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Wykaz skrotéw uzywanych w pracy

ACR — Acrosin (Akrozyna)

ACTG2 — Actin Gamma 2 (Aktyna Gamma 2)

ADAMY — Metallopeptidase Domain 7 (Domena 7 Metalopeptydazy)

Al — artificial insemination (sztuczne unasiennianie)

ALH — amplitude of lateral head desplacement (amplituda bocznych wychylen glowki plemnika)
AR — Androgen Receptor (Receptor androgenowy)

ARRDC4 — Arrestin Domain Containing 4 (a-arestyna 4)

ASMA — Computer-assisted sperm morphology analyses (komputerowa analiza morfologiczna
plemnikdéw)

ATP — adenozynotrifosforan

BCF — beat-cross frequency (czestotliwo$¢ bocznych wychylen gtowki plemnika)
CASA — Computer Assisted Semen Analysis (wspomagana komputerowo analiza nasienia)
CD9 — Cluster-of-Differentiation Antigen 9

CYP21 — steroid 21-hydroxylase (21-hydroksylaza steroidowa)

DAZL — Deleted in Azoospermia Like

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

ESR2 — Estrogen Receptor 2, Estrogen Receptor Beta (Receptor estrogenowy 2)
ET — embryo transfer (transfer zarodkow)

FC — flow cytometry (cytometria przeptywowa)

GHR — Growth hormone receptor (Receptor hormonu wzrostu)

GNRHR - Gonadotropin Releasing Hormone Receptor (Receptor hormonu uwalniajacego
gonadotropine)

INHBA — Inhibin Beta A (Inhibina Beta A)

INHBB — Inhibin Beta B (Inhibina Beta B)

JC-1 —jodek 5,5',6,6"-tetrachloro-1,1',3,3'-tetraetylobenzimidazolilo-karbocyjaniny
KPL2 — Sperm Flagellar 2 (biatko wici plemnika 2)

LIN — linearity (liniowo$¢ ruchu plemnika)

MAS — marker-assisted selection (selekcja wspomagana markerami)

Pl — propidium iode (jodek propidyny)

PIWIL4 — Piwi like RNA-mediated gene silencing 4

PLCz — Phospholipase C Zeta (Fosfolipaza C-Zeta)

PNA — lektyna z orzeszkéw ziemnych

PRLR — Prolactin Receptor (Receptor prolaktyny)
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QTL — quantitive traits loci (locus cechy ilosciowe;j)

R123 - rodamina

RBP4 — Retinol Binding Protein 4 (Biatko wigzace retinol 4)
RLN — Relaxin (Relaksyna)

RNA — kwas rybonukleinowy

SELENOP - Selenoprotein P (Selenoproteina P)

SNP — Single Nucleotide Polymorphism (polimorfizm pojedynczego nukleotydu)
STR — straightness (prosto$¢ ruchu plemnika)

SYBR-14 — zielen SYB, cyjaninowy barwnik fluorescencyjny
VAP — average path velocity (predko$¢ usredniona plemnika)
VLC — curvi-linear velocity (predkos¢ krzywoliniowa plemnika)
VSL - stright-line velocity (prgdkos¢ liniowa plemnika)

WOB — waobble (oscylacja toru rzeczywistego plemnika)

A¥Ym — transbtonowy potencjat mitochondrialny


https://pl.wikipedia.org/wiki/Locus
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Streszczenie

Inseminacja w hodowli §win ma juz ponad 50 letnig historie i spos$réd dostgpnych technologii
reprodukcyjnych jest metoda w najwiekszym stopniu wykorzystywana w doskonaleniu postgpu
genetycznego. W przypadku trzody chlewnej nasienie kriokonserwowane ma niewielkie zastosowanie,
a przyczyng tego jest duza wrazliwos$¢ plemnikéw knura na szok chtodowy, wigzana ze specyficznym
sktadem blony plazmatycznej tych gamet, ulegajacej strukturalnemu uszkodzeniu. Stad tez nasienie
samcow tego gatunku zwierzat przechowywane jest glownie w stanie ptynnym, a jego przydatnosé¢
do wykorzystania ograniczona jest zazwyczaj do kilkunastu dni i zalezy od wielu czynnikow
srodowiskowych i genetycznych.

Celem pracy bylo okreslenie zmian strukturalno-funkcjonalnych plemnikéw przechowywanych
w stanie ptynnym z uwzglednieniem polimorfizmu genéw CD9, DAZL, ESR2 i PIWIL4 oraz
rasy/grupy genetycznej knuréw. Badania przeprowadzono na 195 knurach ras/grup genetycznych:
duroc, duroc x pietrain, pbz, PIC oraz wbp w wieku od 18 do 36 miesigcy. Po pobraniu i rozrzedzeniu
nasienia w rozcienczalnikach Vitasem LD oraz Gedil przechowywano je w tubach w temperaturze
16 °C. Pierwszego dnia badan wykonano preparaty morfologiczne (eozyna — nigrozyna) okreslajac
odsetek plemnikow zywych i z nieuszkodzonym akrosomem, procent plemnikow z wadami
morfologicznymi gtownymi i podrzednymi. W 1., 3., 5.1 7. dniu okreslano procent plemnikéw o ruchu
postepowym na stoliku Bloma, ruchliwo$¢ plemnikow (system CASA), oceng integralnosci btony
komoérkowej i aktywno$ci mitochondriow plemnikéw na podstawie barwienia fluorescencyjnego
(fluorochromy SYBR-14 i PI, JC-1), oraz integralnosci akrosomow (lektyna PNA). Analize
genetyczng knuré6w wykonano na wyizolowanym z plemnikéw DNA, identyfikujac polimorfizmy
wybranych genéw metodg PCR-RFLP.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze czas konserwacji mial istotny wpltyw na ruchliwo$¢
plemnikéw oceniang metodg tradycyjng na stoliku Bloma i za pomocg systemu CASA, integralno$¢
btony komorkowej i akrosomu oraz aktywno$¢ mitochondriow plemnikéw. Wraz z uptywem czasu
konserwacji oceniane wskazniki charakteryzujace kinetyke i zywotnos$¢ plemnikow oraz integralno$é
btony komorkowej ulegaly wyraznemu pogorszeniu. Sktania to do wykonywania zabiegow
inseminacyjnych, o ile to mozliwe, nasieniem majacym krotszy okres przechowywania. W przypadku
roznych wskaznikow wykazano istotne réznice miedzy wariantami polimorficznymi gendw,
z wyjatkiem genu PIWIL4. Stwierdzono jednocze$nie istotny wplyw rasy/grupy genetycznej
na ksztaltowanie si¢ tych cech, co nie pozwala na jednoznaczna preferencj¢ nasienia knurow z dang
forma polimorficzng do konserwacji w stanie ptynnym. Najwyzszymi warto$ciami analizowanych
wskaznikOw w czasie przechowywania, z wyjatkiem wysokiej aktywno$ci mitochondriéw, ogdlnie
charakteryzowaty si¢ knury linii PIC, a najnizszymi knury rasy wbp, u ktérych miedzy pierwszym
a ostatnim dniem wystapity najwicksze roznice. Wykazane pozytywne zaleznosci migdzy

procentowym udziatem plemnikéw o ruchu postgpowym ocenianym szacunkowo pod mikroskopem
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a wskaznikami charakteryzujacymi ruchliwo$¢ plemnikoéw, integralno$¢ ich blony komodrkowe;j
i aktywno$¢ mitochondriow wskazuja na peilng przydatno$¢ powszechnie wykorzystywanej metody
w praktyce laboratoryjnej do okreslania jako$ci nasienia i kwalifikacji ejakulatow do dalszego

wykorzystania w inseminacji.

Stowa kluczowe: knur, nasienie, przechowywanie, stan ptynny, CD9, DAZL, ESR2, PIWIL4,
polimorfizm, CASA, testy fluorescencyjne
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Insemination in pig breeding has a history of more than 50 years, and of the available reproductive
technologies, it is the method most used in improving genetic progress. In the case of pigs,
cryopreserved semen has little use, and the reason for this is the high sensitivity of boar sperm to cold
shock, linked to the specific composition of the plasma membrane of these gametes, which undergoes
structural damage. Hence, the semen of males of this animal species is mainly stored in a liquid state,
and its suitability for use is usually limited to several days and depends on a many of environmental
and genetic factors.

The aim of the study was to determine the structural and functional changes of liquid-stored
spermatozoa taking into account the polymorphism of CD9, DAZL, ESR2 and PIWIL4 genes
and the breed/genetic group of boars. The study was conducted on 195 boars of the breed/genetic
group: Duroc, Duroc x Pietrain, Polish Landrace, PIC and Polish Large White, aged 18 to 36 months.
Semen, after collection and dilution in Vitasem LD and Gedil diluents, was stored in tubes
at 16 °C. On the first day of the study, morphological preparations (eosin - nigrosin) were made,
determining the percentage of spermatozoa alive and with intact acrosome, the percentage
of spermatozoa with major and minor morphological defects. On days 1., 3., 5. and 7., the percentage
of spermatozoa with progressive movement on Blom's table, sperm motility (CASA system),
assessment of sperm cell membrane integrity and mitochondrial activity by fluorescent staining
(fluorochromes: SYBR-14 and PI, JC-1), and acrosome integrity (PNA lectin) were determined.
Genetic analysis of the studied boar groups was performed on DNA isolated from spermatozoa,

identifying polymorphisms of the chosen genes by PCR-RFLP.

The study showed that preservation time had a significant effect on sperm motility assessed
by the traditional method on Blom's table and with the CASA system, as well as on the integrity of the
cell membrane and acrosome, and sperm mitochondrial activity. With the passing of time,
the evaluated indicators characterizing sperm kinetics and viability and cell membrane integrity
deteriorated markedly. This induce to perform insemination procedures, if possible, with semen
having a shorter storage period. Significant differences between polymorphic variants of genes were
shown for various indicators, with the exception of the PIWIL4 gene. At the same time, a significant
effect of breed/genetic group on the formation of these traits was found, which does not allow a clear
preference of boar semen with a particular polymorphic form for liquid preservation. The highest
values of the analyzed indices during storage, with the exception of high mitochondrial activity, were
generally characterized by boars of the PIC line, and the lowest by boars of the Polish Large White
breed, in which the greatest differences occurred between the first and last days. The demonstrated
positive correlations between the percentage of spermatozoa with progressive motility estimated under

the microscope and indices characterizing sperm motility, the integrity of their cell membrane and
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mitochondrial activity indicate the full usefulness of the commonly used method in laboratory practice

for determining semen quality and qualifying ejaculates for further use in insemination.

Keywords: boar, semen, storage, liquid state, CD9, DAZL, ESR2, PIWIL4, polymorphism, CASA,

fluorescent assays
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Efektywno$¢ produkcji zwierzecej =zalezy zaréwno od czynnikdéw genetycznych, jak
i Srodowiskowych. W masowym rozrodzie trzody chlewnej, podobnie jak i bydta, istotng role odgrywa
sztuczne unasienianie. Knury inseminacyjne, ze wzgledu na mozliwo$¢ rozrzedzenia nasienia
1 otrzymania z pobranego ejakulatu wielu dawek w wiekszym stopniu niz rozptodniki uzywane

do krycia naturalnego wptywaja na rozrod §win.

Tempo produkcji i popyt konsumpcyjny na migso wieprzowe wykazuja ciagla tendencje
wzrostowg na S$wiecie. Produkcja ta powinna by¢ zatem wydajna i prowadzona w systemie
zrownowazonym, przyjaznym dla $rodowiska i z zachowaniem dobrostanu zwierzat, zapewniajac
jednoczesnie optacalnos¢ i konkurencyjnosé. W tym kontekscie zwigkszajacy si¢ postep genetyczny
populacji trzody chlewnej w celu produkcji wigkszej ilosci i1 lepszej jakoSci migsa przy mniejszej
liczbie zwierzat hodowlanych ma kluczowe znaczenie dla zmniejszenia presji Srodowiskowej,

zaréwno pod wzgledem produkcji pasz, jak i zagospodarowania odchodow.

Sposrod dostepnych technologii reprodukcyjnych, wykorzystywanych w doskonaleniu postgpu
genetycznego 1 poprawie globalnej populacji zwierzat gospodarskich, najwigksze znaczenie maja
sztuczne unasienianie (Al) i transfer zarodkéw (ET). W przypadku trzody chlewnej, pomimo
iz poczyniono w ostatnich latach znaczne postepy w zakresie dtugoterminowej konserwacji zarodkoéw
1 niechirurgicznych metod ET u §win, ich praktyczna i komercyjna implementacja jest jeszcze odlegla
(Martinez i wsp., 2016). Dlatego tez, jedynym praktycznym narzedziem globalnej dystrybucji genéw

$win pozostaje inseminacja (Roca i wsp., 2016).

Komercyjne wykorzystanie inseminacji w hodowli swin rozpoczgto si¢ ponad 50 lat temu i jest
to obecnie szeroko stosowana biotechnika na catym §wiecie (Knox, 2016). Przez pierwsze 30 lat byta
ona raczej narzgdziem pomagajagcym hodowcom w poprawie zarzadzania hodowla i zapobieganiu
rozprzestrzeniania si¢ chordb przenoszonych podczas krycia, niz narzedziem przyspieszajagcym postep
genetyczny. Opracowane metody i procedury inseminacji sg skuteczne, dajac wyniki ptodnosci
porownywalne do krycia. Nie sg one jednak w pelni efektywne, ograniczajgc rentownos¢ i mozliwos¢
wykorzystania najbardziej genetycznie wartosciowych knurdéw, poniewaz nie wiecej niz okoto 2000
loch/loszek jest rocznie inseminowanych nasieniem jednego rozptodnika. Ponadto wigkszo$¢ dawek
inseminacyjnych stosowanych komercyjnie pochodzi z puli nasienia kilku (zwykle 3) knuréw, a nie
od jednego knura, co utrudnia zwigkszenie postepu genetycznego (Foxcroft i wsp., 2010). Dlatego
przy niewielkim wykorzystaniu w praktyce nasienia mrozonego nalezy poszukiwac innych sposobow
zwigkszenia oddziatywania w hodowli masowej najlepszych knuréw. W pewnym stopniu mozna
to osiggnaé poprzez znaczne obnizenie liczby plemnikéw w dawce inseminacyjnej i wykonanie

zabiegu sztucznego unasieniania do trzonu czy rogu macicy. Pomocne w tym wzgledzie moga by¢ tez
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metody polegajace na hormonalnej regulacji cyklu rujowego i wykonaniu zabiegu w ustalonym czasie

oraz inne metody biotechniczne, ktore u §win nie znalazty jednak takiego zastosowania jak u bydta.

Zmniejszenie catkowitej liczby plemnikow na cigze daje stacjom inseminacyjnym szanse
na szersze wykorzystanie osobnikéw o najwyzszej wartosci genetycznej i zainseminowanie nasieniem
jednego knura okoto 6000 loch/loszek rocznie, do czego te stacje daza. Mozliwe jest to poprzez
zmiany w systemie produkcji dawek inseminacyjnych, m.in. zindywidualizowane podejscie
do knurow, aby zmaksymalizowa¢ dyfuzje genetyczna najlepszych osobnikow, a tym samym
zoptymalizowaé produktywnos¢ fermy hodowlanej (Foxcroft i wsp., 2010). Wigza si¢ z tym zmiany
w organizacji inseminacji i przej$cie od klasycznych matych stacji uzytkujacych kilka osobnikow,
zwykle istniejacych w obrebie ferm hodowlanych, w kierunku duzych, niezaleznych i technicznie
wysoce wyspecjalizowanych stacji utrzymujacych knury z duzym potencjalem genetycznym,
produkujgcych wysokiej jakosci, przechowywanych w stanie ptynnym dawek inseminacyjnych (Roca
i wsp., 2015). Pomimo jednak osiagnietego postepu szacuje si¢, ze od 5 do 7 % nieptodnych knurow
nadal pozostaje ,,ukrytych” w stacjach inseminacji (Roca i wsp., 2015), a odsetek ten moze znacznie
wzrosnag¢ wraz ze spadkiem liczby plemnikow w dawce inseminacyjnej i spowodowaé wystapienie
probleméw z plodnoscia knurdow o wczesniejszej wysokiej plodnosci przy stosowaniu
konwencjonalnych dawek (Flowers, 2002). Zazwyczaj knury i/lub ejakulaty do inseminacji
sa wybierane w zakladach unasieniania zwierzat za pomocg standaryzowanego spermiogramu
obejmujacego liczbg plemnikow, ruchliwo$¢ i morfologig, ktéry jest w duzym stopniu miarodajny
w identyfikacji knurow/ejakulatoéw o gorszej ptodnosci, ale niestety nie jest w stanie zidentyfikowac
knuréw/ejakulatow nieptodnych. Majac powyzsze na uwadze, stacje inseminacyjne powinny w jak
najszerszym stopniu wdraza¢ nowe metody, ktore beda w stanie wczesnie identyfikowaé knury
nieplodne, najlepiej przed wiaczeniem ich do uzytkowania w inseminacji. Widoczny i znaczacy juz
w wielu os$rodkach inseminacyjnych postep strukturalny doprowadzil do wdrozenia w nich
doktadniejszej i1 bardziej precyzyjnej oceny nasienia poprzez wlaczenie niektorych technologii, takich
jak CASA (Computer Assisted Semen Analisis) i/lub cytometria przeptywowa (Broekhuijsen i wsp.,
2015), co skutkuje uzyskiwaniu lepszych wynikow ptodnosci w stadzie Swin. Proponowane sa takze
inne metody, w tym ocena DNA plemnikdéw, analiza cytogenetyczna pod katem wzajemnych
translokacji i test zaptodnienia in vitro, ktore spetniatyby powyzsze wymagania indywidualnej oceny
dla mtodych, zdrowych knuréw przed rozpoczeciem kariery rozptodowej w zakladzie unasieniania
zwierzat. Taka ocena moglaby wystarczy¢ do miarodajnego oszacowania potencjalnej ptodnosci

danego osobnika (Roca i wsp. 2016).
Aby wiec w pelni wykorzysta¢ korzys$ci plyngce z zastosowania inseminacji, koniecznym jest
wybor najlepszych knuréw o wysokiej wartosci hodowlanej i zapewnienie mozliwosci przekazania

nastepnemu pokoleniu potencjatu genetycznego, oddziatujacego w jak najszerszym zakresie

na hodowle masows. Stad tez wlasciwa ocena pobranych ejakulatow od knurdéw i okreslenie

10
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potencjalnej zdolno$ci zapladniajacej plemnikow, jest kluczowym zadaniem w praktyce
inseminacyjnej. Realizacji tego zadania stuza opracowane rézne metody oceny wartosci biologicznej
nasienia, poczawszy od stosunkowo prostych polegajacych na szacunkowym okresleniu
podstawowych cech pobranego ejakulatu i znajdujacych si¢ w nim plemnikow do zaawansowanych
technik wykorzystujacych najnowsze osiagnigcia z obszaru biologii molekularnej. Zakres i stopien ich
zastosowania zalezy w gldwnej mierze od rodzaju wykonywanych badan i wyposazenia laboratorium

W sprzet i aparaturg oraz posiadanych kwalifikacji pracownikoéw laboratorium.

Pobrane ejakulaty od knuréw powinny charakteryzowac si¢ odpowiednig objetoscia i koncentracja
plemnikéw o prawidlowym ruchu z zachowanymi wszystkimi funkcjami zapewniajacymi wysoka
zaptadnialno§¢. Dla hodowcy pozwoli to utrzyma¢ wysoka ptodnos¢ i plennos¢ w stadzie oraz
realizacj¢ przyjetych celow, natomiast zaktadom unasieniania zwierzat da mozliwos¢ sporzadzenia
z takich ejakulatow duzej liczby dawek inseminacyjnych i uzyskanie zadawalajacego wyniku
ekonomicznego. (Borg i wsp., 1993; Kondracki i Banaszewska, 1999; Kondracki, 2010). Knury
poszczegblnych ras i ich mieszance wykazuja réznice w objetosci ejakulatu, koncentracji plemnikow
czy ich ruchliwosci (Park i1 wsp., 2002; Kondracki, 2003; Wysokinska i wsp., 2005). Cechy te ulegaja
takze zmianom pod wplywem czynnikéw sSrodowiskowych, takich jak pora roku, temperatura,
warunki utrzymania czy tez zywienia. Zmiany sezonowe szczegdlnie widoczne sg w okresie letnim,
gdzie zauwazane jest obnizenie popedu piciowego u knuréw (Kondracki i wsp., 2004; Adamiak

i wsp., 2010).

Posiadanie zwierzat o wysokiej wartosci genetycznej jest pozadane, poniewaz zmniejsza koszty
produkcji. Stad tez przeprowadzana selekcja musi by¢ szczegdtowa i dokladna. Ocena wartosci
hodowlanej duzej liczby zwierzat jest obecnie mozliwa przy zastosowaniu markerow genetycznych,
dodatkowo mozna ja przeprowadzic w mlodym wieku osobnikow (Rozycki, 2002; Eckert
i Oczkowicz, 2010). Identyfikacja genow warunkujacych pozadane cechy rozrodcze, cechy jakosci
migsa oraz cechy uzytkowosci tucznej, pozwoli na doskonalenie metod selekcji i uzyskanie wigkszego
postepu hodowlanego (Bogdzinska, 2010; Eckert i Oczkowicz, 2010). Analiza genéw wptywajacych
na uzytkowo$¢ rozptodowa, pozwala na wczesne okreslenie przydatno$ci zwierzat do rozrodu.
Wigkszos¢ cech ilosciowych ma charakter poligeniczny a za ich ujawnienie odpowiada kilka lub
wiece] gendow. Dlatego wazne jest, aby zidentyfikowaé geny dajace efekt glowny w cechach

fenotypowych (Bogdzinska, 2010).

Majac powyzsze na uwadze, interesujagcym wydawato si¢ podjecie badan nad okre§leniem
zwigzkoéw miedzy poszczegdlnymi wariantami genow CD9, ESR2, DAZL i PIWIL4 a wybranymi

cechami warto$ci biologicznej nasienia knurdéw z uwzglednieniem grupy genetycznej zwierzat.
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2. Przeglad piSmiennictwa
2.1. Ocena nasienia knurow

Efektywnos$¢ produkcji zwierzecej uwarunkowana jest cechami reprodukcyjnymi. Knury jako
rozptodniki powinny charakteryzowa¢ si¢ dobrym zdrowiem, kondycja fizyczng i bardzo dobrymi
parametrami nasienia. Jak wynika z badan przeprowadzonych w naszym kraju (Knecht i wsp., 2004;
Adamiak 1 wsp., 2010; Muczynska i wsp., 2010) okoto 40 % knuréw kierowanych do rozptodu
podlega brakowaniu z powodu wytwarzania nasienia niskiej jakosci, oslabienia lub zaniku popedu

ptciowego czy niewydolnosci fizyczne;.

Uzytkowo$¢ rozptodowa knuréw wyznaczaja parametry jakoSciowe pobranego nasienia.
Z ekonomicznego natomiast punktu widzenia, ogromne znaczenie ma liczba dawek inseminacyjnych
uzyskana z ejakulatu, uwarunkowana jego objetoscig, koncentracja i ruchliwoscia plemnikow.
Produkcja nasienia o wysokiej wartosci biologicznej zalezy od wielu czynnikow Srodowiskowych oraz
genetycznych, m. in. od rasy i wieku knura, zywienia, systemu utrzymania czy pory roku. Knury
poszczegblnych ras moga wykazywacé roznice w zakresie objetosci ejakulatu oraz koncentracji
i ruchliwos$ci plemnikow (Wilczynska i wsp., 2013). Wskazniki te najmniej korzystnie ksztaltujg si¢
w okresie letnim, co zwigzane jest z dlugoscia dnia S$wietlnego oraz temperatura otoczenia
(Kozdrowski i Dubiel, 2004; Sancho i wsp., 2004; Wysokinska i wsp., 2008). Pomimo iz $winie
wykazuja zdolno$¢ do rozrodu przez caly rok, to jednak mozna zaobserwowa¢ u nich
charakterystyczne sezonowe zmiany w przebiegu proceséw ptciowych, podobnie jak u dzika. Podczas
skracajacego si¢ dnia w okresie jesiennym, u loch wystepuje nasilenie objawow rui i towarzyszacych
jej zmian, a knury wytwarzaja ejakulaty o najlepszej jakosci, wiekszej objetosci, duzej koncentracji
oraz 0 wyzszym odsetku plemnikéw o prawidtowej budowie morfologicznej. (Kozdrowski i Dubiel,

2004; Gundogan, 2007; Pokrywka i wsp., 2009; Adamiak i wsp., 2010).

Sposrod wielu czynnikow srodowiskowych wplywajacych na zachowania piciowe, wytwarzanie,
zywotno§¢ oraz zdolno$¢ zaptadniajaca nasienia knuréw istotng role odgrywa zywienie.
Niedozywienie mlodych osobnikdw jest przyczyng zaburzen w procesie spermatogenezy
i morfologicznym rozwoju jader (Strzezek, 2007). Wlasciwe zbilansowanie dawek pokarmowych pod
wzgledem poziomu energii i biatka, witamin oraz mikro i makroelementow z uwzglgdnieniem
przyswajalnosci oraz potrzeb osobnikdw pozwala na utrzymanie optymalnej kondycji samca.
Dodatkowo dziatanie czynnikéw stresogennych moze réwniez przektada¢ si¢ na obnizenie
parametrow ejakulatow i pogorszenie wskaznikdéw reprodukcyjnych. Dlatego wazne jest zapewnienie
zwierzetom wlasciwego dobrostanu (Bajena i wsp., 2013). Nieodpowiednie warunki utrzymania
1 zywienia sg jedng z przyczyn zmiennosci w parametrach ejakulatow, co stanowi istotny problem dla
stacji unasienniania, ograniczajac efektywno$¢ produkcji, a tym samym wptywajac na ekonomiczny

aspekt uzytkowania knuréw.
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Pozyskanie wysokiej jako$ci nasienia ma kluczowe znaczenie dla powodzenia inseminacji, ktora
jest szeroko stosowana metoda rozrodu w produkcji trzody chlewnej. W poréwnaniu z kryciem
naturalnym daje mozliwosci optymalnego wykorzystania potencjatu rozrodczego samca, pozwala
na skuteczng selekcje hodowlang oraz na efektywne wykorzystanie nasienia w kraju i na skale

migdzynarodowa (Lopez Rodriguez i wsp., 2017; Waberski 1 wsp., 2019; Schulze i wsp., 2023).
2.1.1. Tradycyjne metody oceny nasienia

Diagnostyka laboratoryjna nasienia obejmuje oceng makroskopowa (objetos¢ ejakulatu, zapach
1 barwa) oraz oceng mikroskopowa (morfologia, koncentracja oraz ruchliwos¢ plemnikéw). Jak podaja
Rodriguez-Martinez i wsp. (2024) objctos¢ ejakulatu pobranego od dorostego knura wynosi
przecigtnie 250 — 300 ml, z czego plemniki zawieszone w wydzielinie plynu ogona najadrza stanowia
2 — 5 %. Wsérod wydzielin dodatkowych gruczotow piciowych wchodzacych w sktad ejakulatu,
15 — 20 % przypada na gruczoty pecherzykowe, 10 — 25 % na gruczoty opuszkowo-cewkowe, a reszta
na bezzelowa wydzieling prostaty. Objeto$¢ ejakulatu u knuréw moze zawieraé si¢ jednak w znacznie
szerszym przedziale, od 80 do 900 ¢cm?® (Bielanski, 1977, Strzezek, 2007). Pomimo, iz zazwyczaj
od knurow otrzymuje si¢ ejakulaty o objetosci powyzej 100 ml to u rasy duroc minimalna objgtos$¢
ejakulatu moze wynosi¢ ponizej tej dolnej wartosci. Na ksztattowanie si¢ tej cechy moze wpltywaé
wiele czynnikow, m.in. wiek zwierzat, zywienie i utrzymanie, rasa, pora roku czy tez intensywno$¢
pobierania nasienia (Bielanski, 1977; Kondracki i Wysokinska, 2005; Strzezek, 2007; Bajena i wsp.,
2013; Udata i wsp., 2015). Jak podaja na przyktad Bajena i wsp. (2013), w przypadku knurow rasy
wbp objetos¢ ejakulatow pozyskiwanych po 3-dniowej przerwie, a w przypadku knuréw rasy pbz

po 4 — 5 dniowej przerwie, byta wigksza niz pobieranych w krétszych odstepach czasu.

Zapach nasienia knura przypomina zapach biatka jaja kurzego lub jest stabo specyficzny, bliski
zapachowi knura. Ejakulaty o wyraznym ostrym zapachu moga wskazywaé na zanieczyszczenia
moczem lub wydzieling uchytka napletkowego, a o zapachu gnilnym $wiadczy¢ o stanie chorobowym
w obrebie uktadu plciowego. Powinny by¢ one dyskwalifikowane, a przyczyny ich wystepowania
doktadnie zbadane i wyeliminowane. Barwa ejakulatu przypomina silnie rozcienczone mleko,
a widoczne zmegtnienie zwigzane jest z koncentracja plemnikow. Poszczegélne frakcje ejakulatu
charakteryzuje inna barwa: frakcja przedplemnikowa jest przezroczysta, frakcja plemnikowa jest biata,

frakcja poplemnikowa ma barwe szarg (Trzcinska i Bryta, 2020).

Ruchliwo$¢ plemnikéw jest jedng z podstawowych wlasciwosei, ktora bezposrednio determinuje
ich funkcj¢. Dzigki zdolnosci do ruchu plemniki mogg przemieszczaé si¢ przez drogi rodne samicy
oraz penetrowac ostonke przejrzysta komorki jajowej (Kommisurd i wsp., 2002). Subiektywna,
mikroskopowa ocena odsetka plemnikow ruchliwych oraz odsetka plemnikow o ruchu postgpowym

jest szybka, prostg i tanig metoda pozwalajaca na wstepng oceng jakosci nasienia. Jednak wynik tej
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tradycyjnej oceny ruchliwo$ci w duzym stopniu zalezy od umiejetnosci i do$§wiadczenia osoby

oceniajacej (Antonczyk, 2012).

Ruch postepowy plemnikdéw, oceniany jako gltoéwny parametr jakosci nasienia w zaktadach
unasienniania, pozwala na kwalifikacje ejakulatow do dalszych etapow sporzadzenia dawek
inseminacyjnych. Ocene przeprowadza si¢ pod mikroskopem na podgrzanym stoliku Bloma. Taki
rodzaj szkietka podstawowego daje mozliwo$¢ analizy badanego nasienia w warstwach o okre$lonych
grubosciach (350 pm, 50 pm, 5 um). W 200-krotnym powigkszeniu, w kilku polach widzenia,
w warstwie nasienia o grubos$ci 5 pm okreslany jest procentowy udziatl plemnikow wykazujacych
prawidtowy ruch w ogoélnej liczbie plemnikéw bedacych w polu widzenia mikroskopu (Bielanski,
1977).

Koncentracja plemnikow w jednostce objetosci okreslana moze by¢ metodami fotometrycznymi
lub cytometrycznymi. W praktyce, ze wzgledu na szybko$¢ wykonania badania, czgsto
wykorzystywane sg spektrofotometry. Doktadniejsze wyniki mozna uzyska¢ stosujac komory
hemocytometryczne, wymagajace jednak wigkszego naktadu pracy. Mozliwe jest rowniez wykonanie
badania przy pomocy urzadzen komputerowych, cytometrow przeptywowych (Klimowicz i wsp.,
2005; Nizanski, 2006). Liczba plemnikbw w 1 cm® ejakulatu waha si¢ $rednio
od 150 x 10° do 600 x 10°. W gestej frakcji ejakulatu koncentracja plemnikoéw miesci si¢ w granicach
od 500 do 800 x 10%cm?®. Ksztaltowanie si¢ tego wskaznika, podobnie jak objetosci ejakulatu
uwarunkowane jest wieloma wymienionymi wyzej czynnikami srodowiskowymi. Wystepuja rowniez
roznice migdzy rasami, a charakterystycznym w tym przypadku jest wystgpowanie, w poréwnaniu
z innymi rasami, duzej koncentracji plemnikéw w nasieniu knuréw rasy duroc (Wysokinska i wsp.,

2005; Wilczynska i wsp., 2013).

Zachowanie wszystkich funkcji plemnika jest niezbgdnym warunkiem powodzenie procesu
zaplodnienia. Podczas przechowywania nasienia wazne jest, aby komorki, jak najdluzej zachowywaty
zdolno$¢ ruchu oraz integralno$¢ bton komorkowych. Gtowka zawierajaca material genetyczny
w przedniej cze$ci otoczona jest cytoplazmatycznym akrosomem, ktory podczas zaptodnienia bierze
udzial w rozpuszczaniu ostonki komoérki jajowej. Energia potrzebna do poruszania si¢ plemnika
wytwarzana jest w mitochondriach, zlokalizowanych w wstawce, natomiast witka jest narzedziem
ruchu (Maleszewski, 2011). Ocena ruchliwosci i koncentracji komorek rozrodczych w ejakulacie nie
jest wystarczajagcym parametrem do okreSlenia przydatnosci nasienia do inseminacji. Pomimo
wykazywanej aktywnosci ruchowej, zmiany morfologiczne plemnikdéw mogg uniemozliwiaé
prawidlowy przebieg procesu zaplodnienia (Morales i wsp., 1988). Nieprawidlowosci
w uksztattowaniu gtowki 1 witki, czy tez réznego typu zapetlenia wptywaja na ruch plemnikow i ich

wlasciwosci biologiczne (Udata i wsp., 2005; Sysa i Karbowicz, 2007).
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Badanie morfologii plemnikéw dostarcza waznych informacji o warto$ci nasienia. Wykonywane
jest przy uzyciu mikroskopu $wietlnego na preparatach przygotowywanych z uzyciem réznych
barwnikéw. W praktyce, do oceny zmian w budowie morfologicznej plemnikdéw, czgsto
wykorzystywany jest 10 % roztwor wodny nigrozyny. Na preparatach przygotowanych z uzyciem
tego barwnika dobrze uwidoczniony jest akrosom, co mozna réwniez wykorzysta¢ przy ocenie stanu
tej struktury plemnika (Udata i wsp., 2005). Do rozrdznienia natomiast plemnikéw zywych
od martwych moze by¢ uzyty 5 % roztwér wodny eozyny niebieskawej i 10 % roztwor wodny
nigrozyny, wymieszany w stosunku 1:4 (Bielanski, 1977). W metodzie tej gtéwki plemnikéw zywych
nie sa wybarwione, a plemnikow martwych wybarwiajg si¢ na rézowo. Za plemniki martwe uwaza si¢
rowniez te wybarwione niecatkowicie. W ocenie morfologicznej nasienia powszechnie stosowana jest
klasyfikacja wedlug Bloma (1981) z podzialem plemnikow ze zmianami gléwnymi i podrzgdnymi.
Wady gtéwne dotycza w wigkszosci zmian w podstawowej budowie plemnika Iub jego strukturze
wewnetrznej, a podrzgdne zmian zlokalizowanych w aparacie ruchu lub na blonach
powierzchniowych. Wedlug Trzcinskiej i Bryly (2017), ejakulat kwalifikuje si¢ do konserwacji
w stanie ptynnym, gdy odsetek plemnikow prawidlowych morfologicznie jest nie mniejszy niz 80 %,
a odsetek wad glownych i1 podrzednych nie przekracza odpowiednio: 5 % 1 10 %. Wysoki odsetek
plemnikéw z wadami morfologicznymi gtéwnymi i/lub podrzednymi w ejakulacie knura moze by¢
powigzany z wystepowaniem wiekszej liczby plemnikow z uszkodzonym akrosomem oraz
zaburzeniami ruchliwo$ci (Kondracki i Wysokinska 2005; Udata i wsp., 2005; Banaszewska i wsp.,
2007).

