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Regulacja ptci u bydta poprzez separacje
plemnikow X i Y — wstepne wyniki badan

MICHAL BOCHENEK, ZDZISLAW SMORAG

Dziat Biotechnologii Rozrodu, Immuno- i Cytogenetyki Zwierzat Instytutu Zootechniki, ul. Krakowska 1, 32-083 Balice

Bochenek M., Smorag Z.

Cattle sex regulation by separation of X and Y spermatozoa — preliminary results
Summary

From the economic point of view the possibility of animal sex regulation is a very attractive idea. The only
reliable and relatively easy method is X and Y sperm separation by flow cytometry. The history of the develop-
ment of the method is described from the first sperm DNA volume measurement in the early eighties up until
commercial application today. At the beginning of 2003 the National Research Institute of Animal Production
started to introduce this method into cattle production. Currently it is possible to sort 15-20mln spermatozoa of
each fraction per hour, with a purity of 90-96% for X fraction and 88-92% for Y fraction. Motility immediately
after sorting is 90-95% and 50-70% after freezing/thawing. The sexed semen is frozen in straws with 2.5-3.0

million spermatozoa per straw.

The first calf born in Poland after insemination with sexed semen was from Balice, in September 2003. The
pregnancy rate after rectal/USG examination ranges from 22.22% to 84.21% depending on the farm. Four
calves — all females - were born after insemination with X fraction until June 2004.
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Mozliwosc¢ regulacji plei _]CSt idea przyciagajaca uwage
hodowcow zwierzat z co najmniej dwoch powodow Po
pierwsze, mozliwos¢ dysponowania ,.na zyczenie” wick-
sza liczba samic w stadzie jest korzystna z punktu widze-
nia prac hodowlanych; po drugie, przewaga samcdow z ich
wyzszymi nawet o kilkanascie procent przyrostami masy
ciata jest bardzo pozadana z ekonomicznego punktu wi-
dzenia w fermach przeznaczajacych zwierzgta na uboj.

Zainteresowanie metodami rozdziatu plemnikoéw zwie-
rzat notuje si¢ juz od czasu szerokiego wprowadzenia in-
seminacji do praktyki hodowlanej bydta. Ze wzgledow
praktycznych bytaby to najwygodniejsza metoda regulacji
ptci—jednorodne frakcje plemnikow przenoszacych chro-
mosomy X lub Y moglyby by¢ zamrazane i wykorzysty-
wane do standardowej inseminacji. Poczatkowo jednak
zasadnicza bariera pozostawal brak wiarygodnych i szyb-
kich metod identyfikacji ,,ptci” plemnikow, a takze mozli-
wosci skutecznego odseparowania ,,rozpoznanych” juz
frakeji. Poczynajac od lat pie¢dziesiatych XX w. przepro-
wadzano proby fizycznego rozdzialu nasienia buhajoéw na
frakcje ,,meska” 1 ,,zenska”. Opieraly si¢ one na wykorzy-
staniu zaktadanych réznic pomiedzy plemnikami niosacy-
mi chromosomy X 1Y, a dotyczacymi wielkosci i masy
(7), szybkosci poruszania sig (1), tadunku elektrycznego
(3), wlasciwosci powierzehni plemnikow (5), jak réwniez
réznic o charakterze immunologicznym (2, 15). Wymienio-
ne metody okazaly si¢ jednak niezadowalajace z powodu
niskiej doktadnosci i wydajnosci lub tez jako dajace moz-
liwo$¢ odseparowania tylko jednej frakcji nasienia. Roz-
dzielone w ten sposob nasienie posiadato ponadto niewielka
zdolnos$¢ zaptadniajacq. W rezultacie zadna ze wspomnia-
nych metod nie znalazta praktycznego zastosowania.

