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АНОТАЦІЯ 
 

Голуб Е. О. Впровадження та оптимізація протоколів заморожування 

сперми райдужної форелі (Oncorhynchus mykiss, Walbaum) з особливим 

акцентом на вплив розмороженого молочка на успішність запліднення ікри. – 

Випускна кваліфікаційна робота магістра за спеціальністю 162 Біотехнології 

та біоінженерія ОП «Високі технології (Біотехнологія)».  

Представлено результати порівняльного аналізу свіжого та 

кріоконсервованого молочка райдужної форелі (Oncorhynchus mykiss, 

Walbaum, 1792) з фермерського господарства Viviers de Sarrance, що 

знаходиться у муніципалітеті Сарранс, Атлантичні Піренеї, Нова Аквітанія, 

Франція, та дослідження впливу різних концентрацій сперматозоїдів на 

успішність запліднення з метою оцінки біотехнологічного потенціалу 

використання кріоконсервованого молочка та доцільності впровадження його 

використання у виробничих протоколах. Проведено порівняльний аналіз 

концентрації та рухливості сперматозоїдів до та після кріоконсервації; 

показників запліднення, виживання на стадії вічка та вилуплення ікри, 

заплідненої свіжим або розмороженим молочком; виявлення впливу різних 

концентрацій на успішність запліднення (порівняння показників успішності 

запліднення, виживання на стадії вічка та вилуплення); дослідження 

можливості використання кріоконсервованого молочка у виробничих 

протоколах, що, як відомо, дозволяє оптимізувати використання кількості 

молочка форелі, мати молочко належної якості на виробництві незалежно від 

сезону та використовувати його в рамках програм селекції та розмноження. 

Отримані результати можуть бути використані для подальших досліджень, 

спрямованих на підтвердження ефективності протоколів, використаних у 

дослідженні, у великомасштабному виробництві та пошуках оптимальної 

концентрації для запліднення ікри без шкоди для рівня успішності 

запліднення ікри.  

Проведені експерименти включали такі етапи: вилучення статевих 

залоз, екстракція молочка, визначення концентрації сперми та рухливості 
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сперматозоїдів, розведення сперми до цільової концентрації, кріоконсервація, 

запліднення ікри, тест на успішність запліднення та відслідковування 

смертності 3 рази на тиждень з усуненням мертвих ікринок.  

Проаналізовано концентрацію та рухливість сперматозоїдів, рівень 

успішності запліднення, виживання на стадії вічка та вилуплення. 

Встановлено, що нові протоколи запліднення для форелі є більш 

ефективними, ніж ті, що описані в літературі, адже ті не були адаптовані для 

форелі. Не було виявлено відмінності в успішності запліднення ікри свіжим 

та кріоконсервованим молочком. Коли сперматозоїди заморожуються, а 

потім розморожуються, спостерігається зменшення рухливості, однак нижча 

рухливість кріоконсервованої сперми жодним чином не впливає на високу 

успішність запліднення. Концентрації від 1,5 до 3 мільйонів сперматозоїдів 

на яйцеклітину показали найкращі результати запліднення. Рівень виживання 

при вилупленні був вищим за 80% у кожному зразку. 

Отже, кріоконсервацію молочка форелі можна оцінити як ефективний 

метод біотехнологічного застосування у виробництві та рекомендувати 

проведення подальших досліджень для підтвердження ефективності 

використаних протоколів у широкомасштабному виробництві з подальшим 

вибором оптимальної концентрації сперми, адже результати є дуже 

обнадійливими для впровадження у виробничі протоколи. 

Ключові слова: райдужна форель (Oncorhynchus mykiss, Walbaum, 

1792), кріоконсервація, заморожування/розморожування, сперма форелі, 

якість сперми, запліднення. 
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ABSTRACT 
 

Holub E. O. Implementation and optimization of rainbow trout 

(Oncorhynchus mykiss, Walbaum) semen congelation protocols with a special 

focus on impact of unfrozen milt on eggs’ fertilization success. – Master's final 

qualification work on specialty 162 Biotechnology and bioengineering OP "High 

technologies (Biotechnology)". 

In this study, the results of comparative analysis of fresh and cryopreserved 

sperm of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss, Walbaum, 1792) from the fish farm 

Viviers de Sarrance, located in Sarrance, Pyrénées-Atlantiques, Nouvelle-

Aquitaine, France, and study of the impact of different sperm concentrations on the 

fertilization success are presented to investigate the biotechnological potential of 

usage and the feasibility of implementing of cryopreserved milt in production 

protocols. Comparative analysis of sperm concentration and motility before and 

after cryopreservation was presented; as well as fertilization rates, survival rates at 

the eyed stage and hatching rates of eggs fertilized with fresh and thawed milt were 

compared; the influence of different concentrations on fertilization success 

(comparison of fertilization rates, survival at the eyed stage and hatching rates) was 

investigated; possibility of using cryopreserved sperm in production protocols was 

explored, which is known to optimize the use of the quantity of trout milt, to have 

milt of appropriate quality in production regardless of the season and to use it in 

selection and multiplication programs. These results can guide further studies 

aimed at confirming the efficiency of the protocols used in this study for large-

scale production, as well as determining the optimal sperm concentration for 

fertilizing eggs without compromising fertilization success. 

The experiments involved the following steps: stripping of gonads, milt 

extraction, determination of sperm concentration and sperm motility, dilution of 

sperm to the target concentration, cryopreservation, fertilization of eggs, 

fertilization test and mortality tracking of eggs three times a week with removal of 

dead eggs. 
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Concentration and motility of spermatozoa, fertilization rate, survival and hatching 

rates were analyzed in this study. New fertilization protocols for trout have been 

found to be more effective than previously described in the literature, as they have 

not been adapted for trout. No difference in the fertilization success of eggs 

fertilized with fresh and cryopreserved milt was observed. When spermatozoids are 

frozen, then unfrozen, a drop of motility rate is observed, however, lower motility 

of cryopreserved sperm does not make any negative impact on high fertilization 

success. Concentrations range from 1.5 to 3 millions sperm cells/egg performed 

with the best fertilization results. Survival rates were higher than 80% in each 

sample. 

Thus, cryopreservation of trout sperm can be evaluated as effective 

biotechnological method for use in production. Further studies are recommended 

to confirm the efficiency of the used protocols in large-scale production and to 

determine the optimal sperm concentration. These results provide strong 

encouragement for the implementation of cryopreservation in production protocols. 

Key words: rainbow trout (Oncorhynchus mykiss, Walbaum, 1792), 

cryopreservation, freezing/thawing, trout sperm, sperm quality, fertilization. 
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ПОДЯКА 

 

Висловлюю подяку Фредеріку та Йоану Кашелу за надану можливість 

виконати цю роботу в сонячній Франції, в прекрасному регіоні у 

неймовірних Піренейських горах. За те, що довірили працювати на своєму 

господарстві та забезпечили всі умови для отримання найціннішого досвіду. 

Професіоналізм у вашій справі щодня надихав виконувати роботу 

найкращим чином та прагнути до більшого.  

Дякую найкращому керівнику Емілієну Сегре за проявлене терпіння, 

відповіді на всі питання, детальні пояснення, допомогу, наполегливість у 

досягненні найкращих результатів, за знання, досвід та навички, якими ви 

щедро ділились. Висловлюю щиру вдячність за приділений час, відданість 

своїй справі, довіру та гостинність, а також за підтримку на всіх етапах цієї 

роботи, настанови, зауваження та результат. 

Окрема вдячність всьому колективу Viviers de Sarrance за вашу важку 

працю, допомогу та підтримку. 

Подяка команді Cryogenetics за новий досвід, чудову співпрацю та 

натхнення для нових звершень. 

Дякую моєму батькові за місту Нововолинськ за моральну підтримку. 
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ВСТУП 
 

Кріоконсервація сперми риб широко застосовується в аквакультурі для 

синхронізації штучного відтворення, ефективного використання сперми 

(особливо під час сезонної нестачі самців та/або самок) та для підтримки 

генетичної мінливості плідників.  

Рибні господарства потребують сперму хорошої якості поза періодом 

нересту протягом тривалого періоду часу. Кріоконсервація сперми може 

задовольнити цю потребу та може бути використана для оптимізації та 

використання генетичних надбань в рамках програм селекції або 

розмноження. Згідно з попередніми дослідженнями, процес заморожування 

та розморожування викликає певні клітинні пошкодження у сперматозоїдах 

райдужної форелі (Oncorhynchus mykiss). Значне зниження рухливості 

сперматозоїдів спостерігається після розморожування за старими 

протоколами. Згідно з останніми дослідженнями, кріоконсервоване молочко 

не має негативного впливу на показники запліднення. Незважаючи на 

наявність протоколів кріоконсервації сперми риб, протоколи саме для 

райдужної форелі не були протестовані. Таким чином, першочерговим 

завданням для впровадження кріоконсервації на рибних господарствах 

залишається оптимізація протоколів запліднення для більш оптимального 

використання сперми форелі. 

При розведенні самців райдужної форелі виникають труднощі, а саме: 

підвищена смертність після 24 місяців життя, потреба у використанні 

гормонів (метилтестостерон для інверсії статі), що викликає етичні 

суперечки та шкодить довкіллю, витрати ресурсів, коштів та часу. Цим 

обумовлена актуальність теми, адже кріоконсервація дозволяє уникнути 

вказаних проблем та заощаджувати природні та виробничі ресурси 

оптимальним використанням молочка у виробництві. 

