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1. WSTEP

Hodowla zwierzat futerkowych jest stosunkowo mioda dziedzina, liczaca nieco
ponad 100 lat. Pierwsze fermy lisa polarnego pojawily si¢ pod koniec XIX wieku w
Ameryce Poélnocnej, natomiast w Polsce, rozwdj fermowej hodowli tego gatunku
nastapt po Il wojnie S$wiatowe] wraz z importem zwierzat hodowlanych ze
Skandynawii (Wierzbicki 2005). Prawdziwy rozkwit tego sektora hodowli nastapil w
latach 80. i 90. Wowczas, zaréwno panstwo jak i hodowcy osiagali duze dochody.
Nastgpne lata przyniosty ogromne zmiany w tej galezi produkcji. Przejscie na
gospodarke wolnorynkowa i co kilka lub kilkanascie lat powtarzajaca si¢ nadprodukcja
skor futrzarskich oraz dziatania ,.ekologow” doprowadzity do upadku wigkszosci ferm.
Poglowie lisow polarnych zmniejszyto si¢ o okoto 60% (Szeleszczuk 1in. 2004).

Konkurencja na $wiatowych rynkach skor zwierzat futerkowych zmusita
pozostalych hodowcow do przyspieszenia postepu hodowlanego, a co za tym idzie do
zaostrzenia selekcji i wymiany najlepszych zwierzat miedzy fermami. W efekcie,
hodowcy nie tylko muszg produkowac skory o dobrej jakosci ale tez muszg szybko
reagowaC na ciaggle zmieniajace si¢ wymagania dotyczace skor. Wykorzystanie
nowoczesnych metod biotechnologicznych, do ktorych zalicza si¢ zabieg unasieniania,
pozwala na szybkie wprowadzenie tych zmian (Szeleszczuk 2003).

W ostatnich latach takze i w Polsce zabieg inseminacji wzbudza coraz wigksze
zainteresowanie. Korzysci plynace z zastosowania inseminacji sq bardzo szerokie.
Dzigki niej mozemy maksymalnie wykorzystaé nasienie i ogromne mozliwosci
najlepszych zwierzat, zaptadniajac nasieniem uzyskanym od jednego samca nawet 60
samic. Stosujac Inseminacjg, jako jedna z metod rozrodu, pojawita si¢ mozliwosc
tworzenia mieszancoOw miedzy gatunkami i migdzy odmianami na skal¢ niemozliwa do
osiagnigcia przy kryciu naturalnym (Lorek i in. 1999; Valtonen 1991). Latwiej jest
réwniez uzyska¢ postep w pracy hodowlanej, dzigki doktadniejszej 1 szybsze] ocenie
wartosci hodowlanej oraz genetycznej zwierzat (Szeleszczuk 1999).

Zabieg sztucznego unasieniania, przeprowadzony z uzyciem S$wiezego lub
Zamrozonego/rozmrozonego nasienia to czesty temat prac badawczych zarowno w

Polsce jak 1 za granica (Zalewski i in. 1984; Farstad i in. 1992; Fougner 1989).



1. Wit 5

Jedna z czynno$ci poprzedzajacych proces unasieniania jest wybranie ptodnego
samca - rozptodnika, od ktorego pobiera si¢ i poddaje ocenie nasienie. Plodnos¢ samca
zalezy od dzialania wielu czynnikéw egzo i endogennych, a niektore z nich moga
powodowaé zaburzenia procesOw spermatogenezy i spermiogenezy. W efekcie
dochodzi do przejsciowego lub trwatego obnizenia wartosci biologicznej nasienia, a co
za tym idzie, jego zdolnosci zaptadniajacej. Dlatego tez, kompleksowa ocena nasienia
samca wybranego do rozptodu moze mie¢ pozytywny wptyw na wyniki rozrodu, a takze
pozwoli na lepsze wykorzystanie najlepszych jakosciowo ejakulatow w warunkach
hodowlanych.

Ocena jakosci nasienia nie powinna ogranicza¢ si¢ do okreSlanych rutynowo
takich parametrow jak koncentracja, odsetek plemnikow ruchliwych i rodzaj ich ruchu,
a winna by¢ poszerzona o badanie morfologii plemnikéw oraz o kompleksowa oceng
wplywu wielu czynnikdw wplywajacych na zmienno$¢ jego wyznacznikow

jakosciowych i wartos¢ biologiczng (Bronicka i Dembinski 1999).
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2. CEL PRACY

Celem podjetych badan bylo:

oznaczenie podstawowych wyznacznikow jakosci nasienia lisa polarnego Alopex
lagopus (koncentracja plemnikow, pH i objetos¢ ejakulatu, morfologia)

oznaczenie wybranych parametrow biochemicznych (zawarto$¢ biatka ogoélnego,
aktywnosc¢ fosfatazy kwasnej i1 alkalicznej oraz aktywnos$¢ inhibitora trypsyny) w
plazmie nasienia

przesledzenie dynamiki zmian, jakim wybrane parametry jakosciowe i wyznaczniki
biochemiczne nasienia lisa polarnego podlegaja, w czasie catego sezonu rozrodczego
wykazanie ewentualnych zaleznosci migdzy analizowanymi wyznacznikami
sprawdzenie obecnosci enzyméw proteolitycznych oraz poznanie skladu biatkowego

plazmy nasienia z wykorzystaniem metod elektroforetycznych.
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Miejsce lisa polarnego w systematyce zwierzat:

Kroélestwo: Zwierzgta Animalia

Typ: Strunowce Chordata
Podtyp: Krggowce Vertebrata
Gromada: Ssaki Mammalia
Rzad: Drapiezne Carnivora
Rodzina: Psowate Canidae
Gatunek: lis polarny Alopex lagopus

Lis polarny nalezy do zwierzat monoestralnych (Farstad 2000), rozmnazajacych
sie sezonowo (Brzozowski 1995). Dojrzato$¢ plciowa osiaga w wieku 10 miesiecy, a
wysoka zdolnos¢ do rozptodu zachowuje przez okres 7 lat. Po uplywie tego czasu
plodnos¢ i plenno$¢ lisow stopniowo obniza si¢ (Jarosz 1993). W zwiazku z
monoestralnoscia lisow, potomstwo od nich uzyskuje si¢ raz w roku (Cholewa 1988).
Dlatego tak wazne jest, aby do rozrodu wybiera¢ osobniki zdrowe, ktorych nasienie
charakteryzuje si¢ najlepszymi parametrami. Nieodpowiednie jakosciowo nasienie
moze wyeliminowa¢ samice z rozrodu w danym roku.

Aktywno$é plciowa lisow w warunkach naszego kraju jest dos¢ dluga. Okres
kry¢ w stadach lisow polarnych zalezy od warunkéw klimatycznych i trwa ZazZwWyczaj
od potowy lutego do konca kwietnia (Wierzbicki i in. 2005). Nasilenie pokry¢ u lisow
polarnych przypada w miesiagcu marcu (Cholewa 2000; Szeleszczuk 2001).

3.2. Pobieranie nasienia

Nasienie samcoéw lisa mozna pobra¢é dwoma sposobami: metoda
elektroejakulacji lub metoda manualna. Pierwsza z nich jest metoda skuteczna,
latwiejsza ale o gorszej efektywnosci, co potwierdzili w swych badaniach: Brzozowski
(1984) oraz Madeyska-Lewandowska i Brzozowski (1983). Pozyskane w ten sposoOb
nasienie charakteryzuje si¢ gorszymi parametrami jakosci niz nasienie uzyskane metoda
manualng (Jarosz i in. 1991). Dlatego tez, w praktyce fermowej pobieranie nasienia od
lisow odbywa si¢ najczesciej metoda manualng inaczej zwang metodg masturbacji
(Boue i in. 2000; Jarosz 1996; Szeleszczuk 1999). Metoda ta wymaga wczesnie]szego
przyzwyczajania zwierzat do pobierania tym sposobem, przenoszenia samcow do

pomieszczen i umieszczania ich w odpowiednich klatkach (Szeleszczuk 1998).
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W celu uzyskania pozytywnych wynikow zaleca si¢ aby pobieranie nasienia
wykonywata osoba, do ktorej zwierzg jest przyzwyczajone.

Nasienie lisow, podobnie jak psow, jest wydalane w trzech frakcjach rozniacych
sie barwa, objetoscia, zawartoscig plemnikow i skladem chemicznym. U lisow
polarnych pierwsza frakcja, o konsystencji wodnistej i zabarwieniu szarobiatym
pochodzi z gruczolow cewki moczowej. Druga frakcja charakteryzuje si¢ bialtym
zabarwieniem i konsystencja mleczno-$mietankowa. Natomiast trzecia frakcja o
konsystencji wodnistej pochodzi gtownie z gruczotu krokowego. Tylko druga frakcja
ejakulatu zawiera duze ilosci plemnikow. Objetos¢ bogatej w plemniki zawiesiny waha

si¢ od kilku kropel do 1,5 cm’ (Szeleszczuk 1999).

3.3. Konserwacja nasienia

Najczesciej w praktyce fermowej stosuje si¢ dwie metody konserwacji nasienia
lisow. Jedna z nich jest krotkotrwale przechowywanie nasienia w stanie plynnym, w
temperaturze dodatniej, druga za$ jest glebokie mrozenie nasienia przy uzyciu cieklego
azotu tj. w temperaturze -196°C. W ten ostatni sposob mozna przechowywac nasienie
przez dluzszy okres czasu (Jarosz 1996).

