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SAZETAK

Krioprezervacija bi mogla omoguciti dostupnost kvalitetnih liCinka za mrijestiliSta i
daljnji uzgoj te osigurati genetiCku kvalitetu i sigurnost u sluCaju mogucih opasnosti
(bolesti, okoliSne klatastrofe...). Ovaj rad opisuje krioprezervaciju sperme i li€inka
europske plosnate kamenice, O.edulis. lzvedeno je nekoliko pokusa na razli€itim
embrionalnim razvojnim stadijima. Koncentracija li€inka je bila 800/ml. KoriStene su
kriocjev€ice volumena 0.5 ml te krioprotektanti DMSO i metanol. Rezultati pokazuju
mogucnost krioprezervacije i sperme i liCinka. Za pravi uspjeh krioprezervacije sperme
potrebno je testirati moguénost oplodnje Sto oteZava hermafroditizam i unutarnja
oplodnja. Stvarni uspjeh krioprezervacije liCinka europske plosnate kamenice bi trebalo
valorizirati kroz rezultate prezivljavanja i uzgoja krioprezerviranih lic¢inka do trziSne

veli¢ine.

Klju€ne rijeci: krioprezervacija, Ostrea edulis, li¢inke, sperma, krioprotektanti

ABSTRACT
Cryopreservation can allow the availability of good quality oyster larvae for

hatcheries and farms and guarantee the quality and security of genetic material in case
of natural or man-made hazards (diseases, natural disasters). This study describe
cryopreservation of sperm and larvae of the European flat oyster (Ostrea edulis).
Several trials were conducted on different stages of embryonic development. The
concentration of larvae in these trials was 800 larvae/ml. Larvae were frozen in 0.5-ml
straws in the presence of cryoprotectants methanol or dimethyl-sulfoxide (DMSO).
Results show that the cryopreservation of sperm and larvae is possible. Fertilization
tests with cryopreserved sperm would be necessary, however, this is problematic due to
the hermaphroditism and internal fertilization in O. edulis. Success of the
cryopreservation of oyster larvae would further be strengthened by the culture and

growth of frozen and thawed larvae.
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1. UVOD

Kriobiologija je bioloSka grana znanosti koja istrazuje prezivljavanje i postojanost
stanica, tkiva, organa i organizama na niskim temperaturama. Krioprezervacija je
tehnologija odrzavanja stanica, tkiva, organa i organizama zivima i njihovog

konzerviranja duze vrijeme na niskim temperaturama.

1.1. PRINCIPI KRIOPREZERVACIJE

Za krioprezervaciju se koriste razli€ita sredstva (npr. suhi led), ali tekuéi dusik je
najkoristeniji za pohranu konzerviranih materijala na temperaturu od -196 °C na kojoj su
kemijske i fizitke reakcije vrlo ograniCene. Smatra se da ovako krioprezervirani uzorci
mogu biti pohranjeni neograniCeno vrijeme. Principi krioprezervacije su identi¢ni
principima hladenja vode i vodenih otopina. Temperatura smrzavanja destilirane vode je
0 °C, ali se moze hladiti do temperature od -20 °C, dodavanjem Secera ili soli, pri Cemu
se snizava toCka smrzavanja otopine. Smrzavanje pocinje nakon znacajnog perioda
hladenja. Tijekom smrzavanja (formiranja ledene kristalne strukture) Kkristalizacija
pocCinje oko takozvane ledene jezgre (Denniston i sur., 2000). Ta ledena nukleacija se
pojavljuje u dva oblika:

® homogena ledena nukleacija — jako Cista otopina malih razlika u

koncentraciji djeluje kao ledena jezgra,
® heterogena ledena nukleacija, vise uobiCajen oblik — male kontaminirajuée
Cestice, necistoce sluze kao ledena jezgra.
Ledena nukleacija takoder moZe biti inducirana dodirivanjem posude koja sadrzi
tekucinu tvrdim predmetom. Inducirana ledena nukleacija se naziva “seeding” i to je
proces koji se redovno Koristi u tehnologiji krioprezervacije. Formiranje ledene kristalne
strukture (faza prijelaza iz tekuéeg u kruti oblik) je praceno otpustanjem energije koja
povecCava temperaturu otopine i toCku smrzavanja (ova otpustena energija se naziva
latentna toplina). Kada ledeni kristali po¢nu rasti oko ledene jezgre primarno su vodene
molekule ugradene u kristalnu ledenu reSetku, a ne molekule otapala (smrzavajuc¢a

otopina postupno postaje sve koncentriranija $to se nastavlja do tocke kad je sva voda



smrznuta i otopina doseze maksimum koncentracije). Ova toCka se naziva “eutenti¢na
tocka” nakon koje se cijela otopina smrzne (moze biti smanjena povecanjem volumena
otopljenih tvari u otopini) (Denniston i sur., 2000).

Postoji i drugi nacin dovodenja vode u kruto stanje (razli€it od formiranja kristalne
ledene strukture): kada se voda ili vodena otopina hlade veoma brzo vodene molekule
nemaju dovoljno vremena za formiranje ledene jezgre i svrstavanje u kristalnu resetku
— tada se otopina transformira u amorfno kruto stanje nalik staklu. Proces se naziva
VITRIFIKACIJA i uoCen je kao trenutak u postupku hladenja (Fahy i sur., 1984).
Vitrifikacija je moguca jer molekularna gibanja u teku¢em stanju zahtijevaju toplinsku
energiju koja nije prisutna na dovoljno niskim temperaturama (ij. ne uklju€uje znacajne
alternacije molekularnih veza nadenih u tekuc¢em obliku). Vitrificirano stanje nije vrlo
stabilno i vitrificirane otopine se moraju drzati na vrlo niskim temperaturama ili ¢e doci
do devitrifikacije. Devitrifikacija je pojavljivanje ledene jezgre i formacija kristalne
strukture u vitrificiranoj otopini. Prema nekim istrazivanjima tekuéine smrznute ispod -
139 °C su sastavljene od mjeSavine kristalne ledene strukture i vitrificiranog stanja.
Kako bi postigli vitrificirano stanje sa sporijim stopama hladenja potrebne su vrlo velike
koncentracije kemikalija poznatih kao KRIOPROTEKTANTI. Prijelaz iz krute natrag u
tekucCe stanje se naziva otapanje. Rast kristala leda je jako brz na viSim temperaturama
(naravno jo$ uvijek ispod toCke smrzavanja) i intenzivna rekristalizacija vitrificirane ili
semi-vitrificirane tvari se moZze pojaviti tijekom otapanja. Ovo je tipi¢no kod sporih stopa

otapanja.

