M. Trzcinska i M. Bryla

Wiadomosci Zootechniczne, R. LV (2017), 5: 80—85

Wybrane metody oceny kriokonserwowanego
nasienia knura’

Monika Trzcinska, Magdalena Bryla

Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy, Dzial Biotechnologii Rozrodu Zwierzgt,
32-083 Balice k. Krakowa; monika.trzcinska@izoo.krakow.pl

Stosowanie zabiegow inseminacji §win na co-
raz szerszg skalg¢ wplyneto na rozwoj badan
w kierunku efektywniejszego wykorzystania na-
sienia knurow o szczegodlnie wysokich parame-
trach w zakresie cech tucznych i rzeznych. Do
zabiegow inseminacyjnych najczesciej stosowa-
ne jest nasienie bezposrednio po pobraniu lub po
kilkudniowym przechowywaniu w temperaturze
15-17°C (Johnson i in., 2000). Zastosowanie do
inseminacji mrozonego nasienia knura jest nadal
ograniczone i ksztattuje si¢ na poziomie ponizej
1% ogolnej liczby wykonywanych zabiegdéw in-
seminacyjnych. Niskie wskazniki rozrodu uzyski-
wane po inseminacji loch nasieniem mrozonym
wynikajg gtownie z faktu, ze blona komorkowa
plemnikéw knura charakteryzuje si¢ duzg podat-
noscig na uszkodzenia kriogeniczne (Groffeld
i in., 2008). Plemniki knura w pordwnaniu
z plemnikami samcow innych gatunkow zwie-
rzat maja niska tolerancje na procesy zamrazania
i rozmrazania. Procedura kriokonserwacji nasie-
nia w duzym stopniu narusza dzialanie systemu
endogennych antyoksydantow i w konsekwencji
prowadzi do obniZzenia ruchliwosci plemnikow,
uszkodzenia blon plazmatycznych oraz wzrostu
odsetka plemnikow wykazujacych zmiany apop-
totyczne.

*Praca wykonana w ramach projektu ,,Kierunki wyko-
rzystania oraz ochrona zasobéw genetycznych zwierzat
gospodarskich w warunkach zréwnowazonego rozwo-
ju”  wspoélfinansowanego przez Narodowe Centrum
Badan i Rozwoju w ramach Strategicznego programu
badan naukowych i prac rozwojowych ,,Srodowisko
naturalne, rolnictwo 1 le$nictwo” — BIOSTRATEG, nr
umowy: BIOSTRATEG2/297267/14/NCBR/2016.

Pierwsze proby mrozenia nasienia ssa-
kow podejmowane byty w XVIII 1 XIX wieku,
ale dopiero w XX w. opracowano skuteczne
metody kriokonserwacji nasienia buhaja (Po-
lge i Rowson, 1952) oraz nasienia ogiera (Po-
lge, 1957). W 1957 r. natomiast, zespot Hessa
po raz pierwszy uzyskat prosigta po inseminacji
loch rozmrozonym nasieniem knura. Prowadzo-
ne przez kolejne lata intensywne badania nad
skuteczng i powtarzalng metoda kriokonserwa-
cji nasienia knura doprowadzily do opracowania
dwoch metod: amerykanskiej (Pursel i Johanson,
1975) oraz niemieckiej (Westendorf i in., 1975).
Od tego czasu wiele zespotow badawczych po-
dejmowato proby zwigkszenia skutecznosci krio-
konserwacji nasienia knura poprzez modyfikacje¢
sktadu rozrzedzalnika mrozeniowego, jak i opra-
cowanie technologicznych procedur postgpowa-
nia z nasieniem.

W Dziale Biotechnologii Rozrodu Zwie-
rzat Instytutu Zootechniki PIB prowadzone sa
intensywne badania zarowno nad doskonaleniem
techniki kriokonserwacji nasienia knura, jak
rowniez zastosowaniem nowoczesnych metod
oceny jakos$ci plemnikoéw przed i po procedurze
kriokonserwacji. Stosowane powszechnie testy
oparte na ocenie koncentracji nasienia, odsetka
plemnikéw ruchliwych i rodzaju ich ruchu po-
zwalaja jedynie na eliminacj¢ ejakulatow ewi-
dentnie nieprzydatnych do mrozenia i insemina-
cji. Dlatego, prowadzone sg intensywne badania
nad wprowadzeniem do oceny plemnikow knura
zmian apoptotycznych jako nowego kryterium
umozliwiajacego precyzyjne okreslenie ich jako-
$ci 1 zdolnosci zapladniajacych.
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Ocena podstawowych parametrow jakos$ci na-
sienia knura