Przechowywanie nasienia (konserwacja krotkotrwata) pozwala na jego uzycie
nawet do dwoch dni po pobraniu. Umozliwia to rozrzedzanie uzyskanych ejakulatow za
pomoca odpowiednio  dobranych rozcienczalnikow.  Najczesciej — stosowane
rozciefczalniki, stanowiace dla plemnikow zrodio skladnikow odzywezych, zawierajq
w swym skiadzie niewielkg ilos¢ cukrow (fruktozy, glukozy lub laktozy) i ok. 10-20%
z6Oltka jaja kurzego. Srodowisko zblizone do naturalnego nadaje rozcieficzalnikom
dodatek cytrynianu sodu (Szeleszczuk 1999). Takimi wlasciwosciami charakteryzuje si¢
popularny w krajach skandynawskich rozcienczalnik EDTA o uregulowanej
kwasowosci. Dzigki niemu, rozrzedzone nasienie przechowywane w temperaturze
pokojowej (16-20°C), zachowuje swa, zdolnos¢ do zaplodnienia przez okres 8-10 godzin
(Jarosz 1996).
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Konserwacja nasienia lisow metoda glebokiego mrozenia posiada oprocz zalety

dlugotrwalego przechowywania pewna wade. Otoz podczas procesu schtadzania,
zamrazania i rozmrazania, na blonie akrosomalnej plemnika moga tworzy¢ si¢
mikrouszkodzenia. Defekt ten powoduje ,wyciek” na zewnatrz proteolitycznych
enzyméw odpowiedzialnych za rozpuszczenie ostonki przejrzystej i pokonanie barier
komorkowych wokot komorki jajowej (Czeczot i Strzezek 1986). A to z kolei prowadzi
do utrudnien lub nawet uniemozliwia proces zaptodnienia (Strzezek i Staweta 1984).
Dlatego tez, stopien ,wycieku” enzyméw informuje o nasileniu zmian w procesie
starzenia sie struktur plemnikéw w czasie przechowywania nasienia, ale rOwniez moze
sugerowacé o jego zdolnosci zaptadniajacej (Strzezek 1987).
Na polskich fermach najczesciej uzywanym rozcienczalnikiem do mrozenia nasienia
jest mieszanina: Tris — kwas cytrynowy — fruktoza z 20% dodatkiem zoltka jaja
kurzego i 8% dodatkiem glicerolu (Szeleszczuk 1998). Zamiast fruktozy, niektorzy
stosuja laktoze (Brzozowski 1984), glukoz¢ (Nizanski 2004), a nawet galaktoz¢ czy
maltoze (Yildiz i in. 2000). Jako, iz niektore gatunki ssakow maja zblizone wymagania
srodowiskowe, stad uzyty rozcienczalnik moze by¢ podobny lub odpowiednio
zmodyfikowany (Cardoso i in. 2003; Farstad 1996; Silva i in. 2003).

Do unasieniania samic lisa polarnego kwalifikuje si¢ nasienie o zabarwieniu
szaro-bialym, swoistym zapachu i koncentracji plemnikow w drugiej frakcji nasienia
takiej, aby po rozrzedzeniu zawierato nie mniej niz 100-150 min zywych plemnikow w
1 cm® (Farstad 2000; Wierzbowski 1996).

3.4. Charakterystyka nasienia

Mianem ,pelnego nasienia” okre$la si¢ zawiesing plemnikow w plynnym,
dostarczajacym im odpowiednich zwiazkéw odzywezych, srodowisku zwanym plazma
nasienia (Mann 1958). Stosunek ilosciowy pomigdzy plemnikami a plazma jest cecha
charakterystyczna dla kazdego gatunku, podobnie zresztg jak sklad chemiczny nasienia.
Niejednokrotnie w ejakulatach osobnikow tego samego gatunku mozna zauwazy¢
znaczne wahania poszczegdlnych sktadnikow nasienia. Odpowiedzialne za wahania sa
migdzy innymi sezonowe zmiany poziomu androgendéw i intensywno$¢ uzytkowania

rozptodowego samcow.
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W krajach skandynawskich oceny ejakulatu dokonuje si¢ na podstawie
objetosci, koncentracji i ruchliwosci plemnikow (Christiansen i in. 1985; Farstad 1998;
Fougner 1989). Natomiast w Polsce, w warunkach fermowych takim kryterium jest
tylko makroskopowa ocena gestosci nasienia (koncentracji) i ruchliwos¢ plemnikow
okreslona subiektywng metoda mikroskopowa.

Pelna ocena nasienia powinna zatem obejmowaé ocen¢ makroskopowg i
mikroskopowa. W sktad badah makroskopowych wchodza: objetos¢ ejakulatu, jego
barwa, konsystencja i zapach, a takze odczyn pH. Natomiast mianem badan
mikroskopowych okresla si¢ ruch masy plemnikow, ich koncentracj¢, ruchliwos¢ oraz
morfologig.

Stezenie jonow wodorowych (pH) nasienia jest cecha specyficzng dla kazdego
gatunku zwierzat. Nasienie lisa charakteryzuje si¢ odczynem pH w granicach 6,2-6,4
(Mann 1958), podczas gdy nasienie psa ma odczyn od 6,7 do 7,1. Odczyn $wiezo
wytrysnigtego nasienia jest zawsze prawie obojetny. Dopiero w miar¢ uplywu czasu,
staje si¢ najpierw zasadowe, a nastepnie pod wplywem procesu fruktolizy i
nagromadzeniu si¢ kwasu miekowego pH gwaltownie spada. Wedlug Monkiewicza
(1995) podwyzszenie pH moze $wiadczy¢ o stanach zapalnych narzadu rodnego lub tez
o niepelnej ejakulacji. Natomiast Mann (1958) uwaza, iz nadmierna poczatkowa
zasadowo$é nasienia niektorych gatunkow ssakoéw towarzyszy malej plodnosci 1
odpowiednio duzej ilosci plazmy.

Okreslenie masowego ruchu plemnikow poprzez oceng intensywnosci falowania
to kolejny wyznacznik klasyfikujacy nasienie. Nasienie o dobrej jakosci charakteryzuje
si¢ silnym ruchem falowym, natomiast im te ruchy sa stabsze lub ledwo zaznaczone
tym jego jakos¢ jest gorsza. Podobnie jest z odsetkiem plemnikéw ruchliwych i
rodzajem ich ruchu. Za prawidlowy uwaza si¢ tylko ruch postgpowy badz torpedowy.
Natomiast do nieprawidtowych ruchéw plemnikow, obnizajacych jako$¢ nasienia,
zalicza si¢ m.in. ruch kolowy, zegarowy, czy wsteczny (Bielanski 1977).

Najbardziej obiektywnym wskaznikiem czynno$ci plemnikotworczej jader jest
koncentracja plemnikow, okreslana jako liczba plemnikow w 1mm’ nasienia. Tlo$¢, a
takze wielko$é i ksztalt plemnikow jest cecha charakterystyczna dla kazdego gatunku.
Koncentracja plemnikow w drugiej frakcji nasienia lisow wynosi Srednio 1,3 min/mm?,
a liczba plemnikow w calym ejakulacie okoto 650 mln, przy czestotliwosci pobierania

nasienia co drugi lub trzeci dzien (Jarosz 1990).
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O zdolnosci zapladniajacej plemnikow decyduje odpowiedni i nie uszkodzony
ich stan strukturalny. Cechy te warunkuja przenikanie plemnikow przez warstwy
pokrywajace komorke jajowa oraz wnikanie do jaja.

Liczba i rodzaj anomalii (formy niedojrzate, zdegenerowane lub uszkodzone)
plemnikow w nasieniu ukazuje stopien nieprawidiowosci spermatogenezy, a takze moze
stanowi¢ dowodd bledow zywieniowych, nadmiernej eksploatacji samca, choroby
wywolujacej stany goraczkowe, a nawet nieprawidtowej technologii obrobki nasienia
(Monkiewicz 1995). Badanie morfologiczne plemnikéw, polegajace na okresleniu
rodzaju anomalii oraz stosunku liczbowego plemnikow o nieprawidtowej budowie do
ogodtu plemnikow, w sposob najbardziej obiektywny pozwala okreslic wartos¢ nasienia
(Barta 1999; Morstin 1996; Mann 1958). Jako kryterium stosuje si¢ klasyfikacje
zaproponowana przez Bloma (1981) dzielaca wszystkie anomalie plemnikéw na wady
glowne i podrzedne. Do wad glownych plemnikéw zalicza sig m.in. formy
niedorozwiniete, plemniki podwdjne, ,bezglowe”, gruszkowate, z kropla protoplazmy
w polozeniu blizszym, czy zwinigte w petle lub slimaki witki. Wszystkie te
nieprawidlowe typy wplywaja na obnizenie ptodnosci samcow. Natomiast mianem wad
podrzednych okresla si¢ inne odchylenia w formach plemnikow (np. mate lub
olbrzymie glowki, pojedyncze petle Iub zagiecia na witce, obecno$¢ kropli
protoplazmatycznej w potozeniu dalszym), majace ograniczone znaczenie dla
plodnosci. Odpowiednio wysoki procent plemnikow z wadami glownymi moze
stanowi¢ wskazowke, ze w jadrach i najadrzach istnieja jakie$ nieprawidlowe stany.
Dlatego tez, Blom zaleca aby przyjmowa¢ 15% wad glownych jako gorny limit dla
normalnego nasienia.

