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WPLYW DODATKU PASZY MINERALNO-WITAMINOWEJ
NA UZYTKOWOSC ROZPLODOWA LOCH
W FERMIE PRZEMYSLOWEJ

INFLUENCE OF MINERAL-VITAMIN FODDER ADDITION
ON SOWS REPRODUCTIVE PERFORMANCE
IN INDUSTRIAL FARM

Zaktad Hodowli Trzody Chlewnej, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu
Department of Pigs Breeding, Wroctaw University of Environmental and Life Sciences

W pracy podjeto probe ustalenia wptywu dodatku mieszanki uzupetniajacej do paszy, w warunkach
fermowych, na wskazniki uzytkowosci rozptodowej loch i odchéw prosiat. Badaniem objgto 60
loch wielorodek mieszancow (wbp x pbz), z czego 30 stanowito grupg kontrolna, a 30 doswiadczal-
na. Kazda locha z grupy do$§wiadczalnej, po odsadzeniu prosiat i 10 dni po pokryciu, otrzymywata
dziennie po 100 g mieszanki uzupetniajacej wymieszanej z pasza pelnoporcjowa. Mieszankg¢ poda-
wano lochom w celu poprawy wskaznikow zwiazanych z rozrodem. Zwierze¢ta byty pod kontrola
do potwierdzenia skuteczno$ci pokrycia w nastgpnym cyklu rozptodowym. Odnotowano fakt, ze
lochy doswiadczalne urodzity i odchowaty wigcej prosiat w miocie, a réznice potwierdzono staty-
stycznie przy p < 0,05. Pasza uzupelniajaca mogta mie¢ wptyw na przebieg niskiej ciazy, bowiem
u loch doswiadczalnych nie odnotowano przy urodzeniu prosiat zmumifikowanych. W miotach
zwierzat objetych doswiadczeniem stwierdzono mniej przypadkow rodzenia si¢ prosiat martwych
w poréwnaniu z miotami loch z grupy kontrolnej. Testowana pasza uzupetniajaca prawdopodob-
nie poprawia gospodarke mineralng i wptywa pozytywnie na przebieg przemiany materii u tych
zwierzat.

SEOWA KLUCZOWE: lochy, mieszanka uzupetniajaca, uzytkowosc¢ rozptodowa

Do cytowania — For citation: Akincza J., Gajewczyk P., 2013. Wptyw dodatku paszy mineralno-
-witaminowej na uzytkowos¢ rozptodowa loch w fermie przemystowej. Zesz. Nauk. UP Wroc.,
Biol. Hod. Zwierz., LXVIII, 593: 9-14.
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WSTEP

Waznym wskaznikiem, decydujacym o optacalnosci produkcji trzody chlewnej, jest uzyt-
kowos¢ rozptodowa loch, na ktéra znaczacy wpltyw maja warunki srodowiskowe (do-
brostan), z zywieniem na pierwszym miejscu. Wigkszo$¢ ferm nie przywiazuje wagi do
przygotowania loszek przeznaczanych w stadzie na przyszte matki i wybiera loszki do
remontu stada z tuczu. Tuczniki charakteryzuja si¢ inng specyfika zywienia i utrzymania
niz loszki i knurki hodowlane, przeznaczane do remontu stada. Nieodpowiednie przy-
gotowanie loszki do remontu stada skutkuje obnizeniem jej wartosci rozptodowej, a po
pewnym czasie catego stada, na co zwrdcono uwage w badaniach przeprowadzonych
przez Beltranana i wsp. (1994), Kotowskiego i Kotowska (1998), Gajewczyka (2001),
Borowiecka de Martin (2002) oraz Zigcika (2004).

Tradycyjnie przyjmuje sig, ze loszka przygotowana do rozrodu powinna by¢ w wieku
okoto 230 dni, o masie ciata 120-130 kg, mie¢ grubos¢ stoniny grzbietowej w granicach
18 mm i by¢ inseminowana w 2. lub 3. rui (Borowiecka de Martin 2002, Zigcik 2004).
W praktyce, w wielu przypadkach, wzorzec loszki remontowej przedstawiony powyzej
nie jest brany pod uwagg.

Przeprowadzone wczesniej badania Gajewczyka (2001) potwierdzily wptyw zywie-
nia mineralnego i sposob utrzymania loszek remontowych w fermie przemystowej na
wyniki w rozrodzie. Lochy, ktore odchowywano z wykorzystaniem wybiegow i paszy
wzbogaconej 0 50% zwiazkami mineralnymi, w porownaniu z polskimi normami zywie-
nia §win (1993), pozostawaty w stadzie podstawowym najdtuzej i charakteryzowaty sig
najwigksza plennoscia gospodarcza. W obiektach pozbawionych wybiegow, a nie prowa-
dzacych odchowu loszek remontowych, popetnia si¢ bledy, ktore objawiaja si¢ migdzy
innymi nieregularno$cia wystgpowania rui badz jej brakiem i1 gorszym zagniezdzaniem
si¢ zarodkow w $cianie macicy (Fuchs 1988).

Wigkszo$¢ badan przeprowadzonych w duzych fermach w kraju i za granica dowio-
dla, ze u $win w intensywnym systemie chowu nalezy zwraca¢ uwagg nie tylko na prawi-
dlowy bilans energetyczno-biatkowy, ale rowniez na podaz fatwo przyswajalnych makro-
i mikroelementéw w paszy (Bonomi i wsp. 1983, Burnell i wsp. 1989).

Podjgcie badan zmierzajacych do ustalenia wplywu mieszanki uzupehiajacej w wa-
runkach fermy, w ktorej do rozrodu wybierane sa na biezaco loszki z tuczu, byto jak
najbardziej uzasadnione.

MATERIAL I METODY

Do przeprowadzenia badania wykorzystano mieszankg paszowa uzupetniajaca, sktadaja-
ca si¢ gtéwnie z weglanu wapnia, fosforanu dwuwapniowego, chlorku sodu i produktow
pochodzenia owocowego (preparat blonnikowy jabtkowy). Kilogram mieszanki zawie-
ral: Ca — 250 g, P — 20 g, Na — 23,5 g, Zn — 3000 mg (aminokwasowy chelat cynku),
Fe —2400 mg (aminokwasowy chelat zelaza), B-karoten — 2000 mg, witamina E— 1500 mg
(DL-alfa-tokeferol), mangan— 1500 mg (aminokwasowy chelat manganu), miedz— 500 mg
(aminokwasowy chelat miedzi), kwas foliowy — 150 mg, witamina A — 360 000 IU (octan
retinolu), selen — 15 mg (selenin sodu). Mieszankg podawano lochom w celu poprawy
wskaznikow zwiazanych z rozrodem (przyspieszenia wystapienia rui, poprawy skutecz-
nosci krycia, zwigkszenia liczebno$ci miotu).
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Badaniem objgto 60 loch wielorddek mieszancoéw (wbp x pbz), z czego 30 stanowito
grupe kontrolna, a 30 doswiadczalna. Kazda locha z grupy doswiadczalnej, po odsadze-
niu prosiat i 10 dni po pokryciu, otrzymywata dziennie po 100 g mieszanki uzupetniajacej
wymieszanej z pasza pelnoporcjowa. Po karmieniu sprawdzano stan koryta w celu usta-
lenia ewentualnych niedojadéw. Lochy byty pod kontrola do potwierdzenia skutecznos$ci
pokrycia w nastepnym cyklu rozptodowym.

W porodéwkach odnotowywano liczbg urodzonych prosiat w miocie, zarowno zy-
wych, martwych, jak i zmumifikowanych. W dniu urodzenia prosigta zwazono i czynnos¢
te powtorzono przy odsadzeniu w 28. dniu zycia. Zebrano dane o liczbie odchowanych
prosiat w miocie do 28. dnia zycia, odnotowano upadki prosiat z podaniem ich przyczyn,
a takze wyliczono skuteczno$¢ krycia na poczatku tworzenia grupy technologicznej i po
zakonczeniu cyklu rozptodowego loch objetych doswiadczeniem.

Zebrany materiat liczbowy opracowano statystycznie przy uzyciu jednoczynnikowej
analizy wariancji, korzystajac z programu Statistica (Ruszczyc 1987).

WYNIKI I OMOWIENIE

Z obserwacji wynika, ze Sredni czas pobierania przez lochg paszy z dodatkiem mieszanki
uzupeltniajacej wynidst 20 dni (§rednio 6 dni od odsadzenia prosiat i 14 dni po pokryciu).
Po odsadzeniu prosiat lochy kierowane byty do budynku krycia. Kazda z nich byta trak-
towana indywidualnie. Lochy dos§wiadczalne znalazly si¢ w 2 grupach technologicznych.
Do grupy kontrolnej wybrano losowo 30 loch, ktdére nie otrzymywaty dodatku paszowe-
g0. Z przeprowadzanych badan okresowych stada w fermie (Korniewicz i wsp. 2011, Ka-
minski 2011) wynika, ze interwal czasowy pomigdzy odsadzeniem prosiat od lochy a jej
pokryciem wynosi od 5 do 7 dni (czas odpoczynku). Lochy otrzymujace dodatek paszy
uzupelniajacej w dziennej dawce pokarmowej w ilosci 100 g wykazywaty ruje o jeden
dzien wezesniej w porownaniu z grupa kontrolna.

Mieszanka uzupetniajaca wymieszana z pasza pelnoporcjowa typu PL byta chgtnie
pobierana przez lochy — obstuga nie odnotowata zadnych niedojadow. Wszystkie lochy
z tej grupy si¢ oprosily. W tabeli 1 przedstawiono wyniki doswiadczenia.

Liczba urodzonych i odchowanych prosiat w miocie w grupie do§wiadczalnej byta
wyzsza, a roznicg pomigdzy Srednimi wartosciami tych cech potwierdzono statystycznie
przy p < 0,05 (tab. 1). Wszystkie lochy otrzymujace dodatek paszowy zostaty skutecznie
pokryte. Niski poziom upadkow prosiat, od urodzenia do odsadzenia w 4. tygodniu ich
zycia, mozna przypisa¢ bardzo dobrze prowadzonej profilaktyce i prewencji w fermie.
Straty prosiat byty zwiazane przede wszystkim z pojawieniem si¢ w miotach, u poje-
dynczych prosiat, biegunek na réznym tle i to w obu grupach, z tym ze w grupie do-
$wiadczalnej prosiat z biegunka byto znacznie mniej w poréwnaniu z ich réwiesnikami
pochodzacych od loch z grupy kontrolne;j.

W grupie doswiadczalnej nie odnotowano prosiat zmumifikowanych w miotach przy
urodzeniu, w przeciwienstwie do grupy kontrolnej. Mniejsza liczbe martwych prosiat
w miocie odnotowano réwniez w grupie do§wiadczalnej. W poréwnaniu z grupa kon-
trolna lochy z grupy doswiadczalnej, po odsadzeniu prosiat, wykazywaty wczesniej
o 1 dzien rujg, a wskaznik skutecznosci pokry¢ byt bardzo dobry i wyniost 96,67% (tab. 1).
Badania przeprowadzone przez Korniewicza i wsp. (2011) oraz Kaminskiego (2011)
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wykazaly, ze skutecznos¢ oproszen w fermie, w ktorej testowano dodatek mieszanki uzu-
petniajacej, ksztattowata si¢ w zaleznosci od grupy technologicznej loch w przedziale
86—91% (wyniki uzyskane na populacji 542 loch).