2.1.2. Inne metody oceny nasienia

Przedstawione wyzej metody oceny nasienia pozwalaja generalnie na wykrycie knurow dajacych
ejakulaty, w ktorych znajduja si¢ plemniki ze zmianami strukturalnymi i funkcjonalnymi,
z potencjalnie gorsza plodnoscig. Sa stosunkowo proste i nie wymagajag duzych nakladow
finansowych, co jest niewatpliwie ich zaleta. Stad tez wiele wskaznikow oceny szacunkowej
1 szczegotowej nasienia nadal jest wykorzystywanych do oceny ejakulatu po jego pobraniu i eliminacji
nieprzydatnych do dalszego uzycia, a tym samym nie dopuszczenia do rozrodu osobnikow
z potencjalnie gorsza plodnoscig. Przy stosowanych jednak technologiach konserwacji nasienia
i maksymalizacji wykorzystania potencjalu rozrodczego knura poprzez zmniejszenie liczby
plemnikéw w dawce, trudniej jest zapewni¢ wysoki poziom zaptadnialno$ci i wykry¢ subtelne wady
uposledzajace funkcje plemnikow, deponowanych w macicy w ograniczonej liczebnos$ci. Nalezy mie¢
na uwadze, ze pomimo spelnienia wymaganych kryteriow przy stosowanych powszechnie metodach
w tradycyjnej ocenie nasienia, nadal od 5 do 10 % osobnikow charakteryzuje si¢ niedostateczng
ptodnoscia — ,,subptodnoscia”, nizsza niz wystepujaca w danej rasie, stadzie czy nawet wsrod

rodzenstwa (Roca i wsp., 2015).
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Zastosowanie nowszych metod, komputerowo wspomaganej analizy nasienia (CASA)
do szczegdtowych badan kinetycznych plemnikéw, wspomaganej komputerowo analizy
morfologicznej plemnikéw (ASMA), stosowania fluorochroméw i cytometrii przeplywowej (FC)
do analiz stanu blony komoérkowej oraz lokalizacji okre§lonych czasteczek zwigzanych z istotnymi
procesami — kapacytacji, rakcji akrosomalnej (Keller i Kerns, 2023) zwigkszylo mozliwos$ci
w zakresie oceny nasienia oraz wykorzystania powyzszych metod przez naukowcow, czgsto
do postawienia diagnozy lub wykonania badan (Maside i wsp., 2023; Pefia i Rodriquez-Martinez,
2023).

Jednym z najczgsciej wybieranych wskaznikow oceny jakosci nasienia jest ruchliwosé plemnikow
(Tremoen i wsp., 2018). Wykorzystywana powszechnie do oceny tego parametru metoda subiektywna
przy uzyciu mikroskopu optycznego moze prowadzi¢ do wystepowania btedow w postaci mato
precyzyjnych wynikow. Aby wyeliminowaé ten problem odpowiedzig sg systemy komputerowo
wspomaganej analizy nasienia CASA (Nizanski i wsp., 2006), pozwalajace na doktadng oceng

parametréw ruchliwosci plemnikéw (Amman i Katz, 2004; Tremoen i wsp., 2018).

Komputerowa analiza nasienia umozliwia obserwacje wszystkich plemnikow w polu widzenia
detektora. Oprogramowanie pozwala na zdefiniowanie wstepnych ustawien wzgledem wybranego
gatunku zwierzat w celu standaryzacji procedury pomiarowej oraz dokonanie obliczen
na zdefiniowanych parametrach (Mortimer, 2000; Antonczyk, 2012; Lu i wsp., 2013). Dotyczy
to zwlaszcza rozmiaru plemnika oraz danych zwigzanych z szybkoscia oraz liniowo$cig ruchu
plemnikéw. Pozwala to na identyfikacje réznych populacji plemnikoéw np. wykazujacych ruchliwose,

o ruchu prawidtowym czy plemnikow statycznych (Trzcinska i Bryta, 2017).

Poza parametrami dotyczacymi wiasciwosci badanego materiatu, program pozwala na wybor
takich ustawien jak: temperatura pomiaru, rodzaj zastosowanej komory z probg, intensywno$¢
kontrastu lub czgstotliwo$¢ odswiezania obrazu. Prawidlowe i szczegdlowe zdefiniowanie ustawien
wstepnych umozliwia uzyskanie miarodajnych i precyzyjnych wynikow (Verstegen i wsp., 2002;

Nizanski i wsp., 2006).

Za pomocg systemoéw CASA analizowane sg poszczegodlne tory ruchu wszystkich poruszajacych
si¢ plemnikow. Urzadzenie rejestruje potozenie glowki plemnika w kolejno analizowanych obrazach.
Dzigki temu mozliwe jest sklasyfikowanie plemnikoéw na subpopulacje zwiazane z ich kinetyka takie
jak: odsetek plemnikow o ruchu progresywnym i nieprogresywnym, odsetek plemnikow
poruszajacych sie szybko (rapid), odsetek plemnikow poruszajacych sie z umiarkowang predkos$cia
(medium), odsetek plemnikéw poruszajacych sie wolno (slow) oraz odsetek plemnikow nie
wykazujacych ruchu (static) (Nizanski i wsp., 2006; Antonczyk 2012). Wyodregbnienie tych grup
mozliwe jest na podstawie parametrow oprogramowania okreslajgcych predkos¢é plemnika

po okreslonej trajektorii. Pr¢dko$¢ krzywoliniowa (VLC — curvi-linear velocity) opisuje $rednia
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predkos¢ plemnika po rzeczywistej Sciezce ruchu. Predkos$é liniowa (VSL — stright-line velocity)
opisuje srednig predkos¢ po trajektorii liniowej (tj. Sciezce wyznaczonej przez poczatkowa i ostatnia
zarejestrowang pozycje gtowki plemnika). Predkos¢ usredniona plemnika (VAP — average path
velocity) okresla predkos¢ plemnika po $ciezce usrednionej (Mortimer, 2000; Nizanski i wsp., 2006;
Antonczyk, 2012).

Na podstawie parametréw dotyczacych predkosci wyliczane sa pozostate parametry takie jak:
liniowo§¢ (LIN — linearity) stanowigca stosunek wartosci VLC do VAP, ktéra opisuje
krzywoliniowo$¢ $ciezki plemnika; prostos¢ (STR — straightness) wyrazana stosunkiem wartosci VSL
do VAP, opisujaca prostos$¢ ruchu plemnika; oscylacja toru rzeczywistego plemnika (WOB — wobble)
wyznaczana na podstawie stosunku VAP do VCL; amplituda bocznych wychylen gtowki plemnika
(ALH — amplitude of lateral head desplacement) oraz czestotliwos¢ bocznych wychylen gtowki
plemnika (BCF — beat-cross frequency) (Mortimer, 2000; Nizanski i wsp., 2006; Lu i wsp., 2013).

Oznaczenie ruchliwosci plemnikdéw jest jednym z najwazniejszych parametrow oceny nasienia.
Odsetek plemnikéw o prawidlowym ruchu moze by¢ gldéwnym wskaznikiem branym pod uwage
podczas okreslania przydatnosci nasienia knuréw do wykorzystania w praktyce inseminacyjnej
(Frunza i wsp., 2008; Gaczarzewicz, 2015). Odpowiednie przygotowanie badanej probki oraz
standaryzacja procedury pomiarowej pozwalaja na otrzymanie dokladniejszych wynikow analizy
nasienia niz w przypadku subiektywnej oceny mikroskopowej. Dzigki nowoczesnym systemom
mozna uzyska¢ wysoka i dokladna powtarzalnos¢ wynikow. Pomimo tego, ze na poprawno$¢
wynikow wplywa wiele parametrow zwiazanych z do$wiadczeniem osoby wykonujgcej pomiary,
przygotowanie aparatury, wykonanie preparatu oraz jakos¢ sprzgtu, na ktéorym wykonywana jest
analiza, komputerowo wspomagana ocena ruchliwosci plemnikéw jest bardzo cennym narzedziem

(Broekhuijsen i wsp., 2011).

Inne, nowsze metody oceny nasienia knura oraz innych samcoéw zwierzat hodowlanych, oparte
na wykorzystaniu osiggnie¢ ostatnich lat z zakresu techniki i biologii molekularnej, poza
komputerowg analizag wykorzystuja rowniez ocen¢ stanu poszczegodlnych struktur komorkowych.
Skuteczng oceng¢ zdolnoSci plemnikéw do zaptodnienia mozna osiggnaé poprzez okreslenie
wlasciwosci btony komorkowej plemnikow. Uszkodzenia, ktéore moga pojawi¢ si¢ w czasie
przechowywania, prowadza do pogorszenia jako$ci nasienia wykorzystywanego do inseminacji

1 stanowi¢ problem przy sztucznym unasiennianiu (Madeja 1 wsp., 2003; Smardzija i wsp., 2008).

Do badania integralnos$ci i funkcjonalnosci btony komorkowej wykorzystywane sa barwniki
fluorescencyjne takie jak SYBR-14, jodek propidyny (PI), JC-1, PNA, ktore stosuje sie przyzyciowo.
Plemniki znakuje si¢ wybranym fluorochromem, nast¢pnie analizuje probke wykorzystujac mikroskop

fluorescencyjny. Wedlug Rodriguez-Martinez (2019) test fluorescencyjny jest Scislej zwigzany
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z plodnoscig nasienia niz ruchliwo$¢ plemnikéw. Zdaniem autora wazna jest liczebno$¢ proby,

a ocena stu plemnikow moze by¢ niewystarczajaca.

Jedna z stosowanych kombinacji do oceny integralnosci btony komorkowej glowki plemnika jest
potaczenie barwnika SYBR-14 z jodkiem propidyny. Fluorochrom SYBR-14 przenika nieuszkodzona
btone komoérkowa i taczy si¢ z DNA komorki, emitujac zielong fluorescencje o dtugosci fali 518 nm
(Gilian i wsp., 2005; Antonczyk, 2012; Gotowiecka i wsp., 2015; Gaczarzewicz i wsp., 2015).
W przypadku zaburzen w intergalnosci blony komorkowej do wnetrza komorki wnika PI, ktory
réwniez taczy si¢ z DNA komorki i wypiera SYBR-14. W obrazie mikroskopowym widoczne jest
to w postaci pojawienia si¢ czerwonej fluorescencji w zakresie dlugosci fal 535 — 617 nm
(Gaczarzewicz i wsp., 2015; Gotowiecka i wsp., 2015). Tak zastosowane barwienie SYBR-14/PI
pozwala na wyodrgbnienie populacji plemnikéw zywych, martwych oraz zamierajacych, tracacych
integralnos¢ btony komoérkowej (Klimowicz 1 wsp., 2005; Gaczarzewicz 1 wsp., 2015). Zestawienie
kombinacji tych barwnikow z powodzeniem wykorzystywane jest do oceny integralno$ci bton
komoérkowych plemnikéw wielu gatunkéow, w tym knura, buhaja, tryka, psa czy czlowieka

(Antonczyk, 2012).

Wykorzystujac znakowanie fluorescencyjne mozna réwniez oznaczy¢ aktywnos¢ mitochondriow
na podstawie oceny transblonowego potencjalu mitochondrialnego (AWm). Mitochondria, ktore
zlokalizowane s3 we wstawce, petnig kluczowa role w réznych funkcjach komodrkowych.
Odpowiedzialne sg glownie za produkcje ATP potrzebnego plemnikom do ruchu, ale takze migdzy
innymi za modulacje stanu redoks, regulacje osmotyczng i homeostaze Ca®". Mitochondria plemnikow
moga ponadto znaczaco przyczynia¢ si¢ rowniez do stresu oksydacyjnego co moze prowadzié
do zmniejszenia ruchliwosci plemnikéw knuréw, niezaleznie od fosforylacji oksydacyjnej tych
organelli (Guthrie i Welch, 2012; Piomboni i wsp., 2012; Ramio-Lluch i wsp., 2012; Roca i wsp.,
2016). Pozadane jest, aby te organellum bylo zbudowane prawidlowo oraz wykazywalo wysoki
poziom aktywnoS$ci enzymatycznej, ktora skorelowana jest z ruchliwo$cig i maleje wraz z uptywem

Czasu.

Brak wad morfologicznych i wysoki potencjal wewnetrznej btony mitochondrialnej warunkujg
postepowy ruch plemnikow (Bochenek, 1998; Gillan i wsp., 2005). Do oceny aktywnosci
mitochondriéw plemnika moze by¢ wykorzystywany lipofilny kationowy barwnik JC-1 lub Rodamina
123 (R123). Oba barwniki kumulowane sg w tych strukturach i w zaleznosci od wartosci potencjatu
transbtonowego (A¥Ym) wykazuja zréznicowang fluorescencje. JC-1 kumulujac si¢ w aktywnych
mitochondriach, emituje pomaranczowa fluorescencje przy dtugosci fali 590 nm. W komodrkach
0 niskim potencjale wewngtrznej btony mitochondrialnej barwnik JC-1 powoduje emisje $wiatla
zielonego o dlugosci fali 520 — 530 nm. W polaczeniu z zestawem SYBR-14/PI mozna
zidentyfikowa¢ trzy grupy komorek: plemniki zywe o wysokim A¥Wm, plemniki Zywe o niskim A%¥m,

plemniki martwe (Maxwell i Johnson, 1997; Cheugueman i wsp., 2012; Gaczarzewicz i wsp., 2015).
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Przy zastosowaniu barwienia R123, jesli mitochondria wykazuja potencjat transblonowy to emituja
zielong fluorescencje, natomiast je§li go nie wykazuja to nie emituja $wiatta. Badanie
z wykorzystaniem JC-1 jest czeSciej stosowane ze wzgledu na wigksza doktadnos¢, gdyz oparte jest
na zmianach warto$ci potencjatu transbtonowego. Natomiast w przypadku wykorzystania R123 mozna
stwierdzi¢ czy mitochondria ten potencjat posiadaja czy tez nie. Przy jednoczesnym zastosowaniu
barwienia JC-1 i pomiaru ATP w plemnikach mozna okres$li¢ status funkcjonalno-energetyczny ich
mitochondriow (Garner i wsp., 1997; Gadea, 2005). Pomiar zawartosci tego glownego no$nika energii
w plemnikach moze by¢ dobrym markerem ich funkcjonalnosci, odzwierciedla bowiem sprawnosé¢
fosforylacji oksydacyjnej w mitochondriach wstawki tych komoérek. Dobrym uzupehieniem
powyzszego pomiaru ATP moze by¢ okreslenie tempa zuzycia tlenu (wspdtczynnika ZO,) przez

plemniki oraz ilo$ci produkowanego L-mleczanu (Strzezek, 2007).

Kolejnym fluorochromem stosowanym do wykrywania uszkodzen moze by¢ lektyna PNA.
W procesie zaplodnienia niezbg¢dny jest prawidlowo funkcjonujacy akrosom i zawarte w nim enzymy,
umozliwiajagce plemnikowi penetracje bton komorki jajowej. Podczas kontaktu plemnika z ostonka
przejrzysta dochodzi do przerwania cigglosci akrosomu i uwolnienia enzymoéw. Dlatego waznym jest,
aby nasienie stosowane w inseminacji charakteryzowalo si¢ jak najmniejszym odsetkiem plemnikow
z uszkodzonym akrosomem. Lektyna PNA ze wzgledu na duza czuto$¢ jest czesto stosowana
do szacowania integralnosci akrosomu. Koniugowana wraz z barwnikiem fluorescencyjnym Alexa
Fluor 594 (Silva i Gadella, 2006) wykazuje powinowactwo do reszt f—galaktozowych zewnetrznej
btony akrosomalnej. Utrata ciagto$ci umozliwia zwigzanie lektyn i wywotuje czerwong fluorescencje
w obrebie akrosomu. W kombinacji z SYBR-14 oraz PI pozwala na identyfikacje trzech subpopulacji
komorek rozrodczych: plemniki zywe z integralnym akrosomem, plemniki zywe z nieintegralnym

akrosomem, plemniki martwe.

Integralnos$¢ bton plazmatycznych plemnikow mozna takze bada¢ za pomoca testu ORT (osmotic
resistance test), w ktorym oceniany jest odsetek plemnikéw z nienaruszonym akrosomem po ich
inkubacji w $rodowisku hipoosmotycznym (integralnos¢ btony w regionie akrosomu) oraz testu HOS
(hypoosmotic swelling test) — pecznienia plemnikow w takim samym $rodowisku, pozwalajagcym
na ocen¢ integralnosci blony w regionie witki (Schilling i Vengust, 1987; Udata i wsp., 1996;
Gaczarzewicz i wsp., 2010). Dobrym wyznacznikiem stanu blon plemnikéw poddanych konserwacji,
zwlaszcza kriokonserwacji, moze by¢ pomiar aktywnos$ci enzymdéw, m.in. aminotransferazy
asparaginianowej (AspAT) 1 akrosyny, czy tez substratow energetycznych w postaci ATP
(Gaczarzewicz i wsp., 2010). W wyniku zaburzen w strukturze plazmolemy plemnikow w czasie
konserwacji nasienia, dochodzi do wycieku tych enzymow z regionu wstawki i gtowki do $srodowiska

zewnatrzkomorkowego.
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2.2. Konserwacja nasienia knurow

Wedlug powszechnie przyjetych metod postepowania z nasieniem w zaktadach unasieniana,
po pobraniu jest ono rozcienczane w celu przedtuzenia zywotnosci plemnikéw. Ogolnie, mozna
wyrozni¢ dwie podstawowe metody konserwacji nasienia, tj. mrozenie oraz konfekcjonowanie
w stanie plynnym. W przypadku nasienia knuréw do zabiegdw inseminacyjnych uzywa si¢ gldwnie
nasienia rozcienczanego w stanie ptynnym. Jak podaja Mellagi i wsp. (2023) tak konserwowanym
nasieniem inseminowanych jest ok. 93 % loch. Nasienie poddane kriokonserwacji wykorzystywane
jest natomiast w inseminacji §win w niecatym 1 %. To niewielkie wykorzystanie mrozonego nasienia
knura spowodowane jest duzg wrazliwoscia plemnikow tych zwierzat na temperatury z zakresu tzw.
szoku chtodowego, ktory prowadzi do utraty integralnosci btony komoérkowej plemnikow oraz obniza

stopien ich ruchliwosci.

Nasienie rozrzedzone w rozcienczalniku przechowywane jest w temperaturze 15 — 18 °C,
pozwalajacej na utrzymanie wlasciwosci biologicznych plemnikéw nawet do kilkunastu dni
w zalezno$ci od substancji stosowanej do konserwacji. Dawka inseminacyjna zawiera okoto
2,5 — 3,0 x 10° plemnikéw w 80 — 100 ml rozcienczonego nasienia knura. (Waberski i wsp., 2011;
Henning i wsp., 2022b; Pezo i wsp., 2019; Waberski i wsp., 2019). Jak podaje Knox (2016) czesto
stosowana procedura inseminacji w fermach trzody chlewnej obejmuje stosowanie nasienia
przechowywanego przez 3 — 5 dni i deponowanie w szyjce macicy duzej liczby plemnikow na loche
i/lub loszke w rui, zwykle 5 — 7 x 10° plemnikow tgcznie, w wyniku 2 — 3 inseminacji na loche i/lub

loszke w rui przy uzyciu 2 — 3 x 10° plemnikéw w dawce inseminacyjnej.

Pomimo prowadzonych badan nad doskonaleniem technologii konserwacji nasienia knura wcigz
nie opracowano w pelni satysfakcjonujacych procedur. Podczas prac nad poprawa tych metod dazy sie
do zachowania na odpowiednim poziomie ruchliwo$ci oraz integralnosci blony komodrkowe;j
plemnikdw w czasie przechowywania, co przeklada si¢ na utrzymanie zdolno$ci zaptadniajacej
(Dziekonska i wsp., 2017b; Pezo i wsp., 2019). Spadek jednak zywotnosci plemnikow knura w miare
uplywu czasu przechowywania nasienia i zwigzany z tym powyzszy spadek zdolnos$ci zaptadniajacej
jest przyczyna ograniczonego wykorzystania dawek inseminacyjnych po kilkunastu dniach od ich
przygotowania. W praktyce okoto 85 % inseminacji wykonuje si¢ w ciggu 48 godzin od pobrania
nasienia (Gadea, 2003). Wykorzystujac nasienie knurow w pierwszych dwéoch dobach mozna osiagnac
wskaznik porodow na poziomie 80 — 85 %, ale dluzsze przechowywanie moze wigzac sig

ze znacznym obnizeniem liczby prosigt w miocie inseminowanych loch (Boe-Hansen i wsp., 2008).

W zwigzku z tym podejmowane sg rézne proby modyfikacji sktadu i technologii przygotowywania
rozcienczalnikow, aby stworzy¢é korzystne warunki umozliwiajace zachowanie wszystkich
wlasciwosci biologicznych przez plemniki knura w jak najdluzszym okresie, przechowywanych

zarOwno w stanie ptynnym jak i zamrozonym. Obiecujagce w tym wzgledzie okazaly si¢ miedzy
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innymi nasze krajowe prace z zastosowaniem lipoprotein zo6ltka jaja kurzego i strusia afrykanskiego
(Fraser i wsp., 2003; Fraser i wsp., 2010), wiclonienasyconych kwasow ttuszczowych (Strzezek
i wsp., 2004) i antyoksydantow (Szcze$niak-Fabianczyk i wsp., 2002; Strzezek i wsp., 2004) czy wody
o zmienionych wilasciwosciach fizykochemicznych (nanowody), uzyskanej po zastosowaniu zimnej

plazmy (Szymanowicz i wsp., 2019).

Stopien uszkodzen plemnikow podczas chtodzenia zalezy w duzej mierze od szybkosci chtodzenia
1 temperatury progowej, ale odpornos$¢ plemnikow knura na uszkodzenia wywotane zimnem mozna
zwickszy¢ przez odpowiednio dlugie i powolne chiodzenie do 5 °C (Casas i Althouse, 2013; Schmid
i wsp., 2013). Wystepujacy spadek zywotnosci plemnikow knura podczas obnizania temperatury
ponizej temperatury szoku termicznego wigzany jest ze specyficznym sktadem blony plazmatycznej
tych gamet, ulegajacej strukturalnemu uszkodzeniu. Ma ona stosunkowo wysoka zawartos$¢
wielonienasyconych kwasow thuszczowych 1 niskie stgzenie cholesterolu, a w konsekwencji nizszy
jest stosunek steroli do fosfolipidéw, co sprawia, ze btony plazmatyczne plemnikow knura sg bardziej
podatne na chlodzenie niz plemniki innych gatunkow zwierzat (Bailey i wsp., 2008; Bresciani i wsp.,
2017). Plemniki zwierzat charakteryzujace si¢ wyzsza zawartoscig cholesterolu sa mniej podatne
na uszkodzenia spowodowane niskimi temperaturami (Lemma, 2011; Martinez-Alborcia i wsp., 2012;

Guimaraes i wsp., 2017).

Zaburzeniom funkcjonalnym i molekularnym btony wywotanym schtodzeniem towarzysza zmiany
biatek btonowych, ptynnosci btony i wzrostu jej przepuszczalnosci, a nastgpnie wyciek jonow
i zmniejszenie aktywnosci enzymow (Lopez Rodrigeuz i wsp., 2012; Casas 1 Althouse, 2013; Schmid
i wsp., 2013). Wady blony plazmatycznej i utrata waznych sktadnikow wewnatrzkomorkowych,
takich jak jony wapnia, nukleotydy adeninowe, przeciwutleniacze i enzymy, wywotuja zaburzenia
metaboliczne, ktore moga wptywa¢ na ruchliwo$¢ i zywotno$¢ plemnikéw. Obnizenie funkcji
plemnikéw wywotane chlodzeniem moze by¢ rowniez spowodowane uszkodzeniami oksydacyjnymi
wynikajacymi ze szkodliwego tworzenia si¢ reaktywnych form tlenu (RFT) i peroksydacji lipidow
btonowych (Brouwers i wsp., 2005; Aitken i wsp., 2014). Song i wsp. (2024) dokonujac analizy
proteomicznej nasienia knuréw charakteryzujacych si¢ dobra i zlg przydatnoscig do konserwacji
w temp. 17 °C, wsrod 2791 zidentyfikowanych biatek wyrdznili sposrod nich 187 kluczowych,
potencjalnie zwigzanych z funkcjg ochronng podczas jego przechowywania. Funkcja ta powigzana
byla miedzy innymi z odpowiedzig na stres oksydacyjny 1 aktywnosScig roznych szlakow
metabolicznych. Na podstawie analizy interakcji biatko-biatko badacze zidentyfikowali 8 biatek
(GPX5, GLRX, ENO4, QPCT, BBS7, OXSR1, DHRS4 i AP2S1), ktére moga by¢ wykorzystane jako
potencjalne biomarkery, a wigc mogace odgrywac istotng rolg w prognozowaniu przydatnosci nasienia

knuréw do przechowywania w stanie ptynnym.

Glowna przyczyna generowania reaktywnych form tlenu w nasieniu jest wysoka koncentracja

nienasyconych kwasow thuszczowych w strukturze bton plazmatycznych oraz ograniczone mozliwosci
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lokalizacji pelnego enzymatycznego systemu antyoksydacyjnego plemnika spowodowane niska
zawarto$cig cytoplazmy we wstawce plemnika. Nadmiar ich moze prowadzi¢ do zachwiania
rownowagi miedzy wytwarzaniem a niszczeniem wolnych rodnikéw i1 w ostateczno$ci do powstania
stresu oksydacyjnego (Luberda i Strzezek, 1990; Strzezek, 1999; Jedlinska-Krakowska, 2005).
Zachowanie rownowagi miedzy wytwarzaniem a neutralizacja wolnych rodnikéw jest bardzo istotne,
dlatego w plazmie nasienia obok triady enzymatycznej s3 rdézne skladniki nisko
1 wysokoczasteczkowe, ktore majg wiasciwosci antyoksydacyjne. Naleza do nich migdzy innymi:
zredukowany glutation, ergotioneina, kwas I-askorbinowy, tokoferol, kwas moczowy, jak tez biatka
plazmowe i biatkowe substancje immunomodulacyjne oraz substancje antybakteryjne np. lizozym czy
glikozydazy (Strzezek, 1999). Stres oksydacyjny dziata destrukcyjnie na prawidlowa funkcje
plemnikéw i1 prowadzi do powaznych zmian w ich strukturze a nawet do ich $mierci. Wzrost
nieswoistej przepuszczalnosci bton plazmatycznych plemnikéw w wyniku modyfikacji ich struktur
lipidowych, jest odpowiedzialny za obnizenie ruchliwos$ci 1 przezywalnosci plemnikow. Oksydacyjne
zmiany w strukturze i topografii biatek btonowych glowki 1 witki moga zaburza¢ proces kapacytacji,
reakcje¢ akrosomalng i ostatecznie fuzj¢ oocyt — plemnik (Fraczek i Kurpisz, 2005). Za uszkodzenia
DNA odpowiedzialny jest rodnik hydroksylowy doprowadzajac do powstania pojedynczych lub
podwojnych peknie¢ nici DNA co prowadzi do nasilenia procesow apoptozy, a w konsekwencji

do zaburzen w rozrodzie.

Dla przedluzenia funkcji zyciowych plemnikéw podstawowe znaczenie ma odpowiedni sktad
rozcienczalnikow, bedacymi wodnymi roztworami substancji, ktére stanowig zrodto sktadnikow
energetycznych dla tych gamet majacych wysokie wymagania metaboliczne w trakcie
przechowywania. Gtéwnym ich zadaniem jest zapewnienie odpowiednich warunkéw do utrzymania
pelnej zywotnosci i ruchliwosci plemnikow (Pezo i wsp., 2019). Aby spetnié swoje funkcje, ochronne
rozcienczalniki powinny charakteryzowac¢ si¢ odpowiednimi warto$ciami parametrow pH, cisnienia
osmotycznego, zabezpiecza¢ przed drobnoustrojami oraz dostarcza¢ substratow energetycznych dla
plemnikéw. Gtownym zrodtem energii w rozcienczalnikach najczesciej jest glukoza, ktora dodawana
jest w wysokich stezeniach, aby odpowiada¢ zapotrzebowaniom metabolicznym plemnikéw. Bedac
zwiazkiem niejonowym wplywa réwniez na utrzymanie osmolarnosci na odpowiednim poziomie
(Johnson i wsp., 2000; Pezo i wsp., 2019). Stosowano takze inne cukry, jak galaktozg, fruktoze,
ryboze czy trehaloze (Gadea, 2003; Bresciani i wsp., 2013). Oceniano alternatywne substraty energii,
w tym dodanie pochodnych ATP, ktore sg jednak drogie i niestabilne, odtluszczone mleko w proszku
czy jako stymulatory nieorganiczny pirofosforan i kofeing, oddzielnie lub w potaczeniu (Sutovsky,
2015). Korzystny wplyw na ruchliwo$¢ plemnikow i ich zdolno$¢ zaptadniajacg oraz liczbe prosiat
w miocie wykazano po zastosowaniu nasienia konserwowanego w dlugoterminowym rozcienczalniku

z udzialem sacharozy i inwertazy (Bresciani i wsp., 2017).
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W sktad rozcienczalnika powinny wchodzi¢ takze zwigzki buforowe, zapewniajace odpowiednie
pH (6,8 — 7,2). Najczgsciej stosowanymi sposrod nich sg cytrynian i wodorowgglan sodu. Bardziej
ztozonymi zwigzkami regulujacych pH sa HEPES oraz TRIS (Gadea, 2003). Rozcienczalniki uzywane
do przechowywania nasienia zawierajag w swoim skladzie takze zwiazki mineralne, odpowiedzialne
za regulacje ci$nienia osmotycznego. Dodawane sa takze antybiotyki majace za zadanie hamowanie
namnazania bakterii oraz substancje chronigce plemniki przed szokiem termicznym, np. albumina
surowicy zwierzecej (Gadea, 2003; Pezo i wsp., 2019, Luter i wsp., 2021). W =zaleznosci
od mozliwo$ci utrzymania wtasciwosci biologicznych plemnikoéw przez okreslony czas wyrdznia si¢
rozcienczalniki krotkoterminowe (przechowywanie plemnikow przez 1 — 2 dni), $rednioterminowe
(przechowywanie plemnikéw przez 3 — 4 dni) oraz dlugoterminowe (przechowywanie plemnikow

przez 7 — 10 dni) (Pezo i wsp., 2019; Yeste, 2017).

Dla zapewnienia roli ochronnej przez rozcienczalnik nicodzownym jest zachowanie odpowiedniej
temperatury w czasie przechowywania nasienia. Jak wspomniano wczesniej, na skutek specyficznej
budowy blony komoérkowej, plemniki knura wykazuja duza wrazliwos$¢ na temperatury z zakresu tzw.
szoku chtodowego, prowadzacego do utraty integralnosci blony komodrkowej oraz obnizenia
ruchliwo$ci tych gamet. Optymalna temperatura przechowywania nasienia knura miesci si¢
w granicach 15 — 18 °C, dajac tym samym mozliwo$¢ obnizenia aktywno$ci metabolicznej
plemnikéw, nie powodujac przy tym utraty integralnosci btony komoérkowej (Henning i wsp., 2022b).
Dalsze obnizenie temperatury ponizej 12 °C powoduje wystapienie szoku termicznego i pogorszenie
jako$¢ nasienia (Pezo i wsp., 2019; Yeste, 2017). Przy szybkim spadku temperatury dochodzi
do przejscia fosfolipidow btonowych ze stanu cieklokrystalicznego w zel. Przebiegajacy w zakresie
temperatur 10 — 30 °C proces przejécia fazowego lipidow znacznie usztywnia blon¢ komorkowa,
prowadzac do nieodwracalnych zmian w biatkach btonowych i w konsekwencji do destabilizacji
struktury i funkcji btony komorkowej plemnikéw (Schmid i wsp., 2013; Murphy i wsp., 2017; Pezo
i wsp., 2019). Natomiast przechowywanie nasienia w temperaturze powyzej 20 °C powoduje wzrost
aktywnoS$ci metabolicznej plemnikéw i w efekcie wyczerpanie ich rezerw energetycznych (Henning
i wsp., 2022Db).

Pomimo badan prowadzonych na przestrzeni lat dotyczacych doskonalenia technologii konserwacji
nasienia knura wcigz nie opracowano w petni satysfakcjonujacych procedur tego procesu. Kluczowym
kryterium, do ktorego dazy si¢ podczas doskonalenia metod konserwacji nasienia samcoéw tego
gatunku zwierzat jest zachowanie ruchliwosci oraz integralnosci blony komorkowej plemnikéw
w trakcie przechowywania co pozwala utrzymacé ich zdolnos$¢ zaptadniajaca na odpowiednio wysokim

poziomie.