 Ця потреба змусила Viviers de Sarrance розпочати велику дослідницьку 

роботу з метою впровадження використання розмороженого молочка у 
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виробничі протоколи. У цьому контексті кілька учасників, таких як INRAE 

(Французький агрономічний науково-дослідний інститут), IMV 

Technologies© (французька компанія, що спеціалізується на біотехнологіях 

репродукції тварин) та Cryogenetics© (норвезька компанія, що 

спеціалізується на протоколах репродукції риби з використанням свіжого або 

розмороженого молочка), зробили свій внесок у це досягнення. 

 Мета: Порівняльне дослідження якості свіжої та розмороженої сперми 

райдужної форелі (Oncorhynchus mykiss); дослідження впливу кріоконсервації 

на здатність сперматозоїдів успішно запліднювати ікру та на розвиток 

нормального ембріона; виявлення впливу різних концентрацій сперми на 

успішність запліднення для подальшої розробки підходів використання 

кріоконсервації в аквакультурі та впровадження нових протоколів у 

виробництво. 

 Завдання:  

1. Провести порівняльний аналіз концентрації та рухливості сперми 

райдужної форелі до та після кріоконсервації;  

2. Дослідження показників запліднення, виживання на стадії вічка та 

вилуплення ікри, заплідненої свіжим або розмороженим молочком;  

3. Виявлення впливу різних концентрацій на успішність запліднення; 

4. Вивчення можливості використання кріоконсервованого молочка у 

виробничих протоколах. 
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РОЗДІЛ 1. ЗАГАЛЬНИЙ ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1. Репродуктивна стратегія та статевий цикл 

 

 Райдужна форель (Oncorhynchus Mykiss, Walbaum, 1792) — кісткова 

риба родини лососевих. Гонохоричні особини не змінюють стать протягом 

свого життєвого циклу. Самки досягають статевої зрілості у віці 24 або 36 

місяців (перший нерест) залежно від генетичного штаму. Райдужна форель 

— один із рідкісних, якщо не єдиний вид роду Oncorhynchus, здатний 

протягом життя здійснювати кілька послідовних циклів розмноження. 

Репродуктивний цикл у природних умовах триває 1 рік, але його тривалість 

може бути скорочена або подовжена під фотоперіодичним контролем [1], [2]. 

 

Таблиця 1.1 – Репродуктивний вік та періоди райдужної форелі [3]. 
 

 
 

Райдужна форель починає свій репродуктивний цикл, коли досягає 

статевої зрілості: 2 роки для самців і 2-3 роки для самок [4]. При 

розмноженні форель чутлива до високих температур, температура повинна 

бути не вище 14°C. Залежно від генетичних штамів, розмноження при 

природному фотоперіоді відбувається з жовтня (осінній штам) до березня 

(весняний штам). Самки зазвичай відкладають 2000 яєць/кг маси тіла. 

 На швидкість розмноження райдужної форелі головним чином впливає 

фотоперіод, до якого чутливі нерестовики. Температура води та стрес від 

навколишнього середовища також можуть мати вплив (більш обмежений) на 

тривалість різних фаз статевого циклу. Зміни фотоперіоду та інших 
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"інформативних" параметрів середовища інтегруються в центральну нервову 

систему батьків. Мозок контролює репродуктивний цикл, впливаючи на 

гіпофіз за допомогою нейропептидів і нейромедіаторів [5], [6], [7], [8]. 

Регенерація яєчників і ранній вітелогенез стимулюються довгим або 

збільшеним світловим днем, тоді як синхронізація пізніх стадій дозрівання 

ооцитів і овуляції залежить від зменшеного або короткого фотоперіоду. [9], 

[10]. 

 Піддаючи маткове поголів'я впливу контрольованого фотоперіоду, 

рибоводи тепер можуть наблизити або віддалити дату нересту відносно 

природного фотоперіоду [11]. Застосовуючи контрольований фотоперіод до 

кількох поколінь нерестовиків, рибні ферми можуть виробляти зрілі гонади 

протягом цілого року. 

 

 1.1.1. Цикл формування гамет 
 

 Яєчник містить як ооцити, що беруть участь у мейотичних поділах, які 

синхронно овулюють у черевній порожнині, так і недиференційовані оогонії 

та первинні ооцити, які продукують наступні ооцити. Йдеться про 

синхронізований гаметогенез за групами. Самка виробляє велику кількість 

гігантських ікринок (в середньому від 3 до 5 мм в діаметрі у райдужної 

форелі, тобто в 20 разів більше, ніж вторинний ооцит людини) [12], з 

виходом від 2000 до 3000 яєць/кг живої маси маткового поголів'я за хороших 

умов [13]. 

 У райдужної форелі в природних умовах гаметогенез є щорічним і 

відбувається в кілька етапів: 

● Проліферація та диференціація оогонії; 

● Ріст первинного ооцита, превітелогенез; 

● Вітелогенез, відкладення ліпопротеїдного жовтка, утворення променевої 

зони; 

● Дозрівання ооцитів; 
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● Овуляція. 

 Результатом оогенезу у самки є вивільнення гамети, заблокованої в 

метафазі II другого поділу мейозу, ооцита II, який зазвичай називають яйцем, 

а часто яйцеклітиною (неправильна назва, оскільки яйцеклітина є продуктом 

запліднення ооцита). Варто зазначити, що одомашнення призвело до втрати 

здатності до відкладання ікри у райдужної форелі, яку розводять в умовах 

фермерських господарств. Ооцити, що потрапили в черевну порожнину, на 

фермах вилучають за допомогою масажу черевної порожнини для вилучення 

та отримання гамет через сечостатевий сосочок. 

 Діаметр ооцита становить від 3 до 7 мм [14]. Під час овуляції їх 

зазвичай називають яйцеклітинами ще до формального запліднення. 

Яйцеклітини, вироблені в Саррансі, мають діаметр від 4,5 до 6 мм. Після 

запліднення ікри самцем цикл ембріонального розвитку триває 300 

градусоднів до моменту вилуплення. Це найкоротший цикл серед усіх 

лососевих [15]. Для досягнення повної резорбції жовткового мішка необхідна 

додаткова тривалість приблизно 200 градусоднів. Тривалість інкубаційного 

циклу можна збільшити, регулюючи температуру води [16].  

 

 

 

Рисунок 1.1 та 1.2 – Отримання ікри. 
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 1.1.2. Поділ гоніальних клітин  
 

 Оогонії, диплоїдні первинні статеві клітини, що диференціюються із 

соматичних клітин на ембріональних стадіях і які формують майбутні 

ооцити, спочатку проходять фазу поділу. Йдеться про гоніальний поділ, що 

відбувається в яєчнику. Це явище дозволяє поновлювати запас ооцитів, що 

беруть участь у мейозі [17], [18].  

 

 

Рисунок 1.3 – Загальна діаграма процесу оогенезу. 
 

 Початок вітелогенезу відзначається здійсненням першого поділу 

мейозу і подвоєнням кількості хромосом. Йдеться вже не про оогонію, а про 
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ооцит І. Ця стадія завершується деконденсацією генетичного матеріалу 

всередині зародкового пухирця та збільшенням об'єму ооцита внаслідок 

накопичення численних клітинних органел [19]. Саме в цей період 

відбувається диференціація клітин фолікула яєчника та формування 

оболонок, які будуть оточувати ооцит, що виявляється за профілями 

експресії генів на момент початку мейозу [20], [21]. Після цих фаз ядерної 

підготовки та фолікулярної диференціації ооцит бере участь у вітеллогенезі, 

під час якого жовток накопичується всередині ооцита. Позаклітинна 

оболонка ооцита утворюється в результаті синтезу ліпопротеїнів у зоні 

блискучої оболонки (оболонка, що контактує з вітеліновою мембраною 

ооцита). Ця оболонка потім буде називатися хоріоном [7], [8], [22] і буде 

важливою для захисту яйцеклітини під час овуляції та запобігання 

поліспермії. Під час вітелогенезу (від 3 до 9 місяців, залежно від 

фотоперіодичних циклів) діаметр ооцита збільшується з 300-400 мкм до 

понад 2 мм. 

 На цьому етапі ооцит знаходиться в метафазі першого поділу мейозу і 

має всі резерви, необхідні для правильного розвитку майбутнього ембріона. 

Він завжди пов'язаний з гранульозою клітинними з'єднаннями, а його 

зародковий пухирець знаходиться в центральному положенні. Наприкінці 

вітелогенезу відновлюється мейоз, і ооцит запускає механізми дозрівання 

яйцеклітини. Зародковий пухирець, що містить генетичний матеріал ооцита, 

поступово мігрує до периферії ооцита і може спостерігатися під 

бінокулярним мікроскопом. Під час виділення першого полярного тільця 

(зменшення кількості хромосом до 2n) ядерна мембрана зникає, 

спричиняючи розрив зародкового пухирця. Ооцит вступає в метафазу 

другого поділу мейозу. Спостерігається зміна зовнішнього вигляду ооцита, 

який стає напівпрозорим і всередині якого з'являється мережа ліпідних 

крапельок. Ооцит стає гідратованим, а його об'єм збільшується [12], [23], 

[24], [25], [26], [8], [18]. Результатом цього етапу є отримання зрілої, 
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гідратованої яйцеклітини, яка набула необхідних якостей для овуляції, 

запліднення та розвитку в життєздатного малька без вад розвитку. 

 

1.1.3. Овуляція 
 

 Після дозрівання і гідратації ооцити вивільняються з фолікулярних 

тканин у черевну порожнину: це явище і є овуляцією. Овуляція відбувається 

між 48 і 96 годинами при температурі 10-13°C після початку дозрівання [27], 

[28] і триває ще кілька годин. Деякі дослідження показують незадовільні 

результати запліднення, коли запліднення досягається відразу після овуляції 

[29]. Ці спостереження свідчать про те, що механізми дозрівання тривають 

ще кілька годин після овуляції. Таким чином, ці два явища (остаточне 

дозрівання ооцитів і овуляція) можуть накладатися в часі. 