Tabela 1
Table 1
Wskazniki uzytkowosci rozptodowej loch i odchowu prosiat
Reproductive performance of sows and results of piglets rearing
Lp. Wyszczegodlnienie Jednostki Grupy - Group,s -
No. Specification Units Kontrolna Dosw1a}dczalna
Control Experimental

Liczba loch

1. Number of sows szt./head 30 30

2 Skuteczposc krycia % 91,02 100
Conception rate
Liczba urodzonych prosiat w miocie 1055+ 3.13 10.93b + 2.87
Litter size at birth ’ i ’ i
a) martwych

3. stillbirth szt./head 1,40 + 1,91 0,90 + 1,21
b) zmumlﬁkowanych 0.17 £ 0,61 _

mummified

Masa miotu w dniu urodzenia

4| Litter weight at birth ke 15,21:£3,78 15,79 +£4,83

5 Masa miotu w dniu o<_isadzen1a ke 61,04 + 15,99 69,00 + 19,12
Litter weight at weaning

6. | Liczba odsadzonych prosiatzmiotu | () oy | g 6304 2,07 9,66" % 2,38
Litter size at weaning
Upadki prosiat od urodzenia do 28.
dnia odchowu szt./%

7. Piglet mortality at weaning to 28th head/% 0,35/3,90 0,37/3,69
days of life

g, |Okres jalowienia dni/days 6,41 5,40
Opening period
Skutecznos¢ krycia w nastgpnym

9 cyklu rogplodowym o 91,38 96.67
Conception rate in follow reproduc-
tive cycle

a, b —réznice statystycznie istotne przy p < 0,05
a, b — significant differences with p < 0.05

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki badan przemawiaja za stoso-
waniem tej paszowej mieszanki uzupetniajacej jako dodatku do pasz tresciwych petno-
porcjowych dla loch utrzymywanych w fermach z nastawieniem na intensywna produk-
cj¢ prosiat. Sa one zblizone lub pokrywaja si¢ z wynikami prezentowanymi przez innych
autorow (Beltranana i wsp. 1994, Bonomi i wsp. 1983, Borowiecka de Martin 2002, Bur-
nell i wsp. 1989, Fuchs 1988, Gajewczyk 2001, Zigcik 2004), ktorzy doszli do wniosku,
ze problemy z rozrodem moga mie¢ podtoze zwiazane gtownie z gospodarka mineralna
u loch wykorzystywanych do produkcji prosiat w fermach wielkostadnych. Szczegol-
na uwage zwraca si¢ na dostgpnos¢ w paszy oraz tatwos¢ przyswajania makro- i mi-
kroelementow (Beltranana i wsp. 1994, Bonomi i wsp. 1983, Zigcik 2004). Wykazano,
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7e testowana mieszanka paszowa dla loch ma dobrany do ich potrzeb zestaw sktadnikow
w przyswajalnej postaci. Fakt ten, a takze wyniki badan innych autoréw (Borowiecka de
Martin 2002, Korniewicz i wsp. 2011) przemawiaja za uaktualnieniem norm zywienia
swin w Polsce, przede wszystkim w przypadku ferm wielkostadnych (Gajewczyk 2001,
Zigeik 2004).

WNIOSKI

Przeprowadzone badania pozwolity na sformutowanie nast¢pujacych wnioskow:

1. Lochy do$wiadczalne otrzymujace dodatek paszy mineralno-witaminowej rodzi-
ly i odchowywaly wigcej prosiat w miocie. Réznice pomigdzy $rednimi wartosciami
w liczbie urodzonych i odchowanych prosiat w miocie byly potwierdzone statystycznie
(p <0,05).

2. Pasza uzupelniajaca mogta mie¢ wplyw na przebieg niskiej ciazy, bowiem u loch
doswiadczalnych nie stwierdzono przy urodzeniu prosiat zmumifikowanych.

3. W miotach loch objetych doswiadczeniem odnotowano mniej przypadkdéw rodze-
nia si¢ prosiat martwych w poréwnaniu z miotami loch z grupy kontrolne;j.

4. Za rozpropagowaniem testowanej paszy uzupetniajacej w zywieniu loch w warun-
kach fermowych przemawia uzyskany wysoki wskaznik skutecznosci krycia.

5. Testowana pasza uzupetniajaca prawdopodobnie poprawia gospodarke mineralna
i wpltywa pozytywnie na przebieg przemiany materii u loch.

6. Zywienie loch pasza petoporcjowa, uzupetniona mieszanka do$wiadczalna,
od odsadzenia prosiat i w pierwszych 14 dniach po pokryciu, poprawito efekty produk-
cyjne stada podstawowego loch w fermie przemystowe;.
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INFLUENCE OF MINERAL-VITAMIN FODDER ADDITION
ON SOWS REPRODUCTIVE PERFORMANCE IN INDUSTRIAL FARM

Summary

The paper presents an attempt of establishing of an influence of supplementing mixture addition to
the fodder in farm conditions on the indices of sows reproductive performance and piglets rearing.
The study included 60 multiparous crossbred (LPW x PL) sows, 30 of them constitutes the control
group and 30 the experimental one. Each sows from the experimental group, after piglets weaning
and 10 days after mating, obtained 100 g of supplementing mixture per day mixed with complete
fodder. The mixture was given to the sows in order to improve reproduction — related indices. The
sows were controlled until the confirmation of mating effectiveness in the subsequent reproduction
cycle. It was noted that the experimental sows born and reared higher number of piglets in a litter,
and the differences were confirmed statistically at p < 0.05. The supplementing fodder would have
affected the course of low pregnancy, since no mummified piglets were noted in the experimental
sows. Lower number of still piglets born was noted in the experimental litters compared to the
litter of control group sows. Tested supplementing fodder probably improves mineral balance and
positively affects sows metabolism.

KEY WORDS: sows, supplementing fodder, reproductive performance
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WSTEP

Krolik domowy Oryctolagus cuniculus f. domestica jest popularnym zwierzgciem labo-
ratoryjnym, jak réwniez hodowlanym, dostarczajacym migsa i skor. Ponadto zwierzgta
te sa czgsto utrzymywane w warunkach domowych, podobnie jak pies i kot, stanowiac
na réwni z nimi coraz czgstszych pacjentow lecznic weterynaryjnych. Dlatego potrzebna
jest juz nie tylko ogdlna znajomos$¢ budowy struktur anatomicznych tego gatunku, lecz
réwniez bardziej szczegotowa. W literaturze naukowej znalez¢ mozna opis brodawek
jezykowych u dorostych krolikow. Kulawik i Godynicki (2006, 2007a,b) opisali struk-
tur¢ wszystkich trzech typow brodawek smakowych, tj.: grzybowatych, okolonych i li-
Sciastych, wystgpujacych na jgzyku okolo 6-miesigcznych krolikow. Kobayashi (1992)
zbadat zrab tacznotkankowy brodawek lisciastych. Natomiast Ojima i wsp. (1997) opisali
mikrounaczynienie brodawek na jgzyku dorostego osobnika.

Dotychczasowe badania wykazaly duza zmienno$¢ w rozmieszczeniu i budowie bro-
dawek jezykowych u réznych gatunkéw zwierzat. Cechy brodawek zaleza nie tylko od
gatunku, ale rowniez od siedliska zwierzat, ich diety i zwyczajow zywieniowych (Iwasa-
ki 2002, Kumar, Bate 2004, Okada, Schraufnagel 2005, Emura i wsp. 2006, Shao i wsp.
2011). Informacje dotyczace typéw brodawek jezykowych, ich rozmieszczenia i struk-
tury sa cenne, gdyz moga by¢ wykorzystane w taksonomii (Iwasaki 2002, Emura i wsp.
2001, 2006).

Literatura naukowa prezentuje rowniez wyniki badan morfogenezy roéznych typow
brodawek jezykowych u ssakow, np. chomika (Whitehead, Kachele 1994), myszy (Iwa-
saki i wsp. 1996), szczura (Iwasaki i wsp. 1997) i czerwonej kozy Sokoto (Igbokwe, Oko-
lie 2009). Opisano rowniez rozwdj brodawek liSciastych u szczura (State i wsp. 1974),
$winki morskiej (Hamed i wsp. 1980) i myszy (Toprak, Ilmaz 2007). W czasie rozwo-
ju jezyka krggowcow zmienia si¢ uksztaltowanie jego btony $luzowej, co zwiazane jest
z formowaniem si¢ brodawek jezykowych. Srodowisko zycia roznych gatunkéw zwie-
rzat zapewnia dostgp do réznorodnego pokarmu, a tym samym do réznorodnych doznan
smakowych. W zyciu prenatalnym pochodza one z wod plodowych, po urodzeniu jest to
u ssakow siara i mleko, a nastgpnie pokarm staty. Odbieranie doznan smakowych zwia-
zane jest z pojawieniem si¢ kubkow smakowych, ktorych duza koncentracja znajduje sig
w nabtonku brodawek smakowych. Natomiast powstanie struktur smakowych (brodawek
i kubkow smakowych) podlega rozwojowi ich unerwienia (Ahpin i wsp. 1989, Nakashi-
ma i wsp. 1990, Whitehead, Kachele 1994).

Celem niniejszych badan byto uzupehienie brakujacej wiedzy na temat rozwoju bro-
dawek liSciastych u krolika w okresie pre- i postnatalnym. Powodem podjgtych badan
byto rowniez poréwnanie uzyskanych wynikow z wynikami przedstawionymi w literatu-
rze naukowej u innych ssakow laboratoryjnych, hodowlanych i dziko zyjacych.

MATERIAL I METODY

Do badan postuzyty 123 jezyki krolikow domowych, rasy kalifornijskiej (Oryctolagus
cuniculus f- domestica), obu plci. Pobrano od zwierzat bedacych w 15. (E15), 18. (E18),
20. (E20), 22. (E22) i 26. (E26) dniu rozwoju prenatalnego oraz od krolikow bedacych
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w 1. (P1), 15. (P15) i 30. (P30) dniu zycia postnatalnego. Badania prowadzono za zgoda
Lokalnej Komisji Etycznej; zgoda numer 4/2000.

Probki jezykow przeznaczone do badan w mikroskopie swietlnym (LM) utrwalono
w 10% zobojgtnionej formalinie, odwodniono w etanolu o stopniowo rosnacym stgzeniu
(30-100%), zatopiono w paraplascie® i krojono za pomoca mikrotomu rotacyjnego Leica
RM 2055 na skrawki o grubosci od 3 do 5 um, w ptaszczyznie strzatkowej, poprzecznej
i grzbietowej. W badaniach zastosowano barwienie Masson-Goldner i HE. Preparaty ob-
serwowano przez mikroskop $wietlny Jenaval (Carl Zeiss Jena).

Probki do badan w mikroskopie elektronowym skaningowym (SEM) utrwalono
w roztworze Karnovskiego, odwodniono w etanolu, wysuszono w punkcie krytycznym
i napylono zlotem. W celu zbadania zrebu tacznotkankowego rozwijajacych si¢ broda-
wek lisciastych czg$¢ probek po utrwaleniu zanurzono w 10% roztworze NaOH na 14
dni. Nastepnie probki odwodniono, wysuszono w punkcie krytycznym i napylono zlo-
tem. Material badawczy obserwowano przez mikroskop elektronowy skaningowy Hita-
chi S-4200 i LEO 435VP.

