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SAZETAK

Kriobiologija je bioloSka grana znanosti koja istraZzuje prezivljavanje i postojanost stanica,
tkiva, organa 1 organizama pri uvjetima niskih temperatura, proucava ponasanja zivih tvari
izlozenih intenzivnom hladenju. Cilj je izloziti zive stanice niskim temperaturama, a da se
sacuvaju morfoloska struktura i funkcionalnost stanica, tkiva ili organa, kako bi se oni mogli
Cuvati na dulji vremenski period. Najvaznije primjene kriobiologije su u o¢uvanju krvi, ledne
mozdine, Zivotinjskog i ljudskog sjemena. Ovaj rad opisuje Krioprezervaciju spermatozoida
obi¢nog trpa, Holothuria tubulosa. lzvedeni su brojni pokusi sa promjenjivim uvjetima
krioprezervacije spermatozoida, medutim uspjeSnost oplodnje nakon zamrzavanja nije
provjeravana. Koristene su kriocijev¢ice volumena 0.5 ml te krioprotektanti DMSO i metanol.
Rezultati ukazuju da je za uspjeSnu krioprezervaciju spermatozoida vrste, H. tubulosa,
krijoprotektant DMSO pogodniji od metanola Me(OH) i to u koncentraciji od 10% kada je
prezivljavanje spermatozoida nakon otapanja iznosilo 50% u odnosu na kontrolnu skupinu.
Reproduktivne znacajke trpa, H. Tubulosa tijekom trajanja eksperimenta, ukazuju na kretanje
vrijednosti mase gonada i gonadosomatskog indeksa u okviru referentnih vrijednosti za ovu
vrstu u podru¢ju Mediterana. Tijekom trajanja eksperimenta jedinke su bile u periodu
reproduktivnog rasta, ali ne i zrele za mrijest, prema tome zabiljezene vrijednosti Nnisu
maksimalne kao u doba mrijestenja. Ukupna masa gonada Zenka u uzorku iznosila je 93.14 g,
te se kretala u rasponu od 1.85 — 14.05 g, a ukupna masa gonada muzjaka iznosila je 31,6 g, te
se kretala u rasponu od 1.12 — 5.54 g. Najmanje i najvece zabiljezene vrijednosti mase gonada

pojedinih trpova kretale su se u rasponu od najmanje, 1.12 g, do najvece 14.05 g.

Kljuéne rijec¢i: krioprezervacija, Holothuria tubulosa, krioprotektanti, pokretljivost
spermatozoida

ABSTRACT

Cryobiology is biological branch of science that investigates the survival and stability of cells,
tissues, organs and organisms under conditions of low temperatures, studying the behavior of
living matter subject to intense cooling. The purpose is to expose living cells to conditions of
low temperatures, and to preserve the morphology and function of cells, tissues or organs, so

they could be kept for a longer period of time. The most important application of cryobiology



is the preservation of blood, various human and bacterial cell lineages as well as animal and
human semen. This paper describes sperm cryopreservation of common sea cucumber,
Holothuria tubulosa. Cryotubes used, were 0.5 ml in volume and cryoprotectants used were
DMSO and methanol Me(OH). Results indicate that the cryopreservation of spermatozoa for
the species, H. tubulosa is possible, where DMSO is a superior cryoprotectant to methanol Me
(OH) and at a concentration of 10% when the survival of sperm cells after thawing was 50%
compared to the control group. Reproductive patterns of the specimen, H. tubulosa suggest
that movement of mass, gonad weight and gonadosomatic index values are within the
reference range for this species in the Mediterranean region. Throughout the duration of the
experiment, specimens were in the reproductive period of growth, but not mature or
spawning, therefore the values recorded are not maximal as would be the case in the time of
spawning. The total mass of female gonads in the sample was 93.14 g, and ranged from 1.85 -
14.05 g, and the total mass of the gonads of males was 31.6 g, and ranged 1.12 - 5.54 g.

Minimum and maximum recorded values for gonad weight were 1.12 g and 14.05 g.
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1. UVOD

Kriobiologija je grana biologije koja se bavi prou¢avanjem ponasanja zivih tvari izlozenih
intenzivnom hladenju. Cilj je izloziti zive stanice niskim temperaturama, a da se saCuvaju
morfoloSka struktura i1 funkcionalnost stanica, tkiva ili organa, kako bi se oni mogli dulje
Cuvati. Najvaznije primjene kriobiologije su u ofuvanju krvi, ledne mozdine, zivotinjskog 1
ljudskog sjemena. Poznato je da suSeni omotal trpa, iz perspektive kineske medicine, ima
blagotvoran ucinak na ljudsko zdravlje, pa se stoga, na Dalekom istoku tradicionalno trguje sa
ovom zdravom namirnicom vise tisu¢a godina (Conand i Byrne, 1993). Kroz biokemijske
analize trpova utvrdeno je da sadrze veliki udio probavljivih bjelancevina kao 1 niski sadrzaj
masti (Salarzadeh i sur. 2012), uzgoj je relativno jednostavan, stoga ¢ine izvrsnog kandidata
za diversifikaciju u akvakulturi. Krioprezervacija spolnih produkata i ranih razvojnih stadija
uvelike bi unaprijedila akvakulturni razvoj ovih organizama te bi omogucila oplodnju i
mrijeStenje u doba godine kad u prirodi nisu za to postojani uvjeti. Pocetni uspjeh u
zamrzavanju spermatozoida akvatinih organizama je zabiljezen 50 - ih godina proslog
stoljeca, te je od tada posao krioprezervacije sperme izrastao u milijardu dolara vrijednu
globalnu industriju. Unato¢ velikom eksperimentalnom naporu, kroz priblizno 200 vrsta s vise
od 200 objavljenih radova, zamrzavanje spermatozoida iz akvati¢nih organizama je ostala u
sustini istrazivacka djelatnost s malo komercijalne primjene. Vecina istrazivanih organizama
¢ine komercijalno vazne vrste riba, i mekuSaca. Medutim, iako malobrojna, takoder su vazna
istrazivanja na manje komercijalnim mekuscima bodljikaSima 1 pojedinim ugrozenim
vrstama, kako kraljeznjaka tako i beskraljeznjaka (Tiersch i sur., 2007). Prepreke na koje
nailazi komercijalna primjena ove tehnologije su raznolike i Siroko rasprostranjene. Opcenito,
radi se o tehniCkim poteskoCama kao Sto su; male koliine sperme, razliCitost rezultata,
neujednacen pristup tehnologiji, i Sto je najvaznije, nedostatak standardizacije u praksi i
izvje$¢ivanju. Prednosti zamrzavanja ukljucuju najmanje Cetiri razine poboljSanja postoje¢ih
industrija 1 stvaranje uvjeta za nove industrije. Prvo, zamrzavanje se moze koristiti za
poboljSanje postojecih mrjestiliSta, poboljSanje poslovanja pruzajuci sjeme na potraznju kao i
pojednostavljenje protokola umjetnog induciranog mrijesta. Drugo, zamrznuti spermatozoidi
mogu poboljsati ucinkovitost koristenja prostora, otvaraju se nove moguénosti u mrjestiliStu
eliminiraju¢i potrebu za odrzavanje zivih muzjaka, oslobadaju se potencijalni materijalni
resursi. Tre€e, vrijedni se genetski materijali kao na primjer kod pojedinih ugrozenih vrsta,

mogu pohranjivati putem zaStiCene banke spermatozoida. Cetvrto, zamrzavanje



spermatozoida otvara vrata za brzo genetsko poboljSanje. Zamrznuti spermatozoidi se mogu
koristiti u uzgojnim programima za stvaranje i oblikovanja genetskih resursa dostupnih za
akvakulturu 1 marikulturu. Konac¢no, pretpostavke su da ¢e zamrznuti spermatozoidi

akvati¢nih vrsta u nekom trenutku postati sami po sebi posve nova industrija (Mazur, 2004).

