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SŁOWNIK TERMINÓW 

AI (artificial insemination) – sztuczna inseminacja 

ALH (Amplitude of Lateral Head Displacement) – Amplituda bocznych odchyleń główki 

(µm) 

ART (Assisted Reproductive Techniques) – techniki wspomaganego rozrodu 

BCF (Beat Cross Frequency) – częstotliwość bocznych odchyleń główki plemnika (Hz) 

HTF (Human Tubular Fluid) – komercyjne medium do zapłodnienia pozaustrojowego 

IVF (In vitro fertilization) – zapłodnienie pozaustrojowe 

LIN (Linearity) – liniowość ruchu plemnika (%) 

MEDIUM_PCT (Medium) – odsetek plemników o umiarkowanej szybkości ruchu (%) 

MOT (Motility) – odsetek plemników ruchliwych (%) 

PI (Propidium Iodide) – jodek propidyny 

PMOT (Progressive motility) – odsetek plemników charakteryzujących się ruchem 

postępowym PMOT (%) 

RAPID_PCT (Rapid) – odsetek plemników szybkich (%) 

STATIC_PCT (Static) – odsetek plemników statycznych (%) 

STR (Straightness) – prostoliniowość ruchu plemnika wyrażona stosunkiem VSL/VAP 

(%) 

TEG – (Tris - egg yolk – glicerol) rozrzedzalnik na bazie buforu Tris, żółtka jaja kurzego 

z dodatkiem glicerolu 

VAP (Average path velocity) – średnia prędkość plemnika po przybliżonej ścieżce ruchu 

(µm/s) 

VCL (Curvilinear velocity) – średnia prędkość plemnika po rzeczywistej ścieżce ruchu 

(µm/s) 

VSL (Straight line velocity) – średnia prędkość plemników wzdłuż linii prostej 

wyznaczonej między początkowym a końcowym położeniem gamety (µm/s) 

ZBA (Zona Binding Assay) – test wiązania z osłonką przejrzystą 
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1.WSTĘP  

Żubr (Bison bonasus, Linnaeus 1758) to najstarszy, obecnie żyjący na Ziemi, 

przedstawiciel rodziny krętorogich (bovidae) [99]. W obrębie gatunku wyróżnia się trzy 

podgatunki: żubr białowieski (nizinny) (Bison bonasus bonasus), a także obecnie 

wymarłe: żubr kaukaski (górski) (Bison bonasus caucasicus, Turkin i Satunin, 1904)  

oraz żubr węgierski (Bison bonasus hungarorum, Kretzoi, 1946) [99].  

Zwierzę to jest największym żyjącym ssakiem lądowym Europy [99]. Żubra 

cechuje masywna szyja i kark oraz wyraźna dysproporcja między szeroką i masywną 

klatką piersiową, a niższym i węższym zadem [53]. Samce tego gatunku osiągają masę 

od 436 do 920 kg, samice natomiast od 340 do 640 kg [53]. W rozrodzie żubr 

charakteryzuje się sezonowością z okresem rozrodczym przypadającym na lipiec –

wrzesień [53]. 

Na terenie Polski żubr podlega ścisłej ochronie gatunkowej w oparciu  

o Rozporządzenie Ministra Środowiska z dnia 16 grudnia 2016 r. w sprawie ochrony 

gatunkowej zwierząt (Dz.U. 2022 poz. 2380). Należy podkreślić, że żubr zaliczany jest 

do tak zwanych gatunków parasolowych, czyli takich, których ochrona zapewnia 

bezpieczeństwo innym gatunkom zwierząt dzielącym z nim siedlisko [27,107,116].  

Co więcej, jest on również nieodzownym elementem polskiego krajobrazu i historii.  

Stąd ochrona żubra jest niezwykle istotna nie tylko ze względów ekologicznych,  

ale i kulturowych.  

Choć Polska jest krajem przodującym w restytucji i ochronie tego gatunku, nadal 

wiele aspektów dotyczących jego rozrodu nie zostało w pełni poznanych. Nowo 

powstające i wciąż rozwijane na całym świecie banki gamet zagrożonych gatunków 

kierują dalsze badania fizjologii rozrodu żubrów w stronę kriokonserwacji  

i wykorzystania, w technikach wspomaganego rozrodu, plemników pozyskanych  

post mortem z najądrzy padłych lub poddanych eliminacji osobników. Stworzenie dobrej 

jakości rezerwy genetycznej, podobnie jak w przypadku innych chronionych gatunków 

jest priorytetowe.  
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2. PRZEGLĄD PIŚMIENNICTWA 

2.1. Zarys historii żubra 

Żubra szczegółowo opisał i sklasyfikował w 1758 roku Karol Linneusz. Jednakże, 

gatunek ten, jak i jego przodkowie znane są ludzkości już od czasów prehistorycznych 

[99]. Świadczą o tym liczne malowidła i rzeźby, znajdowane podczas prac 

archeologicznych, a przedstawiające te zwierzęta [114]. 

Po ustąpieniu lodowców, znaczącą część Europy pokryły lasy, które stały się 

dostępnym środowiskiem dla żubrów. Intensywny rozwój cywilizacyjny spowodował 

jednak znaczne ograniczenie obszaru ich naturalnego występowania. Zmniejszenie 

dostępnych siedlisk wpłynęło na spadek liczebności jego populacji, przyspieszony 

dodatkowo przez polowania oraz kłusownictwo. W konsekwencji, w XIX stuleciu, 

przedstawiciele tego gatunku na wolności występowali jedynie na Kaukazie  

i w Puszczy Białowieskiej [99]. Dzięki swojej unikalności, białowieskie lasy, od czasów 

Rzeczpospolitej Obojga Narodów uznawane były za „królewszczyznę” i objęte były 

specjalnym nadzorem. Puszcza Białowieska była zatem obszarem polowań 

zarezerwowanym jedynie dla władców i ich gości [110]. Szczególny nadzór nad tym 

obszarem został utrzymany również przez cara Rosji po rozbiorach Polski. Wydany  

w 1803 roku dekret o ochronie żubra oraz rozpoczęciu jego hodowli przyczynił się  

do gwałtownego wzrostu jego liczebności [59]. W połowie XIX wieku pogłowie żubrów, 

żyjących w Puszczy Białowieskiej przekroczyła 1800 osobników. Jednakże, konkurencja 

pokarmowa, kłusownictwo, toczące się na tych terenach walki narodowo-wyzwoleńcze 

oraz wojny przyczyniły się do ponownego spadku ich liczby [22]. Pierwszą wojnę 

światową w Puszczy Białowieskiej przeżyło jedynie 9 osobników. Pomimo podjętych 

prób odnalezienia i ochrony żyjących przedstawicieli żubra, w kwietniu 1919 roku, 

znaleziono szczątki ostatniego żyjącego na wolności żubra nizinnego [99].  

Los żubra nizinnego podzielił również żubr kaukaski. Ostatni żyjący na wolności 

przedstawiciel tego podgatunku zginął w 1927 roku [99]. W niewoli pozostał jeden byk 

– nazwany Kaukasus – który krzyżowany z samicami z podgatunku żubra nizinnego, 

zapoczątkował linię nizinno-kaukaską [59]. 

W 1923 roku w Paryżu odbył się Międzynarodowy Kongres Ochrony Przyrody, 

podczas którego przedstawiony został projekt ratowania żubra, inspirowany podobnym 

programem realizowanym dla ochrony bizona amerykańskiego. Utworzone w tym 
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samym roku Międzynarodowe Towarzystwo Ochrony Żubra zrzeszało 15 krajów Europy 

oraz Stany Zjednoczone [99]. Jako zadanie priorytetowe uznano potrzebę inwentaryzacji 

ocalałych żubrów. Wszystkie żyjące osobniki zostały skatalogowane w Księdze 

Rodowodowej Żubrów, wydanej w Niemczech [99,101]. Na całym świecie w ogrodach 

zoologicznych i zagrodach pokazowych przetrwały zaledwie 54 żubry. Niestety, żaden  

z nich nie znajdował się na terenie Polski [99]. W 1924 roku do zoo w Poznaniu, 

sprowadzono zakupioną w Niemczech pierwszą parę żubrów. Gatczyna i Hagen miały 

wtedy 13 lat. Para ta doczekała się dwóch cieląt, które padły nie osiągając dojrzałości 

płciowej [58]. Kolejną próbę podjęto sprowadzając żubry do utworzonej na terenie 

Puszczy Białowieskiej zagrody hodowlanej. Wyselekcjonowane do hodowli zwierzęta 

pochodziły początkowo z Niemiec, z linii białowiesko-kaukaskiej – byk Borusse – oraz 

samiec żubrobizon – Kobold. Kolejne osobniki sprowadzono ze Szwecji. Były to dwie 

samice linii białowieskiej – Biserta oraz Biscaya. Wkrótce, do zagrody dotarły również 

Hagen i Gatczyna, a także kolejni przedstawiciele linii białowieskiej – samiec Biörson 

oraz samica Bilma. W 1936 roku stado uzupełnił kolejny byk linii białowieskiej – Plisch 

[28,58,93]. 

W celu wyprowadzenia czystej linii białowieskiej, wszystkie wcześniej 

sprowadzone żubrobizony oraz żubry linii białowiesko-kaukaskiej zostały 

przetransportowane do innych lokalizacji. Pozostałe w rezerwacie Plisch, Biskaya oraz 

Biserta zapoczątkowały obecnie żyjącą populację żubrów białowieskich [93].  

Przed rozpoczęciem II wojny światowej na świecie żyło 115 żubrów, z czego  

37 na terenie Polski. Pomimo podejmowanych w czasie wojny prób ochrony,  

po jej zakończeniu pozostały jedynie 103 osobniki, w tym na terenie Polski 44 żubry 

(https://smz.waw.pl/historia/). 

Od czasów zakończenia II Wojny Światowej Polska jest głównym krajem 

zajmującym się restytucją tego gatunku, a Księga Rodowodowa Żubra jest corocznie 

wydawana w Polsce. Stąd, geny polskich żubrów są niezwykle cenne, a hodowla  

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

Pierwsze żubry z białowieskiej hodowli zostały wypuszczone na wolność  

w 1952 roku. Kolejne dołączyły do nich już rok później [93]. Natomiast pierwsze 

urodzone na wolności cielę przyszło na świat w 1957 roku i otrzymało imię Potyczka 

[22].  
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2.2. Współczesna populacja żubra – problemy i wyzwania 

Obecnie na całym świecie żyje 10 536 żubrów, z czego na terenie Polski – 2603,  

w tym 2394 w stadach wolnych, a 209 w zamkniętych hodowlach (dane na dzień 

31.12.2022) [61]. Pomimo tego, że początki odtwarzania populacji były trudne  

i naznaczone niepowodzeniami, ostatecznie okazały się wielkim sukcesem. Świadczy  

o tym zmiana statusu żubra w czerwonej księdze gatunków zagrożonych International 

Union for Conservation of Nature (IUCN). Od 2020 roku żubr jest klasyfikowany jako 

gatunek bliski zagrożenia, a nie jako narażony na wyginięcie [96]. Należy jednak 

pamiętać o historii żubra i wyjściowej liczbie osobników, które zapoczątkowały obecnie 

żyjącą populację. Populacja żubra, poprzez osiągnięcie liczebności bliskiej wyginięciu, 

uległa efektowi genetycznego wąskiego gardła (z ang. genetic bottleneck),  

czyli zmniejszenia populacyjnej różnorodności genetycznej [86]. Analiza Księgi 

Rodowodowej Żubra wykazała, że wszystkie żyjące osobniki posiadają geny zaledwie 12 

przodków; w konsekwencji charakteryzują się niską zmiennością genetyczną [87]. 

Populacja żubra jest mała i podzielona na mniejsze, izolowane od siebie, stada. Niewielka 

liczebność populacji, w powiązaniu z wysokim stopniem jej homogenetyczności, stanowi 

jedno z istotnych zagrożeń dla przyszłości gatunku [27,29]. U żyjących obecnie 

osobników może dojść do obniżenia zdolności adaptacyjnych, zwiększenia podatności  

na niektóre choroby, zmniejszenia przeżywalności i pogorszenia płodności [27,29].  

W konsekwencji, zagrażające żubrom choroby, takie jak gruźlica, bruceloza, nekrotyczne 

zapalenie napletka, czy telazjoza, mogą eliminować nie tylko pojedyncze osobniki,  

ale również całe stada [24,27,52,57]. Stąd, nie liczebność populacji, a zachowanie 

dobrostanu oraz różnorodności genetycznej stanowi obecnie wyzwanie w programie 

ochrony tego gatunku.  

2.3. Techniki wspomaganego rozrodu jako narzędzie w programach ochrony 

ginących gatunków 

2.3.1. Zasadność wprowadzenia 

Uboga pula genowa jest niewątpliwym problemem wszystkich zagrożonych 

populacji. By temu przeciwdziałać programy ochrony zakładają unikanie kojarzeń 

krewniaczych oraz wzbogacanie puli genowej poprzez wymianę osobników pomiędzy 

hodowlami. Doskonałym uzupełnieniem programów hodowlanych, zarówno u zwierząt 

udomowionych, jak i dzikich, jest wprowadzenie technik wspomaganego rozrodu  
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(ang. Assisted Reproductive Techniques, ART), umożliwiających wykorzystanie szeregu 

metod ułatwiających wymianę puli genowej oraz zachowanie zmienności genetycznej 

[17,43].  

Do najczęściej stosowanych metod ART zaliczyć można sztuczną inseminację, 

zapłodnienie in vitro czy transfer zarodków, pozwalające na otrzymanie ciąży  

z pominięciem przynajmniej jednego z naturalnych etapów tego procesu [23]. Techniki 

wspomaganego rozrodu są szeroko rozpowszechnione i wciąż udoskonalane w hodowli 

zwierząt gospodarskich. Ich zastosowanie przyniosło ogromne korzyści, w efekcie 

szybszego postępu hodowlanego i intensyfikacji produkcji [17,77]. Dobrze poznane  

i rozwinięte ART stosowane u zwierząt gospodarskich stanowią punkt wyjściowy  

dla badań nad ich wykorzystaniem w programach ochrony zagrożonych i ginących 

gatunków [17,29].  

2.3.2. Pozyskiwanie plemników  

Podstawą implementacji ART do programów hodowlanych jest pozyskanie  

i zachowanie gamet w taki sposób, by stanowiły jak najwyższej jakości rezerwę 

genetyczną. Na całym świecie powstają banki genów gromadzące plemniki, oocyty  

oraz tkanki przedstawicieli zagrożonych gatunków [10,15,29].  

W przypadku zwierząt dzikich trudność w pozyskaniu nasienia jest jednym  

z czynników ograniczających potencjalny rozwój ART. Istnieje szereg metod pozyskania 

gamet od samców zwierząt takie jak: z wykorzystaniem sztucznej pochwy, wypłukiwanie 

nasienia z dróg rodnych samicy, elektroejakulacja, czy nacinanie ogonów najądrzy [29]. 