Czesto, jako uzupelnienie powyzszych analiz przeprowadza si¢ badania
wskaznikow biochemicznych nasienia. Okre$la si¢ wowczas aktywnos$¢: akrosyny,
aminotransferazy asparaginowej, fosfatazy kwasnej i alkalicznej, hialuronidazy,
dehydrogenazy mleczanowej, a takze stezenie kwasu cytrynowego, fruktozy i zawartos¢
biatka ogolnego (Strzezek i Wolos 1986).
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3.5. Charakterystyka plazmy

Naturalne $rodowisko plemnikéw — plazma to mieszanina wydzielin
dodatkowych gruczotow plciowych, do ktorych zalicza si¢ najadrza, nasieniowody,
gruczoly pecherzykowe, gruczol krokowy oraz gruczoly opuszkowo-cewkowe.
Aktywno$¢ wydzielnicza tych gruczotow kontrolowana jest przez podstawowy
androgen — testosteron. Kazdy z tych gruczolow syntetyzuje wydzieling o
charakterystycznym dla siebie sktadzie chemicznym, przez co ilos¢ i skiad chemiczny
plazmy jest cechg charakterystyczna dla danego gatunku.

Glowna, fizjologiczna funkcja plazmy nasienia jest udzial w naturalnym
procesie zaplodnienia, poprzez rozcienczanie zbitej masy gesto utozonych plemnikow i
umozliwienie ich transportu. Ponadto plazma wywiera ,pobudzajacy” wplyw na
ruchliwoé¢ plemnikow. Ta aktywujaca rola polega na wystgpowaniu swoistych
substancji w roznych wydzielinach gruczotow dodatkowych. Znajomos¢ pochodzenia
poszczegélnych skladnikow plazmy u danego gatunku pozwala okresli¢ miejsce
zaburzen lub uszkodzen w ukladzie rozrodczym samcow (Mann 1958).

W nasieniu wigkszosci zwierzat najliczniejsza grupg zwiazkow organicznych
stanowia biatka. W zaleznosci od ruchliwosci elektroforetycznej, biatka plazmy
nasienia mozna podzieli¢ na cztery frakcje: albuminowa (stanowiaca 17-22 % ogélu
bialek), o-globulinowa (19-28 %), B-globulinowa (34-44 %) i  y-globulinowa
(11-21 %). Przewaznie sa to bialka zlozone, odpowiedzialne m.in. za zjawisko
krzepnigcia nasienia, ktore nastgpuje w chwile po jego wytrysku. Uzyskuje si¢ wowczas
konsystencj¢ galaretowats nasienia, ktére po pewnym czasie ponownie uplynnia si¢.
Oznaczenie poziomu biatka stanowi podstawe do uzyskania wstepnych informacji o
zawarto$ci enzymow i innych zwiazkow biatkowych wystepujacych w plazmie nasienia
oraz wydzielinie dodatkowych gruczotow piciowych (Szeleszczuk 2003).

Badania aktywno$ci enzymow plazmy nasienia, ktére sa syntetyzowane w
jadrach i dodatkowych gruczotach plciowych, moga dostarcza¢ cennych informacji o
ich stanie zdrowotnym i czynno$ciowym (Borkowski i Strzezek 1994).

U roznych gatunkoéw zwierzat, miejscem bogatym w enzymy umozliwiajace
interakcje gamet w czasie zaplodnienia jest akrosom plemnika. To wlasnie w nim

stwierdzono obecnos$é proteinaz serynowych, tiolowych, arylowych, karboksylowych
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oraz metaloproteinaz. Najbardziej poznany, a zarazem najwazniejszy enzym brany pod
uwage przy ocenie jakosci nasienia nalezy do proteinaz serynowych — enzyméw
proteolitycznych majacych w swym centrum aktywnym seryn¢. Tym enzymem jest
akrosyna (Cechova 1988). Ten trypsynopodobny, zwiazany z blona wewnetrzna
akrosomu plemnika enzym, bierze bezposredni udzial w procesie zaplodnienia ssakow,
poprzez katalizowanie reakcji hydrolitycznego rozpadu ostonki przejrzystej jaja. Istotna
role w regulacji aktywnosci akrosyny petnia obecne w plazmie nasienia inhibitory tego
enzymu, zaadsorbowane na zewngtrznej powierzchni btony plazmatycznej plemnikow.
Inhibitory te (dzigki posiadanej duzej zdolnosci wiazania si¢ z akrosyna lub trypsyna) sa
naturalnymi antagonistami akrosyny. W przypadku uszkodzenia bton plemnikowych
uwalniana akrosyna jest wigc trwale wigzana przez te inhibitory. Zawarto$¢ ich w
plazmie nasienia uzalezniona jest od gatunku, a nawet od wieku zwierzat (Strzezek
1987).

W nienaruszonym akrosomie, akrosyna wraz z naturalnymi inhibitorami oraz z

forma zymogenowa tzw. proakrosyng stanowi system akrosynowy plemnikow
(Glogowski i in. 1998). W plemnikach ejakulowanych, prawie cala akrosyna wystgpuje
w formie nieaktywnej. Dopiero po uszkodzeniu akrosomu czy to w czasie reakcji
akrosomowej, czy to pod wplywem niekorzystnych warunkoéw srodowiska proakrozyna
aktywowana jest do akrosyny (Cechova 1988). Dlatego tez, odpowiednia zawartos¢
proakrosyny i akrosyny w plemnikach jest wskaznikiem stabilnosci akrosomow i moze
by¢ wykorzystana jako biochemiczny test w ocenie jako$ci nasienia konserwowanego
(Borkowski i Strzezek 1994).
W dostepnej literaturze, wiadomosci o pozostatych proteinazach obecnych w akrosomie
plemnika sa przedstawiane w sposob fragmentaryczny. Do mniej poznanych proteinaz o
specyficznosci trypsynowej mozna zaliczy¢é wykryty w plemnikach czlowieka system
sperminogen-spermina, czy w plemnikach buhaja ninhibing. SH-proteinaz¢ zaliczana do
grupy proteinaz tiolowych wyizolowano z plemnikow wigkszosci gatunkow zwierzat
hodowlanych. Natomiast proteinazy karboksylowe zwane inaczej kwasnymi poznano
dzieki wyizolowanej z jader krolika proakrozyminy (Cechova 1988).

Enzymem wspoldzialajacym =z akrosyna w procesie hydrolizy kwasu
hialuronowego, jest hialuronidaza, rowniez zwiazana z blona plazmatyczna plemnika.
Enzym ten przypuszczalnie bierze udzial w modyfikacjach struktury przestrzennej

ostony przejrzystej komorki jajowej, uczulajac ja w ten sposob na dziatanie akrosyny.
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Uszkodzenie lub zmiana przepuszczalnosci blon plemnika powoduje ,wyciek” tych
enzymow do plynu zewnatrzkomorkowego. W efekcie zjawisko to oslabia zdolnosé
zapladniajaca plemnikéw, a obnizajac tempo wewnatrzkomérkowych przemian
energetycznych  doprowadza do stabej przezywalnosci komorek po rozmrozeniu
(Strzezek i Wotos 1986).

Czutym wskaznikiem uszkodzenia wstawki plemnika jest uwalnianie enzymow
mitochondrialnych, do ktorych zalicza si¢ m.in. aminotransferaz¢ asparaginowg (AspAt,
AST, GOT). Enzym ten, znalazl szerokie zastosowanie w diagnostyce dzigki
stwierdzonej zaleznosci pomigedzy jego aktywnoscia, a cechami jakosci nasienia. Jego
wysoka aktywnos¢ w plazmie nasienia §wiadczy o obnizeniu wartosci biologicznej
plemnikéw, a takze wskazuje na zmiany przepuszczalnosci ich blon plazmatycznych
(Bronicka i Dembinski 1999; Nizafski i Bielas 2003). Natomiast wedlug Strzezka
(1987), wysoki poziom aminotransferazy asparaginowej w 0SOCzZu nasienia moze
wskazywaé na stopien zaburzen w ukladzie mitochondrialnym plemnikow,
odpowiedzialnym za ich aparat ruchu.

Kolejnym enzymem, ktorego oznaczanie moze by¢ istotne w diagnostyce jest
fosfataza alkaliczna (optimum pH 9,0), enzym zlokalizowany na blonach komérkowych
plemnikéw, w kropli protoplazmatycznej i w plazmie nasienia (Borkowski i Strzezek
1994). Wystepujaca w plazmie nasienia fosfataza alkaliczna pochodzi glownie z
pecherzykow nasiennych, gdzie uczestniczy w reakcji tworzenia wolnej fruktozy
nasienia zuzytkowanej nastgpnie w procesie fruktolizy (Strzezek i Wolos 1986).

Fosfataza kwasna (optimum pH 5,6-6,0) to szeroko rozpowszechniona
fosfohydrolaza w krolestwie roélin i zwierzat. Glownym jej Zrodlem w plazmie nasienia
jest wydzielina gruczotu krokowego. W zaleznosci od czesci plazmy jaka ona stanowi
uzyskuje si¢ rozne wartosci aktywnosci fosfatazy kwasnej — charakterystyczne dla
nasienia roznych samcow. W plemnikach ssakow enzym ten obecny jest w blonach
plazmatycznych, a jego uwalnianie z tych struktur moze by¢ wskaznikiem przebiegu
reakcji akrosomowej (Salzberger i in. 1992). Wysokg aktywnos¢ fosfatazy kwasnej w
plazmie nasienia obserwuje si¢ w przypadku rozwoju tkanki nowotworowej w gruczole
krokowym, dlatego enzym ten uwazany jest za wazny wskaznik pozwalajacy rozpoznac
wczesne stadium raka prostaty (Glogowski 1 in. 1997).

