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Wprowadzenie

Do niedawna, kwestia jakosci nasienia buhajow w cen-
trum produkcji, regulowana byta odpowiednimi zapi-
sami w aktach prawnych (rozporzgdzeniach), ktére
szczegbtowo okreslaty jego minimalne parametry.
Obecnie te regulacje juz nie obowigzujg, wobec cze-
go producenci dawek inseminacyjnych ustalajg wta-
sne kryteria, monitorujgc skutecznos$¢ poszczegol-
nych ejakulatéw, poprzez informacje uzyskiwane z te-
renu [8]. Najczesciej jest to rezultat pierwszych una-
sienien, indeks inseminacyjny lub stosowany obecnie
wskaznik niepowtarzalnosci rui [3, 5, 6].
Podstawowa ocena nasienia Swiezego i mrozone-
go w warunkach komercyjnych byta doskonalona
przez ponad poét wieku, co pozwolito na jej ujednolice-
nie we wszystkich stacjach produkcji nasienia na
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Fot. 1. Mikroskopowa ocena ejakulatu w Matopolskim
Centrum Biotechniki w Krasnem

Swiecie. Obejmuje ona ocene makroskopowg (obje-
tos¢, zabarwienie, konsystencje, pH ejakulatu) i mi-
kroskopowg (ruch masy, ruch postepowy, morfologie
plemnikéw oraz obecnos$¢ zanieczyszczen) [6, 12].
Wraz z rozwojem technologii, poszczegdlne labora-
toria rywalizowaty, wykorzystujgc nowoczesne mi-
kroskopy, ich spektrum badawcze oraz stosujgc no-
watorskie linie technologiczne stuzgce jednoczesnie
do oceny, jak i konfekcjonowania nasienia.

Réznice pomiedzy klasycznym spermiogramem a za-
awansowanym technologicznie

Rutynowa ocena spermiogramu jest nieodtgcznym
elementem produkcji nasienia w Matopolskim Cen-
trum Biotechniki w Krasnem i stuzy do identyfikaciji
samcow o obnizonej, ale takze wybitnie wysokiej wy-
dajnosci reprodukcyjnej. Spermiogram zwykle obej-
muje analize zywotnosci plemnikéw metodg barwie-
nia podstawowego, ocene morfologii oraz ruchliwo-
sci komorek w ejakulacie, ale nie jest w stanie oceni¢
poziomu ptodnosci nasienia danego buhaja z powo-
du wielu ograniczen analitycznych i metodycznych [4, 12].
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Powdd jest dos¢ oczywisty: tak wykonany spermio-
gram ocenia wytgcznie podstawowe zmienne doty-
czgce ,wygladu” (morfologii) i zywotnosci plemnikow,
ale nie identyfikuje ukrytych wewnatrz plemnika
zmian strukturalnych, szczegdlnie zwigzanych ze
zmianami biochemicznymi i metabolicznymi, co osta-
tecznie nie daje odpowiedzi na pytanie, jaka jest
zdolnos¢ plemnikéw do interakcji ze Srodowiskiem
uktadu rozrodczego krowy. Konwencjonalny sper-
miogram nie jest w stanie zmierzy¢, czy informacja
genomowa, ktérg plemniki dostarczajg odpowiedni-
kowi gamet podczas zaptodnienia, jest wystarczajg-
CO nienaruszona, aby zapewni¢ wczesny rozwoj za-
rodka (stad znaczna ich liczba ulega resorpcji we
wczesnym stadium) [7]. Co wazne, wiekszos$¢ kon-
wencjonalnych technik oceny nasienia obejmuje
mate populacje plemnikow, zwykle 200-300 komorek
w ejakulacie. Podczas gdy cytometria przeptywowa
wykorzystuje do analizy co najmniej kilka tysiecy [1,
5]. Oznacza to, ze otrzymane metodg konwencjonal-
ng wyniki majg wrodzong duzg zmiennosc¢, co czyni
catg analize mato obiektywna.