 Отримана яйцеклітина є високодиференційованою тваринною 

клітиною, заблокованою в метафазі II другого поділу мейозу, що містить 

звичайні клітинні органели, але також має численні особливості, пов'язані з 

виконуваними функціями. Її будова подібна до відновлення мейозу, за 

винятком зародкового пухирця, який розірвався під час виходу першого 

полярного тільця. На цьому етапі перивітеліновий простір (простір між 

вітеліновою мембраною і хоріоном) зазвичай не видно неозброєним оком, а 

ліпідна сітка складається з великої кількості дуже дрібних крапельок, що 

робить розрізнення дуже складним. 

 

1.1.4. Розвиток 
 

Яйцеклітина активується при контакті з водою, незалежно від того, 

запліднена вона чи ні, і піднімає напівпрозору білу шкаралупу, променисту 

зону (zona radiata) [30], яка несе чітко виражений мікропіле. Після того, як 

сперматозоїд потрапляє в яйцеклітину, і перивітеліновий простір 

заповнюється рідиною, цитоплазма поступово збирається у високий пагорб 
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на вершині жовткової сфери. Цей процес називається біполярним 

диференціюванням [31]. 

 Під час зовнішнього запліднення сперматозоїд потрапляє в яйцеклітину 

через мікропіле в хоріоні. Ця захисна оболонка оточує жовткову масу та її 

вітелінову мембрану. Дробіння, в якому бере участь лише невелика частина 

всієї яйцеклітини, є меробластичним і дискоїдним. Зародковий диск 

розщеплюється і зрештою поглинає відносно неушкоджений жовток. Цей 

диск підтримується в дорсальному положенні скупченням ліпідних крапель 

на поверхні жовтка. Вегетативний полюс виділяється на поверхні жовтка на 

180 градусів від зародкового диска через 5-6 годин після запліднення 

(залежить від температури) [32]. 

 

 
 

Рисунок 1.4 – Запліднена ікринка на чотириклітинній стадії 12 годин після 

запліднення при інкубації при 11 °C. 
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 Перший поділ після запліднення ділить зародковий диск порівну. 

Потім з'являється другий поділ, або чотириклітинна стадія. Площина цього 

поділу перпендикулярна до площини початкового поділу. 

 

Таблиця 1.2 – Час інкубації, необхідний для досягнення видимого поділу на 4 

клітини залежно від температури. 

 

 

 

 Вісім однакових клітин зазвичай з'являються через 2 години після 

стадії чотирьох клітин, під час третього дроблення, яке відбувається 

паралельно першому.  
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Рисунок 1.5 – Запліднена ікринка на восьмиклітинній стадії 15 годин після 

запліднення при інкубації при 11 °C. 

 Незабаром клітини піднімаються зі сплющеного положення, і 

з'являється порожнина, заповнена рідиною, або бластоцель. Бластомери 

набувають квадратної форми, розташовуючись у 4 ряди по 4 клітини в 

кожному, загалом 16 клітин. П'яте дроблення може відбутися в широкому 

діапазоні часу, що минув. Останній помітний поділ дає 64 клітини. Таким 

чином, більшість ембріонів стають бластодермами в перший день життя. 

 В одному з досліджень, яке проводилося при температурі 12°C, зразки, 

що розглядалися на предметному склі, мали від 100 до 150 клітин у 

зародковому диску, коли їм було 24 години від народження [32]. У період від 

30 до 48 годин бластодерма не збільшується в діаметрі, але клітини 

поступово зменшуються і стають більш численними. Протягом 2 діб вони 

складаються в три шари. Потім через 56 годин бластула сплющується, 

поширюючись на поверхню жовтка. Через три дні після запліднення ембріон 

має діаметр приблизно 2 міліметри. Через 4 дні під ембріональним щитком 

з’являється ентодерма, а незабаром після цього видно зародкове кільце. На 

дорсальній губі бластопора видно нервовий кіль, який стає більш помітним 

через 5 днів, коли жовток розростається. Незабаром стає видно зачаток 

зорового нерва, що виходить з ектодерми нервової складки або кіля. У віці 5 

днів плюс 21 година у ембріона, що розвивається, присутні від 17 до 24 

сомітів мезодермального походження. У цей час також присутні слухові 

пухирці. Губа бластопора швидко просувається, утворюючи жовткову пробку 

за 6 днів. Коли бластопор дозріває протягом одного тижня, можна розрізнити 

кришталики ока, передній мозок, зорові частки, мозочок і довгастий мозок. 

Вони, як і слухові пухирці, мають ектодермальне походження. Через 8 днів 

ембріон має 30 сомітів на додаток до зачатків грудних плавців. До цього часу 

хвостовий бугорок звільнився від зародкового кільця. Нюхові частки 

головного мозку стають очевидними через 9 днів, коли ембріон має довжину 

4,5 міліметра і повний набір з 60 сомітів. У цей момент клітини мезенхіми 
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формують складові крові в ділянках жовткового мішка, прилеглих до тіла 

ембріона. Рухи ембріона, що складаються в основному з помахів хвоста, є 

міогенними або спонтанними в самих сомітах. Серце, що б'ється, мігрує зі 

свого колишнього положення спереду голови і тепер знаходиться вентрально 

від зябрових зачатків у 10-денному віці.  
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Рисунок 1.6 – Стадії розвитку райдужної форелі при 10°C [33]. 

 

 На дванадцятий день пігментація очей робить їх видимими крізь 

хоріон. Наступного дня стають помітними зябра. Носові кістки формуються 

впродовж 2 тижнів. Через 20 днів спинний плавець перевищує висоту 

плавникової складки, а тіло ембріона виглядає набагато темнішим, оскільки 

вкрите безліччю меланофорів. За день до вилуплення хвостовий плавець 

майже торкається голови. В області голови і передньої третини жовткового 

мішка присутні вивідні залози, але їх нелегко помітити. Пік інкубаційної 

активності, вирішальний момент для молодих риб, припадає на 23-й день. 

Коли ферменти для вилуплення послаблюють хоріон, під час руху тіла 

личинки відбувається розрив оболонки. Поки жовтковий мішок не 

зменшиться в розмірах, значна частина дихального обміну здійснюється за 

рахунок судинної оболонки жовтка [32]. 

 

 

 

Рисунок 1.7 – Хронологія в днях після запліднення (dpf) ранньої стадії 

розвитку райдужної форелі за умов нормоксії (10°C) [34]. 

 

 У цьому дослідженні відстеження смертності на описаних вище етапах 

було використано як маркер якості ікри та успішності запліднення. 
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1.2. Якість сперми риби 
 

1.2.1. Характеристики сперми 
 

 Плазматична мембрана головки сперматозоїда щільно перекриває ядро, 

і між плазматичною мембраною і ядром залишається лише тонкий 

цитоплазматичний шар. На рівні серединної частини, деяка складчастість 

плазматичної мембрани вздовж кореня аксонеми призводить до накладання 

шарів мембрани. У видів родини лососевих плазматична мембрана, що 

оточує аксонему, має парні бічні розширення, що нагадують спіралеподібний 

плавник, вздовж усього хвоста [35]. Плазматична мембрана сперматозоїдів 

відіграє важливу роль в активації руху. Сприйняття іонних змін, 

відповідальних за початок биття джгутиків при вивільненні сперматозоїда у 

воду, відбувається через цю мембрану. Оскільки сперматозоїди не несуть 

акросоми в кісткових риб, плазматична мембрана сперматозоїдів також є 

ключовим компонентом злиття гамет, і деякі компоненти були описані у 

райдужної форелі: GM3, гангліозид, локалізований у голівці сперматозоїда, 

бере участь у зв'язуванні сперматозоїдів з яйцеклітинами [36]. Було також 

показано, що деякі нехарактеризовані білки, локалізовані в області голови, 

беруть участь у заплідненні [37]. На біофізичному рівні мембранні ліпіди 

визначають плинність мембрани, тоді як і білки, і ліпіди сприяють загальній 

проникності для води та іонів. Подовжене ядро має інвагінацію, глибина якої 

становить близько третини довжини ядра [38]. Ядро райдужної форелі 

містить як протаміни, так і гістони [39], [40]. 

 Сім'яна рідина має унікальний склад органічних і неорганічних 

компонентів мінералів (калій, натрій, магній, кальцій, хлорид), рН, 

осмоляльність, білки, глюкоза і тригліцериди - всі вони, як виявляється, 

відіграють певну роль у якості сперми [41], [42], [43], [44], [45]. Рухливість і 

щільність сперматозоїдів визначають здатність сперматозоїдів до 
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запліднення і часто використовуються для оцінки якості молочка [46], [47], 

[48]. 

1.2.2. Рухливість і концентрація сперматозоїдів як основні 
показники якості сперми 

 

 Якість сперми можна визначити її здатністю успішно запліднювати 

яйцеклітину і згодом забезпечити розвиток нормального ембріона. 

 

 
 

Рисунок 1.8 – Маркери якості сперми. 

  

 У самців кількість сперматозоїдів (наприклад, об'єм і концентрація) і 

якість (наприклад, рухливість сперматозоїдів, рН сім’яної плазми, склад і 
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стабільність мембрани та цілісність ДНК) можна визначати здатністю до 

запліднення і репродуктивний успіх як при природному, так і при штучному 

нересті. 

 рН насіннєвої плазми, осмоляльність і склад (іони, ліпіди, білок), а 

також ферментативна і протеолітична активність є специфічними 

біомаркерами, які впливають на дозрівання сперматозоїдів і пов'язані зі 

здатністю сперматозоїдів до запліднення яйцеклітин [49]. 