WYNIKI

Pierwsze zawiazki brodawek lisciastych wykazano w E22 na grzbietowo bocznej stronie
tylnej czgsci trzonu jezyka. W miejscu rozwijajacych si¢ brodawek obserwowano wow-
czas pierwszorzgdowe pasma nablonkowe, wrastajace do potozonej glebiej tkanki tacz-
nej. Blaszka wilasciwa btony §luzowej tworzyta faldy, uktadajace si¢ migdzy pasmami
nabtonkowymi. Zawiazki brodawek lisciastych pokrywat nablonek dwuwarstwowy, a na
jego powierzchni znajdowaly si¢ plytkie zaglebienia (fot. 1). Obserwacje prowadzone
za pomoca SEM potwierdzily ich obecno$é¢. Uktadaty si¢ one rownolegle w stosunku do
siebie. Migdzy zaglebieniami znajdowaty si¢ nieznaczne wzniesienia (fot. 2). Po usu-
ni¢ciu nabtonka za pomoca roztworu NaOH wykazano, ze w miejscach formowania si¢
brodawek lisciastych znajdowaty si¢ faldy tacznotkankowe o nieciagtej strukturze. Fatdy
te oddzielone byty od siebie rynienkowatymi, rownolegltymi zaglebieniami (fot. 3).

W E26, w niektérych miejscach, pasma nablonkowe pierwszorzedowe wydtuzyly
si¢ w kierunku migsni jezyka. Zaobserwowano tez pojawienie si¢ pasm nabtonkowych
drugorzedowych, ktore wrastaty w obszar tkanki tacznej potozonej migdzy dwoma sa-
siednimi pasmami nablonkowymi pierwszorzedowymi. Nabtonek pokrywajacy zawiazki
brodawek lisciastych sktadat si¢ z 3—4 warstw komoérek. Na powierzchni formujacych
si¢ brodawek nadal obserwowano plytkie zaglebienia (fot. 4). Obserwacje powierzch-
ni jezyka wykazaly, podobnie jak w poprzednim badanym okresie, obecnos¢ plytkich
réwnoleglych zaglebien, ktore oddzielaly sasiadujace ze soba wzniesienia (fot. 5). Zrab
tacznotkankowy zawiazkoéw brodawek lisciastych utworzony byt z wyraznych fatdow,
miedzy ktoérymi rozpoznano rynienkowate zaglgbienia. Na ich dnie wykazano obecno$¢
dotkéw powstatych po usunigciu pasm nabtonkowych pierwszorzedowych, wrastajacych
miejscami glebiej (fot. 6).



18 Mirostawa Kulawik, Szymon Godynicki

1 l l l Fot1.  Przekrdj poprzeczny zawiazka bro-
- dawki li$ciastej w E22: strzatki — zagle¢bienia na
ﬁz-r WCQ’\) ?f" r‘lé?,%%?f %‘E‘mfiﬁ powierzchni zawiazka, I — pasma nabtonkowe
b % B ‘ pierwszorzgdowe, gwiazdki — faldy zr¢bu lacz-
5 notkankowego, bw — blaszka wlasciwa blony
sluzowej; skala = 50 um
Phot. 1. Transverse section of the rudiment of
foliate papilla at E22: arrows — depressions on
the surface of the rudiment, [ — primary epithelial
stricks, stars — folds of connective tissue core,
bw — lamina propria of the mucosae; scale bar =
50 um

Fot. 2.  Powierzchnia zawiazka brodawki li-
Sciastej w E22: strzatki — rownolegle zaglebie-
nia; skala =100 pm
Phot. 2. The surface of the rudiment of folia-
te papilla at E22: arrows — parallel depressions;
scale bar = 100 pm

Fot.3.  Zrab lacznotkankowy zawiazka bro-
dawki lisciastej w E22: strzatki — nieciagle fatdy;
skala =30 um

Phot. 3. Connective tissue core of the rudiment
of foliate papilla at E22: arrows — broken folds;
scale bar =30 um

U noworodkéw (P1) zanotowano dalsze zmiany w obrgbie rozwijajacych sig brodawek
lisciastych. Koniec blizszych pasm nablonkowych pierwszorzgdowych byl czg$ciowo
rozszczepiony. Powstata w ten sposob szczelina nie miata jednak kontaktu z powierzch-
nig jezyka. W nabtonku rozszczepionych pasm obserwowano kubki smakowe. Nabtonek
pokrywajacy brodawki liSciaste sktadat sig¢ z 4-5 warstw komorek. Pasma nabtonkowe
drugorzgdowe byly wyrazniejsze niz w poprzednim badanym okresie rozwoju. W kaz-
dym formujacym sig lisciu brodawki li§ciastej wystgpowaty dwa pasma nabtonkowe dru-
gorzgdowe. Pasma te dzielity zrab facznotkankowy kazdego liscia brodawki na jeden fatd
srodkowy 1 dwa faldy boczne. Fald srodkowy znajdowat si¢ migdzy dwoma pasmami
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Fot. 4. Przekrdj poprzeczny zawiazka bro-
dawki lisciastej w E26: strzatki — zaglebienia
na powierzchni zawiazka, I — pasma nabtonko-
we pierwszorzedowe, II — pasma nabtonkowe
drugorzedowe, gwiazdki — fatdy zrgbu tacznot-
kankowego, bw — blaszka wtasciwa blony $lu-
zowej; skala =50 um

Phot. 4. Transverse section of the rudiment
of foliate papilla at E26: arrows — depressions
on the surface of the rudiment, I — primary epi-
thelial streaks, II — secondary epithelial stricks,
stars — folds of connective tissue core, bw — la-
mina propria of the mucosae; scale bar = 50 um

Fot. 5. Powierzchnia zawiazka brodawki li-
Sciastej w E26: strzatki — rownolegle zaglebie-
nia; skala = 50 pm
Phot. 5. The surface of the rudiment of foliate
papilla at E26: arrows — parallel depressions;
scale bar = 50 pum

Fot. 6.  Zrab tacznotkankowy zawiazka bro-
dawki lisciastej w E26: biale strzatki — fatdy
zrgbu tacznotkankowego, czarne strzatki — dot-
ki na dnie rynienkowatych zaglgbien; skala =
100 pm

Phot. 6. Connective tissue core of the rudiment
of foliate papilla at E26: white stars — folds of
connective tissue core, black stars — the holes at
the bottom of depressions like a gutter; scale bar
=100 pum

nabtonkowymi drugorzegdowymi. Natomiast kazdy fald boczny zlokalizowany byl migdzy
pasmem nabtonkowym pierwszorzgdowym a pasmem nabtonkowym drugorzgdowym
(fot. 7a,b). Po usunigciu nabtonka wykazano rownolegly uktad fatdéw i rynienkowatych
zaglebien. Na dnie zaglgbien usytuowanych migdzy faldami bocznymi znajdowaly sig
dotki (fot. 8). Obserwacje powierzchni rozwijajacych si¢ brodawek liSciastych wyka-
zaly, ze poszczegoélne liscie tych brodawek oddzielone byly od siebie wyrazniejszymi
niz w E26 rowkami. Jednak stopien rozwoju rowkow w obrgbie jednej brodawki byt
zrdznicowany: niektore rowki byty dobrze widoczne, natomiast inne byly nadal ptytkie.
Na powierzchni nabtonka widoczne byly ztuszczajace si¢ komorki (fot. 9).
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Fot. 7a.  Przekrdj poprzeczny brodawki liscia-
stej w P1: strzatki — pasma nabtonkowe pierw-
szorzgdowe, r — rozwijajacy si¢ rowek bro-
dawki, II — pasma nabtonkowe drugorzedowe,
b — faldy boczne, s — fald $rodkowy; skala
=200 um

Phot. 7a. Transverse section of the foliate pa-
pilla at P1: arrows — primary epithelial stricks,
r — developing of furrow of papilla, IT — secon-
dary epithelial stricks, b — lateral folds, s — me-
dial fold; skale bar =200 pm

Fot. 7b. Przekrdj poprzeczny pasma nabton-
kowego pierwszorzegdowego brodawki liscia-
stej w P1: r — rozwijajacy si¢ rowek brodawki,
strzatki wskazuja kubki smakowe; skala = 100
um

Phot. 7b. Transverse section of the primary epi-
thelial strick of the foliate papilla at P1: r — de-
veloping of furrow of papilla, arrows indicate
taste buds; skale bar = 100 pm

Fot. 8.  Zrab tacznotkankowy brodawki li-
Sciastej w P1: b — faldy boczne, § — faldy $rod-
kowe, strzatki — dotki na dnie rynienkowatych
zaglebien; skala = 100 um

Phot. 8. Connective tissue core of foliate pa-
pilla at P1: b — lateral folds, § — medial folds,
arrows — the holes at the bottom of the depres-
sions like a gutter; scale bar = 100 um

Fot. 9. Powierzchnia zawiazka brodawki li-
Sciastej w P1: strzatki — rozwijajace si¢ rowki
brodawki liSciastej, groty — ztuszczajace sig ko-
morki nablonkowe; skala =200 um

Phot. 9. The surface of the rudiment of foliate
papilla at P1: arrows — developing furrows of
foliate papilla, arrowheads — exfoliating the epi-
thelial cells; scale bar =200 pm
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Fot. 10. Przekrdj grzbietowy brodawki liscia-
stej w P15: strzatki — rowki brodawki, czarne
groty — ujécia gruczoldéw na dnie rowkow bro-
dawki, biate groty — kubki smakowe, linie — pa-
sma nablonkowe drugorzedowe; skala = 200
pm

Phot. 10. Dorsal section of the foliate papilla at
P15: arrows — furrows of the papilla, black ar-
rowheads — openings of glands at the bottom of
the furrows of papilla, white arrowheads — taste
buds, lines — secondary epithelial stricks; skale
bar =200 pm

Fot. 11. Powierzchnia brodawki lisciastej
w P15: strzatki — rowki brodawki, gwiazdki — li-
Scie brodawki, groty — zluszczajace si¢ komorki
nabtonkowe; skala =100 pm

Phot. 11. The surface of the foliate papilla at
P15: arrows — furrows of papilla, stars — folia of
papilla, arrowheads — exfoliating the epithelial
cells; scale bar = 100 pm

Fot. 12.  Przekrdj poprzeczny brodawki liscia-
stej w P30: strzatki — rowki brodawki, IT — pa-
sma nabtonkowe drugorzgdowe, b — fatdy bocz-
ne, s — faldy srodkowe, bw — blaszka wlasciwa
btony $luzowej; skala =200 um

Fig. 12. Transverse section of the foliate pa-
pilla at P30: arrows — furrows of papilla, 11 —
secondary epithelial stricks, b — lateral folds,
s — medial folds, bw — lamina propria of the mu-
cosae; scale bar =200 pm

Fot. 13. Powierzchnia brodawki lisciastej
w P30: czarne strzalki — rowki brodawki, biata
strzatka — miejsce gdzie liscie brodawki sa pota-
czone; skala =200 um

Phot. 13. The surface of the foliate papilla at
P30: black arrows — furrows of papilla. white
arrow — place where the folia of papillae are
connected; scale bar =200 um
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W P15 stwierdzono, ze pierwszorzegdowe pasma nabtonkowe ulegly calkowitemu
rozszczepieniu, tworzac rowki brodawek lisciastych, na dnie ktorych obserwowano uj-
$cia gruczotow. Nablonek pokrywajacy brodawki lisciaste byl wielowarstwowy, ptaski
nierogowaciejacy. W nabtonku od strony rowkéw obserwowano kubki smakowe (fot.
10). Badania prowadzone za pomoca SEM wykazaty wyrazne licie brodawek liscia-
stych, oddzielonych od siebie dobrze uformowanymi rowkami. Niektore liscie dzielity
si¢ na dwa wtorne. Na ich powierzchni stwierdzono ztuszczajace si¢ komodrki nabtonko-
we (fot. 11). CTC brodawek li§ciastych ztozony byt z fatdow i rynienkowatych zagtebien,
podobnie jak to wykazano w P1.