Każda z tych metod posiada swoje zalety, jak również obarczona jest ograniczeniami, 

szczególnie trudnymi do uniknięcia w przypadku dzikich zwierząt. W dostępnej 

literaturze, jak dotąd, znajduje się jedno doniesienie o pozyskaniu plemników od żubra  

z wykorzystaniem elektroejakulacji [95]. Metoda ta wymaga znieczulenia ogólnego,  

w konsekwencji postrzegana jest jako niezgodna z szeroko rozumianym dobrostanem 

zwierzęcia. Co więcej, jak wykazano u innych gatunków zwierząt, jakość nasienia 

uzyskanego tą metodą nie zawsze jest zadowalająca [29]. Na szczególną uwagę zasługuje 

możliwość pobrania i konserwowania plemników najądrzowych. Gamety, które osiągną 

miejsce swojego dojrzewania – ogon najądrza – są wyposażone w odpowiednio 

wykształcony akrosom oraz posiadają potencjalną zdolność ruchu [68]. Izolacja 

plemników najądrzowych daje możliwość otrzymania potomstwa w sytuacji,  

gdy niemożliwa jest ejakulacja, po zabiegu orchidektomii, czy w przypadku nagłej  
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i niespodziewanej śmierci osobnika [39,68]. Zdolność do zapłodnienia komórki jajowej 

przez plemniki najądrzowe została udowodniona u wielu gatunków zwierząt 

udomowionych i dzikich [39,68]. Pozyskane w ten sposób gamety coraz częściej 

postrzegane są jako źródło cennych genów, które bez ART byłyby bezpowrotnie stracone 

w momencie śmierci zwierzęcia [39,68]. W przypadku zagrożonych gatunków często jest 

to jedyna możliwość pobrania gamet nie stojąca w sprzeczności z dobrostanem zwierząt 

[29,39,68]. Wyizolowane pośmiertnie gamety stanowią nieoceniony skarb w programach 

ochrony wielu zagrożonych gatunków [29,68]. Jednakże, głównym ograniczeniem 

efektywności takiej formy pozyskiwania gamet jest zależność pomiędzy jakością 

nasienia, a czasem jaki upływa między śmiercią zwierzęcia a pobraniem plemników 

[71,108]. Badania przeprowadzone na plemnikach owcy domowej (Ovis aries) wykazały, 

że do 24 godzin od śmierci zwierzęcia, podstawowe parametry plemników najądrzowych 

(żywotność, odsetek gamet charakteryzujących się ruchem postępowym)  

są porównywalne do ejakulowanych. Po upływie doby, obserwowano stopniowe 

obniżanie się ich jakości [71,108]. Podobne badanie przeprowadzone na plemnikach 

najądrzowych samców bydła domowego (Bos taurus) wykazały możliwość  

ich wykorzystania nawet do 72 godzin po śmierci zwierzęcia [73]. Z przyczyn etycznych, 

jak i praktycznych, metoda ta wydaje się być jedyną akceptowalną w przypadku żubrów. 

Możliwość pośmiertnego pobrania i wykorzystania plemników najądrzowych żubra 

została kilkukrotnie opisana w literaturze [26,51]. Niestety, właściwości izolowanych  

w ten sposób gamet nie zostały wyczerpująco zbadane. By w pełni wykorzystać  

ich potencjał, niezbędne są dalsze badania z wykorzystaniem zaawansowanych metod 

oceny plemników.  

2.3.3. Metody oceny plemników 

Komputerowo wspomagana analiza nasienia (ang. Computer Assisted Sperm 

Analasis, CASA) jest rutynowo stosowaną metodą, zarówno w medycznych,  

jak i weterynaryjnych laboratoriach andrologicznych [2,118]. System CASA umożliwia 

obiektywną, szybką i szczegółową ocenę charakterystyki ruchu plemników [36]. Dzięki 

zastosowaniu komputerowo wspomaganej analizy nasienia możliwa jest również ocena 

hiperaktywacji plemników, która może być zarówno wynikiem kapacytacji,  

jak i negatywnego wpływu procesu kriokonserwacji [90]. Niektóre z charakteryzowanych 

przez system CASA parametrów, pozwalają na wyciągniecie wniosków dotyczących 

zamrażalności, a także potencjału zapładniającego badanych plemników [39].  
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Kolejną z nowoczesnych metod badawczych umożliwiających ocenę cech 

funkcjonalno-strukturalnych plemników jest cytometria przepływowa w połączeniu  

z barwieniem fluorescencyjnym. Dzięki dobraniu odpowiednich barwników możliwa jest 

ocena takich cech plemników jak: ciągłość błon komórkowych, uszkodzenia akrosomu, 

potencjał mitochondrialny, stres oksydacyjny, struktura chromatyny, fragmentacja DNA, 

i wiele innych. Jej zaletą jest możliwość szybkiego zbadania znacznej liczby komórek 

(powyżej 10 000) w ciągu zaledwie kilkunastu sekund. Tak duża liczba ocenionych 

pojedynczych komórek pozwala na uzyskanie wiarygodnych i dokładnych wyników [83].  

Dane z medycyny człowieka wykazały, że podstawowa analiza nasienia nie 

koreluje ściśle z zapłodnieniem i rozwinięciem się ciąży [85]. Szczegółowe parametry 

ruchu, oceniane przez system CASA, mogą jednak dostarczyć dokładniejszych 

informacji na temat potencjału rozrodczego reproduktora [39]. Barwienie 

fluorescencyjne za pomocą cytometrii przepływowej pozwala przyjrzeć się strukturze 

plemników, a tym samym dokonać ich funkcjonalnej oceny [45]. Jednakże zarówno 

wyniki analizy z wykorzystaniem systemu CASA, jak i cytometrii przepływowej  

nie pozwalają na jednoznaczną ocenę zdolności badanych plemników do zapłodnienia 

komórki jajowej.  

Etap interakcji plemnik-osłonka przejrzysta oocytu jest jednym z najważniejszych 

etapów prowadzących do zapłodnienia, odzwierciedlającym kompetencje plemników 

[85]. W związku z tym, test wiązania plemników z osłonką przejrzystą (z ang. Zona 

Binding Assay - ZBA) został włączony do oceny nasienia przed konwencjonalnym 

zapłodnieniem in vitro (in vitro fertilization, IVF) w ludzkich laboratoriach [85]. Test 

wiązania plemników z osłonką przejrzystą został również wykorzystany w badaniach 

reprodukcji zwierząt. U bydła zaobserwowano pozytywną korelację między wynikami 

ZBA a zapłodnieniem in vitro [127]. Zastosowanie tego testu do oceny wyników 

kriokonserwacji nasienia opisano między innymi u takich gatunków jak: pies (Canis 

lupus familiaris) [113], bydło domowe (Bos taurus) [31,32], bawół (Bubalus bubalis) 

[48] i świnia domowa (Sus scrofa domestica) [16]. Jego dodatkową zaletą jest łatwość 

wykonania. Dzięki możliwości wykorzystania oocytów izolowanych  

z mrożonych jajników test ten można włączyć do rutynowej oceny nasienia.  

Dotychczas w literaturze szeroko opisano proces spermatogenezy u żubra [20,21], 

jednakże, zaledwie kilka publikacji dotyczy gamet męskich tego gatunku [47,51,95].  

Ze względu na charakter materiału, nielicznie opisywane badania opierały się  
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na niewielkiej grupie badanej. W pojedynczych pracach, plemniki były 

charakteryzowane za pomocą tradycyjnych metod oceny nasienia (morfologia, 

żywotność, ruchliwość subiektywna) [51]. Jednakże nadal nie opracowano opisu 

kompleksowych badań, które pozwoliłyby na pełną charakterystykę zarówno natywnych, 

jak i kriokonserwowanych plemników najądrzowych żubra z wykorzystaniem 

zaawansowanych metod oceny plemników, takich jak system CASA, cytometria 

przepływowa, czy test czynnościowy –ZBA.  

2.3.4. Kriokonserwacja plemników 

Pozyskane i ocenione pod kątem potencjału rozrodczego plemniki mogą zostać 

zastosowane od razu, jednakże dopiero ich mrożenie pozwala w pełni wykorzystać 

potencjał ART. Kriokonserwcja plemników w znacznym stopniu przyczyniła się  

do rozwoju hodowli zwierząt gospodarskich, towarzyszących oraz dzikich. Pozwala ona 

na rozdzielenie w czasie procesu pozyskania gamet oraz ich wykorzystania. Co więcej, 

dzięki zastosowaniu kontenerów transportowych, możliwe jest przekazanie dawek 

inseminacyjnych bez konieczności przemieszczania zwierząt.  

Jednakże, proces mrożenia powoduje szereg zmian w strukturze gamety męskiej 

[62], z których część nie jest w pełni odwracalna po rozmrożeniu [5]. 

Wewnątrzkomórkowa krystalizacja, toksyczność komponentów rozrzedzalników oraz 

nasilenie formowania reaktywnych form tlenu (ROS) mogą spowodować uszkodzenia 

błony komórkowej plemnika [5]. Proces mrożenia i rozmrażania nasienia powoduje 

funkcjonalne i strukturalne uszkodzenia gamet, m. in. nieprawidłowości akrosomu, niska 

ruchliwość, obniżony potencjał mitochondrialny, zwiększona przepuszczalność 

plazmolemmy, czy peroksydacja lipidów [5]. Zmiany te mogą przyczynić się  

do obniżenia ich kompetencji zapłodnienieniowej po rozmrożeniu [49].  

Dotychczas w literaturze opisano kilka przypadków kriokonserwacji plemników 

żubra z wykorzystaniem protokołów opracowanych dla nasienia bydła domowego 

[51,95]. Przytaczane prace dotyczyły zarówno nasienia pozyskanego metodą 

elektroejakulacji, jak i gamet pobranych post mortem [51,95]. Nie przeprowadzono 

jednak prac, mających na celu optymalizację procesu kriokonserwacji plemników 

najądrzowych żubra pozyskanych post mortem. Z tego powodu niezbędne są badania 

charakteryzujące zachodzące w trakcie mrożenia zmiany oraz pozwalające ocenić 

właściwości plemników po mrożeniu. Analizy te pozwolą wyznaczyć kierunek, w jakim 
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powinny zmierzać prace nad optymalizacją protokołów postępowania z plemnikami 

najądrzowymi żubra.  

2.3.4.1. Optymalizacja procesu kriokonserwacji plemników najądrzowych żubra 

2.3.4.1.1. Selekcja plemników w oparciu o gradient gęstości  

Podczas prac nad optymalizacją protokołu kriokonserwacji, oprócz ograniczania 

uszkodzeń wynikających z samego procesu mrożenia, należy uwzględnić fakt,  

że głównym czynnikiem limitującym efektywność procesu kriokonserwacji jest 

wyjściowa jakość uzyskanych plemników [103]. U knurów wykazano, że próbki nasienia 

zawierające dużą liczbę funkcjonalnie i morfologicznie nieprawidłowych oraz martwych 

plemników wykazują niższą tolerancję procesu mrożenia, niż te charakteryzujące się 

dobrą jakością początkową [70]. W badaniach nad nasieniem człowieka dowiedziono,  

że uszkodzone komórki uwalniają zawartość akrosomu oraz reaktywne formy tlenu  

(z ang. Reactive Oxygen Species, ROS), które negatywnie wpływają na prawidłowo 

funkcjonujące gamety [78]. Dodatkowymi elementami mogącymi mieć niekorzystny 

efekt na prawidłowo funkcjonujące plemniki są elementy morfotyczne krwi, komórki 

nabłonkowe oraz fragmenty tkanki najądrzowej. Usunięcie tych zanieczyszczeń może 

mieć korzystny wpływ na kriokonserwowane gamety [78,109], dlatego dobrą praktyką 

jest selekcja prawidłowych plemników przed poddaniem ich kriokonserwacji w celu 

poprawy efektywności tego procesu [70]. Etap wcześniejszej selekcji wydaje się mieć 

duże znaczenia, zwłaszcza w przypadku plemników pozyskanych z ogonów najądrzy, 

kiedy to sama metoda ich pozyskiwania, zwiększa ryzyko zanieczyszczenia prób. Celem 

ograniczenia kontaminacji opracowanych zostało wiele technik oczyszczania nasienia 

[1,18,62,105]. Jedną z nich jest wirowanie w gradiencie gęstości koloidalnego roztworu 

krzemionki pokrytej poliwinylopirolidonem (PVP) – Percoll® (Sigma-Aldrich). Jest to 

metoda wykorzystująca różnice gęstości pomiędzy komórkami o różnej jakości. Męskie 

gamety z prawidłowym jądrem charakteryzuje wyższa gęstość; w konsekwencji, znajdą 

się w niższych warstwach wirowanej próby. Ponadto, ruchliwe plemniki opadają w czasie 

wirowania szybciej niż komórki o zaburzonej ruchliwości, których ruch wymuszany jest 

jedynie zastosowaną siłą odśrodkową [62]. Wirowanie w gradiencie gęstości Percoll® 

zostało z powodzeniem wykorzystane do usuwania niepożądanych plemników  

z ejakulatów bydła domowego, świni domowej, owcy domowej, kury domowej  

czy człowieka [1,62,66]. 
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2.3.4.1.2. Dobór rozrzedzalnika 

Ważnym czynnikiem wpływającym na efektywności procesu kriokonserwacji jest 

dobór odpowiedniego rozrzedzalnika. Idealny rozrzedzalnik dla plemników 

najądrzowych żubra powinien umożliwić zachowanie ich jakości oraz mieć prosty 

protokół niewymagający w pełni wyposażonego laboratorium, dzięki czemu możliwe 

będzie przeprowadzenie procedury w warunkach terenowych. 

Dotychczas opisane w literaturze przypadki mrożenia plemników najądrzowych 

żubra obejmowały rozrzedzalnik na bazie buforu Tris, glicerolu oraz żółtka jaja kurzego 

[51]. Wykorzystując ten rozrzedzalnik, uzyskano akceptowalne wyniki 

porozmrożeniowej oceny gamet obejmującej ruchliwość ogólną (z ang. motility, MOT): 

11-48% oraz ruch postępowy (z ang. progressive motility, PMOT) 8-20% [51]. 

Przygotowanymi, według cytowanego protokołu, plemnikami udało się skutecznie 

zainseminować samice bydła domowego oraz uzyskać blastocystę żubra w warunkach  

in vitro [25,26,51]. Jednakże, niejednokrotnie, pobieranie materiału odbywa się  

w warunkach terenowych z dala od w pełni wyposażonego laboratorium, dlatego też 

nadal istnieje potrzeba usprawnienia protokołu tak, by zajmował on mniej czasu, przy 

równoczesnym zapewnieniu przynajmniej porównywalnej jakości plemników do tych, 

mrożonych w pożywce na bazie buforu Tris i żółtka jaja kurzego. Pod tym względem, 

interesującym wyborem wydaje się komercyjnie dostępny rozrzedzalnik przeznaczony 

dla nasienia bydła – Andromed®. Produkt ten charakteryzuje się prostym, 

jednoetapowym, protokołem [94,95] oraz składem wolnym od produktów pochodzenia 

zwierzęcego – dodatek żółtka jaja lub mleka zastąpiony został fosfolipidami 

pochodzącymi z soi. Do tej pory w literaturze pojawił się jeden raport dotyczący 

wykorzystania rozrzedzalnika Andromed® do kriokonserwacji nasienia żubra 

pozyskanego metodą elektroejakulacji [95]. Nie ma jednak informacji na temat 

stosowania tego produktu do mrożenia plemników pozyskanych z najądrzy żubra. 

Obecnie, biotechnologię reprodukcyjną charakteryzuje tendencja do unikania 

rozcieńczalników zawierających produkty pochodzenia zwierzęcego. Żółtko jaja  

lub mleko mogą być potencjalnym źródłem patogennych mikroorganizmów, takich jak 

wirus ptasiej grypy, Salmonella sp., Escherichia coli, czy mykoplazmy [124]. Eliminacja 

potencjalnych patogenów z procesu konserwacji gamet jest ważna dla tworzenia 

stabilnych rezerw genetycznych, a w przyszłości dla uzyskania potomstwa wolnego  

od chorób [46,64,124]. Od kilku lat, w badaniach nad opracowywaniem optymalnych 
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rozrzedzalników wolnych od białka pochodzenia zwierzęcego przeznaczonych  

dla różnych gatunków zwierząt, dużym zainteresowaniem cieszą się metody modyfikacji 

płynności błon plemników. Jedną z tych metod jest zastosowanie cyklodekstryn jako 

nośników cząsteczek cholesterolu [7,9,13,100,124]. Cyklodekstryna ma zdolność  

do preferencyjnego wiązania się z cząsteczkami cholesterolu w mniej uporządkowanych 

obszarach błony komórkowej i wbudowywania go. Dodatkowe cząsteczki cholesterolu 

powodują zwiększenie płynności błony, a tym samy chronią ją przed uszkodzeniami 

spowodowanymi procesem mrożenia [50,76]. Udane próby kriokonserwacji nasienia 

przy użyciu rozrzedzalnika wzbogaconego kompleksem cyklodekstryny i cholesterolu 

podjęto u blisko spokrewnionego z żubrem bizona amerykańskiego (Bison bison 

athabascae). Jego skuteczność potwierdzono zarówno w warunkach in vitro,  

jak i in vivo [124].  

Ze względu na konieczność utworzenia banku plemników, mogących  

w przyszłości być podstawą zachowania różnorodności genetycznej, rozwój technik 

wspomaganego rozrodu wydaje się być kluczowym dla przyszłości populacji żubra. 