 Концентрація та рухливість сперматозоїдів є ключовими факторами 

успіху запліднення. Концентрація сперматозоїдів – це кількість 

сперматозоїдів на мілілітр молочка. Вона визначає кількість сперматозоїдів у 

безпосередньому оточенні незаплідненої яйцеклітини під час процесу 

запліднення. Оптимальна кількість сперматозоїдів збільшує ймовірність 

запліднення яйцеклітини.  

 Існують різні фактори, на які можна впливати, змінюючи виробництво 

сперми (об'єм або концентрацію сперматозоїдів). Репродуктивні показники 

самців можна підвищити за допомогою гормональної терапії, яка 

використовується для стимуляції сперматогенезу в інкубаторній практиці. 

Ефект гормонального лікування залежить від типу гормону, дози введення та 

інших факторів, таких як температура, при якій утримувалися самці після 

гормонального лікування. Також було виявлено, що виробництво сперми 

залежить від відповідного часу, оскільки сезонні зміни у репродуктивному 

розвитку самців відбуваються у більшості видів риб [49]. 

 Крім того, рухливість сперматозоїдів є інтегративним параметром 

якості, який об'єднує якість декількох клітинних відділів, відповідальних за 

активацію рухливості та підтримку прогресивного руху. Аналіз рухливості 

сперматозоїдів дуже корисний для порівняння різних експериментальних 

умов, таких як процеси збору, середовище для розведення сперми та умови 

зберігання сперми. Рухливість сперматозоїдів також широко 

використовується для оцінки впливу біотехнологій, таких як кріоконсервація 

[35].  
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 У Salmonidae, рухливість тестикулярних сперматозоїдів не може бути 

активована [50] під час міграції сперматозоїдів вниз по сім'явивідних 

протоках, сперматозоїди набувають потенціалу для активації рухливості [51], 

[52]. Було показано, що це дозрівання спричинене підвищенням рН сперми 

[53], що призводить до збільшення внутрішньоклітинного AMPc [51], [54]. 

Ця стадія дозрівання погано досліджена у інших видів, але часто визнається, 

що зберігання тестикулярних сперматозоїдів у буфері при рН 8 або вище 

сприяє здатності сперматозоїдів реагувати на сигнал про початок рухової 

активності. Коли зрілі сперматозоїди вивільняються у зовнішнє середовище, 

позаклітинні іонні зміни індукують активацію рухливості [55]. У Salmonidae 

зниження позаклітинного К+ є активатором рухливості сперматозоїдів [56]. 

Було висловлено припущення, що швидкість сперматозоїдів, ключовий 

фактор для оцінки рухливості загальної кількості сперматозоїдів, може бути 

класифікована CASAS (Computer assisted semen analysis system) на наступні 

категорії: нерухомі, частково рухливі та рухливі [57]. Комп'ютерна оцінка 

дозволяє об'єктивно порівняти рух сперматозоїдів риб, що зазнали впливу 

різних фізіологічних ситуацій, що призводить до порівняння їхньої здатності 

до плавання, здатності до запліднення та виживання під час процедур 

заморожування [58]. 

 На тривалість рухливості сперматозоїдів риб впливають такі параметри 

середовища, як концентрація іонів (K+, Na+, Ca2+, Mg2+), осмотичний тиск, 

рН, температура і розведення  [59], [60]. У всіх досліджених видів риб 

сперматозоїди є нерухомими в сім’яниках та сім’яній плазмі [59], [61]. У 

лососевих пригнічення рухливості сперматозоїдів у спермі в основному 

контролюється концентрацією іонів К+ [59], [61]. Температура має значний 

вплив як на загальну тривалість, так і на тривалість прогресивного руху 

сперматозоїдів форелі [62]. 
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1.2.3. Фактори, що впливають на якість сперми 
 

 На якість сперми можуть впливати кілька факторів: режим годівлі, 

якість корму [63], [64]; фактори навколишнього середовища, такі як 

температура [65], [66], солоність [67], [68] фотоперіод [69]; сезон року [70], 

вік риби, методи утримання, включаючи індукцію нересту, постовуляторне 

старіння ікри та обробку гамет після вилучення; стрес; забруднюючі 

речовини або фізико-хімічні властивості води, гормони [22], [35]. 

 

 
 

Рисунок 1.9 – Фактори, що впливають на якість сперми. 

 

 У райдужної форелі сперматозоїди риб, перенесених до температури, 

нижчої за температуру їхнього вирощування (холодна акліматизація), мали 

ліпідний склад, дещо відмінний від ліпідного складу риб, акліматизованих у 

тепліше середовище [71]. Крім того, якість сперми після заморожування-

розморожування була кращою у акліматизованих до холоду риб порівняно з 
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акліматизованими в теплі. Ефект цієї температурної акліматизації більше не 

виявлявся через 2 місяці після зміни температури. Однак ці температурні 

ефекти не були протестовані на свіжих сперматозоїдах. Було досліджено, чи 

був позитивний температурний ефект зумовлений змінами ліпідів, а саме 

змінами вмісту холестерину [72], але не було повідомлено про пряму роль 

холестерину. 

 Повідомлялося, що сперматозоїди струмкової форелі, вирощеної в 

морській воді, мали вищу проникність мембрани та/або нижчу стійкість 

мембрани до гіпоосмотичного стресу, ніж сперматозоїди риб, які 

утримувалися в прісній воді [73]. Повідомлялося, що сперматозоїди 

струмкової форелі, вирощеної в морській воді, мали вищу проникність 

мембрани та/або нижчу стійкість мембрани до гіпоосмотичного стресу, ніж 

сперматозоїди риб, які утримувалися в прісній воді [73]. Примітно, що 

рухливість сперматозоїдів одразу після збору була кращою в групі з прісною 

водою, тоді як через 3 дні зберігання вона була кращою в групі з морською 

водою. Роль осмотичного тиску сім’яної рідини пропонується як один з 

параметрів, що впливає на реакцію сперматозоїдів на солоність води в 

середовищі вирощування самців. 

 Індуктори нересту є дуже ефективними для збільшення об'єму та 

щільності сперми [74]. Індуктори нересту або підтримують, або збільшують 

рухливість сперматозоїдів у всіх досліджуваних видів, найімовірніше, тому, 

що гормональна стимуляція є сприятливою для дозрівання сперматозоїдів у 

яєчках і сім'явивідних протоках.  

 У видів з річним ритмом розмноження, таких як райдужна форель, 

виробництво сперми починається раніше і закінчується пізніше протягом 

репродуктивного сезону, ніж виробництво ікри [75], [76], [77]. Більшість 

досліджень повідомляють про зниження загальної кількості сперми як на 

початку, так і в кінці репродуктивного сезону, на відміну від стабільного 

виробництва сперми, що спостерігається в середині сезону. Іноді 

повідомлялося про обмежену втрату рухливості сперматозоїдів на початку і в 
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кінці періоду дозрівання сперми. Слід мати на увазі, що частий забір може 

викликати стрес у самців і згодом спричинити проблеми з виробництвом 

сперми та/або її якістю [35].  

 Також було підтверджено, що обмежена здатність сперматозоїдів до 

запліднення, яка спостерігається у водах, забруднених ксенобіотиками, є 

наслідком змін у структурі сперматозоїдів та їхньої зниженої рухливості [78] 

 Вік самців також є важливим фактором, який може впливати на 

фертильність. Незважаючи на те, що вплив віку самок на фертильність є 

досить добре вивченим, дані щодо самців є лише обмеженими [79]. Подальші 

дослідження необхідні для кращого пояснення ролі віку самців та старіння 

сперматозоїдів у долі потомства риб.  
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РОЗДІЛ 2. ВИКОРИСТАННЯ РОЗМОРОЖЕНОГО МОЛОЧКА ДЛЯ 

ВІДТВОРЕННЯ ФОРЕЛІ В УМОВАХ ВИРОБНИЦТВА 

 

2.1. Вступ 

 

2.1.1. Використання розмороженого молочка в загальному процесі 
аквакультури 

 

Окрім широкого використання кріоконсервації сперми для репродукції 

людини та штучного запліднення деяких домашніх видів тварин, кріобанки 

сьогодні стикаються зі зростаючим попитом на збереження продуктів 

генетичної селекції та видів, що перебувають під загрозою зникнення. Крім 

того, кріоконсервованою спермою можна обмінюватися між країнами, 

розташованими в обох півкулях, замість того, щоб обмінюватися рибою, що є 

особливо важливою перевагою, коли імпорт живих тварин заборонений [80]. 

 Кріоконсервація сперми риб може застосовуватися в аквакультурі для 

синхронізації штучного відтворення, ефективного використання сперми та 

підтримки генетичної мінливості плідників [81]. Кріоконсервована сперма 

риб може дозволити ввести гени диких або місцевих популяцій в інкубаційні 

запаси, коли час нересту не співпадає, а також забезпечити наявність сперми 

для програм селективного розведення, особливо під час сезонного дефіциту 

самців та/або самок. У наукових дослідженнях кріоконсервована сперма риб 

використовується в експериментах, які потребують сперми поза нерестовим 

сезоном постійної якості протягом тривалих періодів часу [81]. Тому надійні 

методи кріоконсервації сперми мали б переваги як для аквакультури 

(синхронізація штучного відтворення, ефективне використання сперми, 

підтримка генетичної мінливості плідників), так і для збереження 

біорізноманіття (генні банки цінних штамів, зникаючих видів, автохтонних 

популяцій) [82]. 
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2.1.2. Використання розмороженого молочка лососевих та форелі 
на сьогодні 

 

Сперматозоїди райдужної форелі (Oncorhynchus mykiss) демонструють 

специфічний патерн конденсації гістонів/протамінів у ядрі [83]. Їхні 

протаміни не містять цистеїну, але багаті на аргінін [84]. Це призводить до 

більшої вразливості хроматину до денатурації, порівняно з бичачими та 

людськими сперматозоїдами [83]. Таким чином, цей тип ядра може бути ще 

більш чутливим до хімічних ушкоджень, індукованих кріоконсервацією, що 

робить його цікавою моделлю для вивчення наслідків кріоконсервації. 