Analiza zmian zachodzacych w strukturze plemnikow w trakcie przechowywania jest istotna

w aspekcie doskonalenia metod konserwacji. Wydluzenie okresu przydatno$ci nasienia do inseminacji
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moze mie¢ istotne znaczenie pod wzgledem ekonomicznym 1 organizacyjnym w praktyce

inseminacyjnej zwierzat (Strzezek, 2007; Gotowiecka i wsp., 2015).

Osobnym problemem w konserwacji nasienia, zar6wno w stanie ptynnym jak i mrozonym, jest
stosowanie odpowiednich markeréw, ktore datyby mozliwo$¢ oceny $wiezego nasienia i prosta
odpowiedz czy ejakulat nadaje si¢ do przechowywania, czy tez nie. Podejmowano roézne proby
zdefiniowania takich markerow. ktore przewidywalyby przydatno$¢ ejakulatéw do kriokonserwacji.
Miegdzy innymi Thurston i wsp. (2002) poréwnali za pomoca technologii amplifikacji polimorfizmow
dlugosci fragmentéw restrykcyjnych (AFLP) DNA knuréw rasy wielkiej biatej, ktorych nasienie
odznaczato si¢ dobra i zlg przydatno$ciag do zamrazania, autorzy wygenerowali 2182 fragmenty
restrykcyjne, z ktorych 421 bylo polimorficznych. Poréwnujac profile AFLP z zdolnosciag
do zamrazania zidentyfikowali 16 kandydatéw jako potencjalne markery genetyczne, potwierdzajac
zarazem hipotezg, ze istnieje genetyczna podstawa zmienno$ci jakos$ci nasienia po rozmrozeniu
miedzy osobnikami, i ze technologia AFLP moze by¢ w stanie zidentyfikowa¢ markery molekularne
powigzane z genami wplywajacymi na t¢ zmienno$¢. Nie wiadomo jednak, za pomoca jakiego
mechanizmu zmienno$¢ genetyczna lezy u podstaw roznic w przydatnosci ejakulatu do zamrazania.
Nalezy przy tym zwroci¢ szczegdlng uwage na fakt, ze ejakulaty kwalifikujg sie¢ do przechowywania
w stanie plynnym i zmrozonym tylko wtedy, gdy $wieze nasienie zawiera co najmniej
70 % ruchliwych plemnikow. Istnieje rowniez indywidualna zmienno$¢ w przydatnosci nasienia
na przechowywanie w niskich temperaturach miedzy knurami i miedzy ejakulatami tego samego
osobnika. Z tego powodu knury i ich ejakulaty sa klasyfikowane jako osobniki o dobrej i zlej
przydatnosci do wykorzystania ich nasienia w kriokonserwacji (Hernandez i wsp., 2007) oraz jako
ejakulaty o dobrej lub stabej zamrazalnosci (Yeste i wsp., 2013). Aby okresli¢ jednak podatnos¢ na

zamrazanie, konieczne jest przeprowadzenie czasochtonnej procedury kriokonserwacji.

Duze znaczenie dla zachowania peinej funkcjonalno$ci plemnika, a tym samym zdolnos$ci
zaptadniajacej ma plazma nasienia. U knura ma ona ztozony skiad (Strzezek i wsp., 2005), a niektore
jej sktadniki, jak peroksydaza glutationowa (Novak i wsp., 2010) czy paraoksonaza-1 (Barranco i wsp.,
2015) korzystnie wplywaja na zachowanie zdolnosci zaptadniajacej przez plemniki przechowywane
w stanie ptynnym. Inne natomiast sktadniki plazmy nasienia, jak biatka PSP-1 i AQN-3, moga
ostabia¢ tg zdolnos¢ zaptadniajaca (Novak i wsp. 2010; May i wsp. 2015). Ten funkcjonalny kontrast
miedzy sktadnikami plazmy nasienia nalezy mie¢ na uwadze przed jej uzyciem jako rozcienczalnika
plemnikéw po rozmrozeniu nasienia, co moze prowadzi¢ do niespdjnych wynikéw plodnosci.
Zastosowanie metod klasycznych i najnowszych osiagnie¢ z zakresu biologii molekularnej pozwolito
na wykrycie w plazmie nasienia wielu innych biatek powigzanych z réznymi cechami rozrodczymi
i mogacych stuzy¢ jako potencjalne markery. Niektore z nich jak na przyktad fibronektyna-1
i N-acetylo-B-heksozoaminidaza moga by¢ markerami przydatnosci plemnikow do konserwacji

(Wysocki i wsp., 2015) inne natomiast jak wspomniana spermadhezyna §winskiego biatka
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SP-1 (PSP-1) liczebnosci miotu. Rodriguez-Martinez i wsp. (2024) cytujac najnowsze prace wielu
autor6w omawia znaczenie bioczasteczek zamknietych w zewnatrzkomoérkowych pecherzykach
nasiennych (sEV) wydzielanych przez najadrza i prostate, w stosunkowo wigkszej liczbie niz we krwi,
wptywajace zarowno na plemniki, jak i drogi rodne pokrytej samicy. W zaleznosci od biogenezy
pecherzyki zewnatrzkomorkowe sg definiowane jako eksosomy (pecherzyki o wielkosci 30 — 100 nm
uwalniane z cytoplazmatycznych cialek wielopecherzykowych) lub ektosomy (pecherzyki btony
plazmatycznej o wielkosci 100 — 1000 nm). Kazdy typ zawiera duzo cholesterolu i sfingomieliny,
lipidow zaangazowanych w krioprzezywalno$¢ plemnikow knura. EV (Extracellular Vesicles —
pecherzyki zewnatrzkomorkowe) otaczaja aktywne sktadniki biologiczne, tj. lipidy, biatka sygnatowe,
mate niekodujace i regulacyjne RNA. Biatka wystepujg rowniez w plazmie nasienia w postaci wolnej
i sg podatne na szybka degradacj¢ przez proteazy. Inne enzymy, jak nukleazy, mogg tatwo
degradowa¢ inne czasteczki, takie jak wolne RNA. Taka degradacja wolnych czasteczek moze
wyja$nia¢ nieregularng lub nawet brak odpowiedzi na dodatek plazmy, gdy jest stosowana w celu
poprawy krioodporno$ci plemnikow, a nawet ptodnosci po inseminacji (Rodriguez-Martinez i Roca,
2022). Sa one w stanie oddziatywa¢ na plemniki i nablonek Zenskich narzadow ptciowych uwalniajac
do nich aktywne czasteczki, wptywajac tym samym na zdolno$¢ do zaptodnienia (Andrade i wsp.,
2022). Moga nawet modyfikowa¢ odpowiedz immunologiczng zenskich drog rodnych po ekspozycji
na antygeny pochodzace od ojca. Pecherzyki te przenosza cytokiny (Padilla i wsp., 2023) i male
ncRNA, w tym miRNA, mi¢dzy innymi zwigzany z ptodnos$cig ssc-miR-10b (Xu i wsp., 2020).
Znalezione miRNA w plemnikach knurow (ssc-miR-503) lub w matych sEV (ssc-miR-130a, ssc-miR-
9) zostaly powiazane z niska kriotolerancjg plemnikow w nasieniu knurdéw, stajac si¢ w ten sposob
potencjalnymi ,,negatywnymi” markerami kriotolerancji, a tym samym obnizonej ptodnosci (Pedrosa
i wsp., 2021). Osiagnigcia te, jak rowniez dalsze prace nad wyjasnieniem roli plazmy nasienia
1 oddzialywania jej skladnikow na plemniki, moze przyczyni¢ si¢ do poznania przyczyn
ograniczajacych przezywalno$¢ nasienia konserwowanego w nizszych temperaturach, a tym samym

w wigkszym stopniu wykorzysta¢ potencjat genetyczny najlepszych knuréw w doskonaleniu $win.
2.3. Genetyczne uwarunkowania jakoS$ci nasienia

Cechy ilosciowe zwiazane z reprodukcja charakteryzuja sie niska odziedziczalnoscia, sa wynikiem
oddziatywania kilku lub wigcej gendw oraz czynnikow srodowiskowych. Selekcja wspomagana
markerami — MAS (marker-assisted selection) moze przynie$¢ znaczace efekty w genetycznym
doskonaleniu cech niskoodziedziczalnych. Wykorzystanie markerow genetycznych daje mozliwosc¢
w szybkim czasie i przy stosunkowo niskich naktadach finansowych na wyselekcjonowanie
najlepszych osobnikow o pozgdanym fenotypie. Wazne jest, aby przy takiej selekcji odpowiednio
wybraé geny cech ilociowych QTL (quantitive traits loci), ktérych funkcjonalno$¢ jest rozpatrywana
jako marker danych cech i wptywa na ich rozwdj. Selekcja typu MAS w oparciu o geny

o sprawdzonym i wysokim efekcie oddzialywania pozwoli na prowadzenie efektywnej hodowli,
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a praktyczne wykorzystanie osiagnig¢ genetyki molekularnej, znaczaco bedzie wspiera¢ klasyczna
hodowle. Znalezienie sekwencji markerowych zwigzanych z jakos$cia nasienia moze przyczynié si¢

do postgpu w doskonaleniu rozrodu trzody chlewnej (Kowalczyk i wsp., 2018).

Blizsze poznanie funkcji plemnikéw knura i wprowadzenie nowych zaawansowanych metod
w diagnostyce andrologicznej przyczynia si¢ do poprawy wydajnosci reprodukcyjnej tych samcow
bedac waznym elementem w zarzadzaniu rozrodem stada trzody chlewnej. Wedlug Sutovskiego
(2015) obiektywna ocena pojedynczego ejakulatu i indywidualne przewidywanie ptodnosci knurow
staje si¢ w duzym stopniu mozliwe dzigki wprowadzeniu zautomatyzowanej analizy nasienia metoda
cytometrii przeptywowej z barwieniem przyzyciowym (np. integralnos¢ akrosomalna i potencjat
mitotyczny), analizie fragmentacji DNA i biomarkerach (ubikwityna, biatko PAWP, lipoksygenaza
arachidonowa — ALOX15) zwigzanych z normalnymi lub wadliwg budowa plemnikéw, pomiarow
reaktywnych form tlenu wytwarzanych przez plemniki. Jak wskazuje autor alternatywne substraty
energii i stymulatory plemnikéw, takie jak nieorganiczny pirofosforan i kofeina, moga przedtuzy¢
zywotno$¢ plemnikow w rozrzedzonym nasieniu i w narzadach zenskiego uktadu rozrodczego. Takie
technologi¢ mozna potaczy¢ z deponacja plemnikow w narzadach piciowych samicy podczas
inseminacji. Ponadto, ejakulaty ztej jako$ci mozna by probowac ,,uratowac”, a ejakulaty akceptowalne
,ulepszy¢” za pomoca metod segregowania nasienia, opartych na bazie nanoczastek i sortowania
plemnikéw aktywowanych magnetycznie. Zdaniem autora postgpy naukowy i technologiczny moga
przynies¢ korzysci w hodowli trzody chlewnej, pod warunkiem, ze wyzwania zwigzane z przyjeciem,

upowszechnieniem i redukcja kosztow nowych technologii zostana spetnione.

Jak rozwaza dalej cytowany autor analiza fenotypowa plemnikow za pomoca cytometrii
przeptywowej opartej na obrazowaniu bedzie szta w parze z postepem genomiki §win, taczac
nieprawidlowy fenotyp plemnikow z polimorfizmami genéw wplywajacymi na ptodnosc.
Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP — Single Nucleotide Polymorphism) moga zmienia¢
aktywno$¢ promotora dotknigtych genow lub bezposrednio zmienia¢ funkcj¢ kodowanych przez geny
biatlek zaangazowanych w spermatogenezg, réznicowanie spermatyd lub funkcje plemnikow
po opuszczeniu jader, czego przyktadem jest SNP w genie kodujacym ligaze ubikwityny HECW2
zwiazang z dziedzicznym defektem akrosomu w ksztatcie guzka u finskich knuréw Yorkshire (Sironen
i wsp., 2010). Taka funkcjonalna zmiana jest spowodowana zmiang funkcji niehomologicznej
substytucji aminokwasu lub przedwczesnym skroceniem kodonem stop, skutkujacym krotszym
transkryptem 1 ostatecznie krotszym, dysfunkcyjnym biatkiem. Przyktady SNP zwigzanych
ze zmniejszong ptodnoscig knuréw obejmuja geny kodujace biatka plemnikow, takie migdzy innymi
jak fosfolipaza C zeta (PLCz) zaangazowana w aktywacje oocytow podczas zaptodnienia (Kaewmala
i wsp., 2011), biatka DAZL (usuni¢te w przypadku azoospermii) zaangazowane w regulacj¢
spermatogenezy (Ma i wsp., 2013) oraz antygen CD9 zaangazowany w dojrzewanie plemnikow

najadrza 1 usuwanie kropli cytoplazmatycznych (Kaewmala i wsp., 2011). Polimorfizmy
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w wymienionym genie kodujacym ligaze ubikwityny HECW2 moga przyczynia¢ si¢ natomiast

do wady akrosomu w postaci guzkow w plemnikach knuréw (Sironen i wsp., 2010). Przeprowadzone

badania przez r6znych autorow pozwolity na wykazanie zwigzkoéw migdzy cechami rozrodczymi $win

a wybranymi genami (tab. 1). Rowniez w niniejszej pracy postanowiono zbadaé takie zalezno$ci

majac na uwadze zachodzace zmiany w strukturze i funkcjach plemnikéw podczas konserwacji

nasienia w stanie plynnym uwzgledniajac wystepujace polimorfizmy gendw, mogacych ewentualnie

stuzy¢ jako markery i zosta¢ wykorzystane we wczesnej selekcji knuréw inseminacyjnych.

Tab. 1. Przyktadowe geny kandydujace zwigzane z cechami jako$ci nasienia

Nazwa genu Symbol genu  Cecha(y) Pismiennictwo
Acrosin ACR koncentracja i ruchliwos¢  Lin i wsp., 2006b
Akrozyna
Actin Gamma 2 ACTG2 objetosé i ruchliwosé Wimmers i wsp., 2005
Gamma aktyna 2
Metallopeptidase Domain 7 ADAM7 ruchliwos¢ Gao i wsp., 2019
Domena 7 metalopeptydazy
Androgen Receptor AR morfologiczne Lin i wsp., 2006b
Receptor androgenowy nieprawidlowo$ci
Arrestin Domain Containing 4 ARRDC4 ruchliwos¢ Reyer i wsp., 2024
a-arestyna 4
Steroid 21-hydroxylase CYP21 koncentracja i Kmie¢ i wsp., 2002
21-hydroksylaza steroidowa morfologiczne

nieprawidlowo$ci
Growth hormone receptor GHR morfologiczne Gao i wsp., 2019
Receptor hormonu wzrostu nieprawidlowosci
Gonadotropin Releasing GNRHR krople cytoplazmatyczne,  Lin i wsp., 2006a
Hormone Receptor morfologiczne
Receptor hormonu uwalniajgcego nieprawidlowosci,
gonadotroping ruchliwo$¢
Inhibin Beta A INHBA krople cytoplazmatyczne  Lin i wsp., 2006a
Inhibina beta A
Inhibin Beta B INHBB koncentracja Lin i wsp., 2006a
Inhibina beta B
Sperm Flagellar protein 2 KPL2 morfologiczne Sironen i wsp., 2006
Biatko wici plemnika 2 nieprawidlowosci
Phospholipase C Zeta PLCz koncentracja Kaewmala i wsp., 2012
Fosfolipaza C-zeta
Prolactin Receptor PRLR koncentracja i objetosc¢ Kmie¢ i Terman, 2004
Receptor prolaktyny
Retinol Binding Protein 4 RBP4 ruchliwos¢ Lin i wsp., 2006b
Biatko wiazace retinol 4
Relaxin RLN objetose Lin i wsp., 2006b
Relaksyna
Selenoprotein P SELENOP morfologiczne Gao i wsp., 2019

Selenoproteina P

nieprawidlowosci

Gen CD9 (Cluster-of-Differentiation Antigen 9) zlokalizowany na chromosomie 5 u $win koduje

biatko z rodziny tetraspanin - 9 antygen réznicowania komorkowego, ktory wystepuje na powierzchni
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btony komoérkowej. W zaleznosci od typu komorki biatka z tej rodziny wykazuja szereg aktywnosci
biologicznych, takich jak: rozwdj komorek, ich aktywacje, wzrost, migracje, adhezje oraz fuzje
plemnikéw z komoérkami jajowymi (Jankovicova i wsp., 2015; Brosseau i wsp., 2018; Jankovi¢ova
i wsp., 2020; Sultan i wsp., 2020). U knura wykryto ekspresje CD9 w komorkach Leydiga, komérkach
Sertoliego, komorkach meskiej linii zarodkowej oraz w komorkach nabtonkowych najadrzy,

nasieniowodow i gruczotu krokowego (Kaewmala i wsp., 2011; Cupperova i wsp., 2014)

Poszukujgc markeréw jako$ci nasienia u knuréw Kaewmala i wsp. (2011) zbadali zaleznosé¢
pomiedzy polimorfizmem genu CD9 w intronie 6 g.358 A>T a ruchliwoscig plemnikéw, odsetkiem
plemnikéw z kropla cytoplazmy oraz procentem plemnikoéw nieprawidlowych morfologicznie.
Ekspresja CD9 odgrywa kluczowsa rolg podczas rozwoju plemnikow, zwlaszcza w najadrzach, gdzie
plemniki dojrzewajg i nabierajag specyficznych wlasciwosci, niezbednych do pokonania ostonki
komorki jajowej oraz fuzji gamet. W badaniach przeprowadzonych na knurach pietrain oraz
pietrain x Hampshire zanotowano statystycznie istotne rdznice dla polimorficznych wariantow genu
CD?9. Osobniki posiadajace genotyp AA charakteryzowaly si¢ najwyzszg ruchliwoscig plemnikow,
najmniejszym odsetkiem kropel cytoplazmy oraz najnizszym procentem plemnikéw o nieprawidtowej
budowie. Podobnie Cho i wsp. (2015) u knuréw rasy duroc stwierdzili istotne statystycznie roznice

w ocenie ruchliwosci na korzys$¢ genotypu AA.

Kumar i wsp. (2015) wykazali, ze polimorfizm pojedynczego nukleotydu w intronie 6 (g.358 A>T)
genu CD9 powigzany jest z cechami jako$ci nasienia u buhajow rasy frieswal (hf x sahiwal) takimi jak
koncentracja oraz ruchliwo$¢. W badanej grupie wykryto dwa genotypy: AA i AB, nie zaobserwowano
jednak genotypu BB. Heterozygoty AB znaczaco charakteryzowaly si¢ wyzszymi parametrami

analizowanych cech.

Gen DAZL (Deleted in Azoospermia Like) u $win zlokalizowany jest na chromosomie 13 i nalezy
do rodziny genow DAZ (DAZ, DAZL i BOULE), ktore odgrywaja istotng role w procesie prawidtowej
spermatogenezy i oogenezy. Jest wysoce konserwatywnym biatkiem wigzagcym RNA (Zhang i wsp.,
2009; VanGompel i Xu, 2011; Fu i wsp., 2015; Tang i wsp., 2023) ulegajacym ekspresji w komorkach
rozrodczych oraz komorkach Leydiga i niezbednym do utrzymania plodnosci (Li i wsp., 2019;
Mikedis i wsp., 2020). DAZL jest kluczowym regulatorem procesu spermatogenezy poprzez
modulacj¢ ekspresji gendéw zaangazowanych w determinacje, roéznicowanie i mejoze komorek
rozrodczych. Bierze przede wszystkim udzial w dojrzewaniu komorek rozrodczych, promujac
proliferacje spermatogonii i rdéznicowanie spermatocytow, co ostatecznie prowadzi do produkcji
funkcjonalnych plemnikow (Li i wsp., 2019; Nicholls i wsp., 2019; Mikedis i wsp., 2020). Brak biatka
DAZL blokuje mejoze spermatocytdw, zmniejsza ilo$¢ i jakos¢ dojrzatych plemnikdéw oraz prowadzi

do oligospermii lub azoospermii (Ma i wsp., 2013).
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Ma i wsp. (2013) szukajac potencjalnych markeréw molekularnych do poprawy cech jakosci
nasienia u  $win  zidentyfikowali dwa  polimorfizmy  pojedynczego  nukleotydu:
¢.570+385 A>G w intronie 7 oraz c¢.735+150 C>A w intronie 9. W populacji $win rasy wielka biata
i landrace, wykazali, ze osobniki o genotypie AG roznily si¢ statystycznie istotnie wyzsza
ruchliwoscig plemnikow niz knury GG. W przypadku knuréw rasy duroc, wykazali, ze heterozygoty
CA roznily sie statystycznie istotnie nizszg ruchliwoscia i koncentracja plemnikéw w ejakulacie niz
homozygoty CC i AA. Dodatkowo knury rasy wielka biata o genotypie CC produkowaly istotnie mnie;j
(p < 0,05) nieprawidlowych form plemnikow niz zwierzgta o genotypie CA i AA. Autorzy

zasugerowali, ze genotyp CC powinien by¢ preferowany w wyborze zwierzat do rozrodu.

We wczesniejszych badaniach Zhang i wsp. (2009) wykazali, ze polimorficzne warianty DAZL
moga wplywaé na wielko$¢ miotu. Mutacja C>A w intronie 9 w populacji $win wielka biata i linii
DIV spowodowata, ze homozygoty CC charakteryzowaly si¢ istotnie wyzszym odsetkiem zywo

urodzonych prosiat od pozostatych genotypéw CD i DD.

Estrogeny odgrywajg gtéwna rolg w przebiegu proceséw rozrodczych u samic. Badania jednak
dowodza, ze moga by¢ rowniez zaangazowane w regulacje meskich funkcji rozrodczych. Wplywaja
migdzy innymi na zachowanie plciowe oraz reguluja proces spermatogenezy, stymulujg wzrost
komorek oraz ich podziaty (Gunawan i wsp., 2012; Skibinska i wsp., 2023). Istnieja dwie izoformy
receptora estrogenowego: alfa i beta, sa one kodowane przez dwa rézne geny. Transgeniczne myszy
pozbawione receptora estrogenowego beta nadal sa ptodne, inaczej niz w przypadku braku receptora
estrogenowego alfa. Jednak nadekspresja ESR2 (Estrogen Receptor 2, Estrogen Receptor Beta) moze
prowadzi¢ do zahamowania cyklu komoérek rozrodczych, a nawet ich apoptozy; co znaczaco wptywa
na ptodnosc¢ (Selva i wsp., 2004; Terman i wsp., 2006; Gunawan i wsp., 2012). W badaniach Carpino
1 wsp. (2004) wykazali, ze ESR2 moze modulowa¢ funkcje najadrza dorostych knurow i jest

zaangazowany w morfologiczne i biochemiczne dojrzewanie plemnikow.

Gen ESR2 u $win znajduje si¢ na chromosomie 1. Terman i wsp. (2006) badajac zwigzek pomigdzy
polimorficznymi wariantami ESR2 a cechami nasienia takimi jak objetos¢ ejakulatu, koncentracja,
odsetek plemnikow zywych, zidentyfikowali dwa allele tego genu — C oraz D w grupie badanych
knurow roznych ras. Badania wykazaty, ze osobniki o0 genotypie CC charakteryzowaty si¢ najwyzsza
srednig objetoscig ejakulatow oraz najwyzszym odsetkiem zywych plemnikow, natomiast osobniki
0 genotypie DD produkowaly ejakulaty o najwyzszej koncentracji. Badane cechy nasienia wykazaty
statystycznie istotne roznice (p < 0,01) pomigdzy wszystkimi analizowanymi parametrami u knuréw

posiadajacych rozne genotypy.

W badaniach Gunawan i wsp. (2012) wykazali, ze polimorfizm pojedynczego nukleotydu
w eksonie 5 genu ESR2 g.35547 A>G ma zwiazek z jakoS$cia ejakulatow i ptodnoscia knurow pietrain

oraz pietrain x Hampshire. W obu populacjach osobniki o genotypie AA charakteryzowaly si¢ istotnie
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wyzszg ruchliwo$cig i mniejszg liczba plemnikow z kroplag cytoplazmy (p = 0,06) niz osobniki
0 genotypie AG lub GG. Dodatkowo w populacji knurow pietrain genotyp AA charakteryzowat si¢
wyzszg liczba zywo urodzonych prosiat na poziomie p = 0,06. Zwierzeta o genotypie AA w populacji
knuréw pietrain x Hampshire statystycznie istotnie roznity si¢ od pozostatych wyzsza koncentracja
1 ruchliwoscia plemnikéw, mniejszg objetoscia ejakulatu i nizszym odsetkiem plemnikéw z kropla

cytoplazmy. Genotypy AG i GG powigzane byty z gorszymi cechami ejakulatu w obu grupach.

Gen PIWIL4 (Piwi like RNA-mediated gene silencing 4) zlokalizowany jest u $win
na 9 chromosomie. Koduje biatka nalezagce do rodziny Argonaute, w ktoérej wyrdznia si¢ cztery
podrodziny: Ago, Piwi, Wago oraz Trypanosoma Ago. Biatka podrodziny Piwi uczestniczg
w wygaszaniu RNA trasnspozonow w procesie spermatogenezy (Poterata i Rzeszowska-Wolny,
2016). W badaniach réznych autorow wykazano duze podobienstwo sekwencji bialek Piwi pomiedzy
$winiag domowsg a czlowiekiem. Analiza ekspresji genéw PIWI w réznych tkankach ujawnita
tkankowo-specyficzng ekspresje ograniczajgca sie do gonad. Ekspresja transkryptu PIWIL4 byta
znacznie wyzsza w jadrach mtodych knuréw niz u dorostych samcoéw (Kowalczykiewicz i wsp., 2012;

Song i wsp., 2015).

Song i wsp. (2015) jako pierwsi podjeli si¢ analizy polimorfizméw genu PIWIL4 w powigzaniu
z cechami jakosci nasienia. Zidentyfikowali dwa polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (g.572 T>C,
g.561 A>G). Przeprowadzone przez powyzszych autorow badania na knurach ras duroc, wielka biata
i landrace wykazaty, ze od knurow landrace z wariantem CT pozyskano ejakulaty o istotnie wigkszej
objetosci niz od knuréw TT (p < 0,05). Natomiast knury duroc o genotypie AA charakteryzowaty sie
istotnie wyzsza koncentracja plemnikow (p < 0,05) niz osobniki GG. Uzyskane wyniki moga
sugerowaé, ze gen ten moze by¢ potencjalnym markerem molekularnym zwigzanym z cechami

reprodukcyjnymi u §win.

Rozszerzenie badan powyzszych autoréw o analize dodatkowych cech funkcjonalnych plemnikow
moze pozwoli¢ na szczegdtowa oceng i wybdr osobnikéw o preferowanych cechach produkcyjnych,
a identyfikacja loci z duzym efektem fenotypowym w zakresie analizowanych cech, moze stanowic¢

dodatkowg informacj¢ dla programéw tradycyjnej selekcji materiatu hodowlanego.
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3. Cel pracy i hipoteza badawcza
3.1. Cel pracy

Glownym celem pracy bylo okreslenie zmian strukturalno-funkcjonalnych plemnikow
przechowywanych w stanie plynnym z uwzglednieniem polimorfizmu genéw CD9, DAZL, ESR2,
i PIWIL4 oraz grupy genetycznej knurdéw.

Cel ten realizowano poprzez:

1. Podjecie proby okreslenia zwigzkéw miedzy polimorfizmem genéw CD9, DAZL, ESR2
i PIWIL4 a wybranymi wskaznikami jako$ci konserwowanego nasienia z uwzglgdnieniem
grupy genetycznej badanych zwierzat.

2. Okres$lenie zmian w poszczego6lnych parametrach ruchu plemnikéw konserwowanych w stanie
ptynnym w kolejnych dniach przechowywaniach nasienia przy pomocy komputerowo
wspomaganej analizy (CASA) oraz tradycyjnej metody oceny ruchliwo$ci nasienia.

3. Okreslenie zmian w integralnos$ci btony komodrkowej i akrosomu oraz mitochondrialnego
potencjatu transbtonowego w czasie przechowywania nasienia przy pomocy testow

fluorescencyjnych.
3.2. Hipoteza badawcza

W obrgbie wystepujacych form polimorficznych badanych gendéw i grup genetycznych zwierzat
wystepuja roéznice w jakoSci nasienia ocenianego na podstawie analizowanych cech
strukturalno-funkcjonalnych plemnikéw w kolejnych dniach przechowywania, co daje mozliwos¢
wyboru najbardziej odpowiedniego genotypu, a tym samym knura i pobranych od niego ejakulatow

do inseminacji.
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Badania przeprowadzono na 195 ejakulatach pobranych od 195 knuréw ras/grup genetycznych:
duroc (n = 50), duroc x pietrain (n = 28), pbz (n = 52), PIC (h = 34) oraz wbp (h = 31) w wieku
od 18 do 36 miesi¢cy uzytkowanych rozptodowo w dwoch stacjach hodowli i unasienniana zwierzat
w wojewodztwie zachodniopomorskim. Knury utrzymywane byly w jednolitych warunkach, zgodnie
z obowigzujagcymi normami, pod stalg kontrola lekarza weterynarii. W badaniach wykorzystano
nasienie, ktore zgodnie z procedurami w tego typu os$rodkach zostalo poddane ocenie makro-
i mikroskopowej oraz zakwalifikowane do produkcji dawek inseminacyjnych. Nasienie od knurow
pobierano metoda manualna, pozyskujac frakcje ejakulatu bogata w plemniki. Rozcienczone nasienie
konfekcjonowane bylo w plastikowych, termicznie zgrzewanych tubach stanowiacych pojedyncza
dawke inseminacyjng, standaryzowana wedlug procesu technologicznego stosowanego w zakladzie
unasienniania na objeto$¢ 90 cm® i zawarto$é 2,5 — 3,0 x 10° plemnikéw/cm®. Dawki inseminacyjne
schtadzano i przechowywano w temperaturze 16 °C w klimatyzowanym pomieszczeniu. Nastgpnie
przetransportowano je w temperaturze 16 °C do Katedry Biotechnologii Rozrodu Zwierzat i Higieny
Srodowiska ZUT, gdzie przeprowadzono ocene jako$ci nasienia podczas przechowywania

(16 °C; termoboks DTC-17, Minitiib, Niemcy).

Badanie wykonano w dwoch etapach. W pierwszym etapie nasienie w stanie pltynnym
przechowywano przez 7 dni. Gotowe dawki inseminacyjne przygotowane byly z wykorzystaniem
komercyjnych rozcienczalnikéw Vitasem LD (Megapor S.L., Hiszpania) oraz Gedil (GD, Genes
Diffusion, Francja). Ta czg$¢ do$wiadczenia miata na celu okreslenie zmian funkcjonalnych
i strukturalnych zachodzacych w plemnikach w 1., 3., 5. i 7. dniu przechowywania. Kolejnym etapem
byla analiza genetyczna badanych grup knuréow. Z zamrozonych probek dawek inseminacyjnych

wyizolowano DNA oraz zidentyfikowano polimorfizmy badanych genow metoda PCR—RFLP.

4.1. Ocena integralnosci blony komorkowej oraz akrosomu na podstawie barwienia

réznicowego

Pierwszego dnia badan wykonano preparaty morfologiczne, wykorzystujac barwienie roznicowe
mieszaning barwnikow eozyna — nigrozyna (wg Lasleya, Easleya i McKenzie, 1942; w modyfikacji
Bloma, 1950). Metoda przyzyciowego barwienia, pozwala na rozroznienie zywych plemnikow
charakteryzujacych si¢ ciggtoscig btony komoérkowej, ktorych gldwki nie absorbujg eozyny i pozostaja
niezabarwione, od plemnikow martwych z uszkodzong blona komodrkows, ktorych glowki barwia sie
na ciemnor6zowo. Nigrozyna umozliwia zwickszenie kontrastu pomiedzy gléwka plemnika
a otoczeniem, ciemne wybarwienie tta pozwala na lepszg oceng morfologii komorki. Wykorzystywano
5 % roztwor wodny eozyny niebieskawej i 10 % roztwor wodny nigrozyny, wymieszany w stosunku

1:4 (Bielanski, 1977).
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Przed przystapieniem do wykonania preparatow z dawek inseminacyjnych pobrano probki
o objetosci ok. 0,5 ml do probowek typu Eppendorf, ktére nastepnie inkubowano przez 30 minut
w temperaturze 37 °C w inkubatorze CO,, MCO-17Al (Sanyo, Japonia). Barwnik, szkietka
podstawowe oraz bagietki potrzebne do wykonania rozmazu zostaly rowniez podgrzane
do temperatury 37 °C. Na szkietku podstawowym mieszano krople nasienia z kropla barwnika przez
ok. 30 sekund, nastgpnie wykonywano rozmaz i pozostawiano do wyschnigcia w temperaturze
pokojowej. Utrwalone preparaty oceniano w mikroskopie $wietlnym (Nikon E200) przy
1000-krotnym powigkszeniu z uzyciem olejku immersyjnego. Przeprowadzono analiz¢ prawidtowych
i zmienionych form plemnikéw dokonang wg klasyfikacji Bloma (1981) z uwzglednieniem wad
gtéwnych i podrzednych. Oceniano takze stopien uszkodzenia akrosomu wedlug Saake i White’a
(1972). Kazdorazowo ocenie poddawano co najmniej 200 komorek, wyniki przedstawiono jako:

e odsetek plemnikow zywych,

e odsetek plemnikow martwych,

e odsetek plemnikoéw normalnych o prawidlowej morfologii,

e odsetek plemnikow z wadami glownymi,

e odsetek plemnikoéw z wadami podrzednymi,

e odsetek plemnikoéw z nieuszkodzonym akrosomem.

Analiza prébek prowadzona byly na nasieniu rozcienczonym, dlatego ocena morfologiczna
w pracy traktowana jest jako dodatkowa informacja.
4.2. Ocena integralnosci blony komérkowej oraz akrosomu na podstawie barwienia

fluorescencyjnego

W badaniach zastosowano barwienie laczone, stosujac trzy fluorochromy SYBR-14 i PI
(LIVE/DEAD™ Sperm Viability Kit, Invitrogen™, USA) oraz PNA skoniugowang z barwnikiem
Alexa Fluor 594 (Invitrogen™, Eugene, OR, USA). Lektyna PNA pochodzgca z Arachis hypogea
stosowana jest do wykrywania uszkodzen struktury akrosomu. Wykazuje powinowactwo do reszt
B-galaktozowych zlokalizowanych na zewngtrznej btonie akrosomalnej, utrata integralnosci powoduje

zwigzanie barwnika i fluorescencje (Silva i Gadella, 2006).

