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SLOWNIK TERMINOW

Al (artificial insemination) — sztuczna inseminacja

ALH (Amplitude of Lateral Head Displacement) — Amplituda bocznych odchylen glowki
(um)

ART (Assisted Reproductive Techniques) — techniki wspomaganego rozrodu

BCF (Beat Cross Freguency) — czestotliwo$¢ bocznych odchylen glowki plemnika (Hz)
HTF (Human Tubular Fluid) — komercyjne medium do zaptodnienia pozaustrojowego
IVF (In vitro fertilization) — zaptodnienie pozaustrojowe

LIN (Linearity) — liniowos¢ ruchu plemnika (%)

MEDIUM_PCT (Medium) — odsetek plemnikow o umiarkowanej szybkos$ci ruchu (%)
MOT (Motility) — odsetek plemnikoéw ruchliwych (%)

PI (Propidium lodide) — jodek propidyny

PMOT (Progressive motility) — odsetek plemnikow charakteryzujacych si¢ ruchem
postgpowym PMOT (%)

RAPID_PCT (Rapid) — odsetek plemnikow szybkich (%)
STATIC_PCT (Static) — odsetek plemnikow statycznych (%)

STR (Straightness) — prostoliniowo$¢ ruchu plemnika wyrazona stosunkiem VSL/VAP
(%)

TEG — (Tris - egg yolk — glicerol) rozrzedzalnik na bazie buforu Tris, z6ttka jaja kurzego
z dodatkiem glicerolu

VAP (Average path velocity) — srednia predkos¢ plemnika po przyblizonej Sciezce ruchu
(nm/s)

VCL (Curvilinear velocity) — $rednia predkos¢ plemnika po rzeczywistej $ciezce ruchu
(nm/s)

VSL (Straight line velocity) — s$rednia predko$¢ plemnikow wzdhuz linii prostej

wyznaczonej miedzy poczatkowym a koncowym polozeniem gamety (um/s)

ZBA (Zona Binding Assay) — test wigzania z ostonkg przejrzysta



1.WSTEP

Zubr (Bison bonasus, Linnaeus 1758) to najstarszy, obecnie zyjacy na Ziemi,
przedstawiciel rodziny kretorogich (bovidae) [99]. W obrebie gatunku wyrdznia sie trzy
podgatunki: zubr biatowieski (nizinny) (Bison bonasus bonasus), a takze obecnie
wymarte: zubr kaukaski (gorski) (Bison bonasus caucasicus, Turkin i Satunin, 1904)

oraz zubr wegierski (Bison bonasus hungarorum, Kretzoi, 1946) [99].

Zwierze to jest najwiekszym zyjacym ssakiem lagdowym Europy [99]. Zubra
cechuje masywna szyja i kark oraz wyrazna dysproporcja mi¢dzy szeroka i masywna
klatkg piersiows, a nizszym i we¢zszym zadem [53]. Samce tego gatunku osiggajg mas¢
od 436 do 920 kg, samice natomiast od 340 do 640 kg [53]. W rozrodzie zubr
charakteryzuje si¢ sezonowoscig z okresem rozrodczym przypadajagcym na lipiec —

wrzesien [53].

Na terenie Polski zubr podlega S$cistej ochronie gatunkowej w oparciu
0 Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 16 grudnia 2016 r. w sprawie ochrony
gatunkowej zwierzat (Dz.U. 2022 poz. 2380). Nalezy podkresli¢, ze zubr zaliczany jest
do tak zwanych gatunkéw parasolowych, czyli takich, ktérych ochrona zapewnia
bezpieczenstwo innym gatunkom zwierzat dzielacym z nim siedlisko [27,107,116].
Co wigcej, jest on rowniez nieodzownym elementem polskiego krajobrazu 1 historii.
Stad ochrona zubra jest niezwykle istotna nie tylko ze wzgledéw ekologicznych,

ale i kulturowych.

Cho¢ Polska jest krajem przodujacym w restytucji i ochronie tego gatunku, nadal
wiele aspektow dotyczacych jego rozrodu nie zostatlo w petni poznanych. Nowo
powstajace 1 wcigz rozwijane na catym $wiecie banki gamet zagrozonych gatunkow
kieruja dalsze badania fizjologii rozrodu zubrow w strone Kkriokonserwacji
I wykorzystania, w technikach wspomaganego rozrodu, plemnikoéw pozyskanych
post mortem z najadrzy padtych lub poddanych eliminacji osobnikow. Stworzenie dobrej
jakosci rezerwy genetycznej, podobnie jak w przypadku innych chronionych gatunkow

jest priorytetowe.
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2. PRZEGLAD PISMIENNICTWA
2.1. Zarys historii Zubra

Zubra szczegdlowo opisat i sklasyfikowal w 1758 roku Karol Linneusz. Jednakze,
gatunek ten, jak i jego przodkowie znane sg ludzkos$ci juz od czaséw prehistorycznych
[99]. Swiadcza o tym liczne malowidlta i rzezby, znajdowane podczas prac

archeologicznych, a przedstawiajace te zwierzeta [114].

Po ustgpieniu lodowcoéw, znaczacag czg$¢ Europy pokryty lasy, ktore staly sie
dostgpnym $rodowiskiem dla zubrow. Intensywny rozwoj cywilizacyjny spowodowat
jednak znaczne ograniczenie obszaru ich naturalnego wystepowania. Zmniejszenie
dostepnych siedlisk wplyneto na spadek liczebnosci jego populacji, przyspieszony
dodatkowo przez polowania oraz klusownictwo. W konsekwencji, w XIX stuleciu,
przedstawiciele tego gatunku na wolnosci wystgpowali jedynie na Kaukazie
i w Puszczy Biatowieskiej [99]. Dzigki swojej unikalnosci, biatowieskie lasy, od czasow
Rzeczpospolitej] Obojga Narodow uznawane byly za ,krolewszczyzng” 1 objete byty
specjalnym nadzorem. Puszcza Biatowieska byla zatem obszarem polowan
zarezerwowanym jedynie dla wladcow i ich gosci [110]. Szczegbdlny nadzor nad tym
obszarem zostal utrzymany rowniez przez cara Rosji po rozbiorach Polski. Wydany
w 1803 roku dekret o ochronie zubra oraz rozpoczeciu jego hodowli przyczynil si¢
do gwalttownego wzrostu jego liczebnos$ci [59]. W potowie XIX wieku poglowie zubrow,
zyjacych w Puszczy Bialowieskiej przekroczyta 1800 osobnikow. Jednakze, konkurencja
pokarmowa, klusownictwo, toczace si¢ na tych terenach walki narodowo-wyzwolencze
oraz wojny przyczynity si¢ do ponownego spadku ich liczby [22]. Pierwsza wojn¢
swiatowg w Puszczy Biatowieskiej przezylo jedynie 9 osobnikéw. Pomimo podjetych
prob odnalezienia i ochrony zZyjacych przedstawicieli zubra, w kwietniu 1919 roku,

znaleziono szczatki ostatniego zyjacego na wolno$ci zubra nizinnego [99].

Los zubra nizinnego podzielit rGwniez zubr kaukaski. Ostatni zZyjacy na wolnos$ci
przedstawiciel tego podgatunku zginat w 1927 roku [99]. W niewoli pozostat jeden byk
— nazwany Kaukasus — ktory krzyzowany z samicami z podgatunku zubra nizinnego,

zapoczatkowat lini¢ nizinno-kaukaska [59].

W 1923 roku w Paryzu odbyt si¢ Migdzynarodowy Kongres Ochrony Przyrody,
podczas ktorego przedstawiony zostat projekt ratowania Zzubra, inspirowany podobnym

programem realizowanym dla ochrony bizona amerykanskiego. Utworzone w tym
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samym roku Miedzynarodowe Towarzystwo Ochrony Zubra zrzeszato 15 krajow Europy
oraz Stany Zjednoczone [99]. Jako zadanie priorytetowe uznano potrzebe inwentaryzacji
ocalalych zubréw. Wszystkie zyjace osobniki zostaly skatalogowane w Ksigdze
Rodowodowej Zubrow, wydanej w Niemczech [99,101]. Na catym $wiecie w ogrodach
zoologicznych 1 zagrodach pokazowych przetrwaty zaledwie 54 zubry. Niestety, zaden
z nich nie znajdowat si¢ na terenie Polski [99]. W 1924 roku do zoo w Poznaniu,
sprowadzono zakupiong w Niemczech pierwszg par¢ zubréw. Gatczyna i Hagen miaty
wtedy 13 lat. Para ta doczekata si¢ dwoch cielat, ktore padty nie osiggajac dojrzatosci
piciowej [58]. Kolejng probe podjeto sprowadzajgc zubry do utworzonej na terenie
Puszczy Biatowieskiej zagrody hodowlanej. Wyselekcjonowane do hodowli zwierzeta
pochodzily poczatkowo z Niemiec, z linii bialowiesko-kaukaskiej — byk Borusse — oraz
samiec zubrobizon — Kobold. Kolejne osobniki sprowadzono ze Szwecji. Byty to dwie
samice linii bialowieskiej — Biserta oraz Biscaya. Wkroétce, do zagrody dotarly rowniez
Hagen i Gatczyna, a takze kolejni przedstawiciele linii bialowieskiej — samiec Bidrson
oraz samica Bilma. W 1936 roku stado uzupeit kolejny byk linii biatowieskiej — Plisch
[28,58,93].

W celu wyprowadzenia czystej linii biatowieskiej, wszystkie wczedniej
sprowadzone zubrobizony oraz zubry linii biatowiesko-kaukaskiej zostaty
przetransportowane do innych lokalizacji. Pozostate w rezerwacie Plisch, Biskaya oraz

Biserta zapoczatkowaty obecnie zyjaca populacj¢ zubrow biatowieskich [93].

Przed rozpoczgciem II wojny $wiatowe] na Swiecie zylo 115 zubrow, z czego
37 na terenie Polski. Pomimo podejmowanych w czasie wojny prob ochrony,
po jej zakonczeniu pozostaty jedynie 103 osobniki, w tym na terenie Polski 44 Zubry
(https://smz.waw.pl/historia/).

Od czasow zakoficzenia II Wojny Swiatowej Polska jest gtownym krajem
zajmujacym sie restytucja tego gatunku, a Ksiega Rodowodowa Zubra jest corocznie
wydawana w Polsce. Stad, geny polskich zubrow sg niezwykle cenne, a hodowla

na terenie Polski stanowi gldowny fundament linii nizinnej [101].

Pierwsze zubry z biatowieskiej hodowli zostaly wypuszczone na wolnos¢
w 1952 roku. Kolejne dotaczyly do nich juz rok pdzniej [93]. Natomiast pierwsze

urodzone na wolnosci ciele przyszio na §wiat w 1957 roku i otrzymato imi¢ Potyczka
[22].
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2.2. Wspolczesna populacja zubra — problemy i wyzwania

Obecnie na catym $wiecie zyje 10 536 zubrow, z czego na terenie Polski — 2603,
w tym 2394 w stadach wolnych, a 209 w zamknietych hodowlach (dane na dzien
31.12.2022) [61]. Pomimo tego, ze poczatki odtwarzania populacji byly trudne
i naznaczone niepowodzeniami, ostatecznie okazaty si¢ wielkim sukcesem. Swiadczy
0 tym zmiana statusu zubra w czerwonej ksiedze gatunkéw zagrozonych International
Union for Conservation of Nature (IUCN). Od 2020 roku zubr jest klasyfikowany jako
gatunek bliski zagrozenia, a nie jako narazony na wygini¢cie [96]. Nalezy jednak
pamigtac o historii zubra 1 wyj$ciowej liczbie osobnikow, ktore zapoczatkowaty obecnie
zyjaca populacje. Populacja zubra, poprzez osiagnigcie liczebnos$ci bliskiej wyginieciu,
ulegla efektowi genetycznego waskiego gardla (z ang. genetic bottleneck),
czyli zmniejszenia populacyjnej roznorodnosci genetycznej [86]. Analiza Ksiegi
Rodowodowej Zubra wykazata, ze wszystkie Zyjace osobniki posiadaja geny zaledwie 12
przodkow; w konsekwencji charakteryzuja si¢ niska zmienno$cig genetyczng [87].
Populacja zubra jest mata i podzielona na mniejsze, izolowane od siebie, stada. Niewielka
liczebnos¢ populacji, w powigzaniu z wysokim stopniem jej homogenetycznosci, stanowi
jedno z istotnych zagrozen dla przysziosci gatunku [27,29]. U zyjacych obecnie
osobnikéw moze doj$¢ do obnizenia zdolnosci adaptacyjnych, zwigkszenia podatnosci
na niektore choroby, zmniejszenia przezywalnosci i pogorszenia ptodnosci [27,29].
W konsekwencji, zagrazajace zubrom choroby, takie jak gruzlica, bruceloza, nekrotyczne
zapalenie napletka, czy telazjoza, moga eliminowa¢ nie tylko pojedyncze osobniki,
ale rowniez cale stada [24,27,52,57]. Stad, nie liczebnos¢ populacji, a zachowanie
dobrostanu oraz roznorodnos$ci genetycznej stanowi obecnie wyzwanie w programie

ochrony tego gatunku.

2.3. Techniki wspomaganego rozrodu jako narzedzie w programach ochrony

ginacych gatunkow
2.3.1. Zasadno$¢ wprowadzenia

Uboga pula genowa jest niewatpliwym problemem wszystkich zagrozonych
populacji. By temu przeciwdziata¢ programy ochrony zakltadaja unikanie kojarzen
krewniaczych oraz wzbogacanie puli genowe] poprzez wymiang osobnikow pomiedzy
hodowlami. Doskonatym uzupehieniem programéw hodowlanych, zarowno u zwierzat

udomowionych, jak i dzikich, jest wprowadzenie technik wspomaganego rozrodu
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(ang. Assisted Reproductive Techniques, ART), umozliwiajgcych wykorzystanie szeregu
metod ulatwiajacych wymiang puli genowej oraz zachowanie zmiennosci genetycznej
[17,43].

Do najczgsciej stosowanych metod ART zaliczy¢ mozna sztuczng inseminacje,
zaptodnienie in vitro czy transfer zarodkow, pozwalajagce na otrzymanie cigzy
z pomini¢ciem przynajmniej jednego z naturalnych etapow tego procesu [23]. Techniki
wspomaganego rozrodu sg szeroko rozpowszechnione i wcigz udoskonalane w hodowli
zwierzat gospodarskich. Ich zastosowanie przyniosto ogromne korzysci, w efekcie
szybszego postepu hodowlanego i intensyfikacji produkcji [17,77]. Dobrze poznane
i rozwinigte ART stosowane u zwierzat gospodarskich stanowig punkt wyjsciowy
dla badan nad ich wykorzystaniem w programach ochrony zagrozonych i ginacych

gatunkow [17,29].
2.3.2. Pozyskiwanie plemnikow

Podstawa implementacji ART do programéw hodowlanych jest pozyskanie
i zachowanie gamet w taki sposob, by stanowily jak najwyzszej jakosci rezerwe
genetyczng. Na calym $wiecie powstaja banki genéw gromadzace plemniki, oocyty

oraz tkanki przedstawicieli zagrozonych gatunkow [10,15,29].

W przypadku zwierzat dzikich trudno$¢ w pozyskaniu nasienia jest jednym
z czynnikOw ograniczajacych potencjalny rozwdj ART. Istnieje szereg metod pozyskania
gamet od samcOw zwierzat takie jak: z wykorzystaniem sztucznej pochwy, wyptukiwanie
nasienia z drog rodnych samicy, elektroejakulacja, czy nacinanie ogonéw najadrzy [29].
Kazda z tych metod posiada swoje zalety, jak rowniez obarczona jest ograniczeniami,
szczegblnie trudnymi do uniknigcia w przypadku dzikich zwierzat. W dostepnej
literaturze, jak dotad, znajduje si¢ jedno doniesienie o pozyskaniu plemnikow od zubra
z wykorzystaniem elektroejakulacji [95]. Metoda ta wymaga znieczulenia ogdlnego,
w konsekwencji postrzegana jest jako niezgodna z szeroko rozumianym dobrostanem
zwierzg¢cia. Co wiegcej, jak wykazano u innych gatunkow zwierzat, jako$¢ nasienia
uzyskanego ta metoda nie zawsze jest zadowalajaca [29]. Na szczegdlng uwage zastuguje
mozliwo$¢ pobrania i konserwowania plemnikow najadrzowych. Gamety, ktére osiagna
miejsce swojego dojrzewania — ogon najadrza — sa wyposazone w odpowiednio
wyksztatcony akrosom oraz posiadajg potencjalng zdolno$¢ ruchu [68]. lzolacja
plemnikéw najadrzowych daje mozliwo$¢ otrzymania potomstwa w sytuacji,
gdy niemozliwa jest ejakulacja, po zabiegu orchidektomii, czy w przypadku naglej
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I niespodziewanej $mierci osobnika [39,68]. Zdolnos¢ do zaptodnienia komorki jajowej
przez plemniki najadrzowe zostala udowodniona u wielu gatunkow zwierzat
udomowionych i dzikich [39,68]. Pozyskane w ten spos6b gamety coraz czesciej
postrzegane sg jako zrodto cennych genow, ktore bez ART bylyby bezpowrotnie stracone
w momencie $mierci zwierzecia [39,68]. W przypadku zagrozonych gatunkow czesto jest
to jedyna mozliwo$¢ pobrania gamet nie stojgca W Sprzecznosci z dobrostanem zwierzat
[29,39,68]. Wyizolowane posmiertnie gamety stanowig nieoceniony skarb w programach
ochrony wielu zagrozonych gatunkow [29,68]. Jednakze, gtéwnym ograniczeniem
efektywnosci takiej formy pozyskiwania gamet jest zalezno$¢ pomiedzy jakoscig
nasienia, a czasem jaki uplywa mie¢dzy $miercig zwierzgcia a pobraniem plemnikow
[71,108]. Badania przeprowadzone na plemnikach owcy domowej (Ovis aries) wykazaty,
ze do 24 godzin od $mierci zwierzecia, podstawowe parametry plemnikow najadrzowych
(zywotno$¢, odsetek gamet charakteryzujacych si¢ ruchem postepowym)
sa porownywalne do ejakulowanych. Po uptywie doby, obserwowano stopniowe
obnizanie si¢ ich jakosci [71,108]. Podobne badanie przeprowadzone na plemnikach
najadrzowych samcow bydla domowego (Bos taurus) wykazalty mozliwosé
ich wykorzystania nawet do 72 godzin po $Smierci zwierzecia [73]. Z przyczyn etycznych,
jak i praktycznych, metoda ta wydaje si¢ by¢ jedyna akceptowalng w przypadku zubréw.
Mozliwo$¢ posmiertnego pobrania 1 wykorzystania plemnikow najadrzowych zubra
zostata kilkukrotnie opisana W literaturze [26,51]. Niestety, wtasciwosci izolowanych
w ten sposOb gamet nie zostaly wyczerpujaco zbadane. By w pelni wykorzystaé
ich potencjal, niezb¢dne sg dalsze badania z wykorzystaniem zaawansowanych metod

oceny plemnikow.
2.3.3. Metody oceny plemnikow

Komputerowo wspomagana analiza nasienia (ang. Computer Assisted Sperm
Analasis, CASA) jest rutynowo stosowang metoda, zarowno w medycznych,
jak 1 weterynaryjnych laboratoriach andrologicznych [2,118]. System CASA umozliwia
obiektywna, szybka i szczegdtowa oceng charakterystyki ruchu plemnikéw [36]. Dzieki
zastosowaniu komputerowo wspomaganej analizy nasienia mozliwa jest rOwniez ocena
hiperaktywacji plemnikow, ktéora moze by¢ zaré6wno wynikiem kapacytacji,
jak i negatywnego wptywu procesu kriokonserwacji [90]. Niektore z charakteryzowanych
przez system CASA parametrow, pozwalaja na wyciagniecie wnioskow dotyczacych

zamrazalno$ci, a takze potencjatu zaptadniajgcego badanych plemnikow [39].
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Kolejng z nowoczesnych metod badawczych umozliwiajacych ocene cech
funkcjonalno-strukturalnych plemnikow jest cytometria przeptywowa w potaczeniu
z barwieniem fluorescencyjnym. Dzigki dobraniu odpowiednich barwnikéw mozliwa jest
ocena takich cech plemnikéw jak: ciggltos¢ bton komorkowych, uszkodzenia akrosomu,
potencjat mitochondrialny, stres oksydacyjny, struktura chromatyny, fragmentacja DNA,
1 wiele innych. Jej zaleta jest mozliwo$¢ szybkiego zbadania znacznej liczby komorek
(powyzej 10 000) w ciggu zaledwie kilkunastu sekund. Tak duza liczba ocenionych

pojedynczych komoérek pozwala na uzyskanie wiarygodnych i doktadnych wynikow [83].

Dane z medycyny czlowicka wykazaly, ze podstawowa analiza nasienia nie
koreluje $cisle z zaptodnieniem i rozwinigciem si¢ cigzy [85]. Szczegdlowe parametry
ruchu, oceniane przez system CASA, moga jednak dostarczy¢ doktadniejszych
informacji na temat potencjatu rozrodczego reproduktora [39]. Barwienie
fluorescencyjne za pomocg cytometrii przeptywowej pozwala przyjrze¢ si¢ strukturze
plemnikoéw, a tym samym dokonac ich funkcjonalnej oceny [45]. Jednakze zaréwno
wyniki analizy z wykorzystaniem systemu CASA, jak i cytometrii przeptywowej
nie pozwalaja na jednoznaczng ocen¢ zdolno$ci badanych plemnikoéw do zaptodnienia

komorki jajowe;.

Etap interakcji plemnik-ostonka przejrzysta oocytu jest jednym z najwazniejszych
etapow prowadzacych do zaptodnienia, odzwierciedlajacym kompetencje plemnikow
[85]. W zwiazku z tym, test wigzania plemnikow z ostonka przejrzysta (z ang. Zona
Binding Assay - ZBA) zostal wlaczony do oceny nasienia przed konwencjonalnym
zaptodnieniem in vitro (in vitro fertilization, IVF) w ludzkich laboratoriach [85]. Test
wigzania plemnikéw z ostonka przejrzysta zostat rowniez wykorzystany w badaniach
reprodukcji zwierzat. U bydta zaobserwowano pozytywna korelacje miedzy wynikami
ZBA a zaptodnieniem in vitro [127]. Zastosowanie tego testu do oceny wynikow
kriokonserwacji nasienia opisano miedzy innymi u takich gatunkéw jak: pies (Canis
lupus familiaris) [113], bydto domowe (Bos taurus) [31,32], bawot (Bubalus bubalis)
[48] i swinia domowa (Sus scrofa domestica) [16]. Jego dodatkowg zaletg jest tatwosé
wykonania. Dzieki mozliwos$ci wykorzystania oocytow izolowanych

z mrozonych jajnikéw test ten mozna wiaczy¢ do rutynowej oceny nasienia.

Dotychczas w literaturze szeroko opisano proces spermatogenezy u zubra [20,21],
jednakze, zaledwie kilka publikacji dotyczy gamet meskich tego gatunku [47,51,95].
Ze wzgledu na charakter materiatu, nielicznie opisywane badania opieraty si¢
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na niewielkiej grupie badanej. W pojedynczych pracach, plemniki byly
charakteryzowane za pomoca tradycyjnych metod oceny nasienia (morfologia,
zywotno$¢, ruchliwos¢ subiektywna) [51]. Jednakze nadal nie opracowano opisu
kompleksowych badan, ktoére pozwolityby na peing charakterystyke zarowno natywnych,
jak 1 kriokonserwowanych plemnikéw najadrzowych zubra z wykorzystaniem
zaawansowanych metod oceny plemnikow, takich jak system CASA, cytometria

przeplywowa, czy test czynnosciowy —ZBA.
2.3.4. Kriokonserwacja plemnikow

Pozyskane i ocenione pod katem potencjalu rozrodczego plemniki moga zostac
zastosowane od razu, jednakze dopiero ich mrozenie pozwala w pelni wykorzystac
potencjat ART. Kriokonserwcja plemnikow w znacznym stopniu przyczynila si¢
do rozwoju hodowli zwierzat gospodarskich, towarzyszacych oraz dzikich. Pozwala ona
na rozdzielenie w czasie procesu pozyskania gamet oraz ich wykorzystania. Co wigcej,
dzigki zastosowaniu kontenerow transportowych, mozliwe jest przekazanie dawek

inseminacyjnych bez konieczno$ci przemieszczania zwierzat.

Jednakze, proces mrozenia powoduje szereg zmian w strukturze gamety meskiej
[62], z ktorych cze$¢ nie jest w pelni odwracalna po rozmrozeniu [5].
Wewnatrzkomoérkowa krystalizacja, toksyczno$¢ komponentow rozrzedzalnikéw oraz
nasilenie formowania reaktywnych form tlenu (ROS) mogg spowodowac uszkodzenia
btony komoérkowej plemnika [5]. Proces mrozenia i rozmrazania nasienia powoduje
funkcjonalne i strukturalne uszkodzenia gamet, m. in. nieprawidtowosci akrosomu, niska
ruchliwo$¢, obnizony potencjal mitochondrialny, zwigekszona przepuszczalnosé
plazmolemmy, czy peroksydacja lipidow [5]. Zmiany te moga przyczyni¢ si¢

do obnizenia ich kompetencji zaptodnienieniowej po rozmrozeniu [49].

Dotychczas w literaturze opisano kilka przypadkéw kriokonserwacji plemnikow
zubra z wykorzystaniem protokotéw opracowanych dla nasienia bydla domowego
[51,95]. Przytaczane prace dotyczyly zaré6wno nasienia pozyskanego metoda
elektroejakulacji, jak i gamet pobranych post mortem [51,95]. Nie przeprowadzono
jednak prac, majacych na celu optymalizacje procesu kriokonserwacji plemnikow
najadrzowych zubra pozyskanych post mortem. Z tego powodu niezbedne sg badania
charakteryzujace zachodzace w trakcie mrozenia zmiany oraz pozwalajace ocenié

wlasciwos$ci plemnikéw po mrozeniu. Analizy te pozwola wyznaczy¢ kierunek, w jakim
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powinny zmierza¢ prace nad optymalizacjg protokotow postepowania z plemnikami

najadrzowymi Zubra.
2.3.4.1. Optymalizacja procesu kriokonserwacji plemnikow najadrzowych zubra
2.3.4.1.1. Selekcja plemnikow w oparciu o gradient gestosci

Podczas prac nad optymalizacjg protokotu kriokonserwacji, oprocz ograniczania
uszkodzen wynikajacych z samego procesu mrozenia, nalezy uwzgledni¢ fakt,
ze glownym czynnikiem limitujgcym efektywno$¢ procesu kriokonserwacji jest
wyjéciowa jakos$¢ uzyskanych plemnikow [103]. U knurow wykazano, ze probki nasienia
zawierajace duza liczbe funkcjonalnie 1 morfologicznie nieprawidtowych oraz martwych
plemnikéw wykazuja nizsza tolerancje procesu mrozenia, niz te charakteryzujace si¢
dobra jako$cig poczatkowa [70]. W badaniach nad nasieniem czlowieka dowiedziono,
ze uszkodzone komorki uwalniajg zawarto$¢ akrosomu oraz reaktywne formy tlenu
(z ang. Reactive Oxygen Species, ROS), ktore negatywnie wplywaja na prawidtowo
funkcjonujace gamety [78]. Dodatkowymi elementami mogacymi mie¢ niekorzystny
efekt na prawidtowo funkcjonujace plemniki sg elementy morfotyczne krwi, komorki
nabtonkowe oraz fragmenty tkanki najadrzowej. Usunigcie tych zanieczyszczen moze
mie¢ korzystny wptyw na kriokonserwowane gamety [78,109], dlatego dobra praktyka
jest selekcja prawidlowych plemnikéw przed poddaniem ich kriokonserwacji w celu
poprawy efektywnosci tego procesu [70]. Etap wczesniejszej selekcji wydaje si¢ miec
duze znaczenia, zwlaszcza w przypadku plemnikéw pozyskanych z ogondw najadrzy,
kiedy to sama metoda ich pozyskiwania, zwigksza ryzyko zanieczyszczenia prob. Celem
ograniczenia kontaminacji opracowanych zostato wiele technik oczyszczania nasienia
[1,18,62,105]. Jedna z nich jest wirowanie w gradiencie gestosci koloidalnego roztworu
krzemionki pokrytej poliwinylopirolidonem (PVP) — Percoll® (Sigma-Aldrich). Jest to
metoda wykorzystujaca roznice gestosci pomiedzy komorkami o rdznej jakosci. Meskie
gamety z prawidtlowym jadrem charakteryzuje wyzsza gestos¢; w konsekwencji, znajda
si¢ w nizszych warstwach wirowanej proby. Ponadto, ruchliwe plemniki opadaja w czasie
wirowania szybciej niz komorki o zaburzonej ruchliwosci, ktorych ruch wymuszany jest
jedynie zastosowang sitg odsrodkowa [62]. Wirowanie w gradiencie gestosci Percoll®
zostalo z powodzeniem wykorzystane do usuwania niepozadanych plemnikow
z ejakulatow bydta domowego, $wini domowej, owcy domowej, kury domowej

czy cztowieka [1,62,66].
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2.3.4.1.2. Dobor rozrzedzalnika

Waznym czynnikiem wptywajacym na efektywnosci procesu kriokonserwacji jest
dobor odpowiedniego rozrzedzalnika. Idealny rozrzedzalnik dla plemnikow
najadrzowych zubra powinien umozliwi¢ zachowanie ich jakos$ci oraz mieé prosty
protokét niewymagajacy w petni wyposazonego laboratorium, dzigki czemu mozliwe

bedzie przeprowadzenie procedury w warunkach terenowych.