Zasada dziatania cytometru przeptywowego

Ptyn poruszajgcy sie w przeptywie laminarnym okre-
Sla ruch i predkosci komérek podczas przechodzenia
przez detektor. Podczas tego transportu mozna wy-
kry¢ wtasciwosci komoérek, takie jak fluorescencja,
absorbancja i rozpraszanie $wiatta, wykorzystujac
jedno lub kilka zrodet oswietlenia, ktére mogg w roz-
ny sposob wzbudzac¢ przestane markery. W ten spo-
sob cytometr wykrywa znakowanie przez wiele flu-
orochroméw zwigzanych z poszczegdlnymi plemni-
kami, dzieki czemu wigcej niz jeden atrybut plemnika
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moze by¢ oceniany jednoczesnie, co zwigksza naszag
zdolnos$¢ do skorelowania tych atrybutéw na przyktad
z potencjalng zdolnoscig do zaptodnienia. Ponadto
umozliwia pozyskiwanie danych z réznych subpopu-
lacji w obrebie préby, a tym samym ocene heteroge-
nicznych populacji w réznych stanach aktywacji. W ten
sposob analiza staje sie wiarygodna, powtarzalna i obiek-
tywna [2, 12].

Era cytometryczna w Laboratorium Andrologicz-
nym Matopolskiego Centrum Biotechniki w Kra-
snhem

Biorgc pod uwage powyzsze, Matopolskie Centrum
Biotechniki w Krasnem w 2017 roku postanowito wig-
czy¢ do rutynowej oceny nasienia analize wykonywa-
ng przez cytometr przeptywowy. Rok 2017 byt rokiem
wdrozeniowym, w ktérym poczatkowo analizowano
tylko nasienie po mrozeniu/rozmrozeniu, natomiast
kwalifikacja ejakulatéw do dalszej produkcji (ocena
wstepna) odbywata sie w dalszym ciggu na podsta-
wie subiektywnej oceny mikroskopowej. Zaskocze-
niem dla Zespotu pracujgcego w Laboratorium An-
drologicznym byt fakt, ze ponad 40% poddanych oce-
nie prob zamrozonego nasienia, ktore zostato na
podstawie oceny mikroskopowej zakwalifikowane do
dalszych procedur (jako ,dobre”), nie osiggneto po-
ziomu 40% plemnikdow z nieuszkodzong btong ko-
morkowa (rys. 1). Doswiadczenie laboranta w zakre-
sie oceny wstepnej nasienia okazato sie mie¢ kluczo-
we znaczenie dla wynikéw produkcyjnych, a cata ana-
liza oparta na umiejetnosciach takiego technika stata
sie nieobiektywna.

W 2018 roku wdrozono juz dwustopniowa kwalifikacje
ejakulatéw, czyli ocene cytometryczng nasienia zaréw-
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Rys. 1. Liczba préb nasienia po mrozeniu analizowana na cytometrze przeplywowym, wczes$niej uznana za nasienie
dobrej jakosci na podstawie oceny mikroskopowej i zakwalifikowana do unasieniania w 2017 roku
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no $wiezego (kwalifikacja ejakulatéw do dalszych pro-
cedur), jak i rozmrozonego (kwalifikacja dawek do una-
sieniania). Ustalono woéwczas, ze podstawowym kryte-
rium kwalifikacji ejakulatéw bedzie obiektywna analiza
plemnikéw wykonana przez cytometr przeptywowy, na-
tomiast makro- i mikroskopowa analiza bedzie oceng
uzupetniajgca. Okreslono rowniez pierwsze minimalne
progi kwalifikacji ejakulatow do dalszych procedur dla
nasienia $wiezego (60% plemnikdw z nieuszkodzong
btong komdrkowa) i mrozonego (35% plemnikow z nie-
uszkodzong btong komorkowa).

