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Przedtuzenie ciggtosci gatunku jest najwazniejszym zadaniem kaz-
dej populacji. Komorki rozrodcze ludzi i zwierzat sg wykorzystywa-
ne do udoskonalania technik zaptodnienia, w obliczu coraz czesciej
wystepujgcej nieptodnosci. Nieustanny rozwdj technologii produkgciji
zwierzat gospodarskich prowadzi do siggania po coraz bardziej za-
awansowane rozwigzania. Postep hodowli trzody chlewnej oparty
jest w duzej mierze na metodach biotechnologicznych, szczegdlnie
w zakresie rozrodu. Wykorzystanie nowoczesnych osiagnie¢ nauki
pozwala na powszechne wdrozenie metod bardzo skomplikowa-
nych i zaawansowanych. Niestety wcigz jeszcze napotyka sie pro-
blemy natury inwazyjnosci i efektywnosci, ktére ograniczajg ich ko-
mercjalne uzycie.

Sztuczne unasienianie

Po raz pierwszy proby sztucznego unasieniania trzody chlewnej
przeprowadzone zostaty przez lvanowa w Rosji w 1907 r., a konty-
nuacje badan w tej dziedzinie na szerszg skale podjeto po roku
1930, cho¢ dopiero w latach 70. poprzedniego wieku nastgpit inten-
sywny rozwdj i szerokie komercyjne zastosowanie [2]. Pionierem w
tej dziedzinie byta Europa, natomiast w USA bardzo powoli uzna-
wano korzysci z niej ptyngce i powszechne stosowanie tej techniki
rozpoczeto z poczagtkiem lat 90. [5]. Sztuczne unasienianie zaczeto
by¢ doskonatym narzedziem do szybkiej realizacji postepu gene-
tycznego. Obecnie inseminowanych jest 40-45% wszystkich loch
populacji $wiatowej, a mrozone nasienie stanowi zaledwie ok. 1-2%
[3]. Szacuje sig, ze w Europie najwiecej loch, ok. 80% populacji i
wiecej, inseminowanych jest w Belgii, Holandii, Norwegii, Hiszpanii
i we Wioszech, a w obu Amerykach: w USA, Kanadzie i Brazylii ok.
75% populaciji [20].

Wraz z rozwojem inseminacji zaczety sie przed nig pojawiac
nowe wyzwania stawiane przez naukowcow. Gtéwnym i wcigz ak-
tualnym kierunkiem jest mozliwie jak najwigeksza redukcja liczby
deponowanych plemnikéw, bez niekorzystnego wptywu na sku-
teczno$¢ zaptodnienia i liczebno$¢ miotdow. Rozpoczeto stosowa-
nie inseminacji gtebokiej (za szyjke macicy) oraz ultragtgbokiej (do
rogéw macicy) oraz mrozonego nasienia. Skutkowato to potrzebg
stworzenia nowych kateteréw, a przede wszystkim ograniczeniem
wielkosci dawek inseminacyjnych. W jednym z doswiadczen uzy-
skano nawet 75% skutecznos$ci zaptodnienia przy inseminacji gte-
bokiej i koncentracji plemnikow w dawce inseminacyjnej na pozio-
mie 50x10° [14]. Uwaza sie jg za prostg, efektywng i bezpieczng
metode, z mozliwoscig redukcji dawki nawet do 1x10° plemnikéw. Z
kolei stosowanie inseminaciji ultragtebokiej w gtéwnej mierze rzutu-
je na nieco mniejszg liczbe urodzonych prosigt oraz kilkuprocento-
wy spadek skutecznosci zaptodnienia w stosunku do inseminac;ji
ptytkiej [23]. Jak do tej pory, najgorsze wyniki z wymienionych po-
wyzej technik odnotowuje sie przy stosowaniu mrozonego nasie-
nia, gtdbwnie ze wzgledu na wieksze (2-3-krotne) zapotrzebowanie
na plemniki, mniejszg liczebno$¢ miotéw (o 1-3 prosie) i nizsze
wskazniki zaptodnienia [5].

