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SEZONOWE ZMIANY W AKTYWNOSCI STEROIDOGENNEJ
ORAZ MIKROSTRUKTURZE JADER BAZANTA*
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Celem pracy byta analiza wplywu sezonu rozrodczego na aktywnos¢ dehydrogenazy
3B-HSD, poziom testosteronu oraz mikrostrukture jqder bazanta obroznego. Material do
badan pobrano od 20 bazantéw w dwoch sezonach: w listopadzie, 1j. przed rozpoczeciem
okresu rozrodczego (N=12) oraz w sezonie rozrodczym (marzec-kwiecien, N=8). Przepro-
wadzone badania wykazaly, ze sezon rozrodczy nie ma istotnego wplywu na mase ciata
ptakow, wplywa natomiast istotnie na wzrost masy jqder, wzrost wartosci indeksu masy
gonad, a takze wzrost srednicy kanalikow nasiennych. Stwierdzono takze istotny wphyw se-
zonu rozrodczego na obraz mikroskopowy kanalikow nasiennych. I tak w okresie nierepro-
dukcyjnym kanaliki nasienne charakteryzowaly sig istotnie nizszym nablonkiem plemniko-
tworczym w porownaniu z okresem rozrodczym, gdzie w kanalikach nasiennych, pomigdzy
komorkami Sertoliego, byly obecne komdrki ptciowe we wszystkich stadiach spermato-
genezy i spermiogenezy, w tym liczne plemniki. Ponadto, w obu analizowanych okresach
dehydrogenaza 3p-HSD zlokalizowana byta w komorkach Leydiga, przy czym aktywnosé¢
tego enzymu, podobnie jak poziom testosteronu, wzrastala istotnie w okresie rozrodczym.

Stowa kluczowe: bazant, jgdra, sezon, mikrostruktura, aktywnosc steroidogenna

Kazdy zywy organizm charakteryzuje si¢ wieloma cechami, wsrod ktorych klu-
czowa jest zdolnos¢ do rozmnazania. Osiagnigcie sukcesu rozrodczego wymaga syn-
chronizacji wielu czynnikow, z ktorych najwazniejsze to wlasciwa budowa uktadu
rozrodczego oraz prawidtowo$¢ zachodzacych w tym uktadzie procesow, a takze od-
powiednie warunki srodowiska takie jak: dlugo$¢ dnia, temperatura, dostep do wody
1 pozywienia. Wszystkie te czynniki umozliwiajg nie tylko wydanie na §wiat potom-
stwa, lecz takze zapewniajg organizmowi optymalne warunki do wzrostu i rozwoju.
W krolestwie zwierzat istnieje wiele réznych strategii rozrodczych, ktére pozwolity
na rozprzestrzenianie si¢ gatunkow na catej kuli ziemskiej i opanowanie przez nie
wszystkich, nawet ekstremalnie trudnych srodowisk. Cechg rozmnazania ptakow jest
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sezonowos¢ rozrodu, czyli ograniczenie aktywnos$ci rozrodczej do okresu, w ktorym
istnieja najlepsze warunki do wydania na §wiat potomstwa. Dziatalno§¢ cztowieka
majaca na celu zwigkszenie wydajnosci produkeji wptywa réwniez na etologi¢ pta-
kéw. Modelowym przyktadem moze by¢ kura domowa (Gallus domesticus), u kto-
rej prace selekcyjno-hodowlane doprowadzity do zaniku sezonowosci w rozrodzie,
a u samic wyeliminowania instynktu wysiadywania jaj (Johnson, 1986).