1.2. HLADENJE STANICA, ULOGA MEMBRANA | OSMOTSKIH UVJETA U
HLADENJU

U procesu krioprezervacije zivih stanica i tkiva cijela ranije opisana procedura je
pod utjecajem staniche membrane koja djeluje kao polupropusna barijera i regulira
osmotski proces (uvijek manje koncentrirana otopina poku$ava razrijediti onu guséu). U
slu€aju Zivih stanica i tkiva stanicha membrana radi kao polupropusna barijera i tok
vode ili drugog otapala je usmjeren izmedu citoplazme i vanstanicnog prostora. U

takvim procesima se moZze pojaviti nekoliko scenarija:



1) SPORO HLADENJE — dokazano je da unutar stanica nema ucinkovitih
nukleacijskih tvari pa ¢e ledena nukleacija uvijek zapoceti u vanstani¢nom prostoru (ovo
je heterogena nukleacija jer u slu€aju zZivih stanica i tkiva neke male Cestice ¢e uvijek
biti prisutne u otopini) (Mazur, 1970). Voda se pocinje smrzavati u izvanstani¢énom
prostoru i kako se samo vodene molekule ugraduju u kristalnu reSetku vanstani¢na
otopina ¢e postati viSe koncentrirana. Stanice reagiraju na ovaj rast osmotskog tlaka
otpuStanjem vode kroz stani€nu membranu. Kada se uzorci dosta sporo hlade stanice
moraju otpustati previSe vode i to mozZe voditi smrtnosti, nepovratni gubitak vode u
stanicama koji se ne moze nadoknaditi tijekom otapanja. Takoder, sa rastom
koncentracije vanstanicnog prostora stanice su izloZzene takozvanim ucincima otopljenih
tvari (toksicni u€inci unutar i van stanica).

2) BRZO HLADBENJE — stopa hladenja je prebrza da bi stanice otpustile vodu
koja se smrzava unutar stanica. Unutar stanica led ostecuje staniCne strukture (kida
membrane, Golgijev aparat i endoplazmatski retikulum) uzrokujuéi mehanicka ostecenja
(Mazur, 1963; Leibo, 1980).

3) URAVNOTEZENO HLADENJE — optimalna stopa hladenja koja je dovoljno
spora da dopusti potrebnom volumenu vode da napusti stanice kako bi se izbjeglo
unutarstani¢éno formiranje leda i destrukcija stanicne membrane, a sa druge strane
dovoljno brza za stanice da zadrzZe dovoljno vode kako bi reducirale ucinke otapanja i
bila sposobna prezZivjeti reapsorbirajuéi vodu slijedom otapanja u procesu
krioprezervacije. U ovom slu€aju smatra se da se preostala voda u stanicama smrzava
u jako male ledene kristale koji ne mogu uzrokovati znac¢ajna osteéenja ili se vitrificira
uopce ne uzrokujuci oStecenja. Takoder neka istraZivanja upucéuju na mjesavinu kristala
leda i vitrificiranu vodu u stanicama.

4) ULTRABRZO HLADENJE — ovaj proces vodi vitrifikaciji stanica i okolnog
medija. Stopa hladenja je toliko brza da voda nema vremena za smrzavanje u ledene
kristale nego se ohladi u nekristaliziranu (amorfnu) masu nalik staklu. Tijekom
vitrifikacije nema izmjene vode kroz stanicnu membranu. Ovo se u pravilu postize
ubacivanjem posude s bioloskim uzorkom direktno u tekuéi dusik. Vitrifikacija bi bila
idealan postupak za krioprezervaciju zivih stanica i tkiva.. Postignut je napredak npr.

kod vitrifikacije govedih embrija, no tehnike vitrifikacije se suo€avaju sa nekoliko



problema koji ih ¢ine manje ili vise neizvedivim. Kao $to je ranije spomenuto, postoji
nekoliko problema vezanih za upotrebu vitrifikacije Zivih stanica i tkiva. Dva glavna
problema su velik volumen krioprotektanata koji se moraju koristiti da bi se postiglo
vitrificirano  stanje i devitrifikacija. UcCinkovit minimalan vitrificiraju¢i volumen
krioprotektanata ovisi o njegovu tipu ali u vecini sluCajeva je potrebno 30-40%
(volumen/volumen) kemikalije $to moze biti vrlo toksi€no za stanice. Devitrifikacija
(formiranje kristala leda) se moze pojaviti ili tijekom kratkotrajnog procesa zagrijavanja
ili otapanjem uzorka te se jako brza stopa otapanja mora primijeniti kako bi se izbjegla
rekristalizacija vitrificiranog uzorka.

Kod smrzavanja stanica i tkiva, mora se uspostaviti optimalna stopa hladenja a
ona koleba ovisno o nekoliko €imbenika koji ukljuuju: tip stanice i tkiva, prirodu
koriStenog krioprotektanta, tip tvari koriStene za smrzavanje (npr.suhi led ili tekuci dusik)
itd. U pravilu, formiranje kristala mozZe biti suzbijeno snizavanjem toCke smrzavanja
otopine ili koriStenjem krioprotektantskih tvari koje imaju jaku tendenciju ka formiranju
veza s molekulama vode cCineci ih tako teSko ugradivim u ledenu kristalnu reSetku. U
slu€aju sperme, stanice ne sadrzavaju velike volumene vode $to vodi upotrebi stopa

hladenja u rasponu od 30-70 °C/min.

1.3. METODE KRIOPREZERVACIJE

Metode krioprezervacije su jako raznolike i 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 koriStenim za hladenje imamo:

e SUHI LED — kruti CO2. Uglji¢ni dioksid nema tekucu fazu, prelazi direktno iz krute
faze u plinovito stanje procesom koji se naziva sublimacija. Temperatura sublimacije
CO2 je -79 °C. Suhi led se koristi u mnogim slu€ajevima jer je hladniji od vodenog leda i
ne ostavlja mokre tragove. Uglavhom se koristi za hladenje i transport, a rijetko za
skladistenje uzoraka.

e TEKUCI DUSIK — tekuci oblik molekularnog dusika N2. To¢ka vrenja tekuéeg dusika
je -196 °C, a stvrdne se na -210 °C. Kontakt s teku¢im dusikom moze izazvati ozljede



nalik opekotinama na koZi pa se njime mora oprezno rukovati. lako teku¢i dusik jako
brzo isparava moze se Cuvati na temperaturi vrenja u vakumskom spremniku duple
stijenke. Kako je temperatura vrenja tekuc¢eg dusika dovoljno hladna da odrzi ¢ak i
vitrificirano stanje stabilnim najceS¢e se koristi za krioprezervaciju. Hladenje uzoraka
smrzavanjem se provodi na isparavaju¢em teku¢em duSiku, a vitrifikacija i skladistenje

uranjanjem u tekuéi dusik (Slika 1).

Slika 1. Hladenje uzoraka sperme Ostrea edulis u cjevC€icama iznad povrsine tekuceg

isparavajuceg duSika prije smrzavanja.

Prema tipu posuda za hladenje koriste se :
) PELET METODA — u ovom slu€aju ne Kkoriste se specificne posude za
krioprezervaciju. Utori se rade na povrSini suhog leda i razrijedene stanice s
ekstenderom i krioprotektantom se iz pipete ukapavaju u utore. Kapi se trenutno
smrzavaju i mogu se sakupiti s povrSine suhog leda u male plasti¢ne kontejnere koji se
zatim skladiste u teku¢em dusiku. Glavna (i vjerovatno jedina) prednost ove metode je
jednostavnost. Sa druge strane, nisu dostupne informacije o stopama hladenja kada su



peleti smrznuti i posljedicno se stope hladenja ne mogu regulirati. Oblik peleta je
ograni¢en njihovom veli¢inom i volumenom i ne mogu prije¢i odredeni volumen kako bi
postigli smrzavanje u unutarnjim i vanjskim slojevima. Na kraju, peleti se moraju otapati
u posebnoj otopini koja sprjeCava aktiviranje stanica (Scott i Baynes, 1980; Harvey,
1983).

