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NASIENIE SEKSOWANE. PRZYCZYNY OBNIZONEJ PLODNOSCI
I MOZLIWOSCI PRECYZYJNEJ OCENY JAKOSCI*
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Zastosowanie nasienia seksowanego jest bardzo atrakcyjnym rozwigzaniem dla hodowcow
bydta, ktorzy chcq zdecydowanie zwigkszy¢ ilosé rodzgcych sig cieliczek w stadzie. Obec-
nie odsetek uzyskiwanych cielgt plci zenskiej po inseminacji frakcjg X nasienia seksowa-
nego wynosi okoto 90%. Technologia seksowania nasienia jest stale udoskonalana, jednak
w przypadku jego uzycia skuteczno$¢ inseminacji (plodnosé) jest wcigz nizsza w porow-
naniu z nasieniem konwencjonalnym. Gtowng przyczyng jest obnizona jakos¢ plemnikow,
ktore w trakcie seksowania sq narazone na oddzialywanie czynnikow stresowych o cha-
rakterze technologicznym. W zwigzku z tym sprawg niezwykle istotng jest mozliwos¢ pre-
cyzyjnego okreslania ich jakosci in vitro. Standardowe metody oceny plemnikow, takie jak
ruchliwos¢, morfologia czy przezywalnosé, posiadajg znaczne ograniczenia, a ponadto
ich wyniki tylko do pewnego stopnia korelujg ze zdolnoscig plemnikow do zaplodnienia.
Z tego powodu konieczne jest zastosowanie nowoczesnych metod oceny nasienia, ktore
bedq stanowi¢ bardziej precyzyjng podstawe do okreslenia ptodnosci nasienia in vivo.

Stowa kluczowe: seksowane nasienie, plodnosé, bydto

Zainteresowanie metodami rozdzialu plemnikow zwierzat notuje si¢ od czasu sze-
rokiego wprowadzenia inseminacji do praktyki hodowlanej bydta. Poczatkowo za-
sadniczg barierg pozostawat brak wiarygodnych i szybkich metod identyfikacji ,,ptci”
plemnikow, a takze mozliwo$ci skutecznego odseparowania rozpoznanych juz frak-
cji. U wigkszo$ci gatunkow ssakow chromosom Y jest najmniejszym badz jednym
z najmniejszych elementéw w calym komplecie. Wigkszo$¢ metod stosowanych do-
tad do rozpoznawania plemnikow niosacych chromosomy X 1Y polegata na wykorzy-
staniu r6znic budowy i1 wielkosci pomigdzy tymi dwoma chromosomami.

Od pewnego czasu najwigksze zainteresowanie budzi mozliwo$¢ rozdziatu plem-
nikéw przy pomocy cytometrii przeptywowej. Pomyst jej wykorzystania do rozdziatu
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nasienia wedtug ,,ptci” narodzit si¢ na poczatku lat 80-tych, kiedy Pinkel i in. (1982)
stwierdzili mozliwo$¢ dokonania precyzyjnego pomiaru DNA oraz réznic jego za-
warto$ci pomiedzy plemnikami niosgcymi chromosom X lub Y. Barwili oni utrwa-
lone plemniki kilku gatunkéw ssakoéw bromkiem etydyny, mitramycyna lub DAPI
(4°,6-diamidyno-2-fenylindol). Podobne badania z wykorzystaniem fluorochromu
Hoechst 33342 (bisbenzimidazol) przeprowadzili Keeler i in. (1983). Barwnik ten,
stosowany obecnie w pracach nad sortowaniem nasienia, fatwo przenika przez nie-
uszkodzone btony zywych komorek, faczy si¢ stechiometrycznie z DNA w okolicach
par zasad A-T, a wzbudzany $wiatlem ultrafioletowym fluoryzuje w pasmie 450nm.