Przygotowanie probek do analizy wygladato tak jak w przypadku przygotowania ich do wykonania
preparatow morfologicznych. Nastepnie w warunkach stabego os$wietlenia dodawano 2,5 pl SYBR-14.
Ponownie inkubowano probke w temperaturze 37 °C w ciemnosci przez 10 minut, dalej dodawano
2,5 ul Pl oraz 5ul PNA i ponownie przeprowadzano 10-cio minutowa inkubacje w tej samej
temperaturze (Garner i wsp., 1995, 1997; Maxwell i Johnson, 1997; Silva i Gadella, 2006;
w modyfikacji Katedry Biotechnologii Rozrodu Zwierzat i Higieny Srodowiska). Kolejno wykonano
preparaty, ktore ogladano pod mikroskopem fluorescencyjnym Olympus BX41 (Olympus Optima Co.,
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Ltd, Japonia) z uzyciem filtrow U-MWIBA2 i U-N51004 F/R V2) w powigkszeniu 400-krotnym
1 zliczano 200 plemnikéw uwzgledniajac procentowy udzial nastepujacych subpopulacji:

e plemniki zywe (PI-negatywne) — z integralng, nieuszkodzong btong komorkowa, w obrazie
mikroskopowym gtowki emitowaly zielong fluorescencje wskazujacg na wybarwienie si¢
fluorochromem SYBR-14 (i brak wybarwienia P1),

e plemniki martwe (Pl-pozytywne) — z nieintegralng, uszkodzong btong komérkowa, w obrazie
mikroskopowym czgsciowo badz na calym obszarze gléwki emitowaly czerwonag
fluorescencj¢ wskazujaca na wybarwienie si¢ fluorochromem PI.

W obrebie subpopulacji plemnikow zywych wyrdzniano:

e plemniki zywe z integralnym akrosomem (Pl-negatywne, PNA-negatywne), emitujace zielong
fluorescencje gtowki,

e plemniki zywe z nieintegralnym akrosomem (PI-negatywne, PNA-pozytywne), emitujace

zielong fluorescencj¢ glowki oraz czerwong fluorescencj¢ w obrebie akrosomu.

4.3. Ocena integralnosci blony komorkowej oraz aktywno$ci mitochondriéw plemnikéw

na podstawie barwienia fluorescencyjnego

W badaniach zastosowano barwienie laczone, stosujac trzy fluorochromy SYBR-14 i PI
(LIVE/DEAD™ Sperm Viability Kit, Invitrogen™, USA) oraz JC-1 (5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyanineiodide; Mitochondrial Membrane Potential Probe, Invitrogen™,
USA). Barwnik SYBR-14 posiada zdolno$¢ przenikania przez nieuszkodzone btony komorkowe
i interkaluje do DNA, wzbudzony wyzwala zielong fluorescencje. Uszkodzenie blony umozliwia
wniknigcie jodku propidyny (PI), ktory wypiera SYBR-14 i emituje czerwong fluorescencj¢ (Silva
i Gadella, 2006).

Przygotowanie probek do analizy wykonano tak jak poprzednio. Kolejno w warunkach stabego
o$wietlenia dodawano 2,5 ul SYBR-14 oraz 5 ul JC-1. Ponownie inkubowano probke w temperaturze
37 °C w ciemnosci przez 10 minut, dalej dodawano 2,5 ul Pl i ponownie przeprowadzano 10-cio
minutowg inkubacje w tej samej temperaturze (Garner i wsp., 1995, 1997; Maxwell i Johnson, 1997,
Cheuqueman, 2012; w modyfikacji Katedry Biotechnologii Rozrodu Zwierzat i Higieny Srodowiska).
Nastgpnie wykonano preparaty, ktore ogladano pod mikroskopem fluorescencyjnym Olympus BX41
(Olympus  Optima Co., Ltd, Japonia) =z wuzyciem filtra U-N51004 F/R V2
w powickszeniu 400-krotnym 1 zliczano 200 plemnikow uwzgledniajac procentowy udziat
nastepujacych subpopulacji:

e plemniki zywe (PI-negatywne),
e plemniki martwe (PI-pozytywne),
ocenianie tak jak w poprzednim barwieniu.

W obrebie subpopulacji plemnikow zywych wyrdzniano:
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e plemniki z aktywnymi mitochondriami wykazujacymi wysoki mitochondrialny potencjat
transbtonowy (A¥m) — plemniki emitujace intensywng pomaranczows fluorescencje
w regionie wstawki,

e plemniki z aktywnymi mitochondriami wykazujagcymi obnizony A¥Ym — plemniki emitujgce
pomaranczowo-zielong fluorescencje w regionie wstawki,

e plemniki z niska aktywnos$cig mitochondriow wykazujace niski A¥Ym — plemniki emitujace

zielong fluorescencje w regionie wstawki.

Dla uproszczenia w pracy subpopulacje plemnikow zywych wykazujacych wysoki i obnizony

A¥m przedstawiono tacznie i okreslano jako odsetek plemnikéw o wysokim A¥m.
4.4, Analiza ruchliwo$ci plemnikow

Przygotowanie probek wygladato tak jak w poprzednich analizach. Ruchliwo$¢ nasienia oceniano
metoda szacunkowa wykorzystujac ogrzany do 37 °C stolik Bloma oraz szkietka nakrywkowe.
Przygotowany  preparat ogladano w  kilku  miejscach w  kontrascie = fazowym
w powigkszeniu 100-krotnym. Szacunkowej oceny odsetka plemnikow o ruchu postgpowym

dokonano w warstwie 5um w Kilku polach widzenia (Bielanski, 1977).

Kolejno przeprowadzono komputerowa oceng ruchliwosci plemnikow wykorzystujac system SCA
(Sperm Class Analyzer®, Microptic S.L., Hiszpania) skonfigurowany z kamerg cyfrowg (A312FC/C,
Basler, Niemcy) i mikroskopem Nikon Eclipse E-200z (Nikon Corporation, Japonia) wyposazonym
w podgrzewany stolik (Semic Bioelektronika, Polska). Analize obrazu przeprowadzono w kontrascie
fazowym ujemnym przy czgstotliwo$ci automatycznie pobieranych obrazéw wynoszacej 25 Hz
w powigkszeniu 100-krotnym. Po inkubacji, 2 ml nasienia nanoszono na ogrzang do 37 °C komore
Leja (Leja-8 20um; Leja Products B.V., Holandia) po czym przeprowadzano analizg. Dla kazdej proby

nasienia oceniano wskazniki ruchu dla co najmniej 500 plemnikéw w 5 réznych polach widzenia.

System CASA przetwarza obraz mikroskopowy rejestrowany kamerg wideo oraz analizuje
go. Modut SCA® motility and concentration pozwala na automatyczng analize ruchliwosci
plemnikow oraz na okreslenie koncentracji nasienia w probce. W celu standaryzacji badan,
identyfikacji plemnikow knura oraz analizy parametrow ruchu gamet zdefiniowano ustawienia
wstepne: powierzchnia analizowanych obiektow > 10 i < 80 um?, warto$ci graniczne S$redniej
predkosci plemnikoéw po przyblizonej $ciezce ruchu VAP (nie wykazujacych ruchu — VAP < 10 pm/s,
poruszajacych si¢ ruchem wolnym — 10 < VAP < 25 um/s, poruszajacych si¢ ruchem o $redniej
predkosci — 25 < VAP < 45 um/s, poruszajgcych si¢ ruchem szybkim — VAP > 45 um/s), STR indeks
prostoliniowo$ci dla obiektow uznawanych za progresywne wartos¢ > 45%, LIN liniowos¢ ruchu

plemnika dla obiektow uznawanych za progresywne warto$¢ > 50%.

W ocenie zmian ruchliwosci plemnikOw w czasie przechowywania nasienia wyodrgbniono

i okreslono procentowy udziat subpopulacji plemnikow:
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e plemniki ruchliwe (VAP > 10 um/s),

e plemniki o ruchu postgpowym (VAP > 25 um/s, przy prostosci ruchu — STR > 45%),

e plemniki o ruchu postgpowym szybkim (VAP>45um/s, STR > 45%),

e plemniki o ruchu postgpowym umiarkowanym (25 < VAP < 45um/s, STR > 45%),

e plemniki o ruchu wolnym (10<VAP<25um/s),

e plemniki nie wykazujace ruchu (VAP<10pm/s).

oraz parametry kinetyczne plemnikdw:

e VCL - predkosé krzywoliniowa, obliczana poprzez sumowanie kolejnych odcinkow drogi
plemnika i dzielona przez czas trwania obserwacji (Lm/s),

e VSL - predkos¢ liniowa, obliczana jako odlegltos¢ pomigdzy pierwsza a ostatniag pozycja
plemnika w czasie rejestracji (um/s),

o VAP — predko$c¢ usredniona plemnika obliczana na podstawie wygtadzonej drogi plemnikow,
uzyskanej przez usrednienie maksymalnych odchylen od wlasciwej trajektorii; wartos$¢
ta odpowiada rzeczywistej progresji plemnika w czasie (um/s),

e LIN — liniowo$¢, stanowigca miar¢ odchylen toru plemnika od linii prostej; obliczana jako
stosunek VSL/VCL wyrazony w procentach (%),

e STR — prosto$¢ ruchu plemnika, stanowigca miar¢ odchylenia §ciezki wygtadzonej od linii
prostej taczacej poczatkowe i1 koncowe potozenie plemnika; obliczana jako stosunek
VSL/VAP wyrazony w procentach (%),

e WOB - oscylacja toru rzeczywistego, stanowiagca miar¢ odchylenia toru plemnika od $ciezki
wygladzonej; obliczana jako stosunek VAP/VCL wyrazony w procentach (%),

e ALH — amplituda bocznych wychylen gtéwki plemnika, wyrazana jako $rednie odchylenie
rzeczywistej drogi od wygtadzonej trajektorii (um),

e BCF — czestotliwos¢ bocznych wychylen gtéwki podczas rzeczywistej drogi plemnika (Hz).
4.5. Identyfikacja genotypow

Materiat badawczy stanowity probki dawek inseminacyjnych zamrozone w temperaturze -20 °C.
Do wyizolowania DNA uzyto zestawu ExtractMe DNA Swab & Semen Kit (Blirt, Polska). Izolacja
DNA zostala przeprowadzona zgodnie z zalaczong metodyka. Pozwala on na uzyskanie DNA
0 koncentracji 2 — 7 pug z 150 pl probki nasienia. Czysto$¢ wyizolowanego DNA miesci si¢
w przedziale 1,7 — 2,0 (Azso/ Azso).

Zestaw przeznaczony jest do szybkiej 1 wydajnej izolacji genomowego DNA o wysokiej czystosci.
Procedura oczyszczania DNA sktada si¢ z czterech etapow i jest przeprowadzana z wykorzystaniem
minikolumn. Zawieraja one odpowiednie ztoze, ktore wydajnie i1 selektywnie wigze kwasy
nukleinowe. Probka nasienia poddawana jest lizie enzymatycznej z wykorzystaniem buforu SSL,

proteinazy K oraz DTT. Na tym etapie degradacji ulegaja btony i wszystkie biatka komorkowe.
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Po dodaniu soli chaotropowych i etanolu, lizat przenoszony jest na minikolumny ze ztozem.
Dwuetapowe przemywanie DNA (Washing Buffer) ma na celu usunigcie zanieczyszczen i inhibitorow
reakcji enzymatycznych. Oczyszczone DNA eluowane jest z mini kolumny buforem o niskiej sile
jonowej (Elution Buffer) i jest gotowe do bezposredniego wykorzystania w reakcji PCR (Polymerase

Chain Reaction).

Polimorfizm genéw CD9, DAZL, ESR2 oraz PIWIL4 zidentyfikowano metoda PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Lenght Polymorphism). Amplifikacje¢
przeprowadzono w termocyklerze trojblokowym, model T3 (Biometra®, Niemcy) po uprzedniej
optymalizacji warunkow termicznych i sktadu mieszaniny reakcyjnej. W reakcji PCR wykorzystano
startery zaprojektowane z uzyciem programu Primer3 lub zaproponowane przez innych autoréw (tab.

2). Analizg restrykcyjng przeprowadzono z zastosowaniem programu RestrictionMapper.

Tab. 2. Wykaz starteréw uzytych do amplifikacji badanych fragmentéw genow

Gen / SNP Sekwencje starterow Zrodto
CD9 F 5 TAATGGGGGGAGTGGAACAA 3° Primer3
0.358 A>T R 5" GCCAATGATGTGGAACTT 3’ Untergasser i wsp., 2012
DAZL F 5" GAAGCTGCTCCATCCTCTG 3 Zhand i wsp.. 2009
¢.735+150 C>A R 5’ TCTTGGCAATAACAGACCCT 3° g 1Wsp.
ESR2 F 5’ CCCATATGATTTATGTTTTCTCAGC 3’ Primer3
0.35547 A>G R 5" ACCTCCAACCAGCAGCTCTC 3° Untergasser i wsp., 2012
PIWIL4 F 5 CCTTTGGAGTGCTCGTTT 3° Primer3
9.572 T>C R 5" GGTTAGAGGCTCTGATGGA 3”7 Untergasser i wsp., 2012

Mieszanina reakcyjna sporzadzana byla w objetosci 15 ul. Jej sktad zaprezentowano w tabeli 3.
Profile termiczne poszczegodlnych rekcji zestawiono w tabeli 4, dla kazdego genu reakcja przebiegata

w 35 cyklach.

Tab. 3. Sktad mieszaniny do reakcji amplifikacji fragmentéw analizowanych genéw

Sktadnik Stezenie koncowe
DNA 75 —100 ng
polimeraza Taq 10U
bufor do PCR 1x
mieszanina wolnych nukleotydow (dNTPs) 0,2mM
jony magnezu (MgCly) 2,5 mM
starter 1 12,0 pmol
starter 2 12,0 pmol

woda dejonizowana -
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Tab. 4. Profile termiczne reakcji PCR

Gen Denaturacja Dena‘guracja Przy%qcz:alnie Amplifikacja Sy’nteza
wstepna wlasciwa starterdw koncowa
CD9 temperatura 95 °C 95 °C 58 °C 72 °C 72 °C
czas 5 min 30s 30s 45s 10 min
DAZL temperatura 94 °C 94 °C 57 °C 72 °C 72 °C
czas 3 min 30s 35s 45s 8 min
ESR? temperatura 95 °C 95 °C 60 °C 72 °C 72 °C
czas 5 min 30s 30s 30s 10 min
PIWIL4 temperatura 94 °_C 94 °C 57 °C 72 °C 72 °(_2
czas 5 min 40s 30s 30s 10 min

Uzyskane amplikony zostaty poddane trawieniu odpowiednim enzymem restrykcyjnym przez cala
noc w okreslonej temperaturze (tab. 5). Produkty trawienia byly rozdzielane w 1,5 oraz 2 % zelu
agarozowym z dodatkiem bromku etydyny (bromek 3,8-diamino-N-etylo-6-fenylo-fenantrydyny)
i w obecnosci wzorca DNA pUC19 DNA/Mspl (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) lub
Perfect 100-1000 bp DNA Ladder (Eurx, Polska) w 1x TBE (90 V, 40 min). Rozdziat przeprowadzono
z wykorzystaniem zestawu do elektroforezy poziomej (BIO-RAD, Bio-Rad Laboratories, Inc.
Hercules, USA). W celu odczytania i zwizualizowania wynikow uzyty zostat system dokumentacji
i analizy obrazow zeli elektroforetycznych (Vilber Lourmat, Francja). Poszczegdlne genotypy wraz

z przewidywana dtugoscig fragmentow restrykcyjnych przedstawiono w tabeli 5.

Tab. 5. Dlugosci fragmentow restrykcyjnych dla analizowanych miejsc polimorficznych

Gen / SNP Enzym Temperatura ~ Genotypy i odpowiadajace im fragmenty
restrykcyjny trawienia restrykcyjne
CD9 AA — 523 pz
g.358 A>T Hinfl 37°C AT - 523 pz, 357 pz, 166 pz

TT — 357 pz, 166 pz

AA — 186 pz, 297 pz

DAZL
Tagql 65 °C AC — 483 pz, 297 pz, 186 pz
€.735+150 C>A CC - 483 pz
ESR? AA — 284 pz, 146 pz, 28 pz
35547 ASG Nlalll 37°C AG — 284 pz, 174 pz, 146 pz, 28 pz
g GG — 284 pz, 174 pz
CC-—241pz, 82 pz
Z;VXI#:C Hhal 37°C CT — 323 pz, 241 pz, 82 pz
g TT - 323 pz
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5. Analiza statystyczna

W ramach analizy statystycznej oszacowano czesto§¢ wystepowania alleli, genotypoéw dla kazdego
z analizowanych polimorfizméw w badanej grupie zwierzat. Uzyskane wyniki przedstawiono
uwzgledniajac $rednig arytmetyczng, odchylenie standardowe (SD), mediane oraz zakres zmiennych
(min — max). Zgodno$¢ rozktadu zmiennych cigglych z rozktadem normalnym sprawdzano stosujac
test Shapiro-Wilka (zgodno$¢ na poziomie istotnosci p > 0,05). Oceng wplywu czasu przechowywania
na analizowane zmienne okre$lano na podstawie testu analizy wariancji powtarzanych pomiarow dla
rang Friedmana (ANOVA Friedmana, poréwnanie zmiennych pomiedzy poszczegdlnymi dniami
przechowywania), testu U Manna-Whitneya (porownanie niezaleznych grup badanych w danym dniu
przechowywania w obrebie wariantow polimorficznych) oraz testu Kruskala-Wallisa (poréwnanie
niezaleznych grup badanych w danym dniu przechowywania w obrgbie wariantow polimorficznych
oraz pomigdzy grupami genetycznymi). Za poziom istotnosci testu przyjeto wartosci p < 0,05 oraz
p < 0,01. Wystgpowanie wzajemnych zaleznosci migdzy wybranymi zmiennymi sprawdzono (dla
nasienia przechowywanego przez 7 dni) okreslajac wspotczynniki korelacji rang Spearmana (rs).

Analizg statystyczng wykonano z wykorzystaniem programu Statistica v.13.3 (StatSoft, Polska).
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6. Wyniki i dyskusja
6.1. Analiza miejsc polimorficznych

W wyniku przeprowadzonego genotypowania w badanej grupie zwierzat, stwierdzono obecnos¢
wszystkich trzech mozliwych genotypow w kazdym z analizowanych polimorfizmow.

Elektroforegramy obrazujace poszczegdlne genotypy zaprezentowano na ryciniel.

M AT AT TT AT TT AA M AC AC AA AC AA CC

———-

-— —— n-..-- -—
- - DR — — - e e —
—— - -

M AG GG GG AG GGAG AA M €8 7T 1T 1T 11T CC

Ryc. 1. Elektroforegramy przedstawiajace poszczegdlne genotypy analizowanych SNP

I — polimorfizm CD9 ¢.358 A>T; M — wzorzec DNA (Perfect 100-1000 bp DNA Ladder);
AA, AT, TT — genotypy;

I1 — polimorfizm DAZL c.735+150 C>A; M —wzorzec DNA (pUC19/Mspl); AA, AC, CC — genotypy;
Il — polimorfizm ESR2 g.35547 A>G; M — wzorzec DNA (pUC19/Mspl); AA, AG, GG — genotypy;
IV — polimorfizm PIWIL4 g.572 T>C; M —wzorzec DNA (pUC19/Mspl); CC, CT, TT — genotypy.
Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli przedstawiono w tabeli 6. Najczgsciej i najrzadziej
obserwowanymi genotypami byly odpowiednio AA oraz TT w przypadku polimorfizmu CD9 ¢.358
A>T; AA oraz CC w przypadku polimorfizmu DAZL ¢.735+150 C>A; GG oraz AA w przypadku
polimorfizmu ESR2 g.35547 A>G; TT oraz CC w przypadku polimorfizmu PIWIL4 g.572 T>C.

W zwigzku z zidentyfikowaniem tylko trzech osobnikow o genotypie CD9/TT nie uwzglgdniono ich

w dalszej analizie.
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Tab. 6. Frekwencja genotypow i alleli analizowanych polimorfizméw w badanej grupie zwierzat

Frekwencja genotypow Frekwencja alleli
CD9
AA AT TT A T
0,89 (172) 0,1(19) 0,01 (3) 0,94 0,06
DAZL
AA AC CcC A C
0,47 (92) 0,32 (62) 0,21 (41) 0,63 0,37
ESR2
AA AG GG A G
0,15 (30) 0,35 (68) 0,50 (96) 0,33 0,67
PIWIL4
cC CT TT C T
0,04 (8) 0,14 (26) 0,82 (159) 0,11 0,89

W nawiasach podano liczbe osobnikéw z danym genotypem.

Tab. 7. Liczba osobnikéw w poszczegdlnych rasach/grupach genetycznych wzgledem wariantow
polimorficznych

Rasa/grupa genetyczna

Gen \_Naria_nt duroc x ;
polimorficzny  duroc pietrain pbz PIC wbp ogodlnie
AA 50 17 50 34 21 172
CD9 AT - 10 2 - 7 19
TT - - - - 3 3
AA 38 19 9 11 15 92
DAZL AC 8 23 13 12 62
CcC 4 3 20 10 4 41
AA 2 22 - 3 30
ESR2 AG 3 14 16 23 12 68
GG 45 11 14 11 15 96
CC 6 2 - - - 8
PIWIL4 CT 13 5 6 2 — 26
TT 31 19 46 32 31 159

6.2. Tradycyjna ocena mikroskopowa

Nasienie knuréw przechowywane w stanie plynnym jest najczestszg metoda konserwacji
stosowang przy inseminacji w produkcji trzody chlewnej. Ekonomicznym miernikiem efektywnosci
uzytkowania rozptodowego knurow jest liczba dawek nasienia uzyskana z ejakulatu. W praktyce

laboratoryjnej w centrach inseminacyjnych nasienie poddawane jest ocenie makro- i mikroskopowej
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polegajacej na sprawdzeniu réznych parametrow takich jak: barwa, zapach, pH, objetos¢, koncentracja
czy odsetek plemnikow wykazujacy prawidtowa ruchliwos¢ (Pokrywka i wsp., 2009; Kondracki,
2010; Maes i wsp., 2016; Waberski i wsp., 2019; Schulze i wsp., 2023). Ocena ta pozwala na wybor
ejakulatow spelniajacych podstawowe kryteria przyjete w praktyce inseminacyjnej. Dlatego tez
W pierwszym etapie badan postanowiono przeanalizowa¢ ksztaltowanie si¢ podstawowych
wskaznikow w poszczegolnych grupach uwzgledniajacych wariant polimorficzny badanych genow
oraz ras¢/grupe genetyczng. Zamieszczone dane w tabelach 8. i 9. wskazuja, Ze po pobraniu nasienie
badanych knuréw spetniato ogodlnie przyjete kryteria w inseminacji. Pobrane ejakulaty powinny miec¢
objeto$é¢ od 80 do 900 ml, przy koncentracji plemnikéw od 500 do 800 x 10%ml i ogélne;j ich liczbie
w 1 ml od 150 do 600 x 106. W nasieniu tym minimum 70 % plemnikéw winno poruszaé si¢ ruchem

postepowym (Bielanski, 1977; Wierzbowski, 1996; Strzezek, 2007).

Z przedstawionych danych w tabeli 8. wynika, ze S$rednia objeto$¢ pobranych ejakulatow
w grupach uwzgledniajacych dany gen byla podobna, wynoszac od 248,9 + 91,7 cm® w przypadku
genu CD9 do 251,2 = 92,9 cm?® dla genu ESR2, przyjmujac zblizone warto$ci w grupach pozostatych
dwoch gendw. Wykonane obliczenia statystyczne wykazaty, ze w przypadku genu ESR2 wystapily
roznice istotne w ksztattowaniu si¢ tej cechy. Od knuréw z wariantem polimorficznym AA uzyskiwano
ejakulaty o najwyzszej objetosci (291,4 + 129,8 cm?, mediana 268,0 cm®), a od knuréw z wariantem
polimorficznym GG pozyskiwano ejakulaty o najnizszej objetosci (225,1 + 81,7 cm?® mediana
217,0 cm®). W grupie knuréw ESR2/AG wskaznik ten wynosit érednio 271,7 = 77,4 cm® mediana
264,0 cm?). Oszacowane roznice miedzy homozygotyczng grupa GG a pozostatymi grupami okazaty
si¢ statystycznie istotnie (p < 0,01). Istotne roznice (p < 0,01) zaobserwowano réwniez w koncentracji
plemnikéw migdzy osobnikami ESR2/AA (351,5 + 117,6 cm®, mediana 331,0 cm®) a ESR2/GG 438,1
+ 153,3 cm® mediana 410,0 cm® oraz DAZL/AA (442,01 + 164,7 cm® mediana 408,0 cmd)
a DAZL/CC (363.,9 + 102,1 cm? mediana 350,0 cm?, p < 0,05). Wptyw polimorfizmu genu ESR2
w grupach knurow réznych ras przeanalizowali miedzy innymi Terman i wsp. (2006) wykazujac,
ze homozygoty CC odznaczajg si¢ statystycznie istotnie (p < 0,01) wiekszg objetoscig i mniejsza
koncentracjg niz osobniki o genotypie DD. Gunawan i wsp. (2012) otrzymali podobne wyniki
u mieszancow pietrain x Hampshire. Knury o genotypie ESR2/AA i ESR2/AG réznity sig
od osobnikow o genotypie ESR2/GG wigksza objetoscia i mniejsza koncentracja (p < 0,05). Song
i wsp. (2015) zidentyfikowali dwa polimorfizmy genu PIWIL4 (T>C oraz A>G), zaobserwowali,
ze knury landrace z wariantem CT oddawaty ejakulaty o istotnie wigkszej objetosci niz knury TT.
Natomiast knury duroc o genotypie AA charakteryzowaly si¢ istotnie wyzszg koncentracjg plemnikoéw
niz osobniki GG.

W przypadku pozostatych analizowanych cech, tzn. ogdlnej liczby plemnikow w ejakulacie,

procentu plemnikéw o ruchu postepowym i procentu plemnikdéw o ruchu postgpowym ocenianym
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na stoliku Bloma w pierwszym dniu badan, oszacowane roéznice miedzy wariantami polimorficznymi

genoOw okazaly sie niewielkie, statystycznie nieistotne.

Analizujac wplyw polimorfizmu badanych gendéw na ksztaltowanie si¢ analizowanych cech
nasienia, nalezy wzia¢ pod uwagg, ze istotny byl réwniez wplyw rasy/genotypu knuréow (tab. 9).
Ejakulaty pobrane od knuréw rasy duroc charakteryzowatly si¢ statystycznie istotnie nizsza objetoscia
(186,2 = 60,8 cm®, mediana 175,0 cm® w poréwnaniu z knurami pozostalych ras i mieszancami
(p < 0,01) oraz koncentracjg (508,8 = 160,0 cm® mediana 487,5 cm?®) istotnie wyzsza (p < 0,01)
od knuréw linii PIC (354,5 = 102,7 cm®, mediana 325,5 cm?®), a takze czystorasowych pbz (352,5
+ 104,1 cm® mediana 333,5 cm®) i wbp (374,8 £ 123,2 cm® mediana 344,0 cmq). Jak podaje
Kondracki 1 wsp. (2004) oraz Pokrywka i wsp. (2009) a takze Muczynska i wsp. (2010), ktérzy
uzyskali podobne wyniki, nizsza objgto$¢ ejakulatu przy duzej koncentracji jest cechag
charakterystyczng dla knurow duroc. Ekspresja gendéw tej rasy jest bardzo silna i jej mieszance
rowniez charakteryzujg si¢ takimi wartosciami objgtosci i koncentracji. Knury rasy duroc odznaczaty
si¢ takze najwyzsza ruchliwo$cig plemnikow bezposrednio po pobraniu ejakulatow, przewyzszajac
istotnie (p < 0,01) pod tym wzgledem, osobniki ras pbz i wbp oraz mieszance duroc X pietrain.
Przeprowadzona ocena tego parametru pierwszego dnia po pobraniu nasienia wykazata jednak,
7Ze najwyzszym procentem plemnikow o ruchu postepowym charakteryzuja si¢ knury linii PIC,
a najnizszym knury rasy wbp (tab. 9). Najprawdopodobniej wiec, istotnym w tym przypadku okazat
sie¢ wplyw czynnikéw zwigzanych z efektem rozcienczenia i czasem przechowywania nasienia
podczas jego przechowywania w pierwszej dobie. Jak podaje Strzezek (2007) wrazliwo$¢ nasienia
poddanego konserwacji, zarowno w stanie ptynnym jak i mrozonym, jest zmienna i uwarunkowana
wieloma czynnikami $rodowiskowymi i genetycznymi, jak pora roku, wiek knurow, rodzaj
rozcienczalnika, temperatura przechowywania czy rasa zwierzat. Wystepuja rowniez w tym wzgledzie
roéznice osobnicze i znane sg okreslenia w pisSmiennictwie mowiace o duzej zmiennosci dotyczacej
objetosci ejakulatow czy ich koncentracji lub odsetka plemnikéw morfologicznie zmienionych
(Wysokinska i wsp., 2006; Kondracki i wsp., 2007; Bajena i wsp., 2013; Wysokinska i Kondracki,
2019; Gorski i wsp., 2021, Kamanova i wsp., 2021, Gonzalez-Castro i wsp., 2022).

Duzag warto$¢ prognostyczng w tradycyjnej ocenia nasienia maja badania morfologiczne.
Wykazano bowiem u roznych gatunkéw zwierzat bezposredni zwigzek miedzy wielko$cig zmian
w budowie plemnikéw a ich zdolnoscig zaptadniajaca (Bielanski, 1977; Szostak i Sarzynska, 2010;
Henning i wsp., 2022b; Kondracki i wsp., 2023). W niniejszych badaniach ocen¢ morfologiczna
plemnikéw wykonano w pierwszym dniu przechowywania nasienia co moglo ewentualnie miec¢
pewien wplyw na wystgpienie niektorych wad, zwlaszcza typu podrzednego zwigzanych z witka.
Z zamieszczonych danych w tabeli 10. wynika jednak, ze wad tych bylo stosunkowo nieduzo, a $redni
procent wad podrzednych wynosit od 3,5 £ 2,9 do 5,8 + 6,4 wsrdod wszystkich polimorficznych

wariantow analizowanych genow 1 nie zaobserwowano w tym przypadku roznic statystycznie
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istotnych. Wykazano natomiast istotnie (p < 0,05) mniejszy odsetek plemnikow z wadami gtownymi
dla knurow DAZL/AC (2,8 + 3,4 %, mediana 2,0 %) w poréwnaniu z DAZL/AA (3,9 + 3,6 %, mediana
3,0 %), a w przypadku kolejnego genu réznice wykazano migdzy homozygotami ESR2/AA (2,3
+ 2,7 %, mediana 2,0 %) a ESR2/GG (4,1 + 3,9 %, mediana 3,3 %). Nalezy jednak zwrdci¢ uwagg,
ze $rednie warto$ci tych cech miescity sie¢ w ogolnie przyjetych normach dla oceny morfologiczne;j
nasienia knuréw (Trzcinska i Bryla, 2017). Sredni odsetek plemnikéw o prawidtowej budowie
oscylowat w granicach 92,0 % dla wszystkich genotypow. Istotnie statystyczne réznice potwierdzono
tylko migdzy osobnikami ESR2/AG (93,3 + 4,6 %, mediana 94,0 %) a ESR2/GG (91,1 + 5,8 %,
mediana 92,0 %, p < 0,05). Odsetek plemnikéw z nieuszkodzonym akrosomem wynosit §rednio dla
kazdej z grup okoto 85 %. Parametr ten istotnie (p < 0,01) r6znit si¢ tylko w przypadku genu ESR2
migdzy osobnikami o genotypie AA (87,4 = 8,1 %, mediana 87,5 %) i AG (86,8 + 8,7 %, mediana
88,0 %) a osobnikami GG (82,9 + 9,2, mediana 82,0 %). Wsrdd plemnikoéw zywych nie wykazano
roznic statystycznie istotnych, w kazdej z grup $redni odsetek tych plemnikow wynosit okoto 89 %.
Monitorowanie zmian w budowie plemnikow jest wyznacznikiem funkcjonowania jader. Ocena
morfologii plemnikow obok oceny ruchliwo$ci pozwala na kontrolg procesu spermatogenezy
1 okreslenie warto$ci biologicznej nasienia (Udata i wsp., 2005; Trzcinska i Bryta, 2017; Wysokinska
1 Kondracki, 2019; Goérski i wsp., 2021).

W analizie wynikéw pod uwage nalezy wzia¢ rowniez istotny wplyw rasy/genotypu knurow (tab.
11) na ksztaltowanie si¢ ocenianych wskaznikow. Badajac odsetek plemnikéw z wadami gtéwnymi
wykazano istotne statystycznie (p < 0,01) réznice migdzy knurami rasy duroc (4,8 £ 4,1 %, mediana
4,0 %) a pbz (2,0 + 2,3 %, mediana 2,0 %). Istotne (p < 0,01) réznice stwierdzono takze w przypadku
odsetka plemnikow o prawidlowej budowie miedzy knurami PIC (94,1 + 4,2 %, mediana 95,0 %)
a czystorasowymi wbp (90,7 = 5,3 %, mediana 92,0 %). Natomiast ocena odsetka plemnikow
z nieuszkodzonym akrosomem pozwolita na stwierdzenie istotnych (p < 0,01) roéznic pomiedzy
knurami duroc (79,7 £ 7,2 %, mediana 80,0 %) wykazujacymi najwyzszy odsetek uszkodzen
a pozostatymi mieszancami oraz knurami czystorasowymi. W przypadku odsetka plemnikoéw zywych
zaobserwowano istotnie wyzsze wartosci tego parametru dla knuréw PIC (90,4 + 7,8 %, mediana
91,8 %) w poréwnaniu z knurami duroc X pietrain (86,6 + 5,8 %, mediana 86,8 %, p < 0,05). Jako$¢
nasienia zalezy m. in. od tego, ile plemnikow zawiera defekty w budowie uniemozliwiajace lub
ograniczajace penetracje komorki jajowej. Nasienie z wysokim odsetkiem plemnikéw ze zmianami
morfologicznymi gléwnymi i/lub podrzednymi moze réwniez cechowaé si¢ zaburzeniami ruchu
plemnikéw i/lub wystepowaniem wigkszej liczby plemnikéw z uszkodzonym akrosomem (Udata
i wsp., 2005; Banaszewska i wsp., 2007, 2015). Jak podaje Szostak i Sarzynska (2010) istotny wpltyw
na liczbe i charakter zmian morfologicznych ma wiek i rasa knura. W badaniach swoich powyzsi
autorzy wykazali, ze nasienie mtodych mieszancow Hampshire x pietrain oraz czystorasowch wbp

w roznych grupach wiekowych wyr6znialo si¢ najnizszym odsetkiem wadliwych plemnikow.
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Wysokinska 1 Kondracki (2014) stwierdzili, ze plemniki knuré6w mieszancoéw maja wicksza zywotnos¢
podczas konserwacji niz knurdw ras czystych, zwlaszcza w przypadku integralnosci btony

komorkowe;j.