Dotychczas opisane w literaturze przypadki mrozenia plemnikéw najadrzowych
zubra obejmowaly rozrzedzalnik na bazie buforu Tris, glicerolu oraz zo6ttka jaja kurzego
[51]. Wykorzystujac  ten  rozrzedzalnik, uzyskano akceptowalne  wyniki
porozmrozeniowej oceny gamet obejmujacej ruchliwos$¢ ogolng (z ang. motility, MOT):
11-48% oraz ruch postgpowy (z ang. progressive motility, PMOT) 8-20% [51].
Przygotowanymi, wedlug cytowanego protokotu, plemnikami udato si¢ skutecznie
zainseminowac¢ samice bydta domowego oraz uzyska¢ blastocyst¢ zubra w warunkach
in vitro [25,26,51]. Jednakze, niejednokrotnie, pobieranie materiatu odbywa si¢
w warunkach terenowych z dala od w pelni wyposazonego laboratorium, dlatego tez
nadal istnieje potrzeba usprawnienia protokotu tak, by zajmowat on mniej czasu, przy
réwnoczesnym zapewnieniu przynajmniej porownywalnej jakosci plemnikow do tych,
mrozonych w pozywce na bazie buforu Tris 1 zo6ltka jaja kurzego. Pod tym wzgledem,
interesujacym wyborem wydaje si¢ komercyjnie dostgpny rozrzedzalnik przeznaczony
dla nasienia bydla — Andromed®. Produkt ten charakteryzuje si¢ prostym,
jednoetapowym, protokotem [94,95] oraz sktadem wolnym od produktéw pochodzenia
zwierzgcego — dodatek zottka jaja lub mleka zastgpiony zostat fosfolipidami
pochodzacymi z soi. Do tej pory w literaturze pojawit si¢ jeden raport dotyczacy
wykorzystania rozrzedzalnika Andromed® do kriokonserwacji nasienia Zzubra
pozyskanego metodg elektroejakulacji [95]. Nie ma jednak informacji na temat

stosowania tego produktu do mrozenia plemnikow pozyskanych z najadrzy zubra.

Obecnie, biotechnologie reprodukcyjng charakteryzuje tendencja do unikania
rozcienczalnikow zawierajacych produkty pochodzenia zwierzecego. Zottko jaja
lub mleko moga by¢ potencjalnym zrédtem patogennych mikroorganizmow, takich jak
wirus ptasiej grypy, Salmonella sp., Escherichia coli, czy mykoplazmy [124]. Eliminacja
potencjalnych patogendw z procesu konserwacji gamet jest wazna dla tworzenia
stabilnych rezerw genetycznych, a w przysztosci dla uzyskania potomstwa wolnego
od chorob [46,64,124]. Od kilku lat, w badaniach nad opracowywaniem optymalnych
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rozrzedzalnikow wolnych od biatka pochodzenia zwierzecego przeznaczonych
dla réznych gatunkow zwierzat, duzym zainteresowaniem cieszg si¢ metody modyfikacji
ptynnosci blon plemnikéw. Jedna z tych metod jest zastosowanie cyklodekstryn jako
nosnikow czasteczek cholesterolu [7,9,13,100,124]. Cyklodekstryna ma zdolnos¢
do preferencyjnego wigzania si¢ z czasteczkami cholesterolu w mniej uporzagdkowanych
obszarach blony komoérkowej i wbudowywania go. Dodatkowe czasteczki cholesterolu
powoduja zwickszenie ptynnosci btony, a tym samy chronig jg przed uszkodzeniami
spowodowanymi procesem mrozenia [50,76]. Udane proby kriokonserwacji nasienia
przy uzyciu rozrzedzalnika wzbogaconego kompleksem cyklodekstryny i cholesterolu
podjeto u blisko spokrewnionego z zubrem bizona amerykanskiego (Bison bison
athabascae). Jego skuteczno$¢ potwierdzono zarowno w warunkach in vitro,

jak i in vivo [124].

Ze wzgledu na konieczno$¢ utworzenia banku plemnikéw, mogacych
w przysztosci by¢ podstawa zachowania réznorodnosci genetycznej, rozwdj technik
wspomaganego rozrodu wydaje si¢ by¢ kluczowym dla przysztosci populacji zubra.
Wiele aspektow dotyczacych charakterystyki jego gamet, ich oceny oraz mozliwos$ci
kriokonserwacji nie zostalo poznanych. Co wiegcej, dotychczas uzyskane wyniki
zaplodnienia in Vvitro oraz transferu zarodkéw sa niesatysfakcjonujgce. Potrzeba
uzupelnienia wiedzy o charakterystyke plemnikow najadrzowych zubra pod katem

wykorzystania ich w ART, stala si¢ przyczyng realizacji niniejszej pracy doktorskie;j.
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3. HIPOTEZY BADAWCZE | CELE PRACY
3.1. Hipotezy badawcze

Plemniki pozyskane post mortem z najadrzy zubréw poza sezonem rozrodczym
charakteryzuja si¢ jakoscig kwalifikujaca je do procesu kriokonserwacji;
Rozrzedzalnik na bazie buforu Tris 1 zottka jaja kurzego jest odpowiedni
do kriokonserwacji plemnikow najadrzowych zubra pozyskanych post mortem;
Selekcja plemnikow w gradiencie gestosci Percoll® przed procesem kriokonserwacji
pozwala na uzyskanie lepszej porozmrozeniowej jakosci probek;

Test wigzania z ostonka przejrzysta oocytu bydlecego (ZBA) moze byc¢
wykorzystywany do oceny jakos$ci pozyskanych plemnikow.

3.2. Cele badawcze

Nadrzednym celem przeprowadzonych badan byto ustalenie efektywnego
protokotu postepowania z plemnikami najagdrzowymi zubra w kontek$cie doskonalenia

procedur stosowanych w banku plemnikéw tego gatunku.

Podjeta w niniejszej dysertacji tematyka obejmowata cztery szczegotowe cele

badawcze:

Morfologiczno — strukturalna charakterystyka plemnikow najadrzowych zubra;
Ocena efektow kriokonserwacji plemnikow najadrzowych Zubra.

Ocena wptywu selekcji plemnikow za pomocg wirowania w gradiencie gestosci
Percoll® na ich jakos$¢ po rozmrozeniu;

Zweryfikowanie mozliwo$ci wykorzystania testu wigzania z ostonkg przejrzysta

oocytu bydlecego (ZBA) do oceny jako$ci pozyskanych plemnikéw.
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4. ZADANIA BADAWCZE ORAZ PUBLIKACJE WCHODZACE W SKLAD
ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

4.1. Zadania badawcze

W ramach niniejszej pracy doktorskiej zostaty zrealizowane cztery zadania

badawcze:

Ocena morfologii, morfometrii oraz cech funkcjonalno — strukturalnych plemnikéw
najadrzowych zubra za pomoca podstawowych metod oceny nasienia, pomiaréw
morfometrycznych oraz barwienia fluorescencyjnego i cytometrii przeptywowej;
Mrozenie plemnikow najadrzowych zubra w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris,
z6tka jaja kurzego 1 glicerolu;

Selekcja plemnikow najadrzowych zubra za pomoca wirowania w gradiencie gestosci
Percoll® przed poddaniem ich procesowi kriokonserwacji;

Przeprowadzenie testu wigzania plemnikow najadrzowych zubra z heterologiczng

ostonkg przejrzysta oocytu bydlecego.

4.2. Publikacje wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej

Wyniki otrzymane podczas realizacji zadania | i Il zostaly przedstawione

w publikacji stanowigcej zatacznik 1 do niniejszego manuskryptu.

Wyniki otrzymane podczas realizacji zadania 11l zostalty przedstawione

w publikacji stanowigcej zatacznik 2 do niniejszego manuskryptu.

Wyniki otrzymane podczas realizacji zadania IV zostaty przedstawione w postaci

preprintu stanowigcego zatacznik 3 do niniejszego manuskryptu.
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5. MATERIAL I METODY
5.1. Material

Materiat do badan stanowity plemniki najadrzowe pozyskane post mortem
od samcoéw zubra w wieku od 3 do 20 lat. Zwierzgta pochodzily zarowno z o$rodkow
hodowli, jak 1 zagréd pokazowych znajdujacych si¢ na terenie Polski
(12 lokalizacji). Pozyskanie materiatu mialo miejsce poza sezonem rozrodczym
(od wrzesnia do kwietnia) w latach 2015-2023.

W kazdym z zadan wykorzystano plemniki pochodzace od roznej liczby
osobnikow. W tabeli 1 przedstawiono liczb¢ osobnikow, od ktérych plemniki

wykorzystano w poszczegdlnych zadaniach badawczych.

Tabela 1. Liczba osobnikéw zubra, od ktorych plemniki wykorzystano w poszczegdlnych

zadaniach badawczych

Zadanie badawcze I ] I v

Liczba osobnikow, 27 20 4 1
od ktoérych pozyskano plemniki

5.2. Metody
5.2.1. Izolacja plemnikow

Bezposrednio po $mierci zwierzgcia jadra wraz z najadrzami usuwano z moszny,
oddzielano najadrza w celu oczyszczenia z krwi 1 zanieczyszczen, oplukiwano
je 1izotonicznym roztworem soli fizjologicznej (0,9% NaCl). Nastepnie odcinano
oba ogony najadrzy i umieszczano je na osobnych szalkach Petriego, zawierajacych 4 ml
rozrzedzalnika na bazie buforu TRIS (Tris (2,4 g), kwas cytrynowy (1,4 g), glukoza
(0,8 g), penicylina (5000 IU) streptomycyna (100 mg) i wode destylowana do 100 ml)
(pH 6,9, 300 mOsm kg™), utrzymywanego w temperaturze 37°C. W celu pozyskania
plemnikéw, ostrzem chirurgicznym wykonywano szereg naci¢¢ ogonéw najadrzy w taki
sposob, by przecigé swiatto kanalikow nasiennych i1 uwolni¢ gamety do rozrzedzalnika

(rycina 1). Nastepnie szalki umieszczano na stoliku grzewczym (37°C) na 10 minut.
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Rycina 1. Schemat pozyskiwania plemnikéw z najadrzy zubra
5.2.2. Przygotowanie plemnikow do analizy

Po 10 minutowej inkubacji rozrzedzalnik zawierajacy plemniki nanoszono
za pomocg pipety 1000 pl na filtr do komorek o wielkosci poréow 70 pm umieszczony
w plastikowym falkonie o pojemnosci 50 ml, celem oczyszczenia gamet z fragmentow

tkanek 1 detrytusu komorkowego.
5.2.3. Ocena pozyskanych plemnikow
5.2.3.1. Wstepna ocena pozyskanych plemnikow

Otrzymywane po przefiltrowaniu proby zawierajace plemniki, niezaleznie
od etapu badan, poddawane byly wstepnej analizie obejmujacej ocen¢ ruchliwosci

subiektywnej, koncentracji i catkowitej liczby plemnikow.
Ocena ruchliwosci subiektywnej

W celu okreslenia ruchliwosci subiektywnej plemnikow, 10 pl probki nakrapiano
na szkietko podstawowe wczesniej umieszczane na stoliku grzewczym i1 przykrywano
szkietkiem nakrywkowym. Odsetek plemnikoéw ruchliwych ocenialo trzech niezaleznych
obserwatorow. Nastgpnie wyciggano $rednig z trzech obserwacji. Ocene ruchliwosci
subiektywnej przeprowadzano za pomocg mikroskopu kontrastowo-fazowego Nicon
Eclipse E200 (powigkszenie 400x).
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Ocena koncentracji i calkowitej liczby plemnikow

Do obliczenia koncentracji plemnikow w jednostce objetosci wykorzystywano
komor¢ Thoma o glebokosci 0,1 mm przykryta szkietkiem nakrywkowym
oraz mikroskop kontrastowo-fazowy Nicon Eclipse E200 (200 x). Kazdorazowo
po przygotowaniu komory weryfikowano obecnos$¢ pierscieni Newtona. Przed oceng
koncentracji plemnikoéw, proby rozcienczano 200-krotnie woda destylowang i naktadano
w przyblizonej objetosci 7 ul do wypelnienia kazdej siatki [14]. Nast¢pnie zliczano
komorki w 20 kwadratach (o dlugosci boku 0,05 mm), po 10 z gérnej 1 dolnej siatki.
Za kazdym razem liczono plemniki znajdujace si¢ wewnatrz kwadratow,
jak i na gornych i lewych liniach granicznych. Koncentracje plemnikéw w 1 mm?®

wyliczano ze wzoru: liczba zliczonych plemnikéw x 50 000 (objetos¢ jednego kwadratu

(250) x rozcienczenie (200)).
5.2.3.2. Szczegolowa ocena pozyskanych plemnikow
Ocena zywy/martwy z wykorzystaniem barwnika eozynowo-nigrozynowego

Ocena odsetka plemnikéw zywych 1 martwych byla wykonywana podczas

realizacji kazdego z zadan badawczych.

Przygotowanie barwnika eozynowo-nigrozynowego

W celu przygotowania barwnika eozynowo-nigrozynowego mieszano 4,0%
roztwor eozyny w 2,9% cytrynianie sodu z 8,0% roztworem nigrozyny w 2,9%

cytrynianie sodu w stosunku 1:3, zgodnie z wczesniej stosowanym schematem [82].
Przygotowanie preparatow do oceny odsetka plemnikow zywych i martwych

Do oceny odsetka plemnikow zywych 1 martwych wykorzystywano
przygotowany wczesniej barwnik eozynowo - nigrozynowy [82]. Na ogrzane wcze$niej
szkietko podstawowe nakrapiano 10 pl proby rozrzedzonej w rozrzedzalniku na bazie
buforu Tris (w zaleznosci od subiektywnej oceny gestosci w stosunku od 1:1 do 1:8) oraz
10 wl barwnika eozynowo-nigrozynowego. f.gczono obie krople koncowka pipety,
a nastepnie wykonywano rozmaz. Gotowe preparaty ponownie umieszczano na stoliku

grzewczym i pozostawiano do wyschnigcia.
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Ocena preparatow eozynowo-nigrozynowych

Wykonane rozmazy analizowano za pomoca mikroskopu $wietlnego Nicon
Eclipse E200 (powickszenie 1000x) z wykorzystaniem imersji. W kazdym preparacie
oceniano 200 plemnikoéw. Eozyna niebieska, w przypadku przerwania ciaggtosci btony
komorkowej, wnikata do wnetrza plemnikéw zabarwiajac je na rézowo. Plemniki
o glowkach zabarwionych na ré6zowo uznawano za martwe. Gamety, ktore pozostaty

niezabarwione, klasyfikowano jako zywe (rycina 2). Wynik przedstawiano jako odsetek

plemnikéw zywych.

Rycina 2. Ocena odsetka zywych i martwych plemnikow przy uzyciu barwnika eozynowo-

nigrozynowego. A — niezabarwione, zywe plemniki; B — zabarwione, martwe plemniki
Ocena morfologii plemnikow

Morfologia plemnikéw byla oceniana podczas realizacji kazdego z zadan

badawczych.
Przygotowanie preparatow do barwienia

W celu oceny morfologii pozyskanych plemnikoéw, wykonywano rozmazy
z 10 pl rozrzedzonej w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris proby (w zaleznosci
od subiektywnej, wizualnej oceny gestosci w stosunku od 1:1 do 1:8). Po wykonaniu

rozmazow preparaty pozostawiano do wyschnigcia na 24 h.

Odczynniki  przygotowywano zgodnie z protokotem opisanym przez
Watsona i wsp. 1975 [121].
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Przygotowanie utrwalacza:

Roztwor 1. NaoHPO4 x 2H20 — 21,682 g dopetniano wodg destylowang do 500 ml.
Roztwor 2. KH2PO4 — 22,254 g dopeiniano wodg destylowang do 500 ml.

Roztwodr A: mieszano 200 ml roztworu 1. i 80 ml roztworu 2.

Roztwor B: 9,01 g NaCl dopetniano woda destylowang do 500 ml.

Roztwor C: formalina 40%.

Pozadany utrwalacz otrzymywano poprzez zmieszanie 100 ml roztworu A, 150 ml

roztworu B, 62,5 ml roztworu C i dopetnienie do 500 ml wodg destylowana.
Przygotowanie Buforu Sorensena

Roztwor 1. NapHPO4 x 12H,0 — 23,89 g dopetniano woda destylowang do 1000 ml.
Roztwor 2. KH2PO4 — 22,254 ¢ dopetniano woda destylowang do 1000 ml i gotowano 30
minut w celu usuniecia COo.

Aby uzyska¢ koncowy roztwor mieszano 6,12 ml roztworu 1. i 3,88 ml roztworu 2. -
pH 7,0.

Przygotowanie zbuforowanego roztworu Giemsy:

W celu przygotowania zbuforowanego roztworu Giemsy mieszano 3 ml odczynnik

Giemsy z 2 ml buforu Sorensena i 30 ml wody destylowanej.
Barwienie plemnikow metoda Watsona

Po wyschnigciu preparatow umieszczono je we wczesniej przygotowanym
utrwalaczu na 15 minut. Po utrwaleniu, ptukano je pod biezaca wodg przez 15 sekund.
Nastgpnie suszono przez 20 minut. Po wysuszeniu preparaty umieszczano w szklanych
pojemnikach wypetnionych barwnikiem i pozostawiano na 90 minut. Po uptynigciu tego

czasu, preparaty plukano woda destylowang przez 10 sekund.
Ocena morfologii plemnikow

Po osuszeniu wybarwione preparaty oceniano za pomocg mikroskopu $wietlnego
Nicon Eclipse E200 (powigkszenie 1000x) =z wykorzystaniem imersji.
W kazdym preparacie oceniano morfologi¢ 200 plemnikéw. Obliczano odsetek
plemnikow wykazujacych zaréwno wady pierwotne, jak i wtorne [8]. Zaobserwowane

wady zostaty przedstawione na rycinie 3.
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Rycina 3. Zaobserwowane wady morfologiczne plemnikow najadrzowych zubra, wybarwionych

metodg Watsona. A — prawidtowy plemnik zubra, B — zagiecie witki, C — petla witki, D — kropla
protoplazmatyczna w potozeniu dalszym, E- kropla protoplazmatyczna w potozeniu blizszym, F
—wada Daga, G — nieprawidtowy ksztatt gtowki, H — wada wstawki, | — luzna gtowka, J — wady
akrosomu

5.2.3.2.3. Morfometria glowek plemnikow

Pomiary morfometryczne zostaly wykonane podczas realizacji pierwszego
zadania badawczego. Morfometri¢ gtowek plemnikéw opisano przy uzyciu

oprogramowania cellSens Dimension Software (Olympus Europa SE & Co. KG).
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Dhugos$¢, szerokos¢ oraz powierzchnig gtoéwki mierzono recznie na zdjeciach rozmazéow
barwionych metodg Watsona [121]. Sposob wykonywania pomiaréw przedstawiono
na rycinie 4. Do pomiaréw morfometrycznych wybierano preparaty o najlepszej jakosci.

Lacznie oceniono 1200 plemnikéw najagdrzowych zubra.

powierzchnia

szerokosc¢

dhugos¢

Rycina 4. Pomiary morfometryczne gtéwek plemnikéw najadrzowych Zubra
5.2.3.2.4. Komputerowo wspomagana Analiza Nasienia (CASA)

Szczegblowa analiza ruchu plemnikéw za pomocg systemu CASA zostala
wykorzystana do oceny ruchu plemnikow rozmrozonych — w zadaniach Il i IV.
W zalezno$ci od ocenianej subiektywnie gesto$ci, przed analiza za pomoca systemu
CASA, badane proby byly rozrzedzane za pomoca rozrzedzalnika opartego na buforze
Tris w stosunku od 1:1 do 1:8.

Wspomagang komputerowo analize¢ ruchu plemnikow wykonywano za pomoca
urzadzenia HTM IVOS ver. 12.2 (Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, MA, USA)
z wykorzystaniem optyki kontrastowo-fazowej w powigkszeniu 1,89 x 10 oraz
oprogramowania Animal Motility (Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, MA, USA).
Wykorzystano parametry opracowane do oceny nasienia pozyskanego od samcow bydta

domowego. Poszczegodlne ustawienia zostaty przedstawione w tabeli 2.
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Tabela 2.Ustawienia dla poszczegolnych parametréw jakimi oceniano plemniki najadrzowe zubra

w programie Animal Motility (Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, MA, USA)

Parametr Ustawienia
Czestotliwos¢ od$wiezania obrazu 60 Hz
Liczba analizowanych obrazow 30
Minimalna wielko$¢ gtowki plemnika 5 pikseli
Minimalny kontrast analizowanych obiektow 80
Minimalna szybko$¢ plemnikoéw o ruchu postgpowym 50 pm/s
Minimalna prostoliniowo$¢ plemnikéw o ruchu postgpowym 70 %
Warto$¢ graniczna plemnikéw o ruchu wolnym 30 pm/s
Warto$¢ graniczna plemnikéw o ruchu wolnym 15 pm/s

Oceniane szczegdtowe parametry ruchu plemnikéw zostaly wyszczegdlnione

w tabeli 3.

Tabela 3. Szczegétowe parametry ruchu plemnikéw oceniane za pomocg programu Animal

Motility (Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, MA, USA)

Parametr skrot jednostka
Odsetek plemnikoéw ruchliwych MOT %
Odsetek plemnikow charakteryzujacych si¢ ruchem | PMOT %
postepowym

Srednia predko$é plemnika po rzeczywistej ciezce ruchu | VCL um/s
Srednia predko$é plemnika po przyblizonej éciezce ruchu | VAP um/s
Srednia predko$é¢ plemnika wzdtuz linii prostej | VSL pum/s
wyznaczone] miedzy poczatkowym a  koncowym

polozeniem gamety

Liniowos¢ ruchu plemnika LIN %
Prostoliniowo$¢ ruchu plemnika STR %
Amplituda bocznych odchylen gtowki ALH pum
Czgstotliwos¢ bocznych odchylen gtowki plemnika BCF Hz
Odsetek plemnikow szybkich RAPID_PCT %
Odsetek plemnikow o umiarkowanej szybkos$ci ruchu MEDIUM_PCT %
Odsetek plemnikoéw statycznych STATIC_PCT %
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5.2.3.2.5. Ocena cech strukturalno-funkcjonalnych plemnikéw najadrzowych zubra

za pomoca barwienia fluorescencyjnego i cytometrii przeplywowe;j

Badanie z wykorzystaniem barwnikow fluorescencyjnych oraz cytometrii
przeptywowej prowadzono w kazdym zadaniu badawczym oceniajac zarowno plemniki

przed, jak i po poddaniu ich procesowi kriokonserwacji.

Z powodu roznych odlegtosci pomiedzy miejscami pozyskiwania materiatu
a laboratorium, optymalny czas na ocen¢ plemnikéw przed procesem kriokonserwacji

wyznaczono na 24 godziny po pobraniu.

Wszystkie testy przeprowadzono przy uzyciu cytometru przeptywowego Guava
EasyCyte 5 (Merck KGaA. Darmstadt. Niemcy) za pomocg oprogramowania
GuavaSoft™ 3.1.1 (Merck KGaA. Darmstadt. Niemcy). Sondy fluorescencyjne byly
wzbudzane przez laser argonowy o dlugosci fali 488 nm. Zdarzenia niebedace
plemnikami byly odrzucane na podstawie wielkosci oraz granularnosci i nie byly

analizowane.

Dla kazdej z préb przeanalizowano 10 000 zdarzen. Wszystkie wykorzystane
barwniki fluorescencyjne zostaly zakupione od Life Technologies Ltd., Grand Island,
NY, USA.

Wszystkie barwienia 1 analizy przeprowadzono zgodnie z protokotami
stosowanym rutynowo w laboratorium Katedry Rozrodu UPWr, opisanymi wcze$niej dla

innych gatunkow zwierzat [83,92,97].

Ocenie podlegaly nastgpujace cechy plemnikow: integralno$¢ btony komorkowe;,
integralno$¢ akrosomu, potencjal mitochondrialny, peroksydacja lipidow oraz status

chromatyny.
Przygotowywanie probek do barwienia fluorescencyjnego

Kazdorazowo do wykonania powyzszych testow wykorzystywano 40 x 108

plemnikow zawieszonych w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris.
Ocena ciaglosci blony komorkowej

Ciaglos¢ btony komodrkowej oceniano za pomoca podwdjnego znakowania
fluorescencyjnego, zgodnie z wczesniej opisanym protokotem. 300 pL rozcienczonej

probki wybarwiano z wykorzystaniem 5 pL roztworu roboczego barwnika SYBR-14
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(0,1 uL SYBRI14+4,9uL rozrzedzalnika na bazie buforu TRIS) i inkubowano
w ciemno$ci w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodawano 3 pL 1,4 mM jodku
propidyny (PI). Po 3 minutach inkubacji, analizowano probki. Populacje wykazujace
ujemny wynik pod wzgledem barwienia jodkiem propidyny, a dodatni w barwieniu
SYBR-14, wykazywaly zielong fluorescencje. Znajdujace si¢ w nich plemniki byly
uznawane jako zywe z niezaburzong ciaggtoscia blony komorkowej. Czerwona
fluorescencja charakteryzowala populacj¢ plemnikéw martwych. Plemniki emitujace

czerwono — zielong fluorescencje uznawano za zamierajace [97].
Ocena ciaglosci blon akrosoméw

Ciagtos¢ bton akrosomoéw badanych plemnikéw oceniano przy pomocy barwnika
Lektyna (PNA) (Arachis hypogaea Alexa Fluor® 488 conjugate). Rozrzedzone proby
mieszano z 10 pL roztworu roboczego PNA (1 pg/mL), a nastepnie inkubowano
w ciemni przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Po uptywie czasu inkubacji, proby
wirowano przez 3 minut z predkoscig (500 X ). Oddzielano supernatant,
a zgromadzone na dnie plemniki zawieszano w 500 pL rozrzedzalnika na bazie buforu
Tris. Nastepnie dodawano 3 pL Pl. Po 5-minutowej inkubacji analizowano proby.
Plemniki ujemne zarowno wobec lektyny, jak i jodku propidyny klasyfikowano jako

zywe z nienaruszonym akrosomem [40].
Ocena potencjatu blon mitochondrialnych

Do oceny aktywno$ci bton mitochondrialnych badanych plemnikow
wykorzystywano potgczenie barwnika JC-1 (3 mM roztwor JC-1 w DMSO) i jodku
priopidyny. Do 500 pL zawiesiny plemnikow dodawano 0,67 upL roztworu
podstawowego JC-1. Proby inkubowano w temperaturze 37°C w ciemnosci
przez 20 minut. Nastgpnie dodawano 3 pL Pl po 3 minutach inkubacji wykonywano
analize w cytometrze przeptywowym. Plemniki emitujace pomaranczowg fluorescencje
klasyfikowano jako posiadajace wysoki potencjat blony mitochondrialnej (HMMP).
Natomiast plemniki emitujace zielong fluorescencje oceniano jako charakteryzujace si¢

niskim potencjatem bton mitochondrialnych [41].
Ocena peroksydacji lipidow

Peroksydacje lipidow (LPO) oceniano z wykorzystaniem fluorescencyjnej sondy
C11-BODIPY581/591. Do rozcienczonych préb dodawano 1 ulL 2 mM roztworu
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C11-BODIPY581/591 w etanolu i inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C
w ciemnos$ci. Po inkubacji, proby wirowano przez 3 minuty z predkoscig 500 x g.
Po usunigciu supernatantu znajdujace si¢ na dnie plemniki zawieszano w 500 pL
rozcienczalnika na bazie buforu Tris. W celu oceny zywotnos$ci plemnikéw dodawano
3 uL jodku propidyny. Po 3 minutach inkubacji przeprowadzano analiz¢ w cytometrze
przeplywowym. Plemniki, ktore pozostaty niezabarwione, klasyfikowano jako zywa

populacje¢, niewykazujacg peroksydacji lipidow [81].
Ocena statusu chromatyny — Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)

Strukture chromatyny oceniano za pomocg barwienia oranzem akrydyny (AO)
wedtug wczesniej opisanego protokotu SCSA (z ang. Sperm Chromatin Structure Assay).
100 pL proby poddawano krotkiej denaturacji kwasem poprzez dodawanie 200 pL
roztworu lizujacego (Triton X-100 0,1% (v/v), NaCl 0,15 M i HCI 0,08 M, pH = 1,4).
Po 30 s dodawano 600 pL roztworu oranzu akrydyny (AO) [6 ng AO/mL bufor: kwas
cytrynowy (0,1 M), NaoHPO4 (0,2 M), EDTA (1 mM), NaCl (0,15 M), pH 6].
Po 3 minutach inkubacji, proby analizowano w cytometrze przeplywowym. Populacja
plemnikéw z prawidlowa dwuniciowa konfiguracja DNA wykazywata zielong
fluorescencj¢. Gamety emitujace czerwona fluorescencje klasyfikowano jako te

ze zdenaturowanym DNA [30].

