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Test penetracji oocytow chomiczych
jako wstepna ocena ptodnosci lisow polarnych
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Solinska J., Janicki B., Lakota P.
Zona free hamster ova test as preliminary assessment of the fecundity of polar foxes

Summary

One of the methods of functional assessment of semen is the zona free ova test of an egg cell devoid of zona
pellucida, as a result of treating it with trypsyne. This test facilitates checking the interactions between
a spermatozoon and an egg cell and determining the fertilization potential of spermatozoa. The material used
for the study was sperm collected by using the massage method from 18 polar foxes. Next, oocytes devoid of
zona pellucida were introduced into the breeding medium and incubated together with the spermatozoa.
Percoll’s gradient (Pharmacia, Uppsala Sweden) was used in order to separate the spermatozoa. The number
of oocytes having both pronuclei (male and female) was determined, and these were used as the basic indicator
of proper insemination. The study also took into account the number of oocytes which indicated so-called
parthenogenic development (1 pronucleus) as well as those which underwent polyspermic insemination
(3 or more pronuclei). The fertility (covering effectiveness) and profligacy of the investigated specimens was
determined in order to assess the reproductive efficacy of male specimens on the basis of the number of
covered female specimens, the number of whelped female specimens and the number of puppies. The investi-
gated population was characterized by high breeding effectiveness which is supported by studies showing the
high fertilization percentage of hamster oocytes in the zona free ova test (67.1%) and their breeding results
(fertility 91.02%, profligacy 9.28). The results of the study indicate the utility of the zona free ova test in

assessing fertilization capacity of spermatozoa and semen fertility in polar foxes.
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Cechy zwiazane z reprodukcja maja decydujacy
wpltyw na efektywno$¢ produkcji zwierzecej. Rozréd
zwierzat, w tym rozréd zwierzat futerkowych, jest
zagadnlemem niezwykle ztozonym, uzaleznionym
zaro6wno od zatozen genetycznych osobnika, jak 1 czyn-
nikow srodowiskowych (12). Na uwagge zastuguja
testy funkcjonalnej oceny nasienia, ktore moga doktad-
niej okresli¢ niektdre aspekty sprawnosci plemnikow.
Zalicza si¢ do nich test penetracji oocytéw chomika.
Pozwala on na obserwowanie interakcji pomigdzy
plemnikiem a komorka jajowa i umozliwia ustalenie
zdolnos$ci plemnikéw do zaptodnienia (5, 7, 15).

Dojrzaly oocyt ssaka jest otoczony ostonka jajowa
zbudowana z glikoprotein. Nosi ona nazwg ostonki
przejrzystej (zona pellucida) 1 odgrywa istotna rolg we
wzajemnym rozpoznaniu si¢ oraz zwigzaniu plemni-
ka 1 komorki jajowej. Waznym etapem oddziatywania
tych komorek jest reakcja akrosomowa plemnika in-
dukowana przez oocyt. Reakcja akrosomowa polega
na tym, ze z akrosomu plemmka uwalniajq si¢ przez
egzocytoze liczne enzymy, m.in. hialuronidaza i akro-
syna (EC 3.4.21.10), ktore utatwiaja jego oddziatywa-

nie z oslonka przejrzysta jaja, a przede wszystkim
umozliwiaja plemnikowi przedostanie si¢ przez tg
ostonk¢. Wiazanie plemnika przez ostonke przejrzy-
sta jest tym etapem zaptodnienia, o ktérym decyduje
specyficznos¢ gatunkowa. Mechanizm wykluczajacy
wnikanie plemnikoéw nalezacych do obcego gatunku
dziata rdwniez na poziomie btony komdrkowe;j jaja,
nie jest to jednak mechanizm tak restrykcyjny, jak
w wypadku wiazania na oslonce przejrzystej. Dzigki
temu do oocytow chomika pozbawionych sztucznie
ostonki przejrzystej moga wnika¢ plemniki innych ga-
tunkoéw zwierzat (14). Badania z wykorzystaniem po-
zbaw1onych ostonki przejrzystej oocytow chomika (14)
sugeruja, ze morfologicznie nieprawidtowy plemnik
ma nizsza zdolno$¢ penetracji oolemmy (9). Odkrycie
przez Yanagimachi (14) faktu, ze plemnik moze pene-
trowa¢ pozbawione ostonki przejrzystej oocyty cho-
micze oraz wytwarza¢ w ich ooplazmie struktury
przypominajace mgskie przedjadrza, dato podstawe
testu heterologicznego SPA (Sperm Penetration
Assay). W tym przypadku wykorzystuje si¢ dojrzate
oocyty, ktore nie ulegly zaptodnieniu pozaustrojowe-
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mu. Po 24-36 godzinach od inseminacji
nie posiadaja juz potencjatu rozwojowe-
80 z uwagi na starzenie sig, natomiast za-
chowuja zdolno$¢ do wiazania i penetra-
cji przez plemniki (10). Oocyty wykorzys-
tywane do testu powmny znajdowac si¢
w stadium metafazy Il pierwszego podzia-
tu mejotycznego (M II) i mie¢ prawidto-
wy wyglad. W przypadku tego testu brak
zaptodnien jest zazwyczaj spowodowany
czynnikiem meskim, a nie jakoscia oocy-
tow (5). Ocena przydatnosci tego testu,
w przypadku nasienia osobnikdw mes-
kich, w poréwnaniu z innymi cechami
plemmkow jak: ruchliwo$¢, morfologia
czy zdolno$¢ odbycia reakcji akrosomal-
nej wykazata najwigksza warto$¢ predykcyjna (16).

