro w
buforze o wysokim pH imitujgcym sktad jonowy plazmy nasienia. W pracy tej po raz pierwszy
wskazatem, ze w czasie inkubacji rozrzedzonego nasienia w warunkach in vitro wzrostowi

ruchliwosci plemnikéw towarzyszyt wzrost zawarto$ci wewnatrzkomérkowego wapnia.

2. Okreslenie optymalnego stezenia biatlek w celu ograniczenia adhezji plemnikow
karpia w trakcie analizy motoryki plemnikéw z zastosowaniem systemu CASA

W pracy nr 2 zoptymalizowatem metodyke analizy parametréw ruchu plemnikéw. Parametry
motoryki plemnikéw mierzone za pomoca systemu CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis),
moga byé zalezne od sktadu buforu, w ktérym inicjujemy ich aktywnos¢ (Martinez-Pastor i in.,
2008). Efekt ten moze by¢ zalezny nie tylko od samego sktadu jonowego buforu, ale od stopnia
adhezji do powierzchni szkta jakiej w danym roztworze moga ulega¢ plemniki (Jones et al., 1979).
Adhezja taka najczesSciej uwidacznia sie w postaci obnizonego odsetka poruszajgcych sie
plemnikéw oraz ich mniejsza predkoscig. Dane zebrane w takich warunkach pomiaru nie sg
wiarygodne. Dlatego tez dodatek substancji zmniejszajacych wtasciwosci adhezyjne plemnikéw



jest niezbednym etapem w przygotowywaniu buforéw do okreslenia ruchliwosci plemnikow. W
przypadku ryb, problem ten nie zostat jeszcze dobrze rozpoznany i rézne zespoty stosujg inne
stezenia i substancje ograniczajgce adhezje plemnikéw do szkietka lub tez nie uwzgledniaja tego
problemu w swoich badaniach. Jako gatunek modelowy postuzyt w tym przypadku karp, gdyz
plemniki tego gatunku dosy¢ tatwo ulegajg adhezji do szkia mikroskopowego. Aby lepie]
rozpoznaé problem adhezji i jej mozliwa zaleznos¢ od sktadu roztworu aktywujacego do badan
wybrane zostaty dwa roztwory tj. roztwér L (100 mM NaCl, 10 mM Tris; pH: 9.0; 199 mOsm kg™
oraz roztwor P (5 mM KCI, 45 mM NaCl, 30 mM Tris; pH: 8.0; 160 mOsm kg™'). Réznity sie one
zaréwno sktadem jak i osmolalnoécig a takze odczynem pH. Analiza motoryki plemnikow w obu
roztworach wykazata, ze parametry ruchu mierzone bez dodatkéw ograniczajgcych adhezje
plemnikéw znacznie sie roznig pomiedzy roztworami. W obu roztworach, zastosowanych bez
dodatku biatek, mierzone parametry ruchliwosci plemnikéw byly niskie. Odsetek ruchliwych
plemnikéw wzrastat, gdy w buforze rozpuszczono albuming. W przypadku roztworu L juz dodatek
0.25% albuminy pozwalat na wzrost ruchliwosci z 27.5 do 80.9%, co oznacza, ze plemniki w tym
roztworze niezwykle tatwo ulegajg adhezji. Z kolei w roztworze P efekt adhezji nie byt tak silny,
gdyz bez dodatku albuminy ruchliwo$¢ wynosita 72.7%. Niemniej po dodaniu odpowiednio 0.25 i
0.5% albuminy, obserwowaliémy wiekszy odsetek ruchliwych plemnikow (odpowiednio 83.5 i
90.5%). Réwniez predkos¢ krzywoliniowa rosta wraz z dodatkiem obu biatek. W roztworze L
plemniki osiagaty maksymalng predkos¢ rowng 205.7 pm s przy zastosowaniu dodatku 0.5%
albuminy oraz 202.2 ym s™' w obecnosci 0.5% kazeiny. W roztworze P wartosci te byty wigksze i
wynosity odpowiednio 242.2 ym s przy zastosowaniu 1% albuminy oraz 246.0 ym s przy
zastosowaniu 2% kazeiny. Podobne zaleznos$ci obserwowano takze w przypadku parametru ALH,
ktérego wartoé¢ bez dodatkéw biatek wynosita 1.2 oraz 1.6 um w roztworach L i P. Po
zastosowaniu biatek juz w dawce 0.25% wartosci te wyniosty odpowiednio 1.8 oraz 1.9 um.
Poréwnanie ruchliwosci w obu roztworach pozwolito stwierdzi¢, ze stopieri adhezji plemnikow w
znacznym stopniu uzalezniony jest od sktadu jonowego stosowanych roztworéw. Dodatek biatek
pozwolit mocno zredukowaé roéznice w mierzonych parametrach CASA motoryki plemnikéw, co
wskazuje, ze gtéwna przyczyng réznic w pomiarach motoryki plemnikéw prowadzonych w
réznych roztworach, jest odmienny stopiern adhezji samych plemnikow. Nie wyklucza to
oczywistego wptywu skiadnikéw jonowych roztworéw oraz ich osmolalnosci i pH. Jednakze
réznice te nie sa tak drastyczne, jak te wynikajgce z adhezji samych plemnikéw do powierzchni
szkietka mikroskopowego.

Praca ta pozwolita wystandaryzowac ilos¢ stosowanego stezenia biatka w testach CASA tak, aby
analiza motoryki plemnikéw umozliwiata uzyskiwanie wiarygodnych wynikéw. W przypadku
ssakow czesto stosowang strategig w tego typu badaniach jest dodatek nawet 10% albuminy. W
przypadku ryb technika ta nie byta dotychczas opracowana, a wspomniane stezenie biatka
negatywnie wplywato na ruchliwos$¢ plemnikéw. Z tego powodu w swoich badaniach wiaczytem

do analizy inne biatko, tj. kazeine. W zwigzku z tym, ze biatka te mogg wykazywac dziatanie



podobne do przeciwutleniaczy czy tez wigza¢ reszty cholesterolowe bton komorkowych, a takze
wykazywaé wiasciwosci chelatora jonéw, w tym takze metali ciezkich, uzycie ich minimalnego
stezenia niezbednego do analizy jest konieczne w celu uzyskania wiarygodnych wynikéw.
Badania ruchliwosci plemnikow karpia wykazaty, ze plemniki ryb podatne sg na przyklejanie do
szkietka (obnizony odsetek ruchu w przypadku nie zastosowania dodatku biatek) a zastosowanie
zarowno albuminy jak i kazeiny w stezeniu odpowiednio 0.5% oraz 0.25% pozwala na
wykluczenie tego zjawiska. W badaniach moich po raz pierwszy wskazatem, ze zastosowanie
biatka kazeiny jest bardziej efektywne w ograniczeniu zjawiska adhezji plemnikéw w poréwnaniu

od powszechnie stosowanej albuminy.

3. Okreslenie wplywu warunkéw tlenowych i aerobowych na zmiany ruchliwosci
plemnikéw ryb.

W zwigzku z tym, ze warunki in vitro wptywajg na jako$¢ plemnikow (praca nr 1), a analiza
motoryki ich ruchu jest czasochtonna i od pobrania gamet do ich zbadania uptywa czgsto wiele
godzin, w kolejnej pracy (praca nr 3) skupitem sie na wptywie warunkéw tlenowych i aerobowych
na krotkookresowe przechowywanie plemnikow ryb.

Nierozciericzone nasienie pstraga teczowego dtuzej zachowuje swoje parametry motoryczne, gdy
przechowywane jest w atmosferze czystego tlenu (Billard 1981). W mojej pracy wykazalismy, ze
nasienie pstrgga teczowego rozcienczone sztuczng plazma nasienia (Morisawa i Morisawa,
1988) dtuzej zachowuje swoje wiasciwosci motoryczne, gdy przechowywane jest w warunkach
aerobowych, jakkolwiek w ciagu pierwszych 10 dni przechowywania nie stwierdzono réznic w
parametrach ruchu plemnikéw przechowywanych bez rozrzedzenia jak i tych rozrzedzonych
sztuczng plazmag nasienia. Warunki aerobowe oraz rozrzedzenie nasienia sztuczng plazmg,
pozwolity na utrzymanie 50% ruchliwych plemnikéw az 20 dni od pobrania nasienia. W tym
czasie plemniki przechowywane w atmosferze czystego tlenu catkowicie stracity swojg zdolno$¢
do ruchu. Podobnie w przypadku sterleta, plemniki przechowywane w atmosferze czystego tlenu
tracity swojg zdolnoéé do ruchu juz 10 dni po rozpoczeciu przechowywania. W tym czasie
plemniki rozrzedzone i przechowywane w atmosferze powietrza (warunki aerobowe)
charakteryzowaly sie ruchliwoécig na poziomie 70%. Badania te wskazaty na wysokg podatnos¢
plemnikéw sterleta na uszkodzenia zwigzane z procesami oksydacyjnymi. Moze to mie¢ zwigzek
z obecnoscig struktury akrosomu w tych plemnikach, co jest ewenementem w S$wiecie ryb.
Prawdopodobnie delikatna struktura akrosomu moze tatwo ulega¢ uszkodzeniom zwigzanym z
peroksydacija lipidéw znajdujacych sie w btonie komérkowej i powodujgc nieodwracalne zmiany w
jego strukturze. W przypadku karpia, jakkolwiek nie potwierdziliSmy negatywnego wptywu
atmosfery czystego tlenu na zachowanie wiasciwosci motorycznych plemnikéw, nie
stwierdzilismy takze pozytywnego wptywu takiego sposobu przechowywania. W ciggu 4 dni
przechowywania w rozrzedzonym nasieniu karpia zmniejszyt sie odsetek ruchliwych plemnikow z
60 do 40%.
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Przedstawiona praca, po raz pierwszy na przyktadzie ryb jesiotrowatych (sterlet), tososiowatych
(pstrag teczowy) i karpiowatych (karp) dowiodta, Ze warunki tlenowe nie wptywaja korzystnie dla
utrzymanie wiasciwego poziomu ruchliwosci plemnikéw ryb. Moja praca wskazuje na mozliwos¢
wystgpienia stresu oksydacyjnego w nasieniu ryb przechowywanym w atmosferze czystego tlenu,
o czym $wiadczy¢ mogly informacje dostarczane wczes$niej przez hodowcow i praktykéw z

dziedziny rybactwa.