Diagnostyka laboratoryjna  nasienia
obejmuje ocene makroskopowa (objetos¢ eja-
kulatu, zapach i barwa) oraz ocen¢ mikroskopo-
wa (morfologia, koncentracja oraz ruchliwosé¢
plemnikéw). Jednym z podstawowych kryteriow
oceny mikroskopowej jest badanie morfologicz-
ne plemnikéw wykonywane przy uzyciu mikro-
skopu $§wietlnego na preparatach barwionych. Do
najbardziej popularnych metod barwienia naleza:
roéznicujagcy barwnik nigrozynowo-eozynowy
(O’Connel i in., 2002), barwnik giemzy (Nizan-
ski, 2006), Papanicolaou (Coetzee i in., 2001),
Spermac® (Chong i in., 1983) oraz Diff-Quick
(Coetzee i in., 2001). Jako kryterium stosuje si¢
klasyfikacj¢ przedstawiong przez Bloma (1981),
dzielacg wszystkie anomalie plemnikéw na wady
glowne 1 podrzedne. Do wad gtownych plemni-
kow zalicza si¢ m.in. formy niedojrzate, plemni-
ki podwdjne, ,,bezglowe”, gruszkowate, z kropla
protoplazmy w polozeniu blizszym, czy zwinigte
w petle witki. Mianem wad podrzednych okresla
si¢ natomiast inne odchylenia w formach plemni-
kow, m.in.: mate lub olbrzymie glowki, pojedyn-
cze petle lub zagiecia na witce, obecnos¢ kropli
protoplazmatycznej w potozeniu dalszym. Oce-
na morfologii plemnikéw umozliwia wykrycie
zmian w podstawowej budowie plemnika lub jego
strukturze wewngtrznej (wady gtéwne) oraz wad
zlokalizowanych w aparacie ruchu plemnika lub
btonach powierzchniowych (wady podrzgdne).

Ejakulat kwalifikuje si¢ do konserwacji
w stanie mrozonym, jesli odsetek plemnikow
prawidlowych morfologicznie jest nie mniejszy
niz 80%, a odsetek wad glownych i podrzednych
nie przekracza, odpowiednio: 5% i 10%. Z badan
przeprowadzonych przez Ron-El i in. (1991) wy-
nika, ze obecnos¢ wad morfologicznych plemni-
kow obniza wspolczynnik zaptadnialnosci. Bon-
de iin. (1998) potwierdzili istotny wptyw odsetka
plemnikéw z wadami morfologicznymi na wynik
unasieniania.

Koncentracja plemnikow w jednostce ob-
jetosci jest okreslana przy pomocy urzadzen kom-
puterowych: cytometréw przeptywowych, spek-
trofotometrow Iub komoér hemocytometrycznych
(Nizanski, 2006). Do kriokonserwacji stosuje si¢
frakcje gesta ejakulatu knura, w ktorej koncentra-

cja plemnikow waha si¢ od 500 do 800x10%/ml.

Ruchliwo$¢  plemnikéw  jest jedna
z podstawowych wiasciwosci, ktora bezposred-
nio okresla ich funkcje. To wtasnie dzieki zdolno-
$ci ruchu plemniki moga przemieszczac si¢ przez
drogi rodne samicy oraz penetrowac oslonke
przejrzysta komorki jajowej (Aitken i in., 1985).
Coraz cze$ciej oprocz subiektywnej oceny mi-
kroskopowej ruchliwosci stosuje si¢ specjalne
urzadzenia komputerowe — Computer Assisted
Sperm Analysis (CASA), ktore umozliwiaja szyb-
ka, obiektywna ocene duzej ilosci gamet. Dzieki
systemowi CASA mozliwa jest precyzyjna ocena
odsetka plemnikéw ruchliwych, w szczego6lnosci
odsetka plemnikow o ruchu postepowym oraz
doktadne okreslenie wiasciwosci ruchu (ruch
szybki, umiarkowany, wolny). Ponadto, CASA
umozliwia wizualizacje toru ruchu indywidual-
nych plemnikéw, co pozwala na opis parametréw
zwiazanych z predkos$cig i rodzajem ruchu. Jedno-
czesnie, komputerowa analiza pozwala na ocen¢
morfologiczng i morfometryczng plemnikow. Po
raz pierwszy zalezno$¢ pomiedzy ruchem plem-
nikdéw ocenianych systemem CASA a ptodnoscia
zostata wykazana na nasieniu ludzkim (Aitken
iin, 1982, 1985).