5.2.4. Selekcja plemnikéw najadrzowych zubra za pomocg wirowania w gradiencie

gestosci Percoll®
Przygotowanie roztworow Percoll® 90% i 45%

Roztwory Percoll® (45 i 90%) sporzadzano zgodnie z opisem Lee et al. (2009)
[62]. W celu otrzymania 90% roztwor Percoll® mieszano podstawowy izotonicznym
roztwoér Percoll® (Isotonic Percoll® Solution (SIP)) z komercyjnym medium HTF
(z ang. Human Tubal Fluid) w proporcji 9:1. Roztwor 45% Percoll® przygotowywano

poprzez zmieszanie 90% roztworu Percoll® z HTF w réwnej objetosci.
Przygotowanie prob do wirowania w gradiencie gestosci Percoll®

W celu przygotowania prob do selekcji, na dno falkonow naktadano 2 ml warstwe
Percoll® 90%, a na nig 2 ml roztworu Percoll® 45%. Nastepnie delikatnie nakrapiano

2 ml rozrzedzalnika zawierajgcego pozyskane plemniki.
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Wirowanie w gradiencie gestosci Percoll®

Przygotowane w wyzej opisany sposoéb proby wirowano przez 35 minut
z predkoscig 800 x g. Nastgpnie usuwano supernatant, a odwirowane plemniki ponownie
zawieszano w Iml HTF 1 wirowano z predkoscia 800 x g przez 5 minut.
Po etapie selekcji, ponownie oceniano koncentracj¢ plemnikéw w otrzymanych probach.
Nastepnie wyselekcjonowane plemniki rozrzedzano do koncentracji 200 x 10°
komorek/ml 1 poddawano mrozeniu wedlug ponizej opisanego protokotu
z wykorzystaniem rozrzedzalnika na bazie buforu Tris, z6ttka jaja kurzego i glicerolu.

Na rycinie 5 przedstawiono schemat selekcji plemnikow za pomoca wirowania

]

w gradiencie gestosci Percoll®.

Plemniki pozyskane
= najzdgy — %~  Plemniki
WIROWANIE , nieprawidlowe
Percoll ® ey ]
45 % 800*g 35 min
. Plemniki
Percoll® — prawidtowe
90 % 4

Rycina 5. Wirowanie plemnikow w gradiencie gestosci Percoll®
5.2.5. Mrozenie plemnikow najadrzowych zubra
5.2.5.1. Rozrzedzalniki wykorzystane do mrozenia plemnikow Zubra.

W zaleznosci od etapu badan, plemniki mrozono z wykorzystaniem roéznych
rozrzedzalnikow. W tabeli 4 scharakteryzowano rozrzedzalniki wykorzystane

W poszczegdlnych etapach badan.
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Tabela 4. Charakterystyka rozrzedzalnikow wykorzystanych w procesie kriokonserwacji

plemnikéw najadrzowych zubra

Wykorzystany Sktad rozrzedzalnika Zadanie
rozrzedzalnik badawcze
Na bazie buforu Tris, zottka (Tris (2,4 9), kwas cytrynowy (1,4 g), glukoza I, 1, v

jaja kurzego i glicerolu (0,8 g), zottko jaja kurzego (20% v/v), penicylina
(5000 j.m.), streptomycyna (100 mg), woda
destylowana do 100 ml

AndroMed® CSS, One- fosfolipidy, TRIS, kwas cytrynowy, cukry, v
step200 ml, (Minitube przeciwutleniacze, bufory, glicerol i ultra czysta
GMBH ) (Komercyjny woda, tylozyna, gentamycyna, spektynomycyna,
rozrzedzalnik przeznaczony linkomycyna).
do mrozenia nasienia bydta

domowego).

5.2.5.2. Protokoly mrozenia plemnikéw najadrzowych zubra
Mrozenie plemnikow w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris

Po wstepnej analizie, w temperaturze pokojowej, probki zawierajace plemniki
rozrzedzano rozrzedzalnikiem na bazie buforu Tris do uzyskania stezenia 200 x 10°
komorek/ml. Nastepnie proby umieszczano w tazni wodnej 1 wktadano do lodowki
do temperatury 5°C. Po schlodzeniu, rozrzedzano je ponownie schtodzonym
rozrzedzalnikiem do koncowego stezenia 160 x 10 komorek/ml. Schtodzony
rozrzedzalnik wzbogacany byt o glicerol w ilosci 6% koncowej objetosci. Rozrzedzone
proby poddawano 90 minutowej ekwilibracji. Nastepnie przygotowanymi plemnikami
napetniano stomki francuskie o pojemnosci 0,25 ml (Minitube GMBH) (40 x 10°
plemnikow na stomke). Wolne konce stomek zamykano alkoholem poliwinylowym
(PVA). Przygotowane w ten sposob stomki poddawano mrozeniu w statycznych parach
azotu w kontrolowanej temperaturze -120°C przez 15 minut. Nastepnie zanurzano

je w cieklym azocie i umieszczano w kontenerach do przechowywania.

35



Mrozenie plemnikéw w komercyjnym rozrzedzalniku przeznaczonym dla nasienia

bydla domowego — Andromed®

Plemniki przeznaczone do mrozenia w komercyjnym rozrzedzalniku Andromed®,
zostaty kriokonserwowane wedtug wczesniej opisanego protokotu przez Krishnakumar
I wsp. [60]. Proby zawierajace plemniki rozrzedzano w temperaturze pokojowej
w Andromed® przygotowanym wczes$niej wedtug zalecen producenta, do koncowe;j
koncentracji 160 x 108 plemnikéw/ml. Nastepnie rozrzedzanymi prébami napetniano
stomki francuskie o pojemnosci 0,25 ml. Wolny koniec stomki zamykano alkoholem
poliwinylowym. Przygotowane w ten sposéb stomki umieszczano w lodéwce na 4 h
w celu powolnego schtodzenia do 4°C. Schtodzone stomki, po wyjeciu z lodowki,
umieszczano w statycznych parach azotu w kontrolowanej temperaturze -120°C.
Po uptywie 15 minut, stomki zanurzano w cieklym azocie, a nastgpnie umieszczano w

kontenerze do przechowywania.
5.2.6. Rozmrazanie plemnikéw

Stomki wyjmowano pojedynczo ze zbiornika z cieklym azotem i umieszczano

na 30 sekund w tazni wodnej (37°C).
5.2.7. Porozmrozeniowa ocena plemnikow najadrzowych zubra

Po rozmrozeniu plemniki poddawano ocenie: ruchliwos$ci, morfologii, odsetka
plemnikow zywych oraz cech funkcjonalno-strukturalnych, wedlug protokotow

opisanych powyze;j.

5.2.8. Adaptacja testu wiazania z oslonka przejrzysta oocytu do oceny

mrozonych/rozmrozonych plemnikow najadrzowych zubra

Zdolnos$¢ mrozonych/rozmrozonych plemnikéw najadrzowych zubra do wigzania
z ostonkg przejrzysta oocytu zostata poddana ocenie z wykorzystaniem heterologicznych
oocytow pozyskanych z mrozonych/rozmrozonych jajnikow bydlgcych. Test wigzania
z ostonka przejrzysta oocytu zostat przeprowadzony wedlug protokotu opisanego
przez Wheeler i wsp. (1987) [122].

Kontrole w przeprowadzonym tescie ZBA stanowilo komercyjnie mrozone

nasienie buhaja o potwierdzonej ptodnosci.
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Wykorzystane odczynniki

Tabela 5. Lista oraz sktad poszczego6lnych rozrzedzalnikow wykorzystanych w tescie ZBA

PBS/PVA
Sktadniki Stezenie Ilos¢
PBS - dopetniono
do 500 mi
PVA 0,1% 059
Antybiotyki - 1.5ml

(50 000 1U/ml Penicyliny G + 25 mg/mi

Streptomycyny)

TALP — Tyrode’s — albumin-lactate-pyruvate

Sktadniki Stezenie ilos¢ na 1 litr
Wodoroweglan sodu 25 mM 1,1003 g/l
BSA 3 mg/mi 30
Czerwien fenolowa 10 pg/ml 001g
Penicylina G Na 100 IU/ml = 60 pg/ml 0,06 g
S6l1 sodowa kwasu mlekowego 9mM 1,27341 ml
Pirogronian sodu 0,09 mM 0,0099036 g
Glukoza 4,5mM W roztworze
Tyrode’a
Roztwor Tyrode’a - Dopemi¢ do 11
PHE
Stezenie ilo$¢ na 1 litr
Epinefryna 25 uM 0,00458 g
Hipotauryna 250 uM 0,0272875 g
D — penicylamina 500 uM 0,074605 g
Pirosiarczan sodu 500 uM 0,05203 g
S6l sodowa kwasu mlekowego 3mM 424,469697 pl
Roztwor soli fizjologicznej - Dopemi¢ do 11
TALP + PHE

4 ul PHE w 100 pl TALP
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Izolacja i przygotowanie oocytow

Jajniki bydta po pozyskaniu z ubojni przechowywano w temperaturze -20°C

1 wyjmowano z zamrazarki na 12 godzin przed planowanym pobraniem oocytow.

Rozmrozone jajniki umieszczano na ptytkach Petriego zawierajacych medium
PBS/PVA i nacinano ostrzem chirurgicznym w celu uwolnienia oocytow.
Do eksperymentu wybierano jedynie oocyty z nienaruszong ostonka przejrzysts.
Wyselekcjonowane komorki jajowe przektadano szklang pipeta do czterodotkowej szalki
zawierajacej  rozrzedzalnik PBS/PVA. Za pomoca pipety automatycznej
o pojemnosci 200 pL usuwano komorki wienica promienistego. Przygotowane w ten
sposob oocyty dwukrotnie ptukano w zmodyfikowanym medium (TALP) [6]. Nastepnie
umieszczano je w 50 pL kroplach TALP + PHE [63] pod olejem parafinowym
(10 oocytow/kropla) w inkubatorze (38,5°C w atmosferze 5% CO2, 100% wilgotnosci
wzglednej).

Przygotowanie plemnikow do testu wiazania z oslonka przejrzysta oocytu

Rozmrozone, w sposob opisany powyzej, plemniki wirowano przy 500 g
przez 3 minuty. Zgromadzone na dnie plemniki ponownie zawieszono w TALP+PHE.
Ruchliwo$¢ subiektywna oraz koncentracja byty oceniane w celu ustalenia koncowego
rozrzedzenia niezbednego do uzyskania finalnej koncentracji 107 plemnikéw

ruchliwych/ml.
Test wigzania plemnikow z oslonka przejrzysta oocytu

Do kazdej kropli zawierajacej oocyty dodawano 50 uL przygotowanego nasienia.
Oocyty inkubowano z plemnikami przez 3 godziny w temperaturze 38,5°C
w atmosferze 5% CO- (wilgotnos$¢ wzgledna 100%).

Test wigzania z ostonka przejrzysta oocytu zostatl przeprowadzony w trzech
powtorzeniach. Dla kazdego powtdrzenia rozmrazano po jednej stomce z kazdego
najadrza i rozrzedzalnika. Jedna stomka komercyjnie zamrozonego nasienia buhaja

zostata rozmrozona w celu utworzenia grupy kontrolne;j.

Schemat eksperymentu przedstawiono na rycinie 6.
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Kontrola Andromed® TEG Andromed® TEG
Nasienie buhaja Lewe najadrze Lewe najadrze Prawe najadrze Prawe najadrze
3 x50l 3 x 50pl 3 x 50pl 3x50ul 3 x 50pl
(107 ruchliwych (107 ruchliwych (107 ruchliwych (107 ruchliwych (107 ruchliwych
plemnikéw /ml) plemnikéw /ml) plemnikéw /ml) plemnikéw/ml) plemnikéw /ml)
— x3
A / [/ P A
" .. " e ,
.o +.2+ 3x10 oocytow

Rycina 6. Schemat przeprowadzonego testu wigzania mrozonych/rozmrozonych plemnikéw

najadrzowych zubra z ostonka przejrzysta oocytu (ZBA)
Utrwalanie oocytow i ich barwienie

Po zakonczeniu inkubacji, kompleksy plemniki-oocyt wielokrotnie pipetowano
w celu usunigcia luzno zwigzanych plemnikow. Nastepnie kompleksy te utrwalano
w 2,5% roztworze aldehydu glutarowego w PBS przez 10 minut [32]. Po utrwaleniu,
kompleksy plemniki-oocyt umieszczano w PBS/PVA i przechowywano w lodowce

do nastgpnego dnia.

W celu ustalenia liczby zwigzanych oocytem plemnikow, kompleksy
plemniki-oocyt poddawano barwieniu bis-benzimidem (Hoechst 33342). Na szkietku
podstawowym umieszczano dwie krople zawierajace 5 komplekséw plemniki-00Cyt.
Do kazdej z kropli dodawano 10 pl roztworu roboczego Hoechst 33342 (Sigma-

Aldrich/Merck) (0,01 mg/ml) i pozostawiano w ciemnosci na 5 minut.

Po inkubacji usuwano rozrzedzalnik ze szkietek. Nastepnie, do wybarwianych
kompleksow, dodawano 5 pl roztworu zapobiegajacego blaknieciu (Fluoromount™,
Sigma-Aldrich/Merck). Po 2 minutach kompleksy przykrywano szkietkiem

nakrywkowym i uszczelniano silikonem.

Liczbe plemnikow zwigzanych z kazdym oocytem zliczano pod mikroskopem

fluorescencyjnym Zeiss Axiovert (400 x).
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5.2.9. Analiza statystyczna uzyskanych wynikow

Analizy  statystyczne przeprowadzono przy uzyciu Oprogramowania
R - Studio [104].

Do oceny zgodnosci rozktadu danych z rozktadem normalnym wykorzystano test
Shapiro-Wilka. W stosownych przypadkach do oceny réznic miedzy grupami
zastosowano testy parametryczne (test t-Studenta i ANOVA) lub testy nieparametryczne

(U Manna-Whitneya, sumy rang Wilcoxona i Kruskala-Wallisa).

Do oceny korelacji migdzy miesigcem pobrania materiatu a parametrami nasienia
wykorzystano wspotczynnik korelacji Spearmana. Jako miesigc nr 1 przyjeto wrzesien,
uwazany za koniec sezonu rozrodczego u zubréw. Za pomocg tego wspdiczynnika
oceniono rowniez korelacje pomigdzy wiekiem zwierzgeia a jakosciag pozyskanych

plemnikéw. Istotno$¢ wspodtczynnika korelacji Spearmana oceniono testem t.

Do oceny istotnosci statystycznej roznic w wynikach miedzy replikami testu ZBA

zastosowano asymptotyczny test rownosci wspotczynnikow zmiennosci.
Réznice uznawano za istotne przy p<0,05.

5.3. Schemat do$§wiadczenia

ZADANIA BADAWCZE

OCENA MORFOLOGII, MORFOMETRII ORAZ CECH FUNKCJONALNO -

1 STRUKTURALNYCH PLEMNIKOW NAJADRZOWYCH ZUBRA
n= 27
Badania nad AT MROZENIE PLEMNIKOW NAJADRZOWYCH ZUBRA W ROZRZEDZALNIKU
wiasciwosciami in vitro o NA BAZIE BUFORU TRIS, ZOLTKA JAJA KURZEGO | GLICEROLU
oraz zdolnoscia n =20
zaptadniajaca
plemnikéw zubra (Bison
bonasus) ; ;
keie SELEKCJA PLEMNIKOW NAJADRZOWYCH ZUBRA ZA POMOCA WIROWANIA
waspekcie = g 4 Il | wGRADIENCIE GESTOSCI PERCOLL® PRZED PODDANIEM ICH PROCESOWI
doskonalenia metod KRIOKONSERWACJI
\ kriokonserwacji gamet ¢ n=4
meskich tego gatunku
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6. WYNIKI

6.1. Zadanie badawcze 1. Ocena morfologii, morfometrii oraz cech funkcjonalno-

strukturalnych plemnikow najadrzowych zubra

Wyniki otrzymane podczas realizacji tego zadania zostaly przedstawione

w publikacji stanowiacej zalacznik 1 do niniejszego manuskryptu.

6.1.1. Podstawowa ocena plemnikow

Wyniki oceny: catkowitej liczby plemnikow, ruchliwosci subiektywnej, odsetka
plemnikéw zywych oraz odsetka plemnikow o prawidtowej morfologii zostaly

przedstawione w tabeli 6.

Tabela 6. Charakterystyka plemnikoéw najadrzowych zubra pozyskanych post mortem, n=27

Calkowita Ruchliwosé¢ Zywotno$é Prawidtowa

liczba subiektywna [%] morfologia
plemnikéw [%] [%]

[x109]

Min. 62,5 0,5 32,5 10,5
Max. 7452 70,0 90,0 83,3
Mediana 1985 40,0 69,8 54,3
Pierwszy kwartyl 605,1 10 61 38,5
Trzeci kwartyl 2748 55 81,3 67,5

6.1.2. Morfometria gléwek plemnikow Zubra

Wyniki pomiardéw dlugosci, szerokosci oraz pola powierzchni gtowek plemnikow

najagdrzowych zubra zostaly przedstawione w tabeli 7.

Tabela 7. Pomiary morfometryczne gitowek plemnikéw najadrzowych zubra — dlugosc,

szeroko$¢, pole powierzchni, n=1200 plemnikoéw

Dhugosé Szerokos$¢ Pole powierzchni [um?]
[nm] [nm]
Srednia + SD 8,5+ 0,64 4,9+0,5 36,3+4,5
Min. 6,4 3,5 23,7
Max. 11,3 6,7 48,6
Mediana 8,5 5,0 36,9
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6.1.3.  Charakterystyka cech  funkcjonalno-strukturalnych  plemnikow

najadrzowych zubra

Wyniki oceny cech funkcjonalno-strukturalnych plemnikow najgdrzowych zubra
za pomocg barwienia fluorescencyjnego 1 cytometrii przeplywowej zostaty

przedstawione w tabeli 8.

Tabela 8. Funkcjonalno — strukturalna charakterystyka plemnikéw najadrzowych zubra oceniana

za pomocg barwienia fluorescencyjnego oraz cytometrii przeplywowej, n=27

Plemniki Plemniki Plemniki z Plemniki Plemniki zywe
Zywe z Zywe zZ uszkodzong zywe bez z wysokim
nienaruszong | zachowang | chromatyng | peroksydacji | potencjatem bton
btong ciggloscia [%] lipidow mitochondrialnych
komorkowg | akrosomu [%] [%]
[%] [%]
Minimum 4,5 26,0 0 8,3 0
Maksimum 80,3 76,6 98,7 63,7 88,8
Mediana 53,2 50,8 0,4 42,1 59
Pierwszy 40,4 40,8 0,1 29,3 0,2
kwartyl
Trzeci 61,4 57,9 41 52,0 41,6
kwartyk

6.1.4. Ocena zalezno$ci pomiedzy wlasciwosciami plemnikow, a czasem ktory

uplynal od konca sezonu oraz wiekiem badanych osobnikow.

Zaobserwowano duza zmienno$¢ mig¢dzyosobnicza zwigzang z miesigcem
pozyskania materiatu. Stwierdzono istotng, umiarkowang, ujemng korelacje
dla calkowitej liczby plemnikoéw, ruchliwosci oraz odsetka plemnikow
charakteryzujacych si¢ prawidtowg morfologiag subiektywnej (p<0,05). W miare
oddalenia czasowego od sezonu rozrodczego, obserwowano nizsze wartosci catkowitej
liczby plemnikow oraz ruchliwosci subiektywnej. Nie stwierdzono podobnych zalezno$ci
w przypadku pozostaltych wtasciwosci ocenianych plemnikow. Wyniki oceny korelacji

dla poszczegdlnych parametrow plemnikoéw zostaly przedstawione na rycinie 7 a-i.
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Rycina 7b. Korelacja pomigdzy liczba miesigcy od zakonczenia sezonu rozrodczego i ruchliwoscia subiektywng

plemnikow; n=27; Korelacja rangowa Spearmana; p<0,05
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Rycina 7c. Korelacja pomigdzy liczba miesigcy od zakonczenia sezonu rozrodczego i zywotno$cia plemnikow; n=27;
Korelacja rangowa Spearmana; p>0,05
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Rycina 7d. Korelacja pomiedzy liczbg miesigcy od zakonczenia sezonu rozrodczego i prawidtowa morfologia
plemnikéw; n=27; Korelacja rangowa Spearmana; p=0,05
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Liczba miesiecy od zakonczenia sezonu rozrodczego

Rycina 7e. Korelacja pomiedzy liczbg miesigcy od zakonczenia sezonu rozrodczego i odstekiem plemnikow

z nienaruszong btong komorkowa; n = 27; Korelacja rangowa Spearmana; p>0,05
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Rycina 7f. Korelacja pomiedzy liczbg miesiecy od zakonczenia sezonu rozrodczego i odsetkiem plemnikow

z prawidlowym akrosomem; n=27; Korelacja rangowa Spearmana; p>0,05
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Liczba miesi¢cy od konca sezonu rozrodczego

Rycina 7g. Korelacja pomigdzy liczbg miesigcy od zakonczenia sezonu rozrodczego i odsetkiem plemnikdéw

z uszkodzong chromatyng; n = 27; Korelacja rangowa Spearmana; p>0,05
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Rycina 7h. Korelacja pomigdzy liczbag miesigcy od zakonczenia sezonu rozrodczego i odsetkiem plemnikéw

bez peroksydacji lipidéw; n=27; Korelacja rangowa Spearmana; p>0,05
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Liczba miesigcy od zakonczenia sezonu rozrodczego

Rycina 7i. Korelacja pomiedzy liczba miesiecy od zakonczenia sezonu rozrodczego i odsetkiem plemnikow z wysokim

potencjatem mitochondrialnym; n=27; Korelacja rangowa Spearmana; p>0,05
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W tabeli 9 zostaty przedstawione p-wartosci dla testu istotno$ci wspotczynnika
korelacji rang Spearmana migdzy czasem, ktory uptynat od zakonczenia sezonu

rozrodczego a parametrami pozyskanych plemnikow.

Tabela 9. Wartosci p wspotczynnika korelacji rang Spearmana miedzy odlegto$cia od sezonu
hodowlanego a parametrami plemnikow. Statystycznie istotne korelacje oznaczono gwiazdka,;
p<0,05

Wartos¢ p
Calkowita liczba plemnikow [x10¢] *0,02
Ruchliwo$¢ subiektywna [%] *0,01
Zywotno$é [%] 0,70
Prawidlowa morfologia [%] 0,05
Plemniki Zywe z nienaruszong btong komérkowa [%] 0,54
Plemniki zywe z prawidlowym akrosomem [%] 0,60
Plemniki z uszkodzong chromatyna [%] 0,29
Plemniki zywe bez peroksydacji lipidow [%] 0,82
Plemniki zywe z wysokim potencjalem mitochondrialnym [%] 0,11
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Podobnych korelacji nie zaobserwowano pomig¢dzy parametrami plemnikéw

a wiekiem zwierzat (tabela 10).

Tabela 10. Warto$ci wspdtczynnika p korelacji rang Spearmana dla wieku i poszczegolnych

parametréw nasienia. Nie stwierdzono istotnych korelacji; p>0,05

Wartos¢ p
Calkowita liczba plemnikow [x10¢] 0,18
Ruchliwo$¢ subiektywna [%] -0,11
Zywotno$é [%] -0,07
Prawidlowa morfologia [%] -0,02
Plemniki Zywe z nienaruszong btong komoérkowa [%] 0,22
Plemniki zywe z prawidtowym akrosomem [%] 0,02
Plemniki z uszkodzong chromatyna [%] -0,11
Plemniki zywe bez peroksydacji lipidow [%] 0,08
Plemniki zywe z wysokim potencjalem mitochondrialnym [%] 0,16

6.2. Zadanie badawcze 2. Mrozenie plemnikow najadrzowych Zubra

w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris, zéltka jaja kurzego i glicerolu

Wyniki otrzymane podczas realizacji tego zadania zostaly przedstawione

w publikacji stanowigcej zalacznik 1 do niniejszego manuskryptu.
6.2.1. Podstawowa ocena plemnikow

Kriokonserwacja istotnine obnizyta odsetek zywych i ruchliwych plemnikow.
Proces ten nie mial wptywu na morfologi¢ gamet. Por6wnanie wynikéw podstawowe;j
oceny plemnikow z najadrzy zZubra przed i1 po poddaniu ich procesowi

mrozenia/rozmrozenia przedstawiono na rycinie 8.
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Rycina 8. Porownanie zywotno$ci, ruchliwosci i morfologii plemnikéw przed (Swieze)
i po kriokonserwacji (FT), dane przedstawione jako $rednia + SE; a,b, w obrebie kazdego

parametru sg istotnie r6zne; n=20; test Wilcoxona dla par obserwacji; p<0,05

6.2.2. Ocena efektow kriokonserwacji plemnikow najadrzowych zubra za pomoca

cytometrii przeplywowej

Poréwnanie cech funkcjonalno — strukturalnych plemnikéw najadrzowych zubra

przed i po poddaniu ich procesowi mrozenia/rozmrozenia przedstawiono na rycinie 9.

Wsérdéd parametréw ocenianych za pomoca barwienia fluorescencyjnego
1 cytometrii przeplywowej istotne rdznice przed i1 po rozmrozeniu stwierdzono
dla odsetka zywych plemnikoéw charakteryzujacych si¢: nienaruszona btong komorkowa,
nienaruszonym akrosomem oraz obecnoscig peroksydacji lipidow  (p<0,05).
Nie stwierdzono réznic w odsetku plemnikow charakteryzujacych si¢ wysokim
potencjatem mitochondrialnym 1 uszkodzong chromatyng przed i po procesie

kriokonserwaciji.
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Rycina 9. Porownanie cech funkcjonalnych plemnikéw zubra 24 godziny po pobraniu
i po kriokonserwacji (FT) ocenianych za pomoca cytometrii przeptywowej. Dane przedstawione
jako $rednia + SE; ab, w obrebie kazdego parametru sa istotnie rézne; n=20;

test Wilcoxona dla par obserwacji; p<0,05

6.3. Zadanie badawcze 3. Selekcja plemnikéw najadrzowych zubra za pomoca
wirowania w gradiencie gestoSci Percoll® przed poddaniem ich procesowi

kriokonserwacji

Wyniki otrzymane podczas realizacji zadania trzeciego zostaly przedstawione

w publikacji stanowigcej zalacznik 2 do niniejszego manuskryptu.

Wirowanie w gradiencie gestosci Percoll® przyczynito si¢ do znacznego
obnizenia catkowitej liczby plemnikow w prébach. Straty wahaty sie od 50,60%
do 79,97% (tabela 11).