4. Okreslenie wplywu antyoksydantéow na motoryke plemnikéw okonia
przechowywanych w warunkach in vitro.

W zwigzku z tym, ze we wczesniej prowadzonych badaniach (praca nr 3) stwierdzitem mozliwosé
zachodzenia zmian oksydacyjnych w nasieniu ryb w czasie krétkookresowego przechowywania,
postanowitem zbadac¢, czy dodatek antyoksydantéw moze wydtuzy¢ zywotnosé plemnikow ryb
oraz ich parametry motoryczne. W pracy numer 4 zastosowatem dodatek antyoksydantéw, a
takze albuminy w czasie krotkookresowego przechowywania nasienia okonia.

Dodatek antyoksydantéw do nasienia okonia spowodowat znaczgce roznice w ALH, ktorego
warto$¢ byta najnizsza w wariantach z dodatkiem witaminy E i wynosita 1.69 um, podczas gdy w
prébie bez dodatku antyoksydantow wynosita ona 2.53 ym. Po 17 dniach przechowywania
najwyzsza warto$¢ ALH zanotowana zostata w prébach z dodatkiem glutationu i wynosita ona
1.51 um. Niemniej byta on zblizona do wartosci obserwowanej w grupie kontrolnej (1.39 um).
Podczas przechowywania obserwowane byly duze fluktuacje parametréw CASA takich jak VCL,
VSL, LIN, STR and PRG. Najprawdopodobniej zwigzane one byly z obnizajgcym sie odsetkiem
ruchliwych plemnikéw. Mozliwe, ze subpopulacja plemnikéw o niskich parametrach motorycznych
najszybciej tracita zdolnosé do poruszania sie i tym samym, pozostate plemniki charakteryzujgce
sie wysokimi wartosciami parametréw motorycznych, miaty wplyw na osigganie wyzszych
$rednich wartosci CASA w prébach.

W toku prowadzonych badan okazato sie, ze dodatek wiekszosci antyoksydantow (1 mM
witaminy C, 1.5 mg ml"' witaminy E, 5 mM cytrynianu sodu, 5 mM glutationu i 5 mM cysteiny)
wpltynat negatywnie na motoryke plemnikéw. Jedynie dodatek glutationu nie wykazywat
negatywnego wptywu na motoryke plemnikoéw. Jakkolwiek dodatek antyoksydantéw nie okazat
sie kluczowy w uzyskaniu wysokiego odsetka ruchliwych plemnikow, to zastosowany przez nas
po raz pierwszy rozrzedzalnik do nasienia ryb pozwolit na przechowanie nasienia okonia az 17
dni z zachowaniem jego potencjatu motorycznego na poziomie 72% z dodatkiem glutationu oraz

64% w roztworze bez dodatku antyoksydantéw.

5. Ustalenie wplywu diugookresowego przechowywania nasienia siei na parametry
ruchu plemnikébw oraz ich wartos¢ biologiczna. Opracowanie metody
kriokonserwacji nasienia siei.

W zwigzku z mozliwoscig diuzszego przechowania nasienia bez utraty jego wiasciwosci
motorycznych, podjatem badania majgce na celu opracowanie metod diugookresowego

przechowywania nasienia ryb. W pracy numer 5 po raz pierwszy opisatem metode pozwalajaca
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na efektywne i mozliwe do zastosowania w praktyce diugookresowe przechowywanie
(kriokonserwacje) nasienia siei.

Od pobrania nasienia do jego kriokonserwacji czesto mija kilka godzin. Jak wykazalismy we
wczesniejszej pracy, nasienie ryb przechowywane w stanie nierozrzedzonym szybko traci swoje
whasnosci motoryczne. Jest to zwlaszcza widoczne w przypadku siei, u ktérej ruchliwos¢
plemnikow spada juz w kilkadziesigt minut po pobraniu nasienia. W zwiazku z tym, w
prezentowanej pracy postanowitem przeanalizowa¢ potaczenie metody krotkookresowego z
metoda dtugookresowego przechowywania nasienia tak, aby uzyska¢ wystarczajacg ilos¢ czasu
na manipulacie nasieniem po jego pobraniu i skuteczne przeprowadzenie procedury
kriokonserwacji. W tym celu zastosowano roztwér ASP (Morisawa i Morisawa, 1988) i pobrane
proby nasienia zostaty w nim rozrzedzone w stosunku 1:1 po czym poddane zostaly
kriokonserwacji. Stwierdzono, ze nasienie wstepnie rozrzedzone buforem ASP zachowuje swoje
parametry motoryczne na niezmienionym poziomie w ciggu 24 godzin od jego pobrania. W tym
samym czasie nasienie nierozrzedzone charakteryzowato sie ruchliwoscig zredukowang o
nieomal 50%. Istotne zmiany motoryki plemnikéw zwigzane z przechowywaniem nasienia
nierozrzedzonego rozpoczety sie juz w 2 godziny po jego pobraniu, co wskazuje, ze nasienie siei
moze by¢ jednym z bardziej wrazliwych na przechowywanie w warunkach in vitro. Moze to takze
wskazywaé na mozliwos¢ zanieczyszczenia nasienia moczem, co zazwyczaj prowadzi do
szybkiej utraty wtasciwosci motorycznych plemnikéw poprzez przedwczesng aktywacje ich
aparatu ruchu. W tym przypadku strategia opierajaca si¢ na wczesniejszym rozrzedzeniu
nasienia w roztworze zawierajacym sktadniki, ktére skutecznie blokujg aparatu ruchu plemnikow i
wprowadzajac tym samym wiasciwe dla nasienia warunki osmolalnosci oraz pH, okazaly sie
skuteczne w krotkookresowym przechowywaniu nasienia.

Poza testem majgcym na celu analize motoryki plemnikoéw w trakcie krétkookresowego
przechowywania, przeprowadzona zostata takze kriokonserwacja nasienia rozrzedzonego
wstepnie buforem ASP. Okazalo sie, ze nasienie siei rozrzedzone dwukrotnie buforem ASP, a
nastepnie rozrzedzone buforem do kriokonserwacji (40 mM KCI, 20 mM Tris, 300 mM trehaloza,
20% metanol) i poddane kriokonserwaciji (4cm nad poziomem azotu w czasie 4 minut), pozwolito
na zachowanie az 77% ruchliwych plemnikéw po rozmrozeniu. W przypadku nasienia wczesnie]
poddanego krétkookresowemu przechowaniu na lodzie w stanie rozrzedzonym wynik ten
utrzymywat sie na zblizonym poziomie ti. 75%. StwierdziliSmy, Ze parametry motoryczne
plemnikéw takie jak VCL, VAP i ALH ulegty obnizeniu po kriokonserwacji. Co ciekawe, parametry
takie jak PRG i LIN wzroslty po zastosowaniu kriokonserwacji. Analizujgc wpltyw czasu po
rozmrozeniu na motoryke plemnikéw stwierdzitem, ze w czasie 30 minut od rozmrozenia nasienia
warto$¢ ta zmniejszyta sie do okoto 50%. Przeprowadzone testy barwienia jodkiem propidyny i
barwnikiem SYBR-14 wykazaly, ze po kriokonserwacji w nasieniu pozostato okoto 70%
plemnikéw z nieuszkodzonymi bionami komérkowymi, co potwierdzito wyniki uzyskane z

zastosowaniem systemu CASA. Niewielki spadek tej wartoéci po 30 minutach od rozmrozenia w
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stosunku do obserwowanego spadku ruchliwych plemnikéw wskazuje, ze za obnizanie odsetka
ruchliwych plemnikéw po rozmrozeniu nie sg odpowiedzialne procesy zwigzane z uszkodzeniami
btony komérkowej plemnikéw. Po przeprowadzeniu testéw zaptodnienia ikry z uzyciem nasienia
kriokonserwowanego stwierdziliémy, ze potencjat biologiczny kriokonserwowanych plemnikow
siei jest poréwnywalny do nasienia przed kriokonsrwacjg. Wyniki te wskazujg, ze zmiany
parametrow motorycznych plemnikéw nie wplynety negatywnie na ich wartos¢ biologiczna.
Pozwala to sgdzi¢, ze zmiany tych parametrow w pewnym zakresie wartoci nie stanowig bariery
w zaptodnieniu ikry w warunkach kontrolowanego rozrodu.