Ljudi od davnina love trpove, a to se radi jo§ i danas, 1 u umjerenom pojasu i u tropskim
morima. Ustvari, neki ¢e ih ronioci loviti bez obzira na to §to znaju da se mogu povrijediti, pa
¢ak 1 poginuti. Trpove se najvise lovi za kinesko trziste i druge dijelove Dalekog istoka — ba$
kao sto je to stoljec¢ima bio slucaj. Suseni trpovi najprije se kuhaju u slanoj vodi, zatim im se
vadi utroba, pa se suSe na dimu ili suncu te se prodaju. Medutim, ove nezamjetljive i
neupadljive Zivotinje nisu korisne samo za jelo. Mozemo biti zahvalni §to neumorno
odrzavaju, «Ciste» 1 prozracuju morsko dno. Od davnina koZu trpova koriste sportski ribolovci

kao mamac.

Zbog svoje kvalitete 1 velike mogucnosti primjene, trpovi se u svijetu prekomjerno love §to
vodi k smanjenju njihovih populacija, a u konacnici i do potpunog nestanka pojedinih
populacija na podrucjima izlovljavanja. Zbog toga, u posljednje vrijeme trp je postao predmet
proucavanja i u kriobiologiji radi smrzavanja spermatozoida koji se mogu odmrznuti i oploditi

jajasce u toku godine kada nisu postojani uvjeti za mrijest.

1.1 KRIOBIOLOGIJA

Znanstvena podupiranja kriobiologije evidentna su od 1950-ih, a razvoj ove grane
tehnologije krenuo je nakon otkri¢a krioprotektanta, tj. sposobnosti glicerola da ocuva
vijabilnost spermatozoida u uvjetima smrzavanja (Polge i1 sur., 1949). Krijoprezervacija je
proces prezervacije ili ¢uvanja bioloskog materijala, stanica i1 tkiva hladenjem na niskim
temperaturama, obi¢no -196 °C (tekuci dusik), i odrzavanja vijabilnosti nakon naknadnog
zagrijavanja na temperaturi iznad 0°C. Proces zamrzavanja sperme obicno ukljucuje
suspenziju tj. otopinu, procjenu kvalitete, dodatak antifriza, uravnoteZzenje zamrzavanja,
odmrzavanje i oplodnju, te rani Zivotni razvoj koji ovisi o uspjesnosti samog procesa (Tiersch,
2000). Smrzavanje pocinje nakon odredenog perioda hladenja. Tijekom smrzavanja

(formiranja ledene kristalne strukture) kristalizacija po€inje oko takozvane ledene jezgre, a taj



proces se naziva ledena nukleacija (Denniston i sur., 2000). Ledena nukleacija se moze

pojavit u dva oblika, a to su :

*homogena ledena nukleacija — jako Cista otopina malih razlika u koncentraciji djeluje kao

ledena jezgra,

*heterogena ledena nukleacija, viSe uobicajen oblik — male kontaminirajuce Ccestice,

necistoce sluze kao ledena jezgra.

Ledena nukleacija je pocCetak formiranja ledene jezgre, tj. poCetni proces kristalizacije. To je
proces u kojem se ioni, atomi ili molekule organiziraju u uzorak najblizi kristalnoj tvari,
stvaraju¢i mjesto u kojem se dodatne Cestice kristalno deponiraju (rastu). Drugi nacin
dovodenja vode u kruto stanje je hladenje vode ili vodene otopine veoma brzo, gdje vodene
molekule nemaju dovoljno vremena formirati ledenu kristalnu strukturu i1 ostetit stanicne
membrane. Potrebne hladene temperature su izuzetno visoke za Ciste tekuéine (npr. 10
milijuna stupnjeva po sekundi za Cistu vodu ), ali mnogo realnije za otopine. Kod otopina pri
ovakvom postupku, stopa hladenja je 0,1 do 10 °C / s ( ugrubo 10 - 1,000 °C / min) gdje
nastaje transformiranje u amorfnu strukturu nalik staklu. Taj proces se naziva vitrifikacija, a
predstavlja trenutak u postupku hladenja. Vitrifikacija je revolucionarna tehnika zamrzavanja
koja kombinira visoke koncentracije krioprotektanta s vrlo brzim hladenjem, pri ¢emu stanica
1 okolna otopina poprimaju amorfnu strukturu sliénu staklu bez stvaranja kristala leda
(Herrero 1 sur., 2011). Za uspjesnu vitirifkaciju potrebni su: krioprotektant, odgovarajuca
brzina hladenja, dovoljno niska temperatura skladistenja, odgovarajuca brzina otapanja, te Sto
manji volumen za bolji postotak vitrifikacije. Vitrificirano stanje nije vrlo stabilno i takve
otopine se moraju drzati na vrlo niskim temperaturama. Kod devitrifikacija dolazi do
pojavljivanja ledene jezgre i formiranja kristalne strukture u vitrificiranoj otopini. Sve
tekucine koje su smrznute ispod - 139 °C su sastavljene od mjeSavine kristalne ledene
strukture 1 vitrificiranog stanja, za uspjeSno Cuvanje zivih stanica tehnikom zamrzavanja

potrebne su kemikalije koje nazivamo krioprotektanti.

1.1.1. ODABIR KRIOPROTEKTANATA I URAVNOTEZENJE
3



Krioprotektanti su kemikalije koje se koriste za zastitu stanica od oSte¢enja za vrijeme
zamrzavanja i otapanja. Ovakve tvari djeluju poput antifriza - sprjecavaju formiranje kristala
leda. Najces¢i primjeri krioprotektanata su glicerol, koji se koristi u bankama krvi i sperme,
etilen glikol - antifriz u automobilima, propilen glikol - sastojak sladoleda, 1 dimetil sulfoksid
(DMSO), vazan za krioprezervaciju embrija. Glicerol se koristi u krionici od njezinih
najranijih dana. lako se mehanizmi djelovanja jo$ nisu u potpunosti razjasnili, vjeruje se da
dimetil - sulfoksid smanjuje lediste otopine, minimizira osmotski Sok izmjenom vode unutar
stanice, te smanjenje stvaranje kristala leda unutar stanice (Doebbler, 1966; Rowe, 1966;
Leung, 1991). Vjeruje se da Seceri 1 polimeri stabiliziraju membranu tijekom zamrzavanja
(Meryman, 1971), uz optimalnu koncentraciju krioprotektanta (Taylor i sur., 1974), dok
previsoke koncentracije istog uzrokuju osmotsku neravnotezu i puknuca stjenke u stanica.
Osim toga, krioprotektanti su Cesto toksicni za stanice, te su tako izbor krioprotektanta i
njihova optimalna koncentracija fokusom brojnih istraZzivanja. Kod procesa zamrzavanja,
stopa hladenja treba biti dovoljno spora kako bi se smanjila koli¢ina unutar - stani¢nog leda, a
ipak dovoljno brza kako bi se smanjila izlozenost stanice niskim temperaturama
(koncentracija 1 taloZenje otopljenih tvari koje nastaju kada se prelazi granica iz tekuceg u
kruto stanje). Opcenito, brzo otapanje je pozeljno kako bi se smanjila Steta povezana s
rekristalizacijom (malih kristala u velike, tijekom odmrzavanja). Brojne studije su posveéene
optimizaciji pojedinih komponenata u samom postupku zamrzavanja. Medutim, osim
spomenutih, drugi ¢imbenici, kao §to su gusto¢a uzorka, kontejner za zamrzavanje, pocetne
temperature, zavrSne temperature (prije poniranja u teku¢i du$ik), razrjedivanje i
odstranjivanje krioprotektanta nakon odmrzavanja, takoder mogu utjecati na rezultate (Leibo ,
2000.) stoga postupci zamrzavanja se moraju prilagoditi za svaku vrstu i tip stanica

pojedina¢no (Mauger 1 sur., 2006.)