W P30 brodawki lisciaste byly podobne do tych, jakie obserwowano w P15. Liscie
i rowki brodawek lisciastych uktadaty si¢ naprzemiennie. W niektorych miejscach obser-
wowano rozdzial jednego liScia brodawki na dwa wtérne (fot. 12). Zanotowano rowniez
sytuacje potaczenia si¢ dwodch lisci brodawki w jeden, a nastgpnie ponowne jego rozdzie-
lenie (fot. 13).

Przeprowadzone badania wykazaly takze, iz rozwijajace si¢ brodawki liSciaste utwo-
rzone byty ze zmiennej liczby lisci brodawki, ktorych zanotowano od 15 do 21.

OMOWIENIE

Brodawki lisciaste krolika potozone sa w tylnej czg$ci trzonu jezyka, na jego grzbietowo-
-bocznej stronie, podobnie jak u innych gatunkow zwierzat, np. u duzej myszy Vesper
(Utiyama i wsp. 1995), nutrii (Emura i wsp. 2001), jenota i lisa (Emura i wsp. 2006).
Literatura naukowa informuje, ze jednak nie u wszystkich gatunkow na jezyku znajdu-
ja si¢ brodawki lisciaste; nie zaobserwowano ich u przezuwaczy, np. u czerwonej kozy
Sokoto (Igbokwe, Okolie 2009). Brak ich rowniez u wiewiorecznika pospolitego (Ko-
bayashi 1 wsp. 2004), oposa (Krause, Cutts 1982) i hipopotama nilowego (Yoshimura
i wsp. 2009). Niektore gatunki zwierzat, na przyklad opos i wiewiorecznik pospolity,
maja struktury bedace wytworami btony §luzowej jezyka, ktdre przypominajq brodawki
lisciaste, lecz nimi nie sa. Struktury te wystegpuja na jezyku, w miejscach w ktoérych u in-
nych gatunkéw zwierzat znajduja si¢ brodawki liSciaste (Krause, Cutts 1982, Kobayashi
i wsp. 2004).

Rozwdj brodawek lisciastych na jezyku krélika, podobnie jak innych brodawek sma-
kowych, tj. grzybowatych i okolonych, zostaje zapoczatkowany wczesniej niz rozwoj
brodawek nitkowatych, bedacych brodawkami mechanicznymi (Kulawik, Godynicki
2009a,b). Czucie smaku jest bowiem mozliwe juz w okresie zycia plodowego, kiedy na
jezyku znajduja si¢ kubki smakowe ptodowe, reagujace na bodzce smakowe pochodzace
z plynu owodniowego (Fujimoto i wsp.1993).

Kobayashi (1992), badajac CTC brodawek lisciastych u dorostego krolika, wskazat
W swojej pracy, ze kazda brodawka liSciasta zwierzgcia utworzona byta z 15 lisci bro-
dawki. Natomiast w niniejszych badaniach, obejmujacych wigksza pod wzgledem liczby
zwierzat grupg, odnotowano, ze rozwijajace si¢ brodawki lisciaste sktadaty si¢ z 15-21
lisci brodawki liSciastej. Badania innych autorow wykazaty, ze istnieja réznice gatun-
kowe, jesli chodzi o liczbg lisci w brodawce li§ciastej. Yoshimura i wsp. (2009) podali,
ze u hipopotama nilowego jest ich 7-8, natomiast u myszy ustalono 4—6 (Toprak, [lmaz



Rozwdj brodawek lisciastych... 23

2007). Mozliwe, ze na liczbg lisci w brodawce wplyw ma réwniez rasa. Tego typu zalo-
zenie wymaga jednak przeprowadzenia dalszych badan.

Brodawki li§ciaste krolika w E30 sa dobrze rozwinigte, podobnie jak u dorostych
osobnikéw (Kobayashi 1992, Silva i wsp. 2002, Kulawik i Godynicki 2006). Usunigcie
nabtonka z ich powierzchni pozwolilo zaobserwowa¢ charakterystyczna dla tego gatun-
ku konstrukcje CTC, ztozona z dwoch fatdow bocznych i jednego Srodkowego, ktore
oddzielone byly od siebie rynienkowatymi zaglebieniami. Jednak nalezy pamigtac, ze
proces tworzenia si¢ CTC byl dtugotrwaly, gdyz rozpoczat si¢ juz w E22. Pierwsza jego
postacia byly wowczas faldy o nieciaglej strukturze, ktére w miarg rozwoju pasm na-
btonkowych drugorzedowych, wrastajacych do tkanki tacznej, ro6znicowaty si¢ na fatdy
boczne i fatd §rodkowy. Takiej regularnej struktury CTC, powtarzajacej si¢ w kazdym
lisciu brodawki, nie obserwowano u innych badanych gatunkéw zwierzat. Dla porow-
nania — u hipopotama nilowego CTC grzebieniastych lisci brodawek lisciastych miat na
powierzchni liczne precikowate wyrostki (Yoshimura i wsp. 2009).

Formowanie si¢ rowkow brodawek liSciastych opierato si¢ na rozszczepianiu si¢
pasm nabtonkowych pierwszorzgdowych. Zmiany takie obserwowano réwniez u innych
gatunkéw, np. u szczura (State i wsp. 1974) i swinki morskiej (Hamed i wsp. 1980).
W niniejszej pracy wykazano, ze w procesie tym poczatkowo obserwowano nieznaczne
zaglebienia na powierzchni zawiazkow. Natomiast od P1 widoczne bylo rozszczepia-
nie si¢ pasm nabtonkowych pierwszorzegdowych na ich koncu blizszym. Hamed i1 wsp.
(1980) odnotowali, ze proces formowania si¢ rowkow jest jednokierunkowy — tylko od
powierzchni rozwijajacych si¢ brodawek. Fujimoto i wsp. (1993) sugerowali, ze rowki
powstaja poprzez potaczenie si¢ sasiadujacych ze soba przewoddéw wyprowadzajacych
gruczotéw, co jest dyskusyjne i nie odpowiada wynikom badan wtasnych.

WNIOSKI

1. Brodawki lisciaste rozwijaja si¢ od E22 z pasm nabtonkowych pierwszorzg¢do-
wych.

2. Nabtonek pokrywajacy rozwijajace si¢ brodawki lisciaste od E22 do P30 zmienia
si¢ z 1-2-warstwowego w nabtonek wielowarstwowy ptaski nierogowaciejacy.

3. Rowki brodawek lisciastych powstaja w procesie rozszczepiania si¢ pasm nablon-
kowych pierwszorzgdowych.

4. CTC brodawek lisciastych rozwija si¢ od E22 z fatldow o nieciaglej strukturze.
Od P1 tworza go trzy faldy: jeden srodkowy i dwa boczne, oddzielone rynienkowatymi
zaglebieniami.
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MORPHOGENESIS OF FOLIATE PAPILLAE ON THE RABBIT TONGUE
(ORYCTOLAGUS CUNICULUS F. DOMESTICA)

Summary

In this study was undertaken to examine the morphogenesis of foliate papillae on the rabbit tongue,
Oryctolagus cuniculus f. domestica. The first symptoms of formation of the rudiments of foliate pa-
pillae were observed at day 22 of prenatal development of the rabbit. They were consisted of some
parallel primary epithelial streaks. The connective tissue core was formed by broken folds. At day
26 of prenatal development study showed the secondary epithelial streaks. The Folds of connective
tissue were unbroken. Starting from day 1 of postnatal life of the rabbit, the connective tissue core
of each folium of foliate papillae was formed by three folds — one central fold and two lateral folds.
These folds were arranged between epithelial streaks. The individual folia of foliate papillae were
arranged parallel to one another and separated by clear furrows. Developing papillac composed
from 15 to 21 folia of the foliate papillae.

KEY WORDS: foliate papillae, development, LM, SEM
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Konie czystej krwi arabskiej, podobnie jak inne rasy, podlegaja statym wptywom selekcyjnym, co
przy specyficznych warunkach srodowiskowych daje rézne efekty fenotypowe, w tym réwniez po-
krojowe. Klacze w poréwnaniu z samicami innych udomowionych gatunkéw zwierzat odznacza-
ja si¢ mniejsza wydajno$cia reprodukcyjna (Engelken 1999, Wieczorek 2001, Kosiniak-Kamysz,
Wierzbowski 2004). Kilka czynnikéw wykazuje wptyw na poziom reprodukcyjnosci. Jest nim
wiek, gdyz wraz z jego wzrostem wspolczynnik reprodukcyjnosci maleje, a wzrasta wspotezynnik
strat zrebiat (Sanderson i Allen 1987, Morris i Allen 2002, Allen i wsp. 2007, Hearn 1 wsp. 1993,
Bosh i wsp. 2009, Bruck i wsp. 1993).

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie, w jaki sposob takie czynniki reprodukcyjne jak wiek
klaczy, dlugos¢ trwania ciazy i pte¢ zrebigcia maja wptyw na wymiary i masg ciata zrebiat czystej
krwi arabskiej przy urodzeniu.

SEOWA KLUCZOWE: Stadnina Michalow, pomiary morfometryczne, zrebigta rasy arabskiej

MATERIAL I METODY

Badaniami objgto 1067 zZrebiat czystej krwi arabskiej urodzonych w Stadninie Koni
Michatow w latach 1995-2009. Z dokumentacji hodowlanej prowadzonej przez stadning
zostaly pozyskane informacje odno$nie Zrebiat, takie jak: masa ciata Zrebigcia po urodze-

Do cytowania — For citation: Spiewak J., Jagla E., Dobrowolski M., Lowicka O., Geringer de
Oedenberg H., 2013. Analiza parametrow morfometrycznych i masy ciata przy urodzeniu Zrebiat
czystej krwi arabskiej z SK Michatéow w latach 1995-2009. Zesz. Nauk. UP Wroc., Biol. Hod.
Zwierz., LXVIII, 593: 27-31.
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niu, wysoko$¢ w kiebie, obwod klatki piersiowej i obwdd nadpegcia. Obliczono indeksy
koscistosci i obwodu klatki piersiowej (masywnosci) (Walkowicz i Jodkowska 2001).

Dane zostaly poddane analizie statystycznej w programie Statistica 10.0. Do okre-
Slenia wptywu dlugosci ciazy, pici zrebigeia oraz wieku klaczy na uzyskane pomiary
i indeksy biometryczne postuzono si¢ jednoczynnikowaq analiza wariancji (ANOVA), za$
istotnosci réznic pomigdzy grupami okreslono testem Duncana.