Tabela 11. Catkowita liczba plemnikéw przed i po wirowaniu w gradiencie gestosci Percoll; n=4

Zubr Liczba plemnikoéw Liczba plemnikoéw Straty
przed wirowaniem [x10°] po wirowaniu [x10°] (%)

1 454,95 224,75 50,60

2 880,00 176,25 79,97

3 1460,00 620,00 57,53

4 629,00 367,50 41,57
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Zarbwno w grupie poddanej wirowaniu w gradiencie gestosci Percoll®,
jak i kontrolnej, odsetek plemnikow ruchliwych oraz zywych znaczaco réznit si¢
od wartosci przed procesem kriokonserwacji. Zarowno odsetek plemnikéw ruchliwych,
jak 1 zywych po rozmrozeniu byly istotnie wyzsze w probach poddanych wirowaniu
w gradiencie gestosci Percoll® w poréwnaniu z grupa kontrolna. Natomiast nie
stwierdzono istotnych r6znic w odsetku plemnikéw charakteryzujacych si¢ prawidtowsa

morfologia pomigdzy grupami (tabela 12).

Tabela 12. Poréwnanie zywotnos$ci, ruchliwosci subiektywnej oraz morfologii plemnikdéw
najadrzowych zubra kriokonserwowanych z (Gradient FT) lub bez (Kontrola FT)
poprzedzajacego etapu wirowania w gradiencie ggstosci Percoll®, wszystkie dane zostaty

przedstawione jako $rednia +/- SE; n=4

Ruchliwo$é Zywotnosé (%) Prawidtowa

subiektywna (%) morfologia (%)
Swieze 53.75 +4.302 84.85+2.128 74.88 £+ 3.142
Kontrola FT 26.50 £ 5.24° 30.38 + 4.46P 73.63 +£2.82%
Gradient FT 50.00 £ 6.052 53.25 £5.39¢ 75.50 £ 3.60?

W plemnikach poddanych wirowaniu zaobserwowano wyzsze w poroéwnaniu
z grupa kontrolng odsetki plemnikéw o nastgpujacych parametrach ruchu ocenianych
przy pomocy systemu CASA: VSL (p=0,015; rycina 10), BCF (p=0,025; rycina 11), LIN
(p=0,007; rycina 12) oraz odsetek plemnikéw szybkich (RAPID PCT) (p=0,006;
rycina 13). Natomiast, odsetek plemnikéw statycznych (STATIC PCT) byl wyzszy
w grupie kontrolnej (p=0,007; rycina 14).
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Rycina 10. Poréwnanie charakterystyki ruchu plemnikow najadrzowych zubra
kriokonserwowanych z (Gradient FT) i lub bez (Kontrola FT) etapu wirowania w gradiencie

gestosci Percoll® - VSL- $rednia predkos$¢ plemnikow wzdtuz linii prostej; p<0.05
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Rycina 11. Porownanie charakterystyki ruchu plemnikéw najadrzowych Zubra
kriokonserwowanych z (Gradient FT) i lub bez (Kontrola FT) etapu wirowania w gradiencie

gestosei Percoll® - BCF- czgstotliwos¢ bocznych odchylen gtowki plemnika; p<0.05
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Rycina 12. Porownanie charakterystyki ruchu plemnikéw najadrzowych Zubra
kriokonserwowanych z (Gradient FT) i lub bez (Kontrola FT) etapu wirowania w gradiencie

gestosci Percoll® - LIN- liniowos¢ ruchu; p<0.05
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Rycina 13. Poréwnanie charakterystyki ruchu plemnikow najadrzowych zubra
kriokonserwowanych z (Gradient FT) i lub bez (Kontrola FT) etapu wirowania w gradiencie
gestosci Percoll® - RAPID- odsetek plemnikéw szybkich; p<0.05
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Rycina 14. Por6éwnanie charakterystyki ruchu plemnikéw najadrzowych  zubra
kriokonserwowanych z (Gradient FT) i lub bez (Kontrola FT) etapu wirowania w gradiencie
gestosci Percoll® - STATIC_PCT- odsetek plemnikow statycznych; p<0.05

Wyniki oceny cech funkcjonalnych plemnikéw poddanych procesowi
kriokonserwacji w obu grupach (Gradient FT; Kontrola FT) ocenianych za pomoca
barwienia fluorescencyjnego oraz cytometrii przeptywowej zostaly przedstawione
w tabeli 13. Proby wirowane w gradiencie gestosci Percol® charakteryzowaty si¢ istotnie
wyzszym odsetkiem plemnikéw z nienaruszong blong komodrkowa, nienaruszonym
akrosomem oraz wysokim potencjatem mitochondrialnym w poroéwnaniu z grupg
kontrolng. Nie stwierdzono jednak istotnych r6éznic w odsetkach plemnikow

z uszkodzong chromatyng pomig¢dzy obiema grupami (Tabela 13).
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Tabela 13. Charakterystyka cech funkcjonalnych plemnikéw najadrzowych zubra poddanych

kriokonserwacji z wprowadzeniem (Gradient FT) i bez (Kontrola FT) etapu wirowania

w gradiencie gestosci Percoll® oceniona za pomocg cytometrii przeplywowej. Wszystkie dane

przedstawiono jako $rednie + SE. a,b,c, w poszczegdlnych kolumnach oznacza roznice istotne

statystycznie; n=4; p<0.05

Plemniki zywe | Plemniki zywe z | Plemniki zywe z | Plemniki z Plemniki
z nienaruszong | prawidtowym wysokim uszkodzong | Zzywe bez
btong akrosomem [%] potencjatem chromatyng | peroksydacj
komoérkowa mitochondrialnym [%] i lipidow
[%] [%] [%]
24h od 0,14 + 97,43 +
) 51,46 + 3,80° 53,23 + 5,552 66,37 + 5,892
pobrania 0,052 0,89°
Kontrola 0,09 + 98,15+
11,86 +3,60° | 32,23 + 4,60 20,93 +5,78°
FT 0,032 0,822
Gradient 0,07 + 99,03 +
29,93 +4,30° 40,79 + 3,80° 56,94 + 4,67°
FT 0,042 0,342

6.4. Zadanie badawcze 4. Przeprowadzenie testu wigzania plemnikéw najadrzowych

zubra z heterologiczng oslonka przejrzysta oocytu bydlecego

Wyniki otrzymane podczas realizacji zadania czwartego zostaty przedstawione

w postaci preprintu stanowigcego zalacznik 3 do niniejszego manuskryptu.

Charakterystyka plemnikow najadrzowych zubra wykorzystanych w tescie ZBA

Wartosci podstawowych parametrow pozyskanych z najadrzy plemnikow zostaty

przedstawione w tabeli 14.

Tabela 14. Charakterystyka plemnikéw najadrzowych zubra pozyskanych post mortem, n=1

Koncentracja Ruchliows¢ Zywotnoéé Prawidlowa morfologia
[x105/ml] subiektywna [%] [%6] [%]
317,5 60,00 78,80 88,00
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Podstawowa ocena porozmrozeniowej jakosci plemnikow wykorzystanych w tescie

ZBA

Préby poddane procesowi kriokonserwacji w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris,
z6ltka jaja kurzego i glicerolu charakteryzowaty si¢ wyzszym odsetkiem ruchliwych
plemnikow niz te mrozone w rozrzedzalniku Andromed®, ktére wynosity, odpowiednio,

25 % i 15 % (rycinalb).

Odsetek plemnikéw zywotnych oceniany za pomoca barwnika eozynowo-
nigrozynowego wynosit 30,75 % dla rozrzedzalnika na bazie buforu Tris (TEG)

oraz 51,25 % dla préb mrozonych w Andromed® (rycina 15).

Niezaleznie od rozrzedzalnika, odsetek plemnikéw charakteryzujacych sig
prawidtlowa morfologig byt podobny i wynosit 81,5 % i 80,75 %, odpowiednio, dla TEG
i Andromed® (rycina 15)
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Rycina 15. Charakterystyka plemnikow najadrzowych zubra zamrozonych/rozmrozonych

w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris, zoéttka jaja kurzego i1 glicerolu (TEG)

oraz w Andromed®
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Szczegélowa charakterystyka ruchu mrozonych/rozmrozonych plemnikéw

oceniana za pomocg systemu CASA

Ruchliwo$¢ uzyskanych plemnikow oceniana przy uzyciu systemu CASA byla
niska dla obu rozrzedzalnikow. Sredni odsetek ruchliwosci (MOT, %) i ruchliwosci
postepowej (PMOT, %) byl wyzszy w przypadku rozrzedzalnika na bazie Tris
niz w Andromed® i wynosil, odpowiednio, 10% i 3% dla TEG oraz 55% i 1%
dla Andromed®. Odsetek plemnikow statycznych byl podobny w TEG (85,5%)
i Andromed® (83,5%). Natomiast populacja plemnikéow szybkich byta wieksza
w rozrzedzalniku TEG (5,0%) niz w Andromed® (1,5%). Podobnie liniowo$¢ (LIN)
i prostoliniowo$¢ (STR) ruchu byly wyzsze w TEG niz Andromed® (rycina 16).
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Rycina 16. Charakterystyka ruchu plemnikéw Zubra  mrozonych/rozmrozonych
w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris (TEG) i Andromed® oceniana za pomocg systemu CASA
- prostoliniowo$¢ STR (%); liniowo$¢ LIN (%); ruchliwo$¢ MOT (%); ruchliwo$¢ progresywna
PMOT (%); odsetek plemnikow szybkich RAPID (%); odsetek plemnikow statycznych
STATIC (%)

Srednia VAP i VSL byty wyzsze w TEG. Predkos¢ VCL krzywoliniowa byta podobna
w obu grupach (rycina 17).
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Rycina 17. Porozmrozeniowa charakterystyka ruchu plemnikéw kriokonserwowanych
z uzyciem rozrzedzalnika na bazie buforu Tris, zoéttka jaja kurzego i glicerolu (TEG)
lub Andromed® oceniana za pomocg CASA — $rednia predko$¢ plemnika po przyblizonej $ciezce
ruchu — VAP (um/s); srednia pr¢dkos¢ plemnikéw wzdtuz linii prostej — VSL (um/s); $rednia
predkos¢ plemnika po rzeczywistej Sciezce ruchu — VCL (um/s)

Srednia ALH byta wyzsza w TEG niz w Andromed® i wynosita, odpowiednio,
8,55 um i 5,1 um (rycina 18).
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Rycina 18. Porozmrozeniowa charakterystyka ruchu plemnikow kriokonserwowanych
z uzyciem rozrzedzalnika na bazie buforu Tris, zottka jaja kurzego i glicerolu (TEG) lub

Andromed® oceniana za pomocg CASA — Amplituda bocznych odchylen gtowki — ALH (um)
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Srednia BCF wynosita 25,05 Hz dla Andromed® i byta poréwnywalna z 25,00
Hz oceniang w TEG (rycina 19).
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Rycina 19. Porozmrozeniowa charakterystyka ruchu plemnikow kriokonserwowanych
z uzyciem rozrzedzalnika na bazie buforu Tris, zottka jaja kurzego i glicerolu (TEG) lub
Andromed® oceniana za pomocg CASA — czestotliwo$¢ bocznych odchylen gtowki plemnika —
BCF (Hz)

Funkcjonalno-strukturalna charakterystyka plemnikéw najadrzowych zubra

wykorzystanych w tescie ZBA

Odsetek plemnikéw charakteryzujacych si¢ nienaruszong btong komodrkowa
i akrosomem po rozmrozeniu byt wyzszy w Andromed® niz w TEG. Inne parametry
morfo — funkcjonalne, takie jak odsetek zywych: nieapoptotycznych komorek, komorek
0 wysokim potencjale mitochondrialnym, nienaruszonej chromatynie i bez peroksydacji
lipidow byly lepsze w probach zamrozonych w TEG. Wyniki oceny parametréw
funkcjonalnych i strukturalnych ocenianych za pomoca cytometrii przeptywowej

przedstawiono w tabeli 15.
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Tabela 15. Charakterystyka funkcjonalna plemnikow najadrzowych zubra kriokonserwowanych

w rozrzedzalniku na bazie buforze Tris, zottka jaja kurzego i glicerolu (TEG) oraz Andromed®.

Dane przedstawiono jako $rednie; n=2

Plemniki Plemniki zywe | Plemniki zywe z | Plemniki z Plemniki
Zywe Z z wysokim uszkodzong | zywe bez
nienaruszong | prawidtowym potencjatem chromatyng | peroksydacj
btong akrosomem | mitochondrialnym [%] i lipidow
komorkowa [%0] [%] [%]
[%]
TEG 14,54 29,24 34,73 0,10 17,46
Andromed® 26,12 55,16 1,39 0,30 8,45

Test wigzania z ostonkg przejrzysta oocytu

Niezaleznie od zastosowanego rozrzedzalnika, plemniki przytaczyly sie do
wszystkich oocytow. Minimalna liczba zwigzanych plemnikéw wynosita 29, 3 i 2,
odpowiednio, w grupie kontrolnej, w grupie TEG i w grupie Andromed®. Najwyzsza
liczbe zwigzanych plemnikow zaobserwowano, dla wszystkich powtorzen, w grupie
kontrolnej. Srednia liczba zwigzanych plemnikow byla wyzsza w TEG
niz w Andromed®, ale w obu rozrzedzalnikach byta nizsza niz w grupie kontrolne;j (tabela

16). Reprezentatywne obrazy przedstawiono na rycinach 20 i 21.

Warto§¢ statystyki testowej w asymptotycznym tescie jednorodnos$ci
wspolczynnikow zmiennosci wyniosta 58,74 (p=0,85). Réznice w zmiennosci wynikow

dla 6 powtdrzen nie sg istotne statystycznie.

Tabela 16. Zdolnos$¢ plemnikéw najgdrzowch zubra kriokonserwowanych w rozrzedzal niku na
bazie buforu Tris, zottka jaja kurzego i glicerolu (TEG) oraz Andromed® do wigzania
z heterologiczng ostonka przejrzysta oocytow bydlecych. Dane przedstawiono jako $rednie + SE
z 6 powtdrzen (3 dla prob z lewego najadrza i 3 z prawego), 30 oocytow na powtdrzenie

w kazdej grupie.

Srednia liczba plemnikow Odsetek oocytow ze zwigzanymi

przytaczonych do oocytu plemnikami [%)]

Kontrola 166,11 £+ 50,60 100,00
TEG 66,26 + 7,93 100,00
Andromed® 27,37 +237 100,00
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Rycina 20. Reprezentatywne zdjecia testu wigzania ostonka przejrzystg oocytu (ZBA) plemnikow
najadrzowych zubra poddanych kriokonserwacji z uzyciem dwoéch roznych rozrzedzalnikéw: na
bazie buforu Tris, zoltka jaja kurzego i glicerolu — TEG oraz Andromed®, a takze nasienia
kontrolnego — komercyjnie mrozone nasienie samca bydta domowego. Obiektyw 40x, pasek skali

=50um

Kontrola Andromed®

Rycina 21. Reprezentatywne zdjecia testu wigzania ostonka przejrzystg oocytu (ZBA) plemnikow
najadrzowych zubra poddanych kriokonserwacji z uzyciem dwoch roznych rozrzedzalnikow: na
bazie buforu Tris, zottka jaja kurzego i glicerolu — TEG oraz Andromed®, a takze nasienia
kontrolnego — komercyjnie mrozone nasienie samca bydta domowego. Obiektyw 40x, skala =
50um. Barwienie Hoechst 33342. Obiektyw 40x, pasek skali =20 um
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7. OMOWIENIE WYNIKOW

Plemniki najadrzowe pozyskane post mortem stanowia rezerw¢ cennego
materialu genetycznego wielu gatunkow zwierzat, w tym — szczegdlnie istotnych —
gatunkow chronionych i bliskich wyginiecia [39,68]. W przypadku tych ostatnich,
w tym rowniez zubra, pozyskanie plemnikow z najadrzy jest czesto jedyng mozliwoscia
zdobycia gamet od meskich osobnikoéw. Ich dalsza konserwacja i wykorzystanie,
w ramach technik wspomaganego rozrodu, zwigksza szanse na utrzymanie roznorodnosci
genetycznej, a w konsekwencji zdrowie catej populacji. Aby jednak zachowanie gamet
moglo przetozy¢ si¢ na realny sukces przy odtwarzaniu populacji gatunkéw zagrozonych
i bliskich wyginigcia, niezbedne jest doktadne scharakteryzowanie komorek
poddawanych procedurom laboratoryjnym. Niestety, w zwigzku z ograniczonym
dostepem 1 niewielkg populacja zubra na $wiecie, nasienie tego gatunku jak dotad
poznano w niewielkim stopniu. Stad, badanie na relatywnie duzej liczbie osobnikéw,
od ktoérych pozyskano post mortem plemniki, przeprowadzone w ramach niniejszej pracy
ma duze znaczenie naukow0 — poznawcze. Ponadto, luka w opisie cech mgskich gamet
zubra uniemozliwia pordwnanie uzyskanych wynikéw z badaniami nad jego rozrodem
prowadzonymi przez innych badaczy. W konsekwenciji, rezultaty uzyskane w badaniach
wlasnych porownane zostaly z danymi dotyczacymi analogicznych badan u innych
gatunkow przedstawicieli kretorogich, zblizonych genetycznie do zubra: bydta
domowego (Bos taurus), a takze dwoch podgatunkoéw bizona amerykanskiego — bizona

preriowego (Bison bison bison) oraz bizona lesnego (Bison bison athabascae).

W dostepnej literaturze istnieja liczne doniesienia na temat uzyskania hybryd
zubra i bydta domowego, co pozwala zatozy¢, ze budowa, jak i fizjologia gamet obu
gatunkow wykazuje duze podobienstwo [25,32,33,51,54,55,56,111,126]. Nalezy jednak
pamigta¢, ze krzyzowanie miedzygatunkowe wptywa na plodno$¢ uzyskiwanego
potomstwa. Udowodniono, ze samce wspomnianych hybryd w pokoleniu F1
charakteryzowata nieptodnos¢ [33]. Natomiast u bykéw z pokolenia B1 (wsteczne
skrzyzowanie samicy F1 z bydlem domowym), w badaniach histologicznych jader
zaobserwowano zahamowanie spermatogenezy na poziomie spermatocytow pierwszego
lub drugiego rzedu [33]. Za jedng z przyczyn nieptodnosci samcoé6w hybryd zubra i bydta
domowego uznaje si¢ réznice w kariotypie tych gatunkéw. Genom zubra sktada si¢ z 60
chromosomow, wsérod ktorych wszystkie autosomy i chromosom X sg identyczne

z chromosomami osobnikow bydta domowego. Jednakze, chromosom Y —u zubra maty
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i submetacentryczny — znacznie odbiega od tego, wyst¢pujacego w Kariotypie samcow
bydta domowego [34]. Podobne réznice wykazano w budowie chromosomu Y
porownujac kariotyp bydla domowego oraz bizona amerykanskiego. U samic hybryd
bydla domowego i zubra sezon rozrodczy notowany jest w okresie od czerwca
do pazdziernika. Wiekszo$¢ kry¢ obserwuje si¢ — podobnie jak u zubra — latem i wczesng
jesienig [54]. Warto zwr6ci¢ uwage na efekt krzyzowania zubra z blizej z nim
spokrewnionym bizonem skutkujacy ptodnym potomstwem [33]. W konsekwenciji,
niekontrolowane krzyzowanie tych gatunkéw stanowi zagrozenie dla czystosci obu
populacji. Obserwacje dotyczace ich bliskiego pokrewienstwa sg jednak obiecujace
dla dalszych badan nad wtasciwosciami plemnikow zubra. Ze wzgledu na podobienstwo
gamet, jak i ptodnos¢ hybryd, komercyjne hodowle bizona amerykanskiego moga staé

si¢ cennym zrddlem materiatu i danych do odniesienia podczas analizy plemnikow zubra.

W niniejszych badaniach, catkowita liczba plemnikow pozyskanych z najadrzy
od jednego osobnika zubra byla wyzsza (Me: 1985 x10°) niz ta, notowana u bizona
preriowego (146-830 x10°) [4] oraz bydta domowego (440 x10°-1100 x10°) [4,74].
Przeciwnie, odsetek zywych plemnikéw w barwieniu eozynowo-nigrozynowym u zubra
(Me: 69,8%) byt nizszy, niz ten uzyskany u samcow bydta domowego (86,2%) [115].
Podobnie, zubra charakteryzowala nizsza subiektywna ruchliwo$¢ plemnikow (Me:
40,0%) w stosunku do plemnikéw pozyskanych od bizona preriowego (71,7-78,0%
[60,119] i bizona lesnego (62,0%) [60], a takze bydta domowego (64,4-80,0%) [67,74].
Zarébwno u bizona amerykanskiego, jak 1 u zubra odnotowano podobny odsetek
plemnikéw  charakteryzujacych  si¢  prawidlowag  morfologia, = wynoszacy
(w zaleznosci od badanej grupy) 56,8+16,0%-70,7+19,4% dla bizona amerykanskiego
[60] oraz 54,3% (10,5-83,3%) dla zubra.

Pomiary morfometryczne wykazaty, ze gtowka plemnikéw zubra charakteryzuje
si¢ szerokoscig 5,0 um (3,5-6,7 um), dtugoscig 8,5 um (6,4-11,3 um) i powierzchnig
36,9 um? (23,7-48,6 um?). Uzyskane wyniki sa poréwnywalne do wczesdniej
przeprowadzonych pomiaré6w uzyskanych na mniejszej liczbie osobnikow (n=4) [47].
Wymiary gtowek plemnikow zubra sg podobne do opisanych u obu podgatunkéw bizona
amerykanskiego (bizon le$ny: szerokos$¢ 4,71 £ 0,19 pum, dhugos¢ 9,04 + 0,44 pm,
pole powierzchni 34,72 + 2,64 um? ; bizon preriowy: szerokos¢ 4,76 £+ 0,22 um, dtugosé
9,03 £ 0,32 pum, pole powierzchni 35,64 + 1,91 um?) [94]. Réwnoczesénie szerokos¢ oraz

pole powierzchni gtowek plemnikdéw najadrzowych zubra sg wigksze, natomiast dlugos¢
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gléwki plemnika jest mniejsza u zubra w porownaniu do bydlta domowego (bydto
domowe: szerokos¢ 4,48 um , dtugos¢ 8,63, pole powierzchni 29,14 um? [42]. Pomiary
morfometryczne gléwek plemnikéw opisano u samcoéw wielu gatunkow zwierzat,
nie tylko ssakow, [98,125], ale takze owadow, ryb [79] i ptakow [106]. Zarowno
u ogierow, knuréw, jelenia szlachetnego [102], owcy domowej [69,72], jak i ludzi
stwierdzono korelacj¢ migdzy pomiarami morfometrycznymi a ptodno$cia samcow [79].
Podobnych zaleznosci nie wykazano w badaniach nad nasieniem cewkowym kotow [98].
Wykonane pomiary morfometryczne gldéwek plemnikow najadrzowych zubra stanowia
odpowiedni punkt wyjscia dla dalszych badan nad ich wykorzystaniem w celu oceny

jakos$ci gamet.

Ocena cech funkcjonalno-strukturalnych za pomocg barwienia fluorescencyjnego
1 cytometrii przeptywowej wykazata, ze proby uzyskane z najadrzy Zubréw
charakteryzuje nizszy odsetek plemnikow z nienaruszong btong komodrkowsa
oraz prawidtowym akrosomem w poréwnaniu z probami pozyskanymi z najadrzy bydta
domowego [12]. Jednakze, w przytaczanym artykule autorzy podkreslaja, ze analize
materiatu przeprowadzono W czasie 2 godzin od pobrania [12]. Dtuzszy okres mig¢dzy
izolacja, a oceng moze by¢ jedng z przyczyn zaobserwowanych W parametrach

plemnikéw najadrzowych zubra réznic.

Analizujac wyniki oceny plemnikéw zubra nalezy pamigta¢ o pewnych
uwarunkowaniach wynikajacych z ich pochodzenia. Pozyskiwanie materiatu odbywato
si¢ poza sezonem rozrodczym, co mogto mie¢ przelozenie na liczbe oraz ruchliwosé¢
uzyskanych gamet. Dodatkowo, wykorzystane w badaniu gamety pobierano
od osobnikow zakwalifikowanych do eliminacji z powodu powaznego urazu, choroby
lub podesztego wieku. Przyczyny te mogg uzasadnia¢ roznice w jakosci plemnikow
pozyskanych z najadrzy zubrow i innych gatunkoéw, kiedy materiat pozyskiwano podczas

uboju.

Trudnos$ci w ocenie jakosci pozyskanych plemnikéw najadrzowych zubra oraz ich
potencjatu do wykorzystania w ART wynikaja takze z braku okreslenia minimalnych
wymagan dotyczacych parametréw jako$ci takiego nasienia, analogicznych do tych,
stosowanych u zwierzat gospodarskich 1 towarzyszacych. Jednakze, unikatowo$¢
gromadzonego materiatu podaje w watpliwos¢ zasadnos$¢ takich wytycznych. Wydaje sig,
ze w przypadku zwierzat chronionych, kluczowe jest ustalenie czy wybrany protokoét
postepowania z pozyskanymi gametami pozwala na zachowanie ich w liczbie
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wystarczajacej do wykorzystania w ART. Z tego powodu sposrod 27 prob ocenianych
w etapie pierwszym, do mrozenia zakwalifikowano 20 charakteryzujacych si¢ minimalng
ruchliwos$cig subiektywng na poziomie 35% oraz catkowita liczbg plemnikow

nie mniejszag 120 x10°.

Do badan nad opracowaniem protokotu postgpowania z plemnikami zubra,
podobnie jak w przypadku innych chronionych gatunkow, wykorzystano dane
zgromadzone na temat blisko spokrewnionych gatunkoéw niezagrozonych [17].
W konsekwencji, do kriokonserwacji plemnikoOw najagdrzowych zubra zastosowano
rozrzedzalnik, ktorego przydatno$§¢ zostala wczesniej opisana w publikacjach
dotyczacych mrozenia nasienia innych czlonkéw rodziny Kretorogich [12,17,64,117]

oraz wstepnie udowodniona na niewielkiej grupie zubrow [51].

W niniejszej pracy efekty kriokonserwacji plemnikow najadrzowych zubrow
zostaty ocenione za pomoca zaréwno podstawowych, jak i zaawansowanych, metod
oceny nasienia. Badania skupione byly na parametrach, ktorych znaczenie uznaje si¢

za kluczowe w ocenie potencjatu zaptodnieniowego ocenianych plemnikdw.

Niezwykle istotnym parametrem oznaczanym podczas oceny efektywnosci
procesu kriokonserwacji jest ciagto$¢ btony komorkowej [45]. Warunkuje ona
funkcjonowanie kazdej zywej komorki. Oprocz prawidiowej interakcji ze sSrodowiskiem
— w przypadku gamet meskich — posrednio odpowiada ona réwniez za zdolno$¢
poruszania [45]. Stad, szczegdlnie wazne wydajg si¢ by¢é zaobserwowane znaczace
réznice w odsetku plemnikéw z nienaruszong btong komoérkowa miedzy probami
Swiezymi 1 rozmrozonymi. Rdznice te miescity si¢ w obszernym przedziale
od 4,5 do 63,8%. Obnizenie odsetka plemnikow z nienaruszong btong komorkowa mogto
posrednio przetozy¢ si¢ roOwniez na zmniejszenie ich ogdlnej ruchliwosci. Jednakze
uzyskana Srednia catkowita ruchliwo$¢ plemnikéw po rozmrozeniu nie rdznita si¢
od wynikow badania pilotazowego dotyczacego wykorzystania plemnikow
najagdrzowych zubra do uzyskania hybryd z bydlem domowym na drodze sztucznej

inseminacji [51].

Podstawowg rolg gamety meskiej jest dostarczenie materiatu genetycznego ojca
do powstajacej zygoty [38], dlatego w protokotach konserwacji plemnikow ochrona DNA
jest niezwykle istotna. W niniejszych badaniach wykazano, Ze proces kriokonserwacji

w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris i1 z6ttka jaja kurzego nie miat wptywu na status
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chromatyny badanych gamet. Nawet po zamrozeniu/rozmrozeniu, odsetek plemnikow
ze zdenaturowanym DNA w teScie SCSA (% DFI) pozostal na stosunkowo niskim

poziomie, co jest obiecujace w kontekscie wykorzystania tych plemnikow do ART.