Quick-Reference Chart

(To be used as a general guide only)

Cell Type No. of Cryvoprotective Temperature
Cells Agent
Bacteria 107/mlL Glycerol (10%) -60°C*
Bacteriophage 10° pfu/mL Glycerol (10%) -80°C
Fungi
Hyphae t Glycerol (10%) -150°C
Spores 10¢/mL Glycerol (10%) -80°C
Yeast 107/mL Glycerol (10%) -150°C
Protozoa 10°-107/mL DMSO (5-10%) -150°C
or Glycerol (10-20%)
Algae 10°-107/mL.  Methanol (5-10%) -150°C
or DMSO (5-10%)
Plant Cells - DMSO (5 -10%) -150°C
+ Glycerol (5-10%)
Animal Cells 105%-107/mL DMSO (5-10%) -150°C
or Glycerol (5-10%)
Hybridomas 107/mL DMSO (5-10%) -150°C
+ Serum (20%)
Stem Cells 10°-10%/mL DMSO (5-10%) -150°C
+ Serum (20-90%)
Sub/Non Cellular Materials
Plant viruses ¥ None -80°C
Animal viruses
Cell Free i None -80°C
Infected Cells 10%mlL DMSO (79%) + -150°C
Fetal Bovine
Serum (10%
Plasmids 10%/mL Glycerol (10%9) -150°C
Phage Libraries i Glycerol (10%) -150°C
DNA ¢ None - 80°C
RNA = None - 80°C
Protcin ¢ None - 80°C
Serum ° None - 80°C
Multicellular
Embryos 20 1,2-propanediol, glycerol -150°C
or ethylene glycol
Tissues bl OCT - 80°C
Blood ¢ Glycerol -150°Cse

Slika 1. Vrsta stanice 1 krioprotektanti potrebni za njihovo smrzavanje

(Simione, F.P. 1 J.Z. Karpinsky, 1996)




1.1.2. OSMOTSKI UVJETI 1 STOPA HLADENJA

Brzina hladenja je glavni ¢imbenik za opstanak stanice, maksimalne stope prezivljavanje
su zabiljezene u srednjim brzinama, one nisu niti prebrze, a ni prespore. Vijabilnost
spermatozoida ovisi 0 mnogim interakcijama; stopama hladenja i zamrzavanja, i osmotskoj
ravnotezi. Kod zivih stanica 1 tkiva stanicne membrane rade kao polupropusne barijere vode i
drugih otapala (izmedu citoplazme i izvanstani¢nog prostora). S obzirom na funkciju

membrane, hladenje moze biti;

Sporo hladenje: Sporim hladenjem postupno pada temperatura. Nedostatak sporog hladenja
je taj da ledena nukleacija uvijek pocinje u izvanstani¢nom prostoru (Mazur, 1970). Kad se
voda po¢ne smrzavati u izvanstanicnom prostoru, stanice reagiraju na rast osmotskog tlaka
otpuStanjem vode kroz stanicnu membranu. Ako se stanice sporo hlade stanice moraju
otpustati dosta vode, Sto moze rezultirati nepovratnim gubitkom vode unutar stanica $to nije

viSe nadoknadivo prilikom otapanja.

Brzo hladenje: nedostatak je taj da stanice ne otpustaju dovoljno molekula vode koje ostaju
smrznute unutar stanice. Led razara stani¢ne strukture (Golgijev aparat, endoplazmatski
retikulum 1 membrane stanica) uzrokujuéi nepovratna mehanicka oSte¢enja (Mazur, 1963;

Leibo, 1980).

UravnoteZeno hladenje: UravnoteZena stopa hladenja omogucava stanicama otpuStanje
dovoljno molekula vode da se izbjegne mehanic¢ko oStecenje stanice. S druge strane Cesti
nedostaci su nedovoljno zadrzavanje vode kako bi se reducirali u¢inci otapanja u procesu

krioprezervacije.

Ultrabrzo hladenje: kod ovakvog procesa stopa hladenja je toliko brza da nema dovoljno
vremena za formaciju kristala leda ve¢ se predmet smrzavanja hladi u nekristaliziranu
amorfnu masu nalik staklu. Tijekom ovakvog procesa nema izmjene vode kroz stanicne
membrane, a postupak je mogu¢ direktnim ubacivanjem bioloSkih uzoraka u teku¢i dusik pri
temperaturi od -196 ° C. Kod zamrzavanja bioloSkih uzoraka potrebno je utvrditi optimalnu
stopu hladenja, a ona koleba ovisno o nekoliko ¢imbenika koji ukljucuju; vrstu stanice ili
tkiva, prirodu koriStenog krioprotektanta, tip tvari za smrzavanje (npr. suhi led ili tekuci

dusik) itd.



1.1.3. METODE KRIOPREZERVACIJE

Metode krioprezervacije su jako raznolike i1 ovise o tipu stanica i tkiva, dostupnoj opremi i
tehnikama laboratorija. Ipak, mogu se grupirati u nekoliko kategorija prema razlicitim

kriterijima, kao Sto su tvar za hladenje, posude za hladenje ili oprema za hladenje.
Prema tvarima za hladenje imamo:

e Suhi led — kruti CO2. Uglji¢ni dioksid nema tekucu fazu, prelazi direktno krutog u
plinovito stanje procesom koji se naziva sublimacija. Temperatura sublimacije CO2 je -79 °C.
Suhi led se koristi u mnogim sluc¢ajevima jer je hladniji od vodenog leda 1 ne ostavlja mokre

tragove. Uglavnom se koristi za hladenje 1 transport, a rijetko za skladiStenje uzoraka.

e Tekuci dusik — tekuéi oblik molekularnog dusika N2. Tocka vrenja tekuceg dusika je -196
°C, a prelazi u kruto stanje na temperaturi od -210 °C. Kontakt s teku¢im dusikom moze
izazvati ozljede nalik opekotinama pa se njime mora oprezno rukovati. [ako tekuéi dusik jako
brzo isparava moZze se ¢uvati na temperaturi vrenja u vakumskom spremniku duplih stijenka
na odredeno vrijeme. Kako je temperatura vrenja tekué¢eg dusika dovoljno hladna da odrzi ¢ak
1 vitrificirano stanje stabilnim naj¢eS¢e se koristi za krioprezervaciju. Hladenje uzoraka
smrzavanjem se provodi na isparavaju¢em tekuc¢em duSiku, a vitrifikacija 1 skladiStenje

uranjanjem u tekuc¢i dusik.

-150°C
|
=
=
=
— -178°C
=
S|
| =
LN, 196°C

Slika 2: Skica posude za cuvanje uzoraka koristeéi tekuéi dusik

(Simione, F.P. 1 J.Z. Karpinsky, 1996)
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POSUDE ZA HLADENIJE:

Pelet metoda — kod ove metode ne koriste se specificne posude za krioprezervaciju, nego
sama struktura suhog leda pri temperaturi od -78°C. Utori se rade na povrSini suhog leda i
razrijedene stanice s ekstenderom i krioprotektantom se iz pipete ukapavaju u utore. Otopine
se spermatozoida, ¢im dotaknu povrS§inu suhog leda smrzavaju sakupljaju s povrSine te
pohranjuju u male plasticne kontejnere koji se zatim skladiSte u teku¢em duSiku. Jedina
prednost ove metode je jednostavnost. Nedostaci ove metode su nedostupnost podataka o
stopama hladenja te se stoga ne mogu niti regulirati. Oblik peleta suhog leda je ogranicava

veli¢inu 1 volumen smrznute tvari (Scott 1 Baynes, 1980; Harvey, 1983).

Cjevéice — U procesu zamrzavanja, pakiranja i skladiStenja vazno je uskladiti stope hladenja
i otapanja, te osigurati laku identifikacija uzorka. Cesto je slu¢aj da se zbog malog
raspolozivog volumena uzorka, npr. spermatozoida, koriste staklene kapilarne cjevcice ili

kriobocice (0,25 ml) (Lahnsteiner i sur., 1997).

Cuvanje uzoraka - Ampule i bocice

Niz malih spremnika poput plamenom zataljenih staklenih ampula i plasti¢nih bo¢ica mogu se
koristiti za spremanje stanica na ultra niskim temperaturama. NajceS¢e se koriste kriobocice
veli¢ine 1.2 - 2.0 mL, zbog jednostavnosti rukovanja tijekom preuzimanja. Opcenito, 0,5-1,0
ml stani¢ne suspenzije se stavi u svaku kriobocicu ili ampulu. Nekoliko ¢imbenika se mora
uzeti u obzir za temperature iznad -100°C, gdje niske temperature uzrokuju blaza mehanicka
naprezanja, medutim kada se pohranjuje na temperature tekuceg dusika, spremnici su posebno
dizajnirani da izdrZe niske temperature. Razli¢ite posude su posebno dizajnirane za koriStenje
kriogena. Plasti¢ne bocCice imaju vijak na zatvara¢ima s vanjskim i unutarnjim navojem (Sl. 4)
Ostali spremnici se mogu koristiti za pohranu zamrznutih materijala ukljucuju¢i slamke koje

se tradicionalno koriste za embrije.