Seksowanie plemnikow

Technologia sortowania plemnikéw ze wzgledu na wystepowanie w
nim chromosomu X lub Y zaczyna by¢ coraz chetniej propagowa-
na. W ten sposéb mozna otrzymywaé potomstwo o okreslonej (z
gory wiadomej) ptci i przystosowac odpowiednio proces produkcyj-
ny w fermie. Z drugiej strony, stanowi jedno z rozwigzan wptywaja-
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cych na ograniczenie kastracji knurkow, ktéra staje sie powaznym
problemem w kwestii dobrostanu zwierzat [20]. Jak wiadomo, za
pte¢ potomstwa odpowiada ojciec, doktadniej plemnik zawierajgcy
w sobie chromosom X lub Y, a prawdopodobienstwo wynosi 50:50.
Barwniki fluorochromowe wnikajg w gtéwke plemnika i tgczg z
DNA. Réznica w wielkosci miedzy chromosomem X (wiekszy) i Y
(mniejszy), a — co z tym sie wigze — intensywnoscia fluorescencji w
Swietle lasera, pozwala na rozdziat plemnikéw przy uzyciu metody
cytometrii przeptywowej [8]. Niektére badania wskazujg, ze pod-
czas operacyjnego deponowania w spojeniu miedzy rogami macicy
a jajowodem schtodzonych seksowanych plemnikéw o koncentraciji
10x10°, mozna uzyskac skutecznosc¢ zaptodnienia nawet na pozio-
mie 89% [10]. Dla osiggania najlepszych wynikow w stosowaniu
tego rodzaju nasienia zaleca sie Sciste okreslanie czasu owulaciji.
W praktyce najtatwiej jest to zastosowac w potgczeniu z insemina-
cja gteboka. Takie rozwigzanie jest mozliwe i optacalne tylko wte-
dy, gdy nieustannie ograniczac sie bedzie liczbe plemnikow w daw-
ce inseminacyjnej. Obecnie do takich metod niektérzy autorzy zali-
czajg: zaptodnienie in vitro, mikroiniekcje plemnikéw czy depono-
wanie nasienia do jajowodoéw, gdzie ilos¢ plemnikéw jest ograni-
czona przedziatem od 20 do 1000 [18].

Inseminacja laparoskopowa

Laparoskopia jest metodg wygodng i mato inwazyjng. Dzieki niej
mozliwe jest zdeponowanie plemnikéw prosto do sklepienia rogow
macicy i jajowoddéw. Sam zabieg wymaga duzej wprawy i do$wiad-
czenia. Szacuje sig, ze mozna wykonac¢ go szybko, w ciggu 15-20
minut (przy sprawnym dziataniu personelu), pod catkowitg narkozg
[20]. Loche uktada sie w pozycji Trendelemburga pod katem okoto
20° i dokonuje nacigcia (ok. 1,5 cm) w poblizu okolicy pgpkowej, z
wykorzystaniem dodatkowo laparoskopu i trokaréw [23]. Zwierzeta
najczesciej po kilku godzinach sg w stanie bez problemoéw funkcjo-
nowac. Rany w obrebie otrzewnej nie wymagajg szycia i nie po-
wstajg zrosty w obrebie narzadéw wewnetrznych [25]. Precyzyjne
miejsce zdeponowania dawki inseminacyjnej niewatpliwie jest bar-
dzo korzystne. Laparoskopowa inseminacja daje zadowalajgce re-
zultaty przy wykorzystaniu nasienia $wiezego bgdz mrozonego.
Osiggano wysoki wskaznik zaptodnienia przy zredukowanej dawce
inseminacyjnej, wynoszacej 5x108 i 0,3x10® w trakcie inseminaciji,
przy umiejscowieniu plemnikéw bezposrednio w poczgtkowej cze-
$ci jajowodu [1, 22]. Okreslenie liczby dojrzewajacych oocytéow
moze by¢ réwniez przydatne dla samej zasadnosci zastosowania
zabiegu. Podkresla sie, ze metoda moze byc¢ jedyng uzasadniong
do stosowania dawek inseminacyjnych z wyraznie obnizong zawar-
toscig plemnikow, bez negatywnego wptywu na liczbe urodzonych
prosiagt i skutecznos¢ zaptodnienia, zwtaszcza w okresie bezpo-
$rednio przed owulacja.