6.3. Wplyw czasu przechowywania na integralnos¢ blony komorkowej, stopien uszkodzenia

akrosomu oraz aktywno$¢ mitochondriow plemnikéw

W ocenie przydatnosci nasienia do inseminacji decydujace znaczenie ma funkcjonalnos¢ btony
komoérkowej plemnikow. Jej integralna struktura potrzebna jest do prawidlowego przebiegu procesow
prowadzacych do zaptodnienia oocytu. Podczas przygotowywania porcji inseminacyjnych zachowanie
cigglosci btony jest kluczowe dla wysokiej zywotnosci komoérek w konfekcjonowanych dawkach.
Utrzymanie prawidtowej integralnosci blony komoérkowej w czasie konserwacji wptywa bezposrednio
na funkcje pozostatych struktur plemnika (Gaczarzewicz i wsp., 2010; Kordan i wsp., 2013;
Wysokinska i Szablicka, 2021). Blona komoérkowa plemnikéw knura jest podatna na uszkodzenia
bardziej niz blona komérkowa plemnikow samcow innych gatunkow ssakow, szczegolng wrazliwose

wykazuje wzgledem zmian temperatury (Trzcinska i Bryta, 2017; Szablicka i wsp., 2022).

Z danych przedstawionych w tabelach 12. i 13. wynika, Zze czas konserwacji nasienia istotnie
(p < 0,01) wptywatl na integralno$¢ btony komorkowej. Na podstawie barwienia fluorochromami
SYBR-14/PI/PNA wykazano stopniowy spadek udziatu plemnikow zywych po siedmiu dniach
przechowywania w obu uktadach, czyli w kazdym wariancie polimorficznym badanych genéw (tab. 5)
oraz miedzy rasami/grupami genetycznymi (tab. 13) $rednio o okoto 19 % (z 82,0 + 6,2 % do 63,3
+ 13,4 %). Roznice (p < 0,01) stwierdzono pomiedzy kazdym analizowanym dniem przechowywania.
W przypadku polimorficznych wariantow (tab. 12) najwyzszy odsetek plemnikow z integralng btong
komorkowa w pierwszym dniu badan prezentowaly knury o genotypie ESR2/AA (83,1 + 7,9 %,
mediana 83,5 %) a najnizszy PIWIL4/CC (79,7 + 4,3 %, mediana 79,0 %). Samce PIWIL4/CC
ostatniego dnia badan wyrdznialy si¢ réwniez najnizszym odsetkiem plemnikéw z integralng blona
komorkowsa sposroéd wszystkich wariantow badanych genow (55,6 + 7,9 %, mediana 55,0 %),
a najwyzsze wartosci przyjmowaly homozygotyczne knury DAZL/CC (66,9 + 10,5 %, mediana
69,8 %). Roznice statystycznie istotne zaobserwowano dla wariantow genu CD9 w pigtym dniu
przechowywania mi¢dzy osobnikami AA (70,9 + 10,0 %, mediana 71,0 %) a osobnikami AT (64,3
+ 11,0 %, mediana 67,0 %, p < 0,01) oraz siddmego dnia pomiedzy AA (64,1 + 13,2 %, mediana
65,0 %) a AT (55,8 + 13,9 %, mediana 56,0 %, p < 0,05).

Analiza odsetka plemnikow z integralng blong komorkowa z uwzglednieniem rasy/grupy
genetycznej (tab. 13) wykazala, ze w pierwszym dniu badan najwyzszymi warto§ciami
charakteryzowaty si¢ knury duroc X pietrain (84,6 £ 7,7 %, mediana 83,8 %) a najnizszym knury
duroc (79,2 £ 5,3 %, mediana 79,0 %). Istotne (p < 0,05) r6znice migdzyrasowe zaobserwowano tylko

siodmego dnia badan migdzy samcami PIC (70,0 = 8,1 %, mediana 71,5 %), ktore przyjmowaty
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najwyzsze warto$ci badanego parametru a samcami duroc (61,1 + 11,5 %, mediana 62,5 %) i wbp
(59,8 + 16,1 %, mediana 58,5 %) z najnizszymi wartosciami. Wykrycie plemnikéw
z nieprawidtowo$ciami w obrebie btony komorkowej, ktore nie sa jeszcze komorkami martwymi
ma ogromne znaczenie dla procedur konserwacji nasienia. Tylko nasienie o najlepszych parametrach,
w tym rowniez wykazujace mozliwie najnizszy udzial plemnikow apoptotycznych, powinno by¢
uzywane w dalszych etapach konserwacji (Siemieniuch i wsp., 2004). W praktyce inseminacyjne;j,
przy wystepujacych tendencjach do ograniczenia liczby plemnikow w dawce inseminacyjnej
1 wykorzystania knuréw o najwyzszej wartosci genetycznej, szczegélne znaczenie ma zdiagnozowanie
osobnikow charakteryzujacych si¢ gorsza ptodnoscig ,,subfertility” dotyczaca nawet 10 % samcow
w stadzie, a trudnych do zdiagnozowania na podstawie powszechnie stosowanych tradycyjnych
wskaznikow oceny jako$ci nasienia (Roca i wsp., 2015). Stad tez istotne jest wprowadzenie w jak
najszerszym stopniu najnowszych metod oceny, ktore pozwolityby z duzym prawdopodobienstwem
oszacowa¢ zdolno$¢ zaptadniajacg plemnikéw. Osiggnigcia ostatnich lat w zakresie proteomiki,
transkrptomiki, genomiki, metabolamiki daja taka szansg, a obserwowany szybki postgp w zakresie
diagnostyki seminologicznej, zarowno w sferze poznawczej jak i aplikacyjnej, pozwala przypuszczac,
ze metody te beda wdrazane w laboratoriach andrologicznych. Procedury konserwacji oraz czas
przechowywania nasienia moga w znaczny sposob wplywac na budowe i funkcje btony komodrkowe;j
plemnikéw. Spadek odsetka plemnikow z integralng btong komodrkowa w czasie przechowywania
ogranicza przydatno$¢ nasienia do inseminacji (Maside i wsp., 2023). Uzyskane wyniki znajduja
potwierdzenie w przeprowadzonych wczeéniej badaniach, w ktérych inni autorzy réwniez wykazali
znaczace obnizenie udzialu plemnikéw z nieuszkodzong btong komorkowsa (Trzcinska i wsp., 2008;
Dziekonska i Strzezek, 2011; Dziekonska i wsp., 2013; Gaczarzewicz i wsp., 2015; Menegat i wsp.,
2017; Wysokinska i Szablicka, 2021).

Istotnym parametrem w analizie jakos$ci nasienia jest rowniez ocena stanu btony akrosomalne;j.
Akrosom zawiera enzymy hydrolityczne, majace za zadanie ulatwi¢ wniknigcie plemnika do wnetrza
oocytu. Jego prawidlowa budowa ma duzy wptyw na zdolnosci zaptadniajgce plemnika (Ogura i wsp.,
2016; Trzcinska 1 Bryla, 2017; Noskova i wsp., 2020; Kruit i wsp., 2022). Z danych
zaprezentowanych w tabelach 14. i 15. wynika, ze czas konserwacji nasienia istotnie (p < 0,01)
wplywal na stopien uszkodzenia tej struktury. Na podstawie barwienia fluorochromami
SYBR-14/PI/PNA stwierdzono obnizenie udzialu plemnikéw z nieuszkodzonym akrosomem
po siedmiu dniach przechowywania $rednio o okoto 19 % (z 77,5 + 6,8 % do 58,9 + 14,3 %, tab. 8).
Pierwszego dnia badan wéréd wariantow polimorficznych (tab. 14) analizowane cechy przyjmowaty
zblizone wartosci, najwyzszy odsetek zaobserwowano w grupie DAZL/CC (78,3 + 6,6 %, mediana
79,3 %) a najnizszy w grupie PIWIL4/CC (75,8 £ 7,2 %, mediana 78,0 %). Nasienie knurow
0 genotypie DAZL/CC charakteryzowalo si¢ rowniez najwyzszym odsetkiem plemnikow

z nieuszkodzonym akrosomem w koncowym okresie przechowywania nasienia (63,2 = 11,5 %,

46



6. Wyniki i dyskusja

mediana 65,0 %), a najnizszymi wartosciami charakteryzowato si¢ nasienie knurow CD9/AT (51,5
+ 16,1 %, mediana 52,0 %) oraz PIWIL4/CC (51,5 + 12,1 %, mediana 54,0 %). Roznice statystycznie
istotne stwierdzone zostaly tylko migdzy wariantami genu CD9. W pigtym dniu przechowywania
homozygoty AA (66,3 + 10,6 %, mediana 67,0 %) roznity si¢ istotnie (p < 0,01) od heterozygot AT
(56,5 + 15,1 %, mediana 60,0 %). Siodmego dnia rowniez osobniki z wariantem AA (59,7 + 14,0 %,
mediana 62,0 %) roznity si¢ istotnie (p < 0,05) od osobnikow z wariantem AT (51,5 + 16,1 %,
mediana 52,0 %).

Analizujac zamieszczone wyniki w tabeli 15. dotyczace stopnia uszkodzenia akrosomu pod
wzgledem ras/grup genetycznych zaobserwowano istotne réznice (p < 0,01) pomigdzy kazdym dniem
przechowywania. Pierwszego dnia badan najwyzszym odsetkiem plemnikow z nieuszkodzonym
akrosomem cechowaty si¢ knury PIC (79,4 + 5,8 %, mediana 79,8 %) a najnizszym knury duroc (75,4
+ 6,2 %, mediana 74,8 %). Siodmego dnia przechowywania w przypadku tego parametru najwyzsze
warto$ci zaobserwowano rowniez u knuréw PIC (66,3 + 9,9 %, mediana 67,5 %) a najnizsze u rasy
wbp (55,5 + 17,4 %, mediana 53,0 %). W obliczeniach statystycznych nie wykazano jednak istotnych
réznic mig¢dzy rasami/grupami genetycznymi. Fraser i wsp. (2016) w swoich badaniach wykazali,
ze na integralno$¢ btony komoérkowej plemnikéw oraz prawidtowa budowe akrosomu istotnie wpltywa
wiek knura, sezon w jakim pobierane jest nasienie oraz cechy osobnicze samca. Efekt sezonowosci
najbardziej widoczny byt wsrdd knuréw w wieku od 19 do 30 miesigcy w okresie jesienno-zimowym.
Badania innych autoréw donosza jednak, ze takie cechy jak integralno$¢ akrosomu znaczaco obniza
si¢ latem, w okresie dtugich dni i w duzym stopniu zalezy od indywidualnych uwarunkowan knura

(Barranco i wsp., 2013; Zasiadczyk i wsp., 2015).

Podczas przechowywania nasienia dochodzi do wielu zmian, ktére obejmujg uszkodzenia ré6znych
struktur komérkowych m. in. bton plazmatycznych, akrosoméw czy mitochondriow, uposledzajac
sprawno$¢ metaboliczna plemnikow. Energia wytwarzana podczas glikolizy 1 fosforylacji
oksydacyjnej jest niezbedna do ruchu plemnikoéw, aktywnego transportu substratow przez blong,
przeprowadzenia procesu hiperaktywacji czy reakcji akrosomalnej. Mitochondria odgrywajac
kluczowa role w produkcji ATP umozliwiajg ruch postgpowy plemnikdéw, na podstawie ktorego
mozna okresli¢ ich zdolnoé¢ do zaptodnienia komorki jajowej (Silva i Gadella, 2006; Dziekonska
i wsp., 2013; Gaczarzewicz i wsp., 2015; Sutovsky, 2015; Popova i wsp., 2022). Zapotrzebowanie
energetyczne plemnikow wymaga wysokiej aktywno$ci mitochondriow, wiec pozgdanym jest, aby
nasienie konserwowane charakteryzowato si¢ jak najdtuzej, jak najwyzszym odsetkiem komorek
o wysokim transblonowym potencjale mitochondrialnym. Zamieszczone dane w tabeli 17. wskazuja
na wyrazng tendencj¢ spadkowa odsetka plemnikéw o wysokim transblonowym potencjale
mitochondrialnym podczas przechowywania. Czas konserwacji istotnie (p < 0,01) wplywat
na aktywnos$¢ mitochondriow. W pierwszym dniu badan $redni udziat takich plemnikow wynosit 65,3

+ 17,3 %, W trzecim oraz pigtym dniu obnizyt si¢ odpowiednio do 51,1 = 21,0 % oraz 41,8 = 17,1 %,
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natomiast ostatniego dnia przechowywania osiagnal warto§¢ 30,5 + 18,4 %. W przypadku
poszczegblnych wariantéw polimorficznych (tab. 16) najwyzsze wartoSci badanego parametru
w poczatkowym okresie przechowywania odnotowano dla heterozygot CD9/AT (75,6 + 4,0 %,
mediana 74,0 %) a najnizsze dla heterozygot PIWIL4/CT (61,7 + 14,8 %, mediana 63,0 %).
W koncowym etapie badan knury CD9/AT takze prezentowaly najwyzszy odsetek plemnikow

0 wysokim transbtonowym potencjale mitochondrialnym (38,9 + 10,1 %, mediana 40,0 %),

a najnizszy knury DAZL/AC (28,2 + 17,2 %, mediana 25,0 %). Roznice statystycznie istotne
(p < 0,05) zaobserwowano tylko dla genu CD9 pierwszego i trzeciego dnia: nizsze wartosci
przyjmowat wariant AA odpowiednio 64,3 + 17,8 %, mediana 67,8 % i 50,0 + 21,5 %, mediana
51,0 %, a wyzsze wariant AT — 75,6 = 4,0 %, mediana 74,0 % i 63,7 £ 10,4 %, mediana 65,0 %.

Z danych zawartych w tabeli 17. wynika, ze pierwszego dnia konserwacji istotne réznice (p < 0,05)
a zarazem najwyzszy odsetek plemnikow o wysokim transblonowym potencjale mitochondrialnym
zaobserwowano u knuréw mieszancoéw duroc x pietrain (77,2 = 7,5 %, mediana 78,8 %) a najnizsze
warto$ci u knurow duroc (60,4 + 16,3 %, mediana 63,5 %). Siddmego dnia badan najwyzsze wartosci
tego parametru prezentowaly takze knury duroc x pietrain (43,6 £ 17,6 %, mediana 44,5 %)
a najnizszg warto$¢ odnotowano u knuréw PIC (25,4 + 22,0 %, mediana 20,0 5, p < 0,05). Trzcinska
1 wsp. (2008) analizujac ejakulaty mieszancow w czasie przechowywania stwierdzili obnizenie udziatu
plemnikéw o wysokim potencjale mitochondrialnym i wzrost odsetka plemnikéw o niskim potencjale.
Wykazali rowniez wysoki wspotczynnik korelacji migdzy plemnikami o wysokim transbtonowym
potencjale mitochondrialnym a ruchliwoscig. Oszacowane wspotczynniki korelacji w niniejszych
badaniach w pelni potwierdzaja wyniki powyzszej autorki, bowiem pomigdzy odsetkiem plemnikow
o wysokim potencjale mitochondrialnym a wszystkimi wskaznikami charakteryzujacymi ruch
plemnikéw powyzsze wspotczynniki korelacji przyjmowaty wartosci dodatnie statystycznie istotne
(p < 0,001). Odwrotne natomiast, ujemne wartosci, w zdecydowanej wigkszosci przypadkow,
wystgpity migdzy plemnikami o niskim potencjale mitochondrialnym i plemnikami z nieaktywnymi
mitochondriami (tab. 32). W czasie przechowywania wraz z obnizeniem odsetka plemnikoéw
0 wysokim transbtonowym potencjale mitochondrialnym obserwowano istotny (p < 0,01) wzrost
sredniego udzialu plemnikéw o niskim transbtonowym potencjale mitochondrialnym, a takze wzrost
plemnikéw z nieaktywnymi mitochondriami (p < 0,01). Dziekonska i wsp. (2013) zaobserwowali,
ze wydhuzony czas przechowywania wptywa na funkcjonowanie mitochondriéw i znaczgco obniza
odsetek plemnikéw z aktywnymi mitochondriami, co upos$ledza ruchliwo$¢ plemnikéw. Znaczacy
roOwniez okazal si¢ stosowany rozcienczalnik wykorzystany do przygotowania dawek
inseminacyjnych. Obnizenie aktywnos$ci mitochondriéw w trakcie przechowywania zaobserwowano
takze w badaniach innych autorow (Dziekonska i Strzezek, 2011; Gaczarzewicz i wsp., 2015;

Wysokinska, 2020; Henning i wsp., 2022a).
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W tabeli 18. przedstawiono migdzy innymi S$redni udzial plemnikow o niskiej aktywnosci
mitochondriéw, ktory wykazywat tendencje wzrostowa od 13,6 + 17,1 % w pierwszym dniu do 28,6
+ 19,2 % w dniu ostatnim i przyjmowal zblizone wartosci dla kazdego z analizowanych gendw.
Istotne roznice stwierdzono w przypadku genu CD9 migdzy polimorficznymi wariantami AA i AT
kazdego dnia do$§wiadczenia przy poziomach istotnosci: p < 0,01 — pierwszego, trzeciego i siodmego
dnia, przy p < 0,05 w piatym dniu. Tabela 19. przedstawiajaca odsetek plemnikow z nieaktywnymi
mitochondriami w kolejnych dniach przechowywania pozwala zaobserwowac, ze knury o genotypie
PIWIL4/CC w pierwszym dniu charakteryzowaly si¢ najwyzszg wartoscig tego parametru (24,2
+ 8,4 %, mediana 26,0 %) a heterozygoty PIWIL4/CT — najnizsza (20,4 + 5,4 %, mediana 19,0 %). Nie
stwierdzono jednak statystycznie istotnych rdéznic migdzy tymi cechami. Istotne rdznice
zaobserwowano natomiast siodmego dnia miedzy osobnikami CD9/AA (40,3 + 12,2 %, mediana
38,0 %) a osobnikami CD9/AT (47,9 + 8,6 %, mediana 46,5 %, p < 0,05). Genotyp CD9/AT
w siodmym dniu badan przybieral najwyzsze wartoSci tego parametru spo$rod wszystkich
analizowanych polimorfizméw. Kolejne réznice w ostatnim dniu obserwacji odnotowano migdzy
genotypem DAZL/CC (34,9 = 10,0 %, mediana 33,0 %), a genotypem homozygotycznym DZAL/AA
(42,4 + 12,7 %, mediana 41,0 %, p < 0,05) oraz genotypem heterozygotycznym DAZL/CT (42,9
+ 11,4 %, mediana 33,0 %, p < 0,01). Knury DAZL/CC prezentowaly najnizsze wartosci wsrod
wszystkich analizowanych wariantow. Zaobserwowana zmiana udzialu plemnikow z nieaktywnymi
mitochondriami w czasie przechowywania informuje o zwigkszeniu przepuszczalnosci wewnetrznej
btony mitochondrialnej, co prowadzi do spadku potencjatu transbtonowego i utraty prawidlowych
funkcji plemnika, a takze moze inicjowa¢ procesy apoptyczne w komorce (Trzcinska i wsp., 2008).
Jak podajg Nesci i wsp. (2020) zaburzona aktywno$¢ mitochondriéow jest przyczyng wadliwego
funkcjonowania plemnikow. Niniejsze badania potwierdzaja w znacznym stopniu stwierdzenia
powyzszych autoréw Oszacowane bowiem wspotczynniki korelacji migdzy omawianym wskaznikiem
a pozostalymi analizowanymi wskaznikami z wyjatkiem procentu plemnikéw z niskim
mitochondrialnym potencjatem transblonowym, przyjmowaly wysokie wartosci ujemne od -0,52
do -0,86 (p < 0,001). Dysfunkcje tancucha transportu elektronéw w mitochondriach zwigkszajg
poziom reaktywnych form tlenu, powodujac uszkodzenia struktur komorkowych wplywajace
na jakos$¢ nasienia. Wysoki odsetek plemnikéow o ruchu catkowitym czy o ruchu postepowym zalezy

od mitochondrialnej produkciji ATP potrzebnego do prawidlowego funkcjonowania komorek.
6.4. Wplyw czasu przechowywania na parametry ruchu plemnikow

Procesy zachodzace prawidtowo w plemnikach przektadaja sie na ich zywotno$¢ oraz zdolno$é
do ruchu, dlatego tez ocena ruchliwosci jest standardowym parametrem jako$ci nasienia wskazujagcym
na integralno$ci blony komorkowej, stanu przepuszczalnosci blon akrosomalnych czy odpowiedni
status energetyczny. Odsetek plemnikow o ruchu prawidlowym jest podstawowym wskaznikiem

okreslajacym jakos¢ nasienia branym pod uwage przy produkcji dawek inseminacyjnych. Wysokie
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warto$ci tego parametru odzwierciedlaja zdolno$¢ zaptadniajaca gamet (Tejerina i wsp., 2008;
Trzcinska i Bryta, 2017).

W przypadku procentowego udziatu plemnikéw ruchliwych w kolejnych dniach przechowywania
(tab. 20) pierwszego dnia badan najwyzsze 1 najnizsze wartosci zaobserwowano wsrod
polimorficznych wariantow genu DAZL, odpowiednio dla AC (92,5 + 5,2 %, mediana 93,3 %) oraz AA
(90,7 + 7,4 %, mediana 92,1 %). Sidédmego dnia najwyzsze warto$ci prezentowaty knury PIWIL4/CC
(71,6 = 19,6 %, mediana 67,9 %) a najnizsze osobniki ESR2/AA (60,4 + 22,7 %, mediana 64,1 %).
Czas przechowywania statystycznie istotnie (p < 0,01) wplywal na procentowy udzial plemnikow
ruchliwych. Istotne (p < 0,01) réznice miedzy genotypami stwierdzono w trzecim dniu badan dla genu
ESR2 migdzy wariantem GG (85,2 + 8,5 %, mediana 86,8 %) a wariantami AA (88,3 £+ 5,3 %, mediana
87,8 %) oraz AC (88,2 = 11,2 %, mediana 91,7 %). Z danych przedstawionych w tabeli 22.
dotyczacych procentowego udziatu plemnikéw o ruchu postepowym wynika, ze w pierwszym dniu
przechowywania najwyzsze i najnizsze wartoSci wystgpity w przypadku genu ESR2 u homozygot,
odpowiednio 82,3 +6,7 %, mediana 84,9 % u AA i 75,8 + 10,8 %, mediana 77,2 % u GG. Ostatniego
dnia analiz najwyzszymi warto$ciami tego parametru charakteryzowaly si¢ osobniki o genotypie
PIWIL4/CC (45,6 £17,3 %, mediana 39,0 %) a najnizszymi osobniki DAZL/AA (35,1 = 17,8 %,
mediana 32,1 %). Stwierdzono, ze czas konserwacji istotnie (p < 0,01) wptywal na procentowy udziat
plemnikéw wykazujacych ruch postgpowy w kazdej grupie. Istotne réznice migedzy polimorficznymi
wariantami zaobserwowano tylko w obrebie genu ESR2. Pierwszego (p < 0,05), trzeciego (p < 0,01)
1 pigtego (p < 0,05) dnia badan osobniki o genotypie GG roznily si¢ od pozostatych genotypow AA
i AG.

Ma i wsp. (2013) w badaniach przeprowadzonych na knurach réznych ras zidentyfikowali mutacje¢
A>G w intronie 7 genu DAZL i stwierdzili, ze osobniki heterozygotyczne AG r6znig si¢ istotnie
wyzsza ruchliwoscig plemnikéw od osobnikow GG w obrebie rasy wielka biala i landrace.
Zidentyfikowana przez nich kolejna mutacja C>A w intronie 9 wykazala, ze heterozygotyczne knury
duroc o genotypie AC charakteryzowaly sie istotnie nizszg ruchliwoscia i koncentracjg plemnikow
w ejakulacie niz homozygoty CC i AA. W przedstawionych badaniach (tab. 20) heterozygoty
DAZL/AA przedstawialy najnizsze warto$ci dotyczace ruchu catkowitego na poczatku doswiadczenia.
Nie zaobserwowano jednak istotnych réznic migedzy polimorficznymi wariantami. Gunawan i wsp.
(2012) analizowali SNP w eksonie 5 genu ESR2, wsrod osobnikow pietrain oraz pietrain x Hampshire
i stwierdzili, ze knury AA charakteryzowaly si¢ istotnie wyzsza ruchliwoscig i mniejszg liczba
plemnikéw z kropla cytoplazmy (p = 0,06) niz osobniki o genotypie AG lub GG, ktore byly powigzane
z gorszymi cechami ejakulatow. W przeprowadzonych badaniach (tab. 20) potwierdzone zostaly
doniesienia ww. autoro6w. Osobniki o genotypie ESR2/GG charakteryzowal najnizszy procent
plemnikéw wykazujacych ruch trzeciego dnia badan, gdzie odnotowano istotne réznice migdzy

wariantem GG a pozostaltymi wariantami AA i AC (p < 0,01). Podobnie relacje zaobserwowano

50



6. Wyniki i dyskusja

w przypadku plemnikéw o ruchu postepowym (tab. 22), gdzie istotnie najnizsze wartosci przyjmowatly
knury o genotypie ESR2/GG. Kaewmala i wsp. (2011) analizujgc nasienie knuréw pietrain oraz
pietrain x Hampshire wykazali istotny zwigzek SNP w intronie 6 w przypadku genu CDO9,
stwierdzajac, ze osobniki o genotypie AA charakteryzowaly si¢ wyzszym odsetkiem plemnikéw
ruchliwych niz osobniki AT i TT. Cho i wsp. (2015) u knuréw rasy duroc, rowniez stwierdzili istotne
réznice w udziale plemnikéw wykazujacych ruch na korzys¢ genotypu AA. Kumar i wsp. (2015)
analizujac nasienie buhajow rasy frieswal (hf x sahiwal) rowniez zaobserwowali istotny zwigzek SNP
w intronie 6 dla genu CD9 z ruchliwos$cia, tym razem jednak to heterozygoty AB wyré6znialy sig
wyzsza koncentracjg oraz wyzszym odsetkiem plemnikéw ruchliwych. W badanej populacji nie

zaobserwowano jednak genotypow BB.

Analizujac ruch catkowity wzgledem ras/grup genetycznych w kolejnych dniach przechowywania
(tab. 21) najwyzszy udzial plemnikoéw ruchliwych zaobserwowano u knuréw PIC (pierwszego dnia
95,1 + 4,4 %, mediana 97,1 %; siddmego dnia 74,6 + 19,2 %, mediana 81,2 %) a najnizszy u knuréw
wbp (pierwszego dnia 88,6 + 8,1 %, mediana 90,8 %; sibdmego dnia 50,5 £+ 19,9 %, mediana 48,0 %).
Osobniki PIC réznity sie istotnie (p < 0,05) od pozostatych; pierwszego dnia badan
od duroc x pietrain, pbz oraz wbp; trzeciego dnia stwierdzono réznice miedzy nimi a wszystkimi
pozostatymi rasami/grupami genetycznymi; piatego dnia od wbp; a ostatniego od duroc i wbp.
Rozpatrujac ruch postepowy w odniesieniu do rasy/grupy genetycznej (tab. 23) pierwszego dnia
przechowywania zaobserwowano, ze knury PIC charakteryzowaly si¢ najwyzszym procentowym
udziatlem na poziomie 82,7 + 9,2 %, mediana 86,2 % a najnizsze wartosci przyjmowaly mieszance
duroc x pietrain 73,8 £ 12,1 %, mediana 73,3 %. Rodznice te zostaly potwierdzone statystycznie
(p <0,05), dodatkowo samce PIC roznity si¢ takze od wbp (74,8 = 11,2 %, mediana 77,1 %, p < 0,05).
Sidodmego dnia najwyzsze wartosci tego parametru stwierdzono rowniez u knurow PIC (41,7 + 21,8
%, mediana 37,1 %), ktére razem z knurami pbz (40,9 £+ 20,4 %, mediana 40,3 %) istotnie (p < 0,05)
roznity si¢ od wbp (25,5 £ 17,5 %, mediana 25,9 %) przyjmujacych najnizsze wartosci.
U czystorasowych samcow wbp w kazdym dniu badan odnotowano najnizszy udzial plemnikow
wykazujacych ruch postepowy. Trzeciego dnia analiz istotnie (p < 0,05) roznity sie od PIC i pbz,
a pigtego tylko od pbz.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze czas konserwacji nasienia miat istotny (p < 0,01) wplyw
na ruchliwo$¢ plemnikow. Wraz z uplywem czasu przechowywania, w nasieniu sukcesywnie
zmnigjszat si¢ udzial plemnikéw ruchliwych, plemnikéw o ruchu postgpowym a wzrastal udziat
plemnikéw wykazujacych ruch wolny lub niewykazujgcych ruchu. Podobne wyniki dotyczace ruchu
catkowitego oraz zmniejszenia odsetka plemnikow o ruchu postgpowym w czasie konserwacji
uzyskato wielu autorow. Nalezy jednak podkresli¢, ze oprocz czynnikow zwigzanych z uzytkowaniem
knura na parametry ruchu podczas konserwacji wptyw moze mie¢ zastosowany rozcienczalnik lub

sposob przechowywania przygotowanych dawek a takze emisja drgan podczas transportu. (Tejerina
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i wsp., 2008; Bielas i wsp., 2017; Dziekonska i wsp., 2017a; Namuncura i wsp., 2020; Tamanini
i wsp., 2022; Hafemeister i wsp., 2023).

W praktyce inseminacyjnej nadal podstawowa metoda oceny prawidtowosci ruchu plemnikéw jest
metoda mikroskopowa z uzyciem stolika Bloma, ktora jest prosta i nie wymaga duzych naktadow
finansowych. Jest to jednak metoda subiektywna i w duzym stopniu zalezy od umiejetnosci
i do$wiadczenia badajacego. W niniejszych badaniach prawidtowo$¢ ruchu plemnikdéw oceniano
obiema metodami, tradycyjna i za pomoca CASA. Oszacowane wspolczynniki korelacji zamieszczone
w tabeli 32. wskazujg na $ciste zaleznosci migdzy wskaznikami charakteryzujacymi ruch plemnikow
okre$lany tymi dwoma metodami. Miedzy ruchem postepowym ocenianym na stoliku Bloma
a plemnikami ruchliwymi i plemnikami o ruchu postgpowym ocenianym za pomoca systemu CASA
wynosity one odpowiednio rs = 0,81 i rs = 0,86 (p < 0,001). Uzyskane wyniki potwierdzatyby
wczesniejsze spostrzezenia niektorych autorow, ze tradycyjna ocena mikroskopowa ruchu plemnikow
pozwala na poprawne oszacowanie i selekcje ejakulatow, zwlaszcza w odniesieniu do nasienia
charakteryzujacego si¢ dobrg lub ztg jakoscia. Trudniej natomiast postawi¢ dokladng diagnoze
na podstawie tych badan w przypadku nasienia o obnizonych parametrach ,,subfertility”, co moze
dotyczy¢ 7 — 10 % knuréw (Roca i wsp., 2015). W przypadku podejrzen co do wartosci biologicznej

nasienia takich osobnikéw celowym jest wykonanie badan za pomoca CASA.

Jako$¢ nasienia na fermach, ktore zbieraja, oceniaja, rozcienczaja, pakuja i dystrybuuja dawki
inseminacyjne jest oceniana gtéwnie na podstawie koncentracji plemnikoéw, ich ruchliwosci,
a w niektorych przypadkach morfologii. Jest to podstawowa ocena stosowana dla knuréw cechujacych
si¢ wysokimi parametrami jako$ci nasienia. Na przestrzeni lat opracowano dodatkowe testy
funkcjonalne, umozliwiajace prowadzenie diagnostyki w celu odnotowania nawet subtelnych zmian
na poziomie struktur subkomoérkowych i funkcji poszczegélnych organelli plemnika (Silva i Gadella,
2006; Kordan i wsp., 2013; Maside i wsp., 2023). Komputerowo wspomagana analiza nasienia
wykorzystywana jest gtownie do okres$lania ruchliwosci, koncentracji oraz morfologii plemnikow.
Ocena ruchliwo$ci plemnikéw za pomocg systeméw CASA uwazana jest za szybkg i1 bardziej
obiektywng w poroéwnaniu z rutynowa metoda mikroskopowa. Wprowadzenia odpowiednich ustawien
wstepnych oraz standaryzacja procedury pomiarowej daje mozliwo$¢ szczegdtowej charakterystyki
parametréw kinetycznych okreslanych na podstawie trajektorii i/lub predkosci plemnikéw

(Broekhuijse i wsp., 2012; Amann i wsp., 2014; Jung i wsp., 2015; Yaniz i wsp., 2018)

Dane dotyczace predkosci krzywoliniowej (VCL, um/s) plemnikow przedstawiono w tabeli 24.
Najwyzsze wartosci tego parametru na poczatku i na koncu doswiadczenia zaobserwowano dla
genotypu CD9/AT, odpowiednio 75,2 &+ 12,7 um/s, mediana 78,8 um/s i 65,8 + 14,5 um/s, mediana
63,1 pum/s. Pierwszego dnia badan osobniki DAZL/AA przyjmowaly najnizsze wartosci VCL
na poziomie 70,3 + 14,5 um/s, mediana 69,2 pm/s a ostatniego dnia byly to samce ESR2/GG (44,7
+ 14,0 um/s, mediana 14,5 pm/s). Obliczenia statystyczne wykazaty istotne (p < 0,05 lub p < 0,01)
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réznice migdzy polimorficznymi wariantami genu CD9 i ESR2 w trzecim, pigtym i sibdmym dniu
testow a dla genu DAZL w dniu trzecim. W trakcie calego okresu przechowywania stwierdzono
istotny (p < 0,01) wptyw czasu na wartos¢ VCL. Zaobserwowano rowniez istotne (p < 0,01) rdznice

migdzyrasowe, wystepujace gtownie miedzy knurami duroc a pbz i wbp.