Na podstawie przeprowadzonego przez nas eksperymentu stwierdzilismy, ze
zastosowanie koncowego stezenia 13.33% metanolu i 240 mM trehalozy pozwolito utrzymac
wysokag (ponad 50%) ruchliwo$¢ plemnikéw, nawet 30 minut po rozmrozeniu. Ostateczna
koncentracja plemnikéw w 250 ul stomkach wynosita okoto 1.74 x 10° ml™". Srednio potrzeba
okoto dziesieciu sekund na rozmrozenie jednej prébki nasienia, co oznacza, ze w ciggu 30 minut
jedna osoba moze rozmrozi¢ 180 porcji. W proponowanej metodzie jedna prébka pozwala na
unasiennienie okoto 2100 oocytow. W zwigzku z czym, w ciggu 30 minut bedziemy mogli uzyskac
ilo§é nasienia potrzebng do zaptodnienia 378 000ziaren ikry, co czyni t¢ metode godng polecenia
w praktycznych zastosowaniach.Opisana przeze mnie oryginalna procedura, {gczaca
krotkookresowe i dlugookresowe przechowywanie nasienia ryb, wnosi poza wiedzg teoretyczng
znaczne walory praktyczne. Dtugookresowo przechowywane nasienie siei charakteryzowato sie
zblizonymi parametrami ruchu plemnikéw, a takze podobng do $wiezego nasienia warto$¢
biologiczng (stopien zaptodnienia ikry). Opisany w pracy dwustopniowy proces kriokonserwaciji w
istotny sposéb utatwia zastosowanie tej procedury w przypadku prac w terenie, czy tez z duzymi
iloéciami nasienia. Ze wzgledu na to, ze aparatura do kriokonserwacji nasienia ma ograniczong
pojemnos¢, mozliwosé przechowania nasienia i jego kriokonserwaciji partiami moze by¢ bardzo

cenna i przydatna w praktyce rybackie;.

6. Ustalenie wplywu diugookresowego przechowywania nasienia pstraga teczowego
na parametry ruchu plemnikéw oraz ich wartos¢ biologiczna. Opracowanie metody
kriokonserwacji nasienia pstraga teczowego.

W kolejnej pracy, stosujac wyjsciowo rozrzedzalnik do kriokonserwacji o takim samym
sktadzie jak w przypadku siei zbadatem wplyw jego poszczegolnych komponentéw na
skutecznosé kriokonserwaciji plemnikéw ryb wyrazong ich parametrami motorycznymi oraz
wartosciag biologiczna.

Préby nasienia po rozrzedzeniu i konfekcjonowaniu w stomkach o pojemnosci 250 ul poddano
kriokonserwacji na ptywajacych ramkach (3 cm nad parami ciektego azotu) w czasie 5 minut. Po
tym czasie préby przenoszono do ciekiego azotu. Rozmrazanie odbywato sie w fazni wodnej o
temperaturze 40°C przez okres 5 s. Pierwszym etapem prac bylo przetestowanie wptywu
stezenia trehalozy na skuteczno$¢ kriokonserwacji. Okazalo sie, ze najlepszymi parametrami

motorycznymi charakteryzujg sie plemniki kriokonserwowane w buforze o stezeniu 175 mM
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trehalozy. Nastepnie zbadany zostat wptyw stopnia rozrzedzenia na parametry motoryczne
plemnikéw poddanych procedurze kriokonserwacji. Do badan wybrano nastepujace stopnie
rozrzedzenia: 1:9, 1:11.5 oraz 1:14 (nasienie : rozcienczalnik). Stwierdzono, ze optymalnym
rozrzedzeniem byt stosunek 1:11.5. Stosujac wybrane rozrzedzenie poddali$my analizie wptyw
takich komponentéw buforu do kriokonserwaciji jak jony potasu oraz obecnoé¢ soli Tris i ustalong
z jej pomocag warto$é pH. W tym celu przygotowali$my 4 bufory do kriokonserwacji zawierajace
10% metanolu kazdy:

A- 175 mM trehalose (186 mOsm, pH 6.39);

B- 175 mM trehalose, 40 mM KCI (275 mOsm, pH 6.22);

C- 175 mM trehalose, 40 mM KCI, 20 mM Tris, (300 mOsm, pH 7.5);

D- 175 mM trehalose, 40 mM KCI, 20 mM Tris, (294 mOsm, pH 8.5).

Nasze badania wykazaly, ze rozrzedzenie nasienia z kazdym z wybranych buforow
powodowat wzrost wartosci takich parametréw motorycznych plemnikéw jak VSL, VCL, LIN czy
STR i nieznaczne obnizenie parametru ALH (w przypadku buforu B i C). Po rozmrozeniu, w
przypadku buforéw nie zawierajgcych Tris (trihydroksyaminometan), parametry motoryczne
plemnikéw nie ulegly istotnemu obnizeniu. Odsetek ruchliwych plemnikéw, predkosci VCL i VAP
ksztattowaty sie na zblizonym poziomie do nasienia $wiezego, z kolei parametry VSL, LIN, STR
byly wyzsze niz w przypadku nasienia $wiezego. We wszystkich prébach obnizeniu ulegt
parametr ALH ruchu plemnikéw. Wiasciwosci motoryczne plemnikéw byty znaczaco uposledzone
po przeprowadzeniu prob kriokonserwacji z udziatem soli Tris. Wskazuje to na potencjalnie
wysokg toksyczno$¢ tego zwiazku w trakcie procesu zamrazania nasienia. Podczas procesu
kriokonserwacji dochodzi bowiem do wzrostu stezenia soli w $rodowisku wewnatrz i
zewnatrzkomérkowym, co jest zwigzane z zamarzaniem wody. W tym procesie wazng ochronng
role odgrywaijg krioprotektory, ktére maja za zadanie obnizy¢ koncentracje soli w Srodowisku
wewnatrzkomérkowym i zewnatrzkomoérkowym. W ten sposob chroni sie komorki przed
krytycznie wysokim stezeniem soli. W przypadku Tris ten mechanizm ochronny okazat sig
niewystarczajgcy.

Stwierdzilismy ponadto, ze dodatek jonéw potasu, mimo ze nie wplynat na sam proces
kriokonserwacii, to miat istotne znaczenie w zachowaniu zdolnoéci motorycznych plemnikéw po
ich rozmrozeniu. Okazato sie, ze obecnos¢ jonoéw potasu w buforze do kriokonserwacji pozwala
na zachowanie wysokich wartoéci parametrow ruchu plemnikéw do 60 minut od rozmrozenia. W
przypadku braku jonéw potasu w buforze parametry te ulegaty obnizeniu po godzinie
przechowywania. Badania stabilnosci bton komérkowych potwierdzity te wyniki, wskazujgc na
wysoki odsetek nieuszkodzonych plemnikéw zaréwno tuz po rozmrozeniu, jak i po 60 minutach
inkubaciji. Na skuteczno$¢ kriokonserwacji miata takze wptyw koncowa koncentracja plemnikéw w
stomce. Stosujac nieliniowg regresje udato sie wyznaczy¢ optymalng wartos¢ koncentracii
plemnikéw w stomce, ktéra wyniosta okoto 1.2 mid plemnikéw w 1 mililitrze rozrzedzalnika.

Kriokonserwowane nasienie charakteryzowato sie bardzo wysokimi warto$ciami motorycznymi
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plemnikow, dlatego tez istotnym bylo postawienie pytania dotyczacego ich wartosci biologiczne;.
Przeprowadzone testy zaptodnienia wskazaty, ze nasienie kriokonserwowane w wariancie A i B
nie roznito sie w swojej zdolnosci zaptadniajgcej od nasienia $wiezego. Ponadto wykazalismy po
raz pierwszy, ze wartosci parametréw motorycznych plemnikéw takich jak LIN i STR negatywnie
koreluja z jakoscia biologiczng plemnikow.

Podsumowujgc, w prezentowanej pracy po raz pierwszy wykazatem, ze dodatek
powszechnie uzywanego zwigzku buforujgcego (Tris) wptywa negatywnie na skutecznosc
kriokonserwacji nasienia pstragga teczowego i parametry motoryczne plemnikéw po rozmrozeniu.
Dowiodlem takze istnienia optymalnej koncentracji plemnikébw w stomce gwarantujacej
maksymalny odsetek zywotnosci plemnikéw pstraga teczowego. Ponadto po raz pierwszy
stwierdzitem, ze dodatek soli potasu moze w znaczacy sposéb wydtuzyé czas ruchu plemnikéw
po ich rozmrozeniu. Duzg warto$¢ poznawcza ma takze stwierdzenie zaleznosci pomiedzy
wzrostem parametréw zwigzanych z liniowoscia ruchu plemnikéw ryb tososiowatych, a
obnizeniem ich zdolnoéci zaptadniajgcej. Analizujgc aplikacyjno$¢ badania nalezy zwrécic uwage,
ze dotychczasowe prace wskazywaty na mozliwos¢ wykorzystania kriokonserwowanego nasienia
ryb w ciggu kilku minut od jego rozmrozenia. Metoda opracowana przeze mnie pozwala na
zachowanie niezmienionych parametréw motorycznych plemnikéw oraz ich zdolnosci
zaptadniajacej w czasie 60 minut od rozmrozenia. Aplikacyjny charakter przeprowadzonych
badan sprawia, ze w praktyce rybackiej realnym staje sie wykorzystanie kriokonserwowanego

nasienia w pracach selekcyjnych czy tez krzyzowaniu gatunkéw w celach produkcyjnych.
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Pozostale osiagniecia naukowe

Poza tematyka zwigzang z przechowywaniem nasienia ryb prowadzone przeze mnie badania
dotyczyly gtéwnie zagadnier z zakresu biologii rozrodu ryb oraz andrologii. Moja praca skupita
sie wokét charakterystyki plazmy nasienia ryb, wtasciwosci motorycznych plemnikéw, ich wartosci
biologicznej oraz mozliwosci poprawy istotnych rozrodczo parametréw nasienia poprzez iniekcje

hormonalne. Prace opublikowane w czasopismach recenzowanych sktadajg sie¢ na nastepujgce

zagadnienia:
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Przed uzyskaniem stopnia doktora