° CJEVCICE — sperma se najéeSée hladi u plastiénim cjevéicama. Cjevéice su
dostupne u razli€itim veli¢inama od 0.25 do 5 ml (Lahnsteiner i sur., 1997), a najCeSce
se koriste one od 0.25 i 0.5 ml. Njihova je konstrukcija slicna: na jednom kraju imaju dva
pamucna Cepa izmedu kojih je polimerski puder koji se u kontaktu s vodom ili vodenom
otopinom pretvara u gel. Vecée cjevCice se prodaju bez pamucnog Cepa, proizvodaci
nude metalne ili plasticnhe kugle za zatvaranje kraja. Ovisno o tehnikama otvoreni kraj
cjevCice (s pamucnim Cepom) se moZze hermeticki zatvoriti toplinom ili posebnim
puderom. Prednost smrzavanja u cjevCicama je Sto su smrznute stanice odvojene od
tvari za hladenje i otapanje stijenkom cjevCica, a adekvatno su izloZzene hladenju zbog
duZine i malog promjera. CjevCice se mogu hladiti postavljanjem izmedu dva bloka
suhog leda ili stavljanjem u razliCite drzaCe na isparavaju¢i dusik. Komercijalno se
koriste za smrzavanje sperme vecine domacih zZivotinja (Slika 1).

e KRIOTUBE/AMPULE — kriotube su posudice koje se prave od plastike sli¢ne kao
cjevCice i prodaju se u volumenima od 1 do 4.5 ml. Tube imaju zatvoreno dno i vrh s
navojima pa su osigurane vijcanim cepom. Kriotube se obicno koriste za
krioprezervaciju embrija, tkiva i ljudske sperme.

e VRECICE ZA KRV — plastiéne ili vre¢ice presvuéene teflonom razligitih volumena,
dizajnirane za krioprezervaciju krvi.

Kada se krioprezervacija provodi u isparavaju¢em teku¢em dusiku nekoliko se
metoda Koristi za poboljSanje kontrole procesa smrzavanja. Najjednostavniji nacin je
smjestiti uzorke (u cjev€icama ili kriotubama) na odredeni nivo iznad povrsine tekuceg
duSika i nakon eksperimentalnog perioda vremena uroniti ih u dusik. Ovo se naj¢esée
provodi u odvojenim stiropornim kutijama i uzorci su zaustavljeni iznad tekuceg dusika
na okviru od stiropora (Slika 1). Proces se moze kontrolirati upotrebom kompjuterski
kontroliranih zamrzivaca. Jednostavniji tipovi zamrzivaca mjere samo temperaturu iznad

razine dusika i reguliraju poziciju platforme na kojoj su smjesteni uzorci kako bi se



osiguralo odgovaraju¢e smrzavanje. Sofisticiraniji zamrzivaci se sastoje od 3 dijela:
hermeticki tank tekuceg duSika, komora za hladenje i kompjuter koji regulira
temperaturu unutar komore za hladenje (prema prije zadanim naredbama) dopustajuci

tok isparavajuceg tekuceg dusika iz hermetiCkog tanka u komoru preko ventila.

1.4. KRIOPREZERVACIJA SPERME | JAJA SKOLJKASA

Krioprezervacija gameta i embrija SkoljkaSa je postignuta kod nekoliko vrsta, premda
je vecina istrazivanja koncentrirana na vrste od ekonomske vaznosti. VecCina metoda je
razvijena na spermi pacificke kamenice, Crassostrea gigas (He i sur., 2004; Dong i sur.,
2005a; Dong i sur 2005b; Dong i sur, 2007; leropoli i sur, 2004; Adams i sur., 2004), i
diploidima i triploididima i istoCne kamenice, Crassostrea virginica (Paniagua-Chavez i
Tiersch, 2001).

Spermatozoe kamenica ostaju pokretne satima, a nekad i danima nakon aktivacije
morskom vodom. Krioprezervacija sperme kamenica se u pravilu obavlja uz prisutstvo
krioprotektanata dimetil-sulfoksida (DMSO), etilen-glikola (EG) ili propilen-glikola (PG),
medutim nedavna istrazivanja krioprezervacije sperme pacificke kamenice na
komercijalnoj razini pokazuju da metanol sam ili u kombinaciji sa PG rezultira ve¢im
stopama oplodnje od drugih. IstraZivanja izvjeStavaju koriStenje 0.5 ml ili 5 ml cjevcica ili
2 ml krioposudica. Sperma je razrijedena u Hankovoj uravnotezenoj solnoj otopini
(HBSS) ili jednostavno u morskoj vodi jer ona odrzava pokretljivost nekoliko sati. Stope
hladenja testirane na spermi kamenica takoder pokazuju veliku varijabilnost. lako se ovi
detalji uvelike podudaraju s iskustvima krioprezervacije sperme riba postoji nekoliko
razlika izmedu krioprezervacije ovih dviju taksonomskih skupina :

e Sperma Skoljkasa pokazuje uvelike smanjenu pokretljivost nakon otapanja. Ovo je
primjeceno kod puza kao $to je mala puzlatka (Haliotis diversicolor supertexa) (Gwo i
sur., 2002) i kucice (Meretrix lusoria) (Chao i sur., 1997). To znaci da se 20%
pokretljivosti sperme nakon otapanja smatra visokim i zadovoljavaju¢im kod gotovo svih
vrsta Skoljkasa.

e Kao rezultat smanjenja pokretljivosti postotci oplodnje dobiveni s krioprezerviranom
spermom su nizZi nego sa svjezom spermom. lako su stope oplodnje podjednake kao i

sa svjezom spermom to su bili vec¢inom izolirani slu€ajevi i ne mogu se smatrati op¢im



fenomenom. Stope oplodnje od 40-50% (naspram 90% sa svjezom spermom) se
smatraju izvrsnima.

e Tijekom krioprezrvacije sperme S$koljkasa nekoliko vaznih detalja ima utjecaj na
uspjeh, kao Sto su osmolalnost ekstendera ili koncentracija spermatozoa. Osmolalnost

ekstendera bi trebala biti oko 1000 mOsmol/kg jer manje vrijednosti smanjuju uspjeh

oplodnje. Koncentracija sperme bi trebala biti oko logspermatozoa/ml jer manja
koncentracija rezultira nezeljenim sljepljivanjem spermatozoa Sto takoder smanjuje
uspjeh oplodnje (Dong i sur., 2007).

Kod Skoljkasa, naroCito kod kamenica moguca je krioprezervacija jaja, embrija i
lic¢inka. Krioprezervaciju jaja pacificke kamenice opisuju Smith i sur., 2001., a
preZivljavanje i stope oplodnje su bile niske (do 20%). Opisana metodologija
krioprezervacije jaja je vrlo slicna kao kod smrzavanja sperme. Unato€ niskim stopama
oplodnje ovi rezultati su ohrabrujuéi naro€ito ako se uzme u obzir Cinjenica da je broj
jaja koji se kod Skoljkasa moze sakupiti od jedne jedinke u rasponu od nekoliko stotina
tisu¢a do nekoliko desetaka milijuna.

