U owiec kontrolg cytogenetyczna proponuje sig objac
przede wszystkim osobniki pochodzace z cigz blizniaczych
i mnogich oraz tryki przeznaczone do wykorzystania w rozro-
dzie (przy zastosowaniu inseminacji).

Jezeli chodzi o konie, to do analiz cytogenetycznych po-
winny by¢ kierowane przede wszystkim miode klacze, ktére

planuje sie wykorzysta¢ w dalszej hodowli, a takze wszystkie
osobniki majace problemy z rozrodem.

Zaktad Immuno- i Cytogenetyki Instytutu Zootechniki po-
siada odpowiednie wyposazenie i kadre naukowg o wysokich
kwalifikacjach, upowazniajacych do prowadzenia wszelkich
analiz cytogenetycznych u zwierzat gospodarskich.

Seksowanie
nasienia buhajow

Michat Bochenek, Maria Skrzyszowska,
Zdzistaw Smorag

Genetyczna pte¢ potomstwa ssakéw determinowana jest
w trakcie zaptodnienia. Samica, posiadajgca chromosomy
piciowe XX, wytwarza oocyty z chromosomem X. Samiec, po-
siadajacy komplet chromosomoéw ptciowych XY, produkuje
plemniki zawierajace chromosom X lub Y. Zatem to wtasnie
od rodzaju plemnika zalezy pte¢ przysztego ssaka. Podstawy
do teorii o chromosomalnej determinacji pfci stworzono w la-
tach 1910-1916, gtéwnie dzieki pracom Morgana [13]. W pier-
wszych badaniach, wykonanych na muszkach Drosophila
stwierdzono, ze osobniki z pojedynczym chromosomem X
(XO, XY) sg samcami, natomiast obecnos¢ dwoch lub wigcej
chromosoméw X (XX, XXX, XXY) determinuje pte¢ zenska
[32]. Poczatkowo sgdzono, ze chromosom Y ssakéw nie po-
siada informacji genetycznej, z wyjatkiem pewnych fragmen-
tow odpowiedzialnych za ptodno$¢ samcow [30]. Dopiero
dzieki technikom kariotypowania chromosomoéw, opracowa-
nych w latach 60-tych, okazato sie, ze rozwoj jader ssakow
okresla informacja zawarta w chromosomie Y. Nie ma zatem
znaczenia ilos§¢ wystepujgcych chromosoméw X — genetycz-
ne roznice miedzy piciag meska i zenskg sa uwarunkowane
obecnoécig chromosomu Y [11].

Termin regulacja ptci moze odnosi¢ sie zaréwno do sepa-
racji odpowiednich plemnikow, jak i rozwijajacych sie juz za-
rodkéw o okreslonej uprzednio pfci. Jednak uzyskiwanie za-
rodkéw, mimo stosowania technik superowulacji czy zaptod-
nienia in vitro, jest czasochtonne i wciaz wigze si¢ ze znacz-
nymi kosztami. W zwigzku z tym znacznie bardziej efektywna
bytaby mozliwo$¢ sterowania ptcig, poprzez odpowiedni roz-
dziat plemnikéw na dwie frakcje. Plemniki takie mogtyby by¢
wykorzystane do inseminacji lub zaptodnienia in vitro.

Zainteresowanie metodami rozdziatu plemnikéw zwierzat
notuje sie juz od czasu wprowadzenia inseminacji do praktyki
hodowlanej. Poczatkowo jednak zasadniczg barierg pozosta-
wat brak wiarygodnych i szybkich metod identyfikacji ,pici”
plemnikow, a takze mozliwosci skutecznego odseparowania
Lrozpoznanych” juz frakcji. U wiekszosci gatunkow ssakow
chromosom Y jest najmniejszym, bgdz jednym z najmniej-
szych elementow w catym komplecie [13, 16]. WigkszoS¢ me-
tod, stosowanych dotad do rozpoznawania plemnikéw niosa-
cych chromosomy X i Y, polegata na wykorzystaniu roznic budo-
wy i wielkosci pomiedzy tymi dwoma chromosomami. Obecnie
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istnieje kilka sposobow rozrézniania plemnikéw niosgcych
chromosomy X i Y. Opierajg sie one badz na zjawisku fluo-
rescencji tzw. ciatek F, znalezionych w zawierajgcych chro-
mosom Y plemnikach cztowieka, knura, krélika, ogiera i psa
[6, 26], badz tez na wykorzystaniu metody podwdjnej hybry-
dyzaciji in situ [14] lub posredniej analizy chromosomalne;.
Ta ostatnia metoda polega na rozpoznaniu chromosomu Y,
ktére mozna przeprowadzi¢ po wniknigciu plemnika do oocytu
i utworzeniu przedjadrza [31]. Metody te sg jednak przydatne
raczej do weryfikacji ,ptci” po rozdzieleniu plemnikéw, niz do
oznaczania ich w celu dalszej separacji.