Prawidlowo wyksztalcony akrosom oraz jego zawarto$¢ sa niezbedne
do penetracji ostonki przejrzystej oocytu [45]. Z tego powodu kolejng istotng cechg gamet
meskich, mierzong podczas oceny efektywnosci kriokonserwacji jest integralnosé¢
akrosomu [45]. W prezentowanych badaniach straty w odsetku plemnikoéw
z prawidlowym akrosomem powstate podczas procesu zamrazania/rozmrazania byly
nizsze w poroéwnaniu do strat w odsetku gamet z prawidtowg btong komorkowa. Niemnie;j
jednak zaobserwowane zmiany nie byly zaskakujace — podobne obserwacje opisano
w poddanych procesowi mrozenia/rozmrozenia plemnikach najadrzowych bydta

domowego [12].

Zardéwno plemniki, jak 1 kazda zywa komodrka musza przeciwdziata¢ stresowi
oksydacyjnemu. Jego przyczyng jest brak rownowagi mi¢dzy produkcja reaktywnych
form tlenu (ROS), a mozliwos$cig ich neutralizacji przez przeciwutleniacze. Jednakze,
ROS sg niezbedne dla kluczowego procesu kapacytacji, reakcji akrosomalnej oraz fuzji
z oocytem [45]. Zaburzenie naturalnie wystepujacej rOwnowagi, a tym samym nadmiar
ROS prowadzi do uszkodzenia (peroksydacji) struktury kwasow nukleinowych, bialek,
lipidow oraz weglowodandw. W konsekwencji, prowadzi to do $mierci komorki [91],
przektadajac si¢ na obnizenie ptodnosci danego osobnika [45]. Wszystkie komorki
zalezne od metabolizmu tlenowego posiadaja w swoim wnetrzu substraty 1 enzymy
neutralizujace potencjalnie toksyczne ROS, jednakze obrona antyoksydacyjna
plemnikow jest rozwinigta w niewielkim stopniu, co czyni je podatnymi na stres
oksydacyjny [80]. Gamety meskie sa szczegodlnie narazone na to zjawisko podczas
procesu kriokonserwacji, co wyjasnia uzyskanie gorszych wynikéw badanych
parametrow plemnikéw w pordwnaniu z wartosciami wyjsciowymi [11,89,91]. Gtéwnym
zrodtem ROS w ejakulacie sg znajdujace si¢ w nasieniu uszkodzone plemniki
oraz leukocyty [45,80]. Ze wzgledu na zastosowang metode pobierania gamet nalezy
zatozy¢, ze pozyskane proby byly zanieczyszczone takze leukocytami, co dodatkowo

moglo przyczynic¢ si¢ do zwigkszenia odsetka plemnikow z peroksydacja lipidow.

Podczas oceny skuteczno$ci kriokonserwacji plemnikéw najadrzowych Zubra,
nalezy pamigta¢ o pewnych ograniczeniach zwigzanych zarowno z pochodzeniem
plemnikow, metodg ich pobierania, jak i samym procesem zamrazania/rozmrazania.
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Mozliwos¢ skutecznego wykorzystania plemnikow najgdrzowych w ramach ART zostata
opisana u wielu gatunkéw zwierzat hodowlanych i1 dzikich. Jednakze wykazano,
w stosunku do nasienia ejakulowanego, istotne roznice w charakterystyce ruchu
plemnikéw, miedzy innymi ich obnizong predko$¢, mniejszg prostoliniowos¢ 1 liniowos¢

[12,39].

Metoda pozyskania plemnikéw poprzez nacinanie najadrzy wydaje si¢ byc
najbardziej odpowiednia w przypadku zwierzat dzikich [29]. Jednakze, pomimo swoich
zalet, jak kazda metoda, rOwniez ta posiada swoje ograniczenia. Nawet po zastosowaniu
filtrow do komorek, uzyskane proby oprécz — naturalnie tam wystepujacych —
prawidtowych, uszkodzonych oraz martwych plemnikéw, moga zawiera¢ znaczne ilosci
detrytusu komoérkowego [71]. Zarowno obecno$¢ gamet martwych 1 o obnizonej jakosci
[70], jak i elementow morfotycznych krwi ma negatywny wplyw na prawidlowo
funkcjonujace plemniki [1] przektadajac si¢ rowniez na ich jako$¢ po rozmrozeniu,
potegujac dodatkowo uszkodzenia generowane podczas samego procesu zamrazania.
Uszkodzenia te sa konsekwencja, miedzy innymi, szoku termicznego, stresu
osmotycznego, wewnatrzkomorkowej krystalizacji czy toksyczno$ci krioprotektantow
[46]. Plemniki takie wykazuja obnizong zdolno$¢ do zaptodnienia komorki jajowe;j,
w poréwnaniu do §wiezego nasienia, wynikajacy z nizszej zywotnosci oraz zwigkszonego
odsetka wad subletalnych [120]. Potwierdzajg to uzyskane wyniki — we wszystkich
ocenianych parametrach zaobserwowano pogorszenie jako$ci gamet. Wyjatek stanowita
niezmienna liczba plemnikéw o prawidlowej morfologii, a takze tych z uszkodzonag

chromatyng 1 o wysokim potencjale mitochondrialnym.

Pomimo wielu niezaprzeczalnych zalet, kriokonserwacja jest dla gamet procesem
inwazyjnym [120]. Otrzymane w wyniku procesu mrozenia/rozmrozenia parametry
jakosciowe plemnikow zubrzych nie byly zaskakujace, gdyz wynikaja ze specyfiki
samego procesu. Podobne pogorszenie parametréw kriokonserwowanych plemnikéw
zostalo opisane u wielu gatunkéw zwierzat, w tym innych przedstawicieli rodziny
Kretorogich [12,17,64,117,120]. Ponadto pobieranie plemnikéw z najadrzy zwierzat
eliminowanych z ré6znych powodow w tym z choroby, moglo — juz na tym etapie —

zdeterminowac jako$¢ pozyskanych prob.

Ze wzgledu na charakter pobieranych préb, celem jednego z zadan badawczych
byla proba oczyszczenia pozyskanych plemnikow za pomocg wirowania w gradiencie
gestosci  Percoll®. Substancja ta, wczesniej popularna w procedurach in vitro
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u czlowieka, zostala wycofana z medycyny czlowieka ze wzgledu na podejrzenie
toksyczno$ci [105]. W weterynarii, wirowanie w gradiencie gestosci znalazto
zastosowanie podczas przygotowywania nasienia do ART u bydla [3,75,88,112].
W dostepnej literaturze brak jest informacji o wykorzystaniu tej metody do selekcji
plemnikéw najadrzowych przed procesem kriokonserwacji. Z tego powodu trudno jest
poréwna¢ uzyskane wyniki. Zaledwie kilka opublikowanych wczesniej prac
uwzglednialo w metodyce wirowanie do selekcji plemnikéw pobranych z najadrzy
[35,37,44,65]. Dodatkowo, wickszo$¢ badan dotyczyta selekcji rozmrozonego nasienia
przed wykorzystaniem go w ART [18,37,84,112]. W niniejszej pracy po raz pierwszy
opisano selekcje plemnikéw najadrzowych zubra za pomoca wirowania w gradiencie
gestosci  Percoll® przed poddaniem ich procesowi kriokonserwacji. Podobny
do opisanego protokol zostat zastosowany przez Alvarez-Rodriguez M. i wsp. [1]
u niedzwiedzia brunatnego (Ursus arctos). Przytaczane badania dotyczyty selekcji —

uzyskanych poprzez ejakulacj¢ — plemnikow przed procesem kriokonserwacji [1].

Podobnie do bydla domowego, $wini, oraz wspomnianego niedzwiedzia
brunatnego [1], réwniez u zubra, wirowanie w gradiencie gestosci Percoll® pozwolito
na  wyselekcjonowanie  plemnikow  wysokiej  jakosci, mniej podatnych
na kriouszkodzenia, a w konsekwencji charakteryzujacych si¢ wyzsza jakoscig
porozmrozeniowa. U Zubra, jak 1 we wszystkich przytaczanych badaniach, zastosowana
metoda pozwolita na oddzielenie gamet charakteryzujacych si¢ wyzszym, niz wyjsciowy
odsetkiem ruchliwych plemnikow [3,37,75,84,88,112]. Réwniez Lee i wsp. odnotowali
wyzszy odsetek zywych 1 ruchliwych plemnikéw bydta domowego w grupach poddanych
wirowaniu w poréwnaniu z grupa kontrolng [62]. Podobne wyniki uzyskano
w badaniach nad selekcja ejakulowanych plemnikow zebu, czy pozyskanych z najadrzy

jelenia szlachetnego [37,88].

Zastosowanie selekcji  wplyneto takze na poprawg odsetka plemnikoéw
charakteryzujacych si¢ prawidlowa morfologia, co zaobserwowano réwniez
u niedzwiedzia brunatnego [37]. Podobnego efektu nie odnotowano natomiast

w przypadku selekcji nasienia knuréw [62].

Ponadto, wirowanie w gradiencie gestosci Percoll® mialo istotny wplyw na
niektére szczegotowe parametry ruchu oceniane za pomocg systemu CASA.
Zaobserwowano wyzsza VSL niz w grupie kontrolnej. Porownywalny efekt opisano
réwniez u knuréw [84]. W przeciwienstwie do zubra, M. Noguchi i wsp. (2015) [84]
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odnotowali podobne zmiany takze dla VAP, VCL oraz STR. Autorzy wykazali ponadto
obnizenie BCF plemnikbw w nasieniu poddanym selekcji, czego réwniez
nie potwierdzono u zubra [84]. Natomiast, zar0wno w niniejszych badaniach,
jak 1 w przypadku bydta domowego, w grupie poddanej wirowaniu w gradiencie gestosci
Percoll® zaobserwowano wyzsza czgstotliwo$¢ bocznych odchylen gtowki, liniowos¢

ruchu oraz odsetek plemnikéw szybkich [88].

Proby poddane selekcji — w pordwnaniu z grupg kontrolng — po rozmrozeniu
charakteryzowaly si¢ wyzszym odsetkiem plemnikow z nienaruszong btong komoérkowa
i akrosomem. Podobne wyniki uzyskano u knuréw [84] i bydta domowego [105,112].
Nie wszystkie badania sg jednak zgodne w tym zakresie. O ile u buhaja wykazano
porownywalny efekt wirowania na odsetek plemnikéw z nienaruszong btong komoérkowa,
L.Z. Oliveira i wsp. (2012) [88] zaobserwowali po selekcji wzrost odsetka plemnikéw

z uszkodzonym akrosomem.

U Zubra wykazano pozytywny wplyw selekcji w gradiencie gestosci Percoll®
na odsetek plemnikoéw z wysokim potencjatem mitochondrialnym. Podobne rezultaty
uzyskali Arias i wsp. (2017), oraz Oliveira i wsp. (2012) u bydta domowego [3,88].
Réwnoczesnie, w badaniach wlasnych, nie stwierdzono réznic w odsetku plemnikow
z uszkodzong chromatynag pomigdzy grupa badang a kontrolng, co sugeruje,
ze wirowanie w gradiencie gesto$ci Percoll® nie wplywa na wykluczenie komorek

z tym defektem. Podobne rezultaty zostaly zaobserwowane réwniez u bydta domowego
[3].

Dodatkowym atutem, przemawiajagcym za zasadno$cig wprowadzenia etapu
selekcji do protokolu kriokonserwacji, jest eliminacja detrytusu komoérkowego
oraz martwych, nieruchliwych plemnikow, ktére stanowig potencjalne centra aglutynacji

dla prawidtowo funkcjonujacych gamet.

Dotychczas potencjat zaptadniajagcy zamrozonych plemnikéw pozyskanych
z najadrzy zubra oceniano w testach in Vivo poprzez inseminacje jatowek rasy
holsztynsko-fryzyjskiej. W wyniku przeprowadzonych do§wiadczen uzyskano hybrydy
bydla domowego 1 zubra [51]. Ponadto, przy uzyciu gamet zamrozonych
w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris, zottku jaja kurzego 1 glicerolu uzyskano
w warunkach in vitro wczesng blastocyste zubra [26]. Wspomniane badania dowodza

zdolno$ci przechowywanych po kriokonserwacji plemnikow najadrzowych zubra
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do zaplodnienia komorki jajowej. Jednakze, jak dotad, nie opisano procedur, ktore
pozwolityby na klasyfikacje i ocen¢ potencjatu zaptadniajacego przechowywanego
materialu. Majac mozliwo$¢ oceny takiego potencjatu, mozna decydowaé czy plemniki
zamrozone od danego osobnika powinny by¢ w przysztosci wykorzystane do sztucznej

inseminacji, czy tez ich jako$¢ umozliwia tylko przeprowadzenie zaptodnienia in vitro.

Test ZBA umozliwia ocen¢ zdolnos$ci plemnika do przytaczenia si¢ do ostonki
przejrzystej oocytu [113]. U bydta domowego wykazano korelacje pomi¢dzy wynikami
tego testu, a plodnos$cig in vivo [32]. Wigzanie plemnika z komorka jajowsg jest etapem
podstawowym w szeregu prowadzacym do zaptodnienia. Odbywa si¢ poprzez potaczenie
receptorow na btonie komorkowej plemnika z glikoproteinami ostonki przejrzystej [123].
Dlatego tez metoda ta pozwala na ocen¢ plemnikow pod katem zaburzen struktury btony
komorkowej, niewykrywalnych w rutynowych procedurach analizy nasienia [113].
Zdolno$¢ do wigzania si¢ z komorka jajowa jest charakterystyczna cecha zywych
plemnikow [32,113,127]. Uzyskane wyniki zywotno$ci 1 integralnosci blony

komoérkowej plemnikow wydaja si¢ to potwierdza¢ réwniez u zubréw.

Zastosowany protokot ZBA, z wykorzystaniem oocytow pokrewnego gatunku,
okazat si¢ odpowiedni do oceny plemnikéw najadrzowych zubra. Zar6wno w grupie
kontrolnej, jak i w grupach badanych — mrozonych w roznych rozrzedzalnikach —
plemniki zwigzaty si¢ ze wszystkimi oocytami. Jako$¢ kriokonserwowanych plemnikow
uzyskanych po rozmrozeniu byta niska, niezaleznie od zastosowanego rozrzedzalnika.
Znajduje to odzwierciedlenie w wynikach ich oceny przy uzyciu podstawowych metod,

CASA oraz cytometrii przeptywowej, ktore potwierdzaja wyniki uzyskane dzigki ZBA.

Ruchliwo$¢ subiektywna plemnikdéw po rozmrozeniu w grupie kontrolnej byta
wyzsza niz w obu grupach badanych. Wyniki szczegotowej charakterystyki ruchu przy
uzyciu systemu CASA w grupach badanych wykazaly jednak lepsze wyniki plemnikow
zamrozonych w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris niz w Andromed®. Ponadto potencjal
mitochondrialny oceniany za pomocg cytometru przeptywowego potwierdzil wyniki
uzyskane przy uzyciu systemu CASA. Przeanalizowana ruchliwo$¢ odpowiada wynikom
uzyskanym w ZBA, chociaz nalezy pamigtac, ze protokot ZBA zostal przeprowadzony
w oparciu o takie samo stezenie ruchliwych gamet we wszystkich grupach. Tymczasem,
odsetek plemnikdéw z nienaruszong btong komorkowa oraz prawidlowym akrosomem
po rozmrozeniu byl wyzszy w grupie Andromed® niz w rozrzedzalniku na bazie Tris.
Inne parametry cech strukturalnych i funkcjonalnych oraz CASA byty bardziej korzystne
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w probach zamrozonych w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris. Ostatecznie, wyniki testu
ZBA uzasadniaja zastosowanie tego rozrzedzalnika. Wskazuje to, ze przeprowadzane
do tej pory analizy nie s3 pomocne przy wykrywaniu konkretnych defektow blony, ktore
wplynely na wyniki ZBA. Po zwigzaniu plemnika z ostonka przejrzysta, reakcja
akrosomalna wymaga prawidlowo zbudowanego i funkcjonujgcego akrosomu [19].
Z tego powodu zatozono, Ze zastosowanie rozrzedzalnika Andromed® moze przetozyé
si¢ na lepsze wyniki w tescie penetracji ostonki przejrzystej lub po zaptodnieniu in vitro.
Takie zalozenie wymagatoby jednak powtorzenia poroéwnania rozrzedzalnikow

na wigkszej liczbie prob.

Co ciekawe, w badaniach prowadzonych z wykorzystaniem gamet bydlgcych,
zaobserwowano duzg zmienno$¢ zdolnosci wigzania plemnikow w obrebie powtorzen
1 migdzy powtorzeniami ZBA, co jednak moglo wynika¢ ze jakosci samych oocytow
[127]. Stad, w prezentowanym eksperymencie, w celu wykluczenia wplywu osobniczego
na wyniki, wykorzystano oocyty izolowane z jajnikow pochodzacych od réznych samic
bydta domowego. Pomimo tego, réwniez w badaniach wiasnych, zaobserwowano
zmienno$¢ pomiedzy powtorzeniami. Jednakze, w kazdym z nich plemniki zamrozone
w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris wykazywaty lepsze wyniki w teScie ZBA
w poréwnaniu do tych, zamrozonych w Andromed®. Nalezy jednak podkreslié,
ze zastosowanie dwoch réznych rozrzedzalnikow miato na celu wykluczenie ich wpltywu
na wyniki testu wigzania z ostonka przejrzysta i nie stuzyto ocenie ich samych. Niezbedne
jest kontynuowanie badan majacych na celu dobor optymalnego rozrzedzalnika

do kriokonserwacji plemnikéw najadrzowych Zubra.

Wprowadzenie testu ZBA do protokolu oceny plemnikéw najadrzowych Zubra
umozliwia zweryfikowanie zdolnosci zaptodnieniowej badanych gamet i podjgcie decyzji
0 ich dalszym przeznaczeniu do ART. Zastosowanie takiego testu, poprzez pominigcie
etapu z wykorzystaniem prob biologicznych, umozliwia ocene gamet bez wykorzystania

cennego dla ochrony gatunku materiatu.
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8. WNIOSKI

W niniejszej pracy przedstawione zostaty wyniki badan nad wilasciwosciami
in vitro oraz zdolnoscig zaptadniajacg plemnikow zubra. Podjeta tematyka miata na celu
scharakteryzowanie oraz ustalenie efektywnego protokotu postepowania z plemnikami
najadrzowymi zubra w ramach doskonalenia procedur stosowanych w banku plemnikow
tego gatunku. Przeprowadzone badania umozliwily realizacj¢ zadan badawczych

1 pozwolily na weryfikacj¢ postawionych w pracy hipotez.

Na podstawie przeprowadzonych analiz oraz uzyskanych wynikow sformutowano

nastepujace wnioski:

Plemniki najadrzowe zubréw pozyskane po$miertnie cechuja si¢ wlasciwosciami
kwalifikujagcymi je do kriokonserwacji, mimo gorszej ruchliwosci i zywotno$ci
niz gamety gatunkow pokrewnych;

Pozyskiwanie plemnikow z najadrzy zubrow w terminie blizszym sezonu rozrodczego
zwigksza prawdopodobienstwo zakwalifikowania ich do mrozenia;

Rozrzedzalnik na bazie buforu Tris z dodatkiem zoélitka jaja kurzego i glicerolu jest
odpowiedni do kriokonserwacji plemnikow najadrzowych zubra, a ruchliwos¢
i zywotnos$¢ otrzymanych po rozmrozeniu gamet pozwala na ich wykorzystania w ART
takich jak zaptodnienie in vitro;

Wirowanie plemnikéw najadrzowych zubra w gradiencie gestosci Percoll®
przed procesem kriokonserwacji, poprawia ich jakos$¢ po rozmrozeniu;

Test wigzania z oslonkg przejrzysta oocytu bydlecego jest odpowiedni dla plemnikow
zubra 1 moze stanowi¢ cenne uzupeitnienie rutynowo stosowanego protokotu

ich ewaluacji.
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10. STRESZCZENIE

Badania nad wlasciwoSciami in vitro oraz zdolno$cia zapladniajaca plemnikow
zubra (Bison bonasus) w aspekcie doskonalenia metod kriokonserwacji gamet

meskich tego gatunku

Zubr (Bison bonasus, Linnaeus 1758) to najstarszy zyjacy przedstawiciel rodziny
kretorogich oraz najwickszy ladowy ssak Europy, zamieszkujacy niegdys$ niemal kazda
europejska puszczeg. Wieki intensywnych polowan, klusownictwo, rozwo6j cywilizacyjny
oraz konflikty zbrojne sprawity, ze w 1919 roku jego populacja wymarta w naturalnym
srodowisku. Na catym §wiecie w ogrodach zoologicznych i zagrodach pokazowych
przetrwaty zaledwie 54 zubry. Gatunek ten, poprzez osiagniecie liczebnosci bliskiej
wyginigciu, ulegl efektowi genetycznego waskiego gardla (z ang. genetic bottleneck),
czyli zmniejszenia populacyjnej roéznorodnosci genetycznej. Niewielka liczebnos¢
populacji zubra, w powigzaniu z wysokim stopniem homogenetyczno$ci, stanowi jedno
z istotnych zagrozen dla przyszlosci catej populacji. Stad, nie liczebno$¢ osobnikow,
a zachowanie dobrostanu oraz réznorodnosci genetycznej stanowi obecnie wyzwanie
w programie ochrony tego gatunku. Doskonatym uzupehlieniem programow
hodowlanych jest wprowadzenie technik wspomaganego rozrodu (Assisted Reproductive
Techniques, ART), u podstaw ktorych znajduja si¢ pozyskiwanie i kriokonserwacja

gamet.

Wiele aspektéw dotyczacych charakterystyki gamet Zubra, ich oceny oraz
mozliwo$ci kriokonserwacji nie zostalo poznanych. Co wigcej, dotychczas uzyskane
wyniki zaptodnienia in vitro oraz transferu zarodkoéw sg niesatysfakcjonujgce. Potrzeba
uzupelnienia wiedzy o charakterystyke plemnikéw najadrzowych zubra pod katem
wykorzystania ich w ART stata si¢ przyczyna realizacji niniejszej pracy doktorskie;.
Nadrzgdnym celem przedstawionych badan bylo ustalenie efektywnego protokotu
postgpowania z plemnikami najagdrzowymi Zzubra w ramach doskonalenia procedur

stosowanych w banku plemnikéw tego gatunku.

Cel pracy zrealizowano w oparciu o cztery zadania badawcze. W toku badan
szczegdtowo scharakteryzowano plemniki najagdrzowe zubra (zadanie I) oraz oceniono
efekty ich kriokonserwacji w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris, zoltka jaja kurzego
i glicerolu (zadanie Il). Oceniono réowniez wptyw selekcji plemnikow za pomoca

wirowania w gradiencie gestosci Percoll® na ich porozmrozeniowsg jakos¢ (zadanie 111)
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oraz sprawdzono mozliwo$¢ wykorzystania testu wigzania z ostonkg przejrzysta oocytu
bydlgecego (ZBA) do oceny jako$ci pozyskanych plemnikéw najadrzowych zubra
(zadanie 1V).

Przedstawiono morfologi¢, morfometri¢, a takze cechy morfo-funkcjonalne
plemnikow pozyskanych z najadrzy zubréw. Otrzymane wyniki kriokonsrwacji gamet
w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris z dodatkiem zoéttka jaja kurzego i glicerolu
przemawiajg za mozliwoscig wykorzystania pozyskanych i mrozonych w ten sposob
plemnikéw do tworzenia rezerwy genetycznej dla tego gatunku. Udowodniono réwniez,
ze wirowanie w gradiencie gestosci Percoll®, przed procesem kriokonserwacji, poprawia
porozmrozeniowg jako$¢ plemnikoéw. Wykazano takze, ze test wigzania z heterologiczng
ostonkg przejrzysta oocytu bydlecego jest odpowiedni do oceny plemnikéw
najadrzowych zubra i powinien by¢ wlaczony do protokotu rutynowej oceny

kriokonserwowanych gamet tego gatunku.

85



11. SUMMARY

Research on the in vitro properties and fertilizing capacity of wisent
(Bison bonasus) spermatozoa in terms of improving methods of cryopreservation

of male gametes of this species

The wisent (Bison bonasus, Linnaeus 1758) is the oldest living representative
of the Bovid family and the largest land mammal in Europe, once inhabiting almost every
European forest. Centuries of intense hunting, poaching, civilization development, and
armed conflicts caused its population to become extinct in its natural environment
in 1919. Only 54 wisents survived in zoos and enclosures around the world. This species,
by reaching a population close to extinction, has suffered from the genetic bottleneck
effect, i.e. a reduction in population genetic diversity. The small size of the wisent
population, combined with the high degree of homogeneity, constitutes one of the
significant threats to the future of the entire population. Hence, it is not the number
of individuals, but maintaining the well-being and genetic diversity that is currently
the challenge in the conservation program of this species. A perfect complement
to breeding programs is the introduction of Assisted Reproductive Techniques (ART),

based on the acquisition and cryopreservation of gametes.

Many aspects regarding the characteristics of wisent gametes, their evaluation,
and the possibility of cryopreservation have not been known. Moreover, the results
of in vitro fertilization and embryo transfer obtained so far are unsatisfactory. The need
to supplement knowledge with the characteristics of wisent epididymal sperm in terms
of their use in ART was the reason for the implementation of this doctoral thesis.
The primary goal of the presented research was to establish an effective protocol for
dealing with wisent epididymal sperm as part of improving the procedures used

in the sperm bank of this species.

The aim of this study was achieved based on four research tasks. During
the research, wisent epididymal sperm were characterized in detail (task 1) and the effects
of their cryopreservation in an extender based on Tris buffer, egg yolk, and glycerol were
assessed (task 2). The impact of sperm selection using Percoll® density gradient
centrifugation on their post-thaw quality (task 3) was also assessed, and the possibility
of using the bovine oocyte zona pellucida (ZBA) binding test to assess the quality

of the obtained wisent epididymal sperm was evaluated (task 4).
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The morphology, morphometry, and morpho-functional features of sperm
obtained from the epididymis of wisents were presented. The obtained results
of cryopreservation of gametes in an extender based on Tris buffer with the addition
of egg yolk and glycerol support the possibility of using sperm obtained and frozen
in this way to create a genetic reserve for this species. It has also been proven that
Percoll® density gradient centrifugation, before the cryopreservation process, improves
the post-thaw quality of sperm. The bovine oocyte heterologous zona pellucida binding
test has also been shown to be appropriate for the evaluation of wisent epididymal
spermatozoa and should be included in the protocol for routine evaluation

of cryopreserved gametes of this species.
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12. ZALACZNIK 1
Realizacja zadan badawczych | i Il oraz otrzymane wyniki zostaly przedstawione
w publikacji:

Eberhardt M., Prochowska S., Partyka A., Bielas W., Van Soom A., Olech W., Nizanski
W. The morphology, morphometry and functionality of fresh and cryopreserved wisent
(Bison bonasus) epididymal spermatozoa. Sci Rep. 2023. 24;13(1):13866.
doi: 10.1038/s41598-023-40798-y.
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and cryopreserved wisent (Bison
bonasus) epididymal spermatozoa

Maria Eberhardt'™, Sylwia Prochowska?, Agnieszka Partyka®, Wiestaw Bielas?,
Ann Van Soom?, Wanda Olech?® & Wojciech Nizanski'*

Epididymal spermatozoa obtained post mortem are considered a valuable source of genetic material
which is often irrevocably lost. This makes these gametes constitute a key element in protection and
restitution programs. The wisent (Bison bonasus, Linnaeus 1758) is a species that survived in zoos
after extinction from its natural habitat. This resulted in a narrowing of the genetic pool of the whole
population, which is at present derived from only 12 ancestors. Currently, wisent protection programs
are aimed at preserving the genetic diversity by establishing a germplasm bank. The objective of this
study was to comprehensively characterize the morphology, morphometry and functionality of wisent
epididymal spermatozoa and evaluate the effectiveness of their cryopreservation in extender based
on Tris buffer and chicken egg yolk. The median total number of spermatozoa obtained from one
individual was 1985.0 x 10 (62.5 x 10°~7452.0 x 10°). These gametes were characterized by median:
40.0% (0.5-70.0%) subjective motility, 69.8% (32.5-90.0%) viability and 54.3% (10.5-83.3%) normal
morphology. The sperm head had a median size of 5.0 pm (3.5-6.7 pm) width, 8.5 pm (6.4-11.3 pm)
length and 36.9 pm? (23.7-48.6 um?) surface area. The viable population of the obtained gametes

was characterized by median values 53.2% (4.5-80.3%) of intact sperm membrane, 50.8 (26.0-76.6%)
of intact acrosome, 0.4% (0-98.7%) of fragmented chromatin, 5.9% (0.0-88.8%) of cells with high
mitochondrial potential and 42.1% (8.3-63.7%) without lipid peroxidation. The viable population

of the frozen/thawed gametes was characterized by median values: 18.4% (2.4-57.9%) of intact
sperm membrane, 35.1 (11.9-56.7%) of intact acrosome, 0.07% (0-89.2%) of fragmented chromatin,
12.8% (0.0-49.7%) of cells with high mitochondrial potential and 16.3% (2.2-53.6%) without lipid
peroxidation. Due to the material originating from a relatively large number of wild individuals, the
research presented here contributed to the description of certain species standards for the assessment
of wisent epididymal spermatozoa. The presented effect of cryopreservation on these gametes
justifies the use of an extender based on Tris buffer with the addition of chicken egg yolk. The obtained
effects are satisfactory from the point of view of preserving valuable genetic material and their use in
ART.