. Enzymy proteolityczne uktadu rozrodczego samcow ryb
Badania dotyczace proteinaz plazmy nasienia rozpoczatem jako magistrant Wydziatu
Ochrony Srodowiska i Rybactwa Uniwersytetu Warmirisko-Mazurskiego w Olsztynie. Problem
proteolizy w ukfadzie rozrodczym samca jest w przypadku ryb bardzo wazny. Gtéwnymi biatkami
plazmy nasienia sg bowiem inhibitory proteaz serynowych. Wskazuje to na koniecznosc
regulowania aktywnosci proteolitycznej na poziomie gonady samca. Dzieki prowadzonym przeze
mnie po raz pierwszy badaniom mozna byto okresli¢ klasy enzyméw proteolitycznych
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wystepujacych w plazmie nasienia ryb oraz wyznaczyé ich masy czasteczkowe. Okazato sie, ze
gtéwnymi enzymami proteolitycznymi plazmy nasienia ryb doskonatokostnych (Teleostei) sg
biatka z klasy metaloproteaz i proteaz serynowych. Zidentyfikowano takze wysoko i nisko
czgsteczkowe proteazy o nieznanej klasie (niehamowane przez zaden z zastosowanych
inhibitorow). Ponadto badania te pozwolity na wskazanie wspéinych dla badanych rodzin ryb
profili proteaz. W kolejnych badaniach wskazano takze specyficzno$¢ niektdérych enzymow
proteolitycznych dla ukfadu rozrodczego poréwnujgc ich profil elektroforetyczny z profilem protez
znajdujacych sie we krwi i $luzie karpia. W pracy tej udato si¢ zidentyfikowa¢ dwa pasma
aktywnosci proteolitycznej metaloproteaz charakterystyczne tylko dla plazmy nasienia. Proteazy
serynowe okazaly sie zblizone do tych wystepujgcych we krwi. Okreslono takze specyficzne
proteazy serynowe znajdujace sie we krwi oraz metaloproteazy $luzu ryb. Stwierdzono, ze
badania elektorforetyczne profili aktywnoséci proteolitycznej moga pomagaé w diagnostyce
zanieczyszczenia nasienia krwig lub $luzem do ktérego moze dochodzi¢ w trakcie pobierania
produktéw piciowych. (Zatgcznik IV. Pozycje A2, 3 i 4). Majac dosdwiadczenie w badaniu
aktywnosci proteolitycznej za pomocg zymograméw wzigtem takze udziat w badaniach, ktére
pozwolity przenie$¢ stosowang przeze mnie metodyke na materiat biologiczny pochodzgcy od
indora. Praca ta pozwolita na znalezienie proteaz charakterystycznych tylko dla uktadu
rozrodczego i nieobecnych we krwi indora. Ponadto, stwierdzono wystepowania specyficznych

dla nasieniowoddéw inhibitoréw proteaz serynowych (Zatacznik |V. Pozycja A.6).

Il. Kriokonserwacja nasienia ryb
Od poczatku zatrudnienia w IRZBZ PAN w Olsztynie bratem udziat w pracach zespotu Pana
prof. dr hab. Jana Glogowskiego, dotyczacych realizacji prac majgcych na celu utworzenie banku
nasienia ryb a finansowanych w ramach dotacji celowej Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi. W
trakcie prac zwigzanych z tym projektem wziagtem udziat w doswiadczeniu opisujgcym bardzo
efektywng metode kriokonserwacji nasienia jesiotrow. Metoda ta pozwala na zachowanie nieomal
niezmienionego potencjatu rozrodczego plemnikow jesiotra i zostata opublikowana w

prestizowym czasopismie Aquaculture (Zatgcznik IV. Pozycja A.1).

lll. Biologia nasienia ryb

Podczas wspéipracy prowadzonej w naszym Zaktadzie z Instytutem Rybactwa
Srodlagdowego bratem takze udziat w badaniach dotyczacych zagadnien sztucznego rozrodu ryb.
W jednej z prac okreslilismy wplyw powszechnie stosowanej w rybactwie anestezji na jakosé
nasienia pstrgga teczowego. StwierdziliSmy, ze anestezja moze skracac czas ruchu plemnikow a
tym samym negatywnie wplywac na zapfodnienie ikry ryb. Ponadto, analizujgc wptyw czasu po
usmierceniu ryby na jakosé nasienia stwierdziliSmy, ze juz 40 minut od $niecia ryb obnizajg sie,
istotne z punktu widzenia rozrodu, parametry ruchu plemnikéw (Zatacznik IV. Pozycja A.7).
Bratem takze udziat w badaniach okreslajacych negatywny wptyw na proces zaptodnienia u ryb

lososiowatych, ktorych ziarna ikry sg uszkodzone. W powstatej w wyniku badan pracy
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wykazaliémy, ze zastosowanie odpowiednich ptynéw do zaptodnienia (jak na przyktad roztwor

sody), mozliwe jest zniwelowanie tego negatywnego efektu (Zatgcznik IV . Pozycja A.5).

Po uzyskaniu stopnia doktora

IV. Biologia rozrodu stynki

Po uzyskaniu stopnia doktora rozpoczatem badania dotyczace biologii rozrodu stynki.
Gatunek ten znika obecnie z wéd w wielu krajach europejskich i chociaz nie nalezy do
zagrozonych, jego lokalne populacje wymagajg dziatan wspomagajgcych ich utrzymanie na
wtasciwym poziomie. Po raz pierwszy opisali§my obraz morfologiczny plemnikow stynki, ktore jak
sie okazato, nalezg do jednych z najmniejszych i najkrécej ruszajgcych si¢ plemnikéw u ryb.
Charakterystyka ruchliwosci i wplywu jonéw potasu na plemniki ryb wskazata, ze podobnie jak
ryby tososioksztattne, stynkoksztattne takze posiadajg system immobilizacji aparatu ruchu
aktywowany poprzez jony potasu. W toku naszej pracy ustaliliémy, ze jest mozliwe zwiekszenie
mozliwosci reprodukcyjnych samca stynki po iniekcji hormonalnej ludzka gonadotroping
kosméwkowa (hCG), ale efekt ten widoczny jest tylko w potgczeniu ze stymulacjg behawioralna,
co obserwowali$my w grupach ryb trzymanych wspélnie z samicami. W zwigzku z niewielkimi
iloéciami pozyskiwanego nasienia, zdecydowali$my sie takze przeanalizowac perspektywe
wykorzystania nasienia jadrowego stynki. Nasze wyniki wskazaty, ze jakkolwiek nasienie jgdrowe
charakteryzuje sie nizszym odsetkiem ruchliwych plemnikéw, to ich predko$¢ prostoliniowa byta
wyzsza od plemnikéw nasieniowodowych. Wyniki' te wskazujg na mozliwos¢ wykorzystania
potencjatu nasienia jgdrowego w sztucznym rozrodzie stynki. Praca opisujgca uwarunkowania
rozrodcze samca stynki ukazata sie w prestizowym czasopi$émie Aquaculture (Zatgcznik V.
Pozycja A.9). W toku dalszych prac okazato sig, ze zastosowanie syntetycznych analogow
gonadoliberyn (mGnRHa) w potaczeniu z inhibitorami dopaminy pozwala na zwigkszenie sukcesu
rozrodczego samcow stynki nawet bez udziatu dodatkowej stymulacji behawioralnej jak ma to
miejsce przy zastosowaniu hCG. Zastosowanie mGnRHa w potaczeniu z metaklopramidem oraz
sGnRHa w potgczeniu z domperidonem, pozwolito zwiekszy¢ nie tylko parametry ilosciowe i
jakosciowe nasienia stynki, ale takze spowodowato, ze 100% samcéw poddanych hormonalnej
stymulacji byto gotowych do rozrodu (Zatacznik |V pozycja A.18). W kolejnej pracy skupitem si¢
na dynamice procesu dojrzewania plemnikéw stynki po iniekcji hormonalnej (Zatgcznik 1V pozycja
A.25). Poza aspektem badawczym, badania miaty poméc w ustaleniu w jakim czasie po iniekcji
hormonalnej nastepuje szczytowy punkt gotowosci tartowej samcow stynki. W badaniach tych
ustaliliémy, ze 1. Samce stynki poddane stymulacji hormonalnej zmieniajg ubarwienie ciata na
ciemniejsze, 2. Po iniekcji hormonalnej nastepuje intensywne uwodnienie nasienia w jgdrach i
jego stopniowe uwolnienie az do 72 godzin po tarle, 3. Szczytowy okres produktywnosci
rozrodczej samcow stynki przypada na 48 godzine po iniekcji hormonalnej, 4. Nasienie
pozyskane z jgder samcow stynki jest ruchliwe, ale charakteryzuje sie odmiennymi parametrami

motoryki jak na przyktad znacznie wyzszg liniowoscig ruchu w poréwnaniu do nasienia z
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nasieniowodéw. Badania te pozwolity na szczegétowe poznanie biologii rozrodu tego gatunku i

zoptymalizowanie protokotu kontrolowanego rozrodu w celach restytucyjnych.
Kontynuacja badan: Enzymy proteolityczne uktfadu rozrodczego samcow ryb