Mikrokapsutkowanie plemnikow

Mikrokapsutkowanie jest procesem otaczania komorek, tkanek lub
substancji w btonie potprzepuszczalnej [17]. Gtéwnym zatozeniem
jest utrzymanie zywotnosci plemnikéw i stopniowe ich uwalnianie
przy redukcji dziatania wstecznego macicy oraz fagocytozy przez
leukocyty [7]. Na przestrzeni lat udato sie wykorzysta¢ te metode
dla hepatocytéw, wysepek Langerhansa, komoérek nowotworo-
wych, komérek kory nadnerczy. Mikrokapsutkowanie plemnikéw
mozna wykonac bez rozcienczenia. Otrzymane w ten sposob kap-
sutki posiadajg rdzen zawierajgcy wysokie stezenie plemnikéw, z
btong oddzielajgca je od medium [24]. Zywotno$é plemnikéw za-
chowana jest dzieki pétprzepuszczalnej btonie, ktéra pozwala na
wymiane substancji odzywczych i metabolitow z medium, w ktérym
sg zanurzone. Powszechne stosowanie rozcienczalnikow moze
ujemnie wptywac na ruchliwos¢ plemnikéw, spowodowang prze-
mianami w btonie komérkowej. Mikrokapsutkowanie jest bardzo
korzystnym rozwigzaniem w inseminacji potgczonej z kontrolowa-
nym uwalnianiem plemnikéw, nastepuje bowiem ich stopniowe
uwalnianie w ciggu kilku godzin lub nawet dni w uktadzie rozrod-
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czym lochy [20]. Dlatego nie jest juz tak wazny doktadny termin
owulacji. Nalezatoby jednak przeanalizowac, na ile po dtuzszym
czasie przebywania w organizmie zachowana jest zywotnos¢ i ru-
chliwo$¢ plemnikéw. Uznaje sie, ze mikrokapsutkowanie moze ko-
rzystnie wptywaé na dtugos¢ przechowywania porcji inseminacyj-
nej. Badania wskazujg, ze stosowanie tego rodzaju nasienia w in-
seminacji ptytkiej moze dac¢ 75% skutecznosci zaptodnienia i liczbe
urodzonych prosigt na poziomie 12,3 [7]. Jednak ze wzgledu na
wymagang duzg koncentracje plemnikéw w tej metodzie, zasadne
jest powszechniejsze jej wykorzystywanie w inseminacji gtebokiej i
ultragtebokiej.

Liofilizowanie plemnikéw

Liofilizacja jest metodg polegajgca poczagtkowo na mrozeniu zawie-
siny komdrek, a nastepnie suszeniu poprzez sublimacje lodu w
prézni [16]. Tak przygotowane plemniki mozna przechowywac¢ w
temperaturze otoczenia, a rozpuszczac poprzez rehydratacje. Sta-
nowi to alternatywng metode dla dtugiego przechowywania nasie-
nia. Ta technika jest jednak wcigz w fazie ciagtego testowania i
doskonalenia. Opracowana zostata w celu przechowywania bioak-
tywnych czgsteczek (DNA, enzymow, biatek), produktow farma-
ceutycznych (antybiotykéw) oraz innych [15]. Niektére badania
przedstawiajg mozliwosci wykorzystania liofilizowanych plemnikow
tylko w metodzie mikroiniekcji u trzody chlewnej, ze wzgledu na
utrate ruchliwosci po rehydratacji [11]. Jako zalety w stosunku do
metod mrozenia konwencjonalnego wyrdznia sie: nizsze koszty,
niewykorzystywanie ciektego azotu, wymagang mniejszg ilos¢
miejsca do przechowywania gamet oraz obnizenie kosztéw trans-
portu nasienia.