W przypadku predkosci liniowej (VSL, um/s) obrazujacej zmiany szybkos$ci ruchu postepowego
plemnikéw w czasie przechowywania. (tab. 25) nie stwierdzono istotnych roznic pomiedzy
genotypami w kazdym z badanych gendéw. Najwyzsze wartosci tego parametru w pierwszym dniu
przyjmowaty knury CD9/AT (31,0 + 6,6 um/s, mediana 29,0 um/s) a najnizsze osobniki DAZL/CC
(26,3 + 6,5 um/s, mediana 25,6 um/s). Ostatniego dnia najwyzsze wyniki uzyskaty samce PIWIL4/CC
(24,1 + 8,2 um/s, mediana 26,7 pm/s) a najnizsze samce ESR2/AG (19,0 = 6,1 um/s, mediana
18,4 pm/s). Czas konserwacji nasienia istotnie (p < 0,01) wptywat na ten parametr pomiedzy kazdym
dniem przechowywania. Stwierdzono istotne (p < 0,01) réznice miedzy knurami pbz a PIC w kazdym

dniu do$wiadczenia, siddmego dnia dodatkowe jeszcze z knurami whp.

Analizujac usredniong predkosé (VAP, pum/s) plemnikow w kolejnych dniach zaobserwowano
istotny (p < 0,01) wplyw czasu na badany parametr (tab. 26). Pierwszego dnia najwyzsze wartoSci
przyjmowaty osobniki PIWIL4/CC (50,3 £ 2,7 pum/s, mediana 50,2 um/s) a najnizsze osobniki
ESR2/GG (44,9 + 7,4 um/s, mediana 45,9 um/s). Ostatniego dnia najwyzsze i najnizsze wartosci
odnotowano dla genu PIWIL4, odpowiednio u homozygot CC (34,7 + 6,5 um/s, mediana 32,0 pm/s)
i heterozygot CT (28,0 = 9,2 um/s, mediana 28,4 pm/s). Istotne réznice stwierdzono miedzy
wariantami genu ESR2, trzeciego dnia na poziomie p < 0,01 a pigtego dnia przy p < 0,05.
W przypadku tej predkosci stwierdzono rowniez istotny (p < 0,01) wptyw czasu podczas konserwacji.
Kazdego dnia odnotowano roznice w obrebie ras/grup genetycznych. Istotnie (p < 0,01) roznity sie:
pierwszego dnia — PIC z duroc x pietrain i wbp, drugiego dnia — pbz z duroc x pietrain, trzeciego dnia

—pbz z duroc, PIC i wbp, siodmego — pbz z whp.

W trakcie konserwacji nasienia zaobserwowano zmiany szczegdélowych parametrow kinetycznych.
Wyrazna tendencja spadkowa wskaznikow zwigzanych w predkoscia plemnikow pozwolita
na stwierdzenie istotnego (p < 0,01) oddzialywania czasu przechowywania na zmiany predkosci
krzywoliniowej VCL — sredniej predkosci plemnikow po rzeczywistej $ciezce ruchu, liniowej
VSL — s$redniej predkosci plemnika w linii prostej od poczatku do konca $ciezki oraz usrednionej
VAP — éredniej predkosci plemnika po $ciezce usrednionej. Podobne wyniki zwigzane z obnizeniem
srednich warto$ci analizowanych parametrow predkosci w czasie konserwacji uzyskali inni autorzy.
Zaobserwowali oni rowniez wystepowanie dodatnich korelacji migdzy VCL i VSL a odsetkiem
plemnikéw wykazujacych ruch (Nizanski i wsp., 2006; Bielas i wsp., 2017; Menegat i wsp., 2017,
Pena i wsp., 2023).
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Zaprezentowane dane w tabeli 27. wskazuja na brak wplywu czasu konserwacji nasienia
na liniowos¢ ruchu plemnikéw (LIN, %, stosunek VSL/VCL). W trakcie przechowywania
obserwowano sukcesywny wzrost tego parametru z $redniej wartosci poczatkowej okoto 40,0 %
do 44,0 %. Statystycznie istotne (p < 0,01) réznice odnotowano siddmego dnia badan migdzy
homozygotami CD9/AA a heterozygotami CDO9/AT, trzeciego dnia istotnie (p < 0,05) rdéznity si¢
osobniki DAZL/AA i DAZL/AC, w przypadku genu ESR2 istotne (p < 0,05) roéznice zaobserwowano
piatego i siodmego dnia migdzy homozygotami GG a heterozygotami AG. Istotne (p < 0,01) rdznice
miedzy rasami stwierdzono piagtego dnia przechowywania mi¢dzy knurami duroc a mieszancami duroc

X pietrain oraz czystorasowymi wbp oraz siodmego dnia migdzy duroc a duroc x pietrain, pbz i wbp.

Czas konserwacji nasienia miat jednak istotny wptyw (p < 0,01) na prostos¢ ruchu plemnikow
(STR, %, stosunek VSL/VAP). Zaobserwowano rdznice mi¢dzy dniem pierwszym a pozostalymi oraz
miedzy dniem trzecim i pigtym a siodmym. Srednia warto$¢ tego parametru w czasie przechowywania
wzrosta z 59,1 % do 68,3 %. Dane opisujace ten parametr w tabeli 28. wskazujg na istotne (p < 0,01)
roznice migdzy wariantami genu CD9 pierwszego dnia badan. W przypadku genu DAZL
zaobserwowano roznice migedzy osobnikami AA i AC w trzecim, pigtym i sibdmym dniu przy p < 0,05.
W obrebie polimorficznych wariantow genu ESR2 takze odnotowano rdznice miedzy genotypami
AG i GG, trzeciego dnia przy p < 0,05, pigtego i siodmego — p < 0,01. W poczatkowym okresie badan
stwierdzono istotne (p < 0,05) réznice migdzy knurami PIC a duroc X pietrain, pbz i wbp, natomiast

w koncowym miedzy PIC a duroc.

Zaobserwowano takze istotny wptyw (p < 0,01) czasu na parametry oscylacji toru rzeczywistego
(WOB, %, stosunek VAP/VCL), stwierdzono réznice mi¢dzy dniem pierwszym a trzecim i siodmym.
Srednia warto$é tego parametru w czasie przechowywania zmalata z 66,5 % do 63,2 %. W tabeli 29.
informujacej o tym wskazniku przedstawiono roznice istotne statystycznie (p < 0,05 lub p < 0,01)
migdzy wariantami AA i AT genu CD9 w kazdym dniu przechowywania. W przypadku pozostatych
gendw nie zaobserwowano znaczgcych zamian. Stwierdzono natomiast istotne (p < 0,05) rdznice
mi¢dzy knurami wbp a knurami pozostalych ras/grup genetycznych w czasie trwania calego

doswiadczenia.

Czas przechowywania wplywatl takze na amplitude bocznych wychylen gtéwki (ALH, pm).
Odnotowano istotne (p < 0,01) r6znice migdzy dniem pierwszym a pozostalymi oraz migdzy dniem
trzecim a pigtym i siodmym. Analizujac dane zamieszczone w tabeli 30. dotyczace ALH stwierdzono
roéznice miedzy genotypami CD9/AA a CD9/AT pierwszego dnia przy p < 0,05, w pozostatych dniach
przy p < 0,01 oraz migdzy ESR2/AA a ESR2/AG i ESR2/GG trzeciego i pigtego dnia, a takze siddmego
dnia miedzy ESR2/AA a ESR2/GG istotne na poziomie p < 0,05. Srednie wartosci tego parametru
wynosily od 3,6 um na poczatku konserwacji do 3,1 pm na koncu. Analizujac wptyw rasy na ALH
w kolejnych dniach przechowywania stwierdzono istotne (p < 0,05) réznice wystepujace pierwszego

dnia migdzy knurami PIC a pbz i wbp, w pozostatych dniach pomigdzy knurami duroc i PIC
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a pozostatymi duroc x pietrain, pbz i wbp. W przypadku czgstotliwosci bocznych wychylen gtowki
plemnika (BCF, Hz) zaobserwowano réznice istotne statystycznie (p < 0,05) pomig¢dzy pigtym
a siddmym dniem przechowywania. Odnotowano takze istotne (p < 0,05) roznice migdzy
homozygotami a heterozygotami genu ESR2 kazdego dnia przechowywania (tab. 31). Dodatkowo
przez caty okres konserwacji stwierdzono istotne (p < 0,05) réznice migdzy osobnikami PIC a pbz
i duroc. Srednie wartoéci tego parametru byly zblizone przez caly czas trwania konserwacii,

pierwszego dnia BFC wynosita 6,2 um a ostatniego 6,4 pm.

W badaniach wilasnych dotyczacych wptywu czasu konserwacji na jako$¢ nasienia stwierdzono
wzrost wskaznikow LIN, STR, BCF oraz spadek WOB i ALH. Tendencje wzrostowe parametrow LIN
i STR s3 zgodne z wynikami uzyskanymi przez Bielasa i wsp. (2017) oraz Pena i wsp. (2023),
odwrotne jednak w przypadku wynikéw uzyskanych dla BCF, gdzie autorzy odnotowali obnizenie
wartos$ci tego parametru. Zaobserwowane tendencje spadkowe wskaznikow WOB i ALH sa zgodne
z badaniami Bielasa i wsp. (2017), Dziekonskiej i wsp. (2017b), Menegat i wsp. (2017), Pena i wsp.
(2023).

Zaburzenia ruchu plemnikéw mogg wynika¢ z utraty stabilnosci btony komodrkowej i/lub
dysfunkcji mitochondriow. Podczas dlugoterminowego przechowywania nasienia utrzymanie przez
plemniki zdolnosci do ruchu postepowego jest SciSle zwigzane z aktywnos$cig mitochondriow.
Uwzgledniajac czas przechowywania analizowane parametry aktywnosci mitochondriow
korespondowaty ze zmianami ruchliwosci plemnikow. Oszacowane warto$ci wspoOtczynnikow
korelacji migdzy parametrami charakteryzujacymi ruch plemnikéw a plemnikami o wysokim
mitochondrialnym potencjale transbtonowym przyjmowaty dosy¢ wysokie statystycznie istotne

wartosci dodatnie.

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze w przypadku niektorych analizowanych wskaznikow
charakteryzujacych integralnos¢ btony komorkowej, stopien uszkodzenia akrosomu, aktywnosc¢
mitochondriow i ruchliwo$¢ plemnikéw wystgpowaly istotne rdéznice miedzy poszczegdlnymi
wariantami  polimorficznymi badanych genéw co pozwala przypuszczaé o genetycznym ich
uwarunkowaniu i ewentualnych mozliwosciach wykorzystania w selekcji knuréw do dalszego
uzytkowania rozptodowego. W przypadku niektorych jednak cech, stwierdzano jednoczesnie istotny
wplyw grupy genetycznej/rasowej co nie pozwala na tak jednoznaczne stwierdzenie i potrzebe
uwzglednienia rowniez tego czynnika. Sklania to rowniez do dalszych prac i wyjasnienia

nasuwajacych si¢ watpliwosci na wigkszym liczebnie materiale.
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7. Spostrzezenia i wnioski
Przeprowadzone badania pozwalajg na wyciagnigcie nastepujacych stwierdzen i wnioskow:

1. W badaniach dowiedziono, ze czas konserwacji ma znaczacy wplyw na jako$¢ nasienia knura
przechowywanego przez 7 dni. W kolejnych dniach konserwacji stwierdzono istotne obnizenie
ruchliwo$ci, integralno$ci btony komodrkowej, integralno$ci akrosomu oraz aktywnosci
mitochondriow plemnikow. W celu efektywniejszego wykorzystania potencjalu biologicznego
nasienia przechowywanego w stanie plynnym =zaleca¢ mozna wykonywanie zabiegow

inseminacyjnych nasieniem o ile to mozliwe jak najkrocej konserwowanym.

2. Analizujac polimorfizm poszczegdlnych gendw najwigcej istotnych zaleznosci odnotowano
w przypadku genow DAZL i ESR2. Dotyczyly one glownie wskaznikow oceny szacunkowej oraz
szczegotowe] wykonanej metodami tradycyjnymi pod mikroskopem. Sugeruje to mozliwos¢
wykorzystania tych gendw w prognozowaniu przydatnosci nasienia do konserwacji w stanie
ptynnym, a powszechne wykorzystanie powyzszych metod w praktyce laboratoryjnej powinno

sprzyja¢ wykonaniu badan na licznym materiale.

3. Wykazano istotne réznice migdzy wariantami genu CD9 w przypadku wskaznikow
charakteryzujacych kinetyke i zywotno$¢ plemnikow. Ze wzgledu jednak na niska frekwencje
genotypu AT oraz bardzo niska frekwencje genotypu TT, uniemozliwiajaca uwzglednienie
go w analizie statystycznej, nalezatoby kontynuowa¢ badania na wigkszej grupie knurow, w ktorej
te genotypy bylby czesciej reprezentowane. Pozwolitoby to na zweryfikowanie przydatnosci genu
CD9 jako markera mogacego znalez¢ zastosowanie w programach selekcyjnych zmierzajacych

do poprawy efektywnos$ci konserwacji nasienia knurow w stanie ptynnym.

4. W przypadku niektérych analizowanych wskaznikow charakteryzujacych ruch plemnikow
ocenianych systemem CASA oraz integralno$¢ blony komoérkowej i aktywnos$¢ mitochondriow
ocenianych metodami fluorescencyjnymi wykazano wystgpowanie istotnych réznic w obrebie
form polimorficznych analizowanych genéow, z wyjatkiem genu PIWIL4. Stwierdzony
jednocze$nie istotny wptyw rasy/grupy genetycznej knuréow na ksztattowanie sie tych cech, nie
pozwala na jednoznaczng preferencje nasienia knuréw z dang formga polimorficzng do konserwacji
w stanie ptynnym. Wykonanie prac na wigkszej liczbie zwierzat w obrebie danej rasy/grupy
genetycznej mogloby przyczyni¢ si¢ do wyjasnienia roli tych genéw w determinacji cech jako$ci

nasienia knuréw.

5. Uzyskane wyniki wskazuja, ze na jakos$¢ nasienia w czasie jego przechowywania istotny wptyw
wywiera rasa/grupa genetyczna. Ogolnie najwyzszymi warto$ciami analizowanych wskaznikow
W czasie konserwacji, z wyjatkiem wysokiej aktywno$ci mitochondridow, charakteryzowatly sie¢
knury PIC, a najnizszymi knury rasy wbp, u ktorych migdzy pierwszym a ostatnim dniem

przechowywania wystapity najwigksze roznice.
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6. Wykazane pozytywne zalezno$ci migdzy procentowym udzialem plemnikéw o ruchu postepowym
ocenianym szacunkowo pod mikroskopem a wskaznikami ruchliwo$ci plemnikéw ocenianymi
systemem CASA, wskaznikami charakteryzujacymi integralnos¢ ich blony komorkowej
1 aktywno$¢ mitochondriow wskazuja na duza wiarygodno$¢ i1 przydatno$¢ powszechnie
wykorzystywanej metody w praktyce laboratoryjnej do okreslania jako$ci nasienia i kwalifikacji

ejakulatow do dalszego wykorzystania w inseminacji.
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10. Tabele

Tab. 8. Wartosci analizowanych cech nasienia po pobraniu od knuréw dla poszczegolnych wariantow polimorficznych badanych genéw

. Miara L 3 Koncentracja Liczba Ruch postepowy  Ruch postepowy
Gen Warlant n statystyczna Objetos¢ [em’] [tys./ mm?] plemnikéw [mld]  plemnikow [%]  plem. dzien 1. [%]
CD9 AA 167 x+SD 252,0+93,0 403,3 + 143,6 74,9 +£253 79,8+5,4 753+£11,9
mediana 245,0 363,0 71,4 80,0 75,0
min — max 100,0 - 620,0 140,0 — 906,0 31,7-176,1 70,0-90,0 40,0 - 95,0
AT 18 x+SD 220,4 + 74,8 428,4 + 181,4 67,4 +233 756 +7,8 76,2+94
mediana 218,0 373,0 62,8 80,0 80,0
min — max 113,0-359,0 230,0 —954,0 39,0-114,6 50,0-80,0 50,0-85,0
185 ogolnie (x + SD) 248,9+91,7 405,7 £147,3 74,2 +£252 79,4+528 754+ 11,6
DAZL AA 89 x+SD 234,9 £ 87,1 442,01 + 164,7 76,9 £ 27,6 80,4+54 73,4+ 13,1
mediana 229,0 408,02 73,6 80,0 75,0
min — max 100,0 — 475,0 163,0 — 906,0 31,7-176,1 70,0-90,0 40,0 — 95,0
AC 61 x+SD 258,2 + 90,7 384,0 £ 163,7 72,7+250 78,0+6,2 759+11,2
mediana 259,0 355,0 67,5 80,0 80,0
min — max 110,0 - 530,0 140,0 - 954,0 32,3-150,9 50,0-90,0 40,0 - 95,0
CcC 39 x+SD 277,1+£102,7 363,9+102,1 75,3+23,6 79,1+54 782+84
mediana 250,0 350,0° 72,2 80,0 80,0
min — max 128,0 - 620,0 153,0 — 655,0 39,0 -167,1 70,0-90,0 50,0 -90,0
189 ogoblnie (x + SD) 251,1+92.7 407,2 + 1480 75,2+ 259 79,3+ 5,7 752+11,8
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Cd. Tab. 8.

. Miara L 3 Koncentracja Liczba Ruch postepowy  ‘Ruch postepowy
Gen Wariant : statystyczna Objetosé [em’] [tys./mm®] plemnikow [mld] plemnikéw [%]  plem. dzien 1. [%]

ESR2 AA 29 x +SD 291,4+129,8 351,5+117,6 70,3 +21,5 78,6 +4,3 76,1+10,9
mediana 268,04 331,04 69,6 80,0 75,0

min — max 118,0 - 620,0 140,0 - 588,0 33,6 -110,2 70,0-89,0 40,0 - 95,0

AG 64 X +SD 271,7+ 77,4 386,5 + 144,5 78,4 £26,9 791+4,4 77,2+12,0
mediana 264,04 349,5 73,4 80,0 80,0

min — max 113,0 -480,0 150,0 - 954,0 42,2 -176,1 70,0-90,0 40,0 - 95,0

GG 95 X +SD 225,1+ 81,7 438,1 £ 153,3 74,5+26,6 79,7+6,9 735+11,9
mediana 217,08 410,08 71,3 80,0 75,0

min — max 100,0 - 440,0 199,0 — 906,0 31,7-150,9 50,0-90,0 40,0 — 95,0

188 ogolnie (x + SD) 251,2+929 407,2 + 1484 75,2 +26,0 79,3+5,8 752+ 11,8

PIWIL4 CC 8 X +SD 199,8 £ 33,2 508,5 + 215,9 78,3+31,7 78,8+ 6,4 76,0 £ 14,7
mediana 195,0 440,5 64,9 80,0 80,0

min — max 148,0 — 260,0 306,0 — 906,0 53,1-142,7 70,0-90,0 50,0 - 85,0

CT 26 X +SD 246,8 + 100,2 435,7 +174,9 79,4 £30,9 80,8+ 7,4 739+12,6
mediana 229,5 400,0 77,8 80,0 75,0

min — max 100,0 - 524,0 163,0 -812,0 31,7-150,9 70,0-90,0 45,0 -90,0

T 154 X +SD 254,3+933 397,3+137,9 74,3+249 791+£5,4 75,3+£11,6
mediana 245,5 359,5 71,4 80,0 75,0

min — max 102,0 - 620,0 140,0 — 954,0 32,3-176,1 50,0-90,0 40,0 - 95,0

188 ogoblnie (x + SD) 250,9+929 407,4 + 148,4 75,2 +26,0 79,3+5.8 751+11,8

Objasnienia: ! procent plemnikéw o ruchu postepowym okre$lany na stoliku Bloma w pierwszym dniu badan; a, b i A, B - warto$ci oznaczone ré6znymi
literami wskazuja r6znice istotne statystycznie pomigdzy wariantami polimorficznymi odpowiednio: p <0,05 i p <0,01 (test Kruskala-Wallisa).
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Tab. 9. Wartosci analizowanych cech nasienia po pobraniu od knuréw w poszczegdlnych grupach genetycznych

Grupa Miara Objetosé [cm?] Koncentracja Liczba plemnikow Ruch postgpowy 'Ruch postepowy
genetyczna statystyczna Je [tys./mm?] [mid] plemnikow [%] plem. dzien 1. [%]
duroc 50 x+SD 186,2 +£ 60,8 508,8 +160,0 76,1+ 28,2 83,2 +4,7 75,8+ 11,5
mediana 175,0A 48754 69,0 80,04 75,0
min — max 100,0 — 353,0 269,0 - 906,0 33,9-150,9 80,0-90,0 50,0 — 95,0
duroc x 25 x +SD 256,1 + 87,4 4245+ 176,4 75,1+24,5 748 +7,1 72,2+11,0
pietrain mediana 240,08 376,0 76,0 80,08 75,0
min — max 113,0-434,0 163,0 —954,0 43,2 136,9 50,0 - 80,0 45,0 - 85,0
pbz 52 x +SD 286,5+106,8 352,5+104,1 73,5+ 21,0 78,6 +4,4 75,1+11,3
mediana 264,58 333,58 71,4 80,08 75,0
min — max 116,0 - 620,0 140,0 - 624,0 33,6 1368 70,0 90,0 40,0 - 95,0
PIC 32 x +£SD 268,4 £ 75,0 354,5+102,7 75,6 +£ 32,5 79,8+5,6 79,5+10,9
mediana 265,08 32558 68,8 80,0 80,04
min — max 110,0-421,0 199,0 - 600,0 31,7-176,1 70,0-90,0 45,0 -90,0
wbp 30 x +SD 275,4 + 81,2 374,8+123,2 76,3 + 24,6 775+43 69,8+ 13,4
mediana 277,58 344,08 73,2 80,08 75,08
min — max 128,0 —448,0 150,0 - 590,0 40,6 — 1404 70,0-80,0 40,0 - 85,0
189  ogdlnie (¥ + SD) 251,1+92,7 407,2 + 148,0 75,2 +£25.9 79,3+5,7 752+ 11,8

Objasnienia: ! procent plemnikéw o ruchu postepowym okre$lany na stoliku Bloma w pierwszym dniu badan; A, B - warto$ci oznaczone réznymi literami
wskazuja roznice istotne statystycznie pomigdzy grupami genetycznymi - p < 0,01 (test Kruskala-Wallisa)
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Tab. 10. Wskazniki analizowanych cech nasienia oceniane na podstawie barwienia roznicowego (eozyna-nigrozyna) w pierwszym dniu przechowywania dla
poszczegblnych wariantow polimorficznych badanych genow

Miara Plemniki Plemniki Plemniki Plemniki Plemniki zywe
Gen Wariant n statvstvcezna rawidtowe [%] z wadami z wadami Z nieuszkodzonym [%] M
ysty prawidlowe [ 7o olownymi [%]  podrzednymi[%]  akrosomem [%]

CD9 AA 171 x+SD 92,0+5,9 34+34 45+45 84,7+9,1 88,9+6,5
mediana 94,0 2,0 35 86,0 90,0

min — max 70,0 -99,0 0,0-18,0 0,0-24,0 56,0 — 100,0 60,0 — 99,0

AT 19 x +SD 92,6 +3,7 3,0+28 44+35 86,7+9,3 87,7+5,8
mediana 92,0 3,5 35 87,0 90,0

min — max 87,0-99,0 0,0-9,0 0,0-12,0 68,0 —99,5 72,0-96,0

190 ogolnie (x + SD) 92,1+5,7 34+34 34+34 849+9,1 88,8 +6,5

DAZL AA 92 x+SD 91,9+5,1 3,9+3,6 42+35 84,4+93 87,9+6,1
mediana 93,0 3,02 4,0 84,0 88,0

min — max 70,0 -99,0 0,0-14,0 0,0-16,0 64,0 — 100,0 65,0 — 98,0

AC 62 x+SD 93,0+5,3 2,8+34 42+39 86,6 + 8,7 90,0+ 6,6
mediana 94,5 2,0° 3,0 88,0 90,0

min — max 73,0-99,0 0,0-18,0 0,0-22,0 56,0 — 100,0 60,0 — 99,0

CC 40 x+SD 91,1+7,1 32+28 58+6,4 84,0+£9,2 88,6 +6,9
mediana 94,0 33 4,0 86,0 88,0

min — max 70,0 -99,0 0,0-10,0 0,0-24,0 65,0 — 100,0 72,0-99,0

194 ogolnie (x + SD) 92,0+5,7 34+34 45+44 85,0+91 88,7+6,5
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. - Plemniki Plemniki Plemniki o
. Miara Plemniki . . . Plemniki zywe
Gen Wariant n statvstvczna rawidlowe [%] z wadami z wadami z nieuszkodzonym [%]
ysty P ’ glownymi [%] podrzednymi [%] akrosomem [%] °
ESR2 AA 30 x+SD 92,1+6,8 2,3+2,7 5,6 £5,9 87,4+8,1 90,3+5,6
mediana 94,0 2,02 4,0 87,54 91,8
min — max 73,0-99,0 0,0-13,0 0,0-23,0 70,0 —100,0 74,0 -98,0
AG 67 x+SD 93,3+4,6 29+27 38+34 86,8 8,7 89,2+6,7
mediana 94,02 2,0 2,5 88,04 90,0
min — max 82,5-99,0 0,0-10,0 0,0-13,0 65,0 — 100,0 65,0 — 99,0
GG 96 x+SD 91,1+5,8 41+39 48=+44 82,9+9,2 88,0+6,5
mediana 92,0° 3,3b 4,0 82,08 88,0
min — max 70,0-99,0 0,0-18,0 0,0-24,0 56,0 — 100,0 60,0 — 98,0
193 ogblnie (x + SD) 92,0+5,7 34+34 46+44 85,0+9,1 88,7+6,5
PIWIL4 CcC 8 x+SD 92,3+5,1 43+32 35+29 82,2+13,9 84,1+104
mediana 92,0 3,8 3,8 83,0 85,0
min — max 84,0 -98,0 0,0-10,0 0,0-8,5 56,0 — 99,0 60,0 — 94,0
CT 26 x+SD 92,8+5,5 35+44 3,7+31 85,6 + 8,6 88,9+54
mediana 94,0 2,0 2,8 86,0 88,0
min — max 78,0 -99,0 0,0-18,0 0,0-10,0 72,0 -100,0 76,0 — 98,0
T 158 x+SD 91,9+5,8 33+3.2 47+47 84,9+ 8,8 88,9+6,4
mediana 94,0 2,0 4,0 86,0 90,0
min — max 70,0 -99,0 0,0-14,0 0,0-24,0 64,0 —100,0 65,0 — 99,0
192 ogolnie (x + SD) 92,0£5,7 34+34 45+44 84,9+9,0 88,7£6,5

Objasnienia: a, b i A, B - warto$ci oznaczone réznymi literami wskazuja rdznice istotne statystycznie pomigdzy wariantami polimorficznymi odpowiednio:
p<0,05ip<0,01 (test Kruskala-Wallisa).
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Tab. 11. Wskazniki analizowanych cech nasienia oceniane na podstawie barwienia réznicowego (eozyna-nigrozyna) w pierwszym dniu przechowywania

w poszczegolnych grupach genetycznych

Grupa Miara Plemniki prawidtowe  Plemniki z wadami Plemniki z wadami . Plerl?ndlkl lemniki 2 o
enetyczna statystyczna [%] gltownymi [%] podrzednymi [%] Z Nieuszkodzonym Plemniki zywe [70]
g akrosomem [%]
duroc 50 x+SD 91,2+6,0 48+4,1 40+44 79,7+7,2 87,3+17,0
mediana 93,5 4,04 2,0 80,04 88,0
min — max 73,0-99,0 0,0-18,0 0,0-22,0 56,0 — 94,0 60,0 — 98,0
duroc x 28 x +SD 91,0+4,9 4,1+3,7 4,8+3,1 90,0 £10,2 86,6 5,8
pietrain mediana 91,5 4,0 4,0 91,08 86,82
min — max 80,5-99,0 0,0-14,0 0,0-10,0 68,0 — 100,0 72,0-96,0
pbz 51 x+SD 92,8+6,4 20+23 52+54 85,9+8,1 89,5+5,6
mediana 95,0 2,08 3,5 86,08 90,0
min — max 70,0 -99,0 0,0-10,0 0,0-24,0 70,0 - 100,0 72,0-98,0
PIC 34 x+SD 94,1+4,2 24+1,8 35+4,1 84,7 +10,1 90,4+17,8
mediana 95,04 2,0 2,5 88,08 91,8°
min — max 78,0 -99,0 0,0-5,0 0,0-20,0 65,0 — 99,5 65,0 -99,0
wbp 31 x +SD 90,7 +£5,3 40+3,5 52+3,9 88,0+7,1 89,9+49
mediana 92,08 4,0 4,0 88,08 90,0
min — max 70,0 - 96,0 0,0-140 0,0-16,0 76,0 — 100,0 81,0-98,0
194  ogolnie (x + SD) 92,0+5,7 34+34 45+44 85,0+9,1 88,7+6,5

Objasnienia: a, b i A, B - warto$ci oznaczone rdéznymi literami wskazujg roznice istotne statystycznie pomiedzy grupami genetycznymi odpowiednio:
p<0,05ip<0,01 (test Kruskala-Wallisa).
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Tab. 12. Odsetek plemnikéw z integralng btong komorkowa oceniang testem fluoroscencyjnym w kolejnych dniach przechowywania nasienia dla
poszczegblnych wariantow polimorficznych badanych genow

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
CD9 AA 133 x +SD 82,1+6,3 77,0+ 84 70,9+10,0 64,1 +13,2
mediana 82,04 775% 71,0A¢ 65,020’
min — max 70,0 - 98,5 43,0-96,5 23,0-92,0 17,0-100,0
AT 13 x +SD 81,3+5,9 74,6 +7,8 64,3+11,0 55,8 +13,9
mediana 81,54 72,048 67,08F 56,0 B BB’
min — max 74,0 - 95,5 64,0 - 90,0 41,0-82,0 32,0-81,0
146 ogdélnie (x = SD) 82,0+6,2 76,8 + 8,4 70,3+ 10,2 63,4+ 13,4
DAZL AA 70 X +SD 81,4 +6,3 75,3+9,0 69,1+ 11,8 61,5+ 13,9
mediana 81,04 745% 69,5¢ 625"
min — max 70,0 -98,5 43.0-92,0 23,0-90,0 17,0-86,5
AC 47 X+ SD 83,0 6,2 78,6 + 8,1 70,6 +9,6 63,6 + 14,2
mediana 83,04 80,0% 715¢ 64,0
min — max 70,0 - 98,5 64,0 - 96,5 50,0 -92,0 30,0 -100,0
cC 30 X+ SD 81,9+6,1 77,3+7,0 71,9+7,2 66,9 + 10,5
mediana 8254 72,3¥% 72,3¢ 69,8
min — max 70,0-94,5 55,0 - 85,0 55,0 - 85,0 39,0 -84,0
147 ogolnie (x + SD) 82,0+6,2 76,7+ 8,4 70,1+ 10,3 63,3+ 13,4
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. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
ESR2 AA 23 x +SD 83,1+7,9 79,1+94 71,8+9,7 62,6 +17,4
mediana 83,54 80,0% 72,0¥% 64,0%
min — max 70,0-945 62,0 - 96,5 55,0-92,0 24,0-100,0
AG 55 X+ SD 82,8+5,5 77,1+7,8 70,2 +10,3 63,8+ 12,4
mediana 82,54 78,5% 71,0¢ 65,0
min — max 71,0 -98,5 43,0-92,0 23,0-86,0 17,0 -82,5
GG 68 x +SD 81,0 +6,1 75,7+ 8,6 69,6 +10,7 63,1 +13,0
mediana 81,04 745% 69,5¢ 63,0”
min — max 70,0 - 95,5 53,0 - 92,5 41,0 -90,0 21,0 - 86,5
146 ogdlnie (x + SD) 82,062 76,8 + 8,5 70,2 £ 10,4 63,3+ 13,5
PIWIL4 cC 5 X +SD 79,7 +4,3 73,7+ 10,1 64,0+ 12,7 55,6 + 7,9
mediana 79,0 75,0 64,0 55,0%
min — max 75,0 - 86,0 58,0 - 84,0 49,0-81,0 46,0 - 64,0
CT 18 x +SD 81,7+73 75,3+13,8 68,4 +16,2 65,4 +£19,0
mediana 81,0~ 76,044 70,0% 67,0888
min — max 72,0-945 43,0 -96,5 23,0-92,0 17,0 -100,0
TT 123 x +SD 82,0+6,0 770+73 70,5+9,1 63,1 +12,6
mediana 82,04 770% 70,0¢ 64,0
min — max 70,0 - 98,5 57,5-92,5 41,0-90,0 21,0-86,5
146 ogdblnie (x + SD) 81,9+6,1 76,7+ 8,4 70,1+ 10,3 63,1+ 13,4

Objasnienia: a, b i A, B - warto$ci oznaczone réznymi literami wskazujg roznice istotne statystycznie pomigdzy wariantami polimorficznymi w danym dniu
przechowywania odpowiednio: p < 0,051 p < 0,01 (test U Manna-Whitneya, test Kruskala-Wallisa); A’, B’, C’, D’, AA’, BB’ - warto$ci oznaczone roznymi
literami wskazuja roznice istotne statystycznie pomigdzy dniami przechowywania w obrebie wariantu polimorficznego - p < 0,01 (test Friedmana).
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Tab. 13. Odsetek plemnikow z integralng blona komorkowa oceniang testem fluoroscencyjnym w kolejnych dniach przechowywania nasienia
w poszczegolnych grupach genetycznych

Grupa Miara Dzien przechowywania
genetyczna statystyczna 1. 3. 5. 7.
duroc 38 x +SD 79,2+53 734+7,8 68,1 +9,6 61,1+11,5
mediana 79,04 725¥% 69,0¢ 625D
min —max 70,0 - 88,0 53,0 -86,0 49,0 - 86,0 21,0-835
duroc x 18 X + SD 84,6 + 7,4 76,7+ 123 67,9 + 16,3 62,9+17,2
pietrain mediana 83,84 76,844 69,0% 61,5888
min — max 73,0-98,5 43,0-92,5 23,0-90,0 17,0-86,5
pbz 38 X +SD 81,7 £ 6,6 77,3+8,0 69,5+9,4 61,9+ 14,1
mediana 82,04 778% 675¢ 61,0
min — max 70,0-945 60,0 — 96,5 50,0-92,0 30,0 -100,0
PIC 32 x +SD 83,5+4,6 79,9+5,3 75,4 £5,5 70,0+ 8,1
mediana 83,54 81,0% 76,0¢ 71,55
min — max 71,0-945 67,0-90,0 64,0 — 88,5 50,0-84,0
wbp 21 x +SD 83,3+ 6,5 77,0+8,7 68,9+10,9 59,8 + 16,1
mediana 83,04 77,0% 68,0% 58,55
min — max 70,0 -98,5 575-92,0 45,0 - 86,0 24,0-825
147 ogdlnie (¥ + SD) 82,0 £6,2 76,7 + 8,4 70,1+ 10,3 63,3 + 13,4

Objasnienia: a, b - warto$ci oznaczone réoznymi literami wskazuja réznice istotne statystycznie pomiedzy grupami genetycznymi - p < 0,05 (test Kruskala-
Wallisa); A’, B’, C’, D’, AA’, BB’ - wartoSci oznaczone réznymi literami wskazuja rdéznice istotne statystycznie pomigdzy dniami przechowywania
w obrebie grupy genetycznej - p < 0,01 (test Friedmana).
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Tab. 14. Odsetek plemnikow z nieuszkodzonym akrosomem ocenianym testem fluorescencyjnym w kolejnych dniach przechowywania nasienia dla
poszczegblnych wariantow polimorficznych badanych genow

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
CD9 AA 132 x +SD 77,5+6,9 72,5+ 8,6 66,3 £10,6 59,7 £ 14,0
mediana 78,34 73,3¥% 67,0A¢ 62,00
min — max 60,0 - 93,0 30,0-93,0 20,0 -86,0 7,0-85,5
AT 13 x +SD 77,6 +6,1 70,7+ 8,5 56,5 £ 15,1 51,5+16,1
mediana 7754 70,0% 60,08 % 52,008
min — max 66,0 - 91,0 55,0-87,0 19,0-74,0 19,0-81,0
145 ogdélnie (x = SD) 775+6,8 72,3+8.,6 65,4+11,4 59,0+ 14,3
DAZL AA 70 x +SD 76,8+73 705+94 64,6 +12,6 57,4 +15,8
mediana 77,04 705% 65,0¢ 59,0
min — max 60,0 -91,0 30,0 -86,5 20,0 -86,0 7,0-85,5
AC 46 X+ SD 78,2 6,2 743+7,9 65,3+ 11,6 58,4 + 13,4
mediana 79,04%AN 74,04AN 66,5488’ 595¥
min — max 60,0 — 89,0 55,0-93,0 19,0-84,5 19,0-78,5
cC 30 X+ SD 78,3+ 6,6 732+7,0 66,8 8,1 63,2+ 11,5
mediana 79,34 73,84 66,5% 65,0%
min — max 64,0 -93,0 58,0 -84,5 44,0 - 80,5 39,0 80,5
146 ogolnie (x + SD) 775+6,8 72,3 +8.6 65,3+ 11,5 58,9+ 14,3
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Cd. Tab. 14.