Majgc duze doswiadczenie w prowadzeniu badan z zastosowaniem zymograméw we
wspotpracy z Uniwersytetem Warminsko-Mazurskim, wziglem udziat w badaniach nad profilem
elektroforetycznym proteaz plazmy nasienia okonia w czasie sezonu tarowego. Badania te
pozwolity na okreslenie proteaz specyficznych dla plazmy nasienia okonia i ponadto wskazaty, ze
aktywnosc proteolityczna enzyméw jest dosyé stata w ciggu sezonu rozrodczego, a zmianie
ulega jedynie aktywnos¢ antyproteolityczna (inhibitoréw proteaz). Wskazuje to na wiodaca role
inhibitoréw proteaz w kontroli procesow proteolitycznych w plazmie nasienia okonia (Zatacznik 1V.
Pozycja A.24). Badania nad proteazami plazmy nasienia zostaty wznowione pod moim
kierownictwem w 2015 roku i pozwolity na dalsze scharakteryzowanie ich roli w procesach
biologicznych uktadu rozrodczego karpia. Prace opublikowane w 2016 i 2017 roku pozwolity na
okre$lenie optimum pH oraz temperatury, w ktérych enzymy proteolityczne plazmy nasienia
prowadzg degradacje biatek. Bylo to mozliwe dzieki zastosowaniu nowatorskiej metody
porébwnawczej bazujgcej na gestosci optycznej prazkéw elektroforetycznych aktywnosci
proteolitycznej. Okazato sie, ze aktywnosé ta jest widoczna nawet w 4°C, co wskazuje, ze moga
one petni¢ swojg role takze zimg, kiedy to najprawdopodobniej zachodzg procesy degradacji
zbednych dla organizmu biatek znajdujgcych sie w plemnikach pozostatych w ukfadzie
rozrodczym. Kolejna praca pozwolita uwiarygodnié tg teze wskazujac, ze biatka plemnika mogg
by¢ degradowane przez proteazy serynowe znajdujgce sie w plazmie nasienia karpia. Udato sie
to osiggnaé poprzez nowatorskie podejscie do metodyki badan, ktére po raz pierwszy pozwolito
zastapi¢ syntetyczne substraty (zelatyne czy tez kazeine) natywnymi biatkami plemnika
uzyskanymi po przeprowadzeniu ich sonifikacji. Biatka zostalty poddane rozdziatom
chromatograficznym by podzieli¢ je na 4 klasy pod wzgledem wielko$ci (masy) a nastepnie
zostaly skopolimeryzowane w zelu poliakrylamidowym tworzgc substrat dla proteaz. Podczas
inkubacji w warunkach in vitro proteazy serynowe plazmy nasienia karpia degradowaty wszystkie
frakcje biatek plemnikéw, co wskazuje, ze petnig one role podobng do trypsyny w meskim

uktadzie rozrodczym i mogg brac¢ udziat w degradacji plemnikow (Zatgczniik IV. Pozycja A 47, 51).

V. Aktywnos¢ B-N-acetyloglukozoaminidazy, fosfatazy kwasnej i
arylsulfatazy w plazmie nasienia ryb i ich rola w zaptodnieniu ikry

Enzym B-N-acetyloglukozoaminidaza (B-NAG) jest waznym czynnikiem akrosomalnym w
nasieniu kregowcoéw wyzszych. W toku prowadzonych badan nad aktywnoscig tego enzymu
okazato sig, ze w plazmie nasienia pstraga teczowego aktywno$éB-NAG jest znacznie wyzsza w
poréwnaniu do aktywnosci mierzonej w plazmie nasienia ryb jesiotrowatych. Zwrécié trzeba
uwage na fakt, ze plemniki pstraga, w odréznieniu do plemnikéw jesiotra, nie posiadajg struktury

akrosomu. W dalszych badaniach przeprowadzono izolacje B-NAG z plazmy nasienia i
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ekstraktéw plemnikéw jesiotra syberyjskiego oraz pstraga teczowego z zastosowaniem
chromatografii jonowymiennej oraz filtracji zelowej. Tak oczyszczone formy enzymu
scharakteryzowano pod katem optymalnych wartosci temperatury i pH, w ktérych enzym
wykazuje najwyzszg aktywnos$é. Zbadano takze wptyw wybranych krioprotektoréow na aktywno$é
tego enzymu. Okazato sie, ze zwigzki takie jak DMA, DMSO oraz glicerol, wyraznie hamujg
aktywnosc¢ B-NAG. Te pionierskie wyniki badan pozwolity lepiej zrozumieé¢ efekt obserwowany
przez innych badaczy, a zwigzany z kriokonserwacjg nasienia jesiotra. Otdéz plemniki
kriokonserwowane z udziatem DMSO pomimo posiadania wysokiej ruchliwosci nie sg w stanie
zaptadnia¢ oocytéw. Nasze badania wskazaly, ze za ten efekt odpowiedzialne moze byé
dziatanie DMSO blokujgce aktywno$¢ B-NAG. W toku dalszych badan przeprowadzilismy testy
zaptodnienia stosujgc inhibitory (B-N-acetylogukozoaminidazy. Uzyskane wyniki pozwolity
wnioskowac, ze zahamowanie aktywnosci B-NAG zarowno w plemnikach jak i w ikrze jesiotra i
pstraga teczowego, spowodowato drastyczne obnizenie odsetka zaptodnienia. Ponadto
stwierdzono, ze zahamowanie aktywnosci tego enzymu, obecnego w plemnikach, nie wptywa
istotnie na proces zaptodnienia u jesiotra, jest natomiast istotne u ryb fososiowatych. Pomimo
tego, iz parametry ruchu plemnikéw pstraga teczowego ulegaty podwyZzszeniu w obecnosci
inhibitoraB-NAG , zahamowanie aktywnosci tego enzymu spowodowato prawie catkowite
uniemozliwienie zaptodnienia ikry. Najprawdopodobniej dzieje sie tak dlatego, ze plemniki
akrosomalne jesiotra oprécz B-N-acetylogukozoaminidazy posiadaja takze inne enzymy
(akrosyna, arylosulfataza) odgrywajgce w tym procesie istotng role. Plemniki pstraga teczowego
za$, pozbawione akrosomu, w momencie zahamowania aktywnosci B-NAG pozbawione s3
najprawdopodobniej jednego z wazniejszych komponentéw biorgcych udziat w procesie
zaptodnienia. W przypadku jesiotra stwierdzono, ze zahamowanie aktywnos$ci innego enzymu
zwiazanego z akrosomem — arylsulfatazy (AS), powoduje znaczny spadek odsetka zaptodnienia.
W naszej pracy po raz pierwszy wykazali$my, Zze u jesiotrow AS moze by¢ gtéwnym czynnikiem
zwigzanym z penetracjg mikropyle przez plemnik. Z kolei aktywno$¢ fosfatazy kwasnej (AcP)
okazata sie istotna dla oocytoéw jesiotra. Jej zahamowanie w samych plemnikach nie wptywato
znaczgco na odsetek zaptadnianej ikry, dopiero jej blokada w samej ikrze wywotata drastyczny
spadek zaptodnienia (Zatacznik IV. Pozycja A. 16, 29, 37, 40).

VI. Motoryka plemnikéw i parametry biochemiczne nasienia ryb i ich
znaczenie dla kontrolowanego rozrodu ryb.

Przed wyjazdem na staz podoktorski bratem udziat w badaniach dotyczacych kontrolowanego
rozrodu siei. Prowadzone prace pozwolity po raz pierwszy scharakteryzowaé¢ motoryke
plemnikow siei oraz okresli¢ jej zalezno$¢ od stezenia jonéw potasu, sodu i wapnia a takze
wartosci pH. Pozwolity takze wskaza¢, ze skuteczng metoda poprawy ptodnosci samcéw siei jest
iniekcja hormonalna z zastosowaniem azagly-nafarelin GnRHa (gonazon). W pracy tej
stwierdzilismy, ze stymulacja hormonalna zmienia parametry motoryczne plemnikéw takie jak:

predkos¢ i liniowosc¢ ruchu (Zatgcznik V. Pozycja A11, 12).
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W zwigzku z rosngcym zapotrzebowaniem na materiat zarybieniowy ryb karpiowatych,
niezbedne staje sie obecnie poszerzenie wiedzy z zakresu dojrzewania ich gamet w warunkach
kontrolowanych. W praktyce czesto stosuje sie latencje 24 godzin od zastosowania iniekcji
hormonalnej do pozyskania produktéw piciowych. Nasze wstepne badania wskazaty jednak, ze
nie jest to okres optymalny dla ryb karpiowatych. W przypadku jazia (Leuciscus idus (L.)), u
ktérego zastosowaliémy iniekcje hormonalng z wykorzystaniem Ovopelu [(D-Ala®, Pro®-NEt)-
mGnRHa] w potaczeniu z metaklopromidem, stwierdziliSmy, ze potrzeba az 60 godzin, by
parametry jakosciowe i ilosciowe nasienia osiggnety optymalne wartosci. OpisaliSmy zmiany
zarowno w ilosci i jakosci pozyskanego nasienia, jego wyznacznikach biochemicznych oraz
parametrach ruchu plemnikéw (Zatgcznik IV Pozycja A. 25). Ponadto okreslilismy zaleznos¢
odpowiedzi samcéw po iniekcji hormonalnej zalezng od warunkach termicznych wody (Zatacznik
IV Pozycja B.6). Réwniez przedstawilismy efektywng metode przechowywania nasienia tego
gatunku w warunkach in vitro, ktéra utatwia prace selekcyjne, istotne zwitaszcza w przypadku
kolorowych odmian ryb (Zatgcznik V. Pozycja A.24). Z kolei w badaniach nad stymulacjg
hormonalng samcéw jelca (Leuciscus leuciscus L.) stwierdziliSmy, ze spos$rdéd preparatéw
hormonalnych takich jak Ovopel, Ovaprim [(D-Arg®, Pro°-NEt)-sGnRH+domperidone], LHRHa,
hCG czy ekstrakt przysadka moézgowej karpiowej (CPE: zawierajgcej naturalng gonadotropine) to
sGnRHa w potaczeniu z domperidonem jest najbardziej skuteczny w stymulacji dojrzewania
samcow tego gatunku (Zatgcznik IV. Pozycja A.27). Jednakze nie stwierdzono aby poza
zmianami ilosciowymi (wieksza ilo§¢ nasienia) nastgpowaty zmiany motoryki ruchu plemnikow
zalezne od rodzaju zastosowanego do stymulacji spermaciji preparatu hormonalnego. Wzigtem
takze udziat w pracy opisujgcej podatnos¢ na podobne iniekcje samic jelca, ktdéra wykazata, ze
zaréowno przysadka karpiowa jak i potgczenie gonadoliberyn z inhibitorami dopaminy sg

skutecznymi sposobami wywotania owulacji u tego gatunku (Zatacznik 1V. Pozycja A.43).