Roéwnoczeénie z badaniami nad indentyfikacjg ,ptci” plem-
nikéw prowadzono — w przypadku bydfa juz od lat pigcdzie-
sigtych — proby fizycznego rozdziatu nasienia na frakcje mes-
kg i zenskg oraz wykorzystania ich do zaptodnienia.

Biorac pod uwage réznice w diugosci chromosomow
X i Y zaktadano wystepowanie pewnego zroznicowania
w ciezarze plemnikow. Zatozenie to probowano wykorzystac
rozdzielajgc plemniki w gradiencie stgzen albuminy surowicy
krwi. Plemniki z chromosomem Y, jako lzejsze i w zwigzku
z tym szybsze, powinny fatwiej przenikac przez granice ste-
zen. W poszczegdlnych warstwach plynu powinna zatem za-
znaczyC¢ sie przewaga jednej z frakcji. Zastosowanie tej me-
tody do rozdziatu nasienia ludzi [4], buhajow [3] i krolikow [33]
dato niewielkie, statystycznie nieistotne, odchylenie proporcji
ptci. Te same zatozenia starano si¢ wykorzystac wirujgc
plemniki w gradiencie Percollu. Spodziewano sig, ze plemniki
X, jako ciezsze, osadzg sig w nizszych warstwach ptynu.
Technika ta, zastosowana do separacji nasienia ludzkiego,
pozwolita uzyskac frakcje X o duzej czystosci — 94%. Nieko-
rzystnym zjawiskiem byt jednak maty odzysk tych plemnikow,
wynoszacy 17-30% catej populacji [24]. Proby rozdziatu na-
sienia buhajow tg metodg nie daty pozytywnych rezultatow
[15].

W badaniach nad nasieniem ludzkim stwierdzono, ze bto-
na komérkowa plemnikéw z chromosomem X ma wyzszy ta-
dunek ujemny niz tych z chromosomem Y, co spowodowane
jest prawdopodobnie wyzszg iloscig glikoprotein zawierajg-
cych kwas neuraminowy na powierzchni ich bton. W trakcie
elektroforezy wolnoprzeptywowej udato sig¢ uzyskac frakcje
zawierajaca 89% plemnikéw Y [24]. Niestety badania innych
autorow przyniosty odwrotne rezultaty — szybszg frakcja, tzn.
z wyzszym ftadunkiem ujemnym, okazaty sie plemniki Y [12].
Unasienianie bydta, przeprowadzone nasieniem separowa-
nym elektroforetycznie, nie spowodowato odchyleh w propor-
cjach pfici cielgt [7]. Ponadto podwaza sie sam fakt istnienia
roznic tadunku elektrycznego w swobodnie przemieszanej
populacji komérek nie wykazujacych widocznych objawéw in-
terakgciji [2].

