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Regulacia płci u bydła popruezseparacię
plemników X i Y - wstępne wyniki badań

MlcHAŁ BocH EN EK, zDzlsLAW SMoRĄG
Dział Biotechnologii Rozrodu, lmmuno- iCytogenetykiZwierząl lnstytutu Zootechniki, ul. Krakowska 1,32-083 Balice

Bochenek M., Smorąg Z.

Gattle sex legulation by sepatation of X and Y spelmatozoa - preliminary lesults
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 possib|e to sort l5-20mln spermatozoa of
each 1iaction per hour, with a puriĘ ot90-960ń for X fraction and 88-92"k 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 22.220ń to 84.2l"/o depending on the farm. Four
ca|ves - all f'emale§ - were born after insemination with X fraction until June 2004.
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Możl iwość regulacj i płci j est i deą przyc i ągaj ap ą uwa gę
hodowców zwierząt z co najmniej dwoch powodów. Po
pier-wsze, mozliwośc dysponowania,,na zyczenie" więk-
sząIl,czbąsamic w stadzie jest korzystna z punktu widze-
nia prac hodowlanych; po drugie, plzewaga samców z ich
wyższyml nawet o kilkanaście procent przyrostami tnasy
ciała jest bardzo poządana z ekonomicznego punktu wi-
dzenia w fetmach przeznaczających zwterzęta na uboj.

Zainteresowanie metodaml r ozdzi ału p l emników zwie-
rzal notuje się juz od czasu szerokiego wprowadzenia in-
seminacji do praktyki hodowlanej bydła. Ze względórv
praktycznych byłaby to najwygodniejsza metoda regulacji
płci -jednorodne frakcje plemników przenoszących chro-
mosolxy X lub Y mogłyby byc zamrażane i wyl<orzysty-
wane do standardowe.j inseminacji, Początkowo jednal<
zasadnicząbarierą pozostawał brak wiarygodnych i szyb-
kich metod identyfikacji,,płci" plemników, atakże mozli-
wości skutecznego odseparowania,,rozpoznanych" juz
frakcji. Poczynajap od lat pięcdziesiątych XX w. przepro-
wadzano próby ftzycznego rozdziaŁtnasienia buhajów na
frakcje ,,męską" i ,,zeńsk{'. Opierały się one na wykorzy-
staniu zakładany ch r óżntc p omi ędzy p 1 ern nl |< am i nio s apy-
mi chromosomy X i ! a dotyczagymi wielkości i masy
(7), szybl<ości poruszania się (1), ładunku elektrycznego
(3), właściwości powierzchni plemnikow (5), jak równiez
rożnl,c o charakterze immunologicznym (2,15). Wymienio-
ne metody okazały się jednak niezadowalające z powodu
niskiej dol<ładności i wydajności lub tez jako dające moz-
liwość odseparowania tylko jednej frakcji nasienia. Roz-
dzielone w ten sposób nasienie posiadało ponadto niewielką
zdolność zapładniającą. W rezultacie żadnaze wspomnia-
nych metod nie znalazła praktycznego zastosowania.

Wi ęks zo śc metod T ozp oznaw ania plemników,,męskich"
i ,,zeńskich" opiera się na róznicy wiell<ości porniędzy chro-
mosomami X i Y. U większości gatr_rnl<ów ssal<ów chro-
mosom Y jest najmniejszym bądź jednym z najrnniejszych
elementów w całym komplecie (6). Róznicę tę wykorzy-
stuje równiez cytometria przepływowa obecnie jedyna
mctoda daj ąca prakty cznąmożliwość seksowania plemni-
ków. Pomysł j ej wykorzystania do r ozdziahl nasienia wed-
ług ,,płci" narodził się na początku lat B0. XX w,, kiedy
Pinkel i wsp. ( l6) stwierdzili możliwość dokonania precy-
zyjnego pomiaru DNA oraz roznic jego zawartości pomię-
dzy plemnikami niosącymi chromosom X lub Y. Bar-wili
oni utl-walone plemniki kilku gatunkow ssaków brornkierl
etydyny, mitramycyną lub DAPI. Podobne badania z wy-
l<orzystaniem fluorochromu Hoechst 333 42 przeprow adził