Процес заморожування і розморожування викликає певні клітинні 

пошкодження у сперматозоїдах райдужної форелі (Oncorhynchus mykiss). Для 

оптимального запліднення після заморожування і розморожування все ще 

потрібна велика кількість сперматозоїдів, не тільки через загибель клітин, але 

й через підвищену частоту крихкості мембран у популяції сперматозоїдів 

[85]. 

Кріоконсервація також призводить до значної втрати мембранних 

функцій, збільшуючи крихкість мембран у живих клітинах [86]. Стабільність 

мембрани надзвичайно важлива для сперматозоїдів форелі, оскільки 

запліднення відбувається у прісній воді, і контроль осмотичного стресу стає 

вирішальним питанням [38], [87], [88]. Більше того, зміни проникності 

мембрани можуть змінювати потік іонів через плазматичну мембрану, 

необхідний для активації клітинної рухливості [89]. Втрата мембранної 

функціональності пов'язана зі зниженням стійкості мембран до 

гіпоосмотичного шоку. 

Однією з абсолютних вимог до використання кріоконсервованої 

сперми є те, що процес кріоконсервації не повинен викликати змін, які 

можуть погіршити розвиток нащадків [90]. Відомо, що змінені сперматозоїди 

дуже швидко виробляють активні форми кисню [91], [92], особливо після 
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заморожування [93]. Ці продукти пероксидації є дуже шкідливими для ДНК і 

можуть індукувати як розриви ланцюгів, так і модифікацію основ [94], [95]. 

2.1.3. Інтерес у виробничому контексті 
 

 Зростає потреба в контролі та оптимізації протоколів запліднення 

свіжим або розмороженим молоком як для оптимізації виробництва ікри 

райдужної форелі, так і для оптимізації та капіталізації генетичних досягнень 

в рамках програм селекції або розмноження. Ця потреба спонукала Viviers de 

Sarrance розпочати велику дослідницьку роботу з метою впровадження 

використання розмороженого молочка у виробничі протоколи.  

 

2.2. Попередній експеримент 
 

 Перший експеримент був проведений з використанням протоколів 

заморожування та розморожування ікри форелі IMV Technologies©, з 

використанням оцінки концентрації та швидкості як маркерів якості. Метою 

цього експерименту було дослідити можливість використання 

розмороженого ікри в протоколах запліднення, а також дослідити діапазон 

концентрації сперматозоїдів, необхідний для досягнення оптимальних 

показників запліднення. Використані протоколи були розроблені у співпраці 

з державним інститутом INRAE. 

Під час цього першого експерименту три зразки (включаючи пул з двох 

особин) розмороженого молочка були використані для тестування рухливості 

сперматозоїдів після розморожування відповідно до протоколів, наданих 

IMV Technologies©. Відсоток виживання до резорбції жовткового мішка 

вимірювали на стадії вічка та на стадії вилуплення. 

Однак результати були не дуже обнадійливими через дуже низьку 

рухливість розморожених сперматозоїдів [1-3,5% проти 70-90% зі свіжим 

молочком]. Найкращий результат виживання до вилуплення яєць, 

запліднених кріоконсервованим молочком, становив 44,18%, а до резорбції 
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жовткового мішка – 39,97% порівняно з середнім показником 90% при 

використанні свіжого молочка. 

Таблиця 2.1 – Результати експерименту з розмороженим молочком з 

відсотком виживання до вилуплення та резорбції жовткового мішка. 

 

 

 

 Ці перші результати були суперечливими і не задовольнили Viviers de 

Sarrance. Такі результати дозволили б відновити генетичну мінливість у разі 

втрати живого маточного стада або невеликих потреб, але не можуть бути 

застосовані у виробничому процесі, який зазвичай становить 90% від 

середнього рівня запліднення. Тоді Viviers de Sarrance вирішили спробувати 

інші протоколи від компанії Cryogenetics, норвезької компанії, що 

спеціалізується на заплідненні риби, використовуючи свіже або розморожене 

молочко.  

Зразок
Загальна 
кількість 
ікри

% рухливості 
сперми

Кількість 
рухливих 

сперматозоїдів 
на яйцеклітину

% виживання 
ікри до 

вилуплення

% виживання до 
резорбції 

жовткового мішка

184 1315 1,9 1,65E+05 0,23% +/-0,12% 0,23% +/-0,12%

61-114 1187 1 2,70E+05 44,18% +/-7,29% 39,97% +/-8,45%

174 1303 3,5 3,03E+05 0,54% +/-0,0% 0,54% +/-0,0%
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2.3. Матеріали і методи 
 

2.3.1. Екстракція гонад, підготовка молочка та кріоконсервація 
 

 Для перевірки ефективності протоколів Cryogenetics в цьому 

експерименті було використано десять зразків молочка від різних неосамців 

для дослідження рухливості сперматозоїдів, рівня успішності запліднення та 

смертності яєць до вилуплення для порівняння свіжого та 

кріоконсервованого молочка. Це дозволило вивчити доцільність 

використання кріоконсервованого молочка у виробничих масштабах та вплив 

кріоконсервації на рівень успішності запліднення, вилуплення і рухливість 

сперматозоїдів. 

 

 
 

Рисунок 2.1 – Протокол вилучення гонад, підготовки молочка та 

кріоконсервації. 

 

 Сперму було отримано від 25-місячних неосамців райдужної форелі 

(Oncorhynchus mykiss, які отримували корм з добавкою метилтестостерону 

протягом перших 900 градусоднів). Після того, як вони були підвішені за 
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хвіст, піддані анестезії MS222-трикаїном, неосамці були вбиті шляхом 

знекровлення через зябра. Цей процес дозволяє уникнути присутності крові в 

тканинах гонад, щоб уникнути потенційного росту бактерій у молочці. Таким 

чином, це дозволяє збільшити термін зберігання. Гонади відбирали руками в 

стерильних рукавичках. 

 

 
 

Рисунок 2.2 та 2.3 – Забій неосамців та вилучення гонад . 

 

 Всі подальші етапи проводилися при температурі 7°C. Гонади 

зважували, а кровоносні судини видаляли за допомогою леза скальпеля. 

Гонади гомогенізували за допомогою механічної м'ясорубки, потім отриману 

фазу, яка називається "молочко", було зважено. Середнє значення ваги 

екстрагованих гонад становило 59,8 г (+/-18,9). Молочко було розведено 1:1 з 
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AquaBoost®Spermcoat, залишено на 10-15 хвилин і відфільтровано. 

Концентрацію сперматозоїдів вимірювали на фотометрі SDM6.  

 Для кожного самця зразки розводили до цільової концентрації 9 млрд. 

сперматозоїдів/мл для використання свіжого молочка. Рухливість 

сперматозоїдів вимірювали за допомогою приладу CASAS у свіжій спермі 

протягом 10 хвилин після розведення. Для кожного самця частину 

початкових зразків (після розведення 1:1) розвели до 1,5 млрд 

сперматозоїдів/мл і кріоконсервували, використовуючи конфіденційні 

протоколи Cryogenetics. Зразки було розміщено в контейнери Squarepack® 

(12 мл). 

 

 
 

Рисунок 2.4 та 2.5 – Етапи отримання молочка. 
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2.3.2. Проведення експериментів з розморожування та запліднення 

 

 У цьому експерименті було протестовано два стани молочка. Як 

описано в попередній частині, використовувалось свіже молочко десяти 

різних самців в якості контролю молочка в розмороженому вигляді. Метою 

було проаналізувати вплив заморожування та розморожування на рівень 

успішності запліднення. Кріоконсервоване молочко розморожували, 

виймаючи контейнер із молочком із резервуару з азотом, і занурюючи його у 

воду з температурою 25°C рівно на 30 секунд. Потім розморожене молочко 

використовували для запліднення протягом наступних 10-15 хвилин. У 

заморожених зразках рухливість сперматозоїдів також вимірювали за 

допомогою CASAS відразу (протягом 5 с) після розморожування.  

 Яйцеклітини, що використовувалися, були зібрані від 5 самок і змішані 

в однакових кількостях для кожного досліду. 10 мл яйцеклітин, що містять 

приблизно 100 яйцеклітин, від кожної самки були покладені в склянки для 

запліднення, щоб стерти будь-який потенційний «вплив самки». Для кожного 

самця дві склянки яйцеклітин були запліднені свіжим молочком, і дві 

склянки яйцеклітин були запліднені розмороженим молочком. Запліднення 

проводилося шляхом додавання співвідношення 3 мільйони сперматозоїдів 

на яйцеклітину, незалежно від рухливості. Для запліднення активатор 

Aquaboost© додавали разом з розмороженим молочком, обережно 

перемішували і зберігали протягом 2 хвилин. Після цього яйцеклітини 

ретельно промивали, а потім розкладали в окремі інкубатори. 

 Рівень успішності запліднення вимірювали відповідно до протоколу 

тестування Quattro. Рівень виживання вимірювали до моменту вилуплення, 

видаляючи і фіксуючи мертві ікринки 3 рази на тиждень, а також 

підраховуючи живі ікринки на стадії вилуплення. 
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Рисунок 2.6 – Протокол експерименту з розморожування та запліднення. 