Dotychczasowe badania wskazujg na $ciste powigzanie pomigdzy budowg anato-
miczng, a funkcja endokrynng meskich narzadéw plciowych ptakow. Jednak wiek-
sz0$¢ tych prac przeprowadzono na kurze domowej (Gryzinska i in., 2008; Vizcarra
iin., 2010). Stad tez cieckawym obiektem badan dajagcym duze mozliwo$ci poznawcze
sg ptaki, ktore zachowaty swoj ,,naturalny charakter” — sezonowo$¢ w rozrodzie. Dla-
tego celem pracy bylo zbadanie, w jaki sposob sezon rozrodczy bazanta obroznego
wptywa na aktywnos¢ steroidogenng oraz mikrostrukture jader.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 20 2-letnich kogutach bazanta obroznego o $redniej
masie ciata 1,5 kg. Materiat do badan pozyskiwano z hodowli bazantow, od ptakow
przeznaczonych w celu pozyskiwania migsa, w listopadzie, tj. przed rozpoczeciem
okresu rozrodczego (N=12) oraz w sezonie rozrodczym (marzec-kwiecien, N=8).
Materiat badawczy stanowily jadra kogutéw, ktdre tuz po wyizolowaniu wazono
z doktadnoscig do 0,01 mg, a nastepnie oszacowano tzw. indeks masy jader do masy
ciata, czyli procentowy udziat jader w masie ciata. Jadra dzielono na dwie czesci.
Jedng cze$¢, przeznaczona do oznaczenia stezenia testosteronu, homogenizowano
w 3 objetosciach buforu fosforanowego o pH 7,5. Poziom testosteronu w homoge-
natach jader oznaczono metoda radioimmunologiczng (RIA) przy uzyciu zestawu
odczynnikéw TESTO-RIA-CT Kit-BioSource Europe S.A. Drugg cze$¢ jader mro-
zono w cieklym azocie, a nastepnie krojono w kriostacie typu Slee MEV (Niem-
cy) na seryjne skrawki grubosci 10 pm w temperaturze —15°C. Skrawki seryjne po-
stuzyty do badan histologicznych oraz histochemicznych. Barwienie topograficzne
preparatow mrozeniowych wykonano hematoksyling i eozyng (H/E). Oszacowano
takie parametry morfometryczne, jak: $rednice kanalikow nasiennych kretych oraz
wysokos¢ nabtonka plemnikotworczego na podstawie 50 losowych pomiarow w kaz-
dym z analizowanych preparatow. Z kolei lokalizacje oraz aktywno$¢ dehydrogenazy
3B-hydroksysteroidowej (33-HSD) przeprowadzono zgodnie z metodyka Levy’ego
iin. (1959) w modyfikacji Wojtysiak i in. (2011). Preparaty inkubowano w medium
inkubacyjnym, zawierajagcym pregnenolon P, jako substrat, w temperaturze 37°C
przez okres 1 godziny. Intensywnos¢ reakcji histochemicznej w komorkach Leydiga
okreslano na podstawie gestosci optycznej (skala szarosci z wartoSciami wyrazanymi
w pikselach: od 0-bialy do 128-czarny) przy uzyciu programu komputerowego do
analizy obrazu MultiScan wersja 14.02. Analiz¢ preparatéw przeprowadzono w mi-
kroskopie §wietlnym NIKON E600 (Japonia).

Analize statystyczng wynikoOw opracowano w oparciu o program statystyczny
Statgraphics 5.0 (STSC Inc., Rockville, MD). Do wykonania obliczefr wykorzystano
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jednoczynnikowa analize wariancji. Za istotny wskaznik roznic statystycznych po-
migdzy $rednimi uznano prawdopodobienstwo na poziomie 0,05.

Wyniki

Wyniki dotyczace masy ciata, parametrow morfometrycznych jader bazanta oraz
poziomu testosteronu i aktywnosci dehydrogenazy 3B3-HSD w okresie rozrodczym
oraz przed rozpoczeciem okresu rozrodczego (okres niereprodukcyjny) przedstawio-
no w tabeli 1. Stwierdzono, Ze sezon nie mial istotnego wptywu na masg ciata ptakow,
wplywal natomiast zaré6wno istotnie na parametry morfometryczne, jak i obraz his-
tologiczny, a takze aktywno$¢ steroidogenng jader bazanta. I tak, bazanty w okre-
sie rozrodczym charakteryzowaly si¢ istotnie wigkszg masg jader, wyzszg warto$cig
indeksu masy gonad, a takze wigksza $rednica kanalikow nasiennych, jak rdwniez
wyzszym nabtonkiem plemnikotworczym w poréwnaniu z ptakami w okresie niere-
produkcyjnym. Sezon rozrodczy wptywal istotnie réwniez na obraz mikroskopowy
kanalikow nasiennych (rys. 1 A, B). W przypadku mikrostruktury nabtonka plemni-
kotworczego kanalikow nasiennych jader pobranych przed rozpoczeciem sezonu roz-
rodczego, pomiedzy komodrkami Sertoliego, obserwowano gtdwnie spermatogonie,
spermatocyty I i I rzedu oraz pojedyncze spermatydy (rys. 1 C, C). Z kolei, w okre-
sie rozrodczym w kanalikach nasiennych stwierdzono obecno$¢ komorek ptciowych
we wszystkich stadiach spermatogenezy i spermiogenezy w tym liczne plemniki