Keeler i wsp, ( 13). Barw-
nikten, stosowany do dzi-
siaj w seksowaniu nasie-
nia, łatwo przenll<a ptzez
nieuszkodzone błony
zywych komórek, łączy
się stechiometrycznie
z DNA w okolicach par
zasad A-T, a wzbudzany
światłem ultrafioleto-
wyrn lluoryzuje w paślnie
450 nm. Na podstawie
wymienionych badań
określono dokładne róż-
nice w ilości DNA po-
międzyplemnikami Xi Y
(tab. 1).

Tab. l. Różnice w ilości DNA
pomiędzy plemnikami niosący-
michromosomyXiY

Gatunek Różnice w ilości DNA (%)

Człow iek

Królik

Knur

Koń

Bu hai

Pies

Tryk

S zynszyl

2,8

3,0

3,6

3,7

3,8

3,9

4,2

7,5
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Pierwszych prób sorlowania nasienia tą metodą doko-
nano w drugiej połowie lat 80. XX w. (9), Nasienie buhaja,
knura i tryka zostało dla ułatwienia analizy pozbawione
witek, Reanaliza nasienia świezego, barwionego fluoro-
c hrotne tn Hoechst 33 3 42 wykazała, ze dokładność separacj i
wyn o siła 8 6oń w przypadku plemn i ków,,zeńskich" oraz 8 loń
rł, przypadku ,,męskich". Kolejne badania (l4) wykazały,
ze barwione Hoechstem 33342 i sotlowane plemniki bu-
haja i krolika mogą zachowac ruchliwość l zdolność za-
pładniaja.cą. Po inseminacji sortowanym nasieniem buba-
ja uzyskano istotne przesunięcie proporcji płci potomstwa.
Zanotowano jednak znaczne obnizenie płodności, gdyż
w wyniku inseminacji wycieliło się zaledwie 30% krów.

W pełni skuteczlego rozdziafu plemników dol<onano
w końcu lat 80. na nasieniu królika (l0). Reanaliza nasie-
nia św i ezego, barwi onego Hoech ste m 333 42 wykazał a, że
dokładność separacji wynosiła 86ońw przypadku plemni-
kow,,zeńskich" oraz 81% w przypadl<u,,nęskich". Roz-
dzielone plemniki wprowadzane były chirurgicznie do
rnacicy królic. Uzyskano ok. 28oń wykotów; potomstwo
ttrodzolre po inseminacji frakcją X było w 94oń płci żeń-
skiei. natomiast po inseminacji fi,akcją Y w Bl% rnęskie.
Nieco gorsze rezultaty osiagnięto sortując nasienie knura
(B) W §m przypadku skutecznośćrozdziału oceniano rów-
tliez na podstawie reanalizy i inserninacji chirurgicznej
loch. Odsetek prosiąt płci zeńskiej po inseminacji ,,żeń-
ska." fiakcją wyniósł J4%o, a płci męskiej po inserninacji
..lr-ręską" frakcją 68%. Wymienione prace wykazały, że
istnieje realna mozliwośc seksowania nasienia. Badania te
r,r,skazały jednal< równocześnie na pewne istotne ograni-
czenia rnetody, z których najwazniejszymbyła niewielka
szybkośc sotlowania, osiągająca przeciętnie l00-200 ko-
lnórek/sekundę. Na szybkośc tę, oprocz niskiej wydajnoś-
ci samych softeróW wpływał w sposób pośredni specy-
flczny płaski kształt główek plernników, powodujący zja-
wisko soczewkowania fluorescencji, Polega ono na ugina-
niu fluorescencji pochodzącej zwnętrza l<u krawędzion-l
_ełówki plernnika. Fluorescencja nie jcst zatem dystrybu-
owana równomienrie wokoł całej głowki, lecz soczewko-
wana w ki erunkach zbliżony cb do j ej płaszc zy zny. W przy-
padl<u analiz ilości DNA plemników, gdzie spodziewane
roznice fluorescencji są niewiell<ie, zjawisl<o to rna skraj-
nie nickorzystny charakter. Płynące w ptlnkcie analizy
plemniki ustawiają się w sposób losowy w kierunl<u de-
tektorów, zatem roznice intensywności fl r_rorescelrcji wy-
n i l<aj ącc z j ej soczewkowania całl<ow i cie zagłuszają r óż-
nice spowodowane rzeczywistą ilością DNA w komórce.
Zjawisko to wymagało zastosowania specjalnych nrodyfi-
l<acji cytometrów przepływowych, polegających na zmia-
nie kształtu dyszy wylotowej i odczytyw-aniu fluorescen-
cji DNA plen.ników równocześnle przez dwa detektory
utnieszczone pod kątern 90" ( l l ). Zmodyfikowana w ten
sposób dysza powodowała spłaszczenie struInienia cieczy
z plemnikami do postaci wstęgi tak, by ich główki rrkłada-
ły się w większości w tej sarnej płaszczyźnie, natotniast
przeniesienie detektora pozwoliło na odczyt fl uorescencji
DNA również z częścl plernnil<ów ustawionych ,,niepra-
widłowo". Mimo takich rozwięahnadal część plenrnikow
była odrzucana z analizy i sotlowania, zmniejszając tym
samyT wydajnośc scl<sowani a.

