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. RYBACTWO

1. Wstep

Ryby okoniowate naleza do tzw. gatunkdéw zamknigtopecherzowych. Oznacza to,
ze napehienie pecherza ptawnego jest U nich mozliwe jedynie w krotkim okresie ich
rozwoju ontogenetycznego (Ostaszewska 2002, Demska-Zakes$ i in. 2003, Kowalska i
in. 2003, Kowalska i Zake$s 2004, Zakes 2012, 2017, Zakes 1 in. 2015). W czasie
rozwoju osobniczego larw sandacza (Sander lucioperca) ze zmianami zachodzacymi w
przewodzie pokarmowym zwigzany jest zanik droznosci (atrofia) przewodu
powietrznego (ductus pneumaticus) przez ktory ,,przettaczane” jest powietrze
atmosferyczne zaczerpnigte sponad powierzchni wody. Nalezy podkresli¢, ze
zainicjowanie procesu napeiniania pgcherza plawnego warunkuje dalszy prawidtowy
wzrost 1 przezywalno$¢ larw. Intensyfikacja podchowu ryb w sytemach
recyrkulacyjnych (RAS), rozktad niepobranej paszy i1 $nigtych larw (woreczkow
zottkowych 1 kropli thuszczu), przyczynia si¢ do tworzenia na powierzchni basenoéw
podchowowych blony, stanowigcej bardzo czgsto barier¢ dla larw probujacych
zaczerpngé powietrze atmosferyczne. Celem rozwigzania tego problemu, a w rezultacie
zwigkszenia efektywnos$ci podchowu larw, stosuje si¢ rozne metody usuwania czy tez
rozbijania btony powierzchniowej. Wczesniejsze badania wykazaty, ze w przypadku
larw sandacza satysfakcjonujgce wyniki daje stosowanie tzw. natrysku (Szkudlarek
2005, Zake$s 2017). U dorady (Sparus auratus) stosowano tez inne rozwigzania
techniczne i metody usuwania btony powierzchniowej (Chatain 1989). Polegaty one
m.in. na wtlaczaniu btony powierzchniowej za pomoca odpowiednio umocowanej rurki,
przez ktora przeptywal strumien powietrza, do wnetrza ramki-putapki. Urzadzenie to w
jezyku angielskim nosi nazwe ,,skimmer”, co w bezpos$rednim thumaczeniu na jgzyk
polski znaczy m.in. ,,szumowka”. Nazwa ta wprawdzie bardzo trafnie oddaje istote
dziatania tego urzadzenia, ale chyba poprawniejsze bgdzie uzywanie bardziej ztozonego
terminu — np. strumieniowy zgarniacz btony powierzchniowej. Testy przeprowadzone w
czasie podchowu larw sandacza nie potwierdzity jednak skutecznos$ci tego rozwigzania

(Szkudlarek 2005, Zakes 2017).

Pomimo stosowania rozwigzan technicznych utatwiajacych wypehienie pegcherza
ptawnego przez larwy sandacza pewien ich odsetek jednak go nie napelnia. W
rezultacie konieczne jest odsortowanie tego rodzaju ryb. Jest to bowiem material o

istotnie obnizonej warto$§ci hodowlanej, o nizszym potencjale wzrostowym, z
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deformacjami ciata, a jego obecno$¢ w podchowie nasila zjawisko kanibalizmu (Zakes$

2017).

2. Odsortowywanie ryb z wypelnionym pecherzem plawnym

Czas napelniania pecherza ptawnego u wylegu sandacza zalezy od tempa rozwoju
osobniczego, ktore jest determinowane temperaturg wody. Przyktadowo w temperaturze
wody 18 i 22°C moze on napetniaé pegcherz, odpowiednio do 16-17 i 11-12 dnia po
wykluciu (dpw). W rekomendowanej do podchowu larw sandacza temperaturze wody
(RAS), tj. 20°C proces ten jest mozliwy do 10-12 dnia podchowu (wiek 14-16 dpw)
(fot. 1). Symptomy rozpoczgcia procesu wypetniania pecherza ptawnego (badania
histologiczne) obserwowane sg juz pierwszego dnia podchowu (wiek wylegu 4-5 dpw;
Kowalska i in. 2003). Przyzyciowo, uzywajac mikroskopu, oOdsetek wylggu z
napelionym pecherzem ptawnym mozna oszacowa¢ po 9-10 dniach podchowu (Zakes
2017).

