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NasieNie seksowaNe. PrzyczyNy obNiżoNej PłodNości  
i możliwości PrecyzyjNej oceNy jakości*  *

P i o t r  G o g o l

Instytut Zootechniki Państwowy Instytut Badawczy, Zakład Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji, 
32-083 Balice k. Krakowa

Zastosowanie nasienia seksowanego jest bardzo atrakcyjnym rozwiązaniem dla hodowców 
bydła, którzy chcą zdecydowanie zwiększyć ilość rodzących się cieliczek w stadzie. Obec-
nie odsetek uzyskiwanych cieląt płci żeńskiej po inseminacji frakcją X nasienia seksowa-
nego wynosi około 90%. Technologia seksowania nasienia jest stale udoskonalana, jednak  
w przypadku jego użycia skuteczność inseminacji (płodność) jest wciąż niższa w porów-
naniu z nasieniem konwencjonalnym. Główną przyczyną jest obniżona jakość plemników, 
które w trakcie seksowania są narażone na oddziaływanie czynników stresowych o cha-
rakterze technologicznym. W związku z tym sprawą niezwykle istotną jest możliwość pre-
cyzyjnego określania ich jakości in vitro. Standardowe metody oceny plemników, takie jak 
ruchliwość, morfologia czy przeżywalność, posiadają znaczne ograniczenia, a ponadto 
ich wyniki tylko do pewnego stopnia korelują ze zdolnością plemników do zapłodnienia.  
Z tego powodu konieczne jest zastosowanie nowoczesnych metod oceny nasienia, które 
będą stanowić bardziej precyzyjną podstawę do określenia płodności nasienia in vivo.

Słowa kluczowe: seksowane nasienie, płodność, bydło

Zainteresowanie metodami rozdziału plemników zwierząt notuje się od czasu sze-
rokiego wprowadzenia inseminacji do praktyki hodowlanej bydła. Początkowo za-
sadniczą barierą pozostawał brak wiarygodnych i szybkich metod identyfikacji „płci” 
plemników, a także możliwości skutecznego odseparowania rozpoznanych już frak-
cji. U większości gatunków ssaków chromosom Y jest najmniejszym bądź jednym  
z najmniejszych elementów w całym komplecie. Większość metod stosowanych do-
tąd do rozpoznawania plemników niosących chromosomy X i Y polegała na wykorzy-
staniu różnic budowy i wielkości pomiędzy tymi dwoma chromosomami. 

Od pewnego czasu największe zainteresowanie budzi możliwość rozdziału plem-
ników przy pomocy cytometrii przepływowej. Pomysł jej wykorzystania do rozdziału 
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nasienia według „płci” narodził się na początku lat 80-tych, kiedy Pinkel i in. (1982) 
stwierdzili możliwość dokonania precyzyjnego pomiaru DNA oraz różnic jego za-
wartości pomiędzy plemnikami niosącymi chromosom X lub Y. Barwili oni utrwa-
lone plemniki kilku gatunków ssaków bromkiem etydyny, mitramycyną 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, łatwo przenika przez nie-
uszkodzone błony żywych komórek, łączy się stechiometrycznie z DNA w okolicach 
par zasad A-T, a wzbudzany światłem ultrafioletowym fluoryzuje w paśmie 450nm. 