Nedavni napredak u krioprezervaciji embrija SkoljkaSa je unaprijedio tehniku za
uspostavljanje benke gena i programa manipulacijama mrijestom (Lin i sur.,1999).
Pocetni pokusi (Chao i sur., 1994, Gwo, 1995 i Lin i sur., 1999) na embrijima pacificke
kamenice su analizirali toksicnost krioprotektanata, utjecaj hladenja i razvoj protokola
smrzavanja s ciljem razvoja dugorocnih tehnika o€uvanja za primjenu u mrijestilistima, a
kasnije su uslijedila istrazivanja Paniagua-Chavez i Tiersch (2001) u SAD-u na
licinkama isto€ne kamenice. Chao i sur. (1994) upuéuju da je pocCetna kvaliteta embrija
vazan Cimbenik za uspjeh krioprezervacije. Koristenje embrija dobre kvalitete bi trebalo
unaprijediti perspektive dobivanja korisnih informacija i rezultirati veéim stopama
preZivljavanja bez obzira na postupak smrzavanja (vitrifikacija ili postupno smrzavanje).
Utvrdeno je da se najbolji rezultati mogu posti¢i kada su trohofore (ili embriji) objekt
krioprezervacije. Krioprezervacija liCinka se obi¢no provodi u kompjuterski kontroliranim
programirajuc¢im zamrzivacima s vrlo niskim stopama hladenja (2.5 °C/min). Cjevcice se
dostizu¢i temperaturu od -30 °C uranjaju direktno u teku¢i dusik. Cini se da
koncentracija li€inka u cjev€icama od 5 ml ima kljuénu vaznost u li¢inackom

prezivljavanju krioprezervacije — najveci postotak odrzivih liCinka je naden kada je samo



125 li€inka smrznuto u jednoj cjevcici, ali najveci broj preZivjelih je naden kada je 50 000
trohofora krioprezervirano — iako je njihov postotak bio znatho manji nego u manje
koncentriranim uzorcima (8% : 90%). Najbolji rezultati su dobiveni kad je razvijen i
optimiziran postupak smrzavanja u dva koraka. U tom postupku, uzorci su hladeni do
temperature blizu temperature smrzavanja (oko -10 °C), zatim su podlegli ,seeding"
procesu, obi¢no kratki dodir pincetom kako bi se potakla ledena nukleacija unutar
uzorka, i zatim su uzorci smrznuti na -196 °C. Ispitivani su utjecaji stope hladenja,
izbora krioprotektanata i ,seeding” temperature na prezivljavanje kasnih stadija embrija
kamenica. Visoke stope preZivljavanja (pokretni embriji) od 78% i 83% su postignute
koristenjem 2M DMSO ili glicerola kao krioprotektanta.

Ovo podrucje istraZzivanja raste zbog potencijalnih primjena u industriji Skoljkasa
kao Sto su poboljSanje managementa i proizvodnje nasada, rast dostupnosti i
distribucije selektiranih linija (npr. linija otpornih na bolesti) i razvoj i odrzavanje genetski
modificiranih stokova (Paniagua-Chavez i Tiersch, 2001). StoviSe, to bi omoguéilo
dostupnost li¢inka visoke kvalitete tokom cijele godine. UspjesSna krioprezervacija liCinka
isto€ne kamenice, Crassostrea virginica, je prvi put postignuta radom Paniagua-Chavez
i sur. (1998 i 2001) s rezultatom od ~100% pokretnih trohofora odmah nakon otapanja
koriste¢i 10 i 15% propilen glikol kao krioprotektant i smrzavajuéi mali broj embrija
(koncentracija od 125 li€inka po makrotubi). PrezZivljavanje otopljenih li€inka je opadalo
s rastom broja li¢inka po makrotubi, i manje od 10% prezivljavanja je postignuto kada je
50 000 li¢inka napunjeno u istu makrotubu. Za svrhe proizvodnje trebalo bi postici vecCe
stope prezivljavanja i analizirati preZivljavanje u daljnjim li¢inaCkim razvojnim stadijima.

IstraZivane su i druge vrste kamenica, kao Sto su mangrovska kamenica,
Crassostrea rhizophorae i biserna kamenica, Pinctada fucata martensii. Nascimento i
sur.,(2005) su testirali toksi¢ne ucinke krioprotektanata na trohofore mangrovske
kamenice i postigli dobre rezultate s metanolom i DMSO, dok Choi i Chang (2003)
izvjeStavaju stope preZivljavanja biserne kamenice nakon smrzavanja/otapanja od
43.1% za trohofore i 91% za D-liCinke koriste¢i Secere kao krioprotektante (0.2M
glukoze ili saharoze) i stopu smrzavanja od 1 °C/min.

Sve ove studije dokazuju mogucénost krioprezervacije embrija i li€inka kod vecine

analiziranih vrsta. Medutim, preZivljavanje nakon otapanja ne osigurava dobre razvojne
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mogucnosti embrija ili li¢inka, te je potrebna daljnja optimizacija protokola smrzavanja i

standardizacija procedura.

1.5. MRIJESCENJE | BIOLOGIJA LICINKA EUROPSKE PLOSNATE KAMENICE,

Ostrea edulis L.

Europska plosnata kamenica (Slika 2) je hermafrodit s ritmi€nom izmjenom
spola. Promjena spola moze nastupiti viSe puta unutar godiSnje sezone mrijesta, ali bez
mogucnosti samooplodnje (Coe, 1943). Opcenito kamenicu mozemo definirati kao
protoandricnog hermafrodita, spolno sazrijeva najprije kao muzjak. Stvaranje muskih
gameta nastupa ve¢ pocCetkom sljedecCe godine, nakon prelaska na sesilni nacin Zivota.
U tom periodu spermatozoidi nisu u potpunosti izgradeni i sposobni za oplodnju. Nakon
toga slijedi inverzija spola i pojavljuje se razvojna faza Zenke, vremenski u drugoj
godini. Promjena spola iz muzjaka u Zenku teCe mnogo sporije nego obratno, jer
stvaranje jajnih stanica viSe iscrpljuje organizam kamenice nego proizvodnja spermija.
Inverzija spola se nastavlja dalje tijekom Zivot, a moze nastupiti u vrlo kratkom vremenu
od nekoliko dana (Korringa, 1940). Ritam izmjene spola ovisi o vise ¢imbenika, prema
Marteilu (1976), najvazniji su temperatura i koli¢ina raspolozivih hranjivih tvari u moru.

Ispustanje muskih spolnih stanica, spermatozoida, odvija se najprije u vanjski dio
plastane Supljine, a ubrzo zatim izvan organizma, djelovanjem kloake, bez kontrakcije
miSi¢a aduktora. Jajne stanice takoder se izbacuju u vanjski dio plastane Supljine, koja
se onda zatvara i zadrZzava ih izmedu unutarnjih listia plastanog ruba.

Jaja kamenice su oko 150 um promjera u trenutku oslobadanja iz gonadnog tkiva
(Korringa, 1940; Yonge, 1960). Oplodnja se obavlja u plastanoj Supljini Zenke nakon
unosa spermija ulaznom strujom vode. Spolno zrela Zenka proizvede oko 1 do 3,5
milijun jaja, ovisno o njezinoj veliCini.

Buduc¢i da su rani embrionalni razvojni stadiji kamenice zastiCeni u organizmu
majke praéenje njihova razvoja je otezano, iako se smatra da su embriogeneza,
organogeneza i procesi mineralizacije ljustura u svih Skoljkasa sli¢ni (Moor, 1983).
Prema Korringa (1947), inkubacija oplodenih jaja unutar Zenke traje 8 do 10 dana,
ovisno o temperaturi vode ili 8 do 14 dana pri temeperaturi od 18 do 20 °C (Martin i sur.,

1995). U zavrSnoj fazi razvoja izbacuju se iz plastane Supljine i nastavljaju Zivjeti kao
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plankton. Otpustene su liCinke veli€ine izmedu 160 i 200 um (Martin i sur., 1995).
Kamenicu, kao i druge SkoljkasSe, karakterizira kombinacija pelagi¢nog (planktonske
liCinke) i bentoskog (odrasle jedinke) nacina Zivota. Pelagi¢ni nacin zivota Skoljkasa
obuhvaca li€¢inaCku fazu, prihvat zrelih liCinka i njihovu metamorfozu, C€ime ujedno
zavrSava liCinacki razvoj u planktonu te pocinje pridneni nacin Zivota jedinke u
bentoskim zajednicama.