(rys. 1 D).

Tabela 1. Masa ciata oraz parametry morfologiczne, stezenie testosteronu i aktywno$¢ dehydrogenazy
3B-HSD w jadrach bazanta przed rozpoczgciem okresu rozrodczego oraz w okresie rozrodczym
($rednia + SE)

Table 1. Body weight and morphological parameters, testosterone concentration and 3f-HSD
dehydrogenase activity in pheasant testes before and during the breeding period (mean + SE)

Cechy Sezon niereprodukcyjny | Sezon rozrodczy Ist.
Traits Non-breeding season Breeding season Sig.
Masa ciala (g) 1430+43 1510457 ns
Body weight (g)
Masa jader (g) 5,57+0,26 22,93+1,02 *
Testicular weight (g)
Indeks masy jader do masy ciata (%) 0,35+0,02 1,52+0,06 *
Testicular weight to body weight index (%)
Srednica kanalikow nasiennych (um) 87,5+5,23 258,4+11,15 *E
Diameter of seminiferous tubules (um)
Wysoko$¢ nablonka plemnikotworczego (pum) 28,4+1,14 92,6+2,42 wox
Height of seminiferous epithelium (um)
Stezenie testosteronu (ng/ml) 0,17+0,01 2,28+0,03 HoAk
Testosterone concentration (ng/ml)
Aktywnos¢ dehydrogenazy 33-HSD (piksele) 15,12+0,38 62,4+0,94 HAk

Activity of 33-HSD dehydrogenase (pixels)

*Roznice statystycznie istotne przy P<0,05. **Roznice statystycznie istotne przy P<0,01.

***Roznice statystycznie istotne przy P<0,001; ns — roznice nieistotne.

*Significant differences at P<0.05. **Significant differences at P<0.01. ***Significant differences at P<0.001;
ns — non significant differences.
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Rysunek 1. Przekroj poprzeczny (A, B, C, D) oraz lokalizacja dehydrogenazy 3p-HSD w jadrach bazan-
ta przed rozpoczgciem okresu rozrodezego (A, C, C’, E) oraz w sezonie rozrodczym (B, D, F):
Kc — kanalik nasienny krety, Le — komoérka Leydiga, P — plemniki. Skala 10 um (A, B), 50 pm (C, D, E,
F), 100 um (C”)
Figure 1. Cross-section (A, B, C, D) and location of 3p-HSD dehydrogenase in pheasant testes before
(A, C, C’, E) and during the breeding period (B, D, F): K¢ — convoluted seminiferous tubule, (Lc) — Ley-
dig cell, P — spermatozoa. Scale 10 um (A, B), 50 um (C, D, E, F), 100 um (C”)

Analizujac aktywno$¢ steroidogenng jader bazanta, w obu analizowanych okre-
sach stwierdzono, ze dehydrogenaza 33-HSD byta zlokalizowana w komoérkach Ley-
diga (rys. 1 E, F), przy czym aktywno$¢ tego enzymu, podobnie jak poziom testoste-
ronu, wzrastala wysoce istotnie w okresie rozrodczym (tab. 1.).
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Omoéwienie wynikow