W pełni skutecznego rozdziału plemników dokonano w końcu lat 80-tych na 
nasieniu królika (Johnson i in., 1989). Reanaliza nasienia świeżego, barwionego 
Hoechstem 33342 wykazała, że dokładność separacji wynosiła 86% w przypadku 
plemników „żeńskich” oraz 81% w przypadku „męskich”. Rozdzielone plemniki 
wprowadzane były chirurgicznie do macicy królic. Uzyskano około 28% wykotów,  
a potomstwo urodzone po inseminacji frakcją X było w 94% płci żeńskiej, natomiast 
po inseminacji frakcją Y w 81% męskie. Nieco gorsze rezultaty osiągnięto, sortując 
nasienie knura (Johnson, 1991). Również w tym przypadku skuteczność rozdziału 
oceniano na podstawie reanalizy i inseminacji chirurgicznej loch. Odsetek prosiąt płci 
żeńskiej po inseminacji „żeńską” frakcją wyniósł 74%, a płci męskiej po inseminacji 
„męską” frakcją – 68%. Wymienione prace wykazały, że istnieje realna możliwość 
rozdziału plemników pod względem determinowanej płci. Badania te wskazały jed-
nak równocześnie na pewne istotne ograniczenia metody, z których najważniejszym 
była niewielka szybkość sortowania, osiągająca przeciętnie 100–200 komórek/sekun-
dę. Na szybkość tę, oprócz niskiej wydajności samych sorterów, wpływał w sposób 
pośredni specyficzny płaski kształt główek plemników, powodujący zjawisko nierów-
nej gęstości optycznej oraz swego rodzaju soczewkowania fluorescencji. Polega ono 
na uginaniu fluorescencji pochodzącej z wnętrza ku krawędziom główki plemnika. 
Fluorescencja nie jest zatem dystrybuowana równomiernie wokół całej główki, lecz 
soczewkowana w kierunkach zbliżonych do jej płaszczyzny. W przypadku analiz ilo-
ści DNA plemników, gdzie spodziewane różnice fluorescencji są niewielkie, zjawisko 
to ma skrajnie niekorzystny charakter. Płynące w punkcie analizy plemniki ustawiają 
się w sposób losowy w kierunku detektorów, zatem różnice intensywności fluorescen-
cji wynikające z jej soczewkowania całkowicie „zagłuszają” różnice spowodowane 
rzeczywistą ilością DNA w komórce. Zjawisko to wymagało zastosowania specjal-
nych modyfikacji cytometrów przepływowych polegających na zmianie kształtu dy-
szy wylotowej i odczytywaniu fluorescencji DNA plemników równocześnie przez 
dwa detektory umieszczone pod kątem 90°. Zmodyfikowana w ten sposób dysza po-
wodowała spłaszczenie strumienia cieczy z plemnikami do postaci wstęgi tak, by ich 
główki układały się w większości w tej samej płaszczyźnie, natomiast przeniesienie 
detektora pozwoliło na odczyt fluorescencji DNA również z pozostałej części plemni-
ków ustawionych „nieprawidłowo”.

Istotnym zagadnieniem pozostaje wpływ barwnika i wzbudzającego go świa-
tła laserowego na zdolność zapładniającą seksowanych plemników oraz później-
szy rozwój zarodka. Jak już wspomniano, fluorochromem stosowanym przy sepa-
racji nasienia jest Hoechst 33342, wzbudzany światłem UV o długości 350nm.  
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W przypadku barwionych tym związkiem plemników buhaja obserwowano nieznacz-
ne obniżenie zdolności do zapłodnienia in vitro, jednak nie dotyczyło ono wszystkich 
badanych ejakulatów. Nie potwierdzono natomiast wysuwanych początkowo zastrze-
żeń dotyczących uszkodzeń chromosomów, czy też wad potomstwa jako rezultatu 
zapłodnienia barwionymi plemnikami (Smorąg i in., 1993). Także badania wpływu 
wiązki światła UV na plemniki nie potwierdziły wcześniejszych zastrzeżeń (Guthrie 
i in., 2002).

W obecnie stosowanych cytometrach przepływowych, specjalizowanych w sekso-
waniu nasienia, wykorzystuje się omówione wyżej i udoskonalone modyfikacje razem 
z nowoczesną elektroniką. Pozwala to na osiągnięcie dobrej wizualizacji i separacji 
plemników X i Y przy przepływie do około 40 000 komórek na sekundę i uzyskanie  
w ciągu godziny około 15–20 mln plemników o czystości frakcji ponad 90%. Nasie-
nie takie jest standardowo mrożone w słomkach, w porcjach zawierających 2–2,5 mln 
plemników. Po rozmrożeniu nasienia odsetek plemników o  ruchu postępowym wy-
nosi zwykle 50–60%. Zdolność zapładniająca nasienia seksowanego buhajów jest 
jednak niższa w porównaniu z nasieniem nieseksowanym z dwóch powodów. Jednym 
jest niższa liczba plemników w dawce inseminacyjnej, drugim uszkodzenia plem-
ników, do jakich dochodzi w trakcie procesu sortowania. W przypadku większości 
buhajów istotną rolę odgrywają oba te czynniki, jednak nie ustalono do tej pory, który 
z nich odgrywa rolę większą (Seidel, 2014). Wykazano natomiast, że istnieją duże 
różnice w skuteczności inseminacji pomiędzy buhajami po użyciu niskich dawek 
plemników w seksowanym nasieniu (DeJarnette i in., 2010; 2011). 