Fot. 1. Wyleg sandacza w poczatkowej fazie napetniania pecherza ptawnego (wiek 8
dpw, temperatura wody - 20°C; pod mikroskopem pecherz ptawny jest widoczny w
postaci srebrzacej si¢ kulki) (fot. Z. Zakgs).

Teoretycznie juz po tym czasie mozna by sprobowaé oddzieli¢ osobniki z
wypelionym pecherzem plawnym od larw z niewypelnionym pecherzem. Jednak
obecnie nie ma metod, ktore bylyby bezpieczne dla larw sandacza i zapewniaty ich
wysoka przezywalnos¢. Podchowujac wyleg sandacza w temperaturze wody ok. 20°C
zabieg oddzielania ryb z wypelnionym pecherzem plawnym przeprowadzamy pod
koniec 3 lub w 4 tygodniu podchowu. Przyja¢ nalezy, ze $rednia masa ciala wylggu

musi wynosi¢ > 50 mg (Zakes$ 2017). Przeprowadzenie masowego sortowania materiatu
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nalezy poprzedzi¢ testami na probach o matlej liczebno$ci. Przyktadowo, z basenu
pobieramy ok. 100 larw i sortujemy w roztworze soli oraz anestetyku (szczegoly
ponizej). Wyleg z wypelnianym pegcherzem przenosimy do naczynia ze $wiezg woda i
po Kilku minutach okreslamy odsetek wybudzonych ryb (przezywalno$¢). Nastepnie
pod mikroskopem analizujemy, czy w tej probie wystepuja jedynie ryby z wypetlianym
pecherzem ptawnym. Natomiast probe ryb z niewypelionym pecherzem badamy pod
mikroskopem pod katem obecnosci ryb z wypetionym pegcherzem. Do masowego
sortowania wylegu sandacza mozna przystapi¢, gdy odsetek wybudzonych osobnikéw z
wypetnionymi pecherzami wynosi powyzej 95%, a w probie ryb z niewypelnionym

pecherzem ptawnym liczba tego rodzaju ryb stanowi powyzej 98% (Zakes 2017).

Obecnie do odsortowywania ryb z wypelionym pecherzem ptawnym polecaé
mozna Stosowanie wodnego roztworu soli  kuchennej (NaCl) i anestetyku.
Rekomendowane stezenie uzyskuje si¢ rozpuszczajac w 1 litrze wody 10 g NaCl i
anestetyk (MS-222) 20-50 mg/l. Przed sortowaniem konieczne jest krotkotrwale
przegtodzenie wylegu. Nie podajemy pokarmu przez 3-4 godziny. Do sporzadzenia
roztworu uzywamy dobrze natlenionej wody pobranej z doplywow do basenow
podchowowych. Do przeprowadzania tego zabiegu najlepiej uzy¢ plastikowych,
przezroczystych pojemnikéw miarowych o objetosci 1-2 litry (fot. 2). Ryby odtawiamy
kasarkiem o matym oczku (# 0,2 mm) i przenosimy do naczynia z roztworem soli
kuchennej 1 anestetyku. Delikatnie  mieszamy (koncem  kasarka). Po
kilkunastu/kilkudziesieciu sekundach u$pione ryby z wypetnionym pecherzem ptawnym
sg wynoszone na powierzchni¢ wody w naczyniu. Z kolei ryby bezpgcherzowe opadaja
na dno. Ryby pecherzowe zlewamy przez kasarek i umieszczamy w sadzyku z
doplywem $wiezej wody, w ktorym przebywaja do odpicia si¢ (aktywnego,
horyzontalnego poruszania si¢). Z rybami, ktére opadty na dno naczynia catg procedure
powtarzamy jeszcze dwa razy i odlawiamy pozostale osobniki z wypelionymi

pecherzami ptawnymi (fot. 2).
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Fot. 2. Oddzielanie wylggu sandacza z wypelionym pecherzem ptawnym w naczyniu z
wodnym roztworem soli kuchennej i MS-222. Ryby z wypelnionym pecherzem sg
wynoszone ku gorze naczynia - poczatkowa faza procedury (fotografia lewa). Zlewanie
wylegu sandacza z wypelnionym pecherzem z naczynia z roztworem soli 1 anestetyku
do kasarka (fotografia prawa) (fot. Z. Zakes)