Wyniki badan Ivanova i wsp., (6) oraz Pefia i wsp.,
(11) dotyczace nasienia pséw potwierdzaja, ze test
wigzania plemnikow z oolemma oocytdw moze mieé¢
warto$¢ prognostyczna w przewidywaniu ich zdol-
nos$ci do zaptodnienia. Brak pis$miennictwa na temat
uzytecznosci testu penetracji przy ocenie zdolnosci za-
ptadniajacej plemnikow i ptodnosci nasienia lisow po-
larnych w literaturze §wiatowej spowodowat podjgcie
ponizej opisanych badan.

B

Materiat i metody

Nasienie do badan pobrano od grupy 18 liséw polarnych
(Alopex lagopus) (szesciu dwuletnich i dwunastu jedno-
rocznych). Uzyskano je metoda masazu, do zbiorniczkow
z ptaszczem wodnym o temperaturze 37-38°C. Nasieniem
pobranym od jednego osobnika inseminowano od 7 do 12
samic. Przed przystapieniem do wykonania testu samice
chomicze poddano stymulacji hormonalnej. Hiperstymu-
lacja oraz poubojowe pobranie oocytow z pecherzykow
antralnych przy pomocy metody aspiracji zostaty przepro-
wadzone w Zaktadzie Genetyki Cztowieka PAN w Pozna-
niu. Nast¢pnie oceniono stopien dojrzatosci oocytow 1 wy-
brano do testu tylko te, ktore uzyskaly pelna dojrzatosc¢
cytoplazmatyczna i jadrowa (M II) (ryc. 1) Procedurg en-
zymatycznego usunigcia ostonki przejrzystej przeprowa-
dzono za pomoca trawienia roztworem trypsyny (ryc. 2).

Celem wykonania testu penetracji oocyty pozbawione
otoczki przejrzystej wprowadzono do medium hodowlane-
g0 (Universal IVF Medium) i przeprowadzono wspolna
inkubacje oocytow z plemnikami. Do rozdziatu plemnikow
zostal wykorzystany komercyjnie dostepny zwiazek — Per-
coll (Pharmacia, Uppsala Sweden) (8). Metoda ta polega
na wirowaniu plemnikéw w gradientach réznych stezen
koloidalnych roztworow krzemu. Koncentracja plemnikow
wynosita 100 000/ml, a liczba oocytow wahata si¢ w zalez-
nosci od osobnika od 7 do 10. Proces inkubacji przeprowa-
dzono w atmosferze 5% CO,, w temperaturze 37°C i pel-
nej wilgotnos$ci, przez okres 16-18 godzin. Nastgpnie po
inkubacji przeprowadzono oceng liczby plemnikow, ktore
zwiazaly si¢ z cytoplazma oocytow i ulegly w niej dekon-
densacji. Oceny zaptodnienia dokonano przy pomocy mi-
kroskopu odwroconego, z uzyciem kontrastu PlasDIC
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Ryec. 1. Pobrany oocyt chomika, stadium Ryec. 2. Oocyt chomika pozba-
M 1II (widoczna oslonka przejrzysta — A  wiony oslonki przejrzystej
i cialko kierunkowe — B)

Zeiss LD A PLAN (pow. 400 x). Jako podstawowy wy-
znacznik prawidlowego zaptodnienia okreslono liczbg oocy-
tow, ktore charakteryzowata obecno$¢ obydwu przedjadrzy
(meskiego i zenskiego). W analizie uwzgledniono rowniez
liczbg oocytdw, ktore wykazaly tzw. rozwoj partenogene-
tyczny (1 przedjadrze) oraz oocyty, ktore ulegty zaptodnie-
niu polispermicznemu (3 i wigcej przedjadrzy).

W celu oceny zdolnosci reprodukcyjnej samcoéw na pod-
stawie liczby samic pokrytych, liczby samic wyszczenio-
nych i liczby urodzonych szczeniat ustalono ptodnos¢ (sku-
teczno$¢ pokrycia) i plennos$¢ badanych osobnikow.