Wiele aspektów dotyczących charakterystyki jego gamet, ich oceny oraz możliwości 

kriokonserwacji nie zostało poznanych. Co więcej, dotychczas uzyskane wyniki 

zapłodnienia in vitro oraz transferu zarodków są niesatysfakcjonujące. Potrzeba 

uzupełnienia wiedzy o charakterystykę plemników najądrzowych żubra pod kątem 

wykorzystania ich w ART, stała się przyczyną realizacji niniejszej pracy doktorskiej. 
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3. HIPOTEZY BADAWCZE I CELE PRACY 

3.1. Hipotezy badawcze 

I. Plemniki pozyskane post mortem z najądrzy żubrów poza sezonem rozrodczym 

charakteryzują się jakością kwalifikującą je do procesu kriokonserwacji;  

II. Rozrzedzalnik na bazie buforu Tris i żółtka jaja kurzego jest odpowiedni  

do kriokonserwacji plemników najądrzowych żubra pozyskanych post mortem; 

III. Selekcja plemników w gradiencie gęstości Percoll® przed procesem kriokonserwacji 

pozwala na uzyskanie lepszej porozmrożeniowej jakości próbek; 

IV. Test wiązania z osłonką przejrzystą oocytu bydlęcego (ZBA) może być 

wykorzystywany do oceny jakości pozyskanych plemników. 

3.2. Cele badawcze 

Nadrzędnym celem przeprowadzonych badań było ustalenie efektywnego 

protokołu postępowania z plemnikami najądrzowymi żubra w kontekście doskonalenia 

procedur stosowanych w banku plemników tego gatunku.  

Podjęta w niniejszej dysertacji tematyka obejmowała cztery szczegółowe cele 

badawcze: 

I. Morfologiczno – strukturalna charakterystyka plemników najądrzowych żubra; 

II. Ocena efektów kriokonserwacji plemników najądrzowych żubra. 

III. Ocena wpływu selekcji plemników za pomocą wirowania w gradiencie gęstości 

Percoll® na ich jakość po rozmrożeniu; 

IV. Zweryfikowanie możliwości wykorzystania testu wiązania z osłonką przejrzystą 

oocytu bydlęcego (ZBA) do oceny jakości pozyskanych plemników. 
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4. ZADANIA BADAWCZE ORAZ PUBLIKACJE WCHODZĄCE W SKŁAD 

ROZPRAWY DOKTORSKIEJ 

4.1. Zadania badawcze 

W ramach niniejszej pracy doktorskiej zostały zrealizowane cztery zadania 

badawcze: 

I. Ocena morfologii, morfometrii oraz cech funkcjonalno – strukturalnych plemników 

najądrzowych żubra za pomocą podstawowych metod oceny nasienia, pomiarów 

morfometrycznych oraz barwienia fluorescencyjnego i cytometrii przepływowej; 

II. Mrożenie plemników najądrzowych żubra w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris, 

żółtka jaja kurzego i glicerolu; 

III. Selekcja plemników najądrzowych żubra za pomocą wirowania w gradiencie gęstości 

Percoll® przed poddaniem ich procesowi kriokonserwacji; 

IV. Przeprowadzenie testu wiązania plemników najądrzowych żubra z heterologiczną 

osłonką przejrzystą oocytu bydlęcego. 

4.2. Publikacje wchodzące w skład rozprawy doktorskiej 

Wyniki otrzymane podczas realizacji zadania I i II zostały przedstawione  

w publikacji stanowiącej załącznik 1 do niniejszego manuskryptu. 

 

Wyniki otrzymane podczas realizacji zadania III zostały przedstawione  

w publikacji stanowiącej załącznik 2 do niniejszego manuskryptu. 

 

Wyniki otrzymane podczas realizacji zadania IV zostały przedstawione w postaci 

preprintu stanowiącego załącznik 3 do niniejszego manuskryptu. 
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5. MATERIAŁ I METODY 

5.1. Materiał 

Materiał do badań stanowiły plemniki najądrzowe pozyskane post mortem  

od samców żubra w wieku od 3 do 20 lat. Zwierzęta pochodziły zarówno z ośrodków 

hodowli, jak i zagród pokazowych znajdujących się na terenie Polski  

(12 lokalizacji). Pozyskanie materiału miało miejsce poza sezonem rozrodczym  

(od września do kwietnia) w latach 2015-2023. 

W każdym z zadań wykorzystano plemniki pochodzące od różnej liczby 

osobników. W tabeli 1 przedstawiono liczbę osobników, od których plemniki 

wykorzystano w poszczególnych zadaniach badawczych. 

 

Tabela 1. Liczba osobników żubra, od których plemniki wykorzystano w poszczególnych 

zadaniach badawczych 

Zadanie badawcze I II III IV 

Liczba osobników,  

od których pozyskano plemniki 

27 20 4 1 

5.2. Metody 

5.2.1. Izolacja plemników 

Bezpośrednio po śmierci zwierzęcia jądra wraz z najądrzami usuwano z moszny, 

oddzielano najądrza w celu oczyszczenia z krwi i zanieczyszczeń, opłukiwano  

je izotonicznym roztworem soli fizjologicznej (0,9% NaCl). Następnie odcinano  

oba ogony najądrzy i umieszczano je na osobnych szalkach Petriego, zawierających 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 wodę destylowana do 100 ml) 

(pH 6,9, 300 mOsm kg-1), utrzymywanego w temperaturze 37°C. W celu pozyskania 

plemników, ostrzem chirurgicznym wykonywano szereg nacięć ogonów najądrzy w taki 

sposób, by przeciąć światło kanalików nasiennych i uwolnić gamety do rozrzedzalnika 

(rycina 1). Następnie szalki umieszczano na stoliku grzewczym (37°C) na 10 minut.  
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Rycina 1. Schemat pozyskiwania plemników z najądrzy żubra 

5.2.2. Przygotowanie plemników do analizy 

Po 10 minutowej inkubacji rozrzedzalnik zawierający plemniki nanoszono  

za pomocą pipety 1000 µl na filtr do komórek o wielkości porów 70 μm umieszczony  

w plastikowym falkonie o pojemności 50 ml, celem oczyszczenia gamet z fragmentów 

tkanek i detrytusu komórkowego. 

5.2.3. Ocena pozyskanych plemników 

5.2.3.1. Wstępna ocena pozyskanych plemników 

Otrzymywane po przefiltrowaniu próby zawierające plemniki, niezależnie  

od etapu badań, poddawane były wstępnej analizie obejmującej ocenę ruchliwości 

subiektywnej, koncentracji i całkowitej liczby plemników. 

Ocena ruchliwości subiektywnej 

W celu określenia ruchliwości subiektywnej plemników, 10 μl próbki nakrapiano  

na szkiełko podstawowe wcześniej umieszczane na stoliku grzewczym i przykrywano 

szkiełkiem nakrywkowym. Odsetek plemników ruchliwych oceniało trzech niezależnych 

obserwatorów. Następnie wyciągano średnią z trzech obserwacji. Ocenę ruchliwości 

subiektywnej przeprowadzano za pomocą mikroskopu kontrastowo-fazowego Nicon 

Eclipse E200 (powiększenie 400x). 
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Ocena koncentracji i całkowitej liczby plemników  

Do obliczenia koncentracji plemników w jednostce objętości wykorzystywano 

komorę Thoma o głębokości 0,1 mm przykrytą szkiełkiem nakrywkowym  

oraz mikroskop kontrastowo-fazowy Nicon Eclipse E200 (200 x). Każdorazowo  

po przygotowaniu komory weryfikowano obecność pierścieni Newtona. Przed oceną 

koncentracji plemników, próby rozcieńczano 200-krotnie wodą destylowaną i nakładano  

w przybliżonej objętości 7 µl do wypełnienia każdej siatki [14]. Następnie zliczano 

komórki w 20 kwadratach (o długości boku 0,05 mm), po 10 z górnej i dolnej siatki.  

Za każdym razem liczono plemniki znajdujące się wewnątrz kwadratów,  

jak i na górnych i lewych liniach granicznych. Koncentrację plemników w 1 mm3 

wyliczano ze wzoru: liczba zliczonych plemników x 50 000 (objętość jednego kwadratu 

(250) x rozcieńczenie (200)). 

5.2.3.2. Szczegółowa ocena pozyskanych plemników 

Ocena żywy/martwy z wykorzystaniem barwnika eozynowo-nigrozynowego 

Ocena odsetka plemników żywych i martwych była wykonywana podczas 

realizacji każdego z zadań badawczych. 

Przygotowanie barwnika eozynowo-nigrozynowego  

W celu przygotowania barwnika eozynowo-nigrozynowego mieszano 4,0% 

roztwór eozyny w 2,9% cytrynianie sodu z 8,0% roztworem nigrozyny w 2,9% 

cytrynianie sodu w stosunku 1:3, zgodnie z wcześniej stosowanym schematem [82]. 

Przygotowanie preparatów do oceny odsetka plemników żywych i martwych  

Do oceny odsetka plemników żywych i martwych wykorzystywano 

przygotowany wcześniej barwnik eozynowo - nigrozynowy [82]. Na ogrzane wcześniej 

szkiełko podstawowe nakrapiano 10 μl próby rozrzedzonej w rozrzedzalniku na bazie 

buforu Tris (w zależności od subiektywnej oceny gęstości w stosunku od 1:1 do 1:8) oraz 

10 μl barwnika eozynowo-nigrozynowego. Łączono obie krople końcówką pipety,  

a następnie wykonywano rozmaz. Gotowe preparaty ponownie umieszczano na stoliku 

grzewczym i pozostawiano do wyschnięcia.  
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Ocena preparatów eozynowo-nigrozynowych  

Wykonane rozmazy analizowano za pomocą mikroskopu świetlnego Nicon 

Eclipse E200 (powiększenie 1000x) z wykorzystaniem imersji. W każdym preparacie 

oceniano 200 plemników. Eozyna niebieska, w przypadku przerwania ciągłości błony 

komórkowej, wnikała do wnętrza plemników zabarwiając je na różowo. Plemniki  

o główkach zabarwionych na różowo uznawano za martwe. Gamety, które pozostały 

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

plemników żywych. 

 

Rycina 2. Ocena odsetka żywych i martwych plemników przy użyciu barwnika eozynowo-

nigrozynowego. A – niezabarwione, żywe plemniki; B – zabarwione, martwe plemniki 

Ocena morfologii plemników 

Morfologia plemników była oceniana podczas realizacji każdego z zadań 

badawczych. 

Przygotowanie preparatów do barwienia 

W celu oceny morfologii pozyskanych plemników, wykonywano rozmazy  

z 10 µl rozrzedzonej w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris próby (w zależności  

od subiektywnej, wizualnej oceny gęstości w stosunku od 1:1 do 1:8). Po wykonaniu 

rozmazów preparaty pozostawiano do wyschnięcia na 24 h. 

 

Odczynniki przygotowywano zgodnie z protokołem opisanym przez  

Watsona i wsp. 1975 [121].  
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Przygotowanie utrwalacza: 

Roztwór 1. Na2HPO4 x 2H2O – 21,682 g dopełniano wodą destylowaną do 500 ml. 

Roztwór 2. KH2PO4 – 22,254 g dopełniano wodą destylowaną do 500 ml. 

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

Roztwór B: 9,01 g NaCl dopełniano wodą destylowaną do 500 ml. 

Roztwór C: formalina 40%. 

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

roztworu B, 62,5 ml roztworu C i dopełnienie do 500 ml wodą destylowaną.  

Przygotowanie Buforu Sorensena 

Roztwór 1. Na2HPO4 x 12H2O – 23,89 g dopełniano wodą destylowaną do 1000 ml. 

Roztwór 2. KH2PO4 – 22,254 g dopełniano wodą destylowaną do 1000 ml i gotowano 30 

minut w celu usunięcia CO2. 

Aby uzyskać końcowy roztwór 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 plemników metodą Watsona 

Po wyschnięciu preparatów umieszczono je we wcześniej przygotowanym 

utrwalaczu na 15 minut. Po utrwaleniu, płukano je pod bieżącą wodą przez 15 sekund. 

Następnie suszono przez 20 minut. Po wysuszeniu preparaty umieszczano w szklanych 

pojemnikach wypełnionych barwnikiem i pozostawiano na 90 minut. Po upłynięciu tego 

czasu, preparaty płukano wodą destylowaną przez 10 sekund.  

Ocena morfologii plemników 

Po osuszeniu wybarwione preparaty oceniano za pomocą mikroskopu świetlnego 

Nicon Eclipse E200 (powiększenie 1000x) z wykorzystaniem imersji.  

W każdym preparacie oceniano morfologię 200 plemników. Obliczano odsetek 

plemników wykazujących zarówno wady pierwotne, jak i wtórne [8]. Zaobserwowane 

wady zostały przedstawione na rycinie 3.  
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Rycina 3. Zaobserwowane wady morfologiczne plemników najądrzowych żubra, wybarwionych 

metodą Watsona. A – prawidłowy plemnik żubra, B – zagięcie witki, C – pętla witki, D – kropla 

protoplazmatyczna w położeniu dalszym, E- kropla protoplazmatyczna w położeniu bliższym, F 

– wada Daga, G – nieprawidłowy kształt główki, H – wada wstawki, I – luźna główka, J – wady 

akrosomu 

5.2.3.2.3. Morfometria główek plemników 

Pomiary morfometryczne zostały wykonane podczas realizacji pierwszego 

zadania badawczego. Morfometrię główek plemników opisano przy użyciu 

oprogramowania cellSens Dimension Software (Olympus Europa SE & Co. KG). 
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Długość, szerokość oraz powierzchnię główki mierzono ręcznie na zdjęciach rozmazów 

barwionych metodą Watsona [121]. Sposób wykonywania pomiarów przedstawiono  

na rycinie 4. Do pomiarów morfometrycznych wybierano preparaty o najlepszej jakości. 

Łącznie oceniono 1200 plemników najądrzowych żubra.  

 

Rycina 4. Pomiary morfometryczne główek plemników najądrzowych żubra 

5.2.3.2.4. Komputerowo wspomagana Analiza Nasienia (CASA)  

Szczegółowa analiza ruchu plemników za pomocą systemu CASA została 

wykorzystana do oceny ruchu plemników rozmrożonych – w zadaniach III i IV.  

W zależności od ocenianej subiektywnie gęstości, przed analizą za pomocą systemu 

CASA, badane próby były rozrzedzane za pomocą rozrzedzalnika opartego na buforze 

Tris w stosunku od 1:1 do 1:8.  

Wspomaganą komputerowo analizę ruchu plemników wykonywano za pomocą 

urządzenia HTM IVOS ver. 12.2 (Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, MA, USA)  

z wykorzystaniem optyki kontrastowo-fazowej w powiększeniu 1,89 x 10 oraz 

oprogramowania Animal Motility (Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, MA, USA). 

Wykorzystano parametry opracowane do oceny nasienia pozyskanego od samców bydła 

domowego. Poszczególne ustawienia zostały przedstawione w tabeli 2.  
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Tabela 2.Ustawienia dla poszczególnych parametrów jakimi oceniano plemniki najądrzowe żubra 

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

Parametr Ustawienia  

Częstotliwość odświeżania obrazu  60 Hz 

Liczba analizowanych obrazów 30 

Minimalna wielkość główki plemnika 5 pikseli 

Minimalny kontrast analizowanych obiektów 80 

Minimalna szybkość plemników o ruchu postępowym 50 µm/s 

Minimalna prostoliniowość plemników o ruchu postępowym  70 % 

Wartość graniczna plemników o ruchu wolnym  30 µm/s 

Wartość graniczna plemników o ruchu wolnym 15 µm/s 

Oceniane szczegółowe parametry ruchu plemników zostały wyszczególnione  

w tabeli 3. 