Pod wzgledem czasu trwania ciaze zostaly podzielone na pig¢ podgrup: bardzo krotka
(<314 dni), krotka (314-327 dni), normalna (328-338 dni), dluga (339348 dni) oraz bar-
dzo dluga (>348 dni). Dodatkowo klacze zostaty podzielone na grupy wieckowe wedhug
nastgpujacego schematu: 3—6 lat (grupa I), 7-10 lat (grupa II), 11-15 lat (grupa III) i >15
roku zycia (grupa IV) w momencie krycia.

WYNIKI I OMOWIENIE

W wyniku przeprowadzonych analiz odnotowano, ze zardwno dtugos¢ ciazy, jak i wiek
klaczy wptywaja znaczaco na wskazniki morfometryczne i masg ciata zrebiat (tab. 1).
Masa ciala zrebiat klaczy najmtodszych po urodzeniu byla istotnie nizsza w poréwnaniu
ze zrebigtami klaczy pozostaltych grup. Podobne wyniki badan uzyskat Hintz i wsp.
(1979) u rasy xx, wskazujac, ze klacze ponizej 7. roku zycia rodza zrebigta statystycznie
istotnie 1zejsze w poroéwnaniu ze zrebigtami klaczy starszych.

Wysoko$¢ w kigbie zrebiat klaczy najstarszych byla istotnie wyzsza w poréwnaniu ze
zrebigtami klaczy pozostatych grup, przy czym zrebigta klaczy najmtodszych byly row-
niez wysoko istotnie mniejsze w poréwnaniu ze zrebigtami klaczy grup II 1 I11.

Obwaod klatki piersiowej zrebiat klaczy grup 11 IV byt wysoko istotnie nizszy w po-
réwnaniu z jej obwodem zrebiat grup I1 1 I11.

Obwod nadpecia byt z kolei wysoko istotnie wigkszy u zrebiat klaczy grupy IV w po-
réwnaniu ze zrebigtami klaczy grup 11 II. Ogdlnie obwody nadpgcia byty wigksze w spo-
sob istotny lub wysoko istotny u zrebiat klaczy grup I-IV. Konsekwencja wymiarow byt
istotnie nizszy indeks obwodu klatki piersiowej zrebiat klaczy grupy IV w poréwnaniu ze
zrebigtami klaczy grup I, I i III. Nie stwierdzono natomiast réznic istotnych w indeksach
koscistosci zrebiat klaczy z rozpatrywanych grup.

Stwierdzono istotny i wysoko istotny wptyw dlugosci trwania cigzy na masg ciata po
urodzeniu oraz wskazniki morfometryczne zZrebiat czystej krwi arabskiej. Wysoko istot-
nie I1zejsze rodzily sig¢ zrebigta z ciaz bardzo dhugich w poréwnaniu z pozostatymi grupa-
mi. Istotnie i wysoko istotnie nizsze w kigbie rodzity si¢ zrebigta z ciaz bardzo krotkich
W poréwnaniu ze zrebigtami z cigz o normalnej dtugosci, dtugich i bardzo dhugich. Z ko-
lei obwad klatki piersiowej wysoko istotnie wigkszy stwierdzono u zrebiat z ciaz bardzo
krotkich w poréwnaniu ze zrebigtami z cigz pozostatych grup. Obwdd nadpgcia nato-
miast byl istotnie i wysoko istotnie wigkszy u zrebiat z ciaz krotkich, normalnych i dhu-
gich w poréwnaniu ze zrebigtami z ciaz bardzo krétkich i bardzo dtugich. Konsekwencja
réznic w wymiarach byl wysoko istotnie wigkszy indeks klatki piersiowej zrebiat z ciaz
bardzo krétkich w poréwnaniu z pozostatymi grupami. Wysoko istotnie i istotnie wigksze
indeksy koscistosci stwierdzono u zrebiat z ciaz krotkich i normalnych w poréwnaniu
z ciagzami bardzo dhugimi.
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Z badan wiasnych oraz wedtug Purzyc i wsp. (2011) wynika, ze przy urodzeniu dy-
morfizm plciowy u zZrebiat jest stabo zaznaczony. Pte¢ zrebigcia spowodowata wysoko
istotnie wigkszy obwod nadpecia ogierkow i co si¢ z tym wiaze — wysoko istotnie wigk-
szy indeks ko$cistosci ogierkow w poréwnaniu z klaczkami. Natomiast badania Purzyc
i wsp. (2007) przeprowadzone na koniach rasy huculskiej nie wykazaty istotnych réznic
w tym wzgledzie. Pozostate parametry u klaczek i ogierkoéw w catej populacji nie réznity
si¢ istotnie, mimo ze ogierki byly ci¢zsze i wyzsze, a klaczki miaty wigkszy indeks i ob-
wod klatki piersiowej. Wedlug Hintza i wsp. (1979) oraz Yamamoto i wsp. (1993) ogierki
odznaczajg si¢ wyzszymi wartosciami morfometrycznymi, rowniez wigkszym w stosun-
ku do klaczek obwodem nadpecia.

PODSUMOWANIE

W wyniku przeprowadzonych badan mozna zauwazy¢, iz zrebigta czystej krwi arab-
skiej hodowane w SK Michatow z ciazy bardzo krotkiej byly wysoko istotnie nizsze
w poréwnaniu ze zrebigtami z cigz dlugich oraz istotnie od Zrebiat z ciaz normalnych
i bardzo dhugich. Ponadto zrebigta z ciaz bardzo dtugich charakteryzowaty si¢ wysoko
istotnie nizsza masa ciata w porownaniu z tymi z pozostatych grup. Jednoczesnie analizy
wskazuja, ze klacze najmlodsze rodza zrebigta o wysoko istotnie nizszej masie ciala,
obwodzie klatki piersiowej i wysokosci w kigbie. Nalezy takze zauwazy¢, ze klacze
w wieku powyzej 15. roku zycia rodza zZrebigta charakteryzujace si¢ wysoko istotnie
nizsza wartos$cia indeksu obwodu klatki piersiowe;.
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MORPHOMETRIC PARAMETERS ANALISYS OF ARABIAN FOALS BORN
IN MICHALOW STUD IN 1995-2009

Summary

The aim of this study was to determine the relations between some reproduction rates like age of
mare, duration of pregnancy and gender of foal and morphometric parameters of nursling Arabian
Horses.

The study included 1067 foals born in Michaléw Stud during the years 1995-2009. From
breeding’s documentations results of morphometric measurements such as body weight, height at
withers, chest circumference, cannon circumference were obtained. We estimated index of girth’s
chest circumference and index of boniness according to Walkowicz and Jodkowska (2001).

Data were analyzed in Statistica 10.0 program using univariate analysis of variance (ANOVA).
Statistical significance of results was determined with Duncan test.

Our experimental data suggest that foals from short pregnancy were lower in weight but more
massive than foals from long pregnancy and very long pregnancy. Simultaneously our analysis
indicated that younger mares give birth foals which have the lowest body weight, height at withers
and chest circumference.

KEY WORDS: Michatow Stud, morphometric parameters, Arabian foals
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The aim of this study was to evaluate the use of Canada goose (Branta canadensis L.) sperm
cryopreservation method in the case of White Kotuda® gander semen. Tests were performed on
7 Branta canadensis L. geese aged between 4 to 10 years. Semen was collected by dorso — abdo-
minal massage, and then pooled ejaculate was diluted with EK diluents in the ratio of 1:0.5. Then
the diluted semen was cooled at 4°C for 15 minutes. Next the dimethylformamide (DMF) of a final
concentration of 6% was added to the semen. After the addition the covering agent the semen
hoisted to 0.25 ml straws and equilibrated for 5 minutes at 4°C. Freezing of sperm took place in
cryogenic chamber at a speed of 60°C/min from 4°C to -140°C, and then the straws of the semen
were moved into liquid nitrogen (-196°C), to the deep freeze.

After freezing — thawing of semen a decrease in morphological quality of semen was observed.
The average share of total live spermatozoa in the unfrozen semen decreased significantly (P <
0.05) by 29.8 percentage points, as well as properly shaped spermatozoa (PSS) average share of
17.5 percentage points.

Sperm cryopreservation method used by Canada goose in relation to fresh semen, resulted in
reduction of the share in total live spermatozoa and properly shaped ones, but the share of these
categories in the frozen — unfrozen sperm (respectively 54.7 and 27.6%) can be considered as pro-
mising, giving rise to a eggs fertilization after the insemination.

KEY WORDS: Canada goose, semen quality, semen cryopreservation

INTRODUCTION

Increase in the interest of cryopreservation of bird semen is highly related to the rise
in importance of artificial insemination as one of the method of breeding of birds. Origins

For citation — Do cytowania: Zaik Z., 2013. Cryopreservation of Canada goose (Branta
canadiensis L.) semen. Zesz. Nauk. UP Wroc., Biol. Hod. Zwierz., LXVIII, 593: 33-48.
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of the artificial insemination in birds date back to 1937 when Burrows and Quinn elabo-
rated the method of semen collection from roosters and turkeys, and insemination of these
species. One of the manners to breed birds is an artificial insemination that can be applied
to every species of poultry as well as to wildfowl.

Nowadays, artificial insemination is widely used in turkeys and chickens reared for
meat. It is most of all caused by a significant difference between male and female body
mass and in consequence, low indices of fertilized eggs. Besides, this kind of insemina-
tion is applicable when: there are not enough males to cause a natural mating, it is crucial
to obtain the maximal number of the progeny after a valuable breeder, it is necessary to
be independent of sex drive occurring in different periods of reproductive season and to
eliminate preferences in mating, it is needed to overcome periodical decrease in fertiliza-
tion, mating between species takes place (e.g. between Pekin duck and Muscovy Duck),
reproductive flock is kept in a cage. It should be mentioned that artificial fertilization can
prevent diseases transmitted by natural mating from spreading (Chetmonska 1980, Luka-
szewicz 2002, Sellier et al. 2005).

The process of the cryopreservation consists of four related stages, as follows: dilution
of the semen with species and accordant thinner (Chetmonska et al. 2006a, Lukaszewicz
2002), choosing of the concentration and time of exposure to cryoprtectant (equilibration
time) (Chelmonska et al. 2006b, Lukaszewicz and Fujihara 2000), rapidity of temperature
decreasing during freezing (Lukaszewicz 2002, Kowalczyk 2008), temperature and time
of semen defrosting (Ostaszko 1971). Undiluted bird semen, stored in vitro, loses its fer-
tilizing capacity very fast (Christensen 1995). According to Wambeke (1972) fertilizing
capacity of unthinned semen of roosters kept for 3 hours at 2°C is reduced by 40%. That is
why freshly collected sperm should be diluted, with use of an adequate thinner, as soon as
possible. So it is important to use, during storage, such a thinner which will provide the hi-
ghest possible fertilizing capacity (Lake 1960). During cryopreservation, besides thinners,
a cryoprotectant is needed. Its main purpose is dehydration of sperm cells which protects
them from destructive results of hyperosmotic and thermic shock (Blanco et al. 2000).
There can be distinguished two groups of cryoprotective medium: the first, low molecu-
lar, that are able to go through plasma membranes of the cells to be frozen (e.g. glycerol,
ethylene glycol, dimethylacetamide, dimethylformamide) and the second, also structured
of small particles, but without ability of cell membrane penetration (e.g. polyvinylpyrroli-
done, polyethylene glycol). Cryoprotectants are to inhibit or reduce freezing damages that
occur due to ice formation, out of cells and in the sperm cytoplasm. It is possible thanks
to their ability to bind water particles. Penetration of water and electrolytes among the
sperm and the external environment causes damages in plasma membrane (Blanco et al.
2000, Papis 1997). An important element for the success of cryopreservation is choosing
an adequate amount of the cryoprotectant and its time of exposure (time of equilibration)
to the sperm. The time should be long enough to enable the penetration of the sperm by the
cryoprotectant but not too long to avoid its toxic effect on the sperm (Blanco et al. 2000).