Ze wzgledu na zmienno$¢ osobnicza
w zamrazalno$ci nasienia knuréw, wprowadza
sie¢ dodatkowa selekcje osobnikow na podstawie
ruchliwo$ci plemnikoéw ocenianej po rozmroze-
niu. Roca i in. (2006) dzielag knury na trzy gru-
py o wysokiej (,,good freezers”), sredniej (,,mo-
derate freezers”) oraz niskiej (,,poor freezers”)
przydatno$ci do mrozenia, u ktoérych ruchliwo$é
plemnikéw po rozmrozeniu wynosi odpowied-
nio >60%, 40-60% oraz <40%. Uzycie do inse-
minacji mrozonego nasienia knuréw z pierwszej
grupy pozwala na uzyskanie wyzszego wskazni-
ka ptodnosci (53,8%) w porownaniu z wynikami
uzyskanymi po inseminacji nasieniem o nizszej
jakosci (26,3%) (Casas i in., 2009). Jednoczesnie,
badania przeprowadzone przez Hernandeza i in.
(2007) wykazaty, ze dodatek do rozcienczalni-
ka mrozeniowego 5% plazmy nasienia knuréw
o wysokiej jako$ci nasienia zmniejsza wrazliwos$¢
plemnikéw na szok chtodowy. Najnowsze bada-
nia przeprowadzone przez Ferndndeza-Gago i in.
(2016) wykazaty, ze 4-godzinna inkubacja plem-
nikéw po rozmrozeniu w rozrzedzalniku z dodat-
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kiem 50% plazmy nasienia wptywa korzystnie na
jako$¢ rozmrozonych plemnikow.

Istotnym  parametrem  jako$ciowym
plemnikow jest ocena stanu btony akrosomalne;.
Wszelkie zaburzenia integralno$ci lub uszko-
dzenia btony akrosomu plemnika mogg obnizac
skuteczno$¢ zaptodnienia. Integralnos$¢ akroso-
mu jest oceniana z wykorzystaniem lektyn ro$lin-
nych, m.in. pochodzacych z orzeszkow ziemnych
(PNA), grochu zwyczajnego (PSA) lub czarnej
fasoli (ConA). Najczesciej stosuje sie lektyne
PNA, ktora taczy sie z resztami 3-galaktozowymi
zewnetrznej btony akrosomalnej (Silva i Gadel-
la, 2006). Z lektyng moga by¢ skoniugowane
rézne barwniki fluorescencyjne, m.in: izotiocy-
nian fluoresceiny (FITC) (Maxwell i Johnson,
1997), AlexaFluor® (Silva i Gadella, 2006), fi-
koerytryna (PE) (Partyka i in., 2010). Uzycie
ww. barwnikow z dodatkowym zastosowaniem
jodku propydyny (PI) umozliwia wyodrebnie-
nie subpopulacji plemnikow zywych i martwych
z prawidlowym lub uszkodzonym akrosomem
(Bryta i Trzcinska, 2014; Trzcinska i1 Bryta,
2015). W procesie kriokonserwacji dochodzi do
formowania krysztatkow lodu, ktore moga indu-
kowa¢ zmiany w cigglosci btony akrosomalne;.
Ponadto, obnizenie temperatur podczas mrozenia
powoduje wzrost stezenia jondw wapnia, wyptyw
innych jonow oraz egzocytoze zawartosci akro-
somu (Ozkavukcu i in., 2008). Doktadna analiza
stanu akrosomow po procedurze kriokonserwacji
przy zastosowaniu transmisyjnego mikroskopu
elektronowego (TEM) ujawniata powstawanie
przestrzeni miedzy btona plazmatyczng plemni-
ka a zewnetrzng btong akrosomalna, co $wiad-
czy o utracie ciaglosci akrosomu (Rodriguez-
Martinez i in., 1993). Z badan wilasnych wynika,
ze zastosowanie butylowanego hydroksytoluenu
jako dodatku do rozcienczalnika mrozeniowe-
go umozliwia uzyskanie po rozmrozeniu ponad
60% plemnikéw z integralng btong akrosomalna
(Trzcinska i in., 2015).