U embrionalnoj fazi nastupa najprije brazdanje, zatim gastrulacija i embriogeneza
do razvoja trohofore, malene liCinke obavijene izrazito tankim trepetljjikama uz pomoc¢
kojih se krec¢e. Trohofora zatim dobiva izduzeni vrh s Cupercima bi¢astih stanica i liCinku
zbog njezina oblika u tom razdoblju nazivamo D-li¢inkom ili stadijem veliger liCinke,
kada nastupa stvaranje prve ljusture. Kod trohofore razvija se velum, organ odgovoran
za plivanje, izmjenu plinova i apsorpciju otopljenih organskih tvari, koji ima oblik diska, a
okruzen je s 3 do 4 reda trepetljika U toj su fazi kroz poluprozirnu ljusturu dobro uodljivi
unutradnji organi (Erdmann, 1935; Manahan, 1983; Strathmann, 1987). Sljedeci razvojni
stadij jest pediveliger liCinka, jedinka spremna za metamorfozu i stvaranje ljusture
(Erdmann, 1935; Raven, 1964). To je ujedno stadij kada licinka moZze i plivati i puzati po
podlozi. Sposobnost disanja, hranjenja, probava i izlu€ivanje metabolita ne razlikuje se
bitho od razvijene veliger liCinke. Vazne znaCajke liCinke tijekom ovoga procesa jesu
razvoj dugackog stopala za puzanje i pigmentirane o¢ne pjege, vidljive kroz ljusturu. U
trenutku sjedinjenja ovih ¢imbenika, ukljuCujuci i odgovarajucu veliinu jedinke, oko 300
MM, jedinka je postigla sve preduvjete za sesilni nacin zivota (Hrs-Brenko, 1980; Héral ,
1989). Zrele licéinke kamenice negativno su fototakticne pa u procesu prelaska na
bentoski zivot puzu po podlozi trazeéi povoljno mjesto za prihvat. Tijekom metamorfoze
dolazi do nestanka stopala, veluma, pigmentirane o¢ne pjege, laznog plasta koji se
resorbira ili odbacuje, te se jedinka prihvaéa na podlogu (Cranfield, 1973; Harper,
1991).
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Slika 2. Europska plosnata kamenica, Ostrea edulis Linnaeus, 1758.

1.5.1. ULOGA SPERMATOZEUGMATA U MRIJESTU EUROPSKE PLOSNATE

KAMENICE, Ostrea edulis L.

Ostrea edulis mrijesti spermatozeugmate (Slika 3), ,paketice” sperme, svaku
sastavljenu od radijalno grupiranih stanica sperme pri€vr§¢enih pomoc¢u vanstani¢ne
matrice (VSM) za jezgru vanstani¢nih vezikula. Vanstaniéne vezikule se formiraju od
viSka jezgrinih i plazmatskih membrana proizvedenih tijekom zgusnjavanja spermatida,
a VSM je ograni¢ena na prostor izmedu vanstani¢nih vezikula i glava sperme, odsutna

sa povrsine oko repova koji su slobodni.
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O. edulis ima tipicne ,primitivne® spermatozoide koja se sastoje od apikalne
akrosomalne vezikule, male, okrugle jezgre, dva mitohondrija i dugog repa. Nakon
ispustanja u morsku vodu, spermatozeugmate zadrzavaju strukturalni integritet
variraju¢e periode vremena (i do 24 h u temperaturama ambijentalne morske vode ) i
postaju demerzalno distribuirana u mirnoj vodi (O Foighil, 1989). U podetku se repovi
pokre¢u neravnomjerno i tromo, no tempo i amplituda pokretanja postupno rastu do
postizanja tipicnog pokretanja ,primitivne“ sperme nakon otpustanja stanica iz
spermatozeugmata. Ovaj rast aktivnosti repova i naknadno otpustanje gameta se
podudaraju sa erozijom VSM tako da bi VSM mogla podeSavati pokretljivost sperme uz
pridrzavanje stanica u spermatozeugmatama. Mrezna formacija spermatozeugmata kod
europske plosnate kamenice sluzi o€uvanju odrzive sperme u visokim koncentracijama
u stupcu vode duzi period nakon mrijesta. Spermatozoe uz pomo¢ filtrirajucih struja

ulaze u plastanu Supljinu Zzenki gdje se odvija oplodnja.

Slika 3. Spermatozeugmata europske plosnate kamenice, Ostrea edulis, povecanje 400x.
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2. MATERIJAL | METODE

Spolno zrele jedinke europske plosnate kamenice, Ostrea edulis L., su dobivene iz
Razvojno-istrazivackog centra za akvakulturu, Bistrina, Dubrovnik tijekom sezone

mrijeS¢enja u travnju i svibnju 2009.

2.1. POSTUPAK KRIOPREZERVACIJE SPERME EUROPSKE PLOSNATE

KAMENICE, Ostrea edulis L.

Ukupno 4 gonade (Slika 4) spolno zrelih jedinki su disecirane i gamete su
prikupljene pipetom u Ependorf tube od 1.5 ml (Slika 5), prethodno napunjene s
pripremljenim ekstenderom HBSS (Hanks” balanced salt solution, bez kalcija). Zatim je
mikroskopski promatrana pokretljivost sperme u HBSS-u te nakon dodavanja morske

vode. Osmolalnost pripremljenog ekstendera (HBSS) je iznosila 915 mOsmol/kg.

Slika 4. Gonada spolno zrele europske plosnate kamenice, Ostrea edulis.
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Pokretljivost (postotak pokretnih spermatozoa) sakupljenih uzoraka sperme je
procijenjena pod svjetlosnim mikroskopom na povecanju 200x. Pokretljivost sperme je
karakterizirana kao progresivna (kretanje prema naprijed) ili statiCha (vibriranje u

jednom mjestu).

: 5 4 s: b el
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Slika 5. Prikupljanje sperme europske plosnate kamenice, Ostrea edulis.

Krioprotektanti dimetil-sulfoksid (DMSO) ili methanol (MeOH) su dodani otopini sperme
u koncentracijama od 5% ili 10%. Uzorci sperme su potom punjeni u kriocjevcice
volumena 0.5 ml i smrznuti u tekuéem isparavajucem dusiku. Kriocjev€ice su smjestene
na 3 cm visok stiroporni okvir smjesten na povrsinu tekuéeg isparavaju¢eg dusika u
stiropornoj kutiji. Vrijeme hladenja svih uzoraka je iznosilo 3 minute nakon kojih su
uzorci uronjeni u tekuc¢i dusik. Nakon 10 min u tekuéem dus$iku uzorci su otapani u vodi
zagrijanoj na 40 °C 13 sekundi. Nakon otapanja je otkidan zacepljeni kraj kriocjevcica i
sadrzaj je praznjen u centrifugalne tube volumena 1.5 ml. Pokretljivost sperme nakon
otapanja je procijenjena kao Sto je prethodno opisano za procjene svjeze sperme, a
promatrana je i aktivacija dodavanjem umjetne morske vode. Prezivljavanje
spermatozoa je takoder utvrdeno uz pomo¢ “live-dead” fluorescentnog bojanja. Ova