W przeprowadzonych badaniach analizowano wplyw sezonu rozrodczego na ak-
tywnos$¢ dehydrogenazy 33-HSD, stezenie testosteronu oraz mikrostrukture jader ba-
zanta obroznego. Z poréwnania badanych ptakow przed rozpoczeciem okresu rozrod-
czego (okres niereprodukcyjny) oraz w sezonie rozrodczym wynika, ze sezon nie miat
istotnego wptywu na masg ciata ptakoéw, wptywat natomiast istotnie na wszystkie ana-
lizowane parametry morfometryczne jader. I tak, wykazany w niniejszej pracy istotny
wzrost masy jader w okresie rozrodczym w poréwnaniu do okresu niereprodukceyj-
nego potwierdza wyniki wczesniejszych badan Dzugan i Birek (2009), w ktorych
autorki, analizujac parametry morfometryczne jader kaczora, wykazaly w okresie nie-
reprodukcyjnym gwattowng inwolucje jader (ok. 30-krotng). Ponadto, w okresie roz-
rodczym, podobnie jak to wykazano w niniejszej pracy, Dzugan i Birek (2009) stwier-
dzity istotny wzrost indeksu masy gonad, szacowany procentowym udzialem masy
jader w masie ciala wynoszacym odpowiednio u kaczora 4,91%, u przepiorki 2,54%
oraz u gasiora 0,06%. Niespotykana u pozostatych gatunkéw ptakoéw wielkos¢ gonad
kaczorow w okresie rozrodczym znajduje potwierdzenie w badaniach Shenga i Fanga
(1992), w ktorych autorzy wykazali, ze masa jader w pelni rozwinigtych kaczorow
rasy shao stanowi ok. 6,6% masy ciata. Wzrost masy gonad w okresie rozrodczym
potwierdzajg takze badania Griffina 1 Wilson (2003) oraz Bauchingera i in. (2007).
Z kolei, Gryzinska i in. (2008), analizujgc rozw6j uktadu rozrodczego meskiego ko-
gutdw rasy polbar wykazali, ze proces dojrzewania plciowego, a takze wzrost popedu
ptciowego nasilajacy si¢ od 18. do 33. tygodnia zycia kogutow koreluja dodatnio
z masg jader, ktora osiagneta w 33. tygodniu zycia ptakow Srednio 14,69 g, stanowiac
az 0,67% ich ciala.

Na podstawie badan mikroskopowych przeprowadzonych w niniejszej pracy
stwierdzono, ze w obu analizowanych okresach jadra bazantow otoczone byty oston-
ka bialawa, wewnatrz jader natomiast nie obserwowano odgatezien tkanki tacznej,
dzielgcej migzsz jadra na zraziki. Taki obraz mikroskopowy gonady meskiej jest cha-
rakterystyczng cecha ptakow (Bauchinger i in., 2007; Gonzalez-Moran i in., 2008)
w odroznieniu od ssakow, w jadrach ktorych zrab tacznotkankowy dzielgcy jadro na
zraziki jest dobrze rozwinigty. Wigkszo$¢ migzszu jader w obu analizowanych gru-
pach bazantéw stanowity kanaliki nasienne, przy czym $wiatto kanalikow w okresie
niereprodukcyjnym bylo znacznie wigksze w porownaniu z kanalikami nasiennymi
w okresie rozrodczym. Zwigzane jest to przede wszystkim z rozwojem nabtonka
plemnikotwodrczego, co potwierdzily przeprowadzone w niniejszej pracy badania
morfometryczne, w ktorych wykazano zaréwno istotny wzrost (okoto 3-krotny)
srednicy kanalikow nasiennych, jak i wysokosci nabtonka plemnikotworczego w ja-
drach bazantow w okresie rozrodczym w porownaniu do okresu niereprodukcyjnego.
Podobne obserwacje odnotowali Bauchinger i in. (2007), stwierdzajac 4-krotny
wzrost masy jader, jak i wielkos$ci kanalikéw nasiennych w okresie rozrodczym u po-
krzewki. Z kolei Silverin (1975) wykazal, ze u muchotowki masa jader, a takze $red-
nica kanalikow nasiennych przed rozpoczeciem sezonu rozrodczego stanowi odpo-
wiednio 63% i 77% maksymalnej wielkosci jader i kanalikow nasiennych z okresu
rozrodczego.
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Zasadniczymi funkcjami gonady meskiej jest wytwarzanie plemnikow oraz pro-
dukcja hormondéw steroidowych. Jadra ptakow sktadaja sie z dwoch anatomicznie
wydzielonych czgéci — kanalikow nasiennych oraz tkanki §rodmigzszowej z komor-
kami Leydiga odpowiedzialnymi za produkcj¢ androgenow.