Tabela 3. Szczegółowe parametry ruchu plemników oceniane za pomocą programu Animal 

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

Parametr skrót jednostka 

Odsetek plemników ruchliwych MOT % 

Odsetek plemników charakteryzujących się ruchem 

postępowym 

PMOT % 

Średnia prędkość plemnika po rzeczywistej ścieżce ruchu VCL µm/s 

Średnia prędkość plemnika po przybliżonej ścieżce ruchu VAP µm/s 

Średnia prędkość plemnika wzdłuż linii prostej 

wyznaczonej między początkowym a końcowym 

położeniem gamety 

VSL µm/s 

Liniowość ruchu plemnika LIN % 

Prostoliniowość ruchu plemnika STR % 

Amplituda bocznych odchyleń główki ALH µm 

Częstotliwość bocznych odchyleń główki plemnika BCF Hz 

Odsetek plemników szybkich RAPID_PCT % 

Odsetek plemników o umiarkowanej szybkości ruchu MEDIUM_PCT % 

Odsetek plemników statycznych STATIC_PCT % 
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5.2.3.2.5. Ocena cech strukturalno-funkcjonalnych plemników najądrzowych żubra 

za pomocą barwienia fluorescencyjnego i cytometrii przepływowej  

Badanie z wykorzystaniem barwników fluorescencyjnych oraz cytometrii 

przepływowej prowadzono w każdym zadaniu badawczym oceniając zarówno plemniki 

przed, jak i po poddaniu ich procesowi kriokonserwacji.  

Z powodu różnych odległości pomiędzy miejscami pozyskiwania materiału  

a laboratorium, optymalny czas na ocenę plemników przed procesem kriokonserwacji 

wyznaczono na 24 godziny po pobraniu. 

Wszystkie testy przeprowadzono przy użyciu cytometru przepływowego Guava 

EasyCyte 5 (Merck KGaA. Darmstadt. Niemcy) za pomocą oprogramowania 

GuavaSoft™ 3.1.1 (Merck KGaA. Darmstadt. Niemcy). Sondy fluorescencyjne były 

wzbudzane przez laser argonowy o długości fali 488 nm. Zdarzenia niebędące 

plemnikami były odrzucane na podstawie wielkości oraz granularności i nie były 

analizowane. 

Dla każdej z prób przeanalizowano 10 000 zdarzeń. Wszystkie wykorzystane 

barwniki fluorescencyjne zostały zakupione od Life Technologies Ltd., Grand Island, 

NY, USA. 

Wszystkie barwienia i analizy przeprowadzono zgodnie z protokołami 

stosowanym rutynowo w laboratorium Katedry Rozrodu UPWr, opisanymi wcześniej dla 

innych gatunków zwierząt [83,92,97]. 

Ocenie podlegały następujące cechy plemników: integralność błony komórkowej, 

integralność akrosomu, potencjał mitochondrialny, peroksydacja lipidów oraz status 

chromatyny. 

Przygotowywanie próbek do barwienia fluorescencyjnego 

Każdorazowo do wykonania powyższych testów wykorzystywano 40 x 106 

plemników zawieszonych w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris.  

Ocena ciągłości błony komórkowej 

Ciągłość błony komórkowej oceniano za pomocą podwójnego znakowania 

fluorescencyjnego, zgodnie z wcześniej opisanym protokołem. 300 µL rozcieńczonej 

próbki wybarwiano z wykorzystaniem 5 µL roztworu roboczego barwnika SYBR-14 
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(0,1 μL SYBR14 + 4,9 μL rozrzedzalnika na bazie buforu TRIS) i inkubowano  

w ciemności w temperaturze pokojowej. Następnie dodawano 3 µL 1,4 mM jodku 

propidyny (PI). Po 3 minutach inkubacji, analizowano próbki. Populacje wykazujące 

ujemny wynik pod względem barwienia jodkiem propidyny, a dodatni w barwieniu 

SYBR-14, wykazywały zieloną fluorescencję. Znajdujące się w nich plemniki były 

uznawane jako żywe z niezaburzoną ciągłością błony komórkowej. Czerwona 

fluorescencja charakteryzowała populację plemników martwych. Plemniki emitujące 

czerwono – zieloną fluorescencję uznawano za zamierające [97].  

Ocena ciągłości błon akrosomów 

Ciągłość błon akrosomów badanych plemników oceniano przy pomocy barwnika 

Lektyna (PNA) (Arachis hypogaea Alexa Fluor® 488 conjugate). Rozrzedzone próby 

mieszano z 10 μL roztworu roboczego PNA (1 μg/mL), a następnie inkubowano  

w ciemni przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Po upływie czasu inkubacji, próby 

wirowano przez 3 minut z prędkością (500 x g). Oddzielano supernatant,  

a zgromadzone na dnie plemniki zawieszano w 500 μL rozrzedzalnika na bazie buforu 

Tris. Następnie dodawano 3 μL PI. Po 5-minutowej inkubacji analizowano próby. 

Plemniki ujemne zarówno wobec lektyny, jak i jodku propidyny klasyfikowano jako 

żywe z nienaruszonym akrosomem [40]. 

Ocena potencjału błon mitochondrialnych  

Do oceny aktywności błon mitochondrialnych badanych plemników 

wykorzystywano połączenie barwnika JC-1 (3 mM roztwór JC-1 w DMSO) i jodku 

priopidyny. Do 500 μL zawiesiny plemników dodawano 0,67 μL roztworu 

podstawowego JC-1. Próby inkubowano w temperaturze 37°C w ciemności  

przez 20 minut. Następnie dodawano 3 μL PI po 3 minutach inkubacji wykonywano 

analizę w cytometrze przepływowym. Plemniki emitujące pomarańczową fluorescencję 

klasyfikowano jako posiadające wysoki potencjał błony mitochondrialnej (HMMP). 

Natomiast plemniki emitujące zieloną fluorescencję oceniano jako charakteryzujące się 

niskim potencjałem błon mitochondrialnych [41]. 

Ocena peroksydacji lipidów 

Peroksydację lipidów (LPO) oceniano z wykorzystaniem fluorescencyjnej sondy 

C11-BODIPY581/591. Do rozcieńczonych prób dodawano 1 μL 2 mM roztworu  
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C11-BODIPY581/591 w etanolu i inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C  

w ciemności. Po inkubacji, próby wirowano przez 3 minuty z prędkością 500 x g.  

Po usunięciu supernatantu znajdujące się na dnie plemniki zawieszano w 500 μL 

rozcieńczalnika na bazie buforu Tris. W celu oceny żywotności plemników dodawano  

3 μL jodku propidyny. Po 3 minutach inkubacji przeprowadzano analizę w cytometrze 

przepływowym. Plemniki, które pozostały niezabarwione, klasyfikowano jako żywą 

populację, niewykazującą peroksydacji lipidów [81]. 

Ocena statusu chromatyny – Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) 

Strukturę chromatyny oceniano za pomocą barwienia oranżem akrydyny (AO) 

według wcześniej opisanego protokołu SCSA (z ang. Sperm Chromatin Structure Assay). 

100 μL próby poddawano krótkiej denaturacji kwasem poprzez dodawanie 200 μL 

roztworu lizującego (Triton X-100 0,1% (v/v), NaCl 0,15 M i HCl 0,08 M, pH = 1,4).  

Po 30 s dodawano 600 μL roztworu oranżu akrydyny (AO) [6 μg AO/mL bufor: kwas 

cytrynowy (0,1 M), Na2HPO4 (0,2 M), EDTA (1 mM), NaCl (0,15 M), pH 6].  

Po 3 minutach inkubacji, próby analizowano w cytometrze przepływowym. Populacja 

plemników z prawidłową dwuniciową konfiguracją DNA wykazywała zieloną 

fluorescencję. Gamety emitujące czerwoną fluorescencję klasyfikowano jako te  

ze zdenaturowanym DNA [30]. 

5.2.4. Selekcja plemników najądrzowych żubra za pomocą wirowania w gradiencie 

gęstości Percoll®  

Przygotowanie roztworów Percoll® 90% i 45% 

Roztwory Percoll® (45 i 90%) sporządzano zgodnie z opisem Lee et al. (2009) 

[62]. W celu otrzymania 90% roztwór Percoll® mieszano podstawowy izotonicznym 

roztwór Percoll® (Isotonic Percoll® Solution (SIP)) z komercyjnym medium HTF  

(z ang. Human Tubal Fluid) w proporcji 9:1. Roztwór 45% Percoll® przygotowywano 

poprzez zmieszanie 90% roztworu Percoll® z HTF w równej objętości.  

Przygotowanie prób do wirowania w gradiencie gęstości Percoll®  

W celu przygotowania prób do selekcji, na dno falkonów nakładano 2 ml warstwę 

Percoll® 90%, a na nią 2 ml roztworu Percoll® 45%. Następnie delikatnie nakrapiano  

2 ml rozrzedzalnika zawierającego pozyskane plemniki.  
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Wirowanie w gradiencie gęstości Percoll® 

Przygotowane w wyżej opisany sposób próby wirowano przez 35 minut  

z prędkością 800 × g. Następnie usuwano supernatant, a odwirowane plemniki ponownie 

zawieszano w 1ml HTF i wirowano z prędkością 800 x g przez 5 minut.  

Po etapie selekcji, ponownie oceniano koncentrację plemników w otrzymanych próbach. 

Następnie wyselekcjonowane plemniki rozrzedzano do koncentracji 200 × 106 

komórek/ml i poddawano mrożeniu według poniżej opisanego protokołu  

z wykorzystaniem rozrzedzalnika na bazie buforu Tris, żółtka jaja kurzego i glicerolu.  

Na rycinie 5 przedstawiono schemat selekcji plemników za pomocą wirowania  

w gradiencie gęstości Percoll®.  

Rycina 5. Wirowanie plemników w gradiencie gęstości Percoll® 

5.2.5. Mrożenie plemników najądrzowych żubra 

5.2.5.1. Rozrzedzalniki wykorzystane do mrożenia plemników żubra. 

W zależności od etapu badań, plemniki mrożono z wykorzystaniem różnych 

rozrzedzalników. W tabeli 4 scharakteryzowano rozrzedzalniki wykorzystane  

w poszczególnych etapach badań.  
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Tabela 4. Charakterystyka rozrzedzalników wykorzystanych w procesie kriokonserwacji 

plemników najądrzowych żubra 

Wykorzystany 

rozrzedzalnik 

Skład rozrzedzalnika Zadanie 

badawcze 

Na bazie buforu Tris, żółtka 

jaja kurzego i glicerolu 

(Tris (2,4 g), kwas cytrynowy (1,4 g), glukoza 

(0,8 g), żółtko jaja kurzego (20% v/v), penicylina 

(5000 j.m.), streptomycyna (100 mg), woda 

destylowana do 100 ml 

II, III, IV 

AndroMed® CSS, One-

step200 ml, (Minitube 

GMBH ) (Komercyjny 

rozrzedzalnik przeznaczony 

do mrożenia nasienia bydła 

domowego). 

fosfolipidy, TRIS, kwas cytrynowy, cukry, 

przeciwutleniacze, bufory, glicerol i ultra czysta 

woda, tylozyna, gentamycyna, spektynomycyna, 

linkomycyna).  

IV 

5.2.5.2. Protokoły mrożenia plemników najądrzowych żubra 

Mrożenie plemników w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris 

Po wstępnej analizie, w temperaturze pokojowej, próbki zawierające plemniki 

rozrzedzano rozrzedzalnikiem na bazie buforu Tris do uzyskania stężenia 200 × 106 

komórek/ml. Następnie próby umieszczano w łaźni wodnej i wkładano do lodówki  

do temperatury 5°C. Po schłodzeniu, rozrzedzano je ponownie schłodzonym 

rozrzedzalnikiem do końcowego stężenia 160 × 106 komórek/ml. Schłodzony 

rozrzedzalnik wzbogacany był o glicerol w ilości 6% końcowej objętości. Rozrzedzone 

próby poddawano 90 minutowej ekwilibracji. Następnie przygotowanymi plemnikami 

napełniano słomki francuskie o pojemności 0,25 ml (Minitube GMBH) (40 × 106 

plemników na słomkę). Wolne końce słomek zamykano alkoholem poliwinylowym 

(PVA). Przygotowane w ten sposób słomki poddawano mrożeniu w statycznych parach 

azotu w kontrolowanej temperaturze -120°C przez 15 minut. Następnie zanurzano  

je w ciekłym azocie i umieszczano w kontenerach do przechowywania.  
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Mrożenie plemników w komercyjnym rozrzedzalniku przeznaczonym dla nasienia 

bydła domowego – Andromed® 

Plemniki przeznaczone do mrożenia w komercyjnym rozrzedzalniku Andromed®, 

zostały kriokonserwowane według wcześniej opisanego protokołu przez Krishnakumar 

i wsp. [60]. Próby zawierające plemniki rozrzedzano w temperaturze pokojowej  

w Andromed® przygotowanym wcześniej według zaleceń producenta, do końcowej 

koncentracji 160 × 106 plemników/ml. Następnie rozrzedzanymi próbami napełniano 

słomki francuskie o pojemności 0,25 ml. Wolny koniec słomki zamykano alkoholem 

poliwinylowym. Przygotowane w ten sposób słomki umieszczano w lodówce na 4 h  

w celu powolnego schłodzenia do 4°C. Schłodzone słomki, po wyjęciu z lodówki, 

umieszczano w statycznych parach azotu w kontrolowanej temperaturze -120°C.  

Po upływie 15 minut, słomki zanurzano w ciekłym azocie, a następnie umieszczano w 

kontenerze do przechowywania. 

5.2.6. Rozmrażanie plemników 

Słomki wyjmowano pojedynczo ze zbiornika z ciekłym azotem i umieszczano  

na 30 sekund w łaźni wodnej (37°C). 

5.2.7. Porozmrożeniowa ocena plemników najądrzowych żubra 

Po rozmrożeniu plemniki poddawano ocenie: ruchliwości, morfologii, odsetka 

plemników żywych oraz cech funkcjonalno-strukturalnych, według protokołów 

opisanych powyżej.  

5.2.8. Adaptacja testu wiązania z osłonką przejrzystą oocytu do oceny 

mrożonych/rozmrożonych plemników najądrzowych żubra 

Zdolność mrożonych/rozmrożonych plemników najądrzowych żubra do wiązania  

z osłonką przejrzystą oocytu została poddana ocenie z wykorzystaniem heterologicznych 

oocytów pozyskanych z mrożonych/rozmrożonych jajników bydlęcych. Test wiązania  

z osłonką przejrzystą oocytu został przeprowadzony według protokołu opisanego  

przez Wheeler i wsp. (1987) [122]. 

Kontrolę w przeprowadzonym teście ZBA stanowiło komercyjnie mrożone 

nasienie buhaja o potwierdzonej płodności. 
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Wykorzystane odczynniki 

Tabela 5. Lista oraz skład poszczególnych rozrzedzalników wykorzystanych w teście ZBA 

PBS/PVA 

Składniki Stężenie  Ilość 

PBS -  dopełniono 

do 500 ml 

PVA 0,1 %  0,5 g 

Antybiotyki 

(50 000 IU/ml Penicyliny G + 25 mg/ml 

Streptomycyny) 

- 1,5 ml 

TALP – Tyrode’s – albumin-lactate-pyruvate 

Składniki Stężenie ilość na 1 litr 

Wodorowęglan sodu 25 mM 1,1003 g/l 

BSA 3 mg/ml 3 g 

Czerwień fenolowa 10 µg/ml 0,01 g 

Penicylina G Na 100 IU/ml = 60 µg/ml 0,06 g 

Sól sodowa kwasu mlekowego 9 mM 1,27341 ml 

Pirogronian sodu 0,09 mM 0,0099036 g 

Glukoza 4,5 mM W roztworze 

Tyrode’a 

Roztwór Tyrode’a -  Dopełnić do 1 l 

PHE 

 Stężenie  ilość na 1 litr 

Epinefryna 25 µM 0,00458 g 

Hipotauryna 250 µM 0,0272875 g 

D – penicylamina 500 µM 0,074605 g 

Pirosiarczan sodu 500 µM 0,05203 g 

Sól sodowa kwasu mlekowego 3 mM 424,469697 µl 

Roztwór soli fizjologicznej - Dopełnić do 1 l 

TALP + PHE 

4 µl PHE w 100 µl TALP 
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Izolacja i przygotowanie oocytów  

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

i wyjmowano z zamrażarki na 12 godzin przed planowanym pobraniem oocytów. 

Rozmrożone jajniki umieszczano na płytkach Petriego zawierających medium 

PBS/PVA i nacinano ostrzem chirurgicznym w celu uwolnienia oocytów.  