Tab. 1. Wyniki testu penetracji komoérki jajowej chomika
pozbawionej oslonki (zona free hamster ova test)

Liczba oocytéw

Nr przypadaiaca Oocyty
fisa "zs':::if(g" DEG. (%) | 1PN (%) | 2PN (%) | 3 PN (%)

1% 7 1(14,3) - 5(71,4) | 1(14,3)
2+ 7 1(143) | 1(143) | 5(71,4) -

3* 7 2 (28.6) - 5 (71,4) -

4 7 1(143) | 2(286) | 4(57,1) -

5 7 2(286) | 1(14,3) | 4(57.1) -

6* 9 1(11,0) | 1(11,0) | 6(67,0) | 1(11,0)

7 7 2(286) | 1(18,3) | 4(57.1) -

8 9 1.4 | 2048 | 7078 -

9 10 1(10,0) | 1(10,0) | 7(70,0) | 1(10,0)
10 7 1(14,3) - 5(71,4) | 1(14.3)
11 8 1(125) | 1(12,5) | 6(75,0) -
12 9 2(22,0) | 1(11,0) | 6(67,0) -

13 8 2 (25,0) - 6 (75,0) -
14 7 1(143) | 2(286) | 4(57,0) -
15 8 2 (25,0) - 6 (75,0) -
16 8 2(250) | 1(12,5) | 5(62,5) -
17 9 2(22,0) | 1(11,0) | 6(67,0) -
18 7 2 (28,6) - 4(57,0) | 1(14,3)

Objasnienia: * — lisy dwuletnie; DEG — oocyty zdegradowane;
1 PN — partenogeneza; 2 PN — zaptodnienie; 3 PN — polispermia
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p ciatko
| kierunkowe

Ryc. 3. Zaplodniony oocyt w tescie penetracji (obec-
nos$¢ przedjadrzy: meskiego [=>] i Zenskiego [—>])
z wyrzuconym cialkiem kierunkowym (obserwowane
w pow. 400 %, z uzyciem kontrastu PlasDIC LD
A-PLAN /Zeiss/)

Statystyczne opracowanie uzyskanych wynikow dotycza-
ce srednich arytmetycznych, odchylen standardowych oraz
istotno$ci roznic (test U Manna-Whitneya) przeprowadzo-
no wykorzystujac pakiet Statistica v. 5.0.

Wyniki i omodwienie

Wyniki testu penetracji komorek jajowych pozba-
wionych ostonki przejrzystej, w wyniku trawienia tryp-
syna, przedstawiono w tab. 1.

Liczba oocytow wynosita w zaleznosci od osobnika
od 7 do 10. W ocenie uwzgledniono komorki jajowe
ze zmianami ksztaltu, struktury cytoplazmy 1 obecnos-
ci organelli komorkowych okreslane jako zdegrado-
wane, komorki jajowe zaptodnione oraz oocyty, ktore
ulegly zaplodnieniu polispermicznemu i wzbudzeniu
partenogenetycznemu (ryc. 3, 4).

Partenogeneze mozna wywota¢, dziatajac na dojrza-
fe jajo bodzcami mechanicznymi, fizycznymi lub che-
micznymi. U krdlika osiagnigto to pod wptywem szyb-
kich zmian temperatury (szok termiczny), natomiast
umyszy — poprzez dziatanie pradem elektrycznym.
W przypadku badanych komorek jajowych zjawisko
to mogto by¢ spowodowane urazem mechanicznym,
np. uderzeniem.

U wigkszosci zwierzat istniejag mechanizmy zabez-
pieczajace przed zaptodnieniem komorki jajowej przez
wigcej niz jeden plemnik (7). Najczgstszym z nich jest
tzw. blok przeciwko polispermii. Stopien nasilenia
bloku polispermii na poziomie oolemy jest zalezny od
zmian w ostonce przejrzystej — nasilenia reakcji zony.
U chomika zachodzi bardzo silna reakcja zony, a nie
ma bloku polispermii na poziomie oolemy. Dzigki temu
oocyty chomika pozbawione ostonki przejrzystej moga
by¢ zaptodnione in vitro przez plemniki innych gatun-
kow ssakow.