W pehi skutecznego rozdzialu plemnikoéw dokonano w koncu lat 80-tych na
nasieniu krolika (Johnson i in., 1989). Reanaliza nasienia $§wiezego, barwionego
Hoechstem 33342 wykazata, ze doktadno$¢ separacji wynosita 86% w przypadku
plemnikow ,,zenskich” oraz 81% w przypadku ,,meskich”. Rozdzielone plemniki
wprowadzane byty chirurgicznie do macicy krélic. Uzyskano okoto 28% wykotow,
a potomstwo urodzone po inseminacji frakcja X bylo w 94% plci zenskiej, natomiast
po inseminacji frakcja Y w 81% meskie. Nieco gorsze rezultaty osiggnieto, sortujac
nasienie knura (Johnson, 1991). Rowniez w tym przypadku skuteczno$é rozdziatu
oceniano na podstawie reanalizy i inseminacji chirurgicznej loch. Odsetek prosiat ptci
zenskiej po inseminacji ,,zenska” frakcja wyniost 74%, a plci meskiej po inseminacji
,»meska” frakcja — 68%. Wymienione prace wykazaly, ze istnieje realna mozliwo$¢
rozdzialu plemnikow pod wzgledem determinowanej ptci. Badania te wskazaly jed-
nak rownoczes$nie na pewne istotne ograniczenia metody, z ktérych najwazniejszym
byta niewielka szybkos¢ sortowania, osiggajaca przecigtnie 100200 komorek/sekun-
de. Na szybkos¢ te, oprocz niskiej wydajnosci samych sorteréw, wptywat w sposob
posredni specyficzny ptaski ksztatt gtowek plemnikow, powodujacy zjawisko nierdw-
nej gestosci optycznej oraz swego rodzaju soczewkowania fluorescencji. Polega ono
na uginaniu fluorescencji pochodzacej z wnetrza ku krawedziom gtowki plemnika.
Fluorescencja nie jest zatem dystrybuowana réwnomiernie wokot catej gtowki, lecz
soczewkowana w kierunkach zblizonych do jej ptaszczyzny. W przypadku analiz ilo-
$ci DNA plemnikoéw, gdzie spodziewane roznice fluorescencji sa niewielkie, zjawisko
to ma skrajnie niekorzystny charakter. Ptynagce w punkcie analizy plemniki ustawiajg
sie w sposob losowy w kierunku detektorow, zatem rdznice intensywnosci fluorescen-
cji wynikajace z jej soczewkowania catkowicie ,,zaghuszaja” rdéznice spowodowane
rzeczywistg iloscia DNA w komorce. Zjawisko to wymagato zastosowania specjal-
nych modyfikacji cytometrow przeptywowych polegajacych na zmianie ksztattu dy-
szy wylotowej 1 odczytywaniu fluorescencji DNA plemnikow rdwnocze$nie przez
dwa detektory umieszczone pod katem 90°. Zmodyfikowana w ten sposob dysza po-
wodowata sptaszczenie strumienia cieczy z plemnikami do postaci wstegi tak, by ich
glowki uktadaty si¢ w wiekszo$ci w tej samej plaszczyznie, natomiast przeniesienie
detektora pozwolito na odczyt fluorescencji DNA rowniez z pozostatej czgsci plemni-
koéw ustawionych ,,nieprawidtowo”.

Istotnym zagadnieniem pozostaje wplyw barwnika i wzbudzajacego go $wia-
tta laserowego na zdolno$¢ zaptadniajaca seksowanych plemnikow oraz poézniej-
szy rozw¢j zarodka. Jak juz wspomniano, fluorochromem stosowanym przy sepa-
racji nasienia jest Hoechst 33342, wzbudzany $wiattem UV o dhlugosci 350nm.
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W przypadku barwionych tym zwigzkiem plemnikéw buhaja obserwowano nieznacz-
ne obnizenie zdolnos$ci do zaplodnienia in vitro, jednak nie dotyczyto ono wszystkich
badanych ejakulatow. Nie potwierdzono natomiast wysuwanych poczatkowo zastrze-
zeh dotyczacych uszkodzen chromosomow, czy tez wad potomstwa jako rezultatu
zaplodnienia barwionymi plemnikami (Smorag i in., 1993). Takze badania wplywu
wigzki §wiatta UV na plemniki nie potwierdzity wezesniejszych zastrzezen (Guthrie
iin., 2002).