Abbreviations
AO Acridine orange dye
ART  Assisted reproductive techniques

FT Freezing/thawing; frozen/thawed
IUCN  The International Union for Conservation of Nature
PI Propidium iodide

PVA  Polyvinylpyrrolidone
ROS Reactive oxygen species
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Gametes that have reached their final place of deposition—cauda epididymis, are equipped in a properly shaped
acrosome and motility potential"?. Retrieval and preservation of those spermatozoa gives opportunities to obtain
offspring when ejaculation is no longer possible—in cases when orchiectomy is essential for an individual’s health
or sudden death?’. The possibility of using epididymal spermatozoa has been proven in many domestic and wild
species, resulting in these gametes being increasingly considered as a valuable source of genes which, in many
cases, would otherwise be lost irrevocably®*. In the case of endangered species, epididymal spermatozoa are
often the only legal and ethical means of preserving genetic material from an individual. Therefore, the gametes
obtained in this way constitute an invaluable treasure for protection and restitution programs>*.

‘The wisent (Bison bonasus, Linnaeus 1758), otherwise known as the European bison, is a species that survived
after extinction from the natural habitat'. Thanks to extensive international efforts, the wild population has been
reestablished and the number of individuals has been growing constantly. In 2020 its status in the TUCN Red List
was changed to “Near Threatened™. However, this species has passed through the bottleneck. The entire popula-
tion has only 12 ancestors, which resulted in a narrow genetic pool. Moreover, it is still a species with multiple
small, fragmented populations®. This makes the wisent subject to inbreeding depression which can negatively
affect birth weight and survival, reproduction, immunity to diseases, environmental stress and predation”. All of
these factors carry risks not only for individuals, but for the entire herds. Currently, European bison protection
programs are aimed at preserving valuable genes and slowing down the loss of biodiversity by establishing a
wisent germplasm bank and working on implementation of Assisted Reproductive Techniques (ART) to avoid
possible future inbreeding*’.

Assisted reproductive techniques are a great achievement not only in the reproduction of livestock or compan-
ion animals, but also in the dynamically developing methods of wild species protection programmes®. However,
to be successful in their implementation, it is necessary to thoroughly understand the reproductive physiology
of a given species and the characteristics of its gametes. The possibility of using wisent epididymal spermatozoa
collected post mortem and stored in liquid nitrogen for ART was published in several papers™!''. However, the
comprehensive characterisation of the spermatozoa obtained from the wisent’s epididymal tails with the basic
methods, morphometry and flow cytometry has not been described thus far.

Fluorescence staining and flow cytometry assessment allow one to look at the structure of the sperm and thus
make a functional assessment'”. So far, the use of flow cytometry to characterise wisent spermatozoa has been
described in one paper and involved only four individuals'®.

The morphometric measurements of sperm heads have been demonstrated in males of many animal species
not only mammals'* ' but also insects, fish'” and birds™. In stallions, boars and humans, the correlation between
morphometric measurements and fertility has been described'”. However, so far, the morphometry of sperm
heads has been presented in only four wisent individuals'!.

The objective of this study was to provide a comprehensive description of the morphology, morphometry
and functionality of wisent epididymal spermatozoa. The material came from a relatively large group of wild
individuals, which makes the obtained results a starting point for further research in the field of wisent repro-
duction. The second aim was to evaluate the effectiveness of cryopreservation of these gametes in the extender

based on Tris buffer and egg yolk.

Results
Characteristics of wisent epididymal spermatozoa obtained post mortem. The total sperm
count, subjective motility, percentage of live and morphologically normal wisent spermatozoa obtained post
mortem are presented in Table 1. There was huge inter-individual variability, which was related to the month of
collection—significant moderate negative correlation was found for total sperm count and subjective motility,
but not for the rest of assessed semen parameters. Similar correlations were not observed between semen param-
eters and animal age. Significant correlations are shown in Fig. 1. The total number of isolated spermatozoa and
their subjective motility decreased with distance from the breeding season. Other Spearman correlation results
can be found in the supplementary file.

Morphometric measurements of wisent epididymal spermatozoa heads are presented in Table 2.

The results of functional characteristics of wisent epididymal spermatozoa assessment by flow cytometry are
presented in Table 3.

Evaluation of the effectiveness of cryopreservation of wisent epididymal spermatozoa in the
extender based on Tris buffer and egg yolk. = Cryopreservation significantly lowered the percentage of
live and motile spermatozoa. However, this process had no significant effect on the morphology of the gametes.
The comparison of results of the basic evaluation of wisent epididymal spermatozoa before and after cryopreser-
vation are presented in Fig. 2.

N 27 27 27

Min 62.5 05 325 105
(Max | 7452 700 900 833

Median | 1985 0.0 69.8 543

Table 1. Characteristics of wisent epididymal spermatozoa collected post mortem, n=27.
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Figure 1. Results of Spearman’s rank correlation coefficient between breeding season and sperm parameters:

(a) total number of spermatozoa; (b) subjective motility, n=27, p<0.05.

N 1200 | 1200 1200
Min 6.4 3.5 23.7
Max 11.3 6.7 48.6
Median 8.5 50 36.9

Table 2. Morphometric measurements of wisent epididymal sperm heads—length, width, surface area.
n=1200 spermatozoa.

N 27 27 27 37 27
Min 45 26.0 0 8.3 0
Max 80.3 76.6 98.7 63.7 88.8
Median | 53.2 50.8 0.4 42.1 59
Table 3. The functional characteristics of wisent epididymal spermatozoa assessed by flow cytometry (n=27).
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Figure 2. The comparison of viability, motility and morphology of spermatozoa before (fresh) and after
cryopreservation (FT), data presented as mean mean + SE; (a, b) within each parameter are significantly
different (p<0.05) (n=20).

The comparison of obtained results of functional spermatozoa assessment after freezing and thawing pro-
cess by flow cytometry with initial values (24 h after collection) are presented in Fig. 3. Among the parameters
assessed by flow cytometry, significant differences before and after thawing were found for the percentage of
live spermatozoa characterised by: intact sperm membrane, intact acrosome, and presence of lipid peroxida-
tion (p<0.05). There were no significant differences in the percentage of spermatozoa characterised with high
mitochondrial potential and fragmented chromatin before and after the cryopreservation process.

Discussion

Epididymal sperm is a treasure for the protection of biodiversity in the wildlife world. In the case of wisent, it is
the only way to preserve genes that would be otherwise lost with the death of an individual. However, in order
to fully use this hidden potential, it is necessary to expand knowledge in this area. Although the European bison
is one of the well-known protected animals, many aspects of its reproduction have still not been described. In
the available literature, the process of spermatogenesis in this species is described in detail, however the male
gametes of wisent have still not been fully characterised. Therefore, this article presents the properties of wisent
epididymal spermatozoa such as morphology, morphometry and functionality—for the first time characterised
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Figure 3. The comparison of functional characteristics of wisent spermatozoa 24 h from collection and after
cryopreservation (FT) assessed by flow cytometry. Data presented as mean + SE; (a, b) within each parameter are
significantly different (p<0.05) (n=20).
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on the basis of material obtained from such a vast number of wild individuals. Due to the mentioned lack of
information regarding European bison, the authors of this article compared obtained results with other repre-
sentatives of the bovidae family: Cattle (Bos taurus) and two subspecies of the American bison—Plains bison
(Bison bison bison) and Wood bison (Bison bison athabascae).

The median amount of gametes obtained from the wisent individual was 1985 x 10° ranged from 62.5x 10°
to 7452 x 10° which is higher than results observed in the Plains bison which range from 146 to 830 x 10°*° and
cattle bulls results, which ranged from 440 x 10° to 1100 x 10°*2' The median percentage of live spermatozoa
assessed by the eosin dye was on 69.8%, which is lower than results observed in domestic cattle bull epididymal
spermatozoa—86.2%. The obtained wisent spermatozoa were characterised by 40% (0.5-70.0%) median motil-
ity which is lower in comparison to the motility of Plains bison which was evaluated as 71.7%**-78.0%* and
Wood bison—62.0%*. The subjective motility was also lower than this evaluated for cattle epididymal sperm
which ranges from 64.4% to 80.0%".

The median percentage of morphologically normal spermatozoa obtained from wisents epididymides was
54.3% ranging from 10.5 to 83.3%. Similar results were obtained in American bison when the average percentage
of normal sperm was ranging from 56.8 +16.0 to 70.7 +19.4%".

Morphometric measurements showed that the head of wisent spermatozoa is characterised by median: width
5.0 um (3.5-6.7 um), length 8.5 pm (6.4-11.3 um) and an area 36.9 um? (23.7-48.6 um?). The obtained results
are adequate to the previously described measurements on a smaller number of wisent specimens (n=4)".
Measured dimensions are similar in both subspecies of the American bison®. Spermatozoa head parameters
measured in wisents like: width and area are greater than in cattle bull gametes®” and smaller in case of head
length. Morphometric measurements using the computer-assisted sperm morphometry analysis (CASMA) sys-
tem have been performed in many animal species'"'>!*17-1%262% The main goal of the cited research is to find
a correlation between the sperm heads morphometry and male fertility. The relationship between fertility and
morphometry has been proven in red deer”” and ram™?'. Similar relationships could not be proven in studies
on tomcat urethral semen’4.

The obtained results of manual measurements may be the starting point for similar research on European
bison. However, in order to fully use the potential of morphometric measurements and relate them to other
sperm assessment parameters, it is necessary to continue research using CASMA systems and to separate sperm
subpopulations using it.

Flow cytometry assessment revealed that samples obtained from wisent epididymides are characterised by
median 53.2% of spermatozoa with intact sperm membrane which is lower than in bull epididymal sperm™.

The percentage of spermatozoa with an intact acrosome was also lower than that of domestic cattle bull*?,
However, in the cited article, the authors describe that the material was being prepared for analysis within 2 h
after collection®, the longer period between collection and evaluation may be one of the reasons for the described
differences in spermatozoa parameters.

The results of the assessment by flow cytometry were worse compared to those previously described by
the authors'’. However, in the cited study, the spermatozoa were qualified for cryopreservation on the basis of
subjective mobility, eliminating the samples with inferior quality, which possibly explains the differences in the
mean percentages of some parameters.

When considering the presented results, it should be taken into account that all gametes used in this study
were collected immediately after the death of the individuals, but each eliminated animal was qualified for it due
to serious injury, illness or great age. This may be the reason for differences in the quality between the epididy-
mal spermatozoa of the wisent and other species, the epididymides of which were obtained in abattoirs during
technological slaughter. What is more, the material used in the present study was obtained outside the breeding
season, which may also affect the parameters of the isolated gametes.

The second aim of the presented research was to evaluate the results and experience gained during freezing
wisent spermatozoa from 20 living in the wild individuals.

The greatest drawback in research on the wild animals reproductive physiology is a low availability of biologi-
cal material. This creates limitations in adaption ART in those species. Hence appears the need to use material
coming from closely related non endangered species as a model for selecting the best protocol for evaluation and
dealing with gametes collected from wild individuals®. The limited number and great value of the collected mate-
rial did not allow for studying different extenders. For this reason, it was decided to use an extender with proven
usefulness described in publications on the freezing of semen of other members of the Bovidae family?**>-* and
had been previously checked in a smaller number of wisent individuals®. According to the authors’ knowledge,
the results presented in this study are the first such comprehensively describing the effects of cryopreservation
of wisent epididymal spermatozoa. The authors made an attempt to adapt well-known methods that are part
of the gold standard in animal semen evaluation to this wisent population. This makes the presented research
somewhat pioneering, but also poses many difficulties in assessing these gametes due to the small amount of
information described so far in this species.

Particularly noteworthy are the significant differences between fresh and thawed samples in the percentage of
spermatozoa with an intact sperm membrane, due to its importance for the proper functioning of the entire cell
related to the viability, motility and capacity to interact with the extracellular environment'?. These differences
ranged from 4.50 to 63.76%. That could have also influenced the loss of the percentage of motile spermatozoa
observed in examined samples which ranges from 0.00 to 59.00%. However, the average total motility after
thawing was similar to the result from the pilot study on the use of wisent epididymal sperm to obtain hybrids
with domestic cattle by artificial insemination®. The obtained subjective motility was lower than the percent-
age observed in Plains bison and Wood bison epididymal spermatozoa frozen in Tris and egg yolk containing
extender'®.

Scientific Reports |

(2023)13:13866 | https://doi.org/10.1038/s41598-023-40798-y nature portfolio

93



www.nature.com/scientificreports/

To fulfill its role, spermatozoa have to be equipped with a properly built acrosome allowing its cargo to
penetrate the zona pellucida'?. For this reason, acrosome integrity is the important feature assessed during
spermatozoa evaluation'?. In the present study, the deterioration of the percentage of sperm with an intact acro-
some was observed. Losses during the freezing/thawing process ranged from 0.36 to 40.34% and were lower
in comparison to the level of those related to sperm membrane integrity. Nevertheless, those changes were not
surprising and were also observed in thawed epididymal sperm of domestic cattle®.

The cryopreservation process had no significant impact on the chromatin status. What's worth noticing, even
after freezing-thawing DFI % remained on relatively low level, which is promising in the context of the use of
these spermatozoa for ART.

When assessing the effectiveness of the cryopreservation of wisent epididymal spermatozoa, certain limita-
tions should be taken into account, which are related both to the origin of the sperm, the method of its collection
and the process of freezing / thawing itself. Significant limitation to the final effects of cryopreservation of the
described sperm is their origin. Although the possibility of the effective use in ART of epididymal sperm has been
described in many species of farmed and wild animals, it has also been shown that in comparison with ejaculated
semen there seems to be a difference in sperm movement characteristics lower velocity, less straightness and
linearity**2. In addition, the incision method used to collect epididymal sperm favours the contamination of
the samples with tissue detritus, which may additionally reduce the post-freezing quality of the spermatozoa'”.

All these factors can exacerbate the damage that results from the stress generated during the freezing process
itself, i.e. cold shock, osmotic and toxic stresses connected to the exposure to cryoprotectants and ice formation'?
and results in impaired fertility by comparison with fresh semen. The reduction arises from both a lower viability
post-thaw and sublethal dysfunction in a proportion of the surviving subpopulation®. This was clearly visible
in obtained results where in all evaluated parameters similar deterioration was observed except percentage of:
morphologically normal, damaged chromatin and with high mitochondrial potential spermatozoa.

Another adversity faced by male gametes and basically every living cell is oxidative stress, which can be
described as an imbalance between the production of reactive oxygen species (ROS) and the possibility of
their neutralisation by antioxidants. However, it is noteworthy that the right amount of them is crucial in the
process of capacitation, acrosomal reaction and fusion with the oocyte'?. Nevertheless, the disturbance of the
aforementioned balance and thus the excess of ROS leads to the destruction of nucleic acids, proteins, lipids and
carbohydrates, ultimately leading to the cell’s death®® and might lead to lowered male fertility'?. Spermatozoa
are particularly exposed to oxidative stress during the cryopreservation process which certainly contributed to
the worse results of the parameters tested compared to the initial values®*-**. Immature and morphologically
abnormal spermatozoa and seminal leukocytes are the main sources of ROS in ejaculates'?. For this reason, even
if it was not evaluated in this study, it should be taken into consideration that cryopreserved wisent spermatozoa
were already initially characterised by an increased percentage of immature and morphologically abnormal sper-
matozoa and the presence of leukocytes due to the above-mentioned origin of gametes. All this together could
be the reason for the increased percentage of lipid peroxidation in the assessed spermatozoa.

Cryopreservation, despite its many undeniable advantages, is an invasive process for gametes™. The described
changes in European bison spermatozoa were not surprising because they result from the specificity of the
process itself and have been extensively described in many species of animals, including other representatives
of the Bovidae family?**>-**. In addition, obtaining sperm from the epididymis of sick and eliminated animals
could have further limited its quality. To the knowledge of the authors, there are no minimum requirements for
epididymal sperm as there are for ejaculated semen. However, when assessing frozen spermatozoa as a source of
genes that would be irretrievably lost, the number of gametes obtained from each of the preserved epididymides
is sufficient to be used in ART.

Conclusions

The research carried out, due to the material from a relatively large number of individuals of protected species,
contributed to the description of certain set points for the assessment of the quality of samples available for
banking. To our knowledge, this is the first study that characterises wisent epididymal spermatozoa in such a
broad way, consequently increasing the general knowledge about this protected species.

In research on maintenance of biodiversity, all preserved genetic material is invaluable. The obtained results
of cryopreservation of wisent epididymal spermatozoa with the use of an extender based on Tris buffer with the
addition of chicken egg yolk allowed to preserve the genetic material of all individuals in a quality sufficient for
use in the Assisted Reproductive Technology. Nevertheless, research on their preservation should be continued
to fully exploit their great, yet still hidden potential.

Materials and methods
Chemicals and media. All reagents and extender components were purchased from Sigma- Aldrich (St.
Louis, MO, USA).

The fluorescence probes were purchased from Life Technologies Ltd., Grand Island, NY, USA.

Animals.

The material for the research was collected post-mortem from 27 individuals at age from 3 to 20 years. The
wisents came from captive breeding herds or show enclosures from 13 locations in Poland. Collections were
performed outside of the breeding season (September—April) between the years 2015-2023.

No animal was killed for the purposes of this study—all animals were eliminated due to poor health status,
diagnosed infectious disease or aggressive behaviour under the permits issued by the General Director for
Environmental Protection. Local Ethics Committee approval was not required.
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Spermatozoa collection.  Epididymides were collected immediately after the animal’s death. Epididymal
tails were dissected, cleaned from connective tissues and blood vessels, then placed on glass Petri dishes con-
taining 4 ml of a Tris-based extender (Tris (hydroxymethyl)- aminomethane (0.2 M), citric acid monohydrate
(0.06 M), glucose (0.05 M), distilled water up to 100 ml) (30 °C) and sliced with scalpel blade. Subsequently,
dishes were left on the warming platform for 10 min of incubation before initial analysis.

Sperm analysis. Basic assessment. Concentration of spermatozoa was assessed in Thoma chamber (x 400)
using the phase contrast microscope (Nicon Eclipse E200). Volume of sperm suspension was measured by an
automatic pipette. Total sperm count was calculated by multiplying sperm volume and concentration.

Motility of spermatozoa was assessed subjectively using the phase contrast microscope (Nicon Eclipse E200)
with a warming stage by placing 10 uL of sample on the glass slide and covered with a cover slip (x400).

The percentage of live and dead spermatozoa was evaluated on eosin-nigrosine stained smears. Ten microliters
of sperm sample were mixed with 10 mL of eosin-nigrosin solution, spread onto a microscope slide and dried
on air. The slides were examined under the light microscope (magnification x1000). Two hundred spermatozoa
were evaluated per each slide. Pink-stained spermatozoa were considered dead. Gametes that remained unstained
were classified as live (Fig. 4).

Morphology of spermatozoa was evaluated on smears stained with Bydgoska method™. The percentage of
presence of proximal droplet, distal droplet, head shape abnormalities, damaged acrosome, midpiece defects,
dag- like defect, bent tail, detached head and coiled tail was evaluated in 200 of spermatozoa per each slide.
Spermatozoa which did not show these defects were described as morphologically normal.

Sperm head morphometry.  Sperm head morphometry was evaluated with the use of cellSens Dimension Soft-
ware (Olympus Europa SE & Co. KG). The length, width and area of head were measured manually on smears
stained with Bydgoska method®. For morphometric measurements, slides from best quality samples were

Figure 4. Evaluation of the percentage of live and dead spermatozoa using the eosin-nigrosin dye. (A)
unstained viable spermatozoa; (B) stained dead spermatozoa.
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Figure 5. Sperm head morphometry measurements.
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selected. In total, 1200 spermatozoa were measured. The method of making measurements was presented in
Fig. 5.

Flow cytometry assessment. All tests were performed using Guava EasyCyte 5 (Merck KGaA. Darm-
stadt. Germany) cytometer. Gametes acquisitions were analysed with the GuavaSoft™ 3.1.1 software (Merck
KGaA. Darmstadt. Germany). The fluorescent probes were excited by an argon ion 488 nm laser. The non-sperm
events were gated out based on scatter properties and not analysed. A total of 10.000 events were analysed for
each sample. All stainings and analysis were performed following the protocol used in our laboratory, which was
described before for other animal species’*#! and which was proven suitable for wisent'’.

‘The spermatozoa membrane integrity was assessed by using SYBR-14 stain combined with propidium iodide
(PI). 300 uL of sample was incubated in the dark for 10 min with 5 pL of SYBR-14 working solution (0.1 pL
SYBR14 +4.9 uL TRIS based extender). The analysis was performed after 3 min of incubation with 3 uL of PL.
Spermatozoa showing green fluorescence were classified as those with intact membranes and those with red
fluorescence were classified as dead'**%4!,

Acrosome integrity was assessed by lectin PNA stain from Arachis hypogaea Alexa Fluor® 488 conjugate
combined with propidium iodide (PI). Diluted samples were mixed with 10 uL of PNA working solution (1 pg/
mL) and incubated for 5 min at room temperature in the dark. Subsequently, the samples were washed and 3 uL
of Pl was added. Spermatozoa showing green fluorescence were classified as those with damaged acrosome'***!,

Mitochondrial activity was assessed using the JC-1 dye combined with propidium iodide (PI). 500 uL of
samples were stained with 0.67 uL JC-1 stock solution (3 mM stock solution of JC-1 in DMSO). Subsequently,
the samples were incubated for 20 min at 37 °C in the dark. After incubation 3 uL of PI was added. Sperm emit-
ting orange fluorescence were classified as high mitochondrial membrane potential. Spermatozoa emitting green
fluorescence were classified as having low mitochondrial potential'*4%#1,

Lipid peroxidation was assessed with C11-BODIPY581/591 probe combined with propidium iodide (PT). 1 uL
of 2mM C11-BODIPY581/591 in ethanol was added to the diluted samples and incubated for 30 min at 37 °C
in the dark. Subsequently, samples were centrifuged at 500xg for 3 min. The sperm pellets were resuspended
in 500 pL of TRIS based extender. To determine viability, the spermatozoa were stained with PI and incubated
for 3 min at room temperature. Sperm emitting only orange fluorescence were considered live without lipid
peroxidation-LPO (L/LPO-)!®1041,

To determine chromatin status the acridine orange (AO) dye was used. 100 uL samples were subjected to brief
acid denaturation by adding 200 pL of the lysis solution (Triton X-100 0.1% (v/v), NaCl 0.15 M, HCI 0.08 M,
pH1.4). After 30 s, 600 uL of AO solution (6 pg AO/mL in a buffer: citric acid 0.1 M, Na2HPO4 0.2 M, EDTA
1 mM, NaCl 0.15 M, pH 6) was added. The analysis was performed after 3 min of incubation. Spermatozoa with
normal DNA configuration were emitting green fluorescence. Cells showing red fluorescence were considered
as those with denatured DNA'*##!, Spermatozoa cryopreservation.

After basic quality assessment, samples from 20 individuals, characterised by a minimum of 35% percent
subjective motility and a minimum of 120 x 10° total sperm count, were qualified for freezing.

Subsequently, concentration of spermatozoa and subjective motility were evaluated as it was described above.

Suspension of spermatozoa was diluted with the extender based on Tris buffer and egg yolk (Tris (hydroxy-
methyl)- aminomethane (0.2 M), citric acid monohydrate (0.06 M), glucose (0.05 M), egg yolk (20% v/v), peni-
cillin (5000 IU) streptomycin (100 mg) and distilled water up to 100 ml) at 22 °C to obtain the concentration
200% 10¢/ml.

After first dilution, samples were placed in a water bath and cooled down to 5 °C in the refrigerator. When
the required temperature was reached, the second dilution was performed by adding extender as above with
an addition of glycerol to obtain final sperm concentration 160 x 10%ml and final glycerol concentration 6%.

Diluted samples were left for 90 min equilibration at 5 °C. Subsequently, the suspensions of spermatozoa were
loaded into 0.25 ml straws (40 x 10° spermatozoa per straw). The free end of the straw was closed with polyvinyl
alcohol (PVA). Straws were placed in the liquid nitrogen vapours for 15 min and then immersed in the liquid
nitrogen and stored'®.

To assess the effectiveness of the cryopreservation process, one straw from each sample was thawed (water
bath, 37 °C, 30 s) from 1 week to 1 month from the day of collection. Post-thaw quality was evaluated by the
same methods as were described above.

Statistical analysis. Shapiro-WilK’s test was used to assess data normality and because majority of date
were not normally distributed, the results of the assessment of sperm characteristics were presented in the form
of mean, mean with standard error, median, as well as minimum and maximum values calculated by using PAST
4.03 program'?.

Nonparametric test (Wilcoxon signed ranks test) were used to evaluate differences between fresh and fro-
zen thawed samples. Differences were considered significant at p <0.05. Spearman correlation was calculated
between the month of collection and semen parameters. September, considered the end of the breeding season
in wisents, was adopted as month No. 1. Spearman correlation was also calculated between the animal age and
semen parameters.

Statistical analyses were performed by using R Programming Language*’.

Ethical approval and consent to participate. The authors declare that during the work, no animal
studies were conducted and no animals were shot on purpose of those studies. Samples were collected post-
mortem from individuals shot under the permits issued by the General Director for Environmental Protection.
Local Ethics Committee approval was not required.
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A permit issued by the Regional Director for Environmental Protection in Wroctaw (WPN.6401.170.2019.

MH) for the possession and keeping of Bison bonasus cells, sperm, oocytes, and fibroblasts at the Bison Sperm
Bank located in the building of the Department of Reproduction with the Clinic of Farm Animals at 49 Grun-
waldzki Square, Wroctaw, Poland.

Data availability

The datasets used during the current study are available from the corresponding author on reasonable request.
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Abstract

Background: The wisent (Bison bonasus) is a species that has undergone a population bottleneck. Homozygosity is
prevalent within the population and may have a negative impact on semen quality in wisent bulls. Semen samples
containing a large amount of functionally and morphologically impaired or dead spermatozoa have lower toler-

ance for cryopreservation process. Such samples are prone to involve damage acrosomes, to produce and release
reactive oxygen which negatively affects proper function of spermatozoas. It is a good practice to select intact and
viable gametes before subjecting the sample to cryopreservation to improve the efficiency of this process. The aim of
this study was to assess the ability of Percoll® density gradient centrifugation in order to improve the quality of wisent
spermatozoa after cryopreservation. Spermatozoa samples were analysed with computer-assisted semen analysis
system and flow cytometry.

Results: Percoll® density gradient centrifugation resulted in increased percentage of motile spermatozoa, higher
proportion of spermatozoa with normal morphology and proper functionality but also in a significant reduction of
the total number of gametes. Nevertheless, the concentration of frozen spermatoza was still sufficient for obtaining a
few complete insemination doses suggested for cattle from each epididymis.

Conclusions: While creating a high-quality genetic reserve, for in vitro fertilisation purposes, eliminating detritus and
improving the overall quality of samples is more important than total number of spermatozoa. For these reasons, the
achievement of higher post thaw quality of spermatozoa justifies the purification of samples by centrifugation in a
Percoll® density gradient prior to the cryopreservation process.