Transfer genéw przy pomocy plemnikéw (sperm-mediate gene
transfer - SMGT)

Uzywanie plemnikow jako wektorow do przenoszenia zamierzo-
nych gendéw lub okreslonych sekwencji DNA do oocytu w wyniku
zaptodnienia stanowi jedng z metod uzyskiwania transgenicznych
Swin, a czestotliwos¢ uzyskiwania potomstwa tg metodg waha sie
w szerokich granicach od 5 do 60% [12]. Opiera sie to na rzeczywi-
stej zdolnosci plemnikéw do wigzania i internalizacji egzogennego
DNA, a potem przeniesienia go do oocytu w trakcie zaptodnienia
[20]. Inkubowane plemniki pochodzace z ejakulacji majg zdolnos¢
wigczenia DNA do ich jgder w ciggu 1-2 godzin, cho¢ jest to row-
niez zalezne osobniczo, stagd bardzo istotna jest selekcja knurow
dawcow pod tym wzgledem. Optymalny stosunek miedzy DNA a
liczbg plemnikéw wynosi 40 ug DNA/108 plemnikow/ml [1]. Pierw-
sze uzyskane tg metodg 93 transgeniczne prosieta urodzity sie po
inseminacji ptytkiej, od 15 loch, porcjg nasienia zawierajgcg
1-1,5x10° plemnikéw [13]. W praktyce hodowlanej moze by¢ to wy-
korzystywane do produkcji osobnikéw o specyficznym rodzaju mie-
sa wieprzowego lub o obnizonej zdolnosci emisji gazéw, obcigzaja-
cych srodowisko naturalne w miejscu wystepowania fermy [6, 21].
Stanowi to nowe i ciekawe rozwigzanie, moggce skutecznie prze-
ciwdziataé¢ niektérym problemom w wielkotowarowej produkcji trzo-
dy chlewnej. Wsrdd najwiekszych zalet wymienia sie wysokg wy-
dajnos¢, niski koszt i tatwos¢ uzycia w poréwnaniu do innych me-
tod, a dodatkowo nie wymaga obstugi zarodkéw ani zbyt kosztow-
nych urzadzen [13].

Docytoplazmatyczna iniekcja plemnika (ICSI)

Technika ICSI (intracytoplasmic sperm injection) polega na zaptod-
nieniu oocytu w stadium metafazy Il poprzez iniekcje plemnika do
komorki jajowej lub przestrzeni pomiedzy ostonkg przejrzystg a ko-
morkg jajowg, wraz z akrosomem i nienaruszong btong plemnika
[4]. Pierwsze opublikowane udane doswiadczenie przeprowadzono
w 1976 roku na chomikach [4]. Dla zwierzat gospodarskich zasto-
sowanie ICSI ma pewne zalety, poprzez uzyskanie licznego potom-
stwa z bardzo matej koncentracji plemnikéw lub nawet z jednego
plemnika, ponadto wstrzykniete plemniki nie muszg sie poruszac
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ani posiadac witki. Dzieki tej metodzie po raz pierwszy, a teraz co-
raz powszechniej, podjeto probe wykorzystania plemnikow liofilizo-
wanych [11]. Jako zalete tej techniki rozrodu niektorzy autorzy do-
dajg poprawe zdolnosci zaptodnienia nasieniem seksowanym. Za-
stosowanie metody mikroiniekcji dla trzody chlewnej nie byto pomy-
stem nowatorskim. Wczes$niej takie zabiegi skutecznie przeprowa-
dzano juz u ludzi, myszy, krolikéw, kotéw, bydta oraz owiec. Kluczo-
wym problemem u $win jest przenoszenie wczesno powstatych
embriondw, ktére w duzej mierze nie konczyto sie podtrzymaniem
cigzy u biorczyn [9]. Za pomoca techniki ICSI zaobserwowano réow-
niez prawidtowg formacje embrionéw zaréwno poprzez standardo-
wa iniekcje plemnika, jak i iniekcje tylko gtowki plemnika do oocy-
téw loszek [9]. Funkcjonalne mikrotubule dla catkowitego zaptod-
nienia zostajg wytworzone wytacznie z matczynych zapasow [4].
Zastosowanie metody mikroiniekcji plemnikbw ma wspomagac i
stuzy¢ przede wszystkim produkcji transgenicznych osobnikow,
ochronie bioréznorodnosci biologicznej, rozwigzywaniu niektérych
powstatych probleméw w metodzie zaptodnienia in vitro [4]. Bezpo-
Srednia mikroiniekcja transgenu do przedjgdrza zygoty jest naj-
powszechniejszg metodg stosowang do uzyskiwania transgenicz-
nych $win.
Przenoszenie jadra komorki somatycznej (SCNT)
W ostatnich latach opracowano réwniez metode wprowadzania
genow do linii zarodkowej dla $win, zwanej klonowaniem, czyli
przenoszeniem jadra komérki somatycznej (somatic cell nuclear
transfer SCNT) [19]. Jest to proces dwuetapowy, obejmujgcy
transfekcje transgenu do komérek somatycznych (gtéwnie fibro-
blastéw) w trakcie hodowli in vitro, a nastepnie wstawienia jgdra
transgenicznych komérek do oocytu poprzez transfer jadra [5]. Za-
letg jest selekcjonowanie genotypu w trakcie hodowli in vitro, a w
miejscu wprowadzenia transgenu nastepuje wkomponowanie po-
przez rekombinacje homologiczna. Uznaje sie, ze ta metoda moze
by¢ coraz powszechniej stosowana w przypadku transferu genéw
u $win, ze wzgledu na wigkszy mozliwy szereg modyfikacji gene-
tycznych [23].