Staklene ampule mogu biti zapeCacene plamenom, no mora se voditi ratuna da se brtvljenje
obavlja kako treba, jer nepropisno zapeCacene staklene ampule mogu imati microrupice i do

15um koje omogucavaju prodor tekucine u unutrasnjost.
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Slika 3. Vanjski 1 unutarnji navoj na bo¢icama za krioprezervaciju

(Greiff i sur., 1975)

1.2. KRIOPREZERVACIJA SPERMATOZOIDA TRPOVA

Zamrzavanje spolnih stanica je sastavni dio u potpomognutoj oplodnji mnogih vrsta. Glavne
varijable kriobiologije proizlaze iz studije zivotinjskih spolnih stanica, a one su: stope
hladenja i1 zagrijavanja, razvojna faza i tip, unutarstani¢ni led, volumen stanica tijekom
hladenja, osmotski odgovori, temperatura i oStecenja stanica tijekom hladenja (Leibo, 2002;
Mazur 1 sur., 1972, 1984). Stanice mogu biti oste¢ene kad djeluje osmotski Sok na njih.
Takav Sok se moze dogoditi kada su stanice suspendirane u hipertoni¢nom mediju koji se
naglo razrijedi izotoni¢nom otopinom. Spermatozoidi su kroz razne studije, pokazali posebnu
osjetljivost na osmotski Sok (Leibo i Bradley , 1999). Opc¢a svojstva spermatozoida ukazuju
na pretpostavke uspjeSnog zamrzavanja. To su male stanice s visokom propusljivos¢éu vode i
antifriza, sa niskim sadrzajem vode (Rall, 2001). Medutim, prakti¢no iskustvo pokazuje da se
spermiji mnogih vrsta posebno tesko krio¢uvaju (Holt, 2000b). Razlika u njihovoj toleranciji
na glicerol i ostale krioprotektante moze biti znacajna i dodatno komplicira stvar (Holt, 2000
a,b). Varijacije svojstava ¢esto su prisutna medu vrstama, pa ¢ak i medu pojedincima unutar

jedne vrste (Rall, 2001).

Krioprezervacija spermatozoida trpa je postignuta kod nekoliko vrsta zastupljenih u svjetskim
morima, a s obzirom da ekonomska vaznost diktira smjer kretanja, nedostaju istrazivanja za
one vrste koje su ugrozene. Stoga su dostupni objavljeni podaci vezani isklju¢ivo za
ekonomski najvazniju vrstu, a to je, Apostichopus japonicus (Selenka) (Mingyu Shao i sur.

2006).



Nakon aktivacije sa 100% SFW (sea fresh water), spermatozoidi ostaju aktivni satima, a
ponekad 1 danima. NajceS¢e primjenjivani krioprotektanti su dimetil-sulfoksid (DMSO) i
metanol MeOH u koncentracijama izmedu 5-20% volumena. Koriste se cjev€ice 0.25-0.5 ml
volumena, a spolne stanice se razrjeduju u Hank-ovoj uravnoteZenoj solnoj otopini ili u
morskoj vodi. Nakon dodavanja krioprotektanta, slamcice se stavljaju u zatvorenu stiropornu
kutiju u kojoj se nalazi tekuc¢i dusik N2. U eksperimentalnim uvjetima, zamrzavanje uzoraka
se prakticira na visinama; 2, 4, 6 1 8 cm iznad povrSine tekuceg dusSika 1 razliitim
vremenskim periodima, nakon ¢ega se uzorci uranjaju u tekué¢i dusik na nekoliko minuta te
pritom vade. Stope hladenja, izbor krioprotektanata i vremenski period izlaganja hladnim
temperaturama, bitno utjeCu na prezivljavanje spermatozoida. U posljednje vrijeme,
istrazivanja su u porastu zbog potencijalnih primjena kao npr., poboljSanje rukovodenja i
proizvodnja nasada, dostupnosti i distribucije selektiranih linija (npr. linija otpornih na
bolesti) i razvoja i odrzavanja genetski modificiranih stokova (Paniagua-Chavez i Tiersch,
2001). Unato¢ velikim istrazivackim naporima, stope prezivljavanja nakon otapanja joS uvijek
ne pokazuju dobre rezultate i mogucnosti, te su potrebna daljnja optimizacija protokola

smrzavanja i procedure standardizacija.
Izrada protokola

Opcenito, zamrzavanje spermatozoida obuhvaca niz koraka, ukljuCujuéi: (1) prikupljanje
sperme; (2) rasprSivanje u razrjedivacu ili ekstenderu, (3) dodavanje krioprotektanta, (4)
pakiranje uzoraka spermatozoida; (5) zamrzavanje, (6) otapanje, 1 (7) procjena plodnosti
(Tiersch, 2000). Uspostavljanje protokola ukljucuje procjenu i optimizaciju viSe ¢imbenika
(npr., vrsta 1 koncentracija za svaki krioprotektant), kao i interakcije izmedu samih ¢imbenika

(npr. izmedu krioprotektanta i brzine hladenja).
Prikupljanje uzoraka i razrjedivanje

Uobicajeno skupljanje sperme ukljucuje ekstrakciju i mehanicku maceraciju gonadnog tkiva.
Da bi se povecao volumen raspolozive sperme, maceracija izrezanih testisa je od velike
vaznosti (Huang 1 sur., 2004 a, b i ¢ ;Yang i sur., 2006). Razrjedivanje otopine spermatozoida
nakon skupljanja je nuzno kako bi se uskladila optimizacija ¢imbenika u krioprezervaciji.
Medutim, ekstremnim razrjedivanjem uzoraka spermatozoida smanjuje se njihova

pokretljivost (Paniagua - Chavez i sur., 1998).
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Procjena vremena aktivno pokretnih spermatozoida

Produzivanje vremena aktivno pokretnih spermatozoida odnosi se na otopinu soli, koja sadrzi
organske spojeve kao Secere koji potpomazu odrzivosti spermatozoida prije i tijekom
postupka zamrzavanja (npr. Hanks uravnotezena otopina soli). Uporaba punila se temelji na
kontroli pH 1 osmolarnosti kao 1 opskrbi energijom, a moze produziti zivot i funkcionalnu
sposobnost cuvane sperme. U vecine organizama s vanjskom oplodnjom, pokretljivost
spermatozoida moze se aktivirati hipotoni¢nim (za slatkovodne organizme) ili hipertoni¢nim
medijem (za morske organizme). Nakon postupka aktivacije spermatozoidi mogu biti pokretni
danima ovisno u kojem hipoosmotskom mediju se drze (Morisawa 1 Suzuki, 1980; Morisawa i
sur., 1983). Dakle, spermatozoidi se obi¢no odrZavaju u razrijedenoj otopini, ekstenderu, koja
povecava volumen, omogucuje zaStitu od temperaturnih varijacija, sadrzi nutrijente te ima
odgovaraju¢i osmolaritet (gotovo izotoni¢an s plazmom) vazan zbog inhibicije neZeljene

aktivacije (Bates 1 Tiersch , 1996).

1.3. BIOLOSKE ZNACAJKE TRPOVA

Trpovi imaju uzduznu os tijela mnogo dulju od postrane osi, pa je zbog toga njihovo tijelo
produljeno. Oni se ne drze dna usnom stranom kao ostali slobodno - bodljikasi, nego su na
njemu polegnuti po duljini. Ona strana tijela koja lezi na dnu Cesto je drugacije razvijena,
sploStena, pa su mnogi trpovi vanjStinom postali opet bilateralni. S donje su strane obi¢no
razvijena tri ambulakra. U njima su ¢vrste prionjive noZice koje s donje strane Cine trivij.
Ostala dva ambulakra s gornje strane ¢ine bivij, a ambulakralne nozice u njima su pipala

(Matonickin, I. i sur., 1999).