Jedna z cech chemicznych rozniacych nasienie od innych tkanek i plyndéw

ustrojowych jest wystepowanie pewnych zwiazkoéw azotowych.



3. Przeglad pismiennictwa 17

Sa to spermidyna, cholina i spermina, majaca posredni wplyw na powstawanie
charakterystycznego dla nasienia zapachu. Zwiazki te, dajac pozytywny odczyn w
reakcji Florence’a, stanowiq podstawe testu stosowanego w medycynie sadowe],
stuzacego do identyfikacji nasienia (Mann 1958). O wiasciwosciach redukujacych,
kolejnym specyficznym zwiazkiem azotowym plazmy nasienia jest ergotioneina. Jej
obecno$é w nasieniu knura i ogiera, stanowi ochrong systemow enzymatycznych
plemnika przed dzialaniem czynnikow wiazacych grupy tiolowe. Ta ochronna funkcja
wazna jest podczas przesuwania si¢ plemnikow w drogach wyprowadzajacych u samca
oraz w czasie wedrowki w drogach rodnych samicy (Szeleszczuk 2003). Podobnymi
whasciwosciami charakteryzuje si¢ kwas L-askorbinowy wystepujacy w nasieniu
czlowieka, buhaja i tryka. W przypadku oligospermii (zmniejszenie ilosci plemnikow w
nasieniu) ilo§¢ ergotioneiny czy kwasu L-askorbinowego ulega gwaltownym zmianom.
Dlatego tez zwiazki te, moga stuzyé jako wskazniki oceny jakos$ci nasienia (Strzezek 1
Wolos 1986).

Cennych informacji o jakosci nasienia moga dostarczy¢ rowniez skiadniki
chemiczne plazmy, do ktorych zalicza si¢ m.in. kwas cytrynowy, fruktoz¢ czy skladniki
mineralne.

W plazmie nasienia zwierzat, podstawowym cukrem jest fruktoza, spelniajaca
istotng funkcje w metabolizmie plemnikow. Cukier ten jest podstawowym substratem
przemian energetycznych plemnikow. Jego synteza odbywa si¢ w gruczofach
pecherzykowych z glukozy krwi badz glikogenu, umiejscowionego w tkance gruczotow
pecherzykowych. Uzyskana fruktoza rozpadajac si¢ uwalnia cz¢$¢ energii w postaci
ATP. Dzigki temu procesowi, plemniki magazynujg energi¢, aby ja pOzniej
przeksztatcié¢ w forme zdolna wplynaé na aparat ruchu (Strzezek i Wolos 1986). Zatem
aktualny poziom fruktozy w plazmie nasienia jest wynikiem réwnowagi pomigdzy jej
doplywem z komérek narzadu piciowego, a zuzywaniem przez plemniki. Podwyzszony
poziom fruktozy moze $wiadczyé o zwigkszonej jej produkcji lub tez o zmniejszonym
jej wykorzystaniu przez plemniki na skutek utraty przez nie zywotnosci.

Kolejnym wskaznikiem plazmy nasienia jest kwas cytrynowy, syntetyzowany
glownie przez gruczoly pecherzykowe i gruczot krokowy (u cztowieka). U niektorych
gatunkow zwierzat (buhaj, knur, tryk), kwas ten spelnia funkcj¢ glownego buforu
nasienia (Strzezek 1 Wolos 1986).
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Ponadto kwas cytrynowy uwaza si¢ za bardzo dobry material energetyczny, z uwagi na
tatwo$é jego utleniania w plemnikach w cyklu Krebsa. Zarowno fruktoza jak i kwas
cytrynowy sa to substancje, ktorych synteze¢ kontroluje testosteron, dlatego ich
zawartos¢ w plazmie moze by¢ wskaznikiem aktywnosci androgennej jader (Mann
1958). Dzigki temu mozna okresli¢ dojrzato$¢ plciowa samcow.

Wazna funkcje w plazmie nasienia pelnia rowniez skladniki mineralne, ktorych
rola jest regulowanie réznych proceséw enzymatycznych i decydowanie o cisnieniu
osmotycznym.

Trudno jest jednoznacznie okresli¢, ktory z wyzej wymienionych parametrow
biochemicznych ma istotne znaczenie przy ocenie jakosci nasienia. Niewatpliwie
podstawowe badania parametrow jakosci i ilosci nasienia powinny by¢ uzupeinione

dodatkowymi oznaczeniami biochemicznymi (Borkowski 1 Strzezek 1994).
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4. MATERIAL I METODY BADAN

4.1. Materiat badany

Badania eksperymentalne stanowiace przedmiot niniejszej rozprawy doktorskiej
przeprowadzono w roku 2003 za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej nr 24/2001.
Materiatem badawczym bylo nasienie pobrane od osiemnastu liséw polarnych Alopex
lagopus pochodzacych z fermy zwierzat futerkowych w Lachowie k. Szubina w
wojewodztwie kujawsko-pomorskim. Probki nasienia pozyskiwano od samcéw metoda
manualng przez caty okres wzmozonej aktywnosci plciowej tj. od 24 lutego do 30
kwietnia 2003 roku, czyli siedmiokrotnie w odstepach 10-12 dniowych. Ogélem
uzyskano 126 ejakulatow.

Analiza makroskopowa i mikroskopowa nasienia zostala wykonana w
Laboratorium Biochemicznym Katedry Biologii Matych Przezuwaczy i Biochemii
Srodowiska na Wydziale Zootechnicznym ATR w Bydgoszczy, natomiast aktywnosé
wybranych enzymoéw w plazmie nasienia oznaczono w Instytucie Rozrodu Zwierzat 1

Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie.

4.2. Pobranie prob do analizy

Probki nasienia pobrano od osiemnastu jednorocznych, losowo wybranych
osobnikow Alopex lagopus, nie majacych jeszcze doswiadczenia w kryciu naturalnym.
W tym celu, wybrane samce umieszczono w specjalnym poskromie i stosujac metode
manualng (masturbacji) pobrano do lejkowatego zbiornika frakcje bogata w plemniki
(Szeleszczuk 1999). Pozyskane nasienie umieszczano w sterylnych, szczelnie
zamykanych, plastikowych pojemnikach typu eppendorf i przywieziono, zachowujac

temperaturg 36-37°C (Brzozowski 1984), do laboratorium celem dalszych badan.
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4.3. Oznaczenia w pelnym nasieniu

W uzyskanym materiale przeprowadzono nast¢pujace badania:
- okreslono barwe ejakulatow i konsystencjg,
- zmierzono objetos¢,
- obliczono koncentracje plemnikow,
- zmierzono odczyn $wiezego nasienia (pH),
- policzono udziat plemnikoéw prawidtowych i ze zmianami w budowie

(morfologia).

»  Barwa 1 konsystencja ejakulatéw
Powyzsze cechy nasienia okre$lono za pomoca zmyshi wzroku stosujac
nastgpujaca skale:
- barwa: biala, zo6tta;

- konsystencja: wodnista, mleczna (Brzozowski 1984).

»  Objetosé ejakulatow
Objetosé uzyskanych probek nasienia zmierzono za pomoca wyskalowanych

naczynek i wykalibrowanych pipet automatycznych, z doktadnoscia do 0,01 ml.

»  Koncentracja plemnikow

Aby obliczy¢ ilos¢ plemnikéw w ejakulacie skorzystano z komory Biirkera
(hemocytometru) i mikroskopu z kontrastem fazowym. W tym celu nasienia
rozcienczono sola fizjologiczng w stosunku 1:200. Wprowadzono krople wymieszanego
roztworu do hemocytometru, odczekano 3-5 minut i rozpoczgto odliczanie.
Plemniki liczono w 10 duzych kwadracikach, utozonych na przekatnej siatki. Brano pod
uwage tylko glowki plemnikow znajdujace si¢ wewnatrz duzego kwadracika oraz

lezace na lewej 1 dolnej ograniczajacej linii wewnetrzne).
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Sposob obliczania koncentracji:

- powierzchnia 1 duzego kwadratu = 1/25 mm’

- glebokos¢ = 1/10 mm

- objetosé = 1/250 mm’

- stopien rozrzedzenia nasienia = 1/200

- objetosé x rozrzedzenie = 1/50 000 mm’ .

Srednig ilos¢ plemnikow, policzonych w jednym duzym kwadracie, podzielono

przez 20 (uwzgledniajac ilo§¢ malych kwadratow) i pomnozono przez 50 000.

Uzyskana liczba to ilos¢ plemnikéw w 1 mm’.

> Odczyn $wiezego nastenia (pH)
Pomiaru pH dokonano przy uzyciu papierka wskaznikowego (Monkiewicz
1995).

> Mortfologia plemnikow

Badanie morfologiczne plemnikow poprzedzone jest sporzadzeniem i
barwieniem rozmazow nasienia. Dopiero po ich otrzymaniu mozna liczy¢ prawidlowe i
zmienione formy plemnikow.

Sporzqdzanie rozmazow

Preparaty do badania morfologicznego przygotowano z nasienia $wiezego,
bezposrednio po pobraniu. Z kazdej pobranej probki nasienia wykonano dwa preparaty.
Barwienie rozmazow (metoda bydgoska)

Otrzymane preparaty barwiono fioletem goryczki. Jest to metoda obowiazujaca
w Zakladzie Higieny Weterynaryjnej w Bydgoszczy. Stad jej druga nazwa - metoda
bydgoska.