Wiekszos¢ metod rozpoznawania plemnikow ,,meskich”
1,,zenskich” opiera si¢ na roéznicy wielkosci pomiedzy chro-
mosomami X i Y. U wigkszo$ci gatunkow ssakow chro-
mosom Y jest najmniejszym badz jednym z najmniejszych
elementow w catym komplecie (6). Roznicg te wykorzy-
stuje rowniez cytometria przeptywowa — obecnie jedyna
metoda dajaca praktyczna mozliwo$é seksowania plemni-
kow. Pomyst jej wykorzystania do rozdziatu nasienia wed-
hug ,,ptei” narodzit si¢ na poczatku lat 80. XX w., kiedy
Pinkel 1 wsp. (16) stwierdzili mozliwo$¢ dokonania precy-
zyjnego pomiaru DNA oraz rdznic jego zawartosci pomie-
dzy plemnikami niosacymi chromosom X lub Y. Barwili
oni utrwalone plemniki kilku gatunkow ssakow bromkiem
etydyny, mitramycyna lub DAPI. Podobne badania z wy-
korzystaniem fluorochromu Hoechst 33342 przeprowadzit
Keeleriwsp. (13). Barw-
nik ten, stosowany do dzi-
siaj w seksowaniu nasie-
nia, tatwo przenika przez
nieuszkodzone blony

Tab. 1. Réznice w ilosci DNA
pomiedzy plemnikami niosacy-
mi chromosomy XiY

Gatunek | Roznice w ilosci DNA (%) | 7ywych komorek, taczy
Cztowiek 2,8 si¢ stechiometrycznie
krélik 3.0 z DNA w okolicach par
’ zasad A-T, a wzbudzany

Knur 3.6 $wiattem ultrafioleto-
Kof 3.7 wym fluoryzuje w pasmie
; 450 nm. Na podstawie
Buhaj 3,8 R ,
wymienionych badan

Pies 3.9 okreslono doktadne roz-
Tryk 4,2 nice w ilosci DNA po-
R 75 | ?tl;%dzlg plemnikami X 1Y
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Pierwszych prob sortowania nasienia ta metoda doko-
nano w drugiej potowie lat 80. XX w. (9). Nasienie buhaja,
knura i tryka zostalo dla ulatwienia analizy pozbawione
witek. Reanaliza nasienia Swiezego, barwionego fluoro-
chromem Hoechst 33342 wykazata, ze doktadnos¢ separacji
wynosita 86% w przypadku plemnikow ,,zenskich” oraz 81%
w przypadku ,,meskich”. Kolejne badania (14) wykazaty,
ze barwione Hoechstem 33342 i sortowane plemniki bu-
haja i krolika moga zachowac ruchliwos¢ 1 zdolnos¢ za-
p{adniajaca Po inseminacji sortowanym nasieniem buha-
jauzyskano istotne przesunigcie proporcji plei potomstwa.
Zanotowano jednak znaczne obnizenie plodnosci, gdyz
w wyniku inseminacji wycielito si¢ zaledwie 30% krow.

W pelni skutecznego rozdziatu plemnikéw dokonano
w konicu lat 80. na nasieniu krolika (10). Reanaliza nasie-
nia $wiezego, barwionego Hoechstem 33342 wykazala, 7ze
doktadnosc¢ separacji wynosita 86% w przypadku plemni-
kow ,.zenskich” oraz 81% w przypadku ,,meskich”. Roz-
dzielone plemniki wprowadzane byly chirurgicznie do
macicy krolic, Uzyskano ok. 28% wykotow; potomstwo
urodzone po msemmacp frakqa X byto w 94% plci zen-
skiej. natomiast po inseminacji frakcja Y w 81% mgskie.
Nieco gorsze rezultaty osiaggnigto sortujac nasienie knura
(8). W tym przypadku skuteczno$¢ rozdziatu oceniano row-
niez na podstawie reanalizy 1 inseminacji chlrurglcznej
loch. Odsetek prosiat plei zefiskiej po inseminacji Zen-
ska” frakcja wynidst 74%, a plci mgskiej po inseminacji