Oko usta na prednjem dijelu tijela trpovi imaju vijenac od 10-30 ticala koji su razli¢ita oblika:
Stitasta, granata, prstasta, perasta, pa se po njihovu obliku trpovi i svrstavaju. Ticala su iznad
vapnenastog prstena koji je izgraden od 10 ili vise vecih plocica koje oblazu pocetak crijeva.
Kozni je skelet trpova slabo razvijen. Kod nekih se zadrzao samo u tom vapnenastom prstenu,
a ima trpova i bez njega. U debeloj koZi trpova razvijena je jaka koZno-miSi¢na mjeSina od
uzduznih i kruznih misi¢a pomoc¢u kojih se tijelo moze savijati. Osim toga, uzduz tijela
zrakasto se proteze joS pet snaznih dvojnih misiénih vrpca za stezanje tijela. U kozZi trpova

uloZene su mnogobrojne malene vapnene plocCice, osikule, koje su razliCita oblika: njezna

11



Supljikava kolasca, plocice sidra i sl., ali su one u kozi poslagane po nekom simetri¢nom redu

(Matonickin, I. 1 sur., 1999).

Crni pigment stijenke tijela je melanin koji nastaje od kuglica celomocita smjestenih u
stjenci tijela. Celomociti sadrze enzim tirozinazu, koji aminokiselinu tirozin pretvaraju u
melanin. Prisutnost masnog zutog pigmenta kod mmnogih trpova tipicno je za skupinu
karotenoida, ukljucujuci ksantofile. U vodenim plu¢ima, mazenteriju, probavilu i gonadama
kod vrste, Holothuria tubulosa, H. forskali 1 H. polii nadene su lipoidne tvari, ukljucujuci
karotenoide. Lipoidne tvari sadrze 8-15% suhe mase. Spektroskopskim je ispitivanjem
otkrivena prisutnost beta-karotena, ksantofila i1 astacina. Opcenito veci postotak lipoidnih tvari
u zenke nego u muzjaka, osobito u gonadama. Karotenoidi se dobivaju ve¢inom hranom i
moraju pro¢i kroz stjenku probavila da dospiju u druge organe. U trpova postoji arginin, ali

nema kreatina (Matonickin, I. i sur., 1999).

Unutrasnja tjelesna stjenka celoma je trepetljikavi peritonijski epitel koji pomazZe optoku
celomske tekucine. Dulje crijevo trpova smotano je udesno, a u tjelesnoj ga Supljini pridrzava

mazenterij (Matonickin, . i sur., 1999).

U vodozilnom sustavu trpova kod vecine se kamena cjev€ica ne otvara na povrsini koze
sitastom ploCicom, nego se otvara u tjelesnoj Supljini, a neki imaju i viSe kamenih cjevcica.
Na prstenastoj cjevcici s donje strane tijela je jedan ili viSe Polijevih mjehurica. Iz nje izlazi i
5 zrakastih, ambulakralnih cjev¢ica. One se ispod vapnenastog prstenka svijaju najprije prema
ustima te se njihovi izdanci izboc€uju u ticala koja imaju i svoje mjeSinice, a onda se u luku
okrenu prema natrag i protezu duz tijela sve do crijevnog otvora. No ima trpova kod kojih
ticala izlaze 1zravno iz prstenaste cjevcCice, a ambulakralne nozice su im nestale, pa i nemaju

nikakvih nozica (Matonickin, I. i sur., 1999).

Krvozilni sustav ¢ini prstenasta krvna zila iz koje izlaze krvne zile u probavilo i plodilo, a
izlazi 1 pet uzduznih krvnih zila koje se pruZaju duz ambulakralnih cjev¢ica. Crijevne krvne

zile na lijevom pluénom krilu ¢ine jo$ gustu kapilarnu mrezu (Matonickin, I. i sur., 1999).

Ziv¢ani sustav trpova prati peterozrakastu simetriju — ziv¢ani prsten oko usta od kojeg ide
pet zrakastih zivaca. Difuzna ziv€ana mreza je na mjestima kondenzirana u Ziv¢ana vlakna ali
bez mozga (stupanj koordinacije slican Zarnjacima s time da grupe ziv€anih stanica postaju

privremeni koordinacijski centri) (Matonickin, I. 1 sur., 1999).
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Trpovi borave na dnu mora, gdje polagano puzu, pokretanjem kozno-misi¢e mjeSine, a
prionjive im nozice drZe tijelo pri¢vrSéeno za podlogu da se mogu bolje svijati. Trpovi kratkih
ticala gutaju pijesak 1 mulj i probavljaju organske tvari koje se tu nadu. Trpovi sa velikim
ticalima pruzaju iste u vodu te ih od vremena do vremena guraju u usta da oblizu hranu koja
se na njima uhvatila. Kad se trpovi uznemire mogu uvuci ¢itav prednji kraj tijela. Pri tome im

ticala dodu u usta (Matonickin, I. i sur., 1999).

Neki trpovi pri jakim podrazajima, kad se ¢vrsto uhvate ili izvade iz mora, mogu tako
snazno raskinuti kozno-misi¢nu mjesSinu da im se mezenterij raskine i utroba kroz crijevni

otvor izleti van. Zbog velike sposobnosti obnavljanja izgubljeni organi se brzo nadoknade.

Drugi se pak trpovi od podrazaja popre¢no utegnu i raskinu na viSe komada koji se obnove

u potpune zivotinje, pa se tako i nespolno razmnozavaju (Matonickin, I. i sur., 1999).

Straznje crijevo je obi¢no proSireno u prostranu necisnicu koja sluzi za disanje. Za disanje
kod mnogih trpova sluzi i velika slijepa izbo¢ina koja se obi¢no razdvoji u dva mnogostruko
razgranjena ogranka. To su vodena pluca trpova. Lijevi je ogranak gustom kapilarnom
mrezom povezan s krvozilnim sustavom. Osim za disanje, ona vjerojatno sluze i1 za
izlu¢ivanje izmeta. U vodena pluca trpovi kroz necisnicu uvlace vodu i tuda je opet ispustaju.
Kod mnogih trpova u pocetak jednog ogranka vodenih pluéa ulaze blizu necisnice prstasti ili
grozdasti zljezdani organi, Cuvierove mjesinice. One se mogu izbacivati van, a njihov sadrzaj
se izvlaci u rastezljive ljepljive niti, a vjerojatno sluze za obranu od napadaca. Probavilo
sadrzi Zuckastu tekucinu koja je vrlo aromati¢na. Kod vrste, H. tubulosa pH u Zelucu iznosi

7.4-7.8 1 7.0-7.6 na pocetku crijeva (Matonickin, I. i sur., 1999).

Spolni organi u trpova su samo u jednoj meduzraci, obi¢no kao jednostavno plodilo s
prstastim ograncima od kojeg vodi izvodna cjevcica do spolnog otvora. Otvor je sa ledne
strane blizu usta, na uzdignutoj kvrzici, ili na vrhu jednog ticala. Trpovi su obi¢no
razdvojenog spola, a neki su i dvospolci. Li¢inka trpova je aurikularija, koja se kasnije
preobrazi u baévastu li¢inku. Zenke mogu Cuvati jajasca u posebnim vre¢icama na povrsini
tijela, ili medu naborima koZe, ili se pak jajaSca razvijaju u Zenkinu tijelu u spolnim

cjevCicama, ili u tjelesnoj Supljini (Matonickin, I. i sur., 1999).
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1.3.1. REPRODUKTIVNA BIOLOGIJA OBICNOG TRPA, Holothuria
tubulosa (Gmelin 1791)

Obicni trp, Holothuria tubulosa (Slika 4.) je organizam koji se moze razmnozavati spolno i
nespolno (mnogi su hermafroditi), iako je mnogo ceS¢e spolno razmnozavanje. Nespolno

razmnozavanje podrazumijeva podjelu tijela na dva ili viSe dijelova Sto je poznato kao fisija.

Spolno razmnoZavanje podrazumijeva oplodnju spolnih produkata u vodenom stupcu. Spolni
organi trpova izrasli su u samo jednoj meduzraci, kao jednostavno plodilo s prstastim
ograncima od kojeg ide izvodna cjevcica do spolnog otvora. Razdvojena su spola, medutim
ima i dvospolaca. Li¢inka im je auricularia, koja se Cesto preobrazi u bacvastu lic¢inku,
doliolariju. U prirodi im je na prvi pogled teSko odrediti spol, pa je jedini nain odredivanja

njihovo seciranje (Pérez-Ruzafa, 1984).