tehnika upotrebljava dvojno bojanje koriste¢ci membranski propustljivu fluorescentnu
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boju (SYBR zelena) koja boja DNK u stanicama s neoste¢enom membranom
fluorescentno zeleno i membranski nepropustljivu boju (propidij-jodid, Pl) koja moze
prodrijeti samo kroz oStecene membrane i boja DNA fluorescentno crveno. Zeleno
fluorescentne stanice (one s neoStecenom membranom) su smatrane zivima, a crveno
fluorescentne stanice (s oste¢enom membranom) su smatrane mrtvima (Slika 10).
Osnovna otopina SYBR zelene otopljene u DMSO-u je razrijedena 50x u HBSS-u. 5 ul
ove otopine je dodano u 1000 pl uzorka sperme i drzano u mraku 10 min. Nakon toga, 5
ul PI je dodano uzorku i drzano u mraku 10 min. Promatranja su radena fluorescentnim
mikroskopom na povecanju 400x koristeci plavi filter s valnom duljinom pobude od 470
nm i valnom duljinom emisije 515 nm. Snimljene su viSestruke fotografije obojanih
suspenzija sperme digitalnim fotoaparatom i preZivljavanje sperme je izrazeno kao %-

tak zeleno obojanih stanica.

2.2. POSTUPAK KRIOPREZERVACIJE LICINKA EUROPSKE PLOSNATE

KAMENICE, Ostrea edulis L.

Izvedeno je nekoliko pokusa na razliCitim embrionalnim razvojnim stadijima.
Koncentracija li¢inka je bila 800/cjevcici. KoriStene su kriocjev¢ice volumena 0.5 ml.

U prvom pokusu koncentracija trohofora (rani embrionalni stadij razvoja, tzv.
Lbijelo sjeme” (Slika 8)) po cjevCici je iznosila 400 i 800 jedinka/cjevcici, a
krioprezervacija obje koncentracije izvodena i s 10% DMSO i s 10% MeOH kao
krioprotektantima. Postupak hladenja je trajao 3 minute na stiropornom okviru od 3 cm
(-56 °C/min) nad tekucim isparavajué¢im dusikom, potom smrzavanje u teku¢em dusSiku
10 min i otapanje u vodi zagrijanoj na 40°C 13 sec.

Drugi pokus s ,bijelim sjemenom” se odvijao uz hladenje od 3, 5, 7 ili 9 min na
visini od 8 cm iznad tekuceg isparavajuceg dusika uz koncentraciju od 800 li€inka po
cjevCici i smrzavanje i otapanje kao u prethodnom pokusu. Pokus je dupliciran za dva
krioprotektanta, 10% DMSO i 10% MeOH.

Treci pokus je zadrzao istu koncentraciju li¢inka i krioprotektanata te isto vrijeme
hladenja uz rast visine hladenja na 10 cm iznad tekuceg isparavajuceg dusika.

Smrzavanje i otapanje su ostali takoder isti.
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U 4. pokusu koncentracija li€inka je iznosila 800 jedinka/cjevcici, visina
stiropornog okvira je povec¢ana na 13 cm a vrijeme hladenja na 9, 12, 15 i 18 min.
Krioprotektant je bio 10%-tni DMSO, a smrzavanje i otapanje kao i u prethodnim
pokusima.

Peti pokus uz istu koncentraciju li€inka i 10% DMSO kao krioprotektantom je
slijedio postupak hladenja u dva koraka. Cjevc€ice su 10 min hladene na visini od 13 cm
a zatim na visini od 10 cm 9, 12, 15 i 18 min prije smrzavanja/otapanja.

U Sestom pokusu je zadrZzana koncentracija li€inka, vrijeme i visine hladenja u
dva koraka kao u pokusu prije. Krioprotektant je ostao DMSO a pokus je dupliciran za
razliCite koncentracije krioprotektanta (10% i 15%).

Sedmi pokus se razlikovao od prethodnog samo u koncentraciji krioprotektanta
koja je iznosila 5% i 10%.

Nakon pokusa s trohoforama Zzrtvovano je jo§ 15 jedinki medu kojima je
pronadeno Sest u raznim embrionalnim stadijima razvoja (od tzv. ,bijelog“ do ,crnog®
sjemena)(Slike 6, 7, 81 9).

Slika 6. Embrionalni stadiji europske plosnate kamenice, Ostrea edulis L. (embrij,
trohofora, D-li¢inka (veliger), pediveliger).
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Svaki stadij je podvrgnut tretmanu krioprotektantom DMSO-om s koncentracijama od 5,
10, 15 i 20% u trajanju od 30 min. Poslije tretmana krioprotektantom li€¢inke su isprane i
drzane u morskoj vodi 1 h nakon €ega je promatrano preZivljavanje.

Nakon promatranja utjecaja krioprotektanata na prezivljavanje, 3 razliCita
embrionalna stadija su krioprezervirana s 5%-tnim i 10%-tnim DMSO-om kao
krioprotektantom svaki. Hladenje se odvijalo 13 cm nad teku¢im isparavaju¢im dusikom
10 min, te 12 i 23 min na 10 cm nakon Cega je uslijedilo smrzavanje u teku¢em dusiku,

otapanje (u vodi zagrijanoj na 40 °C 13 sec) i procjena prezivljavanja.

Slika 7. Europska plosnata kamenica, Ostrea edulis u stadiju s D- veliger

licinkama.
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Slika 8. Stadij trohofore kod europske plosnate kamenice, Ostrea edulis.

Slika 9. Stadij D-veliger kod europske plosnate kamenice, Ostrea edulis.
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3. REZULTATI

3.1. KRIOPREZERVACIJA SPERME EUROPSKE PLOSNATE KAMENICE, Ostrea

edulis L.

Slika 10 prikazuje preZivljavanje stanica sperme nakon tretmana krioprezervacije
sa 5 i 10%-tnim krioprotektantima DMSO i metanolom u usporedbi sa svjezom
spermom. Prezivljavanje je procijenjeno nakon bojanja uzoraka sperme na predmetnom
stakalcu ,live-dead” fluorescentnim bojilom. Nakon bojanja pod mikroskopom su zeleno

obojane zive stanice, a crveno uginule (Slika 11).
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Slika 10. Prezivljavanje stanica sperme europske plosnate kamenice, Ostrea edulis nakon
krioprezervacije u usporedbi s prezivljavanjem svjeze sperme dobiveno bojanjem

fluorescentnim ,live-dead* bojilom.

Istrazivanje je pokazalo (Slika 10) da je za krioprezervaciju sperme O. edulis
DMSO pogodniji krioprotektant i to u koncentraciji od 10% kada je prezivljavanje

iznosilo 60% u odnosu na 77% kontrolne, svjeZe sperme.
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Slika 11. Stanice sperme europske plosnate kamenice, Ostrea edulis nakon krioprezervacije s
10%-tnim DMSO-om kao krioprotektantom bojane ,live-dead” fluorescentnim bojilom.