.megska” frakcja — 68%. Wymienione prace wykazaly, ze
istnieje realna mozliwosc seksowania nasienia. Badania te
wskazaly jednak rownoczesnie na pewne istotne ograni-
czenia metody, z ktorych najwazniejszym byta niewielka
szybkos¢ sortowania, osiagajaca przecigtnie 100-200 ko-
morek/sekunde. Na szybkos¢ te, oprocz niskiej wydajnos-
ci samych sorterow, wptywal w sposéb posredni specy-
ficzny ptaski ksztatt glowek plemnikéw, powodujacy Z_]d—
wisko soczewkowama fluorescencji. Polega ono na ugina-
niu fluorescencji pochodzacej z wnetrza ku krawedziom
gtowki plemnika. Fluorescencja nie jest zatem dystrybu-
owana rownomiernie wokot catej glowki, lecz soczewko-
wana w kierunkach zblizonych do jej ptaszczyzny. W przy-
padku analiz ilosci DNA plemnikow, gdzie spodziewane
roznice fluorescencji sa niewielkie, zjawisko to ma skraj-
nie nickorzystny charakter. Ptynace w punkcie analizy
plemniki u%taWIajq sig W sposob losowy w kierunku de-
tektorow, zatem roznice intensywnosci fluorescencji wy-
nikajace z jej soczewkowania catkowicie zagluszaja roz-
nice spowodowane rzeczywistg iloscia DNA w komorce.
Zjawisko to wymagato zastosowania specjalnych modyf -
kaCJ] cytometrow plzep}ywowych polegajacych na zmia-
nie ksztattu dyszy wylotowej i odczytywaniu fluorescen-
cji DNA plemnikow réwnoczesnie przez dwa detektory
umieszczone pod katem 90° (11). Zmodyfikowana w ten
sposob dysza powodowata sptaszezenie strumienia cieczy
z plemnikami do postaci wstegi tak, by ich gtowki uktada-
ty sie w wigkszodci w tej samej plaszczyznie, natomiast
przen1e51eme detektora pozwolilo na odezyt fluorescencji
DNA roéwniez z czeSci plemnlkow ustaw10nych hiepra-
widlowo”. Mimo takich rozwiazan nadal czes¢ plemnikow
byla odrzucana z analizy i sortowania, zmniejszajac tym
samym wydajnos¢ seksowania.

Osobnym problemem pozostaje wptyw barwnika i wzbu-
dzajacego go Swiatta laserowego na zdolno$¢ zaptadniaja-
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ca seksowanych plemnikéw oraz pozniejszy rozwoj zarod-
ka. Jak juz wspomniano wyzej, fluorochromem stosowa-
nym przy separacji nasienia jest Hoechst 33342, wzbudza-
ny $wiattem UV o dlugo$ci 350 nm. Wysuwane poczatko-
wo obawy dotyczace szkodliwosci jego dziatania nie zna-
lazty jak dotad potwierdzenia. W przypadku barwionych
tym zwiazkiem plemnikow buhaja obserwowano wpraw-
dzie nieznaczne obnizenie zdolnosci do zaptodnienia in
vitro, jednak nie dotyczyto ono wszystkich badanych eja-
kulatow. Podobnie nie potwierdzity si¢ zastrzezenia doty-
czace uszkodzen chromosomow czy tez wad potomstwa
jako rezultatu zaptodnienia barwionymi plemnikami (19).
Takze badania wptywu wiazki $wiatta UV na plemniki nie
potwierdzilty wezesniejszych zastrzezen (7).

W obecnych cytometrach przeptywowych specjalizowa-
nych w seksowaniu nasienia (ryc. 1) wykorzystuje si¢
omowione wyzej 1 udoskonalone modyfikacje razem z no-
woczesng elcktronika. Pozwala to na osiagnigcie dobrej
wizualizacji 1 separacji plemnikow X 1Y (ryc. 2) przy prze-
ptywie do ok. 40 000 komorek/sek. 1 uzyskanie w ciagu
godziny ok. 15 min plemnikéw o czystosci frakeji ponad

Ryec. 1. Cytometr przeplywowy MoFloSX (DakoCytomation,
USA) przeznaczony do seksowania nasienia ssakow
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Ryec. 2. Obraz plemnikow X i Y buhaja, uzyskany w cytome-
trze przeptywowym MoFlo SX (Cytomation, USA). Na osiach
x i y odczyt tej samej fluorescencji DNA z dwdch detektoréow
ustawionych pod katem 90° (M. Bochenek)



Tab. 2. Wyniki inseminacji frakcja ,,zenska” nasienia sekso-
wanego (badania wlasne)

Btk TR i = e =
A 4 2 50,00
B 5 2 40,00
c 7 4 57,14
D 6 4 66,67
I E 3 2 66,67
F % 22 22,92
‘ G 8 5 62,50
. H 9 2 22,22
Razem (buhajl) | 138 8| 316 |
i ‘ e MR 16 84,21
n PR 7 33,33
Razem (wszy;stkie buhaje) 178 66 37.08