Majac rozmazy wysuszone w temperaturze pokojowej utrwala si¢ je poprzez
zanurzenie w 96% alkoholu etylowym na okres 5 minut. Po tym czasie, utrwalony
preparat doktadnie wyptukano w strumieniu wody wodociagowe;j. Nastgpnie zanurzono
preparaty na 1 minut¢ w roztworze eozyny niebieskiej. Wyplukane potem preparaty w
wodzie wodociagowej zanurzono w barwniku gencjanowym na okres 3 minut. Po
uplywie tego czasu wyplukano w wodzie destylowanej i pozostawiono do osuszenia
(Bielanski 1977).
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Tak przygotowane preparaty badano pod mikroskopem fazowo-kontrastowym,
liczac prawidlowe i zmienione formy plemnikéw stosujac kryteria okreslone przez
Blooma (1981). Z kazdego uzyskanego preparatu obejrzano i poddano ocenie 150

plemnikow.
4.4. Oznaczenia w plazmie nasienia

Plazmy nasienia uzyskano wirujac poszczegolne ejakulaty przez 10 minut przy
8000x g w temperaturze pokojowej (okoto 18°C) i do czasu analiz przechowywano w
temperaturze - 18°C. W plazmie nasienia oznaczano nastgpujace parametry
biochemiczne: biatko ogblne, aktywnos¢ fosfatazy kwasnej i alkalicznej. Okreslono
takze aktywnos¢ inhibitoréw akrosyny na podstawie hamowania aktywnosci trypsyny, a

takze profile elektroforetyczne ich form.

> Ilosciowe oznaczenie bialek metoda Lowry’ego

W metodzie opracowane;j przez Lowry’ego i in.(1951) wykorzystano dwie rozne
reakcje:
- reakcje aminokwasow aromatycznych z odczynnikiem Folina,

- reakcje jonéw miedzi z wigzaniami peptydowymi tzw. reakcja biuretowa.
Badane proby przygotowano do pomiaréw, dokonujac za pomoca 0,85%
roztworu chlorku sodu, odpowiednich rozcienczen plazmy (1000x). Zmierzono
absorbancje przy dlugosci fali 750 nm, a nastepnie odczytano st¢zenie biatek w

probach, z krzywej wzorcowej sporzadzonej ze znanych stezen albuminy wotowej.

> Oznaczanie aktywnosci fosfatazy alkalicznej metoda Bessey’a,

Lowrty’ego 1 Brocka (Bessey 11n. 1946)

Fosfataza  alkaliczna w  obecnosci  jonéw  magnezu  hydrolizuje
p-nitrofenylofosforan disodowy do ortofosforanu i p-nitrofenolu. Ten ostatni, w
srodowisku zasadowym zachowuje si¢ jak wskaznik — dajac zolte zabarwienie
roztworu. Intensywno$é zabarwienia i aktywno$¢ enzymu to wielkosci do siebie wprost

proporcjonalne.
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Aparat kalibrowano nastepujaca mieszaning:

- 0,35 c¢m® buforu z albuming (do 0,083 g albuminy wotowej dodano 50 cm’

buforu Tris-HCI),

- 0,05 cm® CaCl, (0,2 M roztwor chlorku wapnia rozpuszczony w buforze Tris-

HCY),

- 0,1 cm’ substratu (N-a-benzoilo-DL-arginylo-p-nitroanilid - BAPNA (do 0,0217

g BAPNA dodano 2,5 cm® DMSO, a po rozpuszczeniu jeszcze 7,5 cm’® buforu

Tris-HCI).

W celu oznaczenia inhibitora, badana plazme rozcieficzono 200x buforem

Tris — HCL. Dalszy sposob przygotowania prob przedstawia tabela 4.1.

Tab.4.1. Przygotowywanie prob do oznaczenia

Odczynnik Wzorzec (cm3) Inhibitor (cm3)
Bufor z albuming 0,3 0,25
CaCl, 0,05 0,05
Roztwor trypsyny wolowej 0,05 0,05
Plazma (odpowiednio rozcienczona) - 0,05

Po 5 minutowej inkubacji préb (temp.25°C) w spektofotometrze, do kazdej z

kuwet dodano po 0,1 cm® roztworu BAPNA, wymieszano ich zawartos¢ i dokonano

pomiaru przy dtugosci fali 410 nm co 1minutg przez 5 minut.

Zebrane wyniki aktywnosci podstawiono do wzoru:

(aktywnos$é wzorcowa — aktywno$¢ inhibitorowa préby) x rozciefnczenie plazmy

i uzyskano wynik w u/l.

» Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym umozliwia rozdzielenie czasteczek na

zasadzie réznic w ruchliwosci elektroforetycznej, przy jednoczesnym dziataniu no$nika

jako sita molekularnego.
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Tab.4.3. Skladniki do sporzadzania zeli

Zel zageszczajacy Zel rozdzielajacy
Skiadnik (odczynnik) _ 5
Ilo$é odczynnika (em”)
Roztwor poliakrylamidu 1,33 6,3
Bufor do zelu zaggszczajacego o pH 6,8 2,5 -
Bufor do zelu rozdzielajacego o pH 8,8 - 3.8
10 % roztwor SDS 0,1 0,15
(dodecylo siarczan sodu)
Woda destylowana 6,0 4.8
10 % roztwor nadsiarczanu amonu 0,15 0,225
TEMED o 0,005 0,005
(N,N,N’ N’ -tetrametyloetylenodiamina)

W niniejszej pracy przeprowadzono rozdzialy elektroforetyczne z
zastosowaniem aparatu do elektroforezy pionowej Mighty Small II firmy Amersham
Pharmacia Biotech. (Szwecja) Rozdzielenia bialek dokonano dwoma r6znymi
sposobami: za pomoca elektroforezy niedenaturujacej, zwana inaczej natywng 1
denaturujacej (z dodatkiem dodecylo siarczanu sodu).

Elektroforeza natywna (bez dodatku SDS) pozwala rozdzieli¢ biatka ze wzgledu
na gestosé ich fadunku. Brak detergentu w postaci SDS-u powoduje utrzymanie biatka
w stanie niezdenaturowanym. Rozdziaty elektroforetyczne przeprowadzono na 10%
zelach poliakrylamidowych. Przed elektroforeza proby plazm nasienia mieszano z
buforem obcigzajacym w stosunku 1:1. Na zel nanoszono po 21 pl proby. Rozdzialy
przeprowadzono w buforze Tris-glicyna o pH 8,3 przy 20 mA i1 200 V przez 85 minut.

Po zakoficzeniu elektroforezy zele barwiono.

Barwienie zeli na aktywnos¢ inhibitora trypsyny

Zel inkubowano w roztworze trypsyny wotowej (1,5 mg trypsyny wolowej w
25 ¢m® 0,1 molowego buforu fosforanowego pH 7,4 / 1 zel) przez 15 minut w
temperaturze 37°C. Nastepnie zlano roztwor trypsyny, zalano zel mieszaning barwiaca
tzn. mieszaning odczynnikéw I i IT (odczynniki te potaczono przed samym uzyciem) i
ponownie inkubowano w temperaturze pokojowej w kotysce przez 45 — 60 minut. Po
uplywie tego czasu zlano mieszaning i zalano zel 2 % roztworem kwasu octowego

(Uriel i Berges 1968).
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Z kolei elektroforeza denaturujaca (SDS-PAGE) pozwala oznaczy¢ masy
molekularne rozdzielonych biatek. Rozdzialy przeprowadzano na 12,5 % zelach
poliakryloamidowych z dodatkiem SDS, dzigki ktéremu biatka w plazmie nasienia
zostaja rozbite na podjednostki — tancuchy polipeptydowe. Biatka o nizszych masach
czasteczkowych beda migrowac szybciej, anizeli te o wyzsze] masie. Przed
elektroforeza, proby plazm nasienia rozcienczono roztworem soli fizjologicznej w
stosunku 1:3, a nast¢pnie uzyskany roztwor zmieszano z buforem do przygotowania
prob z dodatkiem SDS i DTT (ditiotreitol) w stosunku 1:1. Z przygotowanej
mieszaniny pobrano 0,005 c¢m’ i naniesiono do odpowiednich studzienek w zelu.
Rownolegle naniesiono mieszaning standardow firmy Bio-Rad. W przypadku
rozdzielenia bialek plazmy nasienia uzyto mieszaning wzorcow o masie czasteczkowej
od 7,2 kDa do 206,0 kDa. Natomiast rozdzielajac biatka o aktywnosci proteolityczne;j,
uzyto wzorcdw o nastgpujacym zakresie: od 21,4 kDa do 110 kDa. Rozdziat
elektroforetyczny przeprowadzono przy staltym natezeniu 40 mA i napigciu o wartosci

200 V. Po zakonczeniu elektroforezy (okoto 90 minut) zele barwiono.

Barwienie zeli metodq Coomassie (na biatko)

Zele umieszczono w 100 cm® roztworu barwiacego, na 18 h w temperaturze
pokojowej. Nastepnie nadmiar barwnika wyptukano z zelu rozpuszczalnikiem o
sktadzie woda : metanol : kwas octowy w proporcji 8:2:1, do uzyskania bezbarwnego
tta. Z tak przygotowanego elektroforogramu, na podstawie mas molekularnych
wzorcdw (7,2+206,0 kDa), wyznaczono masy czasteczkowe rozdzielonych frakcji
biatkowych, a w przeprowadzonej analizie densytometrycznej oznaczono relatywna
gestoS¢  optyczng (RGO) prazkow biatkowych. Podobna ocene uzyskanego
elektroforogramu wykonano w przypadku uzycia mieszaniny wzorcow o zakresie mas
molekularnych od 21,4 kDa do 110,0 kDa.