Lukaszewicz maintains (2002) that there is a close relationship between the thinner
used, the protective efficacy of some means of shielding and the pace of semen freezing. Gee
and Sexton (1990) froze the semen of the Aleutian Canada goose (Branta canadensis L.)
at 6 or 7% concentration of the DMSO cryoprotectant (dimethylsufoxide) with the initial
speed of 1°C/min up to a temperature of -20°C, than with 50°C/min, up to a temperature
of -8°C, than with 160°C/min, until a temperature of -196°C. After the thawing there was



Cryopreservation of Canada goose... 35

46.7% of living sperms, and after the insemination of females a percentage of fertilized
eggs ranged from 12 to 31%.

MATERIAL AND METHODS

The research was carried out in the experimental facility of the Poultry Breeding De-
partment, Wroctaw Environmental and Life Science, Poland. The studies lasted from 31
March to 15 may. The time included a period of geese to get accustomated to the proce-
dure of genders semen collection (catching, dorso — abdominal massage — first 3 weeks
and checking the quality of semen and its cryopreservation — another 6 weeks). The re-
productive cycle was divided into three periods, which lasted: I period — 8 days, II period
— 17 days, III period — 8 days.

The material consisted of 7 ganders of Branta Canadiensis L. Four of the birds
(4 years old) came from the private breeding facility located in Jarnoltowek near Glucho-
tazy and the three individuals (10 years old) were from the zoo in Opole.

Semen was collected by dorso — abdominal massage twice a week (Tuesday and Fri-
day morning). Activities for the collection of semen in each case were carried out by the
same persons. Semen was collected into the glass test-tube, which shape and size was
adapted to the shape of the gander copulating organ. Each sample was evaluated in terms
of purity (presence of faeces, urine and blood). During cryopreservation process — semen
samples were combined in test tubes with an automatic pipette and mixed in order to
obtain a homogeneous sample. Each time the males were subjected to individual assessed
of the reaction rate on the dorso — abdominal massage and the semen was evaluated by
macroscopic and microscopic methods.

Macroscopic and microscopic evaluation of the semen

To the macroscopic evaluation of semen were:
* the semen volume (determined by using an automatic pipette with an accuracy

of 0.01 ml),

» color of the semen (light or dark gray),
» consistency of the semen (sparse, consistent — without jelly addition).

To the microscopic evaluation of semen were the concentration of the semen was as-
sessed by using a Potain mixer and a Thom Zeiss table. Morphological assessment of the
semen was based on the cytological preparations. The analysis was based on morpholo-
gical assessment (under the microscope) 300 spermatozoids per the sample of the semen,
placed in one of eight categories (tab. 2). Motility was estimated by using the hanging
drop method at 400 x magnification (Bakst and Cecil 1997).

Semen quality index (SQI¥)

Semen quality index (SQI) determines reproductive suitability of an individual by more
complex analysis of the collected semen. Semen quality index values were calculated
according to the following equation (Lukaszewicz and Kruszynski 2003):
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ejakulate semen volume (ml) x semen concentration (n x 10° ml) x live sperm cells, properly shaped (%)
100%

*SQI =

objetos¢ ejakulatu (ml) x (n x 10° ml) x prawidtowe plemniki (%)
100%

WIN =

Dilution of the semen

EK diluent (tab. 1) has been used to dilute fresh semen before freezing. Diluent was at
room temperature (about 20°C) and it was added to the semen in a ratio of 1:0.5. The di-
luted semen was cooled at 4°C for 15 minutes. Next the 6% dimethylformamide (DMF)
was added to the semen. After the addition the covering agent the semen was draw into
0.25 ml straws and equilibrated for 5 minutes at 4°C. Freezing of the semen took place in
cryogenic chamber at a speed of 60°C /min from 4°C to -140°C, and then the straws of
the semen were moved into liquid nitrogen (-196°C), to the deep freeze.

Table 1
Tabela 1
The chemical composition of the diluent EK
Sktad chemiczny rozcienczalnika EK

Components Diluent EK
Komponenty Rozcienczalnik EK
Monosodium glutamate 14
Glutaminian sodu )
Potassium citrate x H,0
. . 2 0.14
Potassium citratex x H,0
Glucose
Glukoza 0.7
D — Fructose 02
D — Fruktoza '
Inositol
Inozytol 0.7
Polyvinylpyrrolidone (PVP) 0.1
Protamine sulphate
. : 0.02
Siarczan protaminy
Na,HPO, 0.98
NaH,PO, 0.21

Thawing the semen

Frozen samples were thawed in a water bath at 60°C for about 3—5 seconds. After the
defrosting both ends of the straws were cut off and the semen was poured into the test
tubes.

The description of statistical results
The results of the evaluation of semen quality of fresh and frozen — thawed analyzed
statistically using ANOVA and the significance of differences was determined using Dun-
can’s test using Statistica, version 7.1
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RESULTS

Evaluation of male’s reaction to semen collection

Table 2
Tabela 2
Evaluation of the response to dorso-abdominal massage (n = 11)
Ocena reakcji samcOw na zabieg masazu grzbietowo-brzusznego (n = 11)
Number of
individual % of positive
Period Nr osobnika reactions/each
Okres | Date of col- 352 | 353 | 354 | 355 | 356 | 889 | 1138 day
lection % pozytywnych
Data pobrania reakcji/dzien
materialu
31.03.09 e ol e B B B o I IR e 71.42
3.04.09 R e i B o o A o e e B 57.14
1
7.04.09 N I I e e e e I e S B I o 57.14
10.04.09 a.s a.s +++ a.s +++ a.s a.s 28.57
14.04.09 as | | A | A | | A | 85.71
II 17.04.09 a.s R I o I e T o B o o o B 57.14
21.04.09 as | | | | | | as 57.14
27.04.09 a.s +++ ++ | a.s +++ 71.42
30.04.09 ar | | A | A | | a.s 57.14
111
5.05.09 ++ as |+t | A | | ar | 71.52
8.05.09 a.s |+ | +* | + +++ 57.14
% of positive reac-
tions/the whole cycle | g 1ol 61 01 | 4545 | 81.81 | 100 |27.27|72.72 61.04
% pozytywnych reak-
cji/cykl

Data contained in columns should be analyzed as a result obtained from particular males. Verses contain scores
gained from all males on given day of the research.

Dane przedstawione w kolumnach nalezy analizowa¢ jako wynik uzyskany od kazdego samca indywidualnie.
Dane przedstawione w wierszach nalezy analizowaé jako wynik uzyskany od wszystkich samcow w danym
dniu badawczym.

Legend: +++! — very immediate reaction of gander (below 60 sec.), semen clear, without urine and blood; +++
— immediate reaction of gander (to 60 sec.), semen clear, without urine and blood; ++ — fast reaction of gander
(above 60 sec.), semen clear, without urine and blood; + — slow reaction of gander, semen clear, without urine
and blood; +* — very slow reaction of gander, semen contaminated, ejaculated into feathers; a.r — no response to
massage, no semen; a.s — normal reaction, the absence of semen.

Objasnienie tabeli 2: +++! — bardzo szybka reakcja samca (ponizej 60 sek.), nasienie czyste, bez domieszek
kato-moczu i krwi; +++ — szybka reakcja samca (do 60 sek.), nasienie czyste, bez domieszek kato-moczu i krwi;
++ — szybka reakcja samca (powyzej 60 sek.), nasienie czyste, bez domieszek kato-moczu lub krwi, + — bardzo
wolna reakcja samca, nasienie czyste, bez domieszek kato-moczu lub krwi, +* — bardzo wolna reakcja samca,
nasienie zanieczyszczone, oddane w piora; a.r — brak reakcji samca na masaz, brak nasienia; a.s — dfuzszy okres
pobudzania samca, erekcja bez ejakulacji.
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According to Lukaszewicz (2002), very important stage of dealing with males, semen
donors, is to assess the stage of development of copulatory organ and the rapidity of re-
sponse to the dorso — abdominal massage. In the research conducted, gaining of a clear
semen, free from faeces and blood (+++! +++ or ++), was regarded as a positive result.
The weakest reactions to the massage, total of 18.2%, were stated in case of male number
352 whereas male number 356 showed 100% of positive responses. During all reproduc-
tive period 77 attempts to collect semen were done, of which as many as 61% resulted in
gaining valuable ejaculates.

Factors affecting the quality of semen

An important factor conditioning the success of the storage of liquid or frozen semen
is the quality of the ejaculate, which depends on: the species and the race (Chelmonska
1972), age of males (Lukaszewicz 2002), reproductive period (Lukaszewicz 2002), ha-
bituation to catching, technique and frequency of sperm collecting (Grunder and Pawluc-
zyk 1991, Lukaszewicz 2000), living conditions (access to pools and runs), individual
characters of males (Gee and Temple 1978).
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Graph 1. Mean volume of the ejaculate gained collectively from males during particular periods
of the reproductive cycle and an average of all collections (n=11; X X =+ SD)

Wykres 1. Srednia objetoéé¢ nasienia uzyskana zbiorczo od samcoéw w poszczegolnych okresach
sezonu reprodukcyjnego oraz $rednia wszystkich pobran (n=11; X X =+ SD)

There were no significant differences in semen amount between studied periods. The
lowest volume was stated in the uppermost stage of the reproduction cycle (820.0 pl)
while the highest — in the terminal phase (1316.6 pl). The mean lot of semen of whole
reproduction period was 997.2 ul (graph 1). Calculating the average volume of semen
obtained from an individual in the test periods of the reproductive season, insignificant
variations were observed. The lowest mean amount of sperm was noticed in the upper-
most stage of the reproduction cycle (188.1 pl). The average of all reproductive period
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was 139.6 pul (graph 2). Chrzanowska and Kochanowski (2004) obtained from Canada
goose male an average of 53.3 pl of semen which was lower, by 86.3 pl, than results of
present study. The amount of ejaculate collected from the Graylag goose (Anser anser
L.) was lower as compared to the mentioned in the research and ranged from 7.5 to
70 ul (Chrzanowska and Kochanowski 2004, Lukaszewicz et al. 2004). On the other hand,
comparing semen lots from Canada goose males to Biata Kotudzka® (deriving from the
Graylag goose), higher volume of ejaculate (by 57 pl) was stated (Lukaszewicz 2002).
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Graph 2. Mean semen volume* gained from the individuals in particular periods of the reproduc-
tive cycle and an average of all collections (n=11; X X + SD)

Wykres 2. Srednia objetosci nasienia* uzyskana od osobnika w poszczegolnych okresach sezonu
reprodukcyjnego oraz $rednia wszystkich pobran (n=11; X X =+ SD)

*Semen volume (in pl) collected from the individual was calculated by dividing the mean lot gained on given

day by total amount of donors.