Procent zaplodnien ksztattowat si¢ od 57 do 78.
Stwierdzono nieznaczne rdéznice mi¢dzy lisami jedno-
rocznymi (67,66%) 1 dwuletnimi (65,67%). Zblizone
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Ryc. 4. Oocyt partenogenetyczny — obecno$¢ 1 przedjadrza oraz oocyt
zaplodniony polispermicznie — obecno$¢ 3 przedjadrzy (z uzyciem
PlasDIC)

wyniki, ksztattujace si¢ w granicach 62,06-80,95, do-
tyczace procentu zaptodnien oocytéw chomiczych po-
zbawionych ostonki nasieniem lisow pospolitych otrzy-
mali Barta i Babusik (1). W badaniach Yanagimachi
(15) stwierdzono, ze procent zaptodnionych oocytow
chomika pozbawionych ostonki przejrzystej przez
plemniki meskie ksztattowat si¢ w granicach 69,3%.
Procent zaptodnien nasieniem buhaja w tescie pene-
tracji ksztattowat si¢ od 34,2 do 53,7 1 byl $cisle zwia-
zany z rodzajem medium stosowanym do kapacytacji
(5). W badaniach nad nieptodnoscia meska udziat za-
ptodnien (2 PN) wynosit 76,7%, natomiast udziat oocy-
tow z polispermia 1 wzbudzonych patogenetycznie
wynosit odpowiednio 6,2 117,1% (13).

Zdolno$¢ plemnikoéw do penetracji pozbawionych
ostonki przejrzystej oocytow chomiczych moze by¢
przydatnym testem w ocenie ptodnosci samcow (2).
Wyniki badan autoréw (6, 11) dotyczace nasienia psow
wskazuja, ze test wigzania plemnikéw z ostonka przej-
rzysta oocytOw moze mie¢ warto§¢ prognostyczna
w przewidywaniu ich zdolnosci zaptadniajace;.

Ryec. 5. Zaplodnione komoérki jajowe (obecno$é przedjadrzy:
meskiego [=] i zenskiego [] (obserwowane w pow. 400 X,
z uzyciem kontrastu PlasDIC)
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Tab. 2. Wyniki rozrodu badanych lisow (n = 18)

Nr lisa Liczba samic wI\-{chzt:bz::i?:};;h Liuh:z cuzreondi;l:nvch
pokrytych (skule’cznosc (plennosé)
pokryé w %)
1* 12 11 (91,67) 112 (10,18)
2* 10 9 (90,00) 82 (9,11)
3* 12 11 (91,66) 90 (8,18)
4* 7 6 (85,71) 45 (7,50)
5* 11 9 (81,82) 68 (7,56)
6* 12 11 (91,67) 101 (9,18)
7 11 10 (90,91) 108 (10,80)
8 10 10 (100,00) 106 (10,60)
9 10 9 (90,00) 86 (9,56)
10 1 10 (90,91) 104 (10,40)
11 12 11 (91,67) 100 (9,09)
12 10 9 (90,00) 83 (9,22)
13 11 10 (90,90) 89 (8,90)
14 10 9 (81,81) 82 (9,11)
15 8 8 (100,00) 78 (9,75)
16 12 11 (94,12) 103 (9,36)
17 11 10 (90,91) 96 (9,60)
18 9 8 (88,89) 72 (9,00)
X 10,5 9,56 (91,02) 89,17 (9,28)
S, 1,42 1,34 (4,09) 16,88 (40,91)
min. 1 6 (81,82) 45 (7,5)
max. 12 11 (100) 112 (10,80)
V (%) 13,57 14,00 (4,50) 18,93 (9,85)

Objasnienie: * — lisy dwuletnie

Wyniki zaptodnien w tescie penetracji korespondowa-
ty z wysokimi wynikami rozrodu (tab. 2), co pozwala
stwierdzi¢, ze test penetracji jest dobrym wskaznikiem
predykcyjnym 1 moze by¢ stosowany w przewidywa-
niu wynikéw rozrodu u badanej populacji lisow.

Skuteczno$¢ pokrycia wynosita §rednio 91,02%,
natomiast plenno$¢ 9,28. Analiza statystyczna wyka-
zala, ze wiek nie roznicowat istotnie skutecznos$ci po-
krycia 1 plenno$ci badanych osobnikow, ktore wyno-
sity odpowiednio 88,76% i 8,62 dla lisow dwuletnich
oraz 92,15% 1 9,62 dla osobnikéw jednorocznych.
Wysoka warto$¢ biologiczna nasienia badanego w cia-
gu catego sezonu rozrodczego przetozyta si¢ na wyso-
kie wyniki rozrodu. Na tle danych pismiennictwa (3),
dotyczacych ptodnosci i plenno$ci samic, badana po-
pulacja charakteryzowata si¢ wysokim i wyrownanym
poziomem reprodukcji.

Podsumowujac, badana populacja charakteryzowa-
ta si¢ wysoka efektywnoscia rozrodcza, co potwier-
dzaja wysoki procent zaptodnien oocytow chomiczych
w tescie penetracji i wyniki rozrodu. Wysoka wartos¢
biologiczna nasienia lisa polarnego, stwierdzona w tes-
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cie penetracji oocytow chomiczych, przetozyla si¢ na
bardzo dobre wyniki rozrodu.
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