Masy molekularne frakcji biatkowych byly oceniane przy uzyciu programu Kodak 1D
(Eastman Kodak company, New Haven, USA).
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4.5. Ocena zdolnosci reprodukeyjnej samcoOw

Oceny zdolnoéci reprodukcyjnej badanych samcow dokonano na podstawie
ustalenia ptodnosci (skuteczno$ci pokrycia) i plennosci. W tym celu zliczono samice

pokryte, samice wyszczenione i urodzone szczenigta.

4.6. Analiza statystyczna

Zebrane dane nie spetniaja zalozen o normalnosci rozkiadu i jednorodnosci
wariancji wymaganych przy stosowaniu parametrycznych testow statystycznych. Test
Shapiro-Wilka i analiza normalnych wykresdw prawdopodobienstwa wykazuja brak
rozkladu normalnego dla wigkszosci zmiennych. W celu uzyskania rozkiadu
normalnego przeprowadzono transformacj¢ danych. Pomimo przeksztalcen
matematycznych (logarytmowanie, pierwiastkowanie) nie osiagnigto rozkladu
normalnego 1 jednorodnosci wariancji.

Szacowanie statystycznej istotnosci oddzialywania terminu pobrania nasienia na
warto$ci poszczegolnych parametrow, wykonano z wykorzystaniem nieparametrycznej
jednoczynnikowej analizy wariancji (test Kruskala-Wallisa). Ocen¢ wspolzaleznosci
miedzy zmiennymi przeprowadzono w oparciu 0 wspotczynnik korelacji Spearmana.

Obliczenia statystyczne uzyskanych wynikow wykonano przy pomocy programu

Statistica 5.0 oraz Microsoft Excel 2003.
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5.5. Wyniki rozrodu

Na podstawie ilosci samic pokrytych, iloSci samic wyszczenionych i liczby
urodzonych szczeniat obliczono skuteczno$¢ pokrycia - ptodnosé i plennos¢ badane;j
grupy zwierzat. Wybrana osiemnastka lisow Alopex lagopus pokryta 194 samice. Od
164 samic uzyskano 1764 szczeniat. Na podstawie tych wartosci wyznaczono plodnosé

1 plennos¢ stada, uzyskujac odpowiednio 84,54 % 1 10,76.
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Duza zmienno$¢ tej cechy $wiadezy o wplywie terminu pobrania nasienia na
sprawnos¢ wydzielnicza dodatkowych gruczotéw plciowych lisa. Natomiast
obserwowany gwalttowny spadek objgtosci, przypadajacy na piate pobranie moze by¢
wynikiem nadmiernej eksploatacji miodych samcow co znalazto potwierdzenie w

wynikach badan Bronickiej i Dembinskiego (1999).

Kolejna, wazng cecha nasienia lisa polarnego jest koncentracja plemnikow w
ejakulacie. W badaniach wilasnych srednia warto$¢ koncentracji dla catego sezonu
rozrodczego wynosita 478,0 x 10%cm®. Wyniki zblizone do uzyskanych w badaniach
wihasnych zaobserwowali badajac populacje pséw England (1999) — 423,6 x 10%cm’
oraz Cassani i in. (2005) uzyskujac wartosci od 459 do 528 x 10%cm’. Zdecydowanie
nizsze wartosci koncentracji plemnikéw w ejakulatach lisow przedstawil Mann (1958) —
70 x 10%m’. Ten sam przedzial wartosci dla lisow srebrzystych Vulpes vulpes
zanotowali w swoich badaniach Boue i wsp. (2000) — 79,8 x 10%cm’ oraz Brzozowski
(1984) — 100 x 10°cm’. Z kolei Goodrowe i in. (1998) w ejakulatach wilka rudego
Canis rufus okreslil koncentracje plemnikéw na poziomie — 146,5 x 10%cm’. Tak rozne
wartosci Srednich koncentracji plemnikow prezentowane w wynikach i w dostgpnej
literaturze mozna ttumaczy¢ réznicami osobniczymi. Nie wykluczone, ze duzy wplyw
na osiggang warto$¢ koncentracji plemnikéw ma réwniez sposob pobierania nasienia.
Swiadcza o tym wyniki przedstawione przez Barta (1999), gdzie od liséw polarnych, za
pomocg metody elektroejakulacji uzyskal nasienie o $redniej koncentracji wynoszacej
-317,7 x 10%m’.

W badaniach wilasnych uwage zwraca wystepowanie ujemnej, statystycznie
istotnej korelacji (r = -0,4356 przy p<0,01) miedzy koncentracjg plemnikow, a
objetoscig ejakulatu. Jednak ostatnic badania Nizanskiego (2004) dotyczace
wlasciwosci nasienia psow, tej zalezno$ci nie potwierdzaja. Podobng zalezno$é
stwierdzili tylko: Solifiska (2005) badajac nasienie liséw polarnych (r= -0,241) oraz
Kozdrowski i Dubiel (2004b) w badaniach nad wlasciwosciami nasienia mieszaficow
dzika ze $winig domowa. Wspétezynnik korelacji opisujacy zaleznogé przedstawiong na
rys. 5.1. pozwala przypuszczaé, ze najwyzsza koncentracje plemnikéw zaobserwuje sie

w ejakulatach o najnizszej objetosci.
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Wyniki badan wlasnych dotyczacych ste¢zenia jonéw wodorowych w ejakulatach
lisow koresponduja z normami cytowanymi przez Manna, wedtug ktorych wartosci pH
nasienia powinny zawiera¢ si¢ w granicach od 6,2 do 6,4 (1958). Ejakulaty lisow
polarnych Alopex lagopus zebranych przez caly czas trwania sezonu rozrodczego
charakteryzowaly si¢ wartoscig pH na poziomie 6,12. Bardzo zblizone wartosci stezenia
jondéw wodorowych w nasieniu zaobserwowat Brzozowski (1984) — w swych badaniach
dotyczacych lisow srebrzystych Vulpes vulpes (pH 6,2), oraz Rota i in. (1995)
uzyskujac warto$¢ pH 6,3 dla badanej populacji pséw. Nieco wyzsze wartosci pH
nasienia (6,79) lisa polarnego, od uzyskanych w badaniach wiasnych, podaje Barta
(1999). Z badan przeprowadzonych przez Szeleszczuk na nutriach (1999) wynika, iz
¢jakulaty posiadajace nizsza wartos¢ pH charakteryzowaly sie wyzsza koncentracja

plemnikdéw. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w badaniach wiasnych.

Zastosowany w badaniach wlasnych podziat wad morfologicznych plemnikdw,
zostal oparty na znaczeniu poszczegélnych form patologii w zaburzeniach procesu
zaptodnienia. Zgodnie z klasyfikacja zmian morfologicznych zaproponowana przez
Bloma (1981), wszelkie formy patologiczne plemnikoéw podzielono na wady gléwne i
podrzgdne. Z nich — najwigkszy wplyw na obnizajaca sie ptodnosé samca maja wady
glowne. Jak wskazuja badania przeprowadzone na psach (Dubiel 1996), najczestszymi
przyczynami nieplodnosci oprécz azoospermii (braku plemnikéw w ejakulacie) i
oligospermii (obnizonej koncentracji plemnikéw w ejakulacie) jest wysoki procent
gtownych i podrzednych zmian w budowie plemnikéw (teratozoospermia).

W badaniach wlasnych nie ujeto poszczegdlnych wad plemnikow
indywidualnie, a korelacji szukano w odniesieniu do sumy anomalii z uwzglednieniem
powyzszego podziatu.

Przeprowadzona ocena morfologiczna wykazata, ze srednio 89,88 %
zaobserwowanych plemnikow odznaczato si¢ prawidlowa budowa. Zmiany pierwotne
zauwazono u okoto 1,84 % plemnikéw. Podobne wyniki oceny morfologicznej uzyskali
Kojima 1 in. (2001) w nasieniu psa goficzego - 85,5 % plemnikéw o prawidlowej
budowie. Bardzo zblizone wartosci do uzyskanych w badaniach whasnych stwierdzili w
swych badaniach: Nizanski (2004) — 89,1 % plemnikéw normalnych oraz England i
Ponzio (1996) ustalajac dla pséw zakres form o prawidtowej (normalnej) budowie od

80 do 94 %. Nieco nizszy procentowy udziat plemnikéw bez anomalii w budowie, bo
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okolo 73,6 stwierdzili Goodrowe i in. (1998) badajac nasienic wilka Canis rufus.
Natomiast Boue i in. (2000) zajmujac si¢ nasieniem lisow srebrzystych Vulpes vulpes
okreslili odsetek plemnikéow o budowie prawidlowej na poziomie 67 %. Zdecydowanie
wyzsze wyniki dla tego samego gatunku zwierzat uzyskal Brzozowski (1984) — 94,2 %
plemnikéw normalnych. Natomiast nasienie lisow polarmych Alopex lagopus, badane
przez Barta (1999), charakteryzowato si¢ znacznie wiekszym procentowym udziatem
plemnikow morfologicznie anormalnych. Autor ten, stwierdzil wystepowanie form
prawidlowych na poziomie 81,45 %.

Uzyskane w badaniach wlasnych wyniki oceny morfologicznej potwierdzaja
przydatnos¢ nasienia pozyskanego od badanej grupy samcéw do sztucznego
unasieniania. Swiadczy o tym nie przewyzszajaca 20% zawarto$¢ plemnikow
zmienionych morfologicznie (Wierzbicki i in. 2005).