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
ESR2 AA 22 x +SD 77,7+8,0 73,7+9,4 67,3+10,3 56,4 +15,9
mediana 80,0% 71,84 66,0% 60,5%
min — max 60,0-91,0 58,0 - 93,0 440-84,5 11,0-78,0
AG 55 X+ SD 78,1+ 6,2 72,0+8,5 64,8 +12,3 59,1 + 13,9
mediana 78,54 74,0% 65,0¢ 62,0
min — max 63,0 - 89,5 30,0 - 86,0 19,0 - 83,5 13,0 - 80,5
GG 68 X+ SD 77,1+7,0 72,1+8,5 65,1+ 11,3 59,6 + 14,4
mediana 78,04 71,8¥% 66,0¢ 595D
min — max 60,0 - 93,0 51,0-87,0 33,0-86,0 7,0-855
145 ogélnie (x + SD) 775+ 6.8 723+86 653+ 11,5 58,9+ 14,4
PIWIL4 CcC 5 x +SD 75,8+7,2 68,6 +11,3 60,7 + 14,0 51,5+12,1
mediana 78,0 73,04 59,0 54,0%
min — max 66,0 — 85,0 53,0 -87,0 46,0 - 80,5 34,0 -63,0
CT 17 x +SD 76,0 +£ 6,7 69,3+ 14,2 64,6 +£15,9 58,5+16,2
mediana 75,54 71,044 68,0% 62,0 B8’
min — max 63,0 - 88,0 30,0-93,0 20,0-84,5 13,0-77,0
TT 123 x +SD 77,7+6,8 72,8+74 65,5+10,7 59,2+ 14,2
mediana 79,04 73,0% 65,0¢ 60,0
min — max 60,0 - 93,0 55,0 - 87,0 19,0 - 86,0 7,0-85,5
145 ogdblnie (x + SD) 775+6,8 72,2 +£8,6 65,2+11,5 58,8 £ 14,3

Objasnienia: a, b i A, B - warto$ci oznaczone réznymi literami wskazujg roznice istotne statystycznie pomigdzy wariantami polimorficznymi w danym dniu
przechowywania odpowiednio: p < 0,05 i p < 0,01 (test U Manna-Whitneya, test Kruskala-Wallisa); A’, B’, C’, D’, AA’, BB’ - warto$ci oznaczone réznymi
literami wskazuja roznice istotne statystycznie pomigdzy dniami przechowywania w obrebie wariantu polimorficznego - p < 0,01 (test Friedmana).
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Tab. 15. Odsetek plemnikow z nieuszkodzonym akrosomem
w poszczegolnych grupach genetycznych

ocenianym testem fluorescencyjnym w kolejnych dniach przechowywania nasienia

Grupa Miara Dzien przechowywania
genetyczna statystyczna 1. 3. 5. 7.

duroc 38 x +SD 75,4 £6,2 69,4 £ 8,2 63,9 £10,1 57,6 £13,2
mediana 74,84 69,0% 65,0¢ 58,07

min —max 62,0 — 86,0 51,0 - 83,0 46,0 - 81,0 7,0-78,0

duroc x 18 X + SD 79,3+ 7,4 70,5 £ 13,0 62,7 16,1 57,4+ 18,3
pietrain mediana 80,3# 70,54 645% 58,0%

min — max 63,0-91,0 30,0 - 86,5 20,0 -86,0 13,0-85,5

pbz 37 X + SD 771+7.2 73,1+79 64,3 12,2 56,4 + 13,0
mediana 78,04 73,54 63,0% 55,5%

min — max 60,0 -91,0 55,0 -93,0 19,0-85,0 19,0-78,5

PIC 32 x +SD 79,4 +5,8 75,3+ 6,0 70,5+6,9 66,3 +9,9
mediana 79,84 75,84 72,0% 675%

min — max 64,0 -93,0 64,0 - 85,0 54,0 - 83,5 43,0-80,5

whbp 21 X +SD 778+74 728 +8.1 63,7 £12,2 55,5+ 17,4
mediana 7754 72,54 64,5% 53,0%

min — max 60,0 — 89,5 57,5-87,0 38,0-82,5 11,0-80,5

146 ogdlnie (¥ + SD) 775+6,8 72,3£86 65,3+ 11,5 58,9 + 14,3

Objasnienia: A’, B’, C’, D’ - warto$ci oznaczone réznymi literami wskazujg rdznice istotne statystycznie pomigdzy dniami przechowywania w obrgbie grupy
genetycznej - p < 0,01 (test Friedmana).
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Tab. 16. Odsetek plemnikow o wysokim transblonowym potencjale mitochondrialnym w kolejnych dniach przechowywania nasienia dla poszczegdlnych

wariantow polimorficznych badanych genéw

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
CD9 AA 124 x +SD 64,3+17,8 50,0 +21,5 41,3+17,5 29,8 +18,9
mediana 67,84 51,0&% 40,0¢ 26,5
min — max 4,0-88,5 0,0-825 40-815 0,0-70,0
AT 11 x +SD 75,6 +£4,0 63,7 +10,4 475 +13,1 38,9+10,1
mediana 74,054 65,0 b A4’ 470¥% 40,0 %> B¥’
min — max 71,0 -84,0 47,0-76,0 26,0 - 65,0 19,0 - 56,0
135  ogélnie (x + SD) 65,3+ 17,4 51,1+ 21,1 418+172 30,5+ 18,4
DAZL AA 64 x +SD 63,4 +17,0 51,4 £20,6 42,1 +16,6 32,7+18,2
mediana 67,04 50,0% 40,0¢ 305"
min — max 6,0-855 0,0-81,0 70-815 0,0-70,0
AC 43 X +SD 66,0 + 17,1 50,4 + 21,8 41,6 +17,2 282172
mediana 72,0444 56,54 BB’ 40,0488 250%
min — max 11,5-87,0 1,0-82,5 40-725 0,0-57,0
cC 29 X +SD 68,4 +18,4 51,4 +21,5 41,3 +18,7 28,8 +20.4
mediana 73,04 56,0 8% AA’ 40,5¥% 26,0 B BB’
min — max 4,0-88,5 4,0-78,0 95-74,0 0,0-70,0
136 ogolnie (x = SD) 65,3+ 17,3 51,1+21,0 418+17,1 305+184




Cd. Tab. 16.

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
ESR2 AA 20 x +£SD 66,4 + 18,5 56,2 +20,9 48,5 +16,3 31,3+17,1
mediana 70,54% A4 64,04 50,04 BB’ 27,3¥%
min — max 18,0-85,5 18,0-82,5 15,0-72,0 3,0-61,0
AG 49 x +SD 66,8 £ 15,5 48,5 + 21,8 42,1 +18,9 28,3+21,5
mediana 72,0A%A4° 51,0488 40,54 B8 24,0%
min — max 28,0-87,0 0,0-78,0 40-74,0 0,0-70,0
GG 66 x +SD 64,6 £17,7 51,9 +20,3 39,8 +15,6 32,1+16,2
mediana 68,04 51,5% 39,5¢ 30,5
min — max 40-885 1,0 -81,0 40-815 0,0-70,0
135  ogdlnie (x + SD) 65,6 + 17,0 51,3+ 21,0 419+ 17,1 30,6 + 18,3
PIWIL4 CC 5 x +SD 68,6 +£7,0 44,3 £28,9 47,8 £18,9 38,1+17,2
mediana 65,0" 47,0 40,0 27,0%
min — max 62,0 -78,0 1,0-79,5 38,0-81,5 25,0-60,0
CT 17 x +SD 61,7 + 14,8 46,0 £22,0 38,6 £+18,5 30,6 +£20,0
mediana 63,04 450% 38,0% 22,0%
min — max 32,5-79,0 3,5-785 7,0-71,0 0,0-63,0
1T 114 x +SD 65,7 + 18,0 52,1+ 20,6 42,0 +16,9 30,1 +18,3
mediana 71,04 56,3 % 40,3¢ 28,87
min — max 4,0-88,5 0,0-825 40-74,0 0,0-70,0
136 ogdblnie (x + SD) 65,3+ 17,3 51,1+21,0 41,8+ 17,1 30,5+18,4

Objasnienia: a, b - warto$ci oznaczone roéznymi literami wskazujg réznice istotne statystycznie pomig¢dzy wariantami polimorficznymi w danym dniu
przechowywania - p < 0,05 (test U Manna-Whitneya, test Kruskala-Wallisa); a’, b’ 1 A’, B>, C’, D’, AA’, BB’ - warto$ci oznaczone réznymi literami wskazuja
roznice istotne statystycznie pomi¢dzy dniami przechowywania w obrebie wariantu polimorficznego odpowiednio: p < 0,051 p <0,01 (test Friedmana).
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Tab. 17. Odsetek plemnikow o wysokim transblonowym potencjale mitochondrialnym w kolejnych dniach przechowywania nasienia w poszczegolnych
grupach genetycznych

Grupa Miara Dzien przechowywania
genetyczna statystyczna 1. 3. 5. 7.
duroc 44 x+SD 60,4 +16,3 47,7+19,8 37,0+ 15,6 29,3+16,5
mediana 63,524 48 5B, AN 37,03 B5a4° 26,5 B BB’
min —max 6,0 -83,0 1,0-81,0 95-815 0,0-635
duroc x 12 X + SD 772+7,5 61,8 + 16,1 46,2 + 18,7 43,6 +17,6
pietrain mediana 78,804 65,82 455¥% 44537
min — max 59,0 -85,5 23,0-78,0 7,0 -68,5 13,0-70,0
pbz 33 x +SD 70,2+11,1 59,9+ 15,7 479 + 16,1 31,7+17,5
mediana 72,04 65,05 49,05C 31,0”
min — max 37,0-855 22,0825 11,0 - 74,0 2,0-64,0
PIC 31 x +SD 61,1+22,7 39,5 +24,5 38,5+18,3 25,4 +£22,0
mediana 67,54 41,0085 A4° 38,0844 20,05 B’ BB’
min — max 4,0-88,5 0,0-77,0 40-71,0 0,0-70,0
wbp 16 x +SD 68,2 +17,8 56,8 £19,0 454 +16,5 31,1+14,7
mediana 75,54 64,048 48,5% 30,55-8¥
min — max 22,0-82,5 20,0-76,0 125-725 7,0-56,0
136 ogdlnie (x + SD) 65,3+17,3 51,1+21,0 418+ 17,1 305+18,4

Objasnienia: a, b - warto$ci oznaczone réoznymi literami wskazuja réznice istotne statystycznie pomiedzy grupami genetycznymi - p < 0,05 (test Kruskala-
Wallisa); A’, B’, C’, D’, AA’, BB’ - wartoSci oznaczone réznymi literami wskazuja rdéznice istotne statystycznie pomigdzy dniami przechowywania
w obrebie grupy genetycznej - p < 0,01 (test Friedmana).
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Tab. 18. Odsetek plemnikow o niskim transblonowym potencjale mitochondrialnym w kolejnych dniach przechowywania nasienia dla poszczegdlnych
wariantow polimorficznych badanych genéw

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
CD9 AA 124 X+ SD 14,5+ 17,6 22,7 £20,0 25,2 + 16,1 29,9+ 19,4
mediana 7,044 18,04 B» AN 21,8a¥ 27,04 B, BB’
min — max 0,0-815 0,0-77,0 1,0-64,0 20-74,0
AT 11 x +SD 3,1+3,2 72+4,8 13,8 +6,8 13,4+9,0
mediana 2,584 8,08 15,0» % 11,05 ¥
min — max 0,0-10,0 0,0-15,0 50-24,0 3,0-345
135 ogdlnie (x + SD) 136+ 17,2 21,5+ 19,7 243+ 158 28,6+ 19,3
DAZL AA 64 x +SD 15,2+17,5 20,5+18,3 22,1+13.4 249+17,5
mediana 8,04 16,844 185¥% 21,058 B
min — max 0,0-795 0,0-76,0 1,0-57,0 20-735
AC 43 X+ SD 13,1 £16,2 21,6 +19.7 245+ 16,2 289+178
mediana 7,04 15,04 20,04 270%
min — max 0,0-75,0 1,0-67,0 1,0-63,0 2,0-65,0
cC 29 X+ SD 10,6 17,9 23,0 +22.7 28,4 +19.4 36,2 +23.,0
mediana 4,04 18,0 B»AA° 29,0% 33,0888
min — max 0,0-815 0,0-77,0 2,0-64,0 3,0-74,0
136 ogolnie (¥ + SD) 13,6 + 17,1 21,4+ 19,6 242 +158 28,6+ 192
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Cd. Tab. 18.

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
ESR2 AA 20 x +SD 12,8 £16,9 18,7 £ 18,0 205+12,8 25,6 +14,7
mediana 554 10,5 19,5 21,3¥%
min — max 0,0-58,0 1,0-57,0 6,0-47,0 5,0-56,0
AG 49 x +SD 12,5+ 15,3 22,9 +21,1 24,7+16,3 31,9+21,9
mediana 6,04 17,08>44° 210¥% 29,0888’
min — max 0,0-59,0 0,0-72,0 1,0-60,0 2,0-70,0
GG 66 x +SD 139+179 20,6 = 18,8 24,7 +£16,3 26,9 +18,3
mediana 6,84 16,8 B> A% 21,0% 25,55 BB’
min — max 0,0-815 0,0-77,0 1,0 - 64,0 2,0 - 74,0
135 ogdlnie (x + SD) 13,2+ 16,8 21,2+ 19,5 241+ 158 285+ 193
PIWIL4 CcC 5 x +£SD 72+9,1 27,1+£253 10,7+ 7,6 15,4+9,0
mediana 50 19,0 11,0 19,0
min — max 0,0-23,0 55-67,0 1,0-215 55-26,0
CT 17 x +SD 18,0 £ 13,6 225+17,9 23,1+ 14,1 25,6 +16,8
mediana 15,0 17,0 24,0 29,0%
min — max 0,0-51,0 0,0-615 50-63,0 2,0-545
TT 114 X +SD 132 +17.8 21,0+ 19,7 25,0 = 16,1 29,6 + 19,7
mediana 554 15,5844 21,058 BF 26,0 B> BF’
min — max 0,0-815 0,0-77,0 1,0-64,0 2,0-74,0
136 ogdblnie (x + SD) 13,6 +17,1 21,4+19,6 242 +15,8 28,6 £19,2

Objasnienia: a, b i A, B - warto$ci oznaczone réznymi literami wskazujg roznice istotne statystycznie pomigdzy wariantami polimorficznymi w danym dniu
przechowywania odpowiednio: p < 0,05 i p < 0,01 (test U Manna-Whitneya, test Kruskala-Wallisa); a’, b’ i A’, B’, AA’, BB’ - warto$ci oznaczone réznymi
literami wskazuja réznice istotne statystycznie pomig¢dzy dniami przechowywania w obrebie wariantu polimorficznego odpowiednio: p < 0,051 p < 0,01 (test
Friedmana).
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Tab. 19. Odsetek plemnikow z nieaktywnymi mitochondriami w kolejnych dniach przechowywania nasienia dla poszczegdlnych wariantow polimorficznych

badanych genow

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
CD9 AA 124 x +£SD 21,1+6,7 27,3+8,1 33,5+9,7 40,3 +£12,2
mediana 20,0% 28,0% 32,0¢ 38,00
min — max 7,5-40,0 13,5-60,0 16,0 - 75,0 17,0-80,0
AT 11 x +SD 21,2+3,2 29,1+7,0 38,7+94 47,9 +£8,6
mediana 21,04 26,044 34,0% 46,5 8" BB’
min — max 16,0 -27,0 19,0-43,0 30,0-57,0 38,0 - 65,0
135 ogdlnie (x + SD) 212+65 27,4+ 80 33,9+9.8 40,9+ 12,1
DAZL AA 64 X +SD 213+ 6,4 28,1+8,8 35,8+ 11,2 42,4 +12,7
mediana 20,04 28,0% 33,0¢ 410"
min — max 12,0 - 40,0 15,0 - 60,0 17,5-75,0 23,0-80,0
AC 43 X+ SD 20,8 £ 6,5 28,0+7,1 33,9 + 8,4 42,9+ 11,4
mediana 20,0444 28,54 BB 32,0488 44,048
min — max 10,0-39,0 13,5-42,0 21,0-52,0 22,0-66,0
cC 29 X+ SD 21,0+6,7 25,6 +7,5 30,3 +7,2 34,9+ 10,0
mediana 21,54 26,04 31,0% 33,0088
min — max 7,5-34,0 15,0 - 44,0 16,0 - 48,0 17,0 - 60,0
136 ogolnie (x + SD) 21,1+6,5 275+ 8,0 34,0+9.8 41,0+12,1
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Cd. Tab. 19.

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
ESR2 AA 20 x +SD 20,8 + 6,7 252+17,7 31,0+8,2 43,1 +13,4
mediana 21,34»A4 2454 30,5 8% 42.8%
min — max 7,5-33,0 13,5-44,0 18,0 -48,0 23,0-73,0
AG 49 X+ SD 20,7 +5,7 28,7 +8,5 33,2+9,8 39,7 +11,6
mediana 20,04 29,0% 32,0¢ 38,0
min — max 10,0 -34,0 17,0 -60,0 19,0 -75,0 22,0-79,0
GG 66 X+ SD 21,6+7,0 27,4+7,7 35,5+ 10,1 41,0 12,1
mediana 20,54 28,0% 345¢ 40,3
min — max 11,0-40,0 15,0-50,0 16,0 - 57,0 17,0-80,0
135  ogdlnie (x + SD) 21,165 275+8,0 34,0+9.8 40,9 £ 12,1
PIWIL4 CcC 5 x +£SD 24,2 + 8,4 28,6 £11,1 415+143 46,5+9,5
mediana 26,04 27,0% 46,0 470%
min — max 12,0 -33,0 15,0 -45,0 17,5-53,0 33,5-56,0
CT 17 x +SD 20,4+5.4 31,5+10,9 38,3+14,8 439+ 14,4
mediana 19,0 29,0 B A4 33,0% 41,0588
min — max 12,5-33,0 18,0 - 60,0 19,0-75,0 25,0-79,0
TT 114 x +SD 21,1+6,5 269+73 33,0+ 8,4 40,3+11,8
mediana 20,04 26,8 % 32,0¢ 385"
min — max 7,5—-40,0 13,5-44,0 16,0 - 57,0 17,0 -80,0
136 ogdblnie (x + SD) 21,1+6,5 275+8,0 34,0+9,8 410+ 12,1

Objasnienia: a, b i A, B - warto$ci oznaczone réznymi literami wskazujg roznice istotne statystycznie pomigdzy wariantami polimorficznymi w danym dniu
przechowywania odpowiednio: p < 0,05 i p < 0,01 (test U Manna-Whitneya, test Kruskala-Wallisa); A’, B’, C’, D’, AA’, BB’ - warto$ci oznaczone réznymi
literami wskazuja roznice istotne statystycznie pomigdzy dniami przechowywania w obrebie wariantu polimorficznego - p < 0,01 (test Friedmana).

93



Tab. 20. Procentowy udziat plemnikoéw ruchliwych w kolejnych dniach przechowywania nasienia dla poszczegdlnych wariantow polimorficznych badanych

genow
. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
CD9 AA 142 x +SD 91,8 +6,2 87,0+9,0 78,0+ 14,6 66,0 +20,2
mediana 03,3% 88,4% 81,3¢ 69,9
min — max 65,5-99,9 54,1 -99,6 28,0-99,2 18,8 - 95,8
AT 12 x +SD 915+5,2 86,3+5,3 79,3+14,6 61,5+21,6
mediana 92,24 87,144 83,8% 66,2 B> BB’
min — max 77,8-975 78,3 -92,2 38,6 —92,1 19,5-84,8
154  ogdlnie (x + SD) 91,8+ 6,1 87,087 781+ 14,5 65,6 + 20,3
DAZL AA 73 x +SD 90,7+7,4 85,3+10,6 76,6 +£15,5 63,6 +20,0
mediana 92,14 87,4% 80,9¢ 675"
min — max 62,4 99,7 45,8 - 99,6 23,8-99,2 12,6 — 95,5
AC 50 X+ SD 925+5,2 87,8+8,1 79,2 + 14,1 66,4 + 20,8
mediana 93,345 AA 88,54 AN 81,94 B 69,2
min — max 77,4-99,9 65,1 - 99,4 37,7-98,8 18,8 - 94,3
cC 32 X+ SD 92,3+6,1 88,2 +7,7 78,2+ 16,0 67,5 +22.4
mediana 94,24 90,8 B»AA’ 81,1588 75,7888
min — max 71,6 - 99,2 64,0 -97,7 34,0-95,6 19,0 - 95,8
155 ogolnie (x + SD) 91,6 +6,5 86,7 +9,3 77,8 +£15,1 65,3 + 20,7
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Cd. Tab. 20.

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.

ESR2 AA 21 x +SD 92,2+3,7 88,3+5,3 80,2 +12,8 60,4 +22,7
mediana 0244 87,8448 83,0% 64,1888’
min — max 84,4 -99,1 77,6 -99,1 41,8 -96,4 20,4 -90,5
AG 56 X+ SD 922+17,6 88,2 + 11,2 79,8+ 16,8 68,1+21.8

mediana 94,64 91,74F 82,7¢ 72,7
min — max 62,4 -99,9 45,8 - 99,6 23,8 -99,2 12,6 — 95,8
GG 77 x +SD 91,0+6,3 85,2 +8,5 75,6 £+ 14,4 64,5+19,4

mediana 92,84 86,858 79,8¢ 67,5
min — max 71,6 -99,5 61,9 - 98,6 35,0 - 95,2 18,8 - 93,4
154  ogdlnie (x + SD) 91,6 +6,5 86,7 +9,3 77,8+ 152 65,3 + 20,7
PIWIL4 CcC 5 x +SD 925+5,6 89,1+5,1 85,9+6,0 71,6 £19,6

mediana 91,84 87,8 83,5 67,9%
min — max 85,7 -98,5 83,9-96,7 80,3-93,0 475-92,5
CT 20 x +SD 91,7+17,7 86,3+ 11,1 76,0 + 20,1 63,8 +21,6
mediana 93,84 87,44~ 82,7% 68,6 B BB’
min — max 62,4 -99,9 54,1-99,1 28,0-97,6 19,8 -95,5
TT 129 x +SD 915+ 64 86,6 £ 9,2 77,6 +£14,5 65,1 + 20,6

mediana 93,04 88,4% 80,8¢ 69,0
min — max 62,4 —-99,9 45,8 - 99,6 23,8-99,2 12,6 — 95,8
154 ogdblnie (x + SD) 91,6 £6,5 86,7+9,3 77,7+15,1 65,1 +£20,6

Objasnienia: A, B - wartosci oznaczone réznymi literami wskazuja roznice istotne statystycznie pomiedzy wariantami polimorficznymi w danym dniu
przechowywania - p < 0,01 (test Kruskala-Willisa); A’, B’, C’, D’, AA’, BB’ - warto$ci oznaczone réoznymi literami wskazujg rdznice istotne statystycznie
pomigdzy dniami przechowywania w obrebie wariantu polimorficznego - p < 0,01 (test Friedmana).
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Tab. 21. Procentowy udzial plemnikéw ruchliwych w kolejnych dniach przechowywania nasienia dla poszczegdlnych grup genetycznych

Grupa Miara Dzien przechowywania
genetyczna statystyczna 1. 3. 5. 7.

duroc 44 x +£SD 91,9+6,5 86,8 + 8,4 80,0+11,9 68,3 +19,1
mediana 093,5% 87,4%¥% 82,3¢ 72,730

min —max 76,9-99,5 65,1-99,1 42,6 — 95,6 19,8 - 95,8

duroc x 16 x +SD 89,4 +17,3 845+9.6 77,2 +£153 62,7 17,8

pietrain mediana 90,134 85,93 AN 79,2% 61,78 B¥

min — max 65,5-97,5 54,1-95,0 28,0-94,1 20,7-92,9

pbz 39 x +SD 91,0+54 87,0+7,1 77,6 +13,9 63,9 +£20,9
mediana 92,6%A% AN 85,0 %A% AN 80,9 4> BE’ 69,0%

min — max 71,6 -97,6 54,1 - 95,0 34,0 - 96,4 19,0 - 93,4

PIC 33 x +SD 95,1+44 87,0+7,1 83,3+13,0 74,6 £19,2
mediana 97,154 88,404 87,8%¥ 81,22 ¥

min — max 85,6 — 99,9 64,0 — 98,2 54,4 — 99,2 18,8 -95,5

wbp 23 x +SD 88,6 + 8,1 80,5+12,0 66,3 + 20,0 50,5+19,9
mediana 90,8 A% AN 81,734 74,454 B8 48,0>¥%

min — max 62,4 —-95,9 45,6 — 91,7 23,8-92,1 12,6 - 82,8

155 ogolnie (x + SD) 91,6 +6,5 86,7+9,3 77,8 £15,1 65,3 + 20,7

Objasnienia: a, b - warto$ci oznaczone réoznymi literami wskazuja réznice istotne statystycznie pomigdzy grupami genetycznymi - p < 0,05 (test Kruskala-
Wallisa); A’, B’, C’, D’, AA’, BB’ - warto$ci oznaczone rdéznymi literami wskazujg roznice istotne statystycznie pomiedzy dniami przechowywania
w obrebie grupy genetycznej - p < 0,01 (test Friedmana).

96



Tab. 22. Procentowy udziat plemnikéw o ruchu postgpowym w kolejnych dniach przechowywania nasienia dla poszczegdlnych wariantéw polimorficznych

badanych genow

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
CD9 AA 142 x +SD 78,5+10,7 67,8 15,0 53,6 £172, 37,8+19,7
mediana 80,24 69,6 % 56,4 343>
min — max 38,2-929 22,0-94,7 9,9-86,5 0,9-84,3
AT 12 x +SD 79,0+ 8.4 66,8 + 10,3 55,1+18,3 38,9 +20,8
mediana 80,74 67,044 54,4% 37,28 BF
min — max 65,5-90,1 448 - 81,7 29,8 - 80,6 98-71,8
154 ogdélnie (x = SD) 78,5+ 10,5 67,7+ 14,6 53,7+ 17,3 37,9+ 19,7
DAZL AA 73 x +SD 76,4 +£12,4 64,8 £ 16,4 51,4+16,8 351+17,8
mediana 77,78 675% 53,2¢ 32,1”
min — max 359-929 17,0 -94,7 6,3 83,3 0,9-84,3
AC 50 X+ SD 80,5 + 8,2 69,7 + 13,3 55,0 + 17,2 39,9 +22.0
mediana 81,84 70,9% 57,0¢ 354"
min — max 62,5-92,2 29,0-92,5 16,2 — 86,5 2,4-83,2
cC 32 X+ SD 78,9+ 11,2 69,6 + 14,3 55,3 + 20,2 40,2 + 20,4
mediana 81,7~ 71,0% 62,0¢ 40,9
min — max 442 -91,0 38,4 -14,3 14,8 - 81,7 59-779
155 ogolnie (x + SD) 78,3+11,1 67,4+15,1 53,4+17,6 37,7+19,8
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Cd. Tab. 22.

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
ESR2 AA 21 x +SD 82,3+6,7 74,0+8,3 60,4 +16,5 38,3+21,7
mediana 84,92 A% AN 74144 65,7 # A% BB’ 40,3%
min — max 62,5-90,6 55,1 - 88,2 17,4 -80,3 29-77,0
AG 56 X + SD 80,0+ 12,1 71,4+ 16,2 56,2 + 18,8 40,3 +21,4
mediana 82,4»4 73,758 59,43¢C 36,5
min — max 35,9-92,3 17,0 -94,7 6,3 -86,5 52-84,3
GG 77 x +SD 75,8+10,8 62,7 £ 14,5 49,6 +£16,3 35,8 +18,1
mediana 77,204 63,78 % 51,3»¢ 33,9
min — max 38,2-929 24,5 -88,4 14,8 -82,5 0,9-78,8
154 ogdlnie (x + SD) 78,2+ 11,1 67,4+ 152 535+ 17,7 37,8+ 19,8
PIWIL4 CcC 5 x +SD 77,8+9,6 72,7+12,3 60,5+ 10,6 456+17,3
mediana 75,04 70,5 58,0 39,0%
min — max 67,7-91,1 59,7 - 88,4 51,3-77,8 27,7-70,8
CT 20 x +SD 77,8+12,5 65,5+17.4 49,2 +£20,7 35,7+19,2
mediana 79,14 67,24 53,4% 35,2¥%
min — max 40,7 -92,8 22,0-91,2 9,9 -80,6 9,6-738
TT 129 x +SD 78,3+11,0 67,4 +14,9 53,5+17,2 37,3+19,7
mediana 81,04 69,4 % 56,5¢ 339"
min — max 35,9-92,9 17,0 -94,7 6,3-86,5 0,9-83,2
154 ogdblnie (x + SD) 78,2+11,1 67,3+ 15,1 53,2+17,5 37,4+19,5

Objasnienia: a, b i A, B - warto$ci oznaczone réznymi literami wskazujg roznice istotne statystycznie pomigdzy wariantami polimorficznymi w danym dniu
przechowywania odpowiednio: p < 0,051 p < 0,01 (test Kruskala-Wallisa); A’, B’, C’, D’, AA’, BB’ - wartos$ci oznaczone réznymi literami wskazujg roznice
istotne statystycznie pomigdzy dniami przechowywania w obrebie wariantu polimorficznego - p < 0,01 (test Friedmana).
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Tab. 23. Procentowy udzial plemnikéw o ruchu postgpowym w kolejnych dniach przechowywania nasienia dla poszczegolnych grup genetycznych

Grupa Miara Dzien przechowywania
genetyczna statystyczna 1. 3. 5. 7.
duroc 44 x +SD 77,7+9,9 65,3 +14,3 53,8 +13,8 37,7+17,1
mediana 77,94 66,0% 542¢€ 351
min —max 56,5-92,9 29,0-88,4 18,2-82,5 09-721
duroc x 16 x +SD 73,8+ 12,1 63,6 + 14,9 54,6 + 18,8 38,9+ 19,8
pietrain mediana 73,334 66,344 55,2 % 32,98 B¥
min — max 40,7 - 88,7 22,0-82,1 9,9-83.3 9,6 —84,3
pbz 39 x +SD 79,0 +12,2 71,6 £13,1 57,3+18,2 40,9 +£20,4
mediana 82,24 74,13% 62,2%¢ 40,3>"
min — max 38,2-91,0 245-87,9 14,8 -81,7 59-78,8
PIC 33 x +SD 82,7+9,2 71,8 £16,1 54,9 £18,5 41,7+ 21,8
mediana 86,2 74,7848 60,1 %85 37,1585
min — max 62,1-92,8 35,5-94,7 15,3-86,5 2,4-83.2
wbp 23 X + SD 74,8 £11,2 60,5 + 15,8 428 +18,5 25,5+ 17,5
mediana 771N 63,95 B AN 43,15 BA% 25,90 B BB’
min — max 35,9-86,8 17,0-81,4 6,3-71,8 2,9-659
155 ogolnie (x + SD) 78,3+ 11,1 67,4 +15,1 56,3+ 17,6 34,3+19,8

Objasnienia: a, b - warto$ci oznaczone réoznymi literami wskazuja réznice istotne statystycznie pomigdzy grupami genetycznymi - p < 0,05 (test Kruskala-
Wallisa); A’, B’, C’, D’, AA’, BB’ - warto$ci oznaczone rdéznymi literami wskazujg roznice istotne statystycznie pomiedzy dniami przechowywania
w obrebie grupy genetycznej - p < 0,01 (test Friedmana).
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Tab. 24. Predkos¢ krzywoliniowa (VCL, um/s) plemnikow w kolejnych dniach przechowywania nasienia dla poszczegolnych wariantoéw polimorficznych

badanych genow

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
CD9 AA 142 x +SD 70,5+13,4 60,8 + 13,2 53,2+14,5 47,2 +£16,7
mediana 71,14 61,047 51,4A¢ 44,64
min — max 29,6 —-117,7 27,4-92,3 21,4 -87,3 18,2-96,0
AT 12 x +SD 75,2 +12,7 729+115 67,4+12,7 65,8 + 14,5
mediana 78,8 74,98 65,58 63,189
min — max 53,8-95,1 58,2-99,9 49,4 — 88,6 46,6 — 97,7
154 ogdélnie (x = SD) 70,8+ 13,4 61,7+ 13,4 54,3+ 14,8 48,6 +17,2
DAZL AA 73 x +SD 70,3+ 14,5 58,2+12,4 52,7+ 14,1 45,6 +14,9
mediana 69,24 58,28 49,3¢ 4357
min — max 29,6 -117,7 27,4 -83,1 29,2 -87,3 22,7-94,0
AC 50 X+ SD 711+12,1 63,8+ 12,8 55,4 + 14,9 49,8+ 17,0
mediana 72,84 62,44 549¥% 489%
min — max 44,1 - 96,4 39,4 -88,0 21,4 -83,0 18,2 -87,6
cC 32 X+ SD 715+12.7 66,0 + 14,9 56,5 + 14,9 54,1 +20,9
mediana 7154 65,84 56,9% 50,8 %
min — max 43,0-95,1 37,5-99,9 23,4 — 88,6 19,8 -97,7
155 ogolnie (x + SD) 70,8 13,3 61,6+13,4 54,4 £ 14,8 48,7+172
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Cd. Tab. 24.