Do separacji nasienia prébowano wykorzystywac réwniez
metody immunologiczne. Juz w latach 70-tych stwierdzono,
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ze potomstwo samic myszy, traktowanych surowicg z prze-
ciwciatami anty-H-Y, wykazuje zachwiane (na korzys¢ samic)
proporcje pfci [5]. Odpowiedzialnym za to zjawisko byt anty-
gen zgodnosci tkankowej H-Y. Jest on stwierdzany u wielu
gatunkow ssakow, w ok. 50% plemnikéw [1, 8]. Obecnie, za-
miast uczulania samic na wspomniany antygen, badacze wig-
zg duze nadzieje z zastosowaniem przeciwciat monoklonal-
nych H-Y i magnetycznej metody sortowania. Prace przepro-
wadzone na nasieniu buhajoéw wskazujg na mozliwos¢ uzys-
kania frakcji plemnikéow X o ponad 98% czystosci [27]. Wadg
tej techniki jest bardzo wysoki koszt uzyskania przeciwciat
monoklonalnych i mozliwo§¢ odseparowania tylko jednej
zdolnej do zaptodnienia frakcji plemnikéw — X.

Obecnie najwieksze zainteresowanie budzi mozliwos¢ roz-
dziatu plemnikéw przy pomocy cytometrii przeptywowej. Po-
myst jej wykorzystania do rozdziatu nasienia wedtug ,ptci” na-
rodzit sie na poczatku lat 80-tych, kiedy Pinkel i wsp. [28]
stwierdzili mozliwos¢ dokonania precyzyjnego pomiaru DNA
oraz réznic jego zawartosci pomigdzy plemnikami niosacymi
chromosom X lub Y. Barwili oni utrwalone plemniki kilku ga-
tunkéw ssakéw bromkiem etydyny, mitramycyng lub DAPI
(4’,6-diamidyno-2-fenylindol). Podobne badania z wykorzy-
staniem fluorochromu Hoechst 33342 (bisbenzimidazol)
przeprowadzit Keeler i wsp. [22]. Barwnik ten, stosowany o-
becnie w pracach nad sortowaniem nasienia, tatwo przenika
przez nieuszkodzone btony zywych komorek, taczy sie stechio-
metrycznie z DNA w okolicach par zasad A-T, a wzbudzany
Swiattem ultrafioletowym fluoryzuje w pasmie 450 nm (rys.).

Niekorzystne zjawisko ,soczewkowania” fluorescencji
plemnikéw, polegajace na skupianiu swiatta w kierunku kra-
wedzi gtowki, spowodowato koniecznos¢ stosowania specjal-
nie zmodyfikowanych cytometrow [19]. Modyfikacje te, obej-
mujace odpowiednie uksztattowanie dyszy wylotowej urza-
dzenia oraz odczytywanie fluorescencji DNA z dwoch usta-
wionych pod katem 90° detektoréw, majg na celu analizowa-
nie i sortowanie plemnikéw utozonych pod jednakowym ka-
tem wzgledem osi odczytu.

Pierwszych prob sortowania nasienia tg metodg dokonano
w drugiej potowie lat 80-tych [17]. Nasienie buhaja, knura
i tryka zostato dla utatwienia analizy pozbawione witek. Do-
konujac, po odsortowaniu, powtérnej jego analizy stwierdzo-
no, ze doktadnos$c¢ rozdziatu tak przygotowanych plemnikow
wynosita ponad 90%. Ustalono rowniez, ze réznice w zawar-
tosci DNA plemnikéw buhaja, knura i tryka wynoszg odpo-
wiednio: 3,9; 3,7 i 4,2%. Kolejne badania [25] wykazaty, iz
barwione zwigzkiem Hoechst 33342 oraz sortowane plemniki
buhaja i krélika moga zachowaé ruchliwosc i zdolnos¢ za-
ptadniajacg. Po inseminacji sortowanym nasieniem buhaja u-
zyskano istotne przesuniecie proporcji ptci potomstwa. Zano-
towano jednak znaczne obnizenie ptodnosci, gdyz w wyniku
inseminacji wycielito sie zaledwie 30% krow.