Innym waznym gatunkiem karpiowatej ryby reofilnej, ktdrej rozréd byt dotychczas stabo
poznany i opisany jest brzana (Barbus barbus (L.)). W prowadzonych badaniach wzigtem udziat
w pionierskich pracach dotyczacych jej kontrolowanego rozrodu. Analiza stymulacji hormonalnej
przeprowadzonej na stadach ryb utrzymywanych w niewoli i dzikich przyniosta bardzo
interesujgce rezultaty. Podobnie jak w przypadku jelca najskuteczniejszym potgczeniem w
stymulacji hormonalnej dojrzewania samic byto zastosowanie preparatéw zawierajgcych analog
gonadoliberyny potgczony z inhibitorem dopaminy. W przypadku samcéw nie stwierdzono
wptywu na parametry jako$ciowe pozyskanego nasienia (Zatgcznik IV. Pozycja A.22). W kolejnej
pracy postanowilismy przeanalizowa¢ wptyw czasu po zastosowaniu stymulacji hormonalnej na
parametry jakosciowe i ilosciowe nasienia brzany. W oparciu o wyniki przeprowadzonych badan
stwierdziliSmy, ze inaczej niz u jelca, najwiekszg efektywnos¢ w stymulacji spermiacji obserwuje
sie juz po 12 godzinach po iniekcji hormonalnej z uzyciem preparatu Ovopel [D-Ala®, Pro®-NEt)-
mGnRH+metoklopromid]. Stwierdzilismy takze, ze po 84 godzinach od iniekcji hormonalnej

niektére parametry motoryki plemnikéw ulegajg obnizeniu, co sugeruje, ze zachodzi proces
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starzenia sie plemnikow (Zatacznik IV. Pozycja A.26). Procesy degradacyjne plemnikow w
przypadku brzany zachodzity tak szybko, ze w kolejnej pracy, majgcej na celu optymalizacje
protokotu stymulacji hormonalnej tej ryby, zdecydowali$my sie zachowa¢ krotsze odstepy czasu
miedzy punktami poboru nasienia. Szczegétowa analiza ilosci i jakosci pozyskanego nasienia
pozwolita jednoznacznie stwierdzi¢, ze 12 godzin po iniekcji hormonalnej z zastosowaniem
preparatu Ovopel jest czasem optymalnym biorgc pod uwage potencjat rozrodczy tego gatunku
(Zatacznik IV. Pozycja A.35).

W zwigzku z ustepowaniem w polskich jeziorach populacji karasia pospolitego (Carassius
carassius (L.)) wiele osrodkéw zarybieniowych zainteresowanych jest prowadzeniem produkcji
materiatu zarybieniowego tego gatunku w celu jego reintrodukcji. W zwigzku z tymi pracami
bratem udziat w optymalizaciji protokotu kontrolowanego rozrodu w oparciu o iniekcje hormonalna
tego gatunku. Prowadzone przez nas badania pozwolity stwierdzi¢, ze w przypadku karasia
pospolitego najefektywniejszym preparatem hormonalnym w stymulowaniu jego spermacji jest
Ovaprim zawierajgcy (D-Arg®, Pro®-NEt)-sGnRHa oraz inhibitor dopaminy domperidon (Zatgcznik
IV. Pozycja A.30).

Poza pracami zwigzanymi z optymalizacjg protokotéw kontrolowanego rozrodu nowych dla
akwakultury gatunkéw, prowadzitem takze badania zwiazane z gatunkami hodowanymi na duzg
skale, takimi jak karp. Produkcja karpia stanowi okoto potowe catkowitej produkgiji rybackiej w w
naszym kraju. Ze wzgledu na fakt, ze karp jest rowniez traktowany jako gatunak modelowy w
badaniach naukowych,prowadzili§my prace majgce na celu lepsze poznanie biologii jego rozrodu
oraz efektywnosci stymulacji hormonalnej w warunkach kontrolowanych. W pracy dotyczace;
efektywnosci zastosowania preparatu Ovopel na stymulacje dojrzewania samcow karpia po raz
pierwszy wykazali§my, ze optymalnym czasem do poboru nasienia jest 24 godziny po iniekgj
hormonalnej. Zmianie w tym czasie ulegaty wszystkie parametry iloSciowe nasienia, nie
stwierdzono jednak zmian w parametrach motorycznych plemnikéw do 48 godzin po iniekcji
hormonalnej (Zatgcznik IV. Pozycja A.21, 41). W zwigzku z tym, ze hodowcy zainteresowani sg
jak najwiekszg efektywnoscig rozrodu hodowanych przez siebie ryb, w kolejnej pracy iniekcje
hormonalng przeprowadzilismy dwukrotnie w odstepie jednotygodniowym badajgc czy mozliwe
jest pozyskiwanie nasienia od samcéw karpia wiecej niz jednokrotnie w ciggu sezonu tartowego.
Stwierdzilismy, ze stymulacja hormonalna z zastosowaniem preparatu Ovopel, pozwala na
dwukrotne pozyskanie nasienia od tych samych osobnikéw w odstepnie jednego tygodnia.
Ponadto stwierdziliémy, ze zaréwno w pierwszym jak i drugim pobraniu, jako$é nasienia mierzona
w oparciu o jego parametry motoryczne byta na takim samym poziomie (Zatgcznik IV. Pozycja
A.36). Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzilimy na mozliwos¢ znacznego zwiekszenia
mozliwosci wykorzystania stad tarfowych karpia a tym samym wzrost ekonomiki produkcii
badanego gatunku. Poza jako$cig nasienia bratem udziat w badaniach, ktére pozwolity

zoptymalizowaé sam proces zaptodnienia w warunkach hodowlanych. W naszej pracy

24



wskazalismy najefektywniejsze roztwory, w ktérych odsetek zaptodnionych ziaren jest wyzszy
oraz wskazalismy na wiodgca role osmolalnosci w procesie zaptodnienia karpia (Zatgcznik IV.
Pozycja A.31, 42) Poza badaniami dotyczacymi stymulacji hormonalnej zbadali$my takze
naturalne procesy dojrzewania plemnikéw karpia (Zatacznik IV. Pozycja A.53). W pracy tej
wykazalismy, ze na poczgtku sezonu tarfowego jako$¢ nasienia jest najnizsza. Potwierdzity to
badania zaréwno parametréw motorycznych plemnikéw jak i badania cytometryczne apoptozy
plemnikéw. Po raz pierwszy wskazaliémy, ze proces apoptozy obecny jest w nasieniu karpia na
poczatku sezonu tarfowego. Ponadto wykazali$my, ze wszystkie parametry motoryki plemnika
korelujg pozytywnie z osmolalnoscig plazmy nasienia, potwierdzajgc, ze to osmolalnosc petni u
ryb karpiowatych kluczowa role w hamowaniu ruchliwosci plemnikéw i tym samym ochronie ich
zasobow energetycznych w trakcie przebywania w nasieniowodach. Stwierdzilismy takze, ze
aktywno$¢  enzymatyczna tj.  dehydrogenazy  mleczanowej (LDH) oraz = B-N-
acetylogukozoaminidazy jest najwyzsza na poczatku sezonu tartowego. Ponadto aktywnos¢ tych
enzymow negatywnie korelowata z najistotniejszymi parametrami motoryki plemnikow, takimi jak
predko$¢ prosto (VCL) i krzywoliniowa (VSL), co takze wskazuje, ze enzymy te mogg byc¢
markerami jakosci nasienia karpia. Z kolei aktywnosé¢ fosfatazy kwasnej (AcP) pozytywnie
korelowata z iloscig plemnikéw apoptotycznych, co potwierdza dane literaturowe, wskazujgce na

wzrost jej aktywnosci w tkankach podczas procesu apoptozy.

Bralem takze udziat w projekcie zwigzanym z optymalizacjg protokotu kontrolowanego
rozrodu zagrozonego gatunku ryby kozy (Cobitis taenia L.). Wstepne wyniki prowadzonych przez
nas badan wskazaly na mozliwo$¢ poprawy jakosci i iloSci nasienia pozyskiwanego od tego
gatunku po zastosowaniu iniekcji hormonalnej. Stwierdzilismy takze, ze najskuteczniejsza jest
iniekcja hCG gdyz pozwolita na pozyskanie nasienia od wszystkich poddanych stymulacji
samcow a jego ruchliwosé charakteryzowata sie wysokimi wartosciami parametréw motorycznych
(Zatgcznik IV. Pozycja A.46, 50).

VII. Wplyw zwiagzkow toksycznych wystepujacych w srodowisku na jakos¢
nasienia ryb.

Bratem udziat w badaniach, ktére pozwolily na okreslenie wptywu metali ciezkich oraz 4-
nonynfenolu, a takze polichlorowanych bisfenyli (PCB) na rozréd ryb. Okazato sie, ze metale
ciezkie mogg wptywaé na parametry motoryczne plemnikéw ryb podobnie jak PCB, a z kolei 4-
nonynfenol podawany w paszy spowodowat powstanie osobnikéw obuptciowych zmniejszajac
liczbe samcéw w populacji. Wyniki prac opublikowana w 6 pracach naukowych (Zatacznik V. A.8,
14,19, 28 oraz B.1, 4).

VIll. Zastosowanie kriokonserwacji nasienia w badaniu ewolucji koralowcéw
oraz zachowaniu ich bioréznorodnosci.