Do eksperymentu wybierano jedynie oocyty z nienaruszoną osłonką przejrzystą. 

Wyselekcjonowane komórki jajowe przekładano szklaną pipetą do czterodołkowej szalki 

zawierającej rozrzedzalnik PBS/PVA. Za pomocą pipety automatycznej  

o pojemności 200 μL usuwano komórki wieńca promienistego. Przygotowane w ten 

sposób oocyty dwukrotnie płukano w zmodyfikowanym medium (TALP) [6]. Następnie 

umieszczano je w 50 μL kroplach TALP + PHE [63] pod olejem parafinowym  

(10 oocytów/kropla) w inkubatorze (38,5°C w atmosferze 5% CO2, 100% wilgotności 

względnej). 

Przygotowanie plemników do testu wiązania z osłonką przejrzystą oocytu  

Rozmrożone, w sposób opisany powyżej, plemniki wirowano przy 500 g  

przez 3 minuty. Zgromadzone na dnie plemniki ponownie zawieszono w TALP+PHE. 

Ruchliwość subiektywna oraz koncentracja były oceniane w celu ustalenia końcowego 

rozrzedzenia niezbędnego do uzyskania finalnej koncentracji 107 plemników 

ruchliwych/ml.  

Test wiązania plemników z osłonką przejrzystą oocytu  

Do każdej kropli zawierającej oocyty dodawano 50 μL przygotowanego nasienia. 

Oocyty inkubowano z plemnikami przez 3 godziny w temperaturze 38,5°C  

w atmosferze 5% CO2 (wilgotność względna 100%).  

Test wiązania z osłonką przejrzystą oocytu został przeprowadzony w trzech 

powtórzeniach. Dla każdego powtórzenia rozmrażano po jednej słomce z każdego 

najądrza i rozrzedzalnika. Jedna słomka komercyjnie zamrożonego nasienia buhaja 

została rozmrożona w celu utworzenia grupy kontrolnej.  

Schemat eksperymentu przedstawiono na rycinie 6.  



39 
 

 

Rycina 6. Schemat przeprowadzonego testu wiązania mrożonych/rozmrożonych plemników 

najądrzowych żubra z osłonką przejrzystą oocytu (ZBA) 

Utrwalanie oocytów i ich barwienie 

Po zakończeniu inkubacji, kompleksy plemniki-oocyt wielokrotnie pipetowano  

w celu usunięcia luźno związanych plemników. Następnie 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 lodówce  

do następnego dnia.  

W celu ustalenia liczby związanych oocytem plemników, kompleksy  

plemniki-oocyt poddawano barwieniu bis-benzimidem (Hoechst 33342). Na szkiełku 

podstawowym umieszczano dwie krople zawierające 5 kompleksów plemniki-oocyt.  

Do każdej z kropli dodawano 10 µl roztworu roboczego Hoechst 33342 (Sigma-

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

Po inkubacji usuwano rozrzedzalnik ze szkiełek. Następnie, do wybarwianych 

kompleksów, dodawano 5 µl roztworu zapobiegającego blaknięciu (Fluoromount™, 

Sigma-Aldrich/Merck). Po 2 minutach kompleksy przykrywano szkiełkiem 

nakrywkowym i uszczelniano silikonem.  

Liczbę plemników związanych z każdym oocytem zliczano pod mikroskopem 

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

Analizy statystyczne przeprowadzono przy użyciu oprogramowania  

R - Studio [104]. 

Do oceny zgodności rozkładu danych z rozkładem normalnym wykorzystano test 

Shapiro-Wilka. W stosownych przypadkach do oceny różnic między grupami 

zastosowano testy parametryczne (test t-Studenta i ANOVA) lub testy nieparametryczne 

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

Do oceny korelacji między miesiącem pobrania materiału a parametrami nasienia 

wykorzystano współczynnik korelacji Spearmana. Jako miesiąc nr 1 przyjęto wrzesień, 

uważany za koniec sezonu rozrodczego u żubrów. Za pomocą tego współczynnika 

oceniono również korelacje pomiędzy wiekiem zwierzęcia a jakością pozyskanych 

plemników. Istotność współczynnika korelacji Spearmana oceniono testem t. 

Do oceny istotności statystycznej różnic w wynikach między replikami testu ZBA 

zastosowano asymptotyczny test równości współczynników zmienności. 

Różnice uznawano za istotne przy p≤0,05. 

5.3. Schemat doświadczenia 
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6. WYNIKI 

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

strukturalnych plemników najądrzowych żubra 

Wyniki otrzymane podczas realizacji tego zadania zostały przedstawione  

w publikacji stanowiącej załącznik 1 do niniejszego manuskryptu. 

6.1.1. Podstawowa ocena plemników 

Wyniki oceny: całkowitej liczby plemników, ruchliwości subiektywnej, odsetka 

plemników żywych oraz odsetka plemników o prawidłowej morfologii zostały 

przedstawione w tabeli 6. 

Tabela 6. Charakterystyka plemników najądrzowych żubra pozyskanych post mortem, n=27 

 
Całkowita 

liczba 

plemników 

[x10⁶] 

Ruchliwość 

subiektywna 

[%] 

Żywotność 

[%] 
 

Prawidłowa 

morfologia 

[%] 

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 główek plemników żubra 

Wyniki pomiarów długości, szerokości oraz pola powierzchni główek plemników 

najądrzowych żubra zostały przedstawione w tabeli 7.  

Tabela 7. Pomiary morfometryczne główek plemników najądrzowych żubra – długość, 

szerokość, pole powierzchni, n=1200 plemników 

 
Długość  

[µm] 

Szerokość  

[µm] 

Pole powierzchni [µm²] 

Średnia ± 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 plemników 

najądrzowych żubra 

Wyniki oceny cech funkcjonalno-strukturalnych plemników najądrzowych żubra 

za pomocą barwienia fluorescencyjnego i cytometrii przepływowej zostały 

przedstawione w tabeli 8.  

Tabela 8. Funkcjonalno – strukturalna charakterystyka plemników najądrzowych żubra oceniana 

za pomocą barwienia fluorescencyjnego oraz cytometrii przepływowej, n=27 

 
Plemniki 

żywe z 

nienaruszoną 

błoną 

komórkową 

[%] 

Plemniki 

żywe z 

zachowaną 

ciągłością 

akrosomu 

[%] 

Plemniki z 

uszkodzoną 

chromatyną 

[%] 

Plemniki 

żywe bez 

peroksydacji 

lipidów  

[%] 

Plemniki żywe  

z wysokim 

potencjałem błon 

mitochondrialnych 

[%] 

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 5,9 

Pierwszy 

kwartyl 

40,4 40,8 0,1 29,3 0,2 

Trzeci 

kwartyk 

61,4 57,9 4,1 52,0 41,6 

6.1.4. Ocena zależności pomiędzy właściwościami plemników, a czasem który 

upłynął od końca sezonu oraz wiekiem badanych osobników. 

Zaobserwowano dużą zmienność międzyosobniczą związaną z miesiącem 

pozyskania materiału. Stwierdzono istotną, umiarkowaną, ujemną korelację  

dla całkowitej liczby plemników, ruchliwości oraz odsetka plemników 

charakteryzujących się prawidłową morfologią subiektywnej (p≤0,05). W miarę 

oddalenia czasowego od sezonu rozrodczego, obserwowano niższe wartości całkowitej 

liczby plemników oraz ruchliwości subiektywnej. Nie stwierdzono podobnych zależności 

w przypadku pozostałych właściwości ocenianych plemników. Wyniki oceny korelacji 

dla poszczególnych parametrów plemników zostały przedstawione na rycinie 7 a-i.  
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Rycina 7a. Korelacja pomiędzy liczbą miesięcy od zakończenia sezonu rozrodczego i całkowitą liczbą pozyskanych 

plemników; n=27; Korelacja rangowa Spearmana; p<0,05 

 

Rycina 7b. Korelacja pomiędzy liczbą miesięcy od zakończenia sezonu rozrodczego i ruchliwością subiektywną 

plemników; n=27; Korelacja rangowa Spearmana; p<0,05 

 

Rycina 7c. Korelacja pomiędzy liczbą miesięcy od zakończenia sezonu rozrodczego i żywotnością plemników; n=27; 

Korelacja rangowa Spearmana; p>0,05 
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Rycina 7d. Korelacja pomiędzy liczbą miesięcy od zakończenia sezonu rozrodczego i prawidłową morfologią 

plemników; n=27; Korelacja rangowa Spearmana; p=0,05 

 

 

Rycina 7e. Korelacja pomiędzy liczbą miesięcy od zakończenia sezonu rozrodczego i odstekiem plemników  

z nienaruszoną błoną komórkową; n = 27; Korelacja rangowa Spearmana; p>0,05 
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Rycina 7f. Korelacja pomiędzy liczbą miesięcy od zakończenia sezonu rozrodczego i odsetkiem plemników  

z prawidłowym akrosomem; n=27; Korelacja rangowa Spearmana; p>0,05 

 

 

Rycina 7g. Korelacja pomiędzy liczbą miesięcy od zakończenia sezonu rozrodczego i odsetkiem plemników  

z uszkodzoną chromatyną; n = 27; Korelacja rangowa Spearmana; p>0,05 
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Rycina 7h. Korelacja pomiędzy liczbą miesięcy od zakończenia sezonu rozrodczego i odsetkiem plemników  

bez peroksydacji lipidów; n=27; Korelacja rangowa Spearmana; p>0,05 

 

Rycina 7i. Korelacja pomiędzy liczbą miesięcy od zakończenia sezonu rozrodczego i odsetkiem plemników z wysokim 

potencjałem mitochondrialnym; n=27; Korelacja rangowa Spearmana; p>0,05 
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W tabeli 9 zostały przedstawione p-wartości dla testu istotności współczynnika 

korelacji rang Spearmana między czasem, który upłynął od zakończenia sezonu 

rozrodczego a parametrami pozyskanych plemników. 

Tabela 9. Wartości p współczynnika korelacji rang Spearmana między odległością od sezonu 

hodowlanego a parametrami plemników. Statystycznie istotne korelacje oznaczono gwiazdką; 

p<0,05 

 Wartość p 

Całkowita liczba plemników [x10⁶] *0,02  

Ruchliwość subiektywna [%] *0,01  

Żywotność [%] 0,70 

Prawidłowa morfologia [%] 0,05 

Plemniki żywe z nienaruszoną błoną komórkową [%] 0,54 

Plemniki żywe z prawidłowym akrosomem [%] 0,60 

Plemniki z uszkodzoną chromatyną [%] 0,29 

Plemniki żywe bez peroksydacji lipidów [%] 0,82 

Plemniki żywe z wysokim potencjałem mitochondrialnym [%] 0,11 
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Podobnych korelacji nie zaobserwowano pomiędzy parametrami plemników  

a wiekiem zwierząt (tabela 10).  

Tabela 10. Wartości współczynnika ρ korelacji rang Spearmana dla wieku i poszczególnych 

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

 Wartość ρ 

Całkowita liczba plemników [x10⁶] 0,18 

Ruchliwość subiektywna [%] - 0,11 

Żywotność [%] - 0,07 

Prawidłowa morfologia [%] - 0,02 

Plemniki żywe z nienaruszoną błoną komórkową [%] 0,22 

Plemniki żywe z prawidłowym akrosomem [%] 0,02 

Plemniki z uszkodzoną chromatyną [%] - 0,11 

Plemniki żywe bez peroksydacji lipidów [%] 0,08 

Plemniki żywe z wysokim potencjałem mitochondrialnym [%] 0,16 

 

6.2. Zadanie badawcze 2. Mrożenie plemników najądrzowych żubra  

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

Wyniki otrzymane podczas realizacji tego zadania zostały przedstawione  

w publikacji stanowiącej załącznik 1 do niniejszego manuskryptu. 

6.2.1. Podstawowa ocena plemników 

Kriokonserwacja istotnine obniżyła odsetek żywych i ruchliwych plemników. 

Proces ten nie miał wpływu na morfologię gamet. Porównanie wyników podstawowej 

oceny plemników z najądrzy żubra przed i po poddaniu ich procesowi 

mrożenia/rozmrożenia przedstawiono na rycinie 8. 
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Rycina 8. Porównanie żywotności, ruchliwości i morfologii plemników przed (świeże)  

i po kriokonserwacji (FT), dane przedstawione jako średnia ± SE; a,b, w obrębie każdego 

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

6.2.2. Ocena efektów kriokonserwacji plemników najądrzowych żubra za pomocą 

cytometrii przepływowej 

Porównanie cech funkcjonalno – strukturalnych plemników najądrzowych żubra  

przed i po poddaniu ich procesowi mrożenia/rozmrożenia przedstawiono na rycinie 9.  

Wśród parametrów ocenianych za pomocą barwienia fluorescencyjnego  

i cytometrii przepływowej istotne różnice przed i po rozmrożeniu stwierdzono  

dla odsetka żywych plemników charakteryzujących się: nienaruszoną błoną komórkową, 

nienaruszonym akrosomem oraz obecnością peroksydacji lipidów (p<0,05).  

Nie stwierdzono różnic w odsetku plemników charakteryzujących się wysokim 

potencjałem mitochondrialnym i uszkodzoną chromatyną przed i po procesie 

kriokonserwacji. 
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Rycina 9. Porównanie cech funkcjonalnych plemników żubra 24 godziny po pobraniu  

i po kriokonserwacji (FT) ocenianych za pomocą cytometrii przepływowej. Dane przedstawione 

jako średnia ± SE; a,b, w obrębie każdego parametru są istotnie różne; n=20;  

test Wilcoxona dla par obserwacji; p<0,05 

6.3. Zadanie badawcze 3. Selekcja plemników najądrzowych żubra za pomocą 

wirowania w gradiencie gęstości Percoll® przed poddaniem ich procesowi 

kriokonserwacji 

Wyniki otrzymane podczas realizacji zadania trzeciego zostały przedstawione  

w publikacji stanowiącej załącznik 2 do niniejszego manuskryptu. 

Wirowanie w gradiencie gęstości Percoll® przyczyniło się do znacznego 

obniżenia całkowitej liczby plemników w próbach. Straty wahały się od 50,60%  

do 79,97% (tabela 11). 

Tabela 11. Całkowita liczba plemników przed i po wirowaniu w gradiencie gęstości Percoll; n=4 

Żubr Liczba plemników  

przed wirowaniem [×106] 

Liczba plemników  

po wirowaniu [×106] 

Straty  

(%) 

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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Zarówno w grupie poddanej wirowaniu w gradiencie gęstości Percoll®,  

jak i kontrolnej, odsetek plemników ruchliwych oraz żywych znacząco różnił się  

od wartości przed procesem kriokonserwacji. Zarówno odsetek plemników ruchliwych, 

jak i żywych po rozmrożeniu były istotnie wyższe w próbach poddanych wirowaniu  

w gradiencie gęstości Percoll® w porównaniu z grupą kontrolną. Natomiast nie 

stwierdzono istotnych różnic w odsetku plemników charakteryzujących się prawidłową 

morfologią pomiędzy grupami (tabela 12). 