Prowadzenie do$wiadczenia przez caly czas trwania sezonu rozrodczego lisow
polarnych pozwolito uchwyci¢ odpowiedni moment terminu pobrania, uzyskujac
nasienie o jak najmniejszej ilosci plemnikéw z anomaliami w budowie. Z badan
wlasnych wynika, iz najbardziej optymalnym terminem okazato si¢ pobranie drugie
(8,91%) 1 siddme (7,58%). Korzystne tez wydaje sie byé pobranie trzecie (9,54%)),
czwarte (9,61%) 1 szoste (9,98%). Najwigcej zmian morfologicznych stwierdzono w
nasieniu uzyskanym podczas pobrania piatego 1 pierwszego. Wysoki odsetek
plemnikéw z wadami w budowie (13,41%), charakteryzujacy ejakulaty w pigtym
terminie pobrania moze swiadczy¢ o zaburzeniach w produkeji nasienia, zZwigzanych z
nadmierng eksploatacjg samcéw. Kolejnym, ,nicodpowiednim” pod wzgledem oceny
morfologicznej plemnikéw okazato si¢ pobranie pierwsze (11,79% wszystkich wad).
Wysoka ilos¢ anomalii moze w tym przypadku swiadczyé o niedojrzatosci uktadu
rozrodczego samcow lisa polarnego.

Wyniki uzyskane i przedstawione przez Nizanskiego (2004) potwierdzajg brak
wystepowania w badaniach wlasnych zaleznosci miedzy koncentracjg plemnikéw w
ejakulacie, a procentowym udzialem plemnikéw o prawidlowej morfologii.
Stwierdzono statystycznie istotng zalezno$é miedzy odsetkiem plemnikéw normalnych

a objetoscia ejakulatu (r= 0,2548 przy p<0,01).
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W zwigzku z nielicznymi dostgpnymi pracami w literaturze krajowej i
zagranicznej dotyczace] aktywnosci wybranych enzymow w plazmie nasienia lisa
polamego Alopex lagopus wyniki badan wlasnych por6wnano z wynikami uzyskanymi
dla innych gatunkéw zwierzat.

W analizowanej plazmie stwierdzono obecno$¢ fosfatazy kwasnej — enzymu
bioragcego udzial w reakcji kapacytacji, reakcji akrosomowej, hiperaktywacji
plemnikoéw, a nawet w wigzaniu plemnikoéw z ostonka przejrzysta (Urner i Sakkas,
2003). Srednia aktywnos¢ tego enzymu oznaczona w plazmie nasienia liséw polarnych
wynosita 136,66 U/dm’, podczas gdy u knurow byla na poziomie 346,68 U/dm’
(Glogowski i in. 1997), a u $winiodzikéw — 417,17 U/dm? (Kozdrowski 2004). Jeszcze
wyzsze wartosci fosfatazy kwasnej uzyskali Koztowski i in. (2004) w swych badaniach
nad warto$cig biologiczna nasienia indoréw 611,4+645.4 U/dm’.

Poréwnujac uzyskane wartosci aktywnosci fosfatazy kwasnej na przestrzeni
siedmiu pobran, latwo zauwazyé, ze plazmy pochodzace z pierwszego i drugiego
pobrania charakteryzowaty si¢ najwigkszymi warto$ciami tego enzymu. Jako, iz jest to
poczatek sezonu rozrodczego, to by¢ moze ejakulaty obfitowaty w plemniki niedojrzate,
ktérych blony plazmatyczne sa bardziej narazone na uszkodzenia (np. podczas
wirowania nasienia w celu oddzielenia plemnikéw od plazmy). W kolejnych pobraniach
zaobserwowano zmniejszanie si¢ aktywnodci fosfatazy kwasnej, az do uzyskania
najnizszej warto$ci w pobraniu pigtym. Zmniejszajaca si¢ aktywno$é tego enzymu,
bedacego markerem uszkodzen plemnika, moze sugerowaé o zwigkszajacym sie
odsetku dojrzatych plemnikow. Najnizsza aktywno$¢ fosfatazy kwasnej w plazmie
nasienia zanotowano W ejakulatach charakteryzujacych si¢ najwicksza liczba
morfologicznie zmienionych plemnikéw. Niewielki ,,wyciek” enzymu w poréwnaniu z
duzym odsetkiem plemnikéw z nieprawidlowa morfologia, moze $wiadczy¢ o
wystgpowaniu plemnikéw z wadami nie zwigzanymi z akrosomem (zawiniete witki,
plemniki z kropla protoplazmatyczng itp.) lub o innym zrodle fosfatazy. Z kolei w
dwoch ostatnich terminach pobrania, aktywnos$¢ oznaczonego enzymu wyrazona na
jednostke objgtosci, ponownie wzrastala. Obserwowany wzrost sugeruje zwigkszanie
si¢ liczby plemnikow z uszkodzonym akrosomem. By¢ moze, na wskutek dlugotrwatej

spermatogenezy zaczynajg pojawia¢ si¢ w nasieniu formy niedojrzate.
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Podobnie jak w nasieniu mieszancéw dzika i $wini domowej (Kozdrowski 2004), tak i
w badaniach wlasnych znaleziono istotng wspotzalezno$¢ miedzy aktywnoscia tego
enzymu a koncentracjga plemnikéw (r= 0,5676 przy p<0,01).

Analizujac wahania aktywnosci fosfatazy kwasnej na przestrzeni calego sezonu
rozrodczego mozna wysunaé przypuszczenie, iz jej zrodlem jest nie tylko gruczot
krokowy. Oprécz prostaty udzial w tworzeniu tego enzymu majg réwniez najadrza, o
czym swiadczy obliczony w badaniach wlasnych, wysoki i statystycznie istotny
wspotczynnik korelacji migdzy aktywnoscig fosfatazy kwasnej i aktywnoscia fosfatazy
alkalicznej (r= 0,7043 przy p<0,01). Glogowski i in. (1997) badajac aktywnosci
enzymOéw w nasieniu knurow uzyskali istotng statystycznie zalezno$¢ miedzy
aktywnoscig fosfatazy kwasnej, a zawartoscia biatka catkowitego. Podobna korelacje
uzyskano w badaniach wlasnych (r= 0,578 przy p<0,01).Mozna zatem przypuszczaé, iz
o aktywnosci tego enzymu w plazmie nasienia lisow polarnych decyduje réwniez

wydzielina gruczotow nasiennych.

Z dostgpnych danych literaturowych wynika, iz gléwnym zrodlem fosfatazy
alkalicznej sa pecherzyki nasienne (Borkowski i Strzezek 1994). Aktywno$é tego
enzymu stwierdzono réwniez w najadrzach, spetniajacych wazng funkcje w procesie
dojrzewania plemnikow (Strzezek 1987, Glogowski i in. 1997). W badaniach wlasnych
stwierdzono aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej w plazmie nasienia lisow na poziomie
10,21 x 10* U/dm®. Wickszo$é autorow uzyskata w swych badaniach zdecydowanie
nizsze poziomy aktywnosci tego enzymu, od wartosci rzedu 1,42 x 10* U/dm® dla
knuréw (Glogowski i in. 1997) do 2,20 x 10* U/dm® dla mieszancéw dzika i $wini
domowej (Kozdrowski 2004). Niemniej jednak, podobnie jak w nasieniu knuréw
(Glogowski i in. 1997), $winiodzikow (Kozdrowski 2004) i dzikéw (Kozdrowski i
Dubiel 2004a) réwniez w nasieniu lisow znaleziono istotne statystycznie zaleznosci
mi¢dzy aktywnoscia fosfatazy alkalicznej a koncentracja plemnikow (r= 0,6302 przy
p<0,01). W badaniach wtasnych stwierdzono réwniez istotng zaleznosé miedzy
aktywnoscia analizowanego enzymu a zawartoscia biatka ogodlnego (r= 0,4158 przy
p=0,01). Obliczone korelacje potwicrdzaja wczesniejsze sugestie dotyczace

pochodzenia tego enzymu.
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W niniejszej pracy, stwierdzona zawartos¢ biatka w plazmie nasienia lisow
polarnych miescila si¢ w przedziale od 33,23 do 48,91 mg/cm’. Z powodu braku danych
na ten temat w dostgpne;j literaturze, uzyskane wyniki poréwnano z innymi gatunkami.
Plazma nasienia knuréw charakteryzowala si¢ nizsza wartoscig biatka ogolnego,
osiagajac wartos¢ 30,5 mg/em’ (Glogowski i in. 1997). Podobnymi wartosciami bialka
catkowitego, do uzyskanych w badaniach wilasnych, charakteryzowata si¢ plazma
nasienia indoréw. Dla grupy indoréw, od ktérych tylko raz w tygodniu pobierano
ejakulaty uzyskano wéwczas wartos¢ 34,62 mg/em’. Z kolei w ejakulatach indoréw
czgsciej uzytkowanych, zawartos¢ biatka ksztattowala si¢ na poziomie 46,81 mg/cm3
(Koztowski i in. 2004).