(Slika 4) Obicni trp, Holothuria tubulosa (Gmelin, 1791), na pjeskovito-muljevitom
dnu (Paulay, G., 2010)

Iz dosadasnjih istrazivanja, objavljeni rezultati za vrstu, H. tubulosa ukazuju na pocetak
mrijesta u kolovozu (Slika 5.). Tijekom mrijesta trpovi podiZu anteriorni dio tijela prema
morskoj pridnenoj struji, pri ¢emu oba spola zauzimaju tzv. "kobra" polozaj kao $to je
prikazano na slici (Slika 6), gdje samo trecina posteriornog dijela tijela ostaje u kontaktu s

morskim dnom. Otvaraju svoj genitalni otvor koji se nalazi tik ispod usta, te ispustaju spolni
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produkt u smjeru morske struje. Prvo muzjaci emitiraju bjelkastu tekucinu koja se postupno
rasprSuje u vodenom stupcu. Zatim zenke emitiraju viskoznu smjesu kao odgovor na
oslobadanje muskih gameta (Asha i Muthiah, 2002). Mrijest uobicajeno traje oko 30 minuta, a
potrebni uvjeti za mrijest su puni mjesec (Slika 5.) i1 ¢itav niz odgovarajuc¢ih okoliSnih
¢imbenika, od kojih je najvaznija temperatura mora, a u Jadranu zabiljezeni podaci ukazuju na
vrijednosti od 25+£3 °C. Spajanjem gameta u vodenom stupcu dolazi do oplodnje. Lic¢inke

zive planktonskim zivotom od 7 do 13 tjedana (Despalatovi¢ i sur., 2004).
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Slika 5: Razdoblje mrijes¢enja, Holothuria tubulosa u mjesecu kolovozu (Ocana, A. 1 L.

Sanchez Tocino, 2005)

Slika 6: Polozaj “kobra” skica trpa iz porodice Holothuriidae prilikom mrijesta (Cameron i

Fankboner, 1986)
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Veli€ina, tj. promjer zrelih jajnih stanica koleba i to od ~100 do 250 um, a oplodnja, kako je
ve¢ spomenuto, je uglavnom vanjska. Jaja se izbacuju navecer ili no¢u, medu zajedni¢kim
litoralnim vrstama. Spolno zrela Zenka proizvede oko milijun jaja, ovisno o veli€ini jedinke.
Od oplodenog jajasca se najceSc¢e razvija pelagi¢na li¢inka nazvana auricularia, ¢ije je tijelo
prozirno i1 duguljasto duz kojeg se rasporeduje serija cilija koja im omogucuje kretanje; skelet
nije vidljiv i moze imati dimenzije od 350 do 450 pm.

Auricularia se brzo preobrazava u drugi li¢inacki stadij, odnosno u doliolariu, koja ima oblik
bacve, a obavijena je s 3-5 cilijatnih prstenova, kojima pripisuje rotacijsko okretanje oko
svoje osi 1 duga je oko 650 um. Od doliolarie, nizom preobrazaja, nastaje sitna holothuria
(pentakula) veli¢ine oko 3 mm prilagodena na bentoski nacéin zivota (Slika 7.) (Bell i sur.,
2007; Battaglene i sur., 1999; Hair i sur., 2011; James, 2004; Lavitra i sur., 2009; Morgan
2001; Pitt, 2004).

Slika 7. Li¢inacki stadiji morskog trpa a) Auricularia, b) Doliolaria, c) Pentaktula d) rani

juvenilni stadij
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2. MATERIJALI I METODE

2.1. HIDROGRAFSKI PODACI I PODRUCJE UZORKOVANJA

Tijekom trajanja eksperimenta praceni su hidrografski podaci na mjestu uzorkovanja.
Obradivani su sljede¢i parametri; temperatura, slanost, otopljeni kisik te pH vrijednost. Za
odredivanje vrijednosti hidragrafskih parametara koristena je WTW multiline hidrografska

sonda

Opis podrucja i metoda uzorkovanja

Trpovi su sakupljani u Dubrovackom akvatoriju, na podrucju kupalista Kopakabana
(2°39'50"N 18°03'52"E) tijekom svibnja, 2013. godine (Slika 8a i1 b). Uzorkovano je po 30
jedinka, po terenskom izlasku. Ukupno je obavljeno 3 zarona (terenskih izlazaka). Trpovi su
transportirani u 10 litarskom prijenosnom tanku u kemijski laboratorij SveuciliSta u
Dubrovniku. U laboratoriju, trpovi su cuvani u 60 L tanku na temperaturi od 23+3 °C uz

odgovarajuce prozracivanje.

]

A e )

Slika 8a. Podrucje uzorkovanja. Dubrovacki akvatorij

17



P, s‘:a"”’

et Map | Satellite
~ >
Soan Og,
< > s B
8
. ar:f:”wf& -
'(%.,,,f""i Lo
¥ %h‘;‘
¥y
+
Dubrovnik, HR - Bari, IT
ik, W8 Bari, IT - Dubroypjy,
(1 Du‘bm“‘" . i
-
L 9

" Villa Franica (=

kx| Villa Ema

Map data 82014 Google ¢ 100mu—— | TermsoflUse Reportamap emmor

Slika 8b. Podru¢je uzorkovanja. Dubrovacki akvatorij — kupaliste Kopakabana

42°39'50"N 18°03'52"E

2.2. MORFOMETRIJSKE I REPRODUKTIVNE ZNACAJKE

Na svjezim uzorcima obavljena su osnovna morfometrijska mjerenja, te su analizirani, ukupna
masa i ukupna duzina trpova. Gonade su ekstrahirane seciranjem, izmjerena je ocijedena
masa, te je odreden spol jedinki. 10 Muzjaka jedinki i 10 zenka odvajalo se za mikroskopsku
analizu gonadnog tkiva. MorfoloSke znacajke citoloSke strukture analizirale su se invertnim
svjetlosnim mikroskopom marke Olympus IX71, pritom upotrebljavajuéi softverski program
DP Soft. Mjereni su ukupna duzina i promjer gonadnih cjevéica, kao i promjer oocita.

Gonadosomatski indeks izracunat je po formuli: GSI= masa gonada/ukupna masa x 100.
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2.3. POSTUPAK KRIOPREZERVACIJE SPERMATOZOIDA OBICNOG TRPA,
Holothuria tubulosa (Gmelin 1971)

Eksperimentalni postupak obavljen je u triplikatu. U svakom eksperimentu zZrtvovano je 30
jedinki. Prosje¢an omjer spolova u eksperimentalnom postupku bio je 1:1. Nakon seciranja,
gonade su ekstrahirane, a testisi macerirani u muzaru za daljnji postupak krioprezervacije.
Nakon dodavanja filtrirane morske vode (aktivacija), mikroskopski je promatrana

pokretljivost spermatozoida (Slika 11.)

Slika 9. Spolni organ muzjaka, obi¢ni trp, Holothuria tubulosa (Gmelin 1791)
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Slika 10. Spolni organ zenke, obi¢ni trp, Holothuria tubulosa (Gmelin 1791)
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Slika 11. Pokretljivost spermatozoida nakon dodavanja FSW (filtrirane morske vode)

Pokretljivost spermatozoida je procijenjena pod svjetlosnim mikroskopom na povecanju od
100x. Pokretljivost je okarakterizirana kao progresivna (kretanje prema naprijed) ili staticna

(vibriranje u jednom mjestu).
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U eksperimentu su se upotrebljavali krioprotektanti dimetil-sulfoksid (DMSO) i methanol
(MeOH) u koncentracijama od 10% i 15%. Kriocjev¢ice volumena 0.5 ml su potom punjene
pripremljenom otopinom spermatozoida 1 smrzavane u tekucem isparavaju¢em dusiku.
Kriocjev€ice su bile smjeStene na stiroporni okvir udaljen 3 1 6 cm (dva odvojena pokusa) od
povrsine tekuceg isparavajuceg duSika u stiropornoj kutiji (slika 12). Vremenski period
hladenja je takoder bio podijeljen je u dva zasebna postupka u trajanju od 3 i 8 minuta. Nakon
uspjeSnog zamrzavanja, uzorci su uronjeni u vodenu kupelj zagrijanu na 37 - 40 °C, u trajanju
od 13 sekundi. Nakon otapanja, otkidati su zacepljeni krajevi kriocjevcica te je njihov sadrzaj
promatran na mikroskopu. Pokretljivost spermatozoida nakon otapanja je procijenjena kao Sto

je prethodno opisano, a promatrana je i aktivacija dodavanjem filtrirane morske vode.