*Objetos¢ nasienia (w pl) pobrana od jednego osobnika zostata wyliczona, dzielac $rednig objgtos¢ uzyskana

w danym dniu przez liczbg samcow oddajacych nasienie.

The mean concentration of sperm cells in Canada goose’s semen during all test period
amounted 231 x 106/ml, ranging insignificantly from 197 to 259 x 106/ml (graph 3).
Gee and Sexton (1990) evaluating the semen of Aleutian Canada goose (Branta cana-
diensis L). also stated fluctuations in sperm cells concentration depending on reproducti-
ve cycle phase. Namely, in the beginning it was from 35 to 350 x 106/ml, while increased
to 920 x 106/ml during the climax. Chrzanowska and Kochanowski (2004) indicated
in Canada goose higher sperm cells concentration than showed in the study. The mean
difference was 80 x 106/ml. Also Gee and Temple (1978) obtained higher concentration
of sperm cells in Aleutian Canada goose, by 109 x 106/ml. Whereas the semen of the
Graylag goose was characterized by lower sperm cells concentration, by 147 x 10/ml
(Lukaszewicz et al. 2004).
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Graph 3. Mean concentration of sperm cells gained collectively from the individuals in articular
stages of the reproductive cycle and an average of all collections (n=11; X X =+ SD)

Wykres 3. Srednia koncentracja nasienia uzyskana zbiorczo od samcow w poszczegolnych okre-
sach sezonu reprodukcyjnego oraz $rednia wszystkich pobran (n=11; X X +SD)

The fraction of the live sperm cells revealed in the research was 84.5% on average
and varied significantly (P < 0,05) from the fraction of 74.1% in the terminal stage of
reproductive cycle (III) and 90.2% at the climax (II) (tab. 3). As compared to the results
showed, Gee and Sexton (1990) stated higher part of live sperm cells in Aleutian Canada
goose semen, by 8.4%, and Chrzanowska and Kochanowski (2004), by 13.7%, in Canada
goose. In the case of the Graylag goose the share of living sperm cells was 97.2%. Also
Lukaszewicz revealed higher percentage, total of 8.7%, of living sperm in the semen of
Biata Kotudzka® goose.

The highest share of properly shaped sperm (PSS), 51.9%, was noticed in the I period
of reproduction cycle, which was significantly higher (P < 0.05) as compared to the ave-
rage of the Il period (33.6%). Mean fraction of PSS of all reproductive period was 45.1%
(tab. 3). In comparison to the results presented, Gee and Sexton (1990) stated higher share
of PSS in Aleutian Canada goose’s semen. Chrzanowska and Kochanowski (2004) found
in Canada goose’s ejaculate higher part of PSS, by 31.1%, as well. Also in case of the
Graylag goose, the interest of PSS was greater, by 9.0%, (Chrzanowska and Kochanow-
ski 2004) and of Biata Kotudzka® — by 6.4% (Lukaszewicz 2002).

In this research the fraction of sperm with inflated heads ranged from 18.3 to 28.2%.
No significant differences in the share of this morphological form were stated in particu-
lar test periods (tab. 3). The mean percentage of inflated head sperm cells for all repro-
ductive period was 24.2%.
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Table 3
Tabela 3
Fraction of morphological forms in fresh semen during particular stages of reproductive period
and the average of all collections (n=11; X x + SD)
Udziat form morfologicznych w nasieniu $wiezym w poszczegolnych okresach sezonu reproduk-
cyjnego oraz $rednia wszystkich pobran (n=11; X X + SD)
Period Start Middle End Mean
Okres Poczatek Szczyt Koniec Srednia
Live sperm cells total
Plemniki zywe ogétem
Live sperm cells, properly shaped
Plemniki zywe, prawidlowo uksztattowane

853+7.4 902" +34|74.1°+11.4| 84.5+9.6

51.9°+6.2 |47.9%+4.6|33.6°+2.2 | 45.1+8.6

Sperm with inflated head

Plemniki o rozdetych gtéwkach 183+4.2 | 253+6.8 | 282+6.2 | 242+6.7

Sperm with defects in acrosome
Plemniki ze zmianami w akrosomie
Sperm with broken mid piece

Plemniki z zatamanymi szyjkami
Sperm with looped heads

Plemniki ze spg¢tlona glowka

Sperm with defects in connecting piece
Plemniki ze zmianami we wstawce

0.1+0.1 0.1+0.2 0.0£0.0 0.1+0.1

45428 | 27406 | 1.3*£06 | 2.8+1.8

24+£08 | 42+£22 2.1+0.8 3.1+1.8

0.72°+0.7 | 0.0°£0.0 | 0.0°£0.0 | 0.2+0.3

Spermatids, immature stages of sperm cells
Spermatydy, niedojrzate formy 1.1*+0.7 | 06+0.5 | 0.0°+0.0 | 0.6+0.6
morfologiczne plemnikow

Other morphological forms

Inne formy morfologiczne plemnikéw
Dead sperm cells

Plemniki martwe

*Values in columns marked with different letters differ significantly (a, b — P <0.05) from each other
Wartosci w kolumnach oznaczone réznymi literami roznia sig istotnie (a, b — P < 0,05)

62+53 94+33 89+9.0 84+£53

147+74 | 9.8°+4.0 [259°+11.4| 155+9.5

As compared to the present study, Gee and Sexton (1990) indicated in Aleutian Cana-
da goose’s semen content of sperm cells with inflated heads lower by 17.5%. Chrzanow-
ska and Kochanowski (2004) also revealed lower share of this category of sperm cells, by
16.1% in Canada goose and by 14.6% in the Graylag goose. Result for Biata Kotudzka®
is comparable and amounts 26.8% (Lukaszewicz 2002). The fraction of sperm cells with
broken neck ranged from 2.1% to 4.2%. No significant differences in share of this mor-
phological form were stated in particular test periods (tab. 3.). The mean share of this kind
of sperm for all reproductive period was 3.1%. Chrzanowska and Kochanowski (2004)
showed higher amount of sperm cells with broken necks, by 3.1%, in Canada goose and
by 5% in the Graylag goose. In Lukaszewicz’s research the percentage of cells with bro-
ken neck in Biata Kotudzka®™ was greater by 6.5%.

The mean part of cells with broken connecting piece stated in the investigation was
0.2% and ranged significantly (P < 0.05) in the initial (I), uppermost (II) and terminal (I1I)
stage of the reproductive cycle (tab. 3). Gee and Sexton (1990) found in Aleutian Canada
goose’s 12.6% more cells with this kind of defect, whereas Chrzanowska and Kochanow-
ski (2004) in Canada goose’s semen — 5.1%. In case of the Graylag goose, sperm with
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®

broken connecting piece accounted for 5.6% of the whole. The semen of Biata Koludzka
was also characterized by higher, by 3.3%, share of cells with defects of connecting piece
(Lukaszewicz 2002) amounted 12%. The higher part of spermatids was also revealed by
Lukaszewicz (2002) in semen of Biata Kotudzka®. The difference was of 4.1%.

In comparison to the present study, Gee and Sexton (1990) indicated in Aleutian Ca-
nada goose’s semen content of sperm cells with inflated heads lower by 17.5%. Chrza-
nowska and Kochanowski (2004) also revealed lower share of this category of cells, by
16.1% in Canada goose, and by 14.6% in the Graylag goose. Result for Biata Kotudzka®
is comparable and amounts 26.8% (Lukaszewicz 2002).

The fraction of sperm cells with broken neck ranged from 2.1 to 4.2%. No signifi-
cant differences in share of this morphological form were stated in particular test periods
(tab. 3). The mean share of this kind of sperm for all reproductive period was 3.1%.
Chrzanowska and Kochanowski (2004) showed higher amount of sperm cells with bro-
ken necks, by 3.1% in Canada goose, and by 5% in the Graylag goose. In Lukaszewicz’s
research the percentage of cells with broken neck in Biata Kotudzka® was greater by
6.5%.

The mean part of cells with broken connecting piece stated in the investigation was
0.2% and ranged significantly (P < 0.05) in the initial (I), uppermost (II) and terminal (III)
stage of the reproductive cycle (table 3). Gee and Sexton (1990) found in Aleutian Ca-
nada goose’s semen higher fraction, by 12.6%, of cells with this kind of defect, whereas
Chrzanowska and Kochanowski (2004) in Canada goose’s semen — by 5.1%. In case of
the Graylag goose, sperm with broken connecting piece accounted for 5.6% of the whole.
The semen of Biata Kotudzka®™ goose was also characterized by higher, by 3.3%, share of
cells with defects of the connecting piece (Lukaszewicz 2002).

Spermatids accounted for 0.6% on average of all semen investigated. The part of this
kind of cells ranged significantly (P < 0.05) in the initial stage of the reproductive period
(I) — with 1.1% and the terminal (IIT) — with no share at all (tab. 3). In Chrzanowska and
Kochanowski’s (2004) study on Canada goose semen, the fraction of spermatids was
comparable, while in the Graylag goose it amounted 12%. The higher part of spermatids
was also revealed by Lukaszewicz (2002) in semen of Biata Kotudzka®. The difference
was of 4.1%.

The fraction of other morphological forms in investigated semen was 84% on ave-
rage, ranging from 6.2% in initial phase of reproductive cycle (I) to 9.4% at the climax
(IT) (tab. 3). Gee and Sexton (1990) revealed in Aleutian Canada goose less share of
other morphological forms by 8.2%, whereas Chrzanowska and Kochanowski (2004) in
Canada goose semen stated comparable percentage of other forms (10.3%). In the Gray-
lag Goose’s semen other morphological forms of sperm cell accounted for 2.7% of all.
Lukaszewicz (2002) as well proved the higher fraction of cells with other morphological
defects in Biata Kotludzka’s® semen, which amounted 9.9%.

Semen quality index

In the fresh sperm SQI for whole reproductive cycle was 14.5 and ranged from 12.5 to
14.7. There were no statistically significant differences between periods under investiga-
tion (tab. 4). Semen quality obtained by Chrzanowska and Kochanowski (2004), from
Canada goose and the Graylag goose was higher and amounted — respectively 37.9 and
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60.8. Comparable quality of semen to the results presented was obtained by Lukaszewicz
(2002) in case of Biata Kotudzka® in which mean SQI was 31.1.

Table 4
Tabela 4
Semen quality index in particular stages of the reproductive cycle and the mean value
of all collections (n=11; ¥ X £ SD)
Wskaznik jako$ci nasienia w poszczegolnych okresach sezonu reprodukcyjnego oraz $rednia
wszystkich pobran (n=11; X X + SD)

Period of the productive cycle Semen quality index (SQI)
Okres cyklu produkcyjnego Indeks jakos$ci nasienia (WJIN)
Start
Poczatek 14.7+78.2
Middle 145+ 1453
Szczyt
End 1254727
Koniec
Mean
Srednia 145+17.6

Basing on own results and these from other authors it can be stated that SQI of Canada
goose is considerably higher as compared to other free — living geese, being at the same
time similar to Biata Kotudzka®.