 

2.3.3. Обробка даних 
 

 Дані про рухливість, отримані з аналізу CASA, дані про запліднення, 

дані про виживання не були розподілені за нормальним законом (тест 

Shapiro-Wilk, p < 0,001). Порівняння груп проводилось за допомогою 

непараметричних U-тестів. Для обробки даних використовувалось програмне 

забезпечення XLSTAT (Microsoft office©).  
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2.4. Результати 
 

2.4.1. Концентрація та рухливість сперматозоїдів 
 

При дослідженні рухливості сперматозоїдів у свіжій і 

кріоконсервованій спермі в новому експерименті, було виявлено значну 

різницю між рухливістю у зразках свіжого і кріоконсервованого молочка. 

 

Таблиця 2.2 – Рухливість сперматозоїдів зі свіжого та кріоконсервованого 

молочка в експерименті «Кріо 1». 

 

 

 

 Ці результати підтверджують зниження рухливості сперматозоїдів 

після розморожування: середня рухливість свіжої сперми становила 79,03% 

(SD=8,10%), а кріоконсервованої – 51,74% (SD=6,50%) рухливих 

сперматозоїдів, що є порівняно хорошим рівнем рухливості сперматозоїдів 

після розморожування за даними літератури та попереднього експерименту. 

 У літературі спостерігається значне зниження рухливості після 

розморожування [50,4% до заморожування; 8,4% після розморожування] 

[96]. В інших експериментах рухливість свіжих сперматозоїдів навесні 

коливається від 88% до 100% і від 1% до 6% після розморожування, взимку 

значення рухливості свіжого молочка коливається від 69% до 94% і значно 

знижується після розморожування (від 18% до 29%) [97]. 

Більш сучасні посилання, однак, свідчать про те, що оволодіння 

протоколами дозволило послабити це зниження рухливості [84,6% до 

заморожування; 56,8% після розморожування] [98], або 49,9% рухливості 

Стан молочка Рухливість сперматозоїдів, %

Свіже 79,03% +/-8,08%

Розморожене 51,739% +/-6,51%

p-value <0,0001***
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сперматозоїдів після розморожування [99]. Високий відсоток (50-60%) 

рухливості сперми райдужної форелі після розморожування також 

спостерігався [85], [86], [100], що більш схоже на наші спостереження. 

 

 

 

Рисунок 2.7 – Порівняння вимірів рухливості сперматозоїдів у свіжій та 

розмороженій спермі. 

 

Таблиця 2.3 – Середня кількість рухливих сперматозоїдів на яйцеклітину при 

заплідненні. 

 

 

 

 

Стан молочка Середня кількість рухливих сперматозоїдів на яйцеклітину

Свіже 2,37E+06

Розморожене 1,55E+06
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Рисунок 2.8 – Кількість рухливих сперматозоїдів на яйцеклітину при 

заплідненні у свіжій та розмороженій спермі. 

 

2.4.2. Запліднення 
 

 Для середнього рівня запліднення між свіжим молочком (97,28%, 

SD=1,90%) та кріоконсервованим молочком (96,47%, SD=2,50%) дані є 

однорідними, і значної різниці не виявлено. 

 

Таблиця 2.4 – Дані про успішність запліднення. 

 

 

 

Стан молочка Запліднені яйцеклітини, %

Свіже 97,27% +/-1,88%
Розморожене 96,47% +/-2,52%

p-value 0,29



41 
 

 

 

Рисунок 2.9 – Порівняння даних про успішність запліднення яйцеклітин 

свіжою та розмороженою спермою. 

 

Ці результати можуть бути підтверджені літературними даними: 

Показники запліднення свіжорозведеної сперми (87-90%) статистично не 

відрізняються від здатності до запліднення кріоконсервованої сперми [99], 

[101], [15], [102], [80], [85], [103], [104], [105]. 

 

2.4.3. Рівень виживання 
 

 У цьому дослідженні спостерігалася незначна різниця у смертності до 

вилуплення між ікринками, заплідненими свіжим і кріоконсервованим 

молочком, але рівень виживання все одно був дуже високим як для ікринок, 
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запліднених молочком різного стану. Для свіжого молочка рівень виживання 

становить 94,77% (SD=1,70%), а для кріоконсервованого – 93,74% (SD=1,70). 

 

Таблиця 2.5 – Виживаність ікри до вилуплення, заплідненої свіжою та 

розмороженою спермою. 

 

 

 

 
 

Рисунок 2.10 – Порівняння рейтингів виживання ікри до вилуплення, 

заплідненої свіжим або розмороженим молочком. 

 

 

Стан молочка Виживаність ікри до вилуплення, %

Свіже 94,76% +/-1,75%
Розморожене 93,73% +/-1,75%

p-value 0,04*
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2.5. Висновки до розділу 2 
 

 Коли сперматозоїди заморожують, а потім розморожують, 

спостерігається зниження рівня рухливості. Однак менша рухливість 

кріоконсервованих сперматозоїдів не має негативного впливу на високий 

успіх запліднення. У цьому дослідженні спостерігалася статистична різниця 

між виживанням до вилуплення ікринок, запліднених свіжим або 

розмороженим молочко, але обидва показники все ще були високими. 

Необхідні подальші дослідження для визначення оптимальної концентрації 

сперми форелі для запліднення без шкоди для рівня успішності запліднення. 
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РОЗДІЛ 3. ПОКРАЩЕННЯ ТА ОПТИМІЗАЦІЯ ВИКОРИСТАННЯ 
СВІЖОГО ТА РОЗМОРОЖЕНОГО МОЛОЧКА ДЛЯ ЗАПЛІДНЕННЯ 

ООЦИТІВ 
 

3.1. Вступ 
 

У той час як якість ікри впливає на здатність ікри запліднюватися, 

вилуплюватися і перетворюватися на нормальну рибу [74] якість сперми 

також важлива для успішного запліднення ікри і для нормального розвитку 

ембріонів [35]. Деякі з наведених вище факторів важливо контролювати, щоб 

оцінити якість сперми і, відповідно, шанси на успішне запліднення. 

 

3.1.1. Контроль концентрації сперми 
 

Концентрацію сперматозоїдів у спермі легко оцінити за допомогою 

різних методів, таких як мікроскопічний підрахунок, спектрофотометр, 

проточна цитометрія та визначення значень сперматокриту [106]. Однак різні 

запропоновані методи пов'язані з певними незручностями. Підрахунок (який 

є основним методом) дозволяє оцінити кількість сперматозоїдів з 

прийнятною варіабельністю, зумовленою розведенням і помилками 

підрахунку, які оцінюються до 6% для 300 сперматозоїдів на одне 

спостереження, коли підрахунок 1/500 розведеної сперми повторювався 3 

рази [107]. Це найдешевший спосіб оцінки концентрації сперматозоїдів, але 

основна проблема цього методу полягає в тому, що він займає багато часу і 

може бути несумісний з подальшим використанням сперми, наприклад, 

кондиціонуванням для збереження або аліквотуванням для багаторазових 

схрещувань в генетичних дослідженнях [108]. Вимога швидкої оцінки 

концентрації сперматозоїдів може бути реалізована за допомогою різних 

методів, таких як фотометрія, цитометрія, включаючи лічильник Коултера, і 

центрифугування. Концентрацію сперматозоїдів можна точно і швидко 

оцінити за допомогою складних і дорогих інструментів, які можуть надати 
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інші характеристики життєздатності сперматозоїдів, але нові дешеві 

програми, такі як невеликі мобільні однохвильові (навіть в УФ) фотометри 

або аналіз зображень, можуть бути успішно використані з прийнятною 

затримкою в часі для подальшого використання сперми [108]. 

 

3.1.2. Контроль рухливості сперми 
 

Рухливість сперматозоїдів вважається однією з ключових 

характеристик аналізу сперми. Відомо, що ручна мікроскопічна оцінка 

рухливості є недостовірною, неточною [109] та суб’єктивною [110]. 

Комп'ютерні аналізатори сперми (CASA) надають точну і достовірну 

інформацію про різноманітні характеристики руху сперматозоїдів і можуть 

бути використані для об'єктивної оцінки рухливості [111]. Поступова поява 

систем комп'ютерного аналізу сперми (CASA-Mot) дозволила оцінити більшу 

кількість кінетичних параметрів сперматозоїдів за допомогою об'єктивних, 

чутливих і точних методів [112]. У комп'ютерному аналізі сперми (CASA) 

[113], [114], відеозапис руху сперматозоїдів і аналіз декількох параметрів 

руху дозволяє оцінити морфологію сперматозоїдів, а також швидкість руху, 

рух голівки і загальний відсоток рухливих сперматозоїдів. Такі аналізи дають 

велику кількість даних, які часто важко співвіднести з конкретною функцією 

сперматозоїдів. Однак метод є дуже корисним для порівняння зразків, 

особливо за допомогою кластерного аналізу, розробленого Martinez-Pastor та 

ін. [115] де аналізуються зміни в розподілі кластерів сперматозоїдів в 

еякуляті. 

 

3.1.3. Процес запліднення на даний час 
 

В даний час виробничі протоколи для Viviers de Sarrance не 

фокусуються на рухливості та концентрації сперматозоїдів. Гонади 

неосамців витягують із забитої риби, потім подрібнюють і розбавляють 
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розчинником IMV у співвідношенні 1:9. Розбавлене молочко зберігають при 

температурі 9°C щонайменше 1 годину, а іноді до 36 годин перед 

використанням. Незалежно від розміру яйцеклітин або концентрації молочка, 

застосовується приблизно таке співвідношення: один об'єм розведеного 

молочка на 100 об'ємів ооцитів. Активатор додається до яйцеклітин відразу 

після розведеного молочка. Потім весь контейнер обережно перемішується і 

закладається на 5 хвилин. Потім запліднені яйцеклітини промивають і 

переносять в інкубатори. 