Na podstawie zebranych danych (przedstawionych
narys. 2 i 3) wywnioskowano, ze im wiecej plemnikéw
Z nieuszkodzong btong komdérkowg w nasieniu Swie-
zym, tym wieksze szanse na pozytywne przejscie cate-
go procesu technologicznego (mrozenia/rozmrozenia).
Ponadto, dane z analizy cytometrycznej nasienia kazde-
go badanego buhaja moga postuzy¢ jako informacja do
optymalizacji przysztych protokotéw technologicznych,
np., jaki minimalny odsetek plemnikéw z nieuszkodzong
btong komdrkowg (zywych) musi zawiera¢ nasienie kon-
kretnego buhaja, aby zosta¢ skutecznie zamrozone.
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Rys. 2. Odsetek wszystkich ejakulatow (nasienie swieze) w zaleznosci od liczby plemnikéw z nieuszkodzong btong ko-

moérkowa [%] w 2018 roku
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Rys. 3 Odsetek ejakulatow zdyskwalifikowanych na podstawie analizy cytometrycznej nasienia Swiezego (A) i mrozonego

(B) [%] w 2018 roku
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W 2019 roku polityka jakosciowa produktu (dawki
inseminacyjnej) w Matopolskim Centrum Biotechniki
zaczeta sie dynamicznie zmienia¢. Podniesiono woéw-
czas minimalny prog plemnikéw z nieuszkodzong bto-
ng komorkowa, jaki musi osiggng¢ dany ejakulat, aby
zostat zakwalifikowany do dalszych procedur techno-
logicznych. | tak w nasieniu Swiezym ten prog ustalo-
no na 70% plemnikéw zywych, a w rozmrozonym
40%. Wptyneto to wéwczas na odsetek ejakulatow

100%
90%
80%
71%
70%
60%
50%
0,
40% 29%
30%
20%
10%
0%
ejakulaty zakwalifikowane
do dalszych procedur

ejakulaty
zdyskwalifikowane

A) nasienie Swieze

dyskwalifikowanych na wstepnym etapie oceny jako-
Sci (rys. 4).

Podniesienie wymagan jakosciowych szczegdlnie
w stosunku do nasienia $wiezego spowodowato zmniej-
szenie liczby dyskwalifikowanych dawek inseminacyj-
nych po catym procesie produkcyjnym (rys. 5), co
ostatecznie przektada sie na wynik ekonomiczny ich
produkcji (mniejsze zuzycie rozrzedzalnikow do na-
sienia, stomek do konfekcjonowania, energii etc.).
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Rys. 4. Odsetek ejakulatow zdyskwalifikowanych i zakwalifikowanych do dalszych procedur po podniesieniu minimal-

nych standardow kwalifikacji nasienia w 2019 roku

100%

90%
30% 78%
70%
60%
50%
40%
30% 22%
20%
10%
0% ejakulaty
zdyskwalifikowane

ejakulaty zakwalifikowane
do dalszych procedur

A) nasienie Swieze

100%

90% 88%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
12%

nasienie
zdyskwalifikowane

20%

10%

0% . .
nasienie zakwalifikowane

do sprzedazy

B) nasienie mrozone

Rys. 5 Odsetek zdyskwalifikowanych dawek nasienia swiezego (A) i mrozonego (B) po podniesieniu minimalnych stan-

dardéw kwalifikacji nasienia w 2019 roku [%]
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Fot. 2. Buhaje w oborze w Matopolskim Centrum Biotechniki w Krasnem

Lata 2020-2022 to przede wszystkim utrzymanie
kryteribw minimalnej jako$ci nasienia Swiezego przy
kwalifikacji do dalszych procedur (70% plemnikdw z nie-
uszkodzong btong komdérkowg), niemniej jednak da-
zgc do jak najlepszych parametréw dawek insemina-
cyjnych trafiajgcych na rynek, zdecydowano réwniez
0 zwiekszeniu dolnej granicy kwalifikacji nasienia do
unasieniania po procesie mrozenia (45% plemnikéw
z nieuszkodzong btong komérkowa).