Osobnym problelnem pozostaje wpływbarwnika i wzbu-
dzającego go śr.viatła laserowego na zdolnośc zapładniają-
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cą seksowanych plernników oraz pozniejszy r ozwól zarod,-
ka, Jak juz wspomniano wyżej, fluorochromem stosowa-
nym przy separacji nasieniajest Hoechst 33342,wzbudza-
ny światłem UV o długości 350 nm. Wysuwane początko-
wo obawy dotyczące szkodliwości jego działania nie zna-
lazły jak dotąd potwierdzenia. W przypadku barwionych
ty n zw i azkiem plemnikow buh aj a o b serwowan g yr pf 2w -
dzie nieznaczne obniżenie zdolności do zapłodnienia ill
vitro, jednak nie dotyczyło ono wszystkich badanych eja-
kulatów. Podobnie nie potwierdziły się zastrzeżenia doty-
czape uszJ<odzeń chromosomów czy też wad potomstwa
jako rezultatu zapłodnienia bar-wionyni plernnikami ( l9).
Także badania wpływu wiązki światła UV na plemniki nie
potwierdziły wcześniej szych zastrzeżeń (7).

W obecnych cytometrach przepĘwowych specjalizowa-
nych w seksowaniu nasienia (ryc. 1) wykorzystuje się
omówio ne wy żej i udoskon al one m odyfi ka cje razeln z no -

woczesną elcl<troniką. Pozwala to na osiągnięcie dobrej
wizualizacji i separacji plemników X i Y (ryc. 2) przy prze-
pływie do ok. 40 000 komórek/sek. i uzyskanie w ciągu
godziny ok. l5 mln plemnikow o czystości frakcji ponad

Ryc. l, Cytometr przepłvwow_v MoFloSX (DakoCytomation,
USA) przeznaczony do seksowania nasienia ssakólv
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Ryc. 2. abraz plemników X i Y buhaja, uzvskany }v cytom€-
trze przepływowym MoFlo SX (Cytomation, USA). Na osiach
x i y odczyt tej samej fluorcscencji DNA z drvóch detcktorów
ustawionych pod kątem 90" (M. Bochcnek)
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Tab. 2. Wyniki inseminacji frakcją,,żeńską" nasienia sekso-
wanego (badania własne)

90% (l2). Nasienie takie jest standardowo mrozone
w słomkach, w porcjach zawierających2-2,5 ml plemni-
ków. Po roznrozeniu nasienie to wykazuje zwykle 50-60%
ruchu postępowego, a jego płodność jest tylko niewiele
ntższa od nasi enia,,standardowe go".'W szero|<o zakroj o-
nych doświadczeniach polowych, obejmujących insemi-
nacje seksowanym nasieniem l000 jałówek ( 1 8) osiągnięto
90% potomstwazakładanej płci przy zachowaniu płodnoś-
ci inseminowanych jałówek napoziomic- 90%o w stosunku
do grupy kontrolnej, inseminowanej zwykłym nasieniem.