W obecnie stosowanych cytometrach przeptywowych, specjalizowanych w sekso-
waniu nasienia, wykorzystuje si¢ omoéwione wyzej i udoskonalone modyfikacje razem
z nowoczesng elektronika. Pozwala to na osiagnig¢cie dobrej wizualizacji i separacji
plemnikéow X 1Y przy przeplywie do okoto 40 000 komorek na sekundg i uzyskanie
w ciggu godziny okoto 15-20 mIn plemnikéw o czystos$ci frakcji ponad 90%. Nasie-
nie takie jest standardowo mrozone w stomkach, w porcjach zawierajacych 2-2,5 min
plemnikow. Po rozmrozeniu nasienia odsetek plemnikéw o ruchu postepowym wy-
nosi zwykle 50-60%. Zdolno$¢ zaptadniajaca nasienia seksowanego buhajow jest
jednak nizsza w poroéwnaniu z nasieniem nieseksowanym z dwoch powodéw. Jednym
jest nizsza liczba plemnikéw w dawce inseminacyjnej, drugim uszkodzenia plem-
nikow, do jakich dochodzi w trakcie procesu sortowania. W przypadku wiekszo$ci
buhajow istotng role odgrywaja oba te czynniki, jednak nie ustalono do tej pory, ktory
z nich odgrywa role wigksza (Seidel, 2014). Wykazano natomiast, ze istnieja duze
réznice w skuteczno$ci inseminacji pomiedzy buhajami po uzyciu niskich dawek
plemnikéw w seksowanym nasieniu (DeJarnette i in., 2010; 2011).