Na podstawie mojej wspoipracy z Prof. Masaya Morita utworzony zostat zespot o polsko-

japoniskim skfadzie, pracujacy nad krickonserwacjg nasienia koralowcow. Pierwsza wizyta
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robocza odbyta sie na zaproszenie strony japoriskiej w roku 2012. Dzieki niej, udato sie
przeprowadzi¢ udang kriokonserwacje nasienia koralowcow i utworzy¢ rezerwuar nasienia dwoch
gatunkoéw z rodzaju Acropora — A. digitifera i A. sp. 1. Staly sie one gatunkami modelowymi gdyz
ich rozrod dzieli okres ponad dwdch miesiecy, z kolei ich podobienstwo genetyczne jest znaczace.
By prowadzi¢ pogtebione badania dotyczace specjacji niezbedne byto przeprowadzenie
hybrydyzacji pomiedzy tymi gatunkami. Umozliwito to zgromadzenie nasienia w roku 2012 i
pierwsza udana proba krzyzowania z zastosowaniem nasienia A. digitifera kriokonserwowanego
w czerwcu do zaptodnienia A. SP. 1 w czasie tarta w koticu sierpnia. W kolejnym roku (2013)
wyjazd odbyt sie w ramach krotkoterminowych wizyt naukowych finansowanych przez JSPS.
Wowczas to dokonalismy drugiej krzyzéwki z wykorzystaniem nasienia zamrozonego w sierpniu
2012 — A. SP. 1 do zaptodnienia oocytow pozyskanych w czerwcu 2013 od A. digitifera. Wyniki
badan pozwolity na opublikowanie pracy dotyczacej kriokonserwacji nasienia koralowcow z
zastosowaniem metanolu jako krioprotektora (Zatgcznik IV. Pozycja A.38). Ponadto dzieki
poszerzeniu badan genetycznych nad dystansem genetycznym obu gatunkéw oraz uzyskaniu
wynikéw z ich krzyzowania, mozliwe stato sie opublikowanie pracy w czasopiémie Coral Reef
(Zatacznik IV. Pozycja A.44). Dzieki potwierdzeniu mozliwosci krzyzowania sie obu gatunkéw
wyciggneliSmy wnioski, ze system rozpoznawania gamet u obu gatunkéw jest podobny, czyli
specjacja rozpoczeta sie po ich uprzedniej izolacji rozrodczej. W roku 2015 miata miejsce kolejna
wizyta na zaproszenie strony japonskiej. W jej trakcie rozpoczeto prace majgce na celu
podchowanie uzyskanych hybryd koralowcow. Opracowano techniki pozwalajgce na skuteczne
zagniezdzanie sie larw koralowcow oraz ich metamorfoze do polipu. Prace te potwierdzity
mozliwos¢ dalszego kontynuowania badan w tym kierunku. W roku 2016 w czasie kolejnej wizyty
rozszerzono bank nasienia o nowe proby oraz udoskonalono technike kriokonserwacji nasienia A.
digitifera. Ze wzgledu na wysokie temperatury w sierpniu 2016 roku, a co za tym idzie niska
jakos¢ gamet koralowcéw z gatunku A. SP. 1 nie udato sie przeprowadzi¢ wszystkich
zamierzonych badan. W tym roku obserwowali$my w czasie sezonu rozrodczego masowe
bielenie koralowcéw, co jest nastepstwem zachodzacych w $rodowisku niekorzystnych zmian
klimatycznych. Wskazuje to takze na potrzebe jak najszybszego rozpoczecia masowego
bankowania materiatu genetycznego raf wokoét Okinawy. Obecnie nasze wysitki skierowane sg na
pozyskanie srodkow majgcych na celu zabezpieczenie dalszych prac na poszerzeniem banku
gamet koralowcow, w ktérym obecnie zdeponowanych jest 6 gatunkéw z rodzaju Acropora.
Kontynuujemy takze starania nad wyhodowaniem hybryd. Hybrydy pomiedzy gatunkiem
rozradzajgcym sie wczesnym latem (A. digitifera) na wieksze] gtebokosci i przy nizszych
temperaturach niz w przypadku koralowcow rozradzajgcych sie pdznym latem (A. SP1) moga
stanowig doskonaty model do badan nad procesami ewolucji zachodzgcymi na rafach koralowych.
Hybrydyzacja miedzygatunkowa uznana jest za jeden z naturalnych mechanizmu specjacji
koralowcow. Ponadto tak specyficzne hybrydy jak uzyskane przez nas, moga stanowié¢ narzedzie
w ochronie raf koralowych zagrozonych przez zmiany klimatyczne. A. SP1 dobrze toleruje
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wysokie temperatury, ale zasiedla tylko ptytsze partie raf, z kolei A. digitifera wystepuje nieco
glebiej, ale jest wrazliwa na wysokie temperatury. Jezeli hybryda bedzie charakteryzowac sie
wiekszg plastycznoscig w stosunku do swoich wymagan $rodowiskowych niz gatunki wyjsciowe,
stanowi¢ moze cenny skfadnik odbudowywanych przez cztowieka raf w przypadku, gdy ich

obumierania nie bedzie juz mozna zatrzymac.

IX. Androgeneza i gynogeneza ryb fososiowatych

Od poczatku mojej pracy badawczej miatem kontakt z osobami bedgcymi Swiatowymi
pionierami w manipulacjach genomowych u ryb (Prof. dr hab. Krzysztof Goryczko, Prof. dr hab.
Jan Glogowski, dr. Igor Babiak) i bratem udziat w badaniach dotyczacych aspektow rozrodczych
tak powstatych organizmoéw. W swojej pracy doktorskiej opisatem wplyw manipulacji
genomowych na parametry biochemiczne i motoryke plemnikéw pstraga (Zatgcznik IV. Pozycja
B.2). Bratem takze udziat w badaniach wskazujacych na zréznicowane profile ekspresji
aromatazy w jadrach ryb homo i heterogametycznych (Zatgcznik IV. Pozycja A.13). Od roku 2013
wspoipracuje takze z dr hab. Konradem Ocalewiczem, ktory zajmuje sie aspektami genetycznymi
zwigzanymi z manipulacjami genomowymi ryb, a nasza wspdtpraca zaowocowata dotychczas

dwiema pracami naukowymi (Zatgcznik IV. Pozycje A.45 i 52).

X. Wplyw hamowania i stymulacji aktywnosci COX na efektywnos$¢ rozrodu
i wybrane parametry immunologiczne medaki (Oryzias latipes)

Badania te pozwolity na wskazanie waznej roli przemian kwasu arachidonowego w
dojrzewaniu samic i samcow ryb na przyktadzie modelowego organizmu, jakim jest ryzanka
(okre$lana tez jako medaka, Oryzias latipes). Badania wykazaly, ze zahamowanie przemian
kwasu arachidonowego prowadzi do obnizenia ptodnosci ryb jednakze moze prowadzi¢ do
wzrostu ich odpornosci immunologicznej. Wysokie dawki kwasu arachidonowego z kolei, mogg
pozytywnie stymulowaé aktywno$é COX w watrobie ryb i wptywac nie tylko na ich ptodno$¢ ale
takze na lepszy wzrost ich potomstwa. Prace z prowadzonych badan opublikowane zostaty w
cyklu 3 publikacji (Zatacznik IV. D3, A. 34, 49).

W zwiazku z moim doswiadczeniem w badaniu elektroforetycznym biatek oraz motoryki
plemnikow bytem takze czesto zapraszany jako wykonawca do zespotéw badawczych
zajmujacych sie ta problematyka. Wspétpraca zaowocowata kilkoma wartosciowymi publikacjami,
takze dotyczacymi plemnikow ssakéw (Zatacznik IV Pozycje A.15, 17, 32, 39).

Xl. Metody pozyskiwania i przechowywania gamet ryb i ich zastosowanie w
praktyce rybackiej

W swojej pracy zawsze duzy nacisk ktadtem na wspétprace z praktyka, dlatego tez
technologie, ktére udalo mi sie opracowaé wdrazatem do praktyki rybackiej. Jednym z
najwiekszych moich praktycznych osiggnie¢ jest wdrozenie pneumatycznej metody pozyskiwania
oocytow ryb. Tarto ryb prowadzone z zastosowaniem recznego masazu powiok brzusznych jest
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najpowszechniej stosowang metodg w sztucznym rozrodzie ryb. Jakkolwiek jest to metoda prosta
i skuteczna, efekty jej stosowania (czas poswiecony procedurze, ilosé i jakosé pozyskanego
materiatu) w znacznym stopniu zaleza od indywidualnego doswiadczenia osoby, ktéra jg
przeprowadza. Ponadto manualny naciska na powtoki brzuszne tarlakow prowadzi czesto do
fizycznych uszkodzen ikry. Skfadniki ikry ryb tososiowatych po wydostaniu sie z peknietego
ziarna stanowig czynnik ograniczajacy zdolnosé¢ zaptodnienia pozostatej, nieuszkodzonej ikry.
Jest to zwigzane z wyciekiem zwigzkdéw organicznych, ktére maja wiasciwosci adhezyjne
wzgledem plemnikdw oraz mogg stanowi¢ fizyczng bariere w dostepie do mikropyla oocytéw.
Ponadto zniszczone ziarna ryb tososiowatych obnizajg pH pltynu owaryjnego, co negatywnie
wplywa na ruchliwos¢ plemnikow. W przypadku ryb fososiowatych, by poprawi¢ odsetek
zaptodnienia uszkodzonej ikry, stosowa¢ mozna ptyny zaptadniajgce takie jak 10% roztwér sody
(zaproponowane przez nasz zespot w pracy Zatgcznik IV Pozycja A.5). Jednakze znacznie
lepszym podejsciem jest wyeliminowanie uszkodzen oocytéw w trakcie procedury tarta. Takag
mozliwos¢ daje nam witasnie zastosowanie procedury tarta pneumatycznego. Do niedawna
panowato takze przekonanie, ze metode tg mozna zastosowaé jedynie w przypadku ryb
owulujacych ikre do jamy ciata (tososiowate). Nasze badania wskazujg, ze metode te mozna
stosowacé takze u innych gatunkéw ryb takich jak na przyktad szczupak (Esox lucius L), ktorych
ikra owulowana jest do jajnikéw (Zatacznik IV Pozycja A.48). W trakcie projektu pilotazowego
zbadaliSmy wplyw tarta pneumatycznego na jako$¢ produktow ptciowych oraz zdrowotnosé
tarlakéw. Nasza praca zaowocowata opracowaniem nowej technologii oraz jej wdrozeniem w
wielu oérodkach zarybieniowych w kraju i za granicg (Zatacznik 1V, Pozycja C.1). Z filmem
podsumowujgcym dziatania podjete w projekcie mozna zapozna¢ sie na stronie internetowej:
https://vimeo.com/130037388.