Keywords: Wisent, Spermatozoa, Percoll®, Freezability, Cryopreservation

Background

The wisent (Bison bonasus, Linnaeus 1758) is the largest
land mammal currently living in Europe [1]. Centuries
of hunting, poaching, and armed conflicts led to the

*Correspondence: wojciechnizanski@upwredu.pl last free-ranging individual being found dead in 1919
! Department of Reproduction and Clinic of Farm Animals, Faculty in in the Bialowieska Primeval Forest [1] At the bEgln'
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SclericesFlaGGHinWald2k149, 50-560 Wincaw Lolane activities aimed to recover this species. The transfer of
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one male and two females from the zoological gardens
to the enclosure in Bialowieza is considered to be the
beginning of the restitution programme in Poland [1].
Due to the effectiveness of breeding efforts, the current
population is consistently increasing in size and the
total worldwide number of individuals reached 9111 at
the end of 2020 (data from The European Bison Pedi-
gree Book as of December 31st) However, the wisent is
a species that has undergone a population bottleneck
which led to homozygosity [1-3]. An impoverished
gene pool is an inevitable problem for all endangered
populations [4]. For this reason, recovery programmes
could be supported by Assisted Reproductive Tech-
niques (ART), which enable saving genetic resources
through mating least related individuals [4]. Important
in those programmess is the cryopreservation of repro-
ductive cells [5] and their preparation for this process
which is crucial for obtaining a good quality genetic
reserve [6].

It is well known that the freezing process cause modi-
fications in structure of male gametes [6] and those
changes are not fully reversible after thawing [7]. Ice for-
mation, chemical toxicity, and overproduction of reac-
tive oxygen species (ROS) is causing damage to sperm
membranes. In comparison to fresh semen, frozen/
thawed spermatozoa are predisposed to undergo mor-
phological changes like acrosome abnormalities and are
characterised by lower motility, reduced mitochondrial
potential, increased plasma membrane permeability and
lipid peroxidation [7]. These damages can reduce fertil-
ity of post-thawed spermatozoa [8]. However, the basic
factor limiting the effectiveness of cryopreservation
process is the initial quality of the obtained spermato-
zoa [9]. Samples containing large number of functionally
and morphologically impaired and dead spermatozoa
display a lower tolerance of the cryopreservation pro-
cess than those characterized by good initial quality
[10]. Impaired cells release acrosome contents and ROS
that negatively affect properly functioning gametes [11].
Additional components which have a negative impact on
properly functioning spermatozoa are blood formed ele-
ments, epithelial cells, or fragments of epididymal tissue.
Removal of this debris may have a beneficial effect on
the cryopreserved gametes [11, 12]. Therefore, it is good
practice to select normal spermatozoa before subjecting
the sample to cryopreservation in order to improve the
efficiency of this process [10].

In present wisent population, homozygous effects
occur which results in numerous abnormalities in sperm
morphology and low sperm quality. In the current
wisent population, homozygous effects occur, result-
ing in numerous abnormalities in sperm morphology
and low overall sperm quality [13]. Therefore, the initial
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pre-freezing sperm selection to improve the efficiency of
cryopreservation process was taken into consideration.

There are multiple semen purification techniques
available [6, 14—16]. Percoll® density gradient centrifu-
gation is a method based on sperm cell density that can
be correlated to spermatozoal stage of maturation and
integrity. Male gamets with a normal nucleus are denser
and are deposited in the area of greater density. Further-
more, motile spermatozoa deposit faster than cells with
impaired motility due to the alignment of movements
with the centrifugal force used [6]. This colloidal solution
of silica coated with polyvinylpyrrolidone (PVP) has been
successfully used in bull, ram, boar, and human semen
samples for removing undesirable spermatozoa from
ejaculates [6, 16].

Wisent reproduction has been discussed in several arti-
cles [17-25]. However, there is a paucity of information
focused on detailed characteristic of the male gamete in
context of cryopreservation process in this species [26].
According to our best knowledge, no studies have been
conducted using Percoll® density gradient centrifugation
to select motile wisent spermatozoa and, thus, improve
the quality of frozen samples.

The aim of our study was to compare the efficiency of
the cryopreservation process of wisent epididymal sper-
matozoa in TRIS buffer-based egg yolk extender with and
without previous Percoll® density gradient centrifugation
by using computer-assisted semen analysis (CASA) and
flow cytometry.

Results
Percoll® density gradient centrifugation resulted in a sig-
nificant reduction in total number of spermatozoa, with
loses ranging from 43.87 to 86.67% (Tables 1 and 2).

The percentage of motile and live spermatozoa was
significantly higher in Percoll® group in comparison to

Table 1 Total number of spermatozoa from separate epididymis
(L and R represent a pair of epididymides from each individual
from 1to4)

Epididymis Initial number Post centrifugation Losses (%)

of spermatozoa number of

[x10°] spermatozoa [x 1 09]
1L 410.00 129.50 6841
1R 49990 320.00 43.87
2L 900.00 120.00 86.67
2R 860.00 23250 7297
3L 960.00 520.00 4583
3R 1960.00 720.00 63.27
4L 1173.00 294.00 7494
4R 85.00 441.00 4842
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Table 3 The results of microscopic assessment of quality /basic
characteristics of wisent epididymal spermatozoa cryopreserved
with (Gradient FT) and without (Control FT) pre-freezing Percoll®
gradient centrifugation. All data are presented as mean=s.e.
a,bc, within each column, values with different superscripts are
significantly different (p<0.05) with (Gradient FT) and without
(Control FT) pre-freezing Percoll® gradient centrifugation

Motile (%) Live (%) Morphologically
normal (%)
Fresh 5375+4.30" 8485+ 2.12° 7488 £3.14*
Control FT 26.50 + 5.24° 30.38 + 4.46" 73.63 +2.82°
Gradient FT 50.00 + 6.05% 53.25 %+ 5.39¢ 75.50 + 3.60°

the control group (Table 3). There were no differences
in proportion of spermatozoa with normal morphology
among the groups (Table 3). Samples from the Percolll®
group were statistically higher than the control group
for straight line velocity (VSL; p=0.015; Fig. 1), Beat

Page 4of 11

Cross Frequency (BCF; p=0.025; Fig. 2), linearity (LIN;
p=0.007; Fig. 3) and the percentage of rapid spermatozoa
(RAPID_PCT) (p=0.006; Fig. 4). The percentage of static
spermatozoa (STATIC_PCT) was significantly higher in
the control group (p=0.007; Fig. 5). Data on functional
spermatozoa parameters assessed by fluorescent staining
and flow cytometry are presented in Table 4. The popu-
lations of cells characterised by an intact acrosome and
cell membrane were significantly greater in samples cen-
trifuged in density gradient in comparison with control
samples. Percentage of spermatozoa with high mitochon-
drial potential was higher in the Percoll® group than in
the control samples. However, there were no statistically
significant differences in proportions of apoptotic cells
and spermatozoa with damaged chromatin between both
groups (Table 4). The percentage of motile spermatozoa
was significantly lower in control group, as compared to
the fresh samples. In both control and gradient groups,
the percentage of live spermatozoa differed significantly
from initial values (Table 3). Compared with the fresh
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Fig. 1 VSL- straight line velocity (p < 0.05)
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Fig. 5 STATIC_PCT- static sperm subpopulations (p <0.05)

Gradient FT

samples, the percentage of motile spermatozoa from cry-
opreserved samples was significantly lower in both gro
ups.
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All functional parameters in cryopreserved samples,
assessed by flow cytometry, were similar except chro-
matin integrity which was significantly lower in control
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Page 6 of 11

Table 4 The functional characteristics of wisent epididymal spermatozoa cryopreserved with (Gradient FT) and without (Control FT)
pre-freezing Percoll® gradient centrifugation assessed by flow cytometry. All data are presented as mean=SEM. a,b,c, within each
column, values with different superscripts are significantly different (p <0.05)

Cells with intact Cells with intact Live non Cells with high Cells with Cells without
sperm membrane  aci poptotic cells mitochondrial damaged lipid peroxidation
(%) (%) activity (%) chromatin (%) (%)
24 h from collection  51.46 + 3.80% 5323 + 5557 54.26 + 9.20° 66.37 + 589° 0.14 +0.05° 9743 + 0.89°
Control FT 11.86 + 3.60° 3223 £ 460° 4626 £ 6.17° 2093 +578° 0.09 £0.03° 9815+ 0.82°
Gradient FT 2993 £ 4.30° 40.79 + 3.80° 4640 £ 2.32* 56.94 + 467 0.07 & 0.04* 99.03 + 0.34°

group and the viability clearly reduced in both study
groups compared to the values in pre-freezing samples
(Table 4).

Figures 1, 2, 3, 4 and 5 Characteristic of post- thaw
sperm motility assessed by CASA.

Discussion
Samples containing spermatozoa obtained from wisent
epididymis by incision method may be characterised by
high content of detritus despite using cell filters [27]. As
shown by Martinez-Alborcia et al. (2012) [10], substand-
ard spermatozoa have negative impact on freezability of
proper funtioning gametes in boars, as well as, human
sperm. Alvarez-Rodriguez (2015) [16] mentioned simi-
lar detrimental effects of the presence of blood cells in
semen samples. For these reasons, we conducted a study
to assess the effectiveness of introduction samples puri-
fication stage in the pre-freezing processing of wisent
epididymal sperm. Among available selection methods,
based on the creation of a physical barrier for reproduc-
tive cells [6], we decided to use density gradient cen-
trifugation with a colloidal substance — Percoll®. This
substance, formerly popular in human in vitro fertilisa-
tion, was excluded from assisted reproductive techniques
because of toxic impact on sperm of some batches [15].
Nevertheless we chose this technique due to its widely
proven usefulness in artificial breeding in bovine [28-31].
To our knowledge, studies on the use of the Percoll®
density gradient centrifugation to select epididymal
sperm prior to cryopreservation in animals have not been
published. For this reason, it is difficult to compare the
results obtained in such procedure. In available literature,
there are only a few articles on the use of Percoll® density
gradient centrifugation for epididymal sperm [32-35].
Most of the published studies on sperm separation by
this method concerning thawed semen [14, 31, 33, 36]. In
this research, the use of wisent epididymal sperm selec-
tion prior to cryopreservation was described for the first
time. A similar procedure was used by Alvarez-Rodriguez
M. et al. (2016) in case of the brown bear (Ursus arctos).
However, in this case, the material was semen obtained
by electroejaculation [16].

106

Such as in cattle, pigs, and brown bear [16] also in this
study Percoll® gradient centrifugation allowed to select
sperm with high functional properties, which were less
sensitive to cryo-damage and thus resulted in higher
spermatozoa post thaw quality. In available literature,
cited in our bibliography, the use of Percoll® density
gradient centrifugation in all cases allowed the selection
of samples characterised by higher than initial percent-
age of motile sperm [28-31, 33, 36]. Such effect was also
observed in the case of the wisent epididymal sperma-
tozoa. This process resulted in a statistically significant
increase in the post-thawed percentage of motile sperm,
in comparison to control group [6]. Percentage of live
after thawing spermatozoa was higher in Percoll® sepa-
rated samples, than in control samples (Table 2). These
result was also obtained in case of other ruminants ejacu-
lated semen such as cattle, zebu and red deer epididymal
semen [30, 33]. Density gradient centrifugation showed
the same capacity while processing the brown bear
semen before freezing process as in the case of this study
[16]. We observed that higher proportion of spermatozoa
with normal morphology was characteristic for samples
subjected to density gradient centrifugation (Table 2)
which was not found in similar studies of boars [6]. VSL
was faster in the Percoll® group than in the control group
which was also observed in boars [36]. M. Noguchi et al.
(2015) [36] observed similar changes for average path
velocity (VAP), curvilinear velocity (VCL), straightness
(STR) in boars but these results have not been docu-
mented for wisent. M. Noguchi et al. (2015) [36] also
noticed that BCF was lower in the boar Percoll® group
than in the control group, but comparable results were
not detected for wisent in our study. However, in the bull
semen samples, as in the case of the wisent, in the group
selected with Percoll®, the higher percentage of BCE, LIN
and RAPID spermatozoa populations were observed [30].

Populations of cells characterized by an intact acro-
some and cell membrane were significantly greater in
wisent spermatozoa samples centrifuged in density gra-
dient in comparison to control samples. Comparable
results were obtained in boars [36] and bull [15] [31].
L.Z. Oliveira et al. (2012) obtained the same results in
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the bull intact cell membrane assessment [30]. However,
they observed an increase in the percentage of sperma-
tozoa with a damaged acrosome [30]. We observed that
the percentage of sperm with high mitochondrial mem-
brane potential was higher in the Percoll® group than in
the control samples which was also observed by Arias
et al. (2017) [29], Oliveira et al. (2012) in bulls [30]. How-
ever, there were no statistically significant differences in
the proportions of apoptotic spermatozoa which was also
reported for brown bear [16]. There were no differences
in proportions of spermatozoa with damaged chromatin
between both groups which suggests that centrifugation
in Percoll® density gradient has no ability to exclude cells
with this defect which was also observed in bull [29].

Conclusions

In the case of endangered species, each obtained sample
is of great importance for the maintenance of the biodi-
versity of the population. Therefore the main goal of this
work was to improve the protocol for handling and cryo-
preserving wisent epididymal sperm.

This paper describes, for the first time, the use of Per-
coll® density gradient centrifugation to improve the
efficiency of the freezing- thawing process of wisent
epididymal sperm. In this study we observed the sig-
nificant loses from 43.87 to 86.67% in total number of
spermatozoa in samples after centrifugation. Despite sig-
nificant losses, creating a high-quality reserve for in vitro
fertilisation purposes, eliminating detritus and improv-
ing the overall quality of samples is more important than
total number of spermatozoa which justifies the purifi-
cation of samples by centrifugation in a Percoll® density
gradient prior to the cryopreservation process. However,
these losses also indicate the need to continue research
on methods for the separation of wisent epididymal sper-
matozoa and further verification in in vitro fertilisation.

Methods

Chemicals and media

All reagents and extender components were purchased
from Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Spermatozoa collection and processing

The material used in this study was obtained and stored
pursuant to the permit no. WPN.6401.170.2019.MH
issued by the Regional Director for Environmental Pro-
tection in Wroctaw.

In this study spermatozoa from 4 wisents (Bison
bonasus, Linnaeus 1758) aged 4-8years was collected
from February to December 2019. Bulls were culled dur-
ing planned eliminations due to injuries and reproductive
disorders under the conditions regulated by Polish law
(The Nature Conservation Act 2004). Immediately after
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animal death, testicles were removed from the scrotum
and spermatozoa were obtained by performing multiple
incisions in the epididymal tail and immersing the tis-
sue in 4ml of a sperm-optimized Tris-based extender
(Tris (2.4g), citric acid (1.4g), glucose (0.8g), penicillin
(50001U) streptomycin (100 mg) and distilled water up to
100ml) (33°C) placed on glass Petri dishes. Petri dishes
were placed on the warming platform for 10minutes.
After incubation, the samples were analysed.

Initial spermatozoa assessment

The male gametes obtained from each of eight epididymis
were processed separately and treated as independent
samples in the analyses.

Concentration per unit volume (10° cells/ ml) and
motility was assessed using the phase contrast micro-
scope (Nicon Eclipse E200) with warming stage.

To assess the percentage of motile spermatozoa ten
microlitres of sample were placed on the slide and cov-
ered with a cover slip (x 400).

Concentration in sperm per million (x10% was
counted using Thoma chamber (x 400).

For further morphological assessment, smears from
10uL of sperm-rich fluid were made and stained with
Bydgoska method [37]. To assess the percentage of live
and dead spermatozoa, smears from 10pL of sample
and 10 pL of eosin-nigrosin dye were prepared. The fol-
lowing morphological defects where evaluated: proximal
droplet, head abnormalities, acrosome abnormalities,
midpiece defects, dag-like defect, distal droplet, bent tail,
detached head, coiled tail. As a morphological normal
sperm were described spermatozoa which did not show
these particular defects.

Preparation of semen
After the initial assessment (concentration and subjective
motility) each sample was divided into two parts. One
part was diluted with freezing extender I (Tris (2.4g), cit-
ric acid (1.4g), glucose (0.8¢g), egg yolk (20% v/v), peni-
cillin (50001U) streptomycin (100 mg) and distilled water
up to 100 ml) [38] to obtain the concentration 200 x 10%/
ml.

The second aliquot was subjected to Percoll® density
gradient centrifugation.

Percoll® density gradient centrifugation

Percoll® solutions (45 and 90%) were prepared as
described by Lee et al. (2009) [6] with some modifica-
tion. Percoll® solution (90%) was prepared by mixing
Stock Isotonic Percoll® Solution (SIP) with Human Tubal
Fluid (HTF) in a 9:1 proportion. Percoll® solution (45%)
was prepared by mixing 90% solution with HTF in equal
volume. Subsequently, a 2ml sample was gently laid on
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2ml 45% Percoll® layer and 2ml 90% Percoll® layer as
presented in Fig. 6. Samples were centrifuged at 800xg
for 35min in a horizontal centrifuge. After removing
the supernatant, the pellets were resuspended in 1 ml of
HTF and then centrifuged for 5min at 800xg. After cen-
trifugation, the samples concentrations were diluted with
freezing extender I to obtain the concentration 200 x 10°
cells/ml.

Cryopreservation and thawing
The same cryopreservation procedure was used for both
group of samples.

After dilution in freezing extender I at 22°C the sam-
ples were kept in a water bath and then placed into a
refrigerator and cooled down to 5°C. Chilled freez-
ing extender II (freezing extender I plus 6% glycerol)
was added to obtain final concentration 160 x 10° cells/
ml. Diluted spermatozoa were left for further equilibra-
tion for 90 min. Subsequently, samples were loaded into
0.25ml straws (4.0 x 10® spermatozoa per straw). Each
free end of the straw was closed with polyvinyl alco-
hol. Filled straws were frozen in liquid nitrogen vapours
(15min) and then immersed in liquid nitrogen and stored
in tanks [38]. From a few weeks to 1 year from the col-
lection day, two straws (one from Percoll® and one from
control group) from each epididymis were thawed. The
straws were placed in a water bath (37°C) for 30sec [38]
and subjected to further analysis. To assess the percent-
age of spermatozoa with morphological defects and the
percentage of live and dead gametes, smears were pre-
pared using the same method as described above.

Assessment of thawed sperm movement parameters

with CASA

Motility (MOT, %) and progressive motility (PMOT,
%), parameters characterizing sperm movement: VCL
(um/s), VAP (um/s), VSL (um/s), LIN (%), STR (%),
amplitude of lateral head displacement (ALH) pm),
BCF (Hz), Rapid, Medium, Slow and static sperm
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subpopulations were assessed by using HTM IVOS ver-
sion 12.2 (Hamilton-Thorne Biosciences Beverly, MA,
USA).

‘The used CASA setups were as for bull spermatozoa:
frame rate (60 Hz), frames acquired (30), minimum con-
trast (80), minimum cell size (5 pixels), low VAP cut-off
(30 um/sec) and low VSL cut-off (15 um/sec) [38].

Assessment of the function and structure of spermatozoa
by flow cytometry

Spermatozoa were assessed by flow cytometry before and
after freezing-thawing process. Due to the long travel dis-
tance from the place where the material was obtained to
the laboratory where the analyses were performed, the
initial pre-freezing assessment was conducted 24 hr. after
collection.

Wisent spermatozoa functionality was evaluated using
Guava EasyCyte 5 (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
cytometer. The fluorescent probes used in the experi-
ment were excited by an argon ion 488 nm laser. Gametes
acquisitions were analysed with the GuavaSoft™ 3.1.1
software (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). The non-
sperm events were gated out based on scatter properties
and not analysed. A total of 10,000 events were analysed
for each sample. Membrane integrity, acrosome integ-
rity, mitochondrial activity, lipid peroxidation, apoptosis
and membrane lipid disorders and chromatin status were
assessed [39, 40].

Membrane integrity of wisent spermatozoa was
assessed using SYBR-14 stain combined with propidium
iodide (PI) (Life Technologies Ltd., Grand Island, NY,
USA). 300 uL of sperm- rich fluid was incubated in the
dark for 10 min with 5pL of SYBR-14 working solution
(0.1pL SYBR14+4.9 uL TRIS III extender). The analysis
was performed after 3min of incubation with 3 pL of PL
Spermatozoa with intact membranes emit green fluores-
cence. Cells showing red fluorescence were classified as
dead [41].

Sperm collected from

epididymides —
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sperm cells
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90%

Fig. 6 Percoll® density gradient centrifugation
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h
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Acrosome integrity was assessed by lectin PNA
stain from Arachis hypogaea Alexa Fluor® 488 conju-
gate (Life Technologies Ltd., Grand Island, NY, USA).
Diluted samples were mixed with 10 uL of PNA work-
ing solution (1 pg/mL) and incubated for 5min at room
temperature in the dark. Before analysis, the samples
were washed and 3 pL of PI was added [42].

Mitochondrial activity was determined using the JC-1
dye (Life Technologies Ltd., Grand Island, NY, USA).
500 uL aliquot of spermatozoa-rich fluid was stained
with 0.67uL JC-1 stock solution (3mM stock solu-
tion of JC-1 in DMSO). The samples were incubated
for 20 min at 37°C in the dark. Spermatozoa emitting
orange fluorescence were classified as having high
mitochondrial membrane potential (HMMP). Sperma-
tozoa emitting green fluorescence were defined as those
with low mitochondrial activity [43].

Lipid peroxidation was evaluated with fluorescent
lipid probe C11-BODIPY581/591 (Life Technologies
Ltd., Grand Island, NY, USA). One pL of 2mM C11-
BODIPY581/591 in ethanol was added to the diluted
sperm- rich fluid and incubated for 30 min at 37°C in
the dark. Subsequently, centrifugation at 500xg for
3min was performed and the sperm pellets were resus-
pended in 500 pL of HTF extender. To determine viabil-
ity, the spermatozoa were stained with PI and incubated
for 5min at room temperature. Spermatozoa which
remain unstained were categorised as living population
without LPO (L/LPO-) [44].

Apoptosis and membrane lipid disorder were evalu-
ated with YO-PRO-1 dye (25puM solution in DMSO)
(Life Technologies Ltd., Grand Island, NY, USA) (4).
1uL of YO-PRO-1 stain (final concentration: 25nM)
was added to 1 mL of diluted spermatozoa- rich fluid
(500puL HTF and 500pL of spermatozoa solution).
After incubation for 10 minutes, 3 puL of PI was added
before cytometric analysis. Cells showing green fluo-
rescence were classified as YO-PRO-1 positive. Sper-
matozoa which remain unstained were categorised as
living population [44].

Chromatin status was established using the acridine
orange dye (AO, Life Technologies Ltd., Grand Island,
NY, USA. A spermatozoa-rich solution (100 uL) was sub-
jected to brief acid denaturation by adding 200 pL of the
lysis solution (Triton X-100 0.1% (v/v), NaCl 0.15M, HCl
0.08 M, pH 1.4). After 30seconds, 600 uL of AO solution
(6pg AO/mL in a buffer: citric acid 0.1M, Na2HPO4
0.2M, EDTA 1mM, NaCl 0.15M, pH 6) was added. The
analysis was performed after 3minutes of incubation.
Spermatozoa with normal DNA configuration were char-
acterised by green fluorescence. Gametes emitting red
fluorescence were considered as a population of cells
with denatured DNA (DFI) [45].
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Statistical analysis

Statistical analyses were performed by using STATIS-
TICA 13.3 StaSoft (USA). The results of quantitative
data are presented as the mean and standard error.
Shapiro-Wilk’s test was used to assess data normality.
Where appropriate parametric tests (Student’s t-test
and ANOVA) or nonparametric tests (Mann-Whitney
U and Kruskal-Wallis) were used to evaluate differ-
ences between the groups. Differences were considered
significant at p <0.05.
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14. ZAL.ACZNIK 3
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first report on the use of a zona pellucida binding assay to compare the effects of European
bison (Bison bonasus) epididymal spermatozoa cryopreservation in two different
extenders. bioRxiv 2023.09.11.557052; doi: https://doi.org/10.1101/2023.09.11.557052
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13 Abstract: The wisent (or European bison) Bison bonasus is a species that has gone through a
14 bottleneck, resulting in a narrow gene pool of the current population. Presently, the protection
15  program for this species, in addition to protecting the habitat, is aimed at preserving gene pool. One
16  of its elements is creating a bank of gametes with the intention of using them in constantly
17  developed Assisted Reproductive Techniques in this species. In order to use the potential of the
18  gametes stored in the bank as effectively as possible, it is extremely important to assess their post-
19  freezing quality. Wisent epididymal spermatozoa stored in the bank are evaluated using basic semen
20  analysis methods, the CASA system and flow cytometry. So far, functional tests of spermatozoa have
21 not been introduced to the evaluation protocol of spermatozoa obtained post mortem from
22 European bison. This article, for the first time describes the use of the zona pellucida binding test to
23 assess the quality of cryopreserved wisent epididymal spermatozoa. Due to the close relationship
24 between the species, the Zona binding Assay protocol developed for cattle was used. To exclude the
25 influence of the composition of the extender used for cryopreservation, the spermatozoa were
26  cryopreserved in the Extender based on Tris buffer, egg yolk and glycerol and in the commercial
27  extender Andromed®. Regardless of the diluent used, 100% of the oocytes had sperm attached. The
28  average number of spermatozoa attached to the oocyte was 66.26 for the Tris-based diluent group
29  and 27.37 for the Andromed® - frozen group. The advantage of the Tris based extender resulted from
30  ZBA seems to coincide with the results of the basic and advanced semen evaluation. The conducted
31  experiment showed that the ZBA protocol developed for cattle is suitable for the evaluation of
32 wisent epididymal spermatozoa.
33 Keywords: ZBA; Zona Binding Assay; ART; wisent; European bison; epididymal; spermatozoa
34
35  1.Introduction
36  Assisted reproductive techniques (ART) are a great achievement not only in the reproduction of
37  livestock or companion animals, but also in the dynamically developing methods of wild species
38  protection programmes [1-2]. However, to be successful in their implementation, it is necessary to
39  thoroughly understand the reproductive physiology of a given species and the characteristics of its
40 gametes. The weakest point, limiting the understanding of reproductive physiology and the
41  development of ART in endangered species, is constricted availability of biological material. As a
42  starting point for research on protected animals, techniques already developed in farm or companion
43 animals are adopted [1]. However, materials, methods, and whole experiments designed for one
44 species require significant revision to become suitable to another, taking into account the availability
45  of the material and the physiology of the animals [1]. The basis for the introduction of assisted
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46 reproduction in each species is the collection and cryopreservation of gametes [1-2]. The epididymal
47  spermatozoa are considered as a valuable source of genetic material which usefulness in ART has
48 been proven in numerous species [3-4]. In many cases, obtaining spermatozoa post-mortem from
49  the ep-ididymides due to animal welfare and law regulations is the only way to collect material from
50  wild species, including European bison [3].

51  The European bison (Bison bonasus Linnaeus, 1758), also known as the wisent, is considered an
52  integral part of native fauna of the European continent [5]. Intensive hunting and poaching, together
53  with environmental degradation resulting from the development of civilization and armed conflicts
54  were the main reasons for the extinction of the natural wisent population. In 1919 in the Biatowieska
55 Forest (Poland), the carcass of the last free-living wisent individual was found. The future of the
56  whole species was resting on the shoulders of captive individuals (25 females and the 29 males), and
57  gene pool of the current population carries the genes of merely 12 founders [5]. The decades-long
58  activity aimed at restoring the European bison to its natural habitat has been an undeniable success.
59 However, despite the fact that the number of European bison individuals is already more than 9,000
60 [6], their narrow initial genetic pool carries a certain risk for its future. For this reason, currently,
61  wisent conservation programs are enriched by preserving of genetic diversity by gametes banking
62  and implementation of ART [2,5,7-8]. There are several reports in the literature on the collection and
63  cryopreservation of wisent epididymal sperm [8-10]. In the cited studies, the effects of spermatozoa
64  cryopreservation were assessed using phase contrast microscope, the CASA system and flow
65 cytometry.

66 Data from human medicine revealed that basic semen analysis could not be considered as a strictly
67  related predictive factor for pregnancy [11]. Detailed movement parameters evaluated by the CASA
68  system may provide more accurate information about sire fertility potential [4]. Fluorescent staining
69  with flow cytometry is an advanced method that allows to look into the structure of the sperm and
70  thus its functioning [12]. However, the results of the flow cytometry could not decide alone about
71  semen fertility potential.