 

3.1.4. Робота, що проводиться для оптимізації якості сперми та 
кількості молочка 

 

Якість сперми, яка включає показники рухливості, швидкості, 

довговічності та щільності сперматозоїдів, вважається основною 

характеристикою, що визначає успіх запліднення [116], [117]. 

Сперматогенез та остаточне дозрівання сперматозоїдів у риб 

контролюється на гіпоталамо-гіпофізарно-гонадній (HPG) осі, де секреція 

гіпофізарно-гонадотропінів контролюється гіпоталамусом через стимулюючу 

дію гонадотропін-рилізинг-гормону (GnRH). GnRH є первинними 

нейропептидами, які регулюють розмноження у риб та інтегрують зовнішню 

інформацію, таку як температура, фотоперіод, падіння води та соціальні 

взаємодії [118]. Репродуктивний механізм на осі HPG використовується у риб 

в контрольованих умовах, де, крім факторів навколишнього середовища, 

гормональне лікування може також застосовуватися для досягнення 

синхронізації нересту і остаточного дозрівання сперматозоїдів. Переваги 

застосування гормональної терапії також стосуються виробництва 

сперматозоїдів (яке визначається як концентрація, помножена на отриманий 

об'єм), їх здатності до руху та запліднення. Оскільки відтворення є 

вирішальним у тваринництві, оцінка якості сперми відіграє життєво важливу 

роль у практиці аквакультури, часто визначаючи її прибутковість. 
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Встановлено, що якість сперми сильно залежить від сезону [61], [119], 

[120]. Щільність сперми, відсоток рухливих клітин, швидкість та лінійність 

значно змінюються протягом нерестового сезону [119]. Розуміння сезонних 

змін якості сперми може бути використане для оптимізації успішності 

запліднення для інкубаційного виробництва [77], вдосконалення методів 

зберігання гамет [121], підвищення ефективності програм селекційного 

розведення [122] та оцінки впливу старіння сперми [123]. Було виявлено, що 

7-27% варіацій ознак сперми можна пояснити сезонними коливаннями, що 

вказує на те, що сезонність може мати значний вплив на якість рухливості, 

швидкість, лінійність, довговічність і щільність сперматозоїдів [124]. 

Розуміння цих сезонних коливань якості сперми є важливим для кількісної 

оцінки впливу батька на успіх запліднення. 

Харчування маточного поголів'я є ключовим фактором, який може 

впливати на плодючість, гаметогенез та якість гамет [74], [125], і, як відомо, 

впливає на відтворення риби, якість личинок та виживання [125], [126]. Лише 

деякі дослідження використовували самців плідників, що свідчить про 

необхідність оптимізації харчових потреб як самців, так і самок плідників 

[127], [128]. Хімічний склад сперми також визначається раціоном самця і 

може бути успішно використаний для оцінки її якості [129]. Важливими 

компонентами раціону, що впливають на якість сперми, є вітаміни, які діють 

як антиоксиданти. До них відносяться вітаміни С і Е та каротиноїди. 

Підтверджено, що вміст вітаміну С у плазмі сперми визначається його 

кількістю в раціоні риби, наприклад, у райдужної форелі (Oncorhynchus 

mykiss) [130]. Антиоксиданти відіграють захисну роль для клітин під час 

сперматогенезу та позитивно впливають на рухливість сперматозоїдів. Тому 

високий рівень антиоксидантів у сім'яній плазмі (вітаміни С і Е) позитивно 

впливає на якість сперми, її здатність до запліднення та розвиток ембріонів. 

Антиоксиданти також необхідні для стероїдогенезу та захисту клітин під час 

цього процесу до запліднення [125]. Їх присутність знижує ризик 

пероксидації ліпідів, процесу, що є шкідливим для рухливості 
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сперматозоїдів. Також було доведено, що рухливість сперматозоїдів та їхня 

здатність запліднювати яйцеклітину залежить від докозагексаєнової кислоти 

(DHA) та арахідонової кислоти (ARA) [125]. 

 

3.2. Попередній експеримент 
 

 Перший експеримент був проведений з використанням протоколів IMV 

Technologies© заморожування та розморожування ікри форелі, з 

використанням оцінки концентрації та швидкості як маркерів якості.  

Метою цього експерименту було дослідити можливість використання 

розмороженого ікри в протоколах запліднення, а також дослідити діапазон 

концентрації сперматозоїдів, необхідний для досягнення оптимальних 

показників запліднення.  

 У першому експерименті використовували свіже молочко від одного 

25-місячного неосамця. Після екстракції та розведення 1:1, концентрацію та 

рухливість сперми перевіряли за допомогою системи CASA. Шляхом різних 

розведень було отримано кілька зразків зі зменшуваною концентрацією 

(ідентифіковано від 6.1 до 6.4). Один і той самий об'єм з кожного зразка 

використовували в двох екземплярах для запліднення однакових за якістю 

пулів яйцеклітин. 

 

Таблиця 3.1 – Результати першого експерименту на ооцитах, запліднених 

кріоконсервованим молочком з використанням IMV Technologies. 

 

 

Зразок

Рухливість 

сперматозоїдів, 

%

Кількість рухливих 

сперматозоїдів на 

яйцеклітину

Виживання ікри до 

вилуплення, %

Виживання до 

резорбції жовткового 

мішка, %

6.1 53,6 1,03E+06 97,19% +/‐1,02% 90,42% +/‐1,20%

6.2 53,6 2,38E+05 95,81% +/‐0,24% 88,54% +/‐0,82%

6.3 53,6 1,17E+05 90,81% +/‐2,39% 85,07% +/‐4,53%

6.4 53,6 6,78E+04 86,39% +/‐0,98% 81,51% +/‐3,63%
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 Показники виживання до вилуплення становили від 86,39% до 97,20%, 

що є дуже високим показником і може бути порівняно з показниками 

виживання запліднених свіжим молочком яйцеклітин. Показники виживання 

до резорбції становили від 81,52% до 90,43%. Ці порівняно хороші 

результати спонукали продовжити дослідження з розмороженим молочком, 

щоб оцінити їх і впровадити нові протоколи з оптимальними 

концентраціями, які використовуються для запліднення. 
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3.3. Матеріали і методи 
 

3.3.1. Екстракція гонад, підготовка молочка та кріоконсервація 
 

 У першому експерименті було використано 4 зразки молочка від різних 
неосамців, щоб дослідити вплив різних концентрацій на успішність 
запліднення.  
 Сперму було отримано від 25-місячних неосамців райдужної форелі 

(Oncorhynchus mykiss, які отримували корм з добавкою метилтестостерону 

протягом перших 900 градусоднів). Після того, як вони були підвішені за 

хвіст, піддані анестезії MS222-трикаїном, неосамці були вбиті шляхом 

знекровлення через зябра. Цей процес дозволяє уникнути присутності крові в 

тканинах гонад, щоб уникнути потенційного росту бактерій у молочці. Таким 

чином, це дозволяє збільшити термін зберігання. Гонади відбирали руками в 

стерильних рукавичках. 

 Всі подальші етапи проводилися при температурі 7°C. Гонади 

зважували, а кровоносні судини видаляли за допомогою леза скальпеля. 

Гонади гомогенізували за допомогою механічної м'ясорубки, потім отриману 

фазу, яка називається "молочко", було зважено. Середнє значення ваги 

екстрагованих гонад становило 59,8 г (+/-18,9). Молочко було розведено 1:1 з 

AquaBoost®Spermcoat, залишено на 10-15 хвилин і відфільтровано. 

Концентрацію сперматозоїдів вимірювали на фотометрі SDM6.  

 Для кожного самця частину початкових зразків (після розведення 1:1) 

розвели до 1,5 млрд сперматозоїдів/мл і кріоконсервували, використовуючи 

конфіденційні протоколи Cryogenetics. Зразки було розміщено в контейнери 

Squarepack® (12 мл). 
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Рисунок 3.1 – Протокол вилучення гонад, підготовки молочка та 

кріоконсервації. 

 

3.3.2. Проведення експериментів з розморожування та запліднення 

 

 Кріоконсервоване молочко розморожували, виймаючи контейнер із 

молочком із резервуару з азотом, і занурюючи його у воду з температурою 

25°C рівно на 30 секунд. Потім розморожене молочко використовували для 

запліднення протягом наступних 10-15 хвилин. У заморожених зразках 

рухливість сперматозоїдів також вимірювали за допомогою CASAS відразу 

(протягом 5 с) після розморожування.  
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Рисунок 3.2 – Протокол експериментів з розморожування та запліднення. 

 

 Яйцеклітини, що використовувалися, були зібрані від 5 самок і змішані 

в однакових кількостях для кожного досліду. 10 мл яйцеклітин, що містять 

приблизно 100 яйцеклітин, від кожної самки були покладені в склянки для 

запліднення, щоб стерти будь-який потенційний «вплив самки». Для кожного 

самця дві склянки яйцеклітин були запліднені розмороженим молочком. 

Запліднення проводилося з 5 різними співвідношеннями сперматозоїдів до 

яйцеклітин: 3106; 2106; 1.5106; 1106; 5105 з 500 яйцеклітинами на кожен 

дослід. Для запліднення активатор Aquaboost© додавали разом з 
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розмороженим молочком, обережно перемішували і зберігали протягом 2 

хвилин. Після цього яйцеклітини ретельно промивали, а потім розкладали в 

окремі інкубатори. 

 Рівень успішності запліднення вимірювали відповідно до протоколу 

тестування Quattro. Рівень виживання вимірювали до моменту вилуплення, 

видаляючи і фіксуючи мертві ікринки 3 рази на тиждень, а також 

підраховуючи живі ікринки на стадії вилуплення. 