Trzy rodzaje transferu genow, tj. mikroiniekcja, transfer genéw
przy pomocy plemnikéw i przenoszenie jadra komorki somatycz-
nej, zostaty przedstawione na rysunku.
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Podsumowanie

Przedstawione w artykule metody pozwalajg na coraz szersze za-
stosowanie materiatu biologicznego takze w ramach techniki
sztucznego unasieniania. Wykorzystanie inseminacji gtebokiej, ul-



tragtebokiej czy laparoskopowej daje mozliwosci skutecznej reduk-
cji liczebnosci plemnikow w dawce inseminacyjnej. Seksowanie,
liofilizacja czy mikrokapsutkowanie nasienia pozwala na wstepng
obrébke plemnikéw do dalszego przechowywania lub bezposred-
nio przed samym momentem zdeponowania ich w drogach rodnych
lochy. Rozwdj technologii transferu genéw (mikroiniekcja, transfer
przy pomocy plemnikéw, przenoszenie jgdra komorki somatycznej)
pozwolit na izolacje pojedynczych gendw i przenoszenie ich do ge-
nomow zwierzat. Ma to szczegdlne znaczenie dla rozwijajgcej sie
dziedziny ksenotransplantacji, a co za tym idzie — produkgciji trans-
genicznych swin. Powszechno$¢ zastosowania wyzej wymienio-
nych metod jest jednak uwarunkowana ekonomiczng optacalno-
$cig oraz mozliwoscig ich uzycia w warunkach terenowych. Duze
wysitki powinny by¢ skierowane gtéwnie na udoskonalanie metod
wprowadzania plemnikow i ich wstepnego przygotowania, co po-
winno wptyng¢ na poprawe efektywnosci funkcjonowania obiek-
téw. Kontynuacja badan nad biotechnologig w rozrodzie swin za-
pewne wptynie na popularyzacje niektérych rozwigzan i ich wdro-
zenie do praktyki produkcyjnej.
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Nowe zwigzki ostaniajace
| antyoksydanty w
kriokonserwacji nasienia
knura — wstepne

wyniki badan

Monika Trzcinska, Magdalena Bryta

Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy w Balicach k. Krakowa

Metodg biotechnologiczng, ktéra pozwolita lepiej wykorzystac¢ po-
tencjat rozrodczy samcoéw jest sztuczne unasienianie. Jest coraz
szerzej stosowang metodg rozrodu w hodowli $win, przyspiesza
bowiem postep genetyczny, zwieksza wykorzystanie wartoscio-
wych samcoéw, obniza koszty utrzymania rozptodnikéw w przelicze-
niu na jedno prosie. Do inseminacji uzywane jest gtdbwnie nasienie
konserwowane w stanie ptynnym, co umozliwia, w zaleznos$ci od
rodzaju stosowanego rozcienczalnika, stopnia rozrzedzenia i wa-
runkéw przechowywania, zachowanie jego przydatnosci przez
okres kilku dni.