Tabela

Rozwdj in vitro zarodkéw bydlecych po mikroiniekcji (ICSI) seksowanych

plemnikéw do oocytéow
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Rys. Obraz fluorescencji DNA plemnikéw buhaja, barwionych
zwiazkiem Hoechst 33342; widoczne dwa ,,piki” reprezentujace
grupy plemnikéw Y i X

W petni skutecznego rozdziatu plemnikéw dokonano
w koncu lat 80-tych na nasieniu krélika [18]. Reanaliza nasie-
nia $wiezego, barwionego fluorochromem Hoechst 33342,
wykazata, ze doktadno$¢ separacji wynosita 86% w przypad-
ku plemnikéw ,zenskich” oraz 81% w przypadku plemnikow
.meskich”. Rozdzielone plemniki wprowadzane byty chirur-
gicznie do macicy krélic. Uzyskano okoto 28% wykotow; po-
tomstwo, urodzone po inseminacji frakcjg X, byto w 94% ptci
zenskiej, natomiast po inseminacji frakcja Y —w 81% meskie.
Nieco gorsze rezultaty osiagnigto sortujgc nasienie knura
[20]. Rowniez w tym przypadku skutecznos¢ rozdziatu oce-
niano na podstawie reanalizy i inseminacji chirurgicznej loch.
Odsetek prosiat ptci zenskiej, po inseminacji ,zenskg” frakcja,
wyniést 74%, a ptci meskiej po inseminacji ,meska” frakcjg
— 68%.

W potowie lat 90-tych istotnym ograniczeniem w stosowa-
niu metody cytometrycznego seksowania plemnikow byta nie-
wielka szybko$¢ sortowania, osiagajaca przecigtnie 100-200
komorek/sekunde, a takze znacznie obnizona ruchliwo$é
plemnikow. Prace przeprowadzane w tym okresie wykazaty,
ze nasienie separowane w ten sposob moze by¢ stosowane
do zaptodnienia tylko poprzez mikroiniekcje plemnikéw do o-
ocytu [23], in vitro [9], a w najlepszym przypadku laparosko-
powa inseminacje domaciczna [10]. Obecnie, po wprowadze-
niu cytometrow przeptywowych nowej generacji, mozliwe jest
osiggniecie separacji od 6-20 min/godz. plemnikow jednej
frakcji, przy czystosci od 80% do powyzej 90% (metoda Bel-
tsville Sexing Technology) [21]. Stanowi to 30-60 krotny
wzrost szybkosci w stosunku do 1989 roku. Nasienie zacho-
wuje przy tym na tyle zadowalajaca ruchliwosé, ze mozliwe
staje sie przeprowadzenie inseminacji. W cyklu 11 do$wiad-
czen, po inseminacji 1000 jatéwek nasieniem pochodzgacym
od 22 buhajow, uzyskano ptodno$¢ 45-49%, oraz ,czystosc”
potomstwa: ¢ — 82-95% oraz d' — 86-92% [29].

Badania nad sortowaniem nasienia buhaja pro-
wadzone sg rowniez w Zaktadzie Fizjologii Rozro-
du Zwierzat 1Z w Balicach. ,Seksowania” nasienia
dokonuje sie przy wykorzystaniu cytometru prze-

Frakcja Liczba Stadium rozwoju zarodka Uzyskane ptywowego Epics Elite. Nasze prace koncentro-
plemnikéw oocytow 2b 3-8b 16b  morula blasto- zarodki : : : i
cysta —t % waly sie z jednej strony na przystosowaniu cyto-
" ”y metru do bardziej precyzyjnego pomiaru DNA
7 14 2 3 2 28 25 ; wE it e
Y 108 9 12 0 2 0 23 21 w plemnikach, z drugiej za$ na okreslaniu warun-
Razem 219 16 26 2 5 2 51 23

kéw przygotowania nasienia do badan cytometrycz-
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nych. W efekcie wykonanych przez nas doswiadczen uzyska-
lismy doé¢ skuteczny rozdziat plemnikéw. Ze wzgledu jednak
na niskg zywotnosé sortowanych plemnikéw, ich wykorzysta-
nie do zaptodnienia komoérek jajowych mogto nastgpic¢ tylko
na drodze mikrochirurgicznej, czyli poprzez zastosowanie
tzw. metody ICSI (intracytoplasmic sperm injection).