Tabela 12. Porównanie żywotności, ruchliwości subiektywnej oraz morfologii plemników 

najądrzowych żubra kriokonserwowanych z (Gradient FT) lub bez (Kontrola FT) 

poprzedzającego etapu wirowania w gradiencie gęstości Percoll®, wszystkie dane zostały 

przedstawione jako średnia +/- SE; n=4 

 Ruchliwość 

subiektywna (%) 

Żywotność (%) Prawidłowa  

morfologia (%) 

Świeże 53.75 ± 4.30a 84.85 ± 2.12a 74.88 ± 3.14a 

Kontrola FT 26.50 ± 5.24b 30.38 ± 4.46b 73.63 ± 2.82a 

Gradient FT 50.00 ± 6.05a 53.25 ± 5.39c 75.50 ± 3.60a 

W plemnikach poddanych wirowaniu zaobserwowano wyższe w porównaniu  

z grupą kontrolną odsetki plemników o następujących 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 plemników szybkich (RAPID_PCT) (p=0,006;  

rycina 13). Natomiast, odsetek plemników statycznych (STATIC_PCT) był wyższy  

w grupie kontrolnej (p=0,007; rycina 14). 
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Rycina 10. Porównanie charakterystyki ruchu plemników najądrzowych żubra 

kriokonserwowanych z (Gradient FT) i lub bez (Kontrola FT) etapu wirowania w gradiencie 

gęstości Percoll® - VSL- średnia prędkość plemników wzdłuż linii prostej; p<0.05 

 

Rycina 11. Porównanie charakterystyki ruchu plemników najądrzowych żubra 

kriokonserwowanych z (Gradient FT) i lub bez (Kontrola FT) etapu wirowania w gradiencie 

gęstości Percoll® - BCF- częstotliwość bocznych odchyleń główki plemnika; p<0.05 
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Rycina 12. Porównanie charakterystyki ruchu plemników najądrzowych żubra 

kriokonserwowanych z (Gradient FT) i lub bez (Kontrola FT) etapu wirowania w gradiencie 

gęstości Percoll® - LIN- liniowość ruchu; p<0.05 

 

Rycina 13. Porównanie charakterystyki ruchu plemników najądrzowych żubra 

kriokonserwowanych z (Gradient FT) i lub bez (Kontrola FT) etapu wirowania w gradiencie 

gęstości Percoll® - RAPID- odsetek plemników szybkich; p<0.05 
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Rycina 14. Porównanie charakterystyki ruchu plemników najądrzowych żubra 

kriokonserwowanych z (Gradient FT) i lub bez (Kontrola FT) etapu wirowania w gradiencie 

gęstości Percoll® - STATIC_PCT- odsetek plemników statycznych; p<0.05 

Wyniki oceny cech funkcjonalnych plemników poddanych procesowi 

kriokonserwacji w obu grupach (Gradient FT; Kontrola FT) ocenianych za pomocą 

barwienia fluorescencyjnego oraz cytometrii przepływowej zostały przedstawione  

w tabeli 13. Próby wirowane w gradiencie gęstości Percol® charakteryzowały się istotnie 

wyższym odsetkiem plemników z nienaruszoną błoną komórkową, nienaruszonym 

akrosomem oraz wysokim potencjałem mitochondrialnym w porównaniu z grupą 

kontrolną. Nie stwierdzono jednak istotnych różnic w odsetkach plemników  

z uszkodzoną chromatyną pomiędzy obiema grupami (Tabela 13).  

  



55 
 

Tabela 13. Charakterystyka cech funkcjonalnych plemników najądrzowych żubra poddanych 

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

w gradiencie gęstości Percoll® oceniona za pomocą cytometrii przepływowej. Wszystkie dane 

przedstawiono jako średnie ± SE. a,b,c, w poszczególnych kolumnach oznacza różnice istotne 

statystycznie; n=4; p<0.05 

 Plemniki żywe 

z nienaruszoną 

błoną 

komórkową 

[%] 

Plemniki żywe z 

prawidłowym 

akrosomem [%] 

Plemniki żywe z 

wysokim 

potencjałem 

mitochondrialnym 

[%] 

Plemniki z 

uszkodzoną 

chromatyną 

[%] 

Plemniki  

żywe bez 

peroksydacj

i lipidów 

[%] 

24h od 

pobrania 
51,46 ± 3,80a 53,23 ± 5,55a 66,37 ± 5,89a 

0,14 ± 

0,05a 

97,43 ± 

0,89a 

Kontrola 

FT 
11,86 ± 3,60b 32,23 ± 4,60b 20,93 ± 5,78b 

0,09 ± 

0,03a 

98,15 ± 

0,82a 

Gradient 

FT 
29,93 ± 4,30c 40,79 ± 3,80c 56,94 ± 4,67c 

0,07 ± 

0,04a 

99,03 ± 

0,34a 

 

6.4. Zadanie badawcze 4. Przeprowadzenie testu wiązania plemników najądrzowych 

żubra z heterologiczną osłonką przejrzystą oocytu bydlęcego 

Wyniki otrzymane podczas realizacji zadania czwartego zostały przedstawione  

w postaci preprintu stanowiącego załącznik 3 do niniejszego manuskryptu. 

Charakterystyka plemników najądrzowych żubra wykorzystanych w teście ZBA 

Wartości podstawowych parametrów pozyskanych z najądrzy plemników zostały 

przedstawione w tabeli 14.  

Tabela 14. Charakterystyka plemników najądrzowych żubra pozyskanych post mortem, n=1 

Koncentracja 

[x10⁶/ml] 

Ruchliowść 

subiektywna [%] 

Żywotność 

[%] 

Prawidłowa morfologia 

[%] 

317,5 60,00 78,80 88,00 
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Podstawowa ocena porozmrożeniowej jakości plemników wykorzystanych w teście 

ZBA 

Próby poddane procesowi kriokonserwacji w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris, 

żółtka jaja kurzego i glicerolu charakteryzowały się wyższym odsetkiem ruchliwych 

plemników niż te mrożone w rozrzedzalniku Andromed®, które wynosiły, odpowiednio, 

25 % i 15 % (rycina15). 

Odsetek plemników żywotnych oceniany za pomocą barwnika eozynowo-

nigrozynowego wynosił 30,75 % dla rozrzedzalnika na bazie buforu Tris (TEG)  

oraz 51,25 % dla prób mrożonych w Andromed® (rycina 15). 

Niezależnie od rozrzedzalnika, odsetek plemników charakteryzujących się 

prawidłową morfologią był podobny i wynosił 81,5 % i 80,75 %, odpowiednio, dla TEG  

i Andromed® (rycina 15) 

 

Rycina 15. Charakterystyka plemników najądrzowych żubra zamrożonych/rozmrożonych  

w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris, żółtka jaja kurzego i glicerolu (TEG)  

oraz w Andromed® 
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Szczegółowa charakterystyka ruchu mrożonych/rozmrożonych plemników 

oceniana za pomocą systemu CASA  

Ruchliwość uzyskanych plemników oceniana przy użyciu systemu CASA była 

niska dla obu rozrzedzalników. Średni odsetek ruchliwości (MOT, %) i ruchliwości 

postępowej (PMOT, %) był wyższy w przypadku rozrzedzalnika na bazie Tris  

niż w Andromed® i wynosił, odpowiednio, 10% i 3% dla TEG oraz 5,5% i 1%  

dla Andromed®. Odsetek plemników statycznych był podobny w TEG (85,5%)  

i Andromed® (83,5%). Natomiast populacja plemników szybkich była większa  

w rozrzedzalniku TEG (5,0%) niż w Andromed® (1,5%). Podobnie liniowość (LIN)  

i prostoliniowość (STR) ruchu były wyższe w TEG niż Andromed® (rycina 16). 

 

Rycina 16. Charakterystyka ruchu plemników żubra mrożonych/rozmrożonych  

w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris (TEG) i Andromed® oceniana za pomocą systemu CASA 

- prostoliniowość STR (%); liniowość LIN (%); ruchliwość MOT (%); ruchliwość progresywna 

PMOT (%); odsetek plemników szybkich RAPID (%); odsetek plemników statycznych  

STATIC (%) 

Średnia VAP i VSL były wyższe w TEG. Prędkość VCL krzywoliniowa była podobna  

w obu grupach (rycina 17). 
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Rycina 17. Porozmrożeniowa charakterystyka ruchu plemników kriokonserwowanych  

z użyciem rozrzedzalnika na bazie buforu Tris, żółtka jaja kurzego i glicerolu (TEG)  

lub Andromed® oceniana za pomocą CASA – średnia prędkość plemnika po przybliżonej ścieżce 

ruchu – VAP (μm/s); średnia prędkość plemników wzdłuż linii prostej – VSL (μm/s); średnia 

prędkość plemnika po rzeczywistej ścieżce ruchu – VCL (μm/s) 

Średnia ALH była wyższa w TEG niż w Andromed® i wynosiła, odpowiednio, 

8,55 μm i 5,1 μm (rycina 18).  

  

Rycina 18. Porozmrożeniowa charakterystyka ruchu plemników kriokonserwowanych  

z użyciem rozrzedzalnika na bazie buforu Tris, żółtka jaja kurzego i glicerolu (TEG) lub 

Andromed® oceniana za pomocą CASA – Amplituda bocznych odchyleń główki – ALH (μm) 
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Średnia BCF wynosiła 25,05 Hz dla Andromed® i była porównywalna z 25,00 

Hz ocenianą w TEG (rycina 19). 

  

Rycina 19. Porozmrożeniowa charakterystyka ruchu plemników kriokonserwowanych  

z użyciem rozrzedzalnika na bazie buforu Tris, żółtka jaja kurzego i glicerolu (TEG) lub 

Andromed® oceniana za pomocą CASA – częstotliwość bocznych odchyleń główki plemnika – 

BCF (Hz) 

Funkcjonalno-strukturalna charakterystyka plemników najądrzowych żubra 

wykorzystanych w teście ZBA 

Odsetek plemników charakteryzujących się nienaruszoną błoną komórkową  

i akrosomem po rozmrożeniu był wyższy w Andromed® niż w TEG. Inne parametry 

morfo – funkcjonalne, takie jak odsetek żywych: nieapoptotycznych komórek, komórek 

o wysokim potencjale mitochondrialnym, nienaruszonej chromatynie i bez peroksydacji 

lipidów były lepsze w próbach zamrożonych w TEG. Wyniki oceny parametrów 

funkcjonalnych i strukturalnych ocenianych za pomocą cytometrii przepływowej 

przedstawiono w tabeli 15. 
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Tabela 15. Charakterystyka funkcjonalna plemników najądrzowych żubra kriokonserwowanych 

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

Dane przedstawiono jako średnie; n=2  

 Plemniki 

żywe z 

nienaruszoną 

błoną 

komórkową 

[%] 

Plemniki żywe 

z 

prawidłowym 

akrosomem 

[%] 

Plemniki żywe z 

wysokim 

potencjałem 

mitochondrialnym 

[%] 

Plemniki z 

uszkodzoną 

chromatyną 

[%] 

Plemniki 

żywe bez 

peroksydacj

i lipidów 

[%] 

TEG 14,54 29,24 34,73 0,10 17,46 

Andromed® 26,12 55,16 1,39 0,30 8,45 

Test wiązania z osłonką przejrzystą oocytu 

Niezależnie od zastosowanego rozrzedzalnika, plemniki przyłączyły się do 

wszystkich oocytów. Minimalna liczba związanych plemników wynosiła 29, 3 i 2, 

odpowiednio, w grupie kontrolnej, w grupie TEG i w grupie Andromed®. Najwyższą 

liczbę związanych plemników zaobserwowano, dla wszystkich powtórzeń, w grupie 

kontrolnej. Średnia liczba związanych plemników była wyższa w TEG  

niż w Andromed®, ale w obu rozrzedzalnikach była niższa niż w grupie kontrolnej (tabela 

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

Wartość statystyki testowej w asymptotycznym teście jednorodności 

współczynników zmienności wyniosła 58,74 (p=0,85). Różnice w zmienności wyników 

dla 6 powtórzeń nie są istotne statystycznie. 

Tabela 16. Zdolność plemników najądrzowch żubra kriokonserwowanych w rozrzedzal niku na 

bazie buforu Tris, żółtka jaja kurzego i glicerolu (TEG) oraz Andromed® do wiązania  

z heterologiczną osłonką przejrzystą oocytów bydlęcych. Dane przedstawiono jako średnie ± SE 

z 6 powtórzeń (3 dla prób z lewego najądrza i 3 z prawego), 30 oocytów na powtórzenie  

w każdej grupie. 

 Średnia liczba plemników 

przyłączonych do oocytu 

Odsetek oocytów ze związanymi 

plemnikami [%] 

Kontrola 166,11 ± 50,60 100,00 

TEG 66,26 ± 7,93 100,00 

Andromed® 27,37 ± 2,37 100,00 
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Rycina 20. Reprezentatywne zdjęcia testu wiązania osłonką przejrzystą oocytu (ZBA) plemników 

najądrzowych żubra poddanych kriokonserwacji z użyciem dwóch różnych rozrzedzalników: na 

bazie buforu Tris, żółtka jaja kurzego i glicerolu – TEG oraz Andromed®, a także nasienia 

kontrolnego – komercyjnie mrożone nasienie samca bydła domowego. Obiektyw 40x, pasek skali 

= 50µm 

 

 

Rycina 21. Reprezentatywne zdjęcia testu wiązania osłonką przejrzystą oocytu (ZBA) plemników 

najądrzowych żubra poddanych kriokonserwacji z użyciem dwóch różnych rozrzedzalników: na 

bazie buforu Tris, żółtka jaja kurzego i glicerolu – TEG oraz Andromed®, a także nasienia 

kontrolnego – komercyjnie mrożone nasienie samca bydła domowego. Obiektyw 40x, skala = 

50µm. Barwienie Hoechst 33342. Obiektyw 40x, pasek skali = 20 µm 
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7. OMÓWIENIE WYNIKÓW 

Plemniki najądrzowe pozyskane post mortem stanowią rezerwę cennego 

materiału genetycznego wielu gatunków zwierząt, w tym – szczególnie istotnych – 

gatunków chronionych i bliskich wyginięcia [39,68]. W przypadku tych ostatnich,  

w tym również żubra, pozyskanie plemników z najądrzy jest często jedyną możliwością 

zdobycia gamet od męskich osobników. Ich dalsza konserwacja i wykorzystanie,  

w ramach technik wspomaganego rozrodu, zwiększa szanse na utrzymanie różnorodności 

genetycznej, a w konsekwencji zdrowie całej populacji. Aby jednak zachowanie gamet 

mogło przełożyć się na realny sukces przy odtwarzaniu populacji gatunków zagrożonych 

i bliskich wyginięcia, niezbędne jest dokładne scharakteryzowanie komórek 

poddawanych procedurom laboratoryjnym. Niestety, w związku z ograniczonym 

dostępem i niewielką populacją żubra na świecie, nasienie tego gatunku jak dotąd 

poznano w niewielkim stopniu. Stąd, badanie na relatywnie dużej liczbie osobników,  

od których pozyskano post mortem plemniki, przeprowadzone w ramach niniejszej pracy 

ma duże znaczenie naukowo – poznawcze. Ponadto, luka w opisie cech męskich gamet 

żubra uniemożliwia porównanie uzyskanych wyników z badaniami nad jego rozrodem 

prowadzonymi przez innych badaczy. W konsekwencji, rezultaty uzyskane w badaniach 

własnych porównane zostały z danymi dotyczącymi analogicznych badań u innych 

gatunków przedstawicieli krętorogich, zbliżonych genetycznie do żubra: bydła 

domowego (Bos taurus), a także dwóch podgatunków bizona amerykańskiego – bizona 

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

W dostępnej literaturze istnieją liczne doniesienia na temat uzyskania hybryd 

żubra i bydła domowego, co pozwala założyć, że budowa, jak i fizjologia gamet obu 

gatunków wykazuje duże podobieństwo [25,32,33,51,54,55,56,111,126]. Należy jednak 

pamiętać, że krzyżowanie międzygatunkowe wpływa na płodność uzyskiwanego 

potomstwa. Udowodniono, że samce wspomnianych hybryd w pokoleniu F1 

charakteryzowała niepłodność [33]. Natomiast u byków z pokolenia B1 (wsteczne 

skrzyżowanie samicy F1 z bydłem domowym), w badaniach histologicznych jąder 

zaobserwowano zahamowanie spermatogenezy na poziomie spermatocytów pierwszego 

lub drugiego rzędu [33]. Za jedną z przyczyn niepłodności samców hybryd żubra i bydła 

domowego uznaje się różnice w kariotypie tych gatunków. Genom żubra składa się z 60 

chromosomów, wśród których wszystkie autosomy i chromosom X są identyczne  

z chromosomami osobników bydła domowego. Jednakże, chromosom Y – u żubra mały 
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i submetacentryczny – znacznie odbiega od tego, występującego w kariotypie samców 

bydła domowego [34]. Podobne różnice wykazano w budowie chromosomu Y 

porównując kariotyp bydła domowego oraz bizona amerykańskiego. U samic hybryd 

bydła domowego i żubra sezon rozrodczy notowany jest w okresie od czerwca  

do października. Większość kryć obserwuje się – podobnie jak u żubra – latem i wczesną 

jesienią [54]. Warto zwrócić uwagę na efekt krzyżowania żubra z bliżej z nim 

spokrewnionym bizonem skutkujący płodnym potomstwem [33]. W konsekwencji, 

niekontrolowane krzyżowanie tych gatunków stanowi zagrożenie dla czystości obu 

populacji. Obserwacje dotyczące ich bliskiego pokrewieństwa są jednak obiecujące  

dla dalszych badań nad właściwościami plemników żubra. Ze względu na podobieństwo 

gamet, jak i płodność hybryd, komercyjne hodowle bizona amerykańskiego mogą stać 

się cennym źródłem materiału i danych do odniesienia podczas analizy plemników żubra. 