Pomimo prowadzenia intensywnych badan nad opracowaniem
skutecznej metody kriokonserwacji, uzycie mrozonego nasienia knu-
ra w praktyce jest bardzo ograniczone i ksztattuje sie na poziomie
ponizej 1% ogdlnej liczby wykonywanych zabiegéw inseminacyj-
nych. Przy stosowaniu mrozonego nasienia knura w praktyce inse-
minacyjnej obserwuje sie 0 20% nizsze wskazniki rozrodcze w sto-
sunku do nasienia konserwowanego w stanie ptynnym oraz wskaz-

nik oproszen mniejszy o 1-2 prosieta w miocie. Istotnym problemem
w kriokonserwaciji jest rowniez zréznicowana indywidualna podat-
nos¢ nasienia knuréw na proces zamrazania-rozmrazania. Oprocz
zmiennos$ci osobniczej pomiedzy poszczegdlnymi samcami, wyka-
zano rowniez roznice w zamrazalnosci miedzy ejakulatami od tego
samego osobnika. Aktualnie prowadzone badania majg na celu uzy-
skanie statego wskaznika ptodnosci na poziomie 65-75%, przy uzy-
ciu nasienia wiekszos$ci knurdéw, przy liczbie plemnikéw w dawce in-
seminacyjnej nie wigkszej niz 3 miliardy plemnikéw. Niskie wskazniki
rozrodu uzyskiwane po inseminacji loch nasieniem mrozonym wyni-
kajg gtéwnie z faktu, iz btona komérkowa plemnikéw knura charakte-
ryzuje sie duzg podatnos$cig na uszkodzenia kriogeniczne [9].
Plemniki knura sg bardziej wrazliwe na czynniki zwigzane z za-
mrazaniem niz plemniki innych zwierzat gospodarskich. Stres
osmotyczny, szok chtodowy oraz tworzenie sie wewngtrz komorek
krysztatkdow lodu powodujg uszkodzenia bton plazmatycznych i in-
nych organelli komoérkowych plemnikéw knura. Przypuszcza sie, ze
istotnym czynnikiem powodujgcym zwiekszong wrazliwos¢ plemni-
koéw na zamrazanie jest wysoki udziat wielonienasyconych kwasow
ttuszczowych w lipidach i ich specyficzny sktad. W sktadzie lipidow
plemnikéw knura wielonienasycone kwasy ttuszczowe (C22:5 i
C22:6) stanowig okoto 65% catkowitej zawartosci wszystkich kwa-
séw ttuszczowych. Stosunek ilosciowy kwasow ttuszczowych nie-
nasyconych do nasyconych w plemniach knura wynosi 3,5 (u buha-
jaitryka 2,8). Wysoki udziat kwaséw nienasyconych stanowi zagro-
zenie dla struktury bton plazmatycznych plemnikéw, z powodu po-
datnosci tych kwasoéw na procesy peroksydaciji. W wyniku nadmia-
ru reaktywnych form tlenu (RTF) lub wyczerpania mozliwosci kom-
pensacyjnych uktadu antyoksydacyjnego w nasieniu, dochodzi do
stresu oksydacyjnego [2]. Dtugotrwata ekspozycja plemnikéw na
RTF jest przyczyng zmian peroksydacyjnych w lipidach bton ko-
morkowych plemnikow oraz ma niekorzystny wptyw na strukture
bton komoérkowych, jak réwniez zwieksza poziom fragmentaciji
DNA [6]. Proces ten moze by¢ redukowany w obecnosci antyoksy-
dantéw. W warunkach fizjologicznych ztozony system antyoksyda-
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