Zive stanice su obojene zelenom, a uginule crvenom bojom.
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Slika 12. Prezivljavanje stanica sperme europske plosnate kamenice,Ostrea edulis nakon
krioprezervacije sa 5 i 10%-tnim metanolom i DMSO-om kao krioprotektantima,
sa i bez dodavanja morske vode u usporedbi sa po¢etnom pokretljivo§¢u sperme
prije krioprezervacijskog tretmana.
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Procjena pokretljivosti sperme O. edulis nakon krioprezervacije pokazuje najvece
preZivljavanje sa 10%-tnim DMSO-om kao krioprotektantom (Slika 12) Sto potvrduje
prethodne rezultate prezivljavanja (Slika 10). PocCetna pokretljivost prije tretmana
krioprezervacije je procijenjena na 13% progresivnog gibanja i 63% vibrirajucih kretnji.
Bez dodatka morske vode progresivno gibanje nije vidljivo u tretmanu 10% DMSO, a
vibrirajuée kretnje iznose 7%. Nakon dodatka morske vode progresivno gibanje iznosi
3%, a vibriraju¢e kretnje sperme 8%. Tretman sa 5% DMSO pokazuje bez dodatka
morske vode 1% progresivnog gibanja i 7% vibrirajucih kretnji, Sto nakon dodavanja
morske vode ostaje gotovo isto, uz mali rast progresivnog gibanja od 1%. Oba tretmana
metanolom kao krioprotektantom nisu presla 2% prezivljavanja.

Bojanje “live-dead” je pokazalo da su tijekom procesa krioprezervacije

spermatozeugmata (“paketici” sperme) osteCene (preZivljavanje i struktura)(Slika 13).

Slika 13. Spermatozeugmata europske plosnate kamenice, Ostrea edulis nakon

krioprezervacije i “live-dead” fluorescentnog bojanja.
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3.2. KRIOPREZERVACIJA LICINKA EUROPSKE PLOSNATE KAMENICE, Ostrea

edulis L.

Prva Cetiri pokuSaja krioprezervacije na trohoforama O. edulis nisu rezultirala
prezivljavanjem. Hladenje se odvijalo na 3, 8, 10 i 13 cm iznad tekuceg isparavajuceg
duSika u razli¢itim vremenskim intervalima (od 3 do 18 min). Testirana su dva
krioprotektanta, metanol i DMSO, i iako nije bilo prisutno prezivljavanje DMSO se
pokazao kao pogodniji krioprotektant za krioprezervaciju li¢inka O. edulis jer su stanice
nakon otapanja pokazale znatno manju oSte¢enost u odnosu na one krioprezervirane
metanolom.

U sljedeca 3 (5.-7.) pokusa je primijenjeno hladenje u 2 koraka, 10 min na 13 cm
i zatim na 10 cm 9, 12, 15 i 18 min. Kao krioprotektant je koristen DMSO u
koncentracijama od 5 i 10%. Slika 14 prikazuje prezivljavanje trohofora u ovisnosti o

vremenu hladenja za peti i sedmi pokus, jer Sesti pokus nije rezultirao prezivljavanjem.

100

90 +
05% B10%

80 1 DMSO

70 -
60 -
50 -
40 +
30 -
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9 12 15 18
Vrijeme hladenja (min)

Slika 14. Prezivljavanje li¢inka europske plosnate kamenice, Ostrea edulis nakon
krioprezervacije sa 5 i 10% DMSO-om kao krioprotektantom, uz hladenje u 2
koraka (10 min na 13 cm pana1l0cm 9, 12, 15i 18 min).
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Rezultati pokazuju da je pri koncentraciji krioprotektanta DMSO od 10% prezivljavanje
prisutno u sva Cetiri vremena hladenja, sa najveéim postotkom prezivljavanja od 80%
kada se hladenje odvijalo 10 min na 13 cm i zatim 15 min na 10 cm. Koncentracija
DMSO od 5% rezultirala je najvecim prezZivljavanjem (70%) kada se hladenje odvijalo
10 min na 13 cm i potom 12 min na 10 cm. Hladenje 10 min na 13 cm i 18 min na 10 cm
je rezultiralo 58%-tnim prezivljavanjem za 5% DMSO i 42%-tnim prezZivljavanjem za
10% DMSO.

Za sljedecCe pokuse je zrtvovano jos 15 jedinka europske plosnate kamenice
medu kojima je pronadeno 6 u razli¢itim razvojnim stadijima (embiriji, trohofore i D-
licinke (veliger)). Svaki stadij je podvrgnut tretmanu krioprotektantom DMSO-om s
koncentracijama od 5, 10, 15 i 20% u trajanju od 30 min. Poslije tretmana
krioprotektantom liCinke su isprane i drZzane u morskoj vodi 1 h nakon cCega je

promatrano prezivljavanje (Slika 15).
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Slika 15. Prezivljavanje li¢inackih stadija europske plosnate kamenice, Ostrea edulis u ovisnosti

o razli¢itim koncentracijama krioprotektanta DMSO.



25

Utjecaj na prezivljavanje je pokazala koncentracija krioprotektanta kao i razvojni
stadij li¢inka. Trohofore, veligeri i D-veligeri su pokazali 100%-tno prezivljavanje nakon
tretiranja s 5% DMSO-a, a embriji su isti tretman neSto slabije podnijeli sa
prezivljavanjem 97%.

Koncentracija krioprotektanta od 10% je rezultirala 24%-tnim prezivljavanjem
embrija i ~100%-tnim prezivljavanjem trohofora, veligera i D-veligera.

Prezivljavanjem embrija od 4% je rezultirao tretman s 15%-tnim
krioprotektantom, trohofore su pokazale 100% prezZivljavanja, veligeri 41.5%, a D-
veligeri 81.5% u istom tretmanu.

Tretman sa 20% krioprotektanta embriji nisu uspjeli prezivjeti, trohofore su
pokazale preZivljavanje od 37%, veligeri 22%, a D-veligeri 77%.

Trohofore, veligeri i D-veligeri su u zadnjem pokusu izlozeni koncentracijama od
5% i 10% DMSO-a i krioprezervirane u 2 koraka, 10 min na 13 cm pa 12 i 23 min na 10
cm (Slika 16).
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Slika 16. Prezivljavanje li¢inka europske plosnate kamenice, Ostrea edulis nakon
krioprezervacije sa 5 i 10% DMSO-om kao krioprotektantom, uz hladenje u 2

koraka (10 min na 13 cm pana 10 cm 12 i 23 min).
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Hladenje 10 min na 13 cm pa 12 min na 10 cm je rezultiralo ve¢im postocima
preZivljavanja i za 5% DMSO-a (89% preZivljavanje) i za 10% DMSO-a (84%
prezivljavanje).

Hladenje 10 min na 13 cm pa 23 min na 10 cm je rezultiralo preZivljavanjem od
8% pri koncentraciji krioprotektanta od 5%, te 52% pri koncentraciji krioprotektanta od
10%.

Svi rezultati prikazuju prezivljavanje odmah nakon otapanja. Za stvarno
prezivljavanje potrebno je pratiti daljnji liCinaCki razvoj nakon otapanja i mogucnost

dostizanja komercijalne, trziSne veliine odgovarajuce kvalitete.
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4. RASPRAVA

Istrazivanja krioprezervacije Skoljkasa pokazuju do odredenog stupnja
prezivljavanje izlozenosti solucijama krioprotektanata i hladenje na niske temperature.