72 The stage of spermatozoa - zona pellucida interactions is one of the milestones leading to fertilization
73 which reflects sperm competence [11]. Consequently sperm- zona pellucida binding assay (ZBA) was
74  included in evaluation of the semen prior to conventional in vitro fertilisation (IVF) in human
75  laboratories [11]. The ZBA has also been used in animal reproduction studies. In bovine a positive
76  correlation between the ZBA results and IVF was observed [13]. The use of this test to evaluate the
77  results of sperm cryopreservation has been described, among others, in species such as: dog Canis
78 lupus familiaris [14], cattle Bos taurus [15], buffalo Bubalus bubalis [16] and pig Sus domesticus [17].
79  To the authors' best knowledge, there are no reports in the literature about the use of Zona Binding
80  Assay to evaluate wisent epididymal spermatozoa.

81  The aim of this study was to adapt the ZBA protocol to test the competence of cryo-preserved wisent
82  epididymal spermatozoa. Due to the great value of the oocytes obtained from European bison
83  females, it was decided to develop the protocol with the use of heterologous bovine oocytes. The
84  close relationship of these species and the success in obtaining wisent and cattle hybrids[9]
85  determined this choice. This interspecies approach with the use of bovine oocytes was successfully
86 used in research on other wild animal sperm, such as scimitar - horned oryx Oryx dammah,
87  bottlenose dolphin Tursiops truncatus, or sika deer Cervus nippon and red deer Cervus elaphus [18-
88 20]. To detect possible differences in ZBA resulting from extender composition, spermatozoa samples
89  were split and frozen using a) Tris buffer, hen egg yolk and glycerol-based extender (TEG) or b)
90  Andromed® a commercial medium dedicated to bovine semen. In addition, to validate the ZBA
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91  protocol, the obtained results were related to the effects of basic and advanced sperm analysis using
92  the CASA system and flow cytometry.

93 2. Materials and Methods

94  The spermatozoa were obtained post-mortem from 1 wisent individual from free roaming herd and
95  subjected to planned elimination under conditions regulated by Polish law (The Nature Conservation
96  Act 2004). The bovine oocytes used in zona pellucida binding assay were obtained from ovaries
97  collected in a slaughterhouse. No animal was killed to obtain material for these studies. The Approval
98  of the local ethics committee was not required.

99 Reagents

100  The fluorescent probes: Live/Dead Sperm Viability Kit: SYBR-14, propidium iodide (PI); PNA from
101  Arachis hypogaea Alexa Fluor® 488 conjugate; JC-1; YO-PRO-1; C11-BODIPY581/591; acridine orange
102  (AO) were purchased from Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA. Rest of chemicals were
103  bought from Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, USA.

104  Collection of spermatozoa

105 Immediately after the death of the wisent, the epididymides were separated from the testes. The
106  epididymal tails were cut off and then placed on a Petri dish with 5 ml of TRIS based extender (Tris
107  (2.4@g), citric acid (1.4@g), glucose (0.8@g), penicillin (5000@IU) streptomycin (100@mg) and distilled
108  water up to 100@ml). Subsequently, a series of incisions were made with a scalpel blade aimed to
109 release the sperm into the extender. After collection, samples were placed on the heating table for 5
110  minutes before further analysis.

111 Initial sperm analysis

112 Spermatozoa obtained from each epididymal tail were treated as separate samples and subjected to
113  initial semen assessment (concentration, motility, viability and morphology) with the use of phase
114  contrast microscope (Nikon Eclipse E200).

115  For subjective motility assessment, warm stage was connected to the microscope. Ten microliters of
116  samples were placed on the microscope slide and covered with a cover slip. Both microscope slide
117  and cover slip were warmed before the assessment (x2400). Subjective motility was assessed by two
118 independent researchers and the mean value was calculated.

119  Concentration per unit volume [106 cells/ ml] was assessed using the Thoma chamber (x2400).

120  To assess the percentage of live and dead spermatozoa, smears of 10 uL of the samples and 10 pL of
121 the eosin-nigrosin dye were made. Pink-stained spermatozoa were classified as dead. Unstained
122 (white) spermatozoa were classified as live.

123 For morphology assessment, smears from 102uL of samples were made and left for drying for 24
124 hours. The next day smears were placed in 96% ethanol solution for 5 minutes fixation. After fixation
125  slides were placed in a 1% water solution of eosin for 3 min. After rinsing in distilled water, the smear
126  was stained for 3 min with gentian pigment (methylene blue 2% w/v, gentian violet 0.75% w/v,
127  glycerol 5% v/v in distilled water). After staining, the smears were rinsed, dried and then evaluated.
128 Two hundred spermatozoa were classified. Proximal droplet, head abnormalities, acrosome
129 abnormalities, midpiece defects, dag-like defect, distal droplet, bent tail, detached head, coiled tail
130  were evaluated. Spermatozoa which were not showing particular defects were classified as normal.

131,
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132 Semen freezing

133 After the initial assessment obtained spermatozoa of each epididymis were divided into two equal
134  parts and cryopreserved with two different methods.

135  One part of spermatozoa was subjected to cryopreservation in Tris buffer, egg yolk and glycerol
136  based semen extender (TEG) according to the protocol used before in wisent [8-9].

137  Initially, at room temperature, samples were diluted with Tris based extender (Tris (2.4B3g), citric acid
138  (1.4@g), glucose (0.80g), egg yolk (20% v/v), penicillin (5000BIU) streptomycin (100@mg) and distilled
139 water up to 100@ml) to obtain the final concentration 200@x@10°%/ml. Subsequently, samples were
140  placed in a water bath and put into a refrigerator for cooling down to 5@°C. When the samples
141  reached a temperature of 5@°C, they were diluted with a chilled extender to the final concentration
142 160@x@10° cells/mL. The chilled extender was reached with the glycerol in the amount 6% of the final
143 volume. Samples were left for 90@minutes equilibration. After equilibration, samples were loaded
144 into 0.25@ml french straws (40Ex@10° spermatozoa per straw). The free straw ends were closed with
145  polyvinyl alcohol (PVA). Filled straws were placed in liquid nitrogen vapours for 15 minutes and then
146 immersed in liquid nitrogen and placed in storage tanks.

147  The second part of spermatozoa was subjected to cryopreservation in Andromed®,a commercially
148  available bovine semen extender, according to a previously described protocol [24]. Spermatozoa
149  were diluted at room temperature with Andromed® up to the final concentration 160@x@10°
150  sperm/ml. Subsequently, 0.25 ml straws were filled with extended spermatozoa (40Ex@10°
151  spermatozoa per straw). Each free straw end was closed with PVA. Straws were placed in the fridge
152  for slow cooling down to 4°C for 4 hours. After equilibration, straws were placed in liquid nitrogen
153  vapors for 15 minutes. After equilibration time, straws were immersed in the liquid nitrogen and
154  placed in the storage tanks.

155  Thawing

156  The straws were removed from liquid nitrogen tank and placed for 30 seconds in a water bath
157  (372°C). After thawing, spermatozoa were subjected to evaluation.

158 Post- thawing initial semen assessment

159  After thawing samples were subjected to the same as described above, initial analyses - subjective
160  motility, morphology and viability.

161  Assessment of thawed sperm movement parameters with CASA

162  The HTM IVOS version 12.2 (Hamilton-Thorne Biosciences Beverly, MA, USA) semen analyzer was
163  used for detailed movement characterization of thawed spermatozoa. The CASA setups devoted for
164  bull spermatozoa were used (frame rate (60@Hz), frames acquired (30), minimum contrast (80),
165  minimum cell size (5 pixels), low VAP cut-off (30@um/sec) and low VSL cut-off (15Bum/sec) [25].

166  The percentage of motility (MOT, %) and progressive motility (PMOT, %), were assessed. Following
167  sperm movement characteristic were evaluated: curvilinear veloc-ity VCL (um/s), average path
168  velocity VAP (um/s), straight line velocity VSL (um/s), linearity LIN (%), straightness STR (%),
169  amplitude of lateral head displacement (ALH, um), beat cross frequency BCF (Hz). Rapid, medium,
170  slow and static sperm subpopula-tions were also distinguished.

171 Evaluation of thawed spermatozoa by the fluorescent staining and flow cytometry.
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172 Membrane and acrosome integrity, lipid peroxidation, apoptosis like changes, mitochondrial activity,
173  membrane lipid disorders and chromatin status were assessed.

174  All parameters were evaluated using Guava EasyCyte 5 (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
175  cytometer. The fluorescent probes used in the experiment were excited by an argon ion 488@nm
176  laser. Gametes acquisitions were analysed with the GuavaSoft™ 3.1.1 software (Merck KGaA,
177  Darmstadt, Germany). The non-sperm events were gated out based on scatter properties and not
178  analysed. A total of 10,000 events were analysed for each sample [8].

179  The staining used were performed according to protocols routinely used in our laboratory, which
180  have been previously described in wisent [8].

181  SYBR-14 stain combined with propidium iodide (Pl) was used for assessing of sperm membrane
182  integrity. Spermatozoa with intact membranes emit green fluorescence. Cells showing red
183  fluorescence were classified as dead.

184  Lectin (PNA, Peanut Agglutinin) stain from Arachis hypogaea Alexa Fluor® 488 conjugate combined
185  with propidium iodide (PI) was used for acrosome integrity evaluation. Spermatozoa emitting green
186  fluorescence 427 were classified as those with damaged acrosome.

187 The cyanine dye JC-1 (5,50,6,6@-tetrachloro-1,10,3,3@-tetraethylbenzimi- dazolylcar-bocyanine
188  iodide) with Pl was used to determine mitochondrial activity. Spermatozoa emitting orange
189  fluorescence were classified as live having high mitochondrial membrane potential and emitting
190 green fluorescence as those live with low mitochondrial potential.

191  C11-BODIPY581/591(BODIPY, Boron dipyrromethene difluoride) probe combined with Pl was used
192  for lipid peroxidation assessment. Spermatozoa which remain un-stained spermatozoa were
193  classified as living population without lipid peroxidation.

194  YO-PRO-1 (Oxazole yellow, 4-[(3-methyl-1,3-benzoxazol-2(3H)-ylidene)methyl]-1-[3-
195  trimethylammonio)propyl] quinolinium diiodide) dye combined with Pl was used to detect
196  spermatozoa with apoptosis like changes. Green fluorescence is characteristic for cells showing
197  apoptotic like changes. Unstained spermatozoa were categorized as living population without
198  apoptotic like changes.

199  Acridine orange (AO) dye was used to determine the chromatin status of thawed spermatozoa.
200  Spermatozoa with normal DNA configuration were emitting green fluorescence. These gametes
201  emitting red fluorescence classified as cells with denatured DNA.

202  The adaptation of zona pellucida binding assay for wisent frozen/thawed epididymal spermatozoa
203 evaluation

204  The zona binding capacity of frozen/thawed wisent spermatozoa has been evaluated by using intact
205  heterologous oocytes obtained from frozen/thawed bovine ovaries according to the protocol
206  described before [26] with small modifications.

207  Control for the ZBA consisted in commercial frozen bull semen of proven fertility.

208  Collection and preparation of the oocytes.

209  Bovine ovaries after obtaining from slaughterhouse were stored at -20°C and re-moved from the
210  freezer 12 hours before planned oocytes collection.

211
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212 Thawed ovaries were placed on a Petri dishes containing phosphate buffered saline (PBS) and
213 antibiotics (100 IU/mL of penicillin G sodium, 0.1 mg/mL of streptomycin sulfate) with 0.1% w/ PVA
214  (PBS/PVA medium) and minced with scalpel blade to release oocytes. Only oocytes with intact zona
215  pellucida were selected by using small bore glass pipette. Selected oocytes were placed in a 4-well
216  dish with PBS/PVA to remove cumulus cells using a 200 pL automatic pipette. Subsequently oocytes
217  were washed twice in modified Tyrode's-albumin-lactate-pyruvate medium (TALP) [27]. Washed
218  oocytes were placed in 50 ul drops of TALP + penicillamine-hypotaurine-epinephrine (PHE) [28] under
219  paraffin oil (10 oocytes/drop) and put in the incubator (38.5°C in a 5% CO2-air atmosphere (100%
220  relative humidity).

221 Semen preparation:

222  Thawed semen was centrifuged at 500g for 3 minutes and resuspended in TALP+PHE. The subjective
223  motility and concentration was assessed to establish the dilution needed to obtain final
224  concentration of 107 motile sperm/ml. Each drop con-taining oocytes was inseminated with 50 pL of
225  prepared semen. The oocytes were in-cubated with semen for 3 hours at 38.5°C in a 5% CO2-air
226 atmosphere (100% relative humidity).

227  The zona binding assay was performed in three replicates (n=3). One straw from each epididymis and
228  extender was thawed for each replication. One straw of commercially frozen bull semen was thawed
229  aimed to constitute the control group. The scheme of the experiment is presented in the figure 1.

230
Control ~ Andromed TEG Andromed  TEG
Left epididy Left epididy Right epididymi: Right epidi
3x 50pl 3x50p! 3x 50p! Ax 50p! Ix50ul
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spermatozoa/ml) spermatozoa/mi) spermatozoa/ml) ) sper /ml)
" ) L)
4]
@ o o [ ®
= %3
y_ / A A A
oo, $%%+ 3x10 oocytes
231

232 Figure 1. Scheme of the zona pellucida binding assay

233

234 Oocyte fixation and staining

235  After incubation oocyte-sperm complexes were pipetted to remove loosely bound spermatozoa.
236  Subsequently, complexes were fixed with 2.5% glutaraldehyde in PBS for 10 min [29]. After fixation,
237  sperm-oocyte complexes were placed in PBS/PVA in the fridge until the next day.

238  All sperm-oocyte complexes were evaluated to count the number of adherent spermatozoa by a bis-
239  benzimide (Hoechst 33342) staining. Two small drops of medium with 5 sperm-oocyte complexes
240  each, were placed on the microscope slide and 10 pl of Hoechst Working solution {0.01 mg/mL) was
241  added to each drop and left in the dark for 5 minutes.
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242  After incubation, medium was removed from the slides. 5 pl of antifading solution was added. After 2
243  minutes, oocytes were covered with cover slip and sealed with silicone.

244  The number of spermatozoa bound to each oocyte was counted under a fluorescence microscope
245 (x400; Zeiss Axiovert 100).

246  Statistical analysis

247  The material used in the experiment came from two epididymides of one individual, therefore the
248  results of the spermatozoa analysis were presented as averages and only descriptive statistics were
249  used.

250 For ZBA results Shapiro-Wilk’s test was used to assess data normality. Nonparametric test (Wilcoxon
251  signed ranks test) were used to evaluate differences between samples. Differences were considered
252 significant at pE<@0.05.

253  An asymptotic test for the equality of coefficients of variation from k populations was used to
254  evaluate the statistical significance of the differences in the results between ZBA replicates [30].

255 3. Results

256  3.1. Characteristics of wisent epididymal spermatozoa obtained post mortem.

257  Subjective motility assessed immediately after collection was assessed as 60% for spermatozoa
258  obtained from both epididymides.

259  The mean concentration of spermatozoa isolated from the epididymis was 317.5 million/mL.
260  The mean percentage of viable sperm assessed with the eosin-nigrosin dye was 78.8%.
261  The mean percentage of sperm with normal morphology was 88.0%.

262  3.2. Basic frozen/thawed semen assessment

263  Samples frozen/thawed in TEG extender were characterized by higher percentage of motile
264  spermatozoa than those frozen/thawed in Andromed®. Which were 25% and 15% respectively.
265  (Fig.2).

266  The mean percentage of viable spermatozoa, assessed by eosin dye was 30.75 % for TEG and 51.25 %
267  for Andromed® (Fig.2).

268  The percentage of spermatozoa with normal morphology was comparable for both diluents and
269  amounted to 81.5 % and 80.75 % for TEG and Andromed®, respectively (Fig.2).

270 A comparison of the above-mentioned parameters is shown in Figure 2 (Fig 2).
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Figure 2. Basic characteristic of frozen/thawed wisent spermatozoa cryopreserved in Tris buffer, hen egg yolk and
glycerol based extender (TEG) or Andromed®

3.3 Characteristic of post- thaw wisent spermatozoa motility assessed by CASA.

The motility of the obtained spermatozoa assessed using the CASA system was low for both
extenders. The mean percentage of motility (MOT, %) and progressive motility (PMOT, %), were
higher in Tris based extender than in Andromed® and were respectively 10% and 3% for TEG and
5.5% and 1% for Andromed®. The percentage of the static sperm population was similar in TEG (85.5
%) and Andromed® (83.5 %). In the rapid population, a higher percentage of fast sperm was shown in
TEG (5.0 %) than in Andromed® (1.5 %), linearity (LIN) and straightness (STR) were higher in TEG than
Andromed® (Figure 3)
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Figure 3. Characteristic of post- thaw wisent spermatozoa cryopreserved with Tris buffer, hen egg yolk and glycerol based extender

(TEG) or Andromed® motility assessed by CASA- straightness STR (%); linearity LIN (%); motility MOT (%); progressive motility PMOT
(%); percentage of rapid sperm RAPID (%); percentage of static sperm STATIC (%).
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286  The average path velocity (VAP) and straight line velocity (VSL) were higher in TEG. The curvilinear
287  velocity (VCL) was similar in both groups (Figure 4).

210 I

150

| T

pm/s

ul
[=]

VAR vl vel

W TEG Andromed
288

289 Figure 4. Characteristic of post- thaw wisent spermatozoa cryopreserved with Tris buffer, hen egg yolk and glycerol based extender
290 (TEG) or Andromed® motility assessed by CASA - average path velocity VAP {(um/s); straight line velocity VSL (um/s); curvilinear velocity
291 VCL (um/s).

292  The average Amplitude of lateral head displacement (ALH) was higher in TEG than in Andromed® and
293 amounted to 8.55 um and 5.1 um respectively (Figure 5).
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294
295 Figure 5. Characteristic of post- thaw wisent spermatozoa cryopreserved with Tris buffer, hen egg yolk and glycerol based extender
296 (TEG) or And d® motility d by CASA - Ampli of lateral head displacement ALH (pm)

297  The beat cross frequency (BCF) was 25.05 Hz for Andromed® and was comparable with 25.00 HZ
298  assessed in TEG (Figure 6).
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299
300 Figure 6. Characteristic of post- thaw wisent spermatozoa cryopreserved with Tris buffer, hen egg yolk and glycerol based extender

301 (TEG) or Andromed® motility assessed by CASA - Beat cross frequency BCF (Hz)

302 3.4 The morpho-functional characteristics of frozen/thawed wisent spermatozoa

303 The percentage of spermatozoa characterized by an intact sperm membrane and acrosome after
304 thawing was higher in Andromed® than in TEG. Other parameters of morpho-functional
305  characteristics like percentages of viable: nonapoptotic cells, cells with high mitochondrial potential,
306  intact chromatin and without lipid peroxidation were better in samples frozen in TEG. The results of
307 the assessment of functional and structural parameters assessed by flow cytometry are presented in
308 Tablel.

Live cells Livecells Live cels

withintact L€ pivenon withhgh  with m‘;f:;f'l'l‘; 5
sperm acrosome apoptotic mitochondr| fragmented peroxidation
membrane %] cells [%]  al activity chromatin [%]
[%] [%] (%]
TEG 14.54 29.24 46.49 347 0.1 17.46
309 Andromed® 26.12 55.16 36.5 139 0.30 8.45
310 Table 1. The functional characteristics of wisent epididymal sper cryo-pr ved in Tris buffer, hen egg yolk and glycerol based

311 extender (TEG) and Andromed®. The data are presented as mean. (n=2).

312 3.5. Zona pellucida binding assay

313 Regardless of the extender used, all oocytes were with bound spermatozoa. The minimum number of
314  bound spermatozoa was 29 for control, 3 for TEG and 2 for Andromed® groups. The highest number
315  of attached sperm was observed in control group for all replicates. The mean number of bound
316  spermatozoa was higher in extender based on Tris and chicken egg yolk than in Andromed?®, but in
317  both extenders it was markedly lower than in control (Table 2). Representative images are reported
318 in Figure 7 and 8.

319  The value of the test statistic in the asymptotic test of homogeneity of coefficients of variation was
320  58.74 (p=0.85). The differences in the variability of the results for 6 repetitions are not statistically
321  significant.
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The mean number  Oocytes with bound
of spermatozoa spermatozoa (%)
bound to oocyte

Control 166.11 + 50.60 100.00

TEG 66.26 +7.93 100.00

Andromed® 27.37+2.37 100.00
322
323 Table 2. Post-thaw ability of wisent epididymal spermatozoa cryopreserved in Tris buffer, hen egg yolk and glycerol based extender
324 (TEG) and Andromed® to bind heterologous zonae pellucidae. Data are presented as mean t SE of 6 replicates (3 for samples from left

325 epididymis and 3 from right), 30 oocytes per replicate in each group. a,b, care significantly different (p2<20.05)
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327 Figure 7. Representative pictures of Zona Binding Assay of wisent spermatozoa cryopreserved with two different extenders (TEG (Tris
328 buffer, egg yolk and glycerol based extender), or Andromed ®) and control bull cryopreserved semen. Objective 40X, scale bar = 50pm.

Control

329

330 Figure 8. Representative pictures of Zona Binding Assay of wisent spermatozoa cryopreserved with two different extenders (TEG (Tris
331 buffer, egg yolk and glycerol based extender), or Andromed ®) and control bull cryopreserved semen. Hoechst 33342 staining. Objective
332 40X, scale bar =20 pm.

333 4. Discussion

334  Epididymal spermatozoa collected post mortem are considered as a valuable source of gametes for
335 protected animals genome banks [4]. For some species, such as European bison, they are the only
336  source of male gametes that can be cryopreserved and used later in ART [2,8]. The possibility of
337 effective cryopreservation of wisent epididymal spermatozoa has been presented in a few
338  publications [8,9]. However, to be able to fully utilize their potential, deep knowledge of them is
339  needed [1,4]. Spermatozoa collected post mortem from a protected species are extremely valuable,
340 but also problematic research material, due to limitation in their availability. Therefore, there is a
341 need do make the choice for which research to devote them. It is desirable, to keep the sufficient
342 amount of spermatozoa for ART and at the same time obtain as much information as possible about
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343  them. For this reason, research on methods for their full post thawed characterization are being still
344  developed. Cases of cryopreservation of wisent epididymal spermatozoa and the assessment of its
345  effects described so far in the literature, were grounded on basic methods (viability, subjective
346  motility and morphology), computer-assisted sperm analysis and flow cytometry [8,9].

347 It was observed that defective acrosome reaction and/or zona pellucida interaction were frequently
348  noticed in the semen of infertile man, regardless of the presence of normal or abnormal results of
349 basic sperm assessment [11]. Semen assessment with the use of the CASA system makes it possible
350  to assess the quality of the spermatozoa obtained on the basis of the detailed characteristics of their
351  movement. As it was described in cattle, semen samples with large population of progressive and
352  rapid spermatozoa are prone to have better sperm longevity after thawing [4]. It was described that
353  velocity parameters such as average path velocity (VAP) and straight line velocity (VSL) are positively
354  correlated with post-thaw motility, thus could constitute potential bull fertility markers [4]. However,
355  there are too many factors, such as variation in semen parameters between individuals and
356 ejaculates from the same individual, and the conditions of transport, storage and dilution of semen,
357  that can negatively affect the results of evaluation by the CASA system.

358  Flow cytometry is a method that allows the evaluation of morpho-functional features of the
359  spermatozoa. The standard flow cytometry protocol for semen evaluation used by the authors
360 includes the evaluation of such features determining proper functioning of spermatozoa as: cell
361 membrane and acrosome integrity, lipid peroxidation, apoptosis like changes, mitochondrial activity,
362 membrane lipid disorders and chromatin status. The results of each of these parameters allow some
363  conclusions to be drawn regarding the fertility of the collected and stored samples. The findings of
364  each of these methods provide information about the quality of the semen obtained, but none of
365  them alone can determine its fertilizing potential.

366  The fertilization potential of frozen wisent epididymal spermatozoa was evaluated in vivo tests by
367 insemination of Holstein Friesian heifers. As a result of the cited study, domestic cattle and wisent
368  hybrids were born [9]. With the use of gametes frozen in the Tris, egg yolk and glycerol based
369  extender (TEG), an European bison early blastocyst was obtained in vitro [21]. The mentioned studies
370  prove the fertilization capacity of European bison spermatozoa collected and cryopreserved in this
371  way. However, there are no procedures described so far that would allow for the classification and
372  evaluation of the fertilization potential of the stored material. For the protection of species diversity,
373  the significant value of each collected genetic material is undeniable [2]. However, being able to
374  approximately assess its fertilization potential, we can decide on its intended use - whether sperm
375  frozen in a given collection can be used in the future for artificial insemination or whether their
376  potential is sufficient to carry out classic in vitro ART (e.g., IVF).

377  The zona pellucida binding assay makes it possible to assess the sperm's ability to attach to the zona
378  pellucida [14]. Binding of the sperm with the oocyte is the basic and one of a series of stages leading
379  to fertilization. It takes place through the connection of a receptors on the spermatozoa membrane
380 and glycoproteins of zona pellucida [22]. Therefore, this method allows to evaluate sperm for
381  disturbances in the structure of the membrane that are not detectable by routine semen analysis
382  procedures [14]. The correlation between ZBA results and in vivo fertility was observed in cattle [15].
383  The ability to bind to the oocyte is a characteristic features of living cells [13-15]. The obtained
384  results of viability and sperm membrane integrity seem to confirm this also in European bison.

385  The ZBA protocol used, based on research conducted on a related species, turned out to be suitable
386  for the assessment of wisent epididymal spermatozoa. Both in the control group and in the groups of
387  studied extenders, spermatozoa attached to all oocytes. The quality of cryopreserved spermatozoa
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388  obtained after thawing was low regardless of the extender used. It is reflected in the results of their
389  assessment using basic methods, CASA and flow cytometry, which support the results of ZBA.

390  Taking into account basic parameter of semen assessment- motility after thawing, samples from the
391  control group were characterized by a higher percentage of subjective motility than in the both study
392  groups. The results of detailed movement characterization using the CASA system showed better
393  results of sperm frozen in TEG than in Andromed®. In addition, the mitochondrial potential assessed
394 by the flow cytometer supports the CASA results. Therefore, the motility seems to match the results
395  obtained in ZBA, although it should be remembered that the ZBA protocol was performed based on
396 the same concentration of motile gametes in all the groups. The percentage of spermatozoa
397  characterized by an intact sperm membrane and acrosome after thawing was higher in Andromed®
398  than in TEG. Other parameters of structural and functional features and CASA were better in samples
399  frozen in TEG. Ultimately, the results of the ZBA test seem to speak in favor of the TEG extender. This
400  suggests that the analyzes performed so far are not able to detect particular membrane defects that
401  affected the results of ZBA. However, following the sperm binding to the zona pellucida, acrosomal
402  reaction requires a properly constructed acrosome [23]. For this reason, it could turn out that
403  Andromed® could show better results in the zona pellucida penetration test or IVF. However, this
404  requires repeating the comparison of diluents on a larger number of trials. Continuing this extenders
405  comparison in the future, the variability between individuals should also be taken into account and
406  the study group should be enlarged.

407 In cattle, a large variability in sperm-binding capacity has been observed within replicates and
408  between ZBA replicates, which could also be due to oocyte variability [13]. In the presented
409  experiment, although oocytes from multiple ovaries were used in order to reduce variability, we also
410 noticed this variation between repetitions. However, regardless of the repetition, each time the
411  sperm frozen in TEG showed a better ZBA result compared to those frozen in Andromed®. However,
412 the use of two extenders was aimed to authenticate the assessment of the usefulness of the applied
413 ZBA protocol for testing wisent epididymal spermatozoa. Therefore, the results described in the
414  presented article cannot unambiguously assess the advantage of one of the extenders.

415 5. Conclusions

416  Itis not possible to evaluate the actual fertilization capacity of spermatozoa on the basis of the tests
417  carried out so far in European bison. However, the zona pellucida binding assay is a step further in
418  evaluating the reproductive potential of the collected material. The ZBA protocol using frozen bovine
419  oocytes, developed for bull semen, is relatively simple to perform. Carried out experiment showed
420  thatitis suitable for European bison and therefore, should be included in the routinely used protocol
421  for the evaluation of cryopreserved epididymal sperm from wisent.
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