 

3.3.3. Обробка даних 
 

 Дані про рухливість, отримані з аналізу CASA, дані про запліднення, 

дані про виживання не були розподілені за нормальним законом (тест 

Shapiro-Wilk, p < 0,001). Порівняння груп проводилось за допомогою 

непараметричних U-тестів. Для обробки даних використовувалось програмне 

забезпечення XLSTAT (Microsoft office©).  

 

3.4. Результати 
 

3.4.1. Результати запліднення «Кріо 2» 
 

 У цьому експерименті концентрація 1,5 мільйона сперматозоїдів на 

яйцеклітину дала найкращий показник запліднення (97% запліднених 

яйцеклітин). Частота запліднення при цій концентрації не показала значної 

різниці з концентрацією 2 мільйони сперматозоїдів на яйцеклітину (91% 

запліднених яйцеклітин). Однак решта зразків статистично відрізнялися і 

показали гірші показники запліднення: 84% для 500 000 

сперматозоїдів/яйцеклітина; 89% для 1 мільйона сперматозоїдів/яйцеклітина, 

86% для 3 мільйонів сперматозоїдів/яйцеклітина. 
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Таблиця 3.2 – Результати експерименту «Кріо 2» зі змінними концентраціями 

між 4 зразками кріоконсервованої сперми (середнє значення для 4 самців у 

різних концентраціях). 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 3.3 – Результати експерименту «Кріо 2» зі змінними 

концентраціями між 4 зразками кріоконсервованої сперми (коефіцієнт 

запліднення згідно із співвідношенням сперматозоїдів на яйцеклітину, 

середнє значення для 4 самців у різних концентраціях). 

 

 

 

Кількість сперматозоїдів 
на яйцеклітину

Середнє значення 
запліднених яйцеклітин (4 

зразки), %

500000 83,75% +/-7,58%
1000000 88,5% +/-8,56%
1500000 97% +/-3,18%
2000000 91% +/-6,13%
3000000 86% +/-2,09%
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3.4.2. Рівень виживання до вилуплення «Кріо 2» 
 

Таблиця 3.3 – Результати експерименту «Кріо 2» зі змінними концентраціями 

між 4 зразками кріоконсервованої сперми (середнє значення для 4 самців у 

різних концентраціях). 

 

 

 

 

 

Рисунок 3.4 – Результати експерименту «Кріо 2» зі змінними 

концентраціями між 4 зразками кріоконсервованої сперми (коефіцієнт 

виживання згідно із співвідношенням сперматозоїдів на яйцеклітину, середнє 

значення для 4 самців у різних концентраціях). 

Кількість сперматозоїдів на 
яйцеклітину

Виживаність до вилуплення, 

%

500000 80,87% +/-2,47%

1000000 80,62% +/-2,06%

1500000 89,18% +/-1,26%

2000000 82,25% +/-3,68%

3000000 80,15% +/-2,79
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Згідно з результатами виживання в цьому експерименті, яйцеклітини, 

запліднені 1,5 мільйонами сперматозоїдів на яйцеклітину, показали найкращі 

результати смертності (89,18% +/- 1,26%).  

Решта експериментальних ікринок, запліднених зі співвідношенням 

500000-1 мільйон сперматозоїдів на яйцеклітину; 2 мільйони - 3 мільйони, не 

показали суттєвої різниці між зразками і показали нижчий рівень виживання 

(80-82%), який все одно був досить високим. 

 

3.4.3. Результати запліднення «Кріо 3» 
 

Таблиця 3.4 – Результати експерименту «Кріо 3» зі змінними концентраціями 

між 4 зразками кріоконсервованої сперми (середнє значення для 4 самців у 

різних концентраціях). 

 

 

 

Згідно з цими результатами, співвідношення від 1,5 до 3 мільйонів 

сперматозоїдів на яйцеклітину дають найкращі показники запліднення і 

статистично не відрізняються: 91% запліднених яйцеклітин при 

співвідношенні 1,5 мільйона сперматозоїдів на яйцеклітину; 95% при 

співвідношенні 2 і 3 мільйони сперматозоїдів на яйцеклітину. За цими 

результатами не спостерігається чоловічого ефекту, що робить очевидним, 

що успіх запліднення залежить лише від концентрації сперматозоїдів. Проте 

в літературі повідомляється про неоднаковий потенціал самців [131], [132], 

[101]. 

Кількість сперматозоїдів на 

яйцеклітину

Середнє значення 

запліднених яйцеклітин,%

500000 89,73% +/‐5,57%

1000000 87,70% +/‐7,17

1500000 90,66% +/‐6,13

2000000 95,02% +/‐4,60

3000000 94,81% +/‐3,25%
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Рисунок 3.5 – Результати експерименту «Кріо 3» зі змінними 

концентраціями між 4 зразками кріоконсервованої сперми (коефіцієнт 

запліднення згідно із співвідношенням сперматозоїдів на яйцеклітину, 

середнє значення для 4 самців у різних концентраціях). 

 

3.4.4. Рівень виживання до вилуплення «Кріо 3» 
 

Таблиця 3.5 – Результати експерименту «Кріо 3» зі змінними концентраціями 

між 4 зразками кріоконсервованої сперми (середнє значення для 4 самців у 

різних концентраціях). 

 

 

 

Кількість сперматозоїдів на 
яйцеклітину

Виживаність до вилуплення, 

%

500000 83,39% +/-2,61%
1000000 84,73% +/-4,44%
1500000 86,62% +/-2,44%
2000000 86,11% +/-3,88%
3000000 84,77% +/-3,19%
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Рисунок 3.6 – Результати експерименту «Кріо 3» зі змінними 

концентраціями між 4 зразками кріоконсервованої сперми (коефіцієнт 

виживання згідно із співвідношенням сперматозоїдів на яйцеклітину, середнє 

значення для 4 самців у різних концентраціях). 

 

 Згідно з результатами виживання під час цього експерименту, не було 

виявлено суттєвої різниці між виживанням яйцеклітин, запліднених зі 

співвідношенням сперматозоїдів до яйцеклітини від 500 000 до 3 мільйонів 

сперматозоїдів на яйцеклітину. Показники виживання варіюють від 83% до 

86%, що схоже на результати попереднього експерименту, але трохи вище. 

Ця невелика різниця може бути пов'язана з покращенням навичок 

розморожування і кращим засвоєнням протоколів, а також зі зміною 

повторюваності співвідношення сперматозоїдів/яйцеклітина. 

 

3.5. Висновки до розділу 3 
 

 Концентрації від 1,5 до 3 мільйонів сперматозоїдів на яйцеклітину 

дають найкращі результати запліднення.  
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Концентрації з меншим співвідношенням сперматозоїдів до яйцеклітини не 

показали таких ефективних показників запліднення. Це узгоджується зі 

стандартними виробничими протоколами, що використовуються у всьому 

світі, які використовують 3 мільйони сперматозоїдів на яйцеклітину під час 

запліднення. Концентрації, які показали найкращі результати в цьому 

дослідженні, можуть бути використані для широкомасштабних 

експериментів, щоб підтвердити ефективність цього протоколу. Показники 

виживання були вищими за 80% у кожному зразку. Найвищий результат 

склав 89,18% (+/-1,26%), решта зразків не показали значних відмінностей в 

обох експериментах.  

 Для підтвердження ефективності цих протоколів у великомасштабних 

експериментах необхідна подальша робота, але перші результати є дуже 

обнадійливими для впровадження використання розмороженого молочка у 

виробничих протоколах. 
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ВИСНОВКИ 
 

1. Протоколи Cryogenetics дозволяють досягти високої рухливості 

сперматозоїдів після розморожування. Результати, представлені в цих 

дослідженнях, показують, що нові протоколи, які застосовуються для 

форелі, є більш ефективними, ніж старі протоколи, описані в літературі, 

які не були адаптовані для форелі. 

2. У дрібномасштабних дослідженнях не було виявлено різниці в успішності 

запліднення між партіями, заплідненими свіжим або замороженим 

молочком. Коли сперматозоїди заморожують, а потім розморожують, 

спостерігається падіння рівня рухливості, однак нижча рухливість 

кріоконсервованих сперматозоїдів не має жодного негативного впливу на 

високий успіх запліднення.  

3. Концентрації від 1,5 до 3 мільйонів сперматозоїдів/яйцеклітина давали 

найкращі результати запліднення. Показники виживання були вищими за 

80% у кожному зразку від 500 000 до 3 мільйонів сперматозоїдів на 

яйцеклітину і статистично не відрізнялися, за винятком найкращого 

результату - 89% виживання.  

4. Необхідна подальша робота для підтвердження ефективності цих 

протоколів у великомасштабних випробуваннях, але перші результати є 

дуже обнадійливими для впровадження використання розмороженого 

молочка у виробничих протоколах. 

5. В цілому, поточні результати показують відмінну ефективність і 

відкривають можливості підтвердити її під час подальших 

великомасштабних випробувань, які є необхідними. Це надихає 

дослідницьку команду на проведення великомасштабних експериментів і 

відкриває перспективу для впровадження технологій заморожування у 

виробництво. Це може бути дуже корисним для підтримки генетичної 

мінливості маточного стада, використання генетичних досягнень та 

ефективного використання сперми (особливо під час сезонного дефіциту 
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самців) для отримання сперми постійної якості під час сезонного 

дефіциту. Самців райдужної форелі важко розводити, і спостерігається 

велика смертність після 24 місяців життя. Крім того, на рибних фермах 

для інверсії статі використовують гормони (метилтестостерон), що є 

шкідливим для навколишнього середовища і викликають етичні 

суперечки у суспільстві. Отже, використовуючи кріоконсервацію сперми, 

рибні господарства могли б заощадити багато ресурсів, часу, бути 

впевненими, що у них є достатньо сперми для виробництва незалежно від 

сезону, бути більш екологічними та етичними.  
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