W niniejszych badaniach, całkowita liczba plemników pozyskanych z najądrzy  

od jednego osobnika żubra była wyższa (Me: 1985 x10⁶) niż ta, notowana u bizona 

preriowego (146-830 x10⁶) [4] oraz bydła domowego (440 x10⁶-1100 x10⁶) [4,74]. 

Przeciwnie, odsetek żywych plemników w barwieniu eozynowo-nigrozynowym u żubra 

(Me: 69,8%) był niższy, niż ten uzyskany u samców bydła domowego (86,2%) [115]. 

Podobnie, żubra charakteryzowała niższa subiektywna ruchliwość plemników (Me: 

40,0%) w stosunku do plemników pozyskanych od bizona preriowego (71,7-78,0% 

[60,119] i bizona leśnego (62,0%) [60], a także bydła domowego (64,4-80,0%) [67,74]. 

Zarówno u bizona amerykańskiego, jak i u żubra odnotowano podobny odsetek 

plemników charakteryzujących się prawidłową morfologią, wynoszący  

(w zależności od badanej grupy) 56,8±16,0%-70,7±19,4% dla bizona amerykańskiego 

[60] oraz 54,3% (10,5-83,3%) dla żubra.  

Pomiary morfometryczne wykazały, że główka plemników żubra charakteryzuje 

się szerokością 5,0 μm (3,5-6,7 μm), długością 8,5 μm (6,4-11,3 μm) i powierzchnią  

36,9 μm² (23,7-48,6 μm²). Uzyskane wyniki są porównywalne do wcześniej 

przeprowadzonych pomiarów uzyskanych na mniejszej liczbie osobników (n=4) [47]. 

Wymiary główek plemników żubra są podobne do opisanych u obu podgatunków bizona 

amerykańskiego (bizon leśny: szerokość 4,71 ± 0,19 μm, długość 9,04 ± 0,44 μm,  

pole powierzchni 34,72 ± 2,64 μm² ; bizon preriowy: szerokość 4,76 ± 0,22 μm, długość 

9,03 ± 0,32 μm, pole powierzchni 35,64 ± 1,91 μm²) [94]. Równocześnie szerokość oraz 

pole powierzchni główek plemników najądrzowych żubra są większe, natomiast długość 
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główki plemnika jest mniejsza u żubra w porównaniu do bydła domowego (bydło 

domowe: szerokość 4,48 μm , długość 8,63, pole powierzchni 29,14 μm² [42]. Pomiary 

morfometryczne główek plemników opisano u samców wielu gatunków zwierząt,  

nie tylko ssaków, [98,125], ale także owadów, ryb [79] i ptaków [106]. Zarówno  

u ogierów, knurów, jelenia szlachetnego [102], owcy domowej [69,72], jak i ludzi 

stwierdzono korelację między pomiarami morfometrycznymi a płodnością samców [79]. 

Podobnych zależności nie wykazano w badaniach nad nasieniem cewkowym kotów [98]. 

Wykonane pomiary morfometryczne główek plemników najądrzowych żubra stanowią 

odpowiedni punkt wyjścia dla dalszych badań nad ich wykorzystaniem w celu oceny 

jakości gamet. 

Ocena cech funkcjonalno-strukturalnych za pomocą barwienia fluorescencyjnego 

i cytometrii przepływowej wykazała, że próby uzyskane z najądrzy żubrów 

charakteryzuje niższy odsetek plemników z nienaruszoną błoną komórkową  

oraz prawidłowym akrosomem w porównaniu z próbami pozyskanymi z najądrzy bydła 

domowego [12]. Jednakże, w przytaczanym artykule autorzy podkreślają, że analizę 

materiału przeprowadzono w czasie 2 godzin od pobrania [12]. Dłuższy okres między 

izolacją, a oceną może być jedną z przyczyn zaobserwowanych w parametrach 

plemników najądrzowych żubra różnic. 

Analizując wyniki oceny plemników żubra należy pamiętać o pewnych 

uwarunkowaniach wynikających z ich pochodzenia. Pozyskiwanie materiału odbywało 

się poza sezonem rozrodczym, co mogło mieć przełożenie na liczbę oraz ruchliwość 

uzyskanych gamet. Dodatkowo, wykorzystane w badaniu gamety pobierano  

od osobników zakwalifikowanych do eliminacji z powodu poważnego urazu, choroby  

lub podeszłego wieku. Przyczyny te mogą uzasadniać różnice w jakości plemników 

pozyskanych z najądrzy żubrów i innych gatunków, kiedy materiał pozyskiwano podczas 

uboju.  

Trudności w ocenie jakości pozyskanych plemników najądrzowych żubra oraz ich 

potencjału do wykorzystania w ART wynikają także z braku określenia minimalnych 

wymagań dotyczących parametrów jakości takiego nasienia, analogicznych do tych, 

stosowanych u zwierząt gospodarskich i towarzyszących. Jednakże, unikatowość 

gromadzonego materiału podaje w wątpliwość zasadność takich wytycznych. Wydaje się, 

że w przypadku zwierząt chronionych, kluczowe jest ustalenie czy wybrany protokół 

postępowania z pozyskanymi gametami pozwala na zachowanie ich w liczbie 
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wystarczającej do wykorzystania w ART. Z tego powodu spośród 27 prób ocenianych  

w etapie pierwszym, do mrożenia zakwalifikowano 20 charakteryzujących się minimalną 

ruchliwością subiektywną na poziomie 35% oraz całkowitą liczbą plemników  

nie mniejszą 120 x10⁶.  

Do badań nad opracowaniem protokołu postępowania z plemnikami żubra, 

podobnie jak w przypadku innych chronionych gatunków, wykorzystano dane 

zgromadzone na temat blisko spokrewnionych gatunków niezagrożonych [17].  

W konsekwencji, do kriokonserwacji plemników najądrzowych żubra zastosowano 

rozrzedzalnik, którego przydatność została wcześniej opisana w publikacjach 

dotyczących mrożenia nasienia innych członków rodziny Krętorogich [12,17,64,117] 

oraz wstępnie udowodniona na niewielkiej grupie żubrów [51].  

W niniejszej pracy efekty kriokonserwacji plemników najądrzowych żubrów 

zostały ocenione za pomocą zarówno podstawowych, jak i zaawansowanych, metod 

oceny nasienia. Badania skupione były na parametrach, których znaczenie uznaje się  

za kluczowe w ocenie potencjału zapłodnieniowego ocenianych plemników.  

Niezwykle istotnym parametrem oznaczanym podczas oceny efektywności 

procesu kriokonserwacji jest ciągłość błony komórkowej [45]. Warunkuje ona 

funkcjonowanie każdej żywej komórki. Oprócz prawidłowej interakcji ze środowiskiem 

– w przypadku gamet męskich – pośrednio odpowiada ona również za zdolność 

poruszania [45]. Stąd, szczególnie ważne wydają się być zaobserwowane znaczące 

różnice w odsetku plemników z nienaruszoną błoną komórkową między próbami 

świeżymi i rozmrożonymi. Różnice te mieściły się w obszernym przedziale  

od 4,5 do 63,8%. Obniżenie odsetka plemników z nienaruszoną błoną komórkową mogło 

pośrednio przełożyć się również na zmniejszenie ich ogólnej ruchliwości. Jednakże 

uzyskana średnia całkowita ruchliwość plemników po rozmrożeniu nie różniła się  

od wyników badania pilotażowego dotyczącego wykorzystania plemników 

najądrzowych żubra do uzyskania hybryd z bydłem domowym na drodze sztucznej 

inseminacji [51].  

Podstawową rolą gamety męskiej jest dostarczenie materiału genetycznego ojca  

do powstającej zygoty [38], dlatego w protokołach konserwacji plemników ochrona DNA 

jest niezwykle istotna. W niniejszych badaniach wykazano, że proces kriokonserwacji  

w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris i żółtka jaja kurzego nie miał wpływu na status 
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chromatyny badanych gamet. Nawet po zamrożeniu/rozmrożeniu, odsetek plemników  

ze zdenaturowanym DNA w teście SCSA (% DFI) pozostał na stosunkowo niskim 

poziomie, co jest obiecujące w kontekście wykorzystania tych plemników do ART. 

Prawidłowo wykształcony akrosom oraz jego zawartość są niezbędne  

do penetracji osłonki przejrzystej oocytu [45]. Z tego powodu kolejną istotną cechą gamet 

męskich, mierzoną podczas oceny efektywności kriokonserwacji jest integralność 

akrosomu [45]. W prezentowanych badaniach straty w odsetku plemników  

z prawidłowym akrosomem powstałe podczas procesu zamrażania/rozmrażania były 

niższe w porównaniu do strat w odsetku gamet z prawidłową błoną komórkową. Niemniej 

jednak zaobserwowane zmiany nie były zaskakujące – podobne obserwacje opisano  

w poddanych procesowi mrożenia/rozmrożenia plemnikach najądrzowych bydła 

domowego [12]. 

Zarówno plemniki, jak i każda żywa komórka muszą przeciwdziałać stresowi 

oksydacyjnemu. Jego przyczyną jest brak równowagi między produkcją reaktywnych 

form tlenu (ROS), a możliwością ich neutralizacji przez przeciwutleniacze. Jednakże, 

ROS są niezbędne dla kluczowego procesu kapacytacji, reakcji akrosomalnej oraz fuzji  

z oocytem [45]. Zaburzenie naturalnie występującej równowagi, a tym samym nadmiar 

ROS prowadzi do uszkodzenia (peroksydacji) struktury kwasów nukleinowych, białek, 

lipidów oraz węglowodanów. W konsekwencji, prowadzi to do śmierci komórki [91], 

przekładając się na obniżenie płodności danego osobnika [45]. Wszystkie komórki 

zależne od metabolizmu tlenowego posiadają w swoim wnętrzu substraty i enzymy 

neutralizujące potencjalnie toksyczne ROS, jednakże obrona antyoksydacyjna 

plemników jest rozwinięta w niewielkim stopniu, co czyni je podatnymi na stres 

oksydacyjny [80]. Gamety męskie są szczególnie narażone na to zjawisko podczas 

procesu kriokonserwacji, co wyjaśnia uzyskanie gorszych wyników badanych 

parametrów plemników w porównaniu z wartościami wyjściowymi [11,89,91]. Głównym 

źródłem ROS w ejakulacie są znajdujące się w nasieniu uszkodzone plemniki  

oraz leukocyty [45,80]. Ze względu na zastosowaną metodę pobierania gamet należy 

założyć, że pozyskane próby były zanieczyszczone także leukocytami, co dodatkowo 

mogło przyczynić się do zwiększenia odsetka plemników z peroksydacją lipidów. 

Podczas oceny skuteczności kriokonserwacji plemników najądrzowych żubra, 

należy pamiętać o pewnych ograniczeniach związanych zarówno z pochodzeniem 

plemników, metodą ich pobierania, jak i samym procesem zamrażania/rozmrażania. 
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Możliwość skutecznego wykorzystania plemników najądrzowych w ramach ART została 

opisana u wielu gatunków zwierząt hodowlanych i dzikich. Jednakże wykazano,  

w stosunku do nasienia ejakulowanego, istotne różnice w charakterystyce ruchu 

plemników, między innymi ich obniżoną prędkość, mniejszą prostoliniowość i liniowość 

[12,39].  

Metoda pozyskania plemników poprzez nacinanie najądrzy wydaje się być 

najbardziej odpowiednia w przypadku zwierząt dzikich [29]. Jednakże, pomimo swoich 

zalet, jak każda metoda, również ta posiada swoje ograniczenia. Nawet po zastosowaniu 

filtrów do komórek, uzyskane próby oprócz – naturalnie tam występujących – 

prawidłowych, uszkodzonych oraz martwych plemników, mogą zawierać znaczne ilości 

detrytusu komórkowego [71]. Zarówno obecność gamet martwych i o obniżonej jakości 

[70], jak i elementów morfotycznych krwi ma negatywny wpływ na prawidłowo 

funkcjonujące plemniki [1] przekładając się również na ich jakość po rozmrożeniu, 

potęgując dodatkowo uszkodzenia generowane podczas samego procesu zamrażania. 

Uszkodzenia te są konsekwencją, między innymi, szoku termicznego, stresu 

osmotycznego, wewnątrzkomórkowej krystalizacji czy toksyczności krioprotektantów 

[46]. Plemniki takie wykazują obniżoną zdolność do zapłodnienia komórki jajowej,  

w porównaniu do świeżego nasienia, wynikający z niższej żywotności oraz zwiększonego 

odsetka wad subletalnych [120]. Potwierdzają to uzyskane wyniki – we wszystkich 

ocenianych parametrach zaobserwowano pogorszenie jakości gamet. Wyjątek stanowiła 

niezmienna liczba plemników o prawidłowej morfologii, a także tych z uszkodzoną 

chromatyną i o wysokim potencjale mitochondrialnym. 

Pomimo wielu niezaprzeczalnych zalet, kriokonserwacja jest dla gamet procesem 

inwazyjnym [120]. Otrzymane w wyniku procesu mrożenia/rozmrożenia parametry 

jakościowe plemników żubrzych nie były zaskakujące, gdyż wynikają ze specyfiki 

samego procesu. Podobne pogorszenie parametrów kriokonserwowanych plemników 

zostało opisane u wielu gatunków zwierząt, w tym innych przedstawicieli rodziny 

Krętorogich [12,17,64,117,120]. Ponadto pobieranie plemników z najądrzy zwierząt 

eliminowanych z różnych powodów w tym z choroby, mogło – już na tym etapie – 

zdeterminować jakość pozyskanych prób.  

Ze względu na charakter pobieranych prób, celem jednego z zadań badawczych 

była próba oczyszczenia pozyskanych plemników za pomocą wirowania w gradiencie 

gęstości Percoll®. Substancja ta, wcześniej popularna w procedurach in vitro  
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u człowieka, została wycofana z medycyny człowieka ze względu na podejrzenie 

toksyczności [105]. W weterynarii, wirowanie w gradiencie gęstości znalazło 

zastosowanie podczas przygotowywania nasienia do ART u bydła [3,75,88,112].  

W dostępnej literaturze brak jest informacji o wykorzystaniu tej metody do selekcji 

plemników najądrzowych przed procesem kriokonserwacji. Z tego powodu trudno jest 

porównać uzyskane wyniki. Zaledwie kilka opublikowanych wcześniej prac 

uwzględniało w metodyce wirowanie do selekcji plemników pobranych z najądrzy 

[35,37,44,65]. Dodatkowo, większość badań dotyczyła selekcji rozmrożonego nasienia 

przed wykorzystaniem go w ART [18,37,84,112]. W niniejszej pracy po raz pierwszy 

opisano selekcję plemników najądrzowych żubra za pomocą wirowania w gradiencie 

gęstości Percoll® przed poddaniem ich procesowi kriokonserwacji. Podobny  

do opisanego protokół został zastosowany przez Álvarez-Rodríguez M. i wsp. [1]  

u niedźwiedzia brunatnego (Ursus arctos). Przytaczane badania dotyczyły selekcji – 

uzyskanych poprzez ejakulację – plemników przed procesem kriokonserwacji [1].  

Podobnie do bydła domowego, świni, oraz wspomnianego niedźwiedzia 

brunatnego [1], również u żubra, wirowanie w gradiencie gęstości Percoll® pozwoliło  

na wyselekcjonowanie plemników wysokiej jakości, mniej podatnych  

na kriouszkodzenia, a w konsekwencji charakteryzujących się wyższą jakością 

porozmrożeniową. U żubra, jak i we wszystkich przytaczanych badaniach, zastosowana 

metoda pozwoliła na oddzielenie gamet charakteryzujących się wyższym, niż wyjściowy 

odsetkiem ruchliwych plemników [3,37,75,84,88,112]. Również Lee i wsp. odnotowali 

wyższy odsetek żywych i ruchliwych plemników bydła domowego w grupach poddanych 

wirowaniu w porównaniu z grupą kontrolną [62]. Podobne wyniki uzyskano  

w badaniach nad selekcją ejakulowanych plemników zebu, czy pozyskanych z najądrzy 

jelenia szlachetnego [37,88].  