Badania nad powigzaniem jako$ci nasienia z jego zdolnoscig zaptadniajaca pro-
wadzone sg przy zastosowaniu coraz bardziej zaawansowanych technicznie metod.
W dotychczasowych badaniach oceniano takie parametry, jak zywotno$¢ plemnikow
(Gillan i in., 2008; Christensen i in., 2011), integralno$¢ blony komérkowej (Oliveira
1in., 2013; Ahmed i in., 2016), kapacytacj¢ (Alm i in., 2001; Gillan i in., 2008), stan
akrosomu (Christensen i in., 2011), aktywnos$¢ mitochondrialng (Ahmed i in., 2016),
IVF (Ward i in., 2001), zdolno$¢ penetracji $luzu (Al Naib i in., 2011), poziom reak-
tywnych form tlenu (Sellem i in., 2015) oraz integralno§¢ chromatyny / DNA (Gil-
lan 1 in., 2008; Ahmed i in., 2016). Mimo ze wiele z tych badan wykazato korelacje
z ptodnoscia, zadna indywidualna cecha oceniana in vitro nie pozwala wystarczajaco
wiarygodnie przewidywaé ptodnosci. Wskazuje to na konieczno$¢ wprowadzenia po-
dejécia wieloczynnikowego do tej kwestii. Potwierdzaja to badania Sellema i in. (2015),
ktorzy wykazali, ze kombinacja wspomaganej komputerowo analizy ruchu plemnikow
oraz oceny cytometrycznej (zywotno$¢, stan chromatyny i akrosomow, stres oksyda-
cyjny, aktywno$¢ mitochondrialna) moze lepiej (cho¢ w tym wypadku tylko w 40%)
wyjasni¢ roznice w plodnosci. Jest zatem oczywiste, ze wymagane sa dodatkowe ba-
dania uwzgledniajace nowe parametry jakoSciowe. Ostatnie wyniki badan (Holden
1 in., 2017) wskazuja, ze okreslenie zdolnosci zaptadniajacej nasienia seksowanego
moze wymagac zastosowania innych markeréw niz w przypadku nasienia nieseksowa-
nego. Przydatne mogg si¢ tu okaza¢ markery apoptotyczne, ktore byty skorelowane ze
zdolno$cig zaptadniajacg nasienia seksowanego in vitro (Zhao i in., 2014). Obiecujace
wydaje si¢ takze zastosowanie metod chemiluminescencyjnych, ktorych czuto§¢ znacz-
nie przewyzsza powszechnie stosowane metody fluorescencyjne (Gogol i in., 2009).
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Charakter uszkodzen plemnikoéw seksowanych nie zostat do tej pory wystarcza-
jaco wyjasniony. Istnieje szereg przypuszczen, w tym mozliwos$¢ rozciggnigcia witki
plemnika w kropli tworzacej si¢ w otworze dyszy, czy tez spowolnienie progresji
pierwszego cyklu komdrkowego pomig¢dzy zaptodnieniem i pierwszym podziatem
komoérkowym, na skutek trwatego zwigzania si¢ barwnika Hoechst 33342 z plem-
nikiem (Seidel, 2012). Dotychczasowe badania wskazuja na obnizong ruchliwos¢
plemnikow po seksowaniu, uszkodzenia w obrebie blony komoérkowej oraz akrosomu
i brak uszkodzen chromatyny (Boe-Hansen i in., 2005; Suh i in., 2005; Mocé i in.,
2006; Carvalho i in., 2010). Niestety wptyw uszkodzen plemnikow na ptodno$¢ moze
by¢ tylko cze$ciowo rekompensowany przez podniesienie ich liczby w dawce inse-
minacyjnej (Delarnette i in., 2010, 2011). W prawidlowo zarzadzanych stadach przy
zastosowaniu dawki 2 mln plemnikoéw zazwyczaj uzyskuje si¢ ptodno$¢ na poziomie
75-85% w stosunku do grupy kontrolnej inseminowanej standardowa dawka nasienia
nieseksowanego. Wskutek tego najwyzsze koszty, jakie ponosi hodowca z powodu
uzycia nasienia seksowanego, to nizsza ptodnosc.

Metoda regulacji ptci poprzez rozdzielanie plemnikéw X 1 Y znajduje coraz szer-
sze zastosowanie w hodowli bydta. Mimo wyzszych kosztoéw zakupu nasienia sek-
sowanego 1 jego obnizonej ptodnosci zyski hodowlane i ekonomiczne z racji uzyski-
wania cielat pozadanej plci sg na tyle wysokie, ze czynig te technologie optacalna.
Nalezy si¢ spodziewad, ze w najblizszych latach rowniez w Polsce nasienie seksowa-
ne buhajow bedzie wykorzystywane na coraz szerszg skale.
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Zatwierdzono do druku 7 VIII 2018
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Sexed semen. Reasons for reduced fertility and the possibility of accurate quality assessment

SUMMARY

The use of sexed semen is highly attractive for cattle breeders who want to considerably increase the
number of female calves born in a herd. Today, the proportion of female calves obtained after insemina-
tion with X-bearing sexed semen is around 90%. Semen-sexing technology is subject to continuous im-
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provement, but it still offers lower conception rates (fertility) compared to conventional semen. The main
reason is reduced quality of spermatozoa, which are exposed to technological stress factors during sexing.
Therefore, it is of paramount importance that their in vitro quality can be accurately assessed. Standard
sperm assessment methods such as motility, morphology and survival have many limitations, and their
results correlate with sperm’s fertilizing capacity only to a certain extent. For this reason, it is necessary to
use modern semen assessment methods to provide a more accurate basis for determining semen fertility
in vivo.

Key words: sexed semen, fertility, cattle