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
ESR2 AA 21 x +SD 71,4 +14,5 68,8 +11,9 62,4 +13,9 57,8 +19,5
mediana 69,24 68,744 62,54 56,8 ¥
min — max 51,1-97,2 49,3-99,9 34,9 - 88,6 28,3-97,7
AG 56 x +£SD 71,2 +13,0 64,7 £13,3 57,2 +14,7 51,2+ 18,6
mediana 72,3% 62,6 % B»AA 54,3% B BB’ 49,38 BB’
min — max 42,4 - 96,4 38,9-92,3 21,4 -87,3 18,2-96,0
GG 77 X+ SD 70,4 + 13,5 57,6 +12,7 50,4 + 13,7 44,7 + 14,0
mediana 70,24 58,18 b B»AA® 48,180 B’ BB’ 41,5 B’ BB’
min — max 29,6 -117,7 27,4-849 23,4-83,0 19,8 -80,2
154 ogdlnie (x + SD) 70,8+ 13,4 61,7+ 13,4 54,5+ 14,7 489+ 17,1
PIWIL4 CcC 5 x +SD 72,5+13,9 65,4+ 7.4 485+5,5 48,1 +£10,6
mediana 64,84 65,2 479 47,6 %
min — max 58,7 -87,7 56,1-73,1 42,8 -54,6 38,1-63,2
CT 20 x +SD 70,9+17,2 60,4 +11,0 49,4 + 15,8 46,0+ 17,2
mediana 70,74 57,748 43 8% 45,4 5’ BB’
min — max 42,4 -117,7 41,7-81,7 29,2-99,9 23,9 -80,2
TT 129 x +SD 705+12,6 61,5+13,9 55,1 +14,5 488+ 17,0
mediana 71,34 61,6% 54,7¢ 459D
min — max 29,6 - 97,2 27,4-99,9 21,4 - 88,6 18,2 -97,7
154  ogélnie (x + SD) 70,6 + 13,2 61,5+ 13,3 54,1+ 14,6 48,4+ 16,8

Objasnienia: a, b i A, B - warto$ci oznaczone réznymi literami wskazujg roznice istotne statystycznie pomigdzy wariantami polimorficznymi w danym dniu
przechowywania odpowiednio: p < 0,05 i p < 0,01 (test U Manna-Whitneya, test Kruskala-Wallisa); a’, b’ 1 A’, B’, C*, D’, AA’, BB’ - wartosci oznaczone
réznymi literami wskazuja réznice istotne statystycznie pomig¢dzy dniami przechowywania w obrgbie wariantu polimorficznego odpowiednio: p < 0,051 p <
0,01 (test Friedmana).
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Tab. 25. Predkos¢ liniowa (VSL, um/s) plemnikow w kolejnych dniach przechowywania nasienia dla poszczegolnych wariantow polimorficznych badanych

genow
. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.

CD9 AA 142 x +SD 27,0+ 6,5 24,9 +6,7 225+17,1 20,0+6,9

mediana 26,84 24 8% 224 18,9
min — max 74443 7,6 -405 8,2-42,0 8,4-35,2
AT 12 x+SD 31,0+ 6,6 28,9+6,9 25,1+5.8 2224172

mediana 29,04 26,5 24.8 20,6 %
min — max 24,0-45,0 19,8 -43,6 17,7-33,7 14,8 — 38,2
154  ogdlnie (x + SD) 273+ 6,6 252+ 6,8 22,7+7,0 20,2+ 6,9
DAZL AA 73 X +SD 27,4 6,7 25,5+ 7,0 23,1+7,5 20,7 7,5
mediana 27,3~ 25,6844 234% 20,28 B8’
min — max 74-425 7,6 -39,6 8,2-41/4 8,6 —35,2
AC 50 X + SD 27,7£6,5 24,6 £ 6,2 21,9+ 6,1 19,6 + 6,0
mediana 27,3~ 24,5844 20,4% 18,4 B BB’
min — max 16,6 — 44,3 13,0-36,7 10,3-34,0 10,4 -35,0
cC 32 X + SD 26,3 £ 6,5 254 +75 23,0+75 20,0 £ 6,9

mediana 25,6 A% AN 24,8~ 23,54 BB 19,2 %
min — max 16,2 — 45,0 13,7-43,6 8,56-42,0 8,4-38,2
155 ogolnie (x + SD) 27,3+6,6 25,2 +6.8 22,7+7,1 20,2+69
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Cd. Tab. 25.

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
ESR2 AA 21 X +SD 30,5+6,5 28,7+7,8 255+17,6 22,1+17,6
mediana 31,334 29,84 26,0% 195¥
min — max 19,3-45,0 13,0 -43,6 10,3-41,4 10,4 - 38,2
AG 56 x +SD 26,9+6,1 25,0+6,2 21,8+6,3 19,0+6,1
mediana 26,647 AN 24,545 AN 21,34 BB 18,4%
min — max 16,6 — 44,3 13,5-40,5 10,0 -42,0 8,6 —35,0
GG 77 x +SD 26,6 + 6,8 24,4 + 6,8 226+73 20,6 £7,2
mediana 26,104 24,58 AN 22,6% 20,0 5" BB
min — max 74425 7,6-38,3 8,2 36,2 8,4 352
154  ogdlnie (x + SD) 273+6,6 252+ 6.8 227+7,1 20,2+ 6,9
PIWIL4 cC 5 X +SD 29,4+ 8,9 26,7 + 6,4 251+9,1 24,1+ 82
mediana 32,4% 26,3 26,8 26,7"
min — max 19,9 - 37,8 20,0 - 35,0 14,3 - 36,2 14,7 - 34,6
CT 20 x +SD 26,5+ 6,7 246+73 21,7+17,7 19,4+7.4
mediana 23,84 22,74~ 21,2% 19,8 B BE’
min — max 17,5-39,3 13,0-38,1 8,2-33,7 8,7-32,6
TT 129 x +SD 27,3+6,5 25,2+6,8 22,8+6,9 20,1 +6,8
mediana 27,54 252 % 226°¢ 19,1
min — max 7,4 —45,0 7,6 -43,6 8,5-42,0 8,4 38,2
154 ogdblnie (x + SD) 27,3+ 6,6 25,2+ 6.8 22,7+7,1 20,2+ 6,9

Objasnienia: a, b - warto$ci oznaczone roéznymi literami wskazujg réznice istotne statystycznie pomig¢dzy wariantami polimorficznymi w danym dniu
przechowywania - p < 0,05 (test Kruskala-Wallisa); a’, b” i A’, B’, C’, D’, AA’, BB’ - warto$ci oznaczone roéznymi literami wskazujg rdznice istotne
statystycznie pomi¢dzy dniami przechowywania w obrgbie wariantu polimorficznego odpowiednio: p < 0,051 p < 0,01 (test Friedmana).
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Tab. 26. Predkos¢ usredniona (VAP, um/s) plemnikoéw w kolejnych dniach przechowywania nasienia dla poszczegdlnych wariantow polimorficznych

badanych genow

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
CD9 AA 142 x +SD 465+7,1 39,9+83 34,2+ 8,6 29,3+8,9
mediana 47 5% 40,9% 357¢ 28,3
min — max 13,4-62,6 13,1-54,6 13,2-51,9 11,8 -50,3
AT 12 x +SD 457+17,9 42,9 +5,8 38,1+8,0 32,8 +84
mediana 4574 42,34 37,0 30,3%
min — max 29,8 -61,1 34,4 -59,1 28,2-515 23,1 -51,7
154 ogdélnie (x = SD) 46,4 + 7,1 40,1+ 8,1 345+8.,6 29,6 + 8.9
DAZL AA 73 x +SD 45,7+ 8,4 38,6 + 8,6 33,6 + 8,6 28,7+ 8,6
mediana 47,1~ 40,3844 34,3% 28,5888
min — max 13,4 -58,2 13,1-51,7 13,2-51,8 12,8 -46,0
AC 50 X+ SD 475+58 413+73 35,0 £ 8,0 30,1 + 8,6
mediana 4754 422848 36,6 B B8’ 27,6888
min — max 36,4 - 62,6 23,0-54,6 16,2-51,9 15,2 -50,3
cC 32 X+ SD 46,1 + 6,2 415+8.4 35,4 £9,6 30,7+9,9
mediana 46,04 42,04 355¥% 29,5%
min — max 29,3-61,1 24,0 -59,1 14,7-51,5 11,8 -51,7
155 ogolnie (x + SD) 46,3 +7.2 40,0 £ 8.2 34,4+ 86 29,6 + 8.9




Cd. Tab. 26.

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
ESR2 AA 21 x +SD 47,7+5,5 44,7 +7,1 39,7 +8,8 32,6 +£10,2
mediana 46,475 AN 45 4 /4 41,33 B 29,1¥%
min — max 36,8 -61,1 27,8-59,1 17,3-51,9 19,1 -51,7
AG 56 X+ SD 476+7.2 42,1+7,5 35,7 +7,7 29,9+9,1
mediana 47 8% 44,04 ¥ 36,1¢ 29,0
min — max 29,3 - 62,6 26,0 — 54,6 16,2 - 50,3 13,6 — 46,1
GG 77 X+ SD 44,9 +7,4 37,3+8,1 32,2+8,5 28,6+ 8,2
mediana 4594 39,08 B, AN 32,50 B, BB’ 28,3 8% BB;
min — max 13,4 - 58,2 13,1-51,7 132518 11,8 - 46,0
154  ogdlnie (x + SD) 463+72 40,0+ 82 34,5+ 8.6 29,6 + 8,9
PIWIL4 cC 5 X +SD 50,3 +2,7 451424 35,5+ 4,2 34,7+6,5
mediana 50,24 46,1 35,7% 32,0%
min — max 47,4 -53,8 40,9 - 46,8 29,2-411 26,7 -42,2
CT 20 x +SD 46,0+7,9 38,8 +8,2 31,8+9,6 28,0+9,2
mediana 46,0~ 40,244 336% 28,4888
min — max 29,3-58,2 26,1-515 13,2 -50,3 12,8 -42,5
TT 129 x +SD 46,2+ 17,2 40,0+ 8,3 34,7+ 8,6 295+8,9
mediana 46,14 409% 35,0¢ 28,1”
min — max 13,4 - 62,6 13,1 -59,1 14,7 -51,9 11,8 -51,7
154 ogdblnie (x + SD) 46,3+ 72 40,0+ 8.2 34,4+ 8,6 29,5+ 8.9

Objasnienia: a, b i A, B - warto$ci oznaczone réznymi literami wskazujg roznice istotne statystycznie pomigdzy wariantami polimorficznymi w danym dniu
przechowywania odpowiednio: p < 0,051 p < 0,01 (test Kruskala-Wallisa); A’, B’, C’, D’, AA’, BB’ - wartos$ci oznaczone réznymi literami wskazujg roznice
istotne statystycznie pomigdzy dniami przechowywania w obrebie wariantu polimorficznego - p < 0,01 (test Friedmana).
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Tab. 27. Liniowo$¢ ruchu plemnikow (LIN, %) w kolejnych dniach przechowywania nasienia dla poszczegdlnych wariantow polimorficznych badanych

genow
. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
CD9 AA 142 x +SD 39,9+13,0 42,1+12,3 43,8+ 13,8 450+ 15,3
mediana 3754 41,1~ 41,2 42, 14%
min — max 17,8 -75,1 219-74,0 17,8 — 80,6 20,1 -78,3
AT 12 x +SD 41,4+ 6,3 40,3+9,1 37,4+6,3 33,4+5,9
mediana 42,8 41,2 38,0 32,48
min — max 28,6 —-479 31,4-63,1 24,0 -50,3 23,6 —45,9
154  ogdlnie (x + SD) 40,0 + 12,6 42,0+ 12,0 433+ 134 441+ 15,1
DAZL AA 73 x +SD 40,5 +12,8 44,6 £ 11,8 454 £+ 15,5 47,3+16,4
mediana 38,54 42,72 42,6 418%
min — max 17,8-72,2 220-74,0 21,0-80,6 22,2-78,3
AC 50 x +SD 40,4 £ 12,6 39,7+12,2 409+11.4 42,4+ 14,6
mediana 40,5 39,0° 38,4 36,6
min — max 20,3-75,1 224 -72,6 229-775 234-714
CcC 32 x +SD 38,2+12,2 39,4+£11,2 415+10,9 39,1+10,6
mediana 35,1 38,9 40,3 40,2
min — max 20,2 -66,5 21,9-60,6 17,8 - 67,2 20,1 -68,5
155 ogolnie (x + SD) 40,0+ 12,5 419+12,0 43,1 +13,5 440+15,0
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Cd. Tab. 27.

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
ESR2 AA 21 X +SD 443 +12,9 42,2 +12,0 41,0+ 10,2 40,8+ 154
mediana 41,6 42,0 42 4 35,7
min — max 28,6 - 75,1 23,8 -69,0 295-75,1 23,4-73,4
AG 56 x +£SD 39,3+12,5 399+11,0 395+11,8 39,4 +12,0
mediana 36,5 39,1 37,92 38,02
min — max 20,2-72,2 219-74,0 17,8 -67,2 20,1-70,8
GG 77 x +£SD 39,3+12,5 43,4 £ 12,7 46,2 + 14,7 48,0 +£15,8
mediana 38,0% 41,84~ 44,058 45,9 b, B, BB’
min — max 17,8 -68,2 219-740 22,0-80,6 23,4 -178,3
154 ogolnie (x + SD) 40,0+ 12,6 42,0+ 12,0 43,1+ 13,5 43,9+ 15,0
PIWIL4 ccC 5 x +SD 43,6 + 19,5 41,8 + 13,1 53,6 +22,9 52,9 +222
mediana 50,0 46,9 61,8 64,6
min — max 22,8 -63,0 27,6 -57,9 26,2 75,7 26,9-725
CT 20 x +SD 40,0+ 15,1 416+11,8 450+ 15,3 440+ 15,5
mediana 36,8 45,0 40,9 38,4
min — max 17,8-72,2 22,0-60,6 28,1-775 234-721
TT 129 x +SD 40,0+ 11,9 42,1 +12,0 426+12,6 43,8+ 14,6
mediana 38,5 40,8 40,2 415
min — max 20,1-75,1 21,9-740 17,8 -80,6 20,1-78,3
154 ogdblnie (x + SD) 40,1+ 12,5 42,1 +12,0 43,3+ 13,4 441+ 15,0

Objasnienia: a, b i A, B - warto$ci oznaczone réznymi literami wskazujg roznice istotne statystycznie pomigdzy wariantami polimorficznymi w danym dniu
przechowywania odpowiednio: p < 0,05 p < 0,01 (test U Manna-Whitneya, test Kruskala-Wallisa); A’, B’, AA’, BB’ - wartosci oznaczone réznymi literami
wskazuja roznice istotne statystycznie pomigdzy dniami przechowywania w obrebie wariantu polimorficznego - p < 0,01 (test Friedmana).
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Tab. 28. Prostos¢ ruchu plemnikow (STR, %) w kolejnych dniach przechowywania nasienia dla poszczegolnych wariantoéw polimorficznych badanych genéw

. Miara Dzien przechowywania
Gen Warlant i statystyczna 1. 3. 5. 7.
CD9 AA 142 x +SD 58,3 +13,5 62,6 +11,7 65,8 +11,8 68,4 +11,6
mediana 59,744 62,9¥% 66,5 68,3
min — max 15,3-89,9 38,2-875 33,3-91,0 38,5-90,1
AT 12 x +SD 67,8 + 8,6 66,9 + 10,4 65,8+ 6,4 66,3+ 7.4
mediana 67,78 67,7 63,5 66,4
min — max 52,2 -85,7 47,5 - 86,5 55,6 -77,8 57,1-80,4
154 ogdblnie (x = SD) 59,1+ 13,5 62,9+11,6 65,8+ 11,5 68,3+ 11,3
DAZL AA 73 x +SD 60,2 + 14,2 66,2 + 10,6 68,1 +11,9 71,4+11,2
mediana 62,34%A4 66,524 67,5%A% BB 71,33¥
min — max 15,3 -89,9 41,1-875 43,4 -91,0 47,9-90,1
AC 50 X + SD 58,6 + 12,2 59,6 + 12,3 62,8 + 10,4 65,7 £ 11,5
mediana 60,64 58,6 >4 63,0° 62,458
min — max 32,0-84,9 38,9-86,0 45,9 — 89,7 41,8 -89,1
CcC 32 x +SD 57,6 £13,7 60,9+ 10,7 64,9+11,2 65,3+9,5
mediana 57,0~ 61,8 65,3 % 67,5%
min — max 34,0-84,0 38,2-80,9 33,3-85,5 38,5-82,3
155 ogolnie (x + SD) 59,1+ 13,4 63,0+ 11,6 65,8+ 11,5 68,3+ 11,3
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Cd. Tab. 28.

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
ESR2 AA 21 x+SD 63,8 £10,5 63,3+ 11,0 63,6 + 8,7 68,0+ 11,2
mediana 63,7 66,6 65,5 66,4
min — max 44,6 — 84,9 40,9 - 80,9 47,5-849 48,6 — 87,8
AG 56 x+SD 57,2+13,2 59,6 £11,3 61,0+11,6 63,7 +10,0
mediana 56,24 58,924 60,34 63,448
min — max 32,0-89,9 38,2-80,9 33,3-85,5 38,5-82,3
GG 77 x +SD 59,4 +£ 14,1 655+11,4 69,7 +£10,7 715+11,2
mediana 61,34 65,3 AN 69,38 % 71,08 8% BB
min — max 15,3 - 85,7 41,1-87,5 47,1-91,0 41,8-90,1
154 ogolnie (x + SD) 59,2+ 134 63,0+ 11,6 65,7+ 11,5 68,2+ 11,3
PIWIL4 CcC 5 x +SD 59,0 £ 19,1 59,3+14,4 69,5+19,5 69,7 £20,0
mediana 67,5¢ 64,3% 75,7 81,9"
min — max 37,4-178,1 43,4 -176,9 48,3 - 88,1 41,8 -86,4
CT 20 x +SD 57,3+18,4 63,6 £ 12,0 68,1+ 12,6 69,1+12,9
mediana 59,7¥ 65,8 68,9 67,9
min — max 15,3-89,9 41,1-81,0 43,4 -89,7 48,6 — 89,1
1T 129 x +SD 59,5+12,3 63,1+11,4 65,4 +10,9 68,2 +10,7
mediana 61,1448 63,04 BB 66,04 B8 68,1%
min — max 32,0-85,7 38,2875 33,3-91,0 38,5-90,1
154 ogblnie (x + SD) 59,2 + 13,4 63,1+ 11,5 659+ 11,4 68,4+ 11,2

Objasnienia: a, b i A, B - warto$ci oznaczone réznymi literami wskazujg roznice istotne statystycznie pomigdzy wariantami polimorficznymi w danym dniu
przechowywania odpowiednio: p < 0,051 p < 0,01 (test U Manna-Whitneya, test Kruskala-Wallisa); a’, b> i A’, B’, C*, D’, AA’, BB’ - wartosci oznaczone
réznymi literami wskazuja roznice istotne statystycznie pomigdzy dniami przechowywania w obrgbie wariantu polimorficznego odpowiednio: p < 0,05
i p<0,01 (test Friedmana).
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Tab. 29. Oscylacja toru rzeczywistego plemnikéw (WOB, %) w kolejnych dniach przechowywania nasienia dla poszczegdlnych wariantéw polimorficznych
badanych genow

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
CD9 AA 142 X + SD 67,1+ 10,5 66,4 + 10,6 65,4 + 11,1 64,4 + 13,9
mediana 66,724 65,62 65,44 63,448
min — max 45,2 -90,5 43,2 -88,9 45,3 - 88,6 35,4-91,9
AT 12 x +SD 61,2+7,6 59,9+5,8 56,7 = 6,4 50,2 + 4,4
mediana 60,904 58,504 58,08 49,38 B
min — max 52,3-76,7 52,9-729 39,6 - 64,7 41,4 -57,0
154 ogdélnie (x = SD) 66,6 + 10,4 65,9+ 10,4 64,7+ 11,1 63,3+ 13,9
DAZL AA 73 x +SD 65,8+ 10,3 66,6 £9,9 651+12,4 64,6 +£14,2
mediana 66,1 66,6 64,7 62,4
min — max 452 —-85,5 47,7 -88,9 39,6 — 88,6 40,2 - 86,8
AC 50 x +£SD 68,2+11,4 65,6 £11,3 64,4 +£10,5 63,5+ 14,5
mediana 65,34 62,8 62,8% 63,6%
min — max 46,3 -90,5 445 - 86,9 46,9 — 86,9 35,4-919
CcC 32 x +£SD 65,4+9,3 64,0+ 10,4 63,5+9,2 59,3+12,1
mediana 67,0 64,3 62,2 59,5
min — max 46,6 — 83,9 43,2 -84,2 48,0-82,4 38,7 -83,3
155 ogolnie (x + SD) 66,5+ 10,5 65,8 10,5 64,6 +11,2 63,2 + 14,0
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Cd. Tab. 29.

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
ESR2 AA 21 x +SD 68,4 +10,1 64,4 +8,5 63,9+ 8,3 58,9 + 14,6
mediana 67,34 61,3 62,6 56,9%
min — max 49,3 - 88,4 50,6 — 80,7 496 - 88,4 40,9 - 86,8
AG 56 x +SD 68,2 +11,2 66,7+ 11,4 64,0+10,8 61,1+ 13,7
mediana 67,54 AN 64,4~ 63,3 BF 59,5¥
min — max 46,3 -90,5 445 - 87,8 41,3 -86,5 38,7-91,9
GG 77 x +SD 64,5+9,8 65,4+ 10,4 65,0+12,2 65,6 £13,6
mediana 64,7 65,1 62,9 63,9
min — max 45,2 - 89,2 43,2889 39,6 - 88,6 35,4+ 86,8
154  ogdlnie (x + SD) 66,4 + 10,5 65,7 + 10,5 645+ 11,2 63,1+ 13,9
PIWIL4 CcC 5 x +SD 67,7+9,5 69,4+5,5 74,3+ 13,8 73,3+ 12,5
mediana 64,8 71,7 81,6 78,9
min — max 57,5-80,7 63,3 -75,3 53,4 -85,9 56,0 — 83,8
CT 20 x +SD 66,4+ 9,6 64,7 10,3 64,8+ 11,2 62,3+11,9
mediana 67,7 62,0 62,9 58,2
min — max 49,4 - 80,3 48,0 - 87,8 45,3 -86,9 48,1 - 83,6
TT 129 x +SD 66,5+ 10,8 65,9 +10,7 64,2 +11,0 63,1+ 14,2
mediana 65,64 65,144 62,6% 62,4 B’ BB’
min — max 45,2 -90,5 43,2 - 88,9 39,6 — 88,6 354-919
154 ogdblnie (x + SD) 66,5+ 10,5 65,8 £ 10,5 646+11,2 63,3+13,9

Objasnienia: a, b i A, B - warto$ci oznaczone réznymi literami wskazujg roznice istotne statystycznie pomigdzy wariantami polimorficznymi w danym dniu
przechowywania odpowiednio: p < 0,05 i p < 0,01 (test U Manna-Whitneya); A’, B’, AA’, BB’ - wartosci oznaczone r6znymi literami wskazuja réznice
istotne statystycznie pomigdzy dniami przechowywania w obrebie wariantu polimorficznego - p < 0,01 (test Friedmana).
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Tab. 30. Amplituda bocznych wychylen glowki plemnikow (ALH, pm) w kolejnych dniach przechowywania nasienia dla poszczegdlnych wariantow
polimorficznych badanych genow

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
CD9 AA 142 X+ SD 36+1,2 32+1,1 3,0+1,1 29+12
mediana 343N 3,04 B AN 2,74 B, BB 2,54 B BB’
min — max 1,6-6,9 1,6-6,2 14-5,7 15-59
AT 12 x +SD 44 +1,2 44 +1,0 44+1,0 45+1,0
mediana 4.8° 4,88 4,88 4,88
min — max 2,1-57 25-58 25-54 24-57
154 ogolnie (x + SD) 36+12 33+12 31+1,2 3,1+1,3
DAZL AA 73 x +SD 36+1,1 3,2+1,0 3,1+1,1 3,0+1,1
mediana 3,64 3,07 29F 26%
min — max 16-6,1 1,7-54 1,4-58 15-59
AC 50 X+ SD 3,6 £ 1,4 3,4+13 32+12 3,1+13
mediana 3,54 3,244 2,8¥% 2,68 BB
min — max 16-6,9 1,7-5,5 16-54 15-55
cC 32 X + SD 3,6+ 1,4 3,5+ 1,4 32v12 33+1,4
mediana 3,2~ 3,448 3,288 3,3%
min — max 1,8-6,2 16-6,2 16-54 15-57
155 ogolnie (x + SD) 36+12 3,312 32+12 3,113
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Cd. Tab. 30.

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.

ESR2 AA 21 x +SD 40+12 39+1,0 40+1,2 3,8+14

mediana 43 422 4,22 4,04
min — max 21-56 21-58 1,9-5/7 1,8-59
AG 56 X +SD 34+13 32+13 31+13 31+14

mediana 2,94 2,9b 2,658 2,6%
min — max 16-6,9 16 -6,2 1,6-5,8 15-57
GG 77 X +SD 37+12 32+1,1 3,0+1,0 29+1,0
mediana 3,04 3,00 B, AA° 2,8 b B BB’ 2,6 B BB’
min — max 1,7-6,0 1,7-6,0 1,4-54 15-55
154  ogdlnie (x + SD) 36+1.2 33+12 32+12 31+13
PIWIL4 CcC 5 x +SD 3,6 £0,5 3,2+0,8 25+0,3 25+04

mediana 357 3,7 2,4 2,5Y
min — max 3,0-4.2 23-39 21-3,0 21-31
CT 20 X +SD 36+1,1 3,2+0,9 2,9+0,9 3010

mediana 347 3,1 2,6Y 2,7
min — max 2,1-6,1 1,7-51 20-51 1,9-53
TT 129 x +SD 3,613 3,3+1,2 3,2+1,2 3,1+13
mediana 3,54 3,0B»A4 3,0B>BB 2,6 B8P’
min — max 1,6-6,9 16-6,2 1,4-5,8 15-5,9
154 ogolnie (x + SD) 36+12 3,3+12 32+12 31+13

Objasnienia: a, b i A, B - warto$ci oznaczone réznymi literami wskazujg roznice istotne statystycznie pomigdzy wariantami polimorficznymi w danym dniu
przechowywania odpowiednio: p < 0,05 i p < 0,01 (test U Manna-Whitneya, test Kruskala-Wallisa); a’, b’ i A’, B’, AA’, BB’ - warto$ci oznaczone réznymi
literami wskazuja réznice istotne statystycznie pomig¢dzy dniami przechowywania w obrebie wariantu polimorficznego odpowiednio: p < 0,051 p < 0,01 (test
Friedmana).
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Tab. 31. Czgstotliwo$¢ bocznych wychylen gtowki plemnikéw (BCF, Hz) w kolejnych dniach przechowywania nasienia dla poszczegdlnych wariantow
polimorficznych badanych genow

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
CD9 AA 142 x +SD 6,2+2,0 6,2+1,7 6,2+1,5 6,4+1,3
mediana 6,6 6,4 6,6 6,7
min — max 29-11,7 3,2-10,3 3,6 -10,3 3,4-9,7
AT 12 x +SD 6,0+ 1,8 6,0+ 1,8 59+2,0 6,5+ 1,5
mediana 53 54 5,3 6,1
min — max 43-98 45-10,3 41-10,6 48-9,7
154 ogdélnie (x = SD) 6,2+ 2,0 6,2+ 1,7 6,1+1,5 6,4+1,3
DAZL AA 73 x +SD 6,2+2,1 6,1+1,8 6,1+1,6 6,4+1,5
mediana 6,1 55 6,2 6,3
min — max 3,1-11,7 3,5-10,3 3,8-10,6 3,7-9,7
AC 50 x +£SD 6,2+1,9 6,2+1,5 6,2+14 6,4+1,2
mediana 6,7 6,6 6,2 6,7
min — max 29-11.2 3,2-10,3 3,7-94 3,4-8,7
CcC 32 x +£SD 6,3+1,9 6,2+1,7 6,3+1,6 6,5+1,1
mediana 6,3 6,4 6,7 6,6
min — max 3,7-99 3,8-10,0 3,6 -10,3 4,7-9,3
155 ogolnie (x + SD) 6,2+2,0 6,2+1,7 6,1+1,5 6,4+13
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Cd. Tab. 31.

. Miara Dzien przechowywania
Gen Wariant n statystyczna 1. 3. 5. 7.
ESR2 AA 21 X +SD 52+1,5 54+1,7 51+1,3 6,2+1,5
mediana 4,62 4,62 4534~ 6,2%8
min — max 3,3-8,2 3,2-10,3 3,7-8,3 3,4-8,7
AG 56 X +SD 6,8+1,8 6,6 +1,5 6,5+1,3 6,8+ 1,1
mediana 7,3 6,9° 6,9° 6,9°
min — max 3,7-11,7 3,8-9,7 3,6-9,0 3,7-9,7
GG 77 x +£SD 6,0 £2,2 6,0+1,8 6,2+1,6 6,2+14
mediana 5,22 55 6,12 6,02
min — max 29-111 3,5-10,3 3,8-10,6 3,7-9,7
154 ogdlnie (x + SD) 6,2+2,0 6,1+1,7 6,1+1,5 6,4+1,3
PIWIL4 CC 5 X +SD 54+£25 53+2,1 55+1,7 58=+1,5
mediana 3,9 4,2 47 52
min — max 3,4-81 35-78 3,8-79 43-7,6
CT 20 X +SD 59+1,9 6,1+1,7 6,1+1,4 6,2+1,3
mediana 52 6,1 6,1 6,2
min — max 2,9-89 3,6 -10,3 3,8-8,5 42 -8,7
TT 129 X +SD 6,2+2,0 6,2+1,7 6,2+1,5 65+1,3
mediana 6,5 59 6,2 6,7
min — max 3,1-11.2 3,2-10,3 3,6 -10,6 3,4-97
154 ogolnie (x + SD) 6,2+2,0 6,1+1,7 6,1+1,5 6,4+1,3

Objasnienia: a, b - warto$ci oznaczone roéznymi literami wskazujg réznice istotne statystycznie pomig¢dzy wariantami polimorficznymi w danym dniu
przechowywania odpowiednio - p < 0,05 (test Kruskala-Wallisa); A’, B’ - warto$ci oznaczone réznymi literami wskazuja roznice istotne statystycznie
pomigdzy dniami przechowywania w obrebie wariantu polimorficznego - p < 0,01 (test Friedmana).
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Tab. 32. Wartos$ci wspotczynnikow korelacji rang Spearmana (rs) miedzy wybranymi parametrami przechowywanego nasienia

Parametr n 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8.

1. 'Plemniki o ruchu postepowym [%] - -

2. Plemniki ruchliwe [%] 725 0,81 -

3. Plemniki o ruchu postepowym [%] 725 0,86 0,89 -

4. Plemniki zywe [%] 686 0,57 0,57 0,55™" -

5. Plemniki z nieuszkodzonym akrosomem [%] 686 0,56 0,54 0,52 0,95 -

6. Plemniki o wysokim A¥m [%] 601-640 0,45 0,31™ 0,417 0,53™ 0,53 -

7. Plemniki o niskim A¥m [%] 601-640 -0,20™ -0,06 -0,19™ -0,17™ -0,20™  -0,85™" -

8. Plemniki z nieaktywnymi mitochondriami [%]  601-640 -0,59™" -055™" -0,52™ -0,86™" -0,80™" -058™" 015" -

Objasnienia: ! procent plemnikéw o ruchu postepowym okre$lany na stoliku Bloma; rs*** — warto$ci wspotczynnikow korelacji istotne przy p < 0,001
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