Zastosowanie selekcji wpłynęło także na poprawę odsetka plemników 

charakteryzujących się prawidłową morfologią, co zaobserwowano również  

u niedźwiedzia brunatnego [37]. Podobnego efektu nie odnotowano natomiast  

w przypadku selekcji nasienia knurów [62].  

Ponadto, wirowanie w gradiencie gęstości Percoll® miało istotny wpływ na 

niektóre szczegółowe parametry ruchu oceniane za pomocą systemu CASA. 

Zaobserwowano wyższą VSL niż w grupie kontrolnej. Porównywalny efekt opisano 

również u knurów [84]. W przeciwieństwie do żubra, M. Noguchi i wsp. (2015) [84] 
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odnotowali podobne zmiany także dla VAP, VCL oraz STR. Autorzy wykazali ponadto 

obniżenie BCF plemników w nasieniu poddanym selekcji, czego również  

nie potwierdzono u żubra [84]. Natomiast, zarówno w niniejszych badaniach,  

jak i w przypadku bydła domowego, w grupie poddanej wirowaniu w gradiencie gęstości 

Percoll® zaobserwowano wyższą częstotliwość bocznych odchyleń główki, liniowość 

ruchu oraz odsetek plemników szybkich [88]. 

Próby poddane selekcji – w porównaniu z grupą kontrolną – po rozmrożeniu 

charakteryzowały się wyższym odsetkiem plemników z nienaruszoną błoną komórkową 

i akrosomem. Podobne wyniki uzyskano u knurów [84] i bydła domowego [105,112].  

Nie wszystkie badania są jednak zgodne w tym zakresie. O ile u buhaja wykazano 

porównywalny efekt wirowania na odsetek plemników z nienaruszoną błoną komórkową, 

L.Z. Oliveira i wsp. (2012) [88] zaobserwowali po selekcji wzrost odsetka plemników  

z uszkodzonym akrosomem.  

U żubra wykazano pozytywny wpływ selekcji w gradiencie gęstości Percoll®  

na odsetek plemników z wysokim potencjałem mitochondrialnym. Podobne rezultaty 

uzyskali Arias i wsp. (2017), oraz Oliveira i wsp. (2012) u bydła domowego [3,88]. 

Równocześnie, w badaniach własnych, nie stwierdzono różnic w odsetku plemników  

z uszkodzoną chromatyną pomiędzy grupą badaną a kontrolną, co sugeruje,  

że wirowanie w gradiencie gęstości Percoll® nie wpływa na wykluczenie komórek  

z tym defektem. Podobne rezultaty zostały zaobserwowane również u bydła domowego 

[3].  

Dodatkowym atutem, przemawiającym za zasadnością wprowadzenia etapu 

selekcji do protokołu kriokonserwacji, jest eliminacja detrytusu komórkowego  

oraz martwych, nieruchliwych plemników, które stanowią potencjalne centra aglutynacji  

dla prawidłowo funkcjonujących gamet.  

Dotychczas potencjał zapładniający zamrożonych plemników pozyskanych  

z najądrzy żubra oceniano w testach in vivo poprzez inseminację jałówek rasy 

holsztyńsko-fryzyjskiej. W wyniku przeprowadzonych doświadczeń uzyskano hybrydy 

bydła domowego i żubra [51]. Ponadto, przy użyciu gamet zamrożonych  

w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris, żółtku jaja kurzego i glicerolu uzyskano  

w warunkach in vitro wczesną blastocystę żubra [26]. Wspomniane badania dowodzą 

zdolności przechowywanych po kriokonserwacji plemników najądrzowych żubra  
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do zapłodnienia komórki jajowej. Jednakże, jak dotąd, nie opisano procedur, które 

pozwoliłyby na klasyfikację i ocenę potencjału zapładniającego przechowywanego 

materiału. Mając możliwość oceny takiego potencjału, można decydować czy plemniki 

zamrożone od danego osobnika powinny być w przyszłości wykorzystane do sztucznej 

inseminacji, czy też ich jakość umożliwia tylko przeprowadzenie zapłodnienia in vitro. 

Test ZBA umożliwia ocenę zdolności plemnika do przyłączenia się do osłonki 

przejrzystej oocytu [113]. U bydła domowego wykazano korelację pomiędzy wynikami 

tego testu, a płodnością in vivo [32]. Wiązanie plemnika z komórką jajową jest etapem 

podstawowym w szeregu prowadzącym do zapłodnienia. Odbywa się poprzez połączenie 

receptorów na błonie komórkowej plemnika z glikoproteinami osłonki przejrzystej [123]. 

Dlatego też metoda ta pozwala na ocenę plemników pod kątem zaburzeń struktury błony 

komórkowej, niewykrywalnych w rutynowych procedurach analizy nasienia [113]. 

Zdolność do wiązania się z komórką jajową jest charakterystyczną cechą żywych 

plemników [32,113,127]. Uzyskane wyniki żywotności i integralności błony 

komórkowej plemników wydają się to potwierdzać również u żubrów.  

Zastosowany protokół ZBA, z wykorzystaniem oocytów pokrewnego gatunku, 

okazał się odpowiedni do oceny plemników najądrzowych żubra. Zarówno w grupie 

kontrolnej, jak i w grupach badanych – mrożonych w różnych rozrzedzalnikach – 

plemniki związały się ze wszystkimi oocytami. Jakość kriokonserwowanych plemników 

uzyskanych po rozmrożeniu była niska, niezależnie od zastosowanego rozrzedzalnika. 

Znajduje to odzwierciedlenie w wynikach ich oceny przy użyciu podstawowych metod, 

CASA oraz cytometrii przepływowej, które potwierdzają wyniki uzyskane dzięki ZBA. 

Ruchliwość subiektywna plemników po rozmrożeniu w grupie kontrolnej była 

wyższa niż w obu grupach badanych. Wyniki szczegółowej charakterystyki ruchu przy 

użyciu systemu CASA w grupach badanych wykazały jednak lepsze wyniki plemników 

zamrożonych w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris niż w Andromed®. Ponadto potencjał 

mitochondrialny oceniany za pomocą cytometru przepływowego potwierdził wyniki 

uzyskane przy użyciu systemu CASA. Przeanalizowana ruchliwość odpowiada wynikom 

uzyskanym w ZBA, chociaż należy pamiętać, że protokół ZBA został przeprowadzony 

w oparciu o takie samo stężenie ruchliwych gamet we wszystkich grupach. Tymczasem, 

odsetek plemników z nienaruszoną błoną komórkową oraz prawidłowym akrosomem  

po rozmrożeniu był wyższy w grupie Andromed® niż w rozrzedzalniku na bazie Tris.  

Inne parametry cech strukturalnych i funkcjonalnych oraz CASA były bardziej korzystne  
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w próbach zamrożonych w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris. Ostatecznie, wyniki testu 

ZBA uzasadniają zastosowanie tego rozrzedzalnika. Wskazuje to, że przeprowadzane  

do tej pory analizy nie są pomocne przy wykrywaniu konkretnych defektów błony, które 

wpłynęły na wyniki ZBA. Po związaniu plemnika z osłonką przejrzystą, reakcja 

akrosomalna wymaga prawidłowo zbudowanego i funkcjonującego akrosomu [19].  

Z tego powodu założono, że zastosowanie rozrzedzalnika Andromed® może przełożyć 

się na lepsze wyniki w teście penetracji osłonki przejrzystej lub po zapłodnieniu in vitro. 

Takie założenie wymagałoby jednak powtórzenia porównania rozrzedzalników  

na większej liczbie prób.  

Co ciekawe, w badaniach prowadzonych z wykorzystaniem gamet bydlęcych, 

zaobserwowano dużą zmienność zdolności wiązania plemników w obrębie powtórzeń  

i między powtórzeniami ZBA, co jednak mogło wynikać ze jakości samych oocytów 

[127]. Stąd, w prezentowanym eksperymencie, w celu wykluczenia wpływu osobniczego 

na wyniki, wykorzystano oocyty izolowane z jajników pochodzących od różnych samic 

bydła domowego. Pomimo tego, również w badaniach własnych, zaobserwowano 

zmienność pomiędzy powtórzeniami. Jednakże, w każdym z nich plemniki zamrożone  

w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris wykazywały lepsze wyniki w teście ZBA  

w porównaniu do tych, zamrożonych w Andromed®. Należy jednak podkreślić,  

że zastosowanie dwóch różnych rozrzedzalników miało na celu wykluczenie ich wpływu 

na wyniki testu wiązania z osłonką przejrzystą i nie służyło ocenie ich samych. Niezbędne 

jest kontynuowanie badań mających na celu dobór optymalnego rozrzedzalnika  

do kriokonserwacji plemników najądrzowych żubra.  

Wprowadzenie testu ZBA do protokołu oceny plemników najądrzowych żubra 

umożliwia zweryfikowanie zdolności zapłodnieniowej badanych gamet i podjęcie decyzji 

o ich dalszym przeznaczeniu do ART. Zastosowanie takiego testu, poprzez pominięcie 

etapu z wykorzystaniem prób biologicznych, umożliwia ocenę gamet bez wykorzystania 

cennego dla ochrony gatunku materiału.  
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8. WNIOSKI 

W niniejszej pracy przedstawione zostały wyniki badań nad właściwościami  

in vitro oraz zdolnością zapładniającą plemników żubra. Podjęta tematyka miała na celu 

scharakteryzowanie oraz ustalenie efektywnego protokołu postępowania z plemnikami 

najądrzowymi żubra w ramach doskonalenia procedur stosowanych w banku plemników 

tego gatunku. Przeprowadzone badania umożliwiły realizację zadań badawczych  

i pozwoliły na weryfikację postawionych w pracy hipotez.  

Na podstawie przeprowadzonych analiz oraz uzyskanych wyników sformułowano 

następujące wnioski: 

1. Plemniki najądrzowe żubrów pozyskane pośmiertnie cechują się właściwościami 

kwalifikującymi je do kriokonserwacji, mimo gorszej ruchliwości i żywotności  

niż gamety gatunków pokrewnych;  

2. Pozyskiwanie plemników z najądrzy żubrów w terminie bliższym sezonu rozrodczego 

zwiększa prawdopodobieństwo zakwalifikowania ich do mrożenia; 

3. Rozrzedzalnik na bazie buforu Tris z dodatkiem żółtka jaja kurzego i glicerolu jest 

odpowiedni do kriokonserwacji plemników najądrzowych żubra, a ruchliwość  

i żywotność otrzymanych po rozmrożeniu gamet pozwala na ich wykorzystania w ART 

takich jak zapłodnienie in vitro; 

4. Wirowanie plemników najądrzowych żubra w gradiencie gęstości Percoll®  

przed procesem kriokonserwacji, poprawia ich jakość po rozmrożeniu; 

5. Test wiązania z osłonką przejrzystą oocytu bydlęcego jest odpowiedni dla plemników 

żubra i może stanowić cenne uzupełnienie rutynowo stosowanego protokołu  

ich ewaluacji. 
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10. STRESZCZENIE 

Badania nad właściwościami in vitro oraz zdolnością zapładniającą plemników 

żubra (Bison bonasus) w aspekcie doskonalenia metod kriokonserwacji gamet 

męskich tego gatunku 

Żubr (Bison bonasus, Linnaeus 1758) to najstarszy żyjący przedstawiciel rodziny 

krętorogich oraz największy lądowy ssak Europy, zamieszkujący niegdyś niemal każdą 

europejską puszczę. Wieki intensywnych polowań, kłusownictwo, rozwój cywilizacyjny 

oraz konflikty zbrojne sprawiły, że w 1919 roku jego populacja wymarła w naturalnym 

środowisku. Na całym świecie w ogrodach zoologicznych i zagrodach pokazowych 

przetrwały zaledwie 54 żubry. Gatunek ten, poprzez osiągnięcie liczebności bliskiej 

wyginięciu, uległ efektowi genetycznego wąskiego gardła (z ang. genetic bottleneck), 

czyli zmniejszenia populacyjnej różnorodności genetycznej. Niewielka liczebność 

populacji żubra, w powiązaniu z wysokim stopniem homogenetyczności, stanowi jedno 

z istotnych zagrożeń dla przyszłości całej populacji. Stąd, nie liczebność osobników,  

a zachowanie dobrostanu oraz różnorodności genetycznej stanowi obecnie wyzwanie  

w programie ochrony tego gatunku. Doskonałym uzupełnieniem programów 

hodowlanych jest wprowadzenie technik wspomaganego rozrodu (Assisted Reproductive 

Techniques, ART), u podstaw których znajdują się pozyskiwanie i kriokonserwacja 

gamet.  

Wiele aspektów dotyczących charakterystyki gamet żubra, ich oceny oraz 

możliwości kriokonserwacji nie zostało poznanych. Co więcej, dotychczas uzyskane 

wyniki zapłodnienia in vitro oraz transferu zarodków są niesatysfakcjonujące. Potrzeba 

uzupełnienia wiedzy o charakterystykę plemników najądrzowych żubra pod kątem 

wykorzystania ich w ART stała się przyczyną realizacji niniejszej pracy doktorskiej. 

Nadrzędnym celem przedstawionych badań było ustalenie efektywnego protokołu 

postępowania z plemnikami najądrzowymi żubra w ramach doskonalenia procedur 

stosowanych w banku plemników tego gatunku.  

Cel pracy zrealizowano w oparciu o cztery zadania badawcze. W toku badań 

szczegółowo scharakteryzowano plemniki najądrzowe żubra (zadanie I) oraz oceniono 

efekty ich kriokonserwacji w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris, żółtka jaja kurzego  

i glicerolu (zadanie II). Oceniono również wpływ selekcji plemników za pomocą 

wirowania w gradiencie gęstości Percoll® na ich porozmrożeniową jakość (zadanie III) 
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oraz sprawdzono możliwość wykorzystania testu wiązania z osłonką przejrzystą oocytu 

bydlęcego (ZBA) do oceny jakości pozyskanych plemników najądrzowych żubra 

(zadanie IV).  

Przedstawiono morfologię, morfometrię, a także cechy morfo-funkcjonalne 

plemników pozyskanych z najądrzy żubrów. Otrzymane wyniki kriokonsrwacji gamet  

w rozrzedzalniku na bazie buforu Tris z dodatkiem żółtka jaja kurzego i glicerolu 

przemawiają za możliwością wykorzystania pozyskanych i mrożonych w ten sposób 

plemników do tworzenia rezerwy genetycznej dla tego gatunku. Udowodniono również, 

że wirowanie w gradiencie gęstości Percoll®, przed procesem kriokonserwacji, poprawia 

porozmrożeniową jakość plemników. Wykazano także, że test wiązania z heterologiczną 

osłonką przejrzystą oocytu bydlęcego jest odpowiedni do oceny plemników 

najądrzowych żubra i powinien być włączony do protokołu rutynowej oceny 

kriokonserwowanych gamet tego gatunku.  
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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. ZAŁĄCZNIK 1 

Realizacja zadań badawczych I i II oraz otrzymane wyniki zostały przedstawione  

w publikacji: 

Eberhardt M., Prochowska S., Partyka A., Bielas W., Van Soom A., Olech W., Niżański 

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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13. ZAŁĄCZNIK 2 

Realizacja zadania III oraz otrzymane wyniki zostały przedstawione w publikacji: 

Eberhardt M., Prochowska S., Duszewska A.M., Van Soom A., Olech W., Niżański W. 

The influence of Percoll® density gradient centrifugation before cryopreservation on  

the quality of frozen wisent (Bison bonasus) epididymal spermatozoa. BMC Vet Res. 

2022. 18(1):305. doi: 10.1186/s12917-022-03408-z.  
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14. ZAŁĄCZNIK 3  

Realizacja zadania 4 oaz otrzymane wyniki zostały przedstawione w postaci preprintu:  

Eberhardt M., Colombo M., Prochowska S., Luvoni G.C., Olech W., Niżański W. The 

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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