Utrzymanie tak wysokich standardow nie jest tatwe
i wymaga wiele pracy na roznych ptaszczyznach. Kil-
ka lat trwato opracowanie w Laboratorium w Krasnem
nowych norm oceny nasienia buhajéw. Przy ich okre-
$laniu, brano pod uwage nie tylko tradycyjne parame-
try analizy ejakulatow (przede wszystkim te na pozio-
mie komoérkowym), ale i fizjologie tak specyficznej
komorki, jakg jest plemnik. Rownolegle trwaty prace
nad modyfikacjg srodowiska przechowywania plem-
nikow, czyli nad sktadem stosowanych rozrzedzalni-
kow [9, 10, 11]. O ile etap ten zakonczony zostat wpro-
wadzeniem nowego standardu oceny i produkcji na-
sienia pod nazwa CytoFLOW 2022®, to jednak bada-
nia trwajg, dzieki czemu produkcja nasienia w Kra-
snem jest procesem innowacyjnym, rozwojowym, za-
wierajgcym w sobie warsztat naukowo-badawczy, w kto-
rej juz pojawity sie nowe wyzwania i cele. Zespot ds.
produkcji nasienia odbyt wiele szkolen krajowych i za-
granicznych, wyprzedzajgc w tym zakresie wiele sta-
cji nie tylko w Europie, ale takze na swiecie. Rowniez
wspotpraca z czotowymi jednostkami naukowymi w Eu-
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ropie przyczynita sie do uzyskania najwyzszych stan-
dardéw jakosciowych, ktére sg juz dostepne dla ho-
dowcow.

Podsumowanie

Gwarantowana, bo precyzyjnie okreslona, wysoka ja-
kos¢ plemnikéw w dawce zwieksza skutecznos¢ uzy-
tego nasienia w stadzie. Wykorzystanie technologii
zawartej w dawce CytoFLOW 2022® minimalizuje ry-
zyko utraty zarodkdéw w ich wczesnym stadium rozwo-
jowym. Ostatecznie wieksza zdolno$¢ do zaptodnie-
nia wyselekcjonowanych cytometrycznie ejakulatow
zmniejsza liczbe dawek nasienia wykorzystanych na
jeden zabieg inseminacji, co znacznie obniza koszty
zarowno samej ustugi, jak i materiatu biologicznego
(stomek).

Nalezy podkresli¢, ze produkt opuszczajgcy labo-
ratorium Matopolskiego Centrum Biotechniki jest pro-
duktem powtarzalnym dla wszystkich parametréow, co
oznacza, ze niezaleznie od rasy i cech indywidual-
nych buhaja kazda stomka jest identyczna pod wzgle-
dem jakosci biologicznej. Spetnienie zatozonych
norm wigze sie z eliminacjg duzej liczby ejakulatéw,
dlatego do dalszych procedur technologicznych i osta-
tecznie sprzedazy trafiajg tylko te, ktére dajg gwa-
rancje wyzszej skutecznosci. Pierwsze rezultaty wy-
korzystania nasienia pod markg CytoFLOW 2022°
sg bardzo obiecujgce w stadach krow o wysokiej pro-
dukcji, ale rowniez w stadach kréw problemowych.
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WYBIERZ NOWY
STANDARD

W INSEMINACII
BYDLA!

Advanced control of bulls’ semen biological parameters in the context of shaping

outstanding quality standards offered on the market of insemination doses

by the Malopolska Biotechnic Center in Krasne

Summary

Precisely defined and thus guaranteed high sperm quality in insemination doses increases the effec-
tiveness of semen used in a herd. The technology behind the CytoFLOW 2022 dose minimizes the risk
of losing embryos in the early development stage. Ultimately, the greater fertilizing capacity of cyto-
metrically selected ejaculates reduces the number of semen doses needed for insemination, which
significantly reduces the costs of both the service itself and the biological material (straws). It should be
emphasized that the product which leaves the laboratory of the Malopolska Biotechnology Centre is
reproducible for all parameters, and thus irrespective of the breed and individual characteristics of the
bull, each straw is identical in terms of biological quality. Meeting quality standards entails eliminating a large
number of ejaculates, so that only those that guarantee high effectiveness are used in further techno-
logical procedures and ultimately placed on the market. The first results of the use of CytoFLOW semen
are very promising in high-production cow herds as well as in problematic cow herds.

KEY WORDS: : bull, semen, insemination, flow-cytometry, quality standards