Mikroiniekcji sortowanymi plemnikami poddano 219 oocy-
tow. Z liczby tej uzyskano 51 zarodkéw w réznych stadiach
rozwoju — od 2-blastomerowych do blastocysty, co stanowi
23% ogodlnej liczby oocytéow (tab.). W wyniku reakcji PCR u
30 zarodkéw stwierdzono obecnos¢ DNA gatunkowego byd-
lecego i te poddano seksowaniu z wykorzystaniem primeréw
Y1iY2. Z 18 zarodkoéw rozwijajacych sig po iniekcji plemni-
kow frakcji X do oocytow, pte¢ zenska stwierdzono u 16
(88,9%), a meskg u 2 zarodkéw (11,1%), znajdujgcych sie
w stadium moruli i blastocysty. Sg to zachecajgce rezultaty
oceniane z punktu widzenia doktadnosci sortowania. Nato-
miast niezbedne sg dalsze badania nad poprawg ruchliwosci
sortowanych plemnikéw, tak, aby mozna byto je uzy¢ do in-
seminacji lub zaptodnienia in vitro. Zastosowana bowiem
przez nas metoda mikrochirurgicznego zaptadniania (ICSI)
w przypadku bydta jest mato efektywna.
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W hodowli bydta
stawiamy na jakos¢

Hanna Czaja, Zenon Choroszy,
Bogumita Choroszy

W przededniu przystapienia Polski do UE hodowcy bydta mu-
sza sobie zdawac sprawe z tego, ze przedmiotem negocjacji
warunkéw akcesu bedzie wielko$¢ produkcji bydlecej, tzw.
kwota, natomiast dobra jako$¢ produktéow bedzie sprawg bez-
dyskusyjng. Mamy wiec mato czasu, aby dostosowaé stan-
dardy jakosciowe naszej produkcji do standardoéw unijnych.
W zwigzku z tym, prace badawcze nad poprawg genetycznej
warto$ci krajowej populacji bydta muszg by¢ ukierunkowane
wiasnie na jako$¢. Wysokg produkcje oraz jako$é¢ produktow
mozna uzyskac tylko od ras wyspecjalizowanych. Polscy ho-
dowcy zdajacy sobie sprawe z tego faktu, zdecydowali
0 zmianie dwukierunkowego typu uzytkowego krajowej popu-
lacji bydta czarno- i czerwono-biatego na jednostronnie
mleczny. Natomiast produkcja mtodego zywca wotowego nie
moze by¢ w Polsce prowadzona w taki sposob, jak w krajach
posiadajacych duze populacje bydta miesnego, poniewaz
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nasz zywiec pochodzi gtéwnie ze stad mlecznych. Dlatego tez
badania, ktére podejmuje Instytut Zootechniki, skierowane sg
z jednej strony na poprawe ilosci, a gtownie jakosci mleka,
z drugiej za$§ na opracowanie systemow produkcji zywca
i poprawe jakosci miesa wotowego.

Powszechne w Polsce, w doskonaleniu krajowej populacji
bydta mlecznego, stato sig¢ korzystanie z osiggnie¢ Swiatowe;j
genetyki, przy rownoczesnym prowadzeniu wiasnych progra-
mow doskonalenia.

Genetyczne doskonalenie ras bydta uzytkowanych w Pol-
sce opiera sie na programach hodowlanych dla poszczegél-
nych ras. Od wielu lat doskonali si¢ populacje bydta czarno-
-biatego za pomocg bydfa holsztynsko-fryzyjskiego, pocho-
dzacego z USA, Kanady i krajow europejskich. Poniewaz
mamy w kraju rézne warunki srodowiskowo-zywieniowe,
znaczny dolew krwi h.f. stosuje sig na wiekszg skale tylko
w gospodarstwach specjalistycznych, w ktérych baza paszo-
wa pozwala na wysokg produkcje mleka. W wyniku zorgani-
zowanej pracy hodowlanej w zakresie doskonalenia bydta ra-
sy c.b., opierajgc sie na doswiadczeniach krajéw zachodnich,
importowano do Polski znaczne iloSci nasienia buhajow
sprawdzonych i wysoko ocenionych. Import ten zasadniczo
wpltynat na genotyp naszego bydta i wyraznie poprawit wydaj-
no$¢ mleczng. Poprawie ulegty tez: budowa i typ oraz wiel-
kos¢ i ksztatt wymienia.
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