Analizujagc mikrostrukture nabtonka plemnikotwoérczego kanalikow nasiennych
jader przed rozpoczeciem okresu rozrodczego oraz w sezonie rozrodczym wykazano,
ze niezréznicowane komorki ptciowe — spermatogonie — zlokalizowane sa w przedzia-
le przypodstawnym kanalika nasiennego. Wyzej ulokowane sa spermatocyty I rzedu
charakteryzujace si¢ obfita cytoplazmag i duzym jadrem komorkowym, zawierajagcym
wyraznie wybarwiong chromatyng. Kolejnym etapem spermatogenezy widocznym
w kanalikach nasiennych bazanta sg spermatocyty II rzedu oraz lezace blizej $wiatta
kanalika nasiennego spermatydy. W przypadku jader pobranych w okresie rozrod-
czym w apikalnej czeséci nabtonka plemnikotworczego widoczne sg takze spermatydy
przechodzace przez proces dojrzewania — spermiogeneze¢ oraz liczne plemniki. Taka
organizacja nabtonka plemnikotworczego kanalikow nasiennych jest typowa dla go-
nady meskiej (Beaupré i in., 1997; Gonzalez-Moran i in., 2008; 2010).

Oprocz kanalikow nasiennych drugim istotnym elementem mikrostruktury jadra
jest gruczot sroédmiagzszowy. W prezentowanej pracy w obrazie histologicznym jader
bazanta, w obu analizowanych okresach, gruczol $rodmigzszowy, w ktorego sktad
wchodza komorki Leydiga oraz wlosowate naczynia krwionosne i chtonne, zlokali-
zowany jest w przestrzeniach pomi¢dzy kanalikami nasiennymi. Komorki Leydiga w
jadrach bazantoéw wystepowatly pojedynczo lub tez tworzyty niewielkie grupy. Byly
to duze wieloboczne komoérki o okraglym jadrze z rozproszong chromatyng. Ich cy-
toplazma zawierata liczne drobne pecherzyki (krople ttuszczowe). Taka budowe ko-
morek Leydiga potwierdzajg badania ultrastrukturalne Thurstona i Korn (2000) oraz
Gonzélez-Moran i in. (2010), w ktérych autorzy wykazali obecno$¢ w cytoplazmie
komorek Leydiga kropli lipidowych, jak rowniez obfitg siateczke $rodplazmatyczng
gladka oraz mitochondria z kanalikowatymi grzebieniami, a wigc typowe cechy ko-
morek syntetyzujacych steroidy.