Slika 12. Postupak hladenja spermatozoida obi¢nog trpa, Holothuria tubulosa (Gmelin 1791),

u kriocjev€icama iznad povrsine tekuéeg isparavajuceg dusika
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3. REZULTATI

3.1. HIDROGRAFSKI PODACI I PODRUCJE UZORKOVANJA

Prosjecne zabiljezene srednje vrijednosti hidrografskih parametara iznosile su: temperatura

mora, 16°C, slanost, 24.3 %o, kisik, 13.2 ppm mg/L, te pH vrijednost, 8.33.

3.2. MORFOMETRIJSKE I REPRODUKTIVNE ZNACAJKE

Prosjecan odnos spolova u uzorku od 30 jedinki (po eksperimentalnom postupku) bio je 1:1.

Prosje¢na ukupna masa cjelokupnog uzorka iznosila je 5098,74+5 g, gdje je prosjecna ukupna
masa zenka iznosila 3037,98+4 g, a muzjaka 2060,76 g. Najmanje i najveée zabiljezene
vrijednosti mase pojedinih trpova kretale su se u rasponu od 110 g, do 363g sa prosjecnom

vrijednosti mase od 175,12 g (Slika 13).

Ukupna masa (g)
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Slika 13. Prosjecna ukupna iscijedena masa uzorka tijekom Svibnja, 2013. Obicni trp,

Holothuria tubulosa (Gmelin 1791)

3.2.1. MORFOMETRIJA GONADA
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Makroskopskom analizom utvrden je unutarnji dimorfizam izmedu spolova. Razlike
gonada muzjaka i Zenka bile su jednostavno uocljive po dvjema osobinama. Bojom su se
bitno razlikovale Zenke koje su bile u nijansama Zuto-narancaste a muzjaci u nijansama bijele
boje. Takoder, razlika u promjeru gonadnih cjev¢ica je bila uocljiva makroskopski. Gonade
muzjaka su sacinjavale tanke nitaste strukture dok su kod Zenka ukupni volumen kao i

promjer cjevcice bili znatno ve¢i. (Slika 14.)

Slika 14. Gonade muzjaka (lijevo), gonade Zenke (desno)

Prosjecna ukupna masa gonada cjelokupnog uzorka iznosila je 124.74 g, gdje je prosjecna
ukupna masa gonada zenka iznosila 93.14 g, (raspon od 1.85 — 14.05 g), a ukupna masa
gonada muzjaka iznosila je 31,6 g, (raspon od 1.12 — 5.54 g). Najmanje 1 najvece zabiljeZene
vrijednosti mase gonada pojedinih trpova kretale su se u rasponu od najmanje, 1.12 g, do

najvece 14.05 g (Slika 15.1 16.)
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Slika 15. Prosje¢na ukupna iscijedena masa gonada uzorka tijekom Svibnja, 2013. Obicni trp,
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Slika 16. a) masa gonada Zenka, b) masa gonada muZjaka, tijekom Svibnja, 2013., obi¢ni trp,

Holothuria tubulosa (Gmelin 1791)

3.2.2. GONADOSOMATSKI INDEKS

Posto su jedinke obi¢nog trpa uzete iz prirode u doba kad reproduktivno rastu, ali nisu i

zrele za mrijest, zabiljezene vrijednosti nisu maksimalne kao u doba mrijeStenja. Mrijest

obi¢nog morskog trpa u Jadranu, prema zabiljeZenim podacima, odvija se od pocetka

kolovoza do rujna, i to pri uvjetima temperature mora puno ve¢im od zabiljezenih u ovom

radu (Despalatovi¢ i sur., 2004).
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Na temelju gore navedenog odnosa ukupne iscijedene mase i iscijedene mase gonada, GSI se
kretao u rasponu od maksimalnog 7.39% do minimalnog 0.72% sa prosjecnom vrijednos¢u od

2.34% (Slika 17.).

GSI1%

3 - W GSI%

2
Attt |\I|\|I\
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Slika 17. Gonodasomatski indeks obi¢nog trpa,
Holothuri tubulosa (Gmelin 1791) u svibnju 2013.

3.3. KRIOPREZERVACIJA SPERMATOZOIDA OBICNOG TRPA, Holothuria
tubulosa (Gmelin1791)

Hladenje se odvijalo na visini od 3 1 6 cm iznad tekuceg isparavajuc¢eg duSika u razli¢itim
vremenskim intervalima (od 3 do 8 min). Uzorci su nakon zavrSetka eksperimenta iznad
tekuceg duSika uronjeni u vodenu kupelj, zagrijanu na temperaturi od 37°C tijekom 13

sekundi, gdje su spermatozoidi ponovno aktivirani.

Konzekventno su izvedene varijacije promjenjivih parametara pokusa gdje je primjenjivano
hladenje u 2 koraka, 3 minute na visini od 3 cm iznad isparavajuceg tekuceg dusika. Kao

krioprotektanti koriSteni su metanol Me(OH) i DMSO pri koncentracijama od 10 1 15%.

Rezultati u pokusu pri 3 minute na visini od 3 cm iznad isparavajuceg tekuceg dusika

pokazuju da pri koncentracijama krioprotektanta metanola MeOH od 10 i 15%, nije

25



postignuta pokretljivost spermatozoida, dok kod krioprotektanta DMSO, koncentracija od

10% nije omogucila pokretljivost, a kod 15% zabiljezene su samo vibracije (Slika 18).

3 minutana 3 cm visine

100%
50%
B0%
70%
50%
50%
40%
30%
20%

10%
0% I
MeOH 10% MeOh15% DMSO 10% DMSO 15%

W Seriesl 0% 0% 0% vibracije

Pokretljivost

Slika 18. Pokretljivost spermatozoida (%) pri krioprotektantima MeOH i DMSO 3 minuta na

3 ¢m visine

U sljedece dvije izvedbe pokusa primjenjivano je hladenje u 2 koraka, 8 minuta na visini od
6 cm iznad isparavajuéeg tekuceg dusika. Kao krioprotektanti koriSteni su metanol Me(OH) i

DMSO pri koncentracijama od 10 1 15%.

Rezultati u pokusu pri 8 minuta na visini od 6 cm iznad isparavajuceg tekuceg dusika
pokazuju da je pri koncentracijama krioprotektanta metanola MeOH od 10%, pokretljivost
spermatozoida iznosi 20%, dok je pri uvjetima MeOH od 15%, pokretljivost manja 1 iznosi
5%. Kod krioprotektanta DMSO, koncentracije od 10% omogucava pokretljivost
spermatozoida i do 50%, dok je pri koncentraciji DMSO od 15%, zabiljezena pokretljivost od
30% (Slika 19).
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8 minuta na 6cm visine
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Slika 19. Pokretljivost spermatozoida (%) pri krioprotektantima MeOH i DMSO 8 minuta na

6 cm visine

Rezultati pokazuju da pri uvjetima hladenja u trajanju od 3 minuta na visini od 3 cm iznad
isparavaju¢eg tekuceg duSika nije zabiljezena pokretljivosti bez obzira na odabir i
koncentraciju krioprotektanta. Pri uvjetima hladenja u trajanju od 8 minuta na 6 cm
udaljenosti od isparavajuceg tekuceg duSika rezultati ukazuju na postignutu pokretljivost
spermatozoida i to najveca pokretljivost od 50% je zabiljezena kod krioprotektanta DMSO u

koncentraciji od 10%.
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4. RASPRAVA