Podczas trwania sezonu rozrodczego, w analizowanych plazmach oznaczone
biatko ogélne ksztatltowato si¢ na zblizonym poziomie. Uzyskane réznice w wartosciach
tego parametru moga sugerowa¢ o zmieniajacym si¢ procentowym udziale
poszczegdlnych wydzielin gruczotéw dodatkowych. To wlasnie wydzielane w tych
gruczotach biatka, pehnia fizjologiczne funkcje zarowno w ukladzie rozrodczym
meskim (Arangasamy i in., 2005), jak i zefiskim - po zaptodnieniu (Troedsson i in.,
2005). Jako, iz psowate szeroko reprezentowane przez psa i lisa nie posiadaja
gruczolow pecherzykowych i opuszkowo-cewkowych (Wierzbowski 1996). Dlatego
zawartos¢ bialka w plazmie nasienia bedzie $wiadczyla o zmieniajacym sie udziale
wydzielin z najadrzy i jedynego, dodatkowego gruczotu plciowego jakim jest gruczot
krokowy zwany inaczej prostata (Strzezek i Janowski 2003). O procentowym udziale
wydzielin, oprocz biatka, $wiadczy réwniez zmieniajaca sie aktywno$é wybranych
enzymow (fosfatazy kwasnej i alkalicznej). Interesujacy wydaje sie fakt, iz sposréd
siedmiu pobrafi tylko w pobraniu pigtym zauwazalny byl gwaltowny spadek wszystkich
badanych wskaznikéw biochemicznych. By¢ moze odpowiedzialna za to jest
zmieniajgea si¢ pora roku (zima/wiosna), a z nig zwigzana temperatura i dtugo$é¢ dnia

swietlnego.

W celu dokladnego poznania frakcji biatkowych zawartych w plazmie lisa
polarnego przeprowadzono rozdzialy elektroforetyczne. Wykonane profile biatek
plazmy nasienia pozyskanej na poczatku i na koficu sezonu, wskazuja na rdznice

migdzy pobraniami (fot. 5.3.15.4.).
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Te roznice stanowi obecnosé w plazmach, pozyskanych podczas pierwszego pobrania,
dwoch dodatkowych prazkow biatkowych o masie czasteczkowej 50,4 1 43,5 kDa.
Pozostalych biatek, o masie 107,5 kDa; 78,4 kDa; 58,9 kDa; 34,9 kDa i 30,6 kDa, bylo
relatywnie wigcej na poczatku sezonu rozrodczego. Z kolei plazmy pochodzace z
ostatniego terminu pobrania charakteryzowatly si¢ wigkszym udzialem biatek o masie
27 kDa; 24,7 kDa oraz 10,9 kDa. Prawdopodobnie pojawiajace si¢ na poczatku sezonu
dodatkowe frakcje biatkowe moga by¢ odpowiedzialne za dojrzewanie plemnikow.
Natomiast rola wszystkich bialek plazmy nasienia moze by¢ ochrona plemnikow
(poprzez stabilizacje ich bton komoérkowych).

W wyniku elektroforezy denaturujacej (SDS-PAGE), w plazmach pozyskanych
od trzech réznych osobnikow, stwierdzono obecnos¢ od 8 do 10 frakcji biatkowych
(fot. 5.5+5.7.). Sposroéd wszystkich wydzielonych prazkéow biatkowych, tylko osiem
powtarzato si¢ w plazmie pochodzacej z kazdego z siedmiu pobran. Wyrdznione biatka
charakteryzowaly si¢ nastepujacymi masami czasteczkowymi: 107,5; 74,8; 58.,9; 34,9;
30,6; 27; 24,71 10,9 kDa. W plazmie nasienia lisa polarnego najwiecej, bez wzgledu na
termin pobrania, byto bialek niskoczasteczkowych (27; 24,7 oraz 10,9 kDa). Pozostale
prazki, odpowiadajace kolejnym frakcjom biatkowym, pojawialy si¢ w poszczegdlnych
pobraniach w réznym stezeniu. Uzyskane wartosci RGO dla konkretnej masy

czasteczkowej nie roznity si¢ migdzy pobraniami statystycznie istotnie.

W procesie regulacji ruchu plemnikow, w koagulacji i uptynnianiu nasienia, jak
rowniez w degradacji starzejacych si¢ plemnikow w najadrzach biora udziat specyficzne
enzymy proteolityczne (Kowalski i in. 2003; Wojtczak i in. 2003). Ich aktywnos¢
regulowana jest przez wiele inhibitoréow (Lee 1 in. 1989).

W wyniku elektroforezy (SDS-PAGE), przeprowadzonej celem rozdzielenia i
okreslenia mas czasteczkowych enzymow proteolitycznych, w plazmie nasienia lisa
polarnego stwierdzono obecnos¢ dwdch pasm. Jednym z nich byto biatko o aktywnosci
esterazy (26,5 kDa). Drugie wykryte pasmo aktywnosci proteolitycznej (23,6 kDa)
wykazywalo cechy proteinazy serynowej. Masa czasteczkowa tego pasma podobna byla
do masy trypsyny, ktéra w organizmach ssakéw aktywuje i degraduje inne enzymy
(Paju i in. 2000; Wojtczak i in. 2003).
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W niniejszej pracy oznaczona aktywnos$¢ inhibitora trypsyny byla najnizsza w
pigtym terminie pobrania (2089,83 U/dm’). Swiadczy¢ to moze o najmniejszej ilosci
akrosyny wydzielonej z uszkodzonych plemnikéw. Potwierdza to wczesniejsze
sugestie, iz nasienie z tego okresu, pomimo najwigkszej ilosci zmian morfologicznych,
charakteryzowalo si¢ najmniejszg liczba plemnikow z uszkodzonym akrosomem.
Uzyskane wartosci aktywnos$ci inhibitora trypsyny skorelowano z aktywnoscia
fosfatazy kwasnej i alkalicznej uzyskujac wysoko istotne statystycznie wspotczynniki
(odpowiednio 0,6507 i 0,8100 przy p< 0,01). Ponadto w badaniach wtasnych,
stwierdzono ~ wystepowanie wysoko  statystycznie istotnej zaleznosci miedzy
aktywnoscig inhibitora trypsyny, a koncentracjg plemnikéw (r=0,6516 przy p<0,01).
Jako, iz aktywno$¢ tego inhibitora skorelowana jest réwniez z zawartoscia biatka
ogdlnego, mozna przypuszcza¢, ze chroni ona plemniki przed proteoliza podczas
przebywania ich w nasieniowodach (Ciereszko i in. 1998).

Przeprowadzona elektroforeza natywna (bez $rodkéw denaturujacych) wykazata
w plazmie nasienia obecno$¢ trzech form aktywnosei inhibitora trypsyny, rézniacych
si¢ tempem migracji (Kottowska i in. 2005). Kazda plazma uzyskana podczas
pierwszego pobrania charakteryzowala si¢ wystgpowaniem wszystkich trzech form
molekularnych inhibitora, natomiast w plazmach z pobrania siédmego nie zawsze
wystgpowata forma o najmniejszym tempie migracji. W celu stwierdzenia, od ktérego
pobrania nastgpuje zanik tej formy, wykonano obrazy elektroforetyczne aktywnosci
inhibitora dla trzech réznych osobnikéw przez wszystkie siedem pobran. Z uzyskanych
elektroforograméw wynika, ze trzy formy pojawiaja sie¢ w plazmie zawsze na poczatku
sezonu rozrodczego. W poézniejszych pobraniach forma inhibitora o najmniejszej
ruchliwosci pojawiata si¢ sporadycznie. Z plazmie pochodzacej od dwoch, na trzech
losowo wybranych osobnikéw, forma ta stanowila pasmo o najwiekszej intensywnosci.
Przypuszczalnie plazmy te zostaly zanieczyszczone krwia lub moczem, gdyz wlasnie te
wydzieliny sg bogatym zrodfem proteinaz. Sugestia ta wydaje sie prawdopodobna, gdyz
na 126 pobranych ejakulatow tylko w siedmiu przypadkach nasienie miato barwg biato-
20Mtg. W pozostatych przypadkach ejakulaty charakteryzowaly si¢ barwa bialg i mleczna
konsystencja. Zastosowana metoda rozdziatu elektroforetycznego  proteinaz
charakteryzuje si¢ duza czuloscia, dzieki czemu nawet drobne zanieczyszczenie

nasienia moze by¢ wykryte na zelu.
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Badane pod wzglgdem jakosci nasienia stado osiemnastu osobnikéw
charakteryzowalo si¢ skutecznoscia pokrycia na poziomie 84,54 %. Uzyskana wartos$é
ptodnosci korespondowata z wynikami uzyskanymi przez Szeleszczuk i Niedbale
(1999) — od 83,5 do 100% oraz przez Janickiego i in. (2006) — 81,82 do 100%. W
dostgpnej  literaturze, podobnym wskaznikiem plodnosci charakteryzowaly sie
populacje lisow polarnych badane przez Zonia i in. (2000) — zakres od 85,7 do 100%
oraz przez Brzozowskiego (1995) — $rednio 86,75%.

Kolejnym wskaznikiem uzytkowosci rozptodowej badanych liséw polarnych
byta plennos¢, ktéra w badaniach wlasnych ksztattowata sie¢ na poziomie 10,76
szczenigt od jednej samicy. Nieco nizsze wartosci podajg Szeleszczuk 1 Niedbata (1999)
—od 6,5 do 9,29, Zon i in. (2000) od 6,6 do 7,5 oraz Brzozowski — $rednio 8.7.
Uzyskane w badaniach wiasnych wartosci plennosci i odsetek samic pokrytych
swiadczg o dobrej jakosci nasienia uzytego do inseminacji, o dobrze zbilansowanym
zywieniu (zwlaszcza w okresach przygotowania do rozptodu i odchowu mlodych) i o

odpowiednich warunkach zoohigienicznych zapewnionych na fermie (Szeleszczuk i

Niedbata 1999).
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