Jednym z kluczowych enzymow biosyntezy hormonow steroidowych jest dehy-
drogenaza 3B-HSD. W badaniach prowadzonych na jadrach ssakéw wykazano, ze
istnieja dwie drogi syntezy steroidéw, w ktorych uczestniczy ten enzym. Droga A*
katalizuje on przeksztatcenie pregnenolonu do progesteronu. Drugg mozliwoscia jest
droga A°, w ktorej dehydrogenaza 33-HSD uczestniczy w przej$ciu dehydroepian-
drosteronu (DHEA) do androstendionu (Payne i Hales, 2004). W przypadku pta-
kéw brak jest danych dotyczacych aktywnosci tego enzymu w gonadach meskich.
W prezentowanej pracy aktywnos$¢ dehydrogenazy 3f-HSD w jadrach bazantow ana-
lizowano na drodze A%, stosujac pregnenolon jako substrat reakcji. Stwierdzono, iz
ciemnoniebieskie ziarna formazanu $wiadczace o obecnos$ci dehydrogenazy 33-HSD
wystepowaty jedynie w komodrkach Leydiga, zar6wno w jadrach pobranych przed
rozpoczgciem okresu rozrodczego, jak 1 w okresie rozrodczym, przy czym w okresie
rozrodczym obserwowano wigksze skupiska ziaren formazanu pomiedzy kanalikami
nasiennymi, co moze wskazywaé¢ na wickszy udzial komorek Leydiga w gruczole
$rédmigzszowym jadra w stosunku do naczyfh krwiono$nych i chtonnych w poréw-
naniu z gruczotem $rodmigzszowym jader z okresu niereprodukcyjnego. Fakt, ze to
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komérki Leydiga sa miejscem biosyntezy hormonow steroidowych w gonadach me-
skich, potwierdzaja liczne badania prowadzone zaréwno na ssakach, jak i ptakach
(Bauchinger 1 in., 2007; Payne, 2007). Analizujac z kolei w niniejszej pracy aktyw-
no$¢ enzymatyczng jader bazanta, wykazano, ze w okresie rozrodczym aktywno$¢
dehydrogenazy 33-HSD istotnie wzrasta w porownaniu z aktywnos$cig tego enzymu
w jadrach bazantow pobranych w okresie niereprodukcyjnym. Tak wysoka aktyw-
no$¢ dehydrogenazy 3p-HSD w okresie rozrodczym $§wiadczy o wysokim poziomie
testosteronu. Potwierdzeniem tych przypuszczen sg uzyskane w niniejszej pracy wy-
niki dotyczace poziomu testosteronu, gdzie stwierdzono istotny wzrost stezenia tego
hormonu w okresie rozrodczym w pordwnaniu do okresu niereprodukcyjnego. Po-
twierdzaja to takze badania Bauchingera i in. (2007). Réwniez Chiver i in. (2014),
analizujagc poziom testosteronu we krwi habii czerwonogardlej, odnotowali istotny
wzrost stezenia testosteronu w okresie reprodukcyjnym. U ptakéw wysoki poziom
testosteronu w okresie rozrodczym ksztaltuje nie tylko drugorzgdowe cechy plciowe
(barwe 1 ksztalt pior, wielkos$¢ grzebienia, glos, temperament, behawior), ale rOwniez
warunkuje m.in. przeksztatcenie spermatocytow II rzedu w spermatydy (Verhoeven
iin., 2010). Co wiecej, badania Bauchingera i in. (2007) wskazujg na pozytywna kore-
lacj¢ pomiedzy poziomem testosteronu a masg jader. Autorzy odnotowali, Ze pomimo
mniejszego udzialu gruczotu §rodmigzszowego w stosunku do kanalikow nasiennych
w jadrach z okresu rozrodczego calkowita objeto$¢ komorek Leydiga wzrasta w tym
okresie w poréwnaniu do okresu niereprodukcyjnego, a to moze czgsciowo thumaczy¢
Wwyzszy poziom testosteronu w okresie rozrodczym ptakow.

Podsumowujac przeprowadzone badania mozna stwierdzié, ze sezon miat istotny
wplyw zardwno na parametry morfometryczne, jak i obraz histologiczny, a takze na
aktywnos¢ steroidogenng jader bazanta.
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Seasonal variation in the steroidogenic activity and testicular microstructure of pheasants
SUMMARY

The aim of the study was to analyse the effect of breeding season on the activity of 33-HSD dehydro-
genase, testosterone levels and testicular microstructure of ring-necked pheasants.

The experimental material was collected from 20 pheasants in two seasons: before the breeding sea-
son in November (N=12) and during the breeding season in March and April (N=8).

The study showed that breeding season had no significant effect on the body weight of the birds,
but had a significant effect on increasing testicular weight, the gonad weight index, and the diameter of
seminiferous tubules. The season also had a significant effect on the microscopic image of seminiferous
tubules. Accordingly, during the non-breeding period seminiferous tubules were characterized by signifi-
cantly lower seminiferous epithelium compared to the breeding period when sex cells were present in
seminiferous tubules at all stages of spermatogenesis and spermiogenesis. In addition, in both analysed
periods 3B-HSD dehydrogenase was located in Leydig cells; similar to the testosterone level, the activity
of this enzyme increases significantly during the reproductive period.

Key words: pheasant, testicles, season, microstructure, steroidogenic activity