Varijacije u kvaliteti sperme nakon otapanja su raspravljane u nekoliko
istrazivanja (Baynes i Scott, 1987). Rutinski se koristi pokretljivost sperme za
predvidanja sposobnosti oplodnje sperme, ali ona nije uvijek u vezi sa stopama
oplodnje prije smrzavanja ili nakon otapanja (Piironen, 1987; Stoss i Holtz, 1983). Ova
nedosljednost se djelomi¢no pripisuje bioloskim varijacijama cimbenika kao Sto su
geneticke znacCajke i zdravle maticnog stoka (Baynes i Scott, 1987). U ovom
istrazivanju nije testirana sposobnost oplodnje krioprezervirane sperme vecim dijelom
zbog hermafroditizma i larviparnosti O. edulis. Rezultati krioprezervacije ukazuju da je
za krioprezervaciju sperme O. edulis DMSO pogodniji krioprotektant i to u koncentraciji
od 10% kada je preZivljavanje nakon otapanja iznosilo 60% u odnosu na 77% kontrolne,
svjeze sperme. Sperma razliitih muzjaka pokazuje varijacije pokretljivosti/preZivljavanja
kao odgovor na smrzavanje i otapanje. Uputno bi bilo izvesti jo§ pokusa kako bi se
istrazila mogucnost i sposobnost oplodnje otopljene sperme kao stvarnog pokazatelja
uspjeSnosti krioprezervacije. Nakon postupka krioprezervacije i bojanja “live-dead”
fluorescentnom bojom primjecena su oSteCenja spermatozeugmata (“paketi¢a” sperme)
(Slika 13) Sto bi moglo utjecati na uspjeh oplodnje sa krioprezerviranom spermom.
Ostecenja su vidljiva kroz raspadanje strukture spermatozeugmata kao i u jako malom
broju Zivih stanica (obojene zeleno).

NajveCa paznja je usmjerena na fizitke i kemijske Cimbenike koji utjeCu na
prezivljavanje otopljenih li¢inka kamenica (Lin i sur., 1999), no bioloSki Eimbenici
takoder trebaju biti uzeti u obzir. Jedan od najvaznijih je kvaliteta liCinka koja moze
varirati od jedinke do jedinke. Mati¢ni stok sazrijeva u razliCitim stopama ovisno o
genetiCkim razli¢itostima, dostupnosti hrane, stresu ili drugim okoliSnim ¢imbenicima.
Posljedi¢no ovi Cimbenici mogu utjecati na mejotiCke procese, stvarajuéi oocite sa
razliCitim potencijalom za oplodnju ili asinhronost u razvojnim stadijima. Drugi vazan
¢imbenik koji utjeCe na preZivljavanje liinka je njihova koncentracija po makrotubi. Ako

se embriji nakupe jedan na drugi mozZe doc¢i do akumulacije toksi¢nih supstanci pa kisik



28

potreban za normalne metabolicke funkcije moZe postati ograniCavajuéi (Paniagua-
Chavez i Tiersch, 2001). Dosad su se razliCite metode sa razliCitim protokolima
pokazale uspjeSnima za krioprezervaciju istog organizma. U ovom istrazivanju se
DMSO pokazao kao prikladniji krioprotektant za krioprezervaciju li¢inka O. edulis od
metanola. Kasniji liCinacki stadiji (D-veliger) pokazuju veéu otpornost na utjecaje
krioprotektanata i proces krioprezervacije. NajveCe preZivljavanje je opazeno pri
koncentracijama DMSO-a od 5% i 10%, primjenom hladenja u 2 koraka, 10 min na 13
cm te potom 12 ili 15 min na 10 cm prije uranjanja u tekuci dusik. Rezultati ovog
istrazivanja upucuje na mogucnost krioprezervacije liCinka europske plosnate kamenice
uz visoke stope prezivljavanja no rezultati su temeljeni na promatranju prezivljavanja
odmah nakon otapanja. Za daljnje procjene bilo bi uputno promatrati i pratiti daljnji
li¢inaCki razvoj nakon otapanja i mogucnost dostizanja komercijalne, trziSne veliCine

odgovarajuce kvalitete.
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5. ZAKLJUCAK

Hrvatska ima dugu tradiciju uzgoja akvati¢nih organizama. Organizirani uzgoj
europske plosnate kamenice u Malostonskom zaljevu je zabiljezen joS u 16. stoljecu
(1573.). Drzavnom strategijom razvoja marikulture u slijedecih 10 godina cilj je
povecanje uzgoja Skoljkasa na 20.000 tona godisnje, uz izgradnju mrijestiliSta. Godine
1990. u Hrvatskoj su proizvedena 2 milijuna komada kamenica, a od toga je oko 60%
proizvedeno u Malostonskom zaljevu (Benovi¢, 1997). Sav uzgoj se temelji na
dostupnosti mladi iz prirode koja varira iz godine u godinu. Negativni ¢imbenici sredine
utjieCu na osteéenje, usporavanje ili ¢ak potpuno zaustavljanje razvoja li€inka, Sto u
konacnici rezultira preuranjenim ili prekasnim prihvatom ili pak izostankom prihvata na
kolektore u prirodnoj sredini, kao i u uzgajaliStima. lzgradnja mrijestiliSta bi omogucila
stalnu dostupnost mladi i podizanje proizvodnje na vecCu razinu. Krioprezervacija bi
mogla omoguciti dostupnost kvalitetnih licinka za mrijestilista i daljnji uzgoj te osigurati
geneticku kvalitetu i sigurnost u slu¢aju mogucih opasnosti kao $to su bolesti i okoliSne
katastrofe.

Ovaj rad je prvi ikada objavljen pokusaj krioprezervacije sperme i li¢inka
europske plosnate kamenice, O.edulis.

Rezultati “live-dead” fluorescentnog bojanja ukazuju da je za krioprezervaciju sperme O.
edulis DMSO pogodniji krioprotektant i to u koncentraciji od 10% kada je prezivljavanje
iznosilo 60% u odnosu na 77% kontrolne, svjeZe sperme.

Prezivljavanje na osnovu procjena pokretljivosti takoder najbolje rezultate pokazuje sa
10% DMSO-om kao krioprotektantom, nema progresivnog gibanje, a vibrirajuce kretnje
iznose 7%, dok nakon dodatka morske vode progresivno gibanje iznosi 3%, a
vibriraju¢e kretnje sperme 8%. PocCetna pokretljivost prije tretmana krioprezervacije je
procijenjena na 13% progresivnog gibanja i 63% vibrirajucih kretnji. Krioprezervacija
pokazuje utjecaj na spermatozeugmata ("paketi¢e” sperme) kroz smanjeno
prezivljavanje i strukturalne deformacije Sto bi moglo utjecati na mo¢ oplodnje. Stvarni
uspjeh krioprezervacije sperme O.edulis bi bilo uputno testirati uspjesSnos¢u oplodnje

Sto oteZava hermafroditizam kao i unutarnja oplodnja ovog Skoljka$a.
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Kod krioprezervacije trohofora rezultati pokazuju da je pri koncentraciji krioprotektanta
DMSO od 10% preZivljavanje prisutno u sva Cetiri vremena hladenja (9, 12, 151 18
min), sa najvec¢im postotkom preZivljavanja od 80% kada se hladenje odvijalo 10 min na
13 cm i zatim 15 min na 10 cm. Utjecaj na preZivljavanje je pokazala koncentracija
Hladenje 10 min na 13 cm pa 12 min na 10 cm je rezultiralo veCim postocima
prezivljavanja i za 5% DMSO-a (89% preZivljavanje) i za 10% DMSO-a (84%
prezivljavanje) kod trohofora, veligera i D-veligera. Krioprezervacija liCinka europske
plosnate kamenice je moguca, no potrebno je optimizirati krioprezervacijski protokol kao
i promatrati prezivljavanje krioprezerviranih li¢inka do trziSne veli€¢ine kako bi se donijeli

valjani zakljucci.
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