Badania nad powiązaniem jakości nasienia z jego zdolnością zapładniającą pro-
wadzone są przy zastosowaniu coraz bardziej zaawansowanych technicznie metod. 
W dotychczasowych badaniach oceniano takie parametry, jak żywotność plemników 
(Gillan i in., 2008; Christensen i in., 2011), integralność błony komórkowej (Oliveira 
i in., 2013; Ahmed i in., 2016), kapacytację (Alm i in., 2001; Gillan i in., 2008), stan 
akrosomu (Christensen i in., 2011), aktywność mitochondrialną (Ahmed i in., 2016), 
IVF (Ward i in., 2001), zdolność penetracji śluzu (Al Naib i in., 2011), poziom reak-
tywnych form tlenu (Sellem i in., 2015) oraz integralność chromatyny / DNA (Gil-
lan i in., 2008; Ahmed i in., 2016). Mimo że wiele z tych badań wykazało korelacje  
z płodnością, żadna indywidualna cecha oceniana in vitro nie pozwala wystarczająco 
wiarygodnie przewidywać płodności. Wskazuje to na konieczność wprowadzenia po-
dejścia wieloczynnikowego do tej kwestii. Potwierdzają to badania Sellema i in. (2015), 
którzy wykazali, że kombinacja wspomaganej komputerowo analizy ruchu plemników 
oraz oceny cytometrycznej (żywotność, stan chromatyny i akrosomów, stres oksyda-
cyjny, aktywność mitochondrialna) może lepiej (choć w tym wypadku tylko w 40%) 
wyjaśnić różnice w płodności. Jest zatem oczywiste, że wymagane są dodatkowe ba-
dania uwzględniające nowe parametry jakościowe. Ostatnie wyniki badań (Holden  
i in., 2017) wskazują, że określenie zdolności zapładniającej nasienia seksowanego 
może wymagać zastosowania innych markerów niż w przypadku nasienia nieseksowa-
nego. Przydatne mogą się tu okazać markery apoptotyczne, które były skorelowane ze 
zdolnością zapładniającą nasienia seksowanego in vitro (Zhao i in., 2014). Obiecujące 
wydaje się także zastosowanie metod chemiluminescencyjnych, których czułość znacz-
nie przewyższa powszechnie stosowane metody fluorescencyjne (Gogol i in., 2009).



P. Gogol6

Charakter uszkodzeń plemników seksowanych nie został do tej pory wystarcza-
jąco wyjaśniony. Istnieje szereg przypuszczeń, w tym możliwość rozciągnięcia witki 
plemnika w kropli tworzącej się w otworze dyszy, czy też spowolnienie progresji 
pierwszego cyklu komórkowego pomiędzy zapłodnieniem i pierwszym podziałem 
komórkowym, na skutek trwałego związania się barwnika Hoechst 33342 z plem-
nikiem (Seidel, 2012). Dotychczasowe badania wskazują na obniżoną ruchliwość 
plemników po seksowaniu, uszkodzenia w obrębie błony komórkowej oraz akrosomu 
i brak uszkodzeń chromatyny (Boe-Hansen i in., 2005; Suh i in., 2005; Mocé i in., 
2006; Carvalho i in., 2010). Niestety wpływ uszkodzeń plemników na płodność może 
być tylko częściowo rekompensowany przez podniesienie ich liczby w dawce inse-
minacyjnej (DeJarnette i in., 2010, 2011). W prawidłowo zarządzanych stadach przy 
zastosowaniu dawki 2 mln plemników zazwyczaj uzyskuje się płodność na poziomie 
75–85% w stosunku do grupy kontrolnej inseminowanej standardową dawką nasienia 
nieseksowanego. Wskutek tego najwyższe koszty, jakie ponosi hodowca z powodu 
użycia nasienia seksowanego, to niższa płodność.

Metoda regulacji płci poprzez rozdzielanie plemników X i Y znajduje coraz szer-
sze zastosowanie w hodowli bydła. Mimo wyższych kosztów zakupu nasienia sek-
sowanego i jego obniżonej płodności zyski hodowlane i ekonomiczne z racji uzyski-
wania cieląt pożądanej płci są na tyle wysokie, że czynią tę technologię opłacalną. 
Należy się spodziewać, że w najbliższych latach również w Polsce nasienie seksowa-
ne buhajów będzie wykorzystywane na coraz szerszą skalę.
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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