Innym praktycznym efektem mojej dziatalno$ci naukowej jest opatentowanie i wdrozenie
do uzycia rozrzedzalnika dla nasienia ryb. Plyn ten pozwala nie tylko zachowaé¢ parametry
motoryczne plemnikéw oraz ich zdolnosé zaptadniajgca w czasie przechowywania w lodéwce
liczonym tygodniami, ale rowniez umozliwia dojrzewanie plemnikow pochodzacych z jader
pstraga teczowego. Plyn jest obecnie udostepniany zainteresowanym gospodarstwom rybackim

w celu jego testowania (Zatacznik IV Pozycja B.1).

Poza dziatalnoscig naukows i wdrozeniowa, biore aktywny udziat w popularyzacji wynikéw badan

naukowych w $rodowisku hodowcow ryb.
Wspéltpraca krajowa:
Od poczatku swojej kariery zawodowej wspotpracuje z Instytutem Rybactwa Srodlgdowego

oraz Uniwersytetem Warminsko-Mazurskim w Olsztynie. Wspotpraca ta znajduje swoj wyraz
w skiadzie autorskim wielu moich publikacji naukowych.
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Od 2008 roku stale wspolpracuje takze =ze Stowarzyszeniem Producentéw Ryb
tososiowatych i jako ekspert Stowarzyszenia biore udziat w przygotowaniach i realizacji
corocznej Konferencji Stowarzyszenia. Jestem takze jednym z autoréw Strategii Rozwoju
Akwakultury Intensywnej,

Od roku 2012 wspétpracuje takze z Polskim Towarzystwem Rybackim. Aktywnie uczestnicze
w konferencjach organizowanych przez PTR oraz na zaproszenie publikuje prace
popularnonaukowe na tamach Przegladu Rybackiego.

Od 2015 roku wspétpracuje z Instytutem Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego w ramach
naszych prac nad rybami tososiowatymi i ich kontrolowanym rozrodem prowadzgcym do
otrzymywania osobnikow poliploidalnych oraz hybryd. Nasza wspétpraca zaowocowata
kilkoma pracami naukowymi.

Wspélpraca z osrodkami zagranicznymi:

W czasie swojego pobytu na stazu podoktorskim nawigzatem wspoiprace z Misaki Marine
Biological Station, Faculty of Science, the University of Tokyo. Wspdtpraca zaowocowata
wieloma wspolnymi artykutami naukowymi a takze moim udziatem w organizacji Konferenc;ji
Spermatologicznej, ktéra odbyta sie na Okinawie w 2010 roku.

W 2012 roku rozpoczgtem wspétprace z osrodkiem naukowym w Japonii (University of the
Ryukyus, Tropical Biosphere Research Center) tworzac sie¢ naukowa, w ktérej realizujemy
badania zwigzane z ochrong bior6znorodnosci raf koralowych. Jako partner z Polski,
opracowatem i rozwingtem technologie kriokonserwacji gamet koralowcow. Wspdlnie z
partnerem japonskim, stosujgc kriokonserwacje gamet i krzyzowanie miedzygatunkowe,
prowadzimy badania dotyczgce aspektéw ewolucyjnych rafy koralowej. Od 3 lat staramy sie
wyhodowac hybrydy koralowcéw pochodzace ze skrzyzowania gatunkdw trgcych sie wiosng
i p6znym latem. Takie hybrydy pozwolityby lepiej zrozumieé proces specjacji jaki doprowadzit
do izolacji rozrodczej tych koralowcow. Nasza wspétpraca zaowocowata dotychczas dwiema
publikacjami (Pozycje A. 38 i 44), a wyniki badan prezentowane byty na miedzynarodowej
konferencji (Pozycja K. 9).

W 2017 roku rozpoczatem takze z moim zespotem wspétprace z Uniwersytetem Szent Istvan
w Godollo k/Budapesztu na Wegrzech. Wspotpracujgc z Prof. Akosem Horvathem,
wykonaliSmy badania dotyczace kriokonserwacji nasienia zagrozonego gatunku ryby
tososiowatej Salmo marmoratus oraz zaprezentowaliSmy metode pneumatyczng
pozyskiwania oocytow ryb. Wspodtpraca bedzie kontynuowana w kolejnych latach i ma
doprowadzi¢ do przygotowania wspélnego projektu badawczego.

Pefna lista moich osiagnie¢ dotyczacych pracy badawczej, dydaktycznej i organizacyjnej
znajduje sie w Zatgczniku IV pt: ,Wykaz opublikowanych prac naukowych oraz informacja o

osiggnigciach dydaktycznych, wspotpracy naukowej i popularyzacji nauki’.

Podsumowujac, bratem udziat w realizacji 11 projektéw badawczych. W dwéch projektach bytem

kierownikiem. Odbywatem staze w zagranicznych os$rodkach naukowych: w: Misaki Marine
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Biological Station, Faculty of Science, the University of Tokyo, Japonia oraz University of the
Ryukyus, Tropical Biosphere Research Center, Okinawa, Japonia.
Wyniki badan czesto prezentowatem w formie referatow (10 referatow na konferencjach
miedzynarodowych, 34 referaty na konferencjach krajowych). Z 76 komunikatéw naukowych, w
33 jestem pierwszym autorem.
Wspdipracujac z redakcjami czasopism o zasiggu migdzynarodowym z bazy JCR, wykonatam
recenzje oryginalnych publikacji eksperymentalnych dla nastgpujacych czasopism:

1. Aquaculture (2014-2018): 6

2. Cryobiology (2014-2018): 4

3. Animal Reproduction Sciences (2013-2018). 7

4. Theriogenology (2014): 2

5. Ecotoxicology and Environmental Safety (2017): 1
6. Journal of Applied Ichthyology (2014) 1

7. Czech Journal of Animal Sciences (2014) 1

8. Neotropical Ichthyology (2014) 1

9. Turkish Journal of Fisheries and Aguatic Sciences (2014-2017): 3
10. Asian Fisheries Science Journal (2014): 1

11. Aquaculture International (2013): 1

12. Fish Physiology and Biochemistry (2012): 1

13. Reproductive Biology (2009): 1

14. Reviews in Fish Biology and Fisheries (2009): 1

W zwiazku z duzym wkiadem w prace recenzenckie w 2018 roku zostatem wyrézniony
certyfikatem “Outstanding contribution in reviewing” w czasopismach: Aquaculture, Cryobiology
oraz Animal Reproduction Science.Jestem takze laureatem licznych nagréd i stypendiow
naukowych, m.in. stypendium START Fundacji Nauki Polskie]j oraz nagrody Pro Scientia et Vita
Fundacji Cztonkéw PAN, Nagrody zespotowej Il stopnia Dyrektora Instytutu Rozrodu Zwierzat i
Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie, nagrody Dyrektora Instytutu za catoksztatt
dziatalnosci popularyzatorskie;.

Od poczatku swojej pracy bratem aktywny udziat w pracy dydaktycznej prowadzonej zarébwno w
kraju jak i za granica. W latach 2010-2012 bratem udziat w realizacji zaje¢ dla studentow
Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warmirko-Mazurskiego w Olsztynie przy wspotpracy z Prof. dr
hab. Mirostawem tuczynskim. Owocem taj wspotpracy stat sig moj udziat w przygotowaniu
podrecznika akademickiego dla studentéw Biotechnologii. Bytem promotorem jednej pracy

magisterskiej, opiekunem naukowym w innej pracy magisterskiej oraz petnitem funkcje promotora
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pomocniczego w przewodzie doktorskim prowadzonym w Japonii. Zostatem takze dwukrotnie
zaproszony do petnienia roli recenzenta dysertacji doktorskich przez University of South Bohemia

in Ceské Budséjovice.

Tabelaryczne zestawienie danych dotyczacych dorobku naukowego

Przed uzyskaniem Po
Rodzaj opracowania stopnia uzyskaniu stopnia Ogétem

dr nauk dr nauk

Oryginalne prace twadrcze:

° W bazie Journal Citation 7 53 60
Reports (JCR)

’ 10 10
. Spoza listy
Monografie w jezyku polskim* 12 63 75
Podreczniki akademickie 2 2
Komunikaty naukowe’ 21 55 76
Patenty 2 2
Ogotem 42 179 221

*wraz z opublikowanymi w postaci komunikatéw prezentacjami ustnymi i referatami.

Liczba publikacji petnotekstowych: 220 oraz 2 patenty ((Zir = 68,018; Zunisw = 1629), w tym:

- 57 publikacji opublikowanych w czasopismach z IF (w roku publikacji), Zir = 68,018; Zunisw =
1265, 3 publikacje w czasopismach indeksowanych przez JCR nie posiadajgcych w czasie
opublikowanie wspotczynnika |F

— 12 publikacji w czasopismach spoza JCR, Zunisw = 50

— 74 rozdziatow w monografiach, Zmnisw = 264

- 2 patenty zastosowane w praktyce Zunisw = 50

— Indeks Hirscha = 14

- Suma cytacji bez autocytaciji = 414

Aktualne dane hibliograficzne znajduja sie pod adresem: http://www.researcherid.com/rid/D-9872-2011
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