Ryby bez wypehionego pecherza plawnego z punktu widzenia hodowcy sa
nieprzydatne do dalszego podchowu. Po odsortowaniu nalezy je u$pi¢ stosujac
przedawkowanie MS-222 (stezenie 200 mg/l) lub poprzez umieszczenie na lodzie, a
nastepnie poddac utylizacji. Osobniki z wypelionym pgcherzem ptawnym, po odpiciu
w sadzyku, umieszczamy w basenach podchowowych. Obsadzanie basendéw
podchowowych i zywienie larw z wypetnionych pecherzem ptawnym przeprowadzamy

wedhug procedur opracowanych dla tego gatunku (Zakes 2017).

3. Przygotowywanie roztworu MS-222

Glownymi zaletami stosowania anestetykow, oprocz wyciszenia reakcji stresowej
organizmu, jest istotne skrocenie czasu manipulacji oraz zminimalizowanie ich
negatywnych skutkéw, np. uszkodzen mechanicznych ciata, jak rowniez $miertelnosci
pomanipulacyjnej (Park i in. 2008). Posrod srodkow znieczulajgcych, mniej lub bardziej
popularnych w akwakulturze, szczegdlne miejsce zajmuje metanosulfonian trikainy
(CoH1102N + CH3SOzH) spotykany czesciej pod nazwg MS-222. Od momentu jego
opracowania i wprowadzenia na rynek w 1967 roku jest on najpopularniejszym oraz
najczesciej stosowanym $rodkiem w celu indukcji znieczulenia ogolnego w
akwakulturze (Topic Popovic i in. 2012). Poczatkowo MS-222 byl opracowywany jako
miejscowy $rodek przeciwbolowy w medycynie ludzkiej, jednak szybko odkryto, ze ma

on rowniez bardzo dobre wlasciwosci znieczulajagce w przypadku zwierzat wodnych.
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RYBACTWO

W Stanach Zjednoczonych MS-222 zostal zatwierdzony przez amerykanska
Agencje Zywnosci i Lekéw (Food and Drug Administration, FDA) do stosowania jako
srodek znieczulajacy w akwakulturze, ale tylko w przypadku niektorych rodzin ryb, a
mianowocie: sumikowatych (Ictaluridae), tososiowatych (Salmonidae),
szczupakowatych (Esocidae) i okoniowatych (Percidae) (FDA 2022). W Unii
Europejskiej (UE) na podstawie decyzji Europejskiej Agencji Lekow (EMEA) MS-222
zostal dopuszczony do stosowania w akwakulturze wylacznie w roztworze wodnym.
Pomimo powyzszej decyzji, w wielu krajach UE MS-222 nie zostat
uwzgledniony/zarejestrowany jako $rodek do stosowania w akwakulturze, np. w
Hiszpanii i Francji. Obecnie MS-222 w kilku krajach jest dostepny na rynku pod
ré6znymi nazwami handlowymi i oferowany przez rozne firmy farmaceutyczne, np.
Aqua Life TMSTM (Syndel, Canada), FinquelTM (Argent Chemical laboratories,
USA), Tricaine-STM (Western Chemical Inc., USA).