W chwili obecnej, dwadzieścia lat po tyn, jak cytome-
tria przepływowa została zpowodzeniem zastosowana do
rozpoznania plemników X i Y, seksowane rrasienie staje
się już kornercyjnie dostępne w USA i niektorych krajach
Europy.

W Instytucie Zootechniki rozpoczęto na początku 2003
roku prace nad seksowaniem nasienia buhajow. Pierwsze
próby seksowania przeprowadzono na nasieniu dwoch
buhajow rasy polska czerwona. Właśnie po inseminacji
frakcją X jednego z nich urodziło się we wrześniu 2003 r.

pierwsze w Polsce cielę o zaprogramowanej płci zeńskiej.
Przyjęta ptzęz nas procedura sel<sowania nasienia bu-

hajów przedstawia się następująco:
Po pobraniu nasienie jestrozcieńczane do l<oncentracji

100 mln/ml i barwione fluorochromem Hoechst 33343
w celu zróżnicowania plernników X i Y. Dodatkowo sto-
sujemy barwnik - Red Food Stain, który pozwala na eli-
minację w trakcie softowania plemników mańwych. Sor-
towanie przebiega z szybkością ok. 4000 plernników kaz-
dej z frakcj i nasienia w ciągu sel<undy, co pozwala na uzys-
kanie po l5-20 mln plemników frakcji X i Y w ciągu go-
dziny. Bezpośrednio po softowaniu ruchliwość plemników
wynosi 90-95o/o, apo zamrożeniu i rozmrozeniu - 50-70%.
C zysto ś ć s oft owanych frak cj i j e st kontro I owa na na bieża;
co poprzęz reanalizę w cytometrze przepływowym. Sred-
nio, dla frakcji X wynosi ona90-96oń, a dla frakcji Y BB-
92%, Nasienie o czystości ponizej 85% jest eliminowane.
Seksowane nasienie mrozone jest w słomkach 0,25 ml,
w ilości ż,5-3,0 mln plemnikówisłomkę. Dzięki stosowa-
niu bar-wnika pozwalającego na elirninację plerników mart-

wych seksowanie możebyć wykonywane nawet po upły-
wie doby od pobrania ejakulatu.

Obecnie przeprowadzane jest seksowanie i mrozenie
nasienia buhajów hodowlanych. Frakcja ,,zeńska" nasie-
nia jest wykorzystywana w doświadczeniach terenowych,
l<tóre objęły l<ill<aset inserninacji w celu określenia płod-
rrości i dokładności rozdziałllplemników. Dotychczasowe
(czerwiec 2004), potwierdzone badaniami rektalnymi lub
USG, wyniki inseminacji przedstawione są w tabeli 2.
Uwagę zwraca dużarozpiętość uzyskanych wyników płod-
ności: od ok. 22%o do ponad 84%. Wskazule to z jednej
strony na możliwość uzyskania wysokiej płodności po uzy-
ciu nasienia seksowanego) a z drugiej strony na istotny
wpływ war-unków utrzymania i zywienia zwierząt oraz
przestrzegania zasad inseminacji na uzyskaną płodnośc.

Jak dotąd w wyniku inseminacji nasieniem frakcji X
urodziły się 4 cielęta wszystkie rasy zeńskiej.

Przedstawione doświadczenie terenowe będzie podsta-
wą do podjęcia decyzji odnośnie skali i sposobu wprowa-
dzenta seksowanego nasienia do prakĘki inserninacji w na-
szyn kraju.
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