Ocena zmian apoptotycznych w plemnikach
knura

Z uwagi na specyficzng budowe plemni-
ka przy ocenie zmian apoptotycznych nie mozna
opiera¢ sie wylacznie na cechach morfologicz-
nych, charakterystycznych dla komoérek soma-

tycznych, lecz nalezy skoncentrowac si¢ na zmia-
nach biochemicznych. Cechg charakterystycz-
ng wczesnych stadiow apoptozy jest niewielka
zmiana w przepuszczalno$ci btony komorkowe;.
Mikropory powstajace w zewnetrznej warstwie
btony mozna identyfikowaé przy wykorzysta-
niu fluorochromu YO-PRO-1 (Bryla i Trzcinska,
2012; Trzcinska i in., 2008). Fluorochrom dyfun-
duje przez mikropory/mikrokanaty w plazmo-
lemmie i taczy sie¢ z DNA komorki, podczas gdy
sama blona komodrkowa ma jeszcze zachowana
strukturalng integralno$¢. Dodatkowe zastosowa-
nie w tej metodzie jodku propydyny (PI) umoz-
liwia detekcje komorek nekrotycznych. Podczas
przeprowadzania analizy w mikroskopie fluore-
scencyjnym mozna wyr6zni¢ trzy subpopulacje
plemnikow. Pierwsza z nich stanowig plemniki
zywe (YO-PRO-17/PI), ktoére nie emituja fluore-
scencji, druga plemniki apoptotyczne YO-PRO-
1-pozytywne (YO-PRO-17/PI"), fluoryzujace na
zielono oraz trzeciag plemniki martwe, nekrotycz-
ne, emitujace zaréwno zielona, jak i czerwona
fluorescencje (YO-PRO-17/PI). Metoda pozwa-
lajaca na relatywnie wczesng diagnostyke apop-
tozy jest wykrywanie reszt fosfatydyloseryny na
powierzchni btony cytoplazmatycznej za pomoca
aneksyny V sprzgzonej z izotiocyjanianem fluore-
sceiny (ang. fluorescein isothiocyanate; FITC).
W czasie apoptozy zachodzi translokacja fosfaty-
dyloseryny z powierzchni wewnatrzkomorkowe;j
na zewnetrzng. Aneksyna V w obecnosci jondw
Ca?" taczy si¢ z ujemnie natadowanymi fosfolipi-
dami, takimi jak fosfatydyloseryna, dzigki czemu
stosuje si¢ ja jako marker apoptozy. Oznaczanie
na powierzchni blony komorek reszt PS przy
uzyciu aneksyny V sprzezonej z FITC oraz wery-
fikacja stopnia przepuszczalnosci blony plazma-
tycznej dla PI, barwigcego DNA i RNA komorek
o zaburzonej integralnosci btony, umozliwia od-
roznienie plemnikow zywych, nieapoptotycznych
(aneksyna V-FITC/PI') od wczesnoapoptotycz-
nych (aneksyna V-FITC?/PI') oraz wczesnone-
krotycznych (aneksyna V-FITC*/PI"), a takze od
plemnikéw martwych (nekrotycznych) (aneksyna
V-FITC/PI" ). Wyznakowane aneksyna V-FITC
plemniki emitujace — zielona, a barwiace si¢ jod-
kiem propydyny — czerwona fluorescencj¢ moz-
na analizowa¢ w mikroskopie fluorescencyjnym
(Bryta i Trzcinska, 2014). W badaniach wlasnych
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(niepublikowanych) do kriokonserwacji przezna-
czono 25 ejakulatow pochodzacych od knurow
roznych ras. Wszystkie ejakulaty spetnialy pod-
stawowe kryteria selekcyjne: 80% plemnikow
ruchliwych oraz 80% plemnikoéw prawidtowych
morfologicznie. Dodatkowo, przed procedura
kriokonserwacji przeprowadzono ocen¢ zmian
apoptotycznych za pomocg barwienia Y O-PRO-1/
PI oraz Annexin-V-FITC/PI. W ejakulatach,
u ktorych odsetek plemnikow apoptotycznych
(YO-PRO-17/PI', aneksyna V-FITC*/PI') wynosit
nie wigcej niz 4%, po rozmrozeniu uzyskiwano
okoto 66% plemnikow wykazujacych ruch po-
stepowy. Tymczasem, w ejakulatach z odsetkiem
plemnikéw apoptotycznych wynoszacym 25%
po rozmrozeniu stwierdzono okoto 49% plem-
nikow ruchliwych. Wzrost odsetka plemnikéw
apoptotycznych podczas kriokonserwacji mozna
redukowac poprzez dodatek antyoksydantow do
rozcienczalnika mrozeniowego (Trzcinska i Bry-
la, 2015; Trzcinska i in., 2015).