90% (12). Nasienic takie jest standardowo mrozone
w stomkach, w porcjach zawierajacych 2-2,5 ml plemni-
kow. Po rozmrozeniu nasienie to wykazuje zwykle 50-60%
ruchu postepowego, a jego ptodnos¢ jest tylko niewiele
nizsza od nasienia ,,standardowego”. W szeroko ZakI'O_]O—
nych doswiadczeniach polowych, obejmujacych insemi-
nacje seksowanym nasieniem 1000 jaléwek (18) osiagnigto
90% potomstwa zaktadanej ptci przy zachowaniu ptodno$-
ci inseminowanych Ja}owek na p0210mle 90% w stosunku
do grupy kontrolnej, inseminowanej zwyktym nasieniem.

W chwili obecnej, dwadziescia lat po tym, jak cytome-
tria przeplywowa zostata z powodzeniem zastosowana do
rozpoznania plemnikéw X 1Y, seksowane nasienie staje
si¢ juz komercyjnie dostepne w USA 1 niektorych krajach
Europy.

W Instytucie Zootechniki rozpoczegto na poczatku 2003
roku prace nad seksowaniem nasienia buhajow. Pierwsze
proby seksowania przeprowadzono na nasieniu dwoch
buhajow rasy polska czerwona. Wiasnie po inseminacji
frakcja X jednego z nich urodzito si¢ we wrzesniu 2003 .
pierwsze w Polsce ciele o zaprogramowanej pici zenskiej.

Przyjeta przez nas procedura seksowania nasienia bu-
hajow przedstawia si¢ nastgpujaco:

Po pobraniu nasienie jest rozcienczane do koncentracji
100 mIn/ml 1 barwione fluorochromem Hoechst 33343
w celu zréznicowania plemnikow X 1 Y. Dodatkowo sto-
sujemy barwnik — Red Food Stain, ktéry pozwala na eli-
minacje w trakcie sortowania plemnikéw martwych. Sor-
towanie przebiega z szybkoscia ok. 4000 plemnikow kaz-
dej z frakcji nasienia w ciggu sekundy, co pozwala na uzys-
kanie po 15-20 min plemnikow frakcji X 1Y w ciggu go-
dziny. Bezposrednio po sortowaniu ruchliwos¢ plemnikow
wynosi 90-95%, a po zamrozeniu i rozmrozeniu — 50-70%.
Czystos¢ sortowanych frakcji jest kontrolowana na bieza-
co poprzez reanalizg¢ w cytometrze przeptywowym. Sred-
nio, dla frakcji X wynosi ona 90-96%, a dla frakcji Y 88-
92%. Nasienie o czystosci ponizej 85% jest eliminowane.
Seksowane nasienie mrozone jest w stomkach 0,25 ml,
w ilosci 2,5-3,0 min plemnikow/stomke. Dzieki stosowa-
niu barwnika pozwalajacego na eliminacj¢ plemikow mart-

Medycyna Wet. 2005, 61 (1)

wych seksowanie moze by¢ wykonywane nawet po upty-
wie doby od pobrania ejakulatu.

Obecnie przeprowadzane jest seksowanie 1 mrozenie
nasienia buhajow hodowlanych. Frakcja ,,zenska” nasie-
nia jest wykorzystywana w do$wiadczeniach terenowych,
ktore objety kilkaset inseminacji w celu okreslenia ptod-
nosci i doktadnos$ci rozdziatu plemnikéw. Dotychczasowe
{(czerwiec 2004), potwierdzone badaniami rektalnymi lub
USG, wyniki inseminacji przedstawione sa w tabeli 2.
Uwage zwraca duza rozpigtoéé uzyskanych wynikdw plod-
nosci: od ok. 22% do ponad 84%. Wskazuje to z jednej
strony na mozliwo$¢ uzyskania wysokiej ptodnosci po uzy-
ciu nasienia seksowanego, a z drugiej strony na istotny
wplyw warunkéw utrzymania i zywienia zwierzat oraz
przestrzegania zasad inseminacji na uzyskana ptodnos¢.

Jak dotad w wyniku inseminacji nasieniem frakcji X
urodzity sie 4 cieleta — wszystkie rasy zenskiej.

Przedstawione do$wiadczenie terenowe bedzie podsta-
wa do podjecia decyzji odnosnie skali i sposobu wprowa-
dzenia seksowanego nasienia do praktyki inseminacji w na-

szym kraju.
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