Suvremeni koncepti oCuvanja vrste i reprodukcije stvorili su potrebu za ocuvanjem
spermatozoida kao strateSkog resursa za vefe mogucnosti u oplodnji. Trajno Cuvanje
spermatozoida kroz desetljeCa danas je moguce jedino pomocu tekuceg dusika. I pored
brojnih prednosti, tehnika krioprezervacije ima i svoje nedostatke, a glavni nedostatak je
neizbjezno oSte¢enje spermatozoida koje nastaje pri odmrzavanju. Spermatozoidi razli¢itih
vrsta su razliCito osjetljivi na proces zamrzavanja i odmrzavanja, te se protokoli razlikuju, u
zavisnosti od vrste. Kvaliteta odmrznutih spermatozoida zavisi o njihovoj kvaliteti prije
zamrzavanja a i varira u okviru iste jedinke. Neke morfoloske promjene kao Sto je gubitak
mitohondrija, nateCene stanicne membrane 1 slomljeni repovi spermatozoida se dogadaju
nakon odmrzavanja. Iako ucinkovite tehnike umjetnog osjemenjivanja se danas uspjesno
primjenjuju u masovnoj proizvodnji trpova, malo je dostupnih informacija o gradi kao i1
morfoloskim promjenama spermatozoida koje nastaju uslijed naglog hladenja i zagrijavanja.
U ovom radu proucavana su obiljezja pokretljivosti spermatozoida obi¢nog trpa kroz razne
koncentracije 1 opée uvjete krioreagenata. Osmolalnost je sredi$nji faktor odredivanja
pokretljivosti sperme, medutim, druge moguce Cimbenike, primjerice ionski sastav, pH i
plazmu sjemena, treba uzeti u obzir pri inhibiciji i aktivaciji samih spermatozoida. Dostupni
radovi su sporadi¢ni 1 nedostaje sistematizacija. Krioprotektori djeluju uglavnom, tako §to
snizavaju tocku zamrzavanja intracelularne vode ili stabiliziraju membrane. Jedna od

mogucnosti krioprezervacije je i istovremena desikacija.

Posto do sada nema objavljivanih podataka za obi¢nog trpa H. tubulosa, rezultati u ovom
radu se mogu usporedivati sa dostupnim podatcima ekonomski najvaznije vrste trpa,
Apostichopus japonicus (Selenka), a ujedno i jedine na kojoj su radena sli¢na istrazivanja.)

(Ming Yu Shao 1 sur., 2006).

U ovom radu provjeravana je sposobnost krioprezervacije spermatozoida obicnog trpa, ali
nije testirana sposobnost oplodnje nakon postupka krioprezervacije - otapanja spermatozoida.
Postupak istrazivanja krioprezervacije obuhvacao je dva ekserimenta. U prvom eksperimentu
koristeni su krioprotektanti; 10%, 15% Me(OH) 1 10%, 15% DMSO u vremenskom intervalu
3 minute trajanja drzanja na stiroporu pri visini od 3 c¢m iznad tekuceg duSika. U drugom
eksperimentu koristen je 10%, 15% metanol Me(OH) i 10%, 15% DMSO, 8 minuta na
stiroporu 6 cm iznad isparavajuc¢eg tekuceg dusika. Kod istrazivanja japanskog trpa, A.
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japonicus (Selenka) (Ming Yu Shao 1 sur.,, 2006) obavljena su 4 eksperimenta sa
krioprotektantima, DMSO 15% 1 20% 1 glicerol 10% 1 15% na stiroporu 2, 4, 6 1 8 cm iznad
isparavaju¢eg duSika. Rezultati su pokazali da kod upotrebe krioprotektanta glicerola,
pokretljivost spermatozoida na svim visinskim udaljenostima od isparavajuceg tekuceg dusika
je bila <5% ili su zabiljezene samo vibracije spermatozoida. Kod upotrebe krioptotektanta
DMSO najbolji rezultati su postignuti pri koncentraciji od 15% na visini od 6 cm iznad
tekuceg dusika (60%), a na 20% 1 visini od 6 cm iznad tekuceg dusika pokretljivost je iznosila

50%.

Rezultati krioprezervacije spermatozoida trpa, H. tubulosa 1 A japonicus pokazuju veliku
sli¢nost $to ukazuje na to da je najbolji krioprotektant DMSO u usporedbi sa istrazivanim
rezultatima gdje su koriSteni metanol Me(OH) i glicerol. U ovom radu, zabiljezeno je najbolje
prezivljavanje spermatozoida pri uvjetima koncentracije od 10% DMSO nakon otapanja (50%
u odnosu na kontrolnu skupinu), a za vrstu, A. japonicus najbolje zabiljezeno prezivljavanje
je u uvjetima koncentracije od 15% DMSO nakon otapanja (60%). Spermatozoidi razli¢itih
muZjaka pokazuju varijacije pokretljivosti/prezivljavanja kao odgovor na smrzavanje i
otapanje. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se provjerila moguénost i sposobnost

oplodnje otopljene sperme kao stvarnog pokazatelja uspjesnosti krioprezervacije.

Ukupna masa gonada zenka u uzorku iznosila je 93.14 g, te se kretala u rasponu od 1.85 —
14.05 g, a ukupna masa gonada muzjaka iznosila je 31,6 g, te se kretala u rasponu od 1.12 —
5.54 g. Najmanje i najvece zabiljezene vrijednosti mase gonada pojedinih trpova kretale su se
u rasponu od najmanje, 1.12 g, do najvec¢e 14.05 g. Despalatovi¢ je u svom radu opisala,
aktivnost u gonadama tijekom svibnja, te je okarakterizirala ovaj stadij kao faza rasta
(growing stage), medutim nedostaju podaci o gonadosomatskom indeksu, masi gonada i

ukupnoj masi organizama (Despalatovic i sur., 2004).

Reproduktivne znacajke obi¢nog trpa iz jugoisto¢nog Jadrana ukazuju na kretanje vrijednosti
mase gonada i gonadosomatskog indeksa u okviru referentnih vrijednosti za ovu vrstu u
podruc¢ju Mediterana (Bulteel i sur., 1992. ; Despalatovic i sur., 2004 ; Georgios i sur. 2010).
Tijekom trajanja eksperimenta jedinke su bile u periodu reproduktivnog rasta, ali ne i zrele za
mrijest, prema tome zabiljezene vrijednosti nisu maksimalne kao u doba mrijestenja. Odnos
spolova u eksperimentalnom uzorku iznosio je 1:1 a $to je 1 u skladu sa ve¢ objavljenim
podacima (Despalatovic et al., 2004), dok je u ranijem istrazivanju u srednjem Jadranu

(Simunovic & Grubelic, 1998) zabiljezena poveéana brojnost Zenka. S obzirom da
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objavljivani podaci u Jadranu ne obuhvacaju ¢itav reproduktivni ciklus potrebna su daljnja

istrazivanja reproduktivnih osobina obi¢nog trpa Holothuria tubulosa u ovom akvatoriju.
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5. ZAKLJUCAK

Kriobiologija spermija na globalnoj razini je nasla primjenu u poljoprivrednoj proizvodnji,
znanstvenim istraZivanjima na zivotinjama i1 u humanim klinickim istrazivanjima. Novo i
dinamic¢no podrucje koje otvara Siroki prostor za nova istrazivanja, empirijska i temeljna, u
svim podru¢jima, ukljucujuéi i profinjenosti matematickih modela je optimizacija dodavanja
krioprotektanata u mnogih vrsta. Sa nedavnim progresima u genetskoj manipulaciji i stvaranju
tisu¢a mutiranih sojeva, temeljito razumijevanje kriobiologije spermija je vazno kako bi se
smanyjili troskovi skladistenja, pomo¢ u fleksibilnosti translokacije sojeva i osiguranja skupih
istrazivackih ulaganja. U ovo doba genomike, dokumentiranje i manipuliranje genetskih
osobina spermatozoida da prezive zamrzavanje moze igrati znacajnu ulogu u bliskoj

buduénosti kriobioloskih istrazivanja.

Krioprezervacija spolnih produkata i ranih razvojnih stadija uvelike bi unaprijedila
akvakulturni razvoj te bi omogucila oplodnju i mrijeS¢enje u doba godine kad u prirodi nisu

za to postojani uvjeti.

Prezivljavanje na osnovu procjena pokretljivosti najbolje rezultate prikazuje sa 10% DMSO-

om kao krioprotektantom, a iznosi 50%.

Krioprezervacija spermatozoida obi¢nog morskog trpa je moguca, no potrebno je napraviti
optimizaciju krioprezervacijskog protokola kako bi se u buducnosti dobili bolji rezultati
prezivljavanja, a pritom i oplodnje. Takoder su potrebna daljnja istrazivanja kako bi se
provjerila moguénost i sposobnost oplodnje otopljene sperme kao stvarnog pokazatelja

uspjesnosti krioprezervacije.
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