W czasie procesu apoptozy dochodzi
do otwarcia megakanalow mitochondrialnych
i spadku mitochondrialnego potencjatu transbto-
nowego. Mitochondria plemnika, dzieki zdolno-
$ci do produkcji energii — w procesie fosforyla-
cji oksydacyjnej — umozliwiajg ruch postepowy
plemnika, stajac si¢ strukturami okreslajagcymi
zdolnos¢ plemnikow do zaptodnienia komorki
jajowej. Do pomiaru zmian potencjalu mitochon-
drialnego moze stuzy¢ barwnik JC-1, ktory w zy-
wych plemnikach gromadzi si¢ w mitochondriach
w postaci agregatow widocznych w mikroskopie
fluorescencyjnym jako czerwono-pomaranczowa
fluorescencja, natomiast w plemnikach apopto-
tycznych i1 nekrotycznych o zdepolaryzowanej
btonie mitochondrialnej gromadzi si¢ w formie
monomerycznej, widocznej w postaci zielonej
fluorescencji. Badania wtasne (Trzcinska i in.,

2008) na plemnikach knura wykazaty pozytywna
korelacje pomiedzy ruchem, spadkiem potencjatu
mitochonrialnego a odsetkiem plemnikéw apop-
totycznych.

Energia produkowana przez mitochon-
dria umozliwia rowniez aktywny transport sub-
stratow przez blone, hyperaktywacje plemnikow
i reakcje akrosomalng. Sa to procesy niezbedne,
aby plemnik byt zdolny do zaptodnienia komorki
jajowe;j. Stres oksydacyjny jest czynnikiem, kto-
ry powoduje otwarcie megakanalow mitochon-
drialnych (Bartosz, 1998). Zdaniem Kroemera
(1997), otwarcie megakanalow i wypltyw jonow
wapnia z mitochondriéw poprzedzaja inne zmia-
ny charakterystyczne dla apoptozy, takie jak kon-
densacja chromatyny oraz fragmentacja DNA.
Gorczyca i in. (1993) jako pierwsi zaobserowali,
ze fragmentacja DNA ejakulowanych plemnikow
jest analogiczna do apoptozy komodrek somatycz-
nych. Martin i in. (2004, 2007) nie stwierdzili ne-
gatywnego wptywu kriokonserwacji na fragmen-
tacje DNA plemnikoéw buhaja. Z badan wtasnych
wynika, ze procedura zamrazania-rozmrazania
nie indukuje rowniez fragmentacji DNA w plem-
nikach knura (Trzcinska i Bryta, 2015).

Prace prowadzone w ostatnich latach na
nasieniu réznych gatunkow zwierzat wskazuja, ze
obecnos$¢ plemnikow apoptotycznych w nasieniu
moze by¢ przyczyng obnizonej ptodnosci. Pomi-
mo intensywnych badan nad apoptoza w ejaku-
lowanych plemnikach nadal istnieja niewyjasnio-
ne zagadnienia zwigzane zwlaszcza z indukcja
tego zjawiska na réznych etapach postepowania
technologicznego z nasieniem, zwigzanych bez-
posrednio z warto$cig materiatu biologicznego
uzywanego do inseminacji. Selekcja ejakulatow
na podstawie zmian apoptotycznych moze przy-
czyni¢ si¢ do wzrostu efektywnosci procesu krio-
konserwacji nasienia knura.
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SELECTED METHODS OF ASSESSMENT OF CRYOPRESERVED BOAR SEMEN
Summary

The processes of cooling, freezing, and thawing produce physical and chemical stress on the sperm
membrane and reduce sperm viability. Moreover, a cryopreservation protocol produced cold shock which decreased
sperm survival and freezing ability leading to the death of the sperm. The main damage to sperm due to cryo-
injury occurs at the level of the plasma membrane and appears to be more closely related to fertility than sperm
motility. The presence of population of spermatozoa with the apoptotic changes could explain reduced life span of
the surviving population after freezing and thawing.

Key words: boar semen, cryopreservation, apoptotic-like changes

Knur rasy putawskiej — Pulawska breed boar (fot. M. Szyndler-Nedza)
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