Kluczowe znaczenie podczas przygotowywania roztworu znieczulajacego na bazie
MS-222 ma doboér odpowiedniego stezenia i czasu kapieli (Rozynski i in. 2018).
Czynniki te sg przede wszystkim zalezne od gatunku, ktory poddajemy kapieli, masy
ciata/sortymentu oraz temperatury wody. MS-222 bardzo dobrze rozpuszcza si¢ w
wodzie tworzac klarowny bezbarwny roztwor. Bardzo wysoka rozpuszczalnosé
sprawia, ze nadaje si¢ on do stosowania zar6wno w wodzie stodkiej, jak 1 morskiej
(Maricchiolo i Genovese 2011). Roztwér ma odczyn kwasny, poniewaz MS-222 w
kontakcie z wodg tworzy kwas metanosulfonowy (Smith i in. 1999). Dlatego
podstawowg czynnoscia podczas przygotowywania kapieli znieczulajacej powinno by¢
zastosowanie odpowiedniej substancji buforujacej zbyt niskie pH roztworu. Wykazano
bowiem, ze roztwor MS-222, w zalezno$ci od twardos$ci wody i st¢zenia anestetyku,
moze mie¢ krytycznie niskie pH, bliskie 2,8 (Ohr 1976). To z kolei moze w negatywny
sposob wplywaé na ryby poddawane znieczuleniu ogdélnemu. Zbyt niskie pH moze
bowiem by¢ przyczyng szeregu zaburzen fizjologicznych u ryb, np.. zmian w
gospodarce jonowej 1 osmotycznej organizmu, zageszczenia krwi 1 wzrostu jej
ci$nienia, a takze zahamowania tempa metabolizmu i wzrostu ryb (Carter i in. 2011).
Niebuforowany MS-222 moze powodowac¢ rowniez uszkodzenia skory, nabtonka
oddechowego i rogowki u ryb (Davis i in. 2008). Dowiedziono rowniez, ze

zobojetniony MS-222 powoduje szybsze, trwalsze i bardziej harmonijne znieczulenie ze
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skréconym czasem powrotu do stanu réwnowagi. Najpopularniejszg substancja
wykorzystywang do buforowania kwasnego odczynu MS-222 jest wodoroweglan sodu
(NaHCO3) stosowany w stosunku 1:2 (MS-222 : NaHCO3) (Kolanczyk i in. 2003,
Wagner i in. 2003). MS-222 moze by¢ rowniez buforowany przy uzyciu innych
substancji, np. wodorofosforanu sodu (Na:HPOs), wodorotlenku sodu (NaOH) lub
imidazolu ( Davis i in. 2008).

MS-222 wystepuje pod postacig proszku, ktdry przed sporzadzeniem roztworu musi
zosta¢ odwazony w odpowiedniej ilo$ci. Dodatkowym utrudnieniem podczas indukcji
znieczulenia ogdélnego za pomoca tego anestetyku jest konieczno$¢ buforowania jego
kwasnego odczynu. Z tego powodu duzym utatwieniem mogloby by¢ wczesniejsze

przygotowanie roztworu i jego przechowywanie do czasu uzycia (tab. 1).
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Tabela 1. Procedura przygotowania wodnego roztworu MS-222 do znieczulania

ogolnego ryb o przykladowej objetosci 51

Potrzebne materialy:

MS-222;

Wodorowgglan sodu (bufor);

Woda destylowana;

Waga o doktadnosci + 0,001 g;

Naczynie o pojemnosci 1 1;

Pojemnik, w ktoérym usypiane beda ryby;

Woda z podchowalni;

Naczynie miarowe z podziatka o doktadnosci + 50 ml.

NGO~ LNE

Kolejne kroki w procedurze:

1. Po wytarowaniu naczynia na wadze, odwazamy w nim 1000 mg MS-222;

2. Nastepnie bez tarowania, w celu zbuforowania kwasnego odczynu MS-222
dodajemy do naczynia 2000 mg wodoroweglanu sodu;

3. Bez tarowania dolewamy do naczynia wode¢ destylowang do momentu uzyskania
roztworu o masie 1000 g;

4. Kolejnym krokiem jest doktadne rozmieszanie roztworu,
Tym sposobem otrzymali$my roztwor wyjéciowy o stezeniu MS-222 1000 mg/I;

6. Nastepnie w celu otrzymania zgdanego stezenia roztworu docelowego (tabela,
kolumna 3) odmierzamy odpowiednig obj¢tos¢ roztworu wyjsciowego (tabela,
kolumna 1) i wlewamy jg do pojemnika, w ktérym ryby beda usypiane;

7. Ostatnim krokiem w procedurze jest dodanie do pojemnika wody podchowowej o
odpowiedniej objetosci (tabela, kolumna 2).

Przykladowe proporcje skladnikow pozwalajace otrzyma¢ roztwor MS-222

o objetosci 51

1 2 3
Objetos¢ roztworu Objetos¢ wody Stezenie MS-222 w
wyjsciowego podchowowej roztworze docelowym
250 ml 4,75 | 50 mg/I
500 ml 4,50 | 100 mg/I
750 ml 4,25 | 150 mg/I

10
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