Cryopreservation of semen

Besides the quality of obtained semen, another decisive factor affecting the final result
is applied method of cryopreservation. In the presented research, the semen of Canada
goose was preserved according to the method elaborated for Biata Kotudzka®, in which
after freezing — thawing of semen and further insemination high indices of fertilized eggs
and hatchability were obtained (Lukaszewicz 2002).

Impact of cryopreservation on sperm cells morphology

After cryopreservation of Canada goose semen mean share of living sperm was after
thawing 54.7%, with the lowest value of 44.6% in terminal stage of reproductive cycle
(IIT) and the highest of 61.3% at the climax (II). An average obtained in II stage was sig-
nificantly (P < 0.05) higher as compared to the mean value from III stage (tab. 5).

Morphological analysis of frozen-thawed semen showed high percentage (54.7%) of
living sperm cells in general but in comparison to the fresh semen a significant (P < 0.05)
reduction (by 29.7%) was observed (graph 4). Gee and Sexton (1990) also noticed re-
duction of living cells in Aleutian Canada goose’s semen after the cryopreservation. The
difference was 46.2% as compared to fresh sperm. Still, it has to be mentioned that during
Gee’s and Sexton’s research on the cryopreservation, another cryoprotectant was applied
(DMSO) in comparison to own research (capture 3). It is considered that dimethylsulpho-
xide (DMSO) at a concentration crucial to protect sperm cell during the cryopreservation
becomes toxic to cells undergoing equilibration (Sexton 1981).
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Also high reduction of living sperm cells fraction, by 41.4% in general, after the
cryopreservation was observed by Lukaszewicz et al. (2004). While Lukaszewicz (2002)
applying the method elaborated for Biata Kotudzka’s® semen (used in present rese-
arch as well), stated general reduction of percentage of living sperm by 25.1%. Instead,
Lukaszewicz et al. (2003) employing higher degree of dilution of sperm with “EK”’ thin-
ner (2:1), at identical other parameters of the cryopreservation, stated considerably higher
(by 34.5%) general loss of living sperm. It may indicate the favorable impact of lower
degree of semen dilution on sperm cells morphology after the cryopreservation.

Table 5
Tabela 5
Fraction of different morphological forms in frozen-thawed semen in particular stages
of reproductive cycle and the average of all collections (n=11; ¥ X + SD)
Udzial form morfologicznych w nasieniu zamrozonym-rozmrozonym w poszczeg6lnych okresach
sezonu reprodukcyjnego oraz srednia wszystkich pobran (n=11; ¥ X + SD)

Period Start Middle End ‘Mean
Okres Poczatek Szczyt Koniec Srednia

Live sperm cells total

pern ) 568483 |613%+88(44.6 +7.0| 54.7+103
Plemniki zywe ogotem

Live sperm cells, properly shaped 25.1+
Plemniki zywe, prawidlowo uksztatltowane 10.2 31.0£46 | 246£5.21 27667
Sperm with inflated head 159+
Plemniki o rozdgtych gtowkach 10.5 153381 93£57 | 138£65

Sperm with defects in acrosome

o ) . . 0.1+£0.2 0.1+£0.2 | 0.0+£0.0 0.1+£0.2
Plemniki ze zmianami w akrosomie

Sperm with broken mid piece

o ST 26+19 | 29428 | 1.7£1.7 | 25+22
Plemniki z zatamanymi szyjkami

Sperm with looped heads

Plemniki ze spetlona glowka 1.9+2.1 34+£15 | 23£09 2.7+1.6

Sperm with defects in connecting piece

o . . 03+0.5 0.0+£0.0 | 0.0£0.0 0.1+0.2
Plemniki ze zmianami we wstawce

Spermatids, immature stages of sperm cells . .
Spermatydy, niedojrzate formy morfolo- 0.7 £03 | 05+03 |01 £02| 04+0.3
giczne plemnikdéw

Other morphological forms

. _ 72+25 | 81+35 | 65+55 74+35
Inne formy morfologiczne plemnikow

Dead sperm cells

h 462+83 387 +8.8 55.4b +7.1| 453+£104
Plemniki martwe

*Values in columns marked with different letters differ significantly (a, b — P < 0.05)
Wartosci w kolumnach oznaczone réznymi literami roznia sig istotnie (a, b — P < 0,05)

Properly shaped sperm (PSS) accounted for the most important population in the ana-
lyzed semen due to their highest chance to reach infundibulum and fertilize the egg cell.
Thus, crucial element verifying the efficiency of the chosen method of the cryopreserva-
tion is assessment of the fraction of the PSS, which in consequence, may let obtain eggs
fertilized with frozen-thawed semen. It should be also kept in mind that basing mainly of
PSS share (and concentration of sperm cells) in semen, volume of the insemination dose
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is calculated. After frozing — thawing of semen, PSS accounted for 27.6% and applied
method of the cryopreservation caused significant (P < 0.05) cut of their share, by 17.5%,
as compared to the fresh semen. Gee and Sexton (1990) after the cryopreservation of
Aleutian Canada goose’s semen stated reduction of the PSS fraction by 41.8%, gaining fi-
nally 28.1% of proper cells in thawed semen, which is comparable to the results presented
in this paper (graph 4.). Lukaszewicz et al. (2004) in frozen-thawed sperm of the Graylag
goose revealed reduction (in comparison to fresh state) of PSS share by 17.32%, gaining
finally 11.33% of proper sperm. Also in research on Biata Kotudzka’s® semen, fraction of
PSS was cut by 24.8% after thawing (Lukaszewicz 2002). In further studies the authoress
mentioned (Lukaszewicz et al. 2003), employing another method of cryopreservation of
Biata Kotudzka’s® semen showed even higher reduction of percentage of PSS, by 34.6%.
The difference between results of Lukaszewicz (2002) and Lukaszewicz et al. (2003) may
result from different degree of dilution of sperm by "EK" thinner.
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Graph 4. Fractions of particular morphological forms in fresh and frozen — thawed semen (n = 11;
X X +SD)

Wykres 4. Udziat form morfologicznych plemnikow w nasieniu §wiezym oraz zamrozonym-roz-
mrozonym (n=11; X X £ SD)

*Percentages of highlighted morphological forms in fresh and frozen-thawed marked with different letter differ
significantly (a, b — P < 0.05).

Wartos$ci procentowe udzialu wyrdznionej formy morfologicznej w nasieniu §wiezym oraz zamrozonym-rozm-
rozonym oznaczone réznymi literami roznia sig istotnie (a, b — P < 0,05).

Legend: 1 — living sperm total, 2 — properly shaped sperm cells, 3 — deformed sperm cells, 4 — dead sperm cells,
red columns — fresh semen, blue columns — frozen-thawed semen.

Objasnienie wykresu: 1 — plemniki zywe ogotem, 2 — plemniki prawidtowo uksztattowane, 3 — plemniki zdefor-
mowane, 4 — plemniki martwe, kolumny czerwone-nasienie $wieze, kolumny niebieskie nasienie zamrozone-
-roZmrozone.

% share of living sperm cells in total + % share of dead sperm cells = 100%

% share of properly shaped cells + % share of deformed cells + % share of dead cells = 100%

% udziat plemnikow zywych, ogétem + % udziat plemnikoéw martwych = 100%

% udziat plemnikow prawidtowo uksztalttowanych + % udziat plemnikow zdeformowanych + % udziat plem-
nikéw martwych = 100%
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In frozen-thawed sperm a reduction, by 12.3% (P < 0.05), of part of deformed sperm
cells as compared to freshly collected semen was noticed (graph 4). The decrease of
this kind of cells may be explained by their decay during the cryopreservation. Similar
observations were made by Gee and Sexton (1990) during their studies on free — living
Aleutiana Canada goose semen, namely, the part of deformed cells was reduced by 3.6%,
and by Lukaszewicz et al. (2004) in the sperm of the Graylag goose — the reduction was of
24%. After thawing of domestic Biata Kotudzka® goose’s semen the fraction of deformed
cells was very high and ranged from 41.3 to 47.5%, however, considerable decrease of
their share after the cryopreservation was not observed. The difference was respectively
—0.3 and 0.2% (Lukaszewicz 2002, Lukaszewicz et al. 2003).

In the research conducted, the fraction of dead sperm cells was significantly (P < 0.05)
higher in frozen — thawed semen than after collection — the difference was 29.8%. Even
higher increase in above category of cells was observed by Gee and Sexton (1990) and
Lukaszewicz et al. (2004) after thawing of, respectively, Aleutian Canada goose —46.2%
and the Graylag goose — 41.4%. The semen of Biata Kotudzka® displayed higher percent
of dead cells after thawing as well — from 25.1% to 34.4% (Lukaszewicz 2002, Lukasze-
wicz et al. 2003).

CONCLUSIONS

Summarizing, the results obtained let conclude that negative changes which semen of
Canada goose undergoes during the cryopreservation (decrease in part of living and prop-
erly shaped cells, with a simultaneous increase in share dead sperm) are comparable to
stated in sperm of other goose species. Despite of reduction of PSS up to 27.6% in fro-
zen-thawed semen, the result may be considered as sufficient to make the first trials of
insemination.
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KRIOKONSERWACJA NASIENIA BERNIKLI KANADYJSKICH
(BRANTA CANADIENSIS L.)

Streszczenie

Celem prezentowanych badan byta ocena mozliwosci zastosowania w przypadku nasienia bernikli
kanadyjskich metody kriokonserwacji nasienia ggsi Biatych Kotludzkich®. Badania wykonywano
na 7 gesiorach bernikli kanadyjskich w przedziale wickowym od 4 do 10 lat. Nasienie pobierano
metoda masazu grzbietowo-brzusznego, a nastgpnie taczono ejakulaty i rozrzedzano rozcienczal-
nikiem "EK" w stosunku 1:0,5. Z kolei tak rozrzedzone nasienie schtadzano w temperaturze 4°C
przez 15 minut. Nastegpnie do nasienia dodawano $rodek ostaniajacy dimetyloformamid (DMF),
o koncowym stezeniu 6%. Po dodaniu $rodka ostaniajacego nasienie weiagano do 0,25 ml stomek
i poddawano 5-minutowej ekwilibracji w temperaturze 4°C. Zamrazanie nasienia odbywato si¢
w komorze kriogenicznej z predkoscia 60°C/min od 4°C do -140°C, a potem stomki z nasieniem
przektadano do ciektego azotu (-196°C), celem glgbokiego zamrozenia.

Po zamrozeniu-rozmrozeniu nasienia stwierdzono spadek jakosci morfologicznej plemnikow.
Sredni udziat plemnikéw zywych ogotem w nasieniu rozmrozonym obnizyt sie istotnie (P < 0,05)
0 29,8 punktow procentowych, jak rowniez sredni udzial plemnikoéw prawidtowo uksztaltowanych
o0 17,5 punktéw procentowych.

Zastosowana metoda kriokonserwacji nasienia bernikli kanadyjskich w stosunku do nasienia
swiezego powodowata obnizenie udziatu plemnikow zywych ogétem oraz prawidtowo uksztatto-
wanych, jednakze udzial wymienionych kategorii w zamrozonym-rozmrozonym nasieniu (odpo-
wiednio 54,7 i 27,6%) mozna uznac za obiecujacy, dajacy podstawe do uzyskania zaptodnienia jaj
po inseminacji.

SEOWA KLUCZOWE: bernikla kanadyjska, jako$¢ nasienia, kriokonserwacja nasienia



