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Częstość występowania zattzymania łożyska
u krów w PGR w poszczególnych kwartałach
roku przedstawia tab. 1, Najwięcej r.s. stwier-
dzono w okresie od kwietnia do czerwca (po
11,9% porodów) tzn. 1/3 stwierdzonych w ciągu
? lat przypadków r.s. (tab, 3). W RSP (tab. 2)

w drugim kwartale roku wystąpiło również
najwięóej przypadków r.s. (po 15,7Vo porodów),
tj. 44,10h
(tab. 3),
najlvięcej
od kwietn
stkich r.s. Dane tab. 3 informują także o zwięk-
szonym zapotrzebowaniu na usługi weteryna-
ryjnew rtaler z
nasilony niem r ie.
Według i wsp. d-
setek zatrzymań łożyska występuje równiez rv
drugim kwartale r,oku, a więc w okresie przed-
nówkowymi scu tym nale
Iić, że wystĘ r.s, nie wskaz
z okresem n wycieleń, a w

z s okresie
P (!) oraz
n t rdzonym

i uzyskał zmniejszenie r-.s. o około 2,57o.
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Mikroskopową ocenę ruchliwości plemnlków prze-
, rozcieńczonym i po
urze 4oC. W wymie-
laboratoryjnego wy-
akrosyny w ekstrak-

oraz aktywności hia-
luronidazy i inhibitorórv akrosyny w plazmie lub pły-
nie nadosadowym.

Metody oznaczania
mów opisane zostały
(12). Ponadto, w od
rych buhajów, przep

Niektóre qspekly glicerolizocii nosienio buhoio w worunkoch

slosowonei lechnologii zomrażanio*)

Instytut Fizj oloB,ii i Biochemli 
6,*i;filł.y.r"liialu 

zootechnicznego AIiT,

Próbv zastąpienia glicerolu, stosowanego do
zamrażania nasienia, innymi wysokocząstecz-
kowymi, kriopr,otektoriami, nie przenikającymi
do plemników, nie dały jak dotąd pozytyw-
nych rezultatów (4, 5, 7). W,obec wysokiej tok-
syczności tego związku dla męskich komórek
płciowych podejmowane są działania zmietza-
jące do modyfikacji technol,ogii zamrażania,
głównie poprzez ograniczenie czasu kontaktu
krioprotektora z plemnikami otaz obniżenie
jego stężenia w roztzedzalnikach (3, B, 13),

Celem niniejszej pracy było określenie tem-
pa penetracji glicerolu d,o plemników buhaja
podczas ekwilibracji nasienia oraz wpływu róż-
rrych stężeń tego związku na zmiany krioge-
rriczne komórek płciowych.

Materiał i metody
Nasienie do badań pobierano od buhajów rasy czar-

tlo-białej, użytkowanych w Stacji Hodowli i Unasie-
niania Zwierząt w Olsztynie. Ejakulaty poddawano
ocenie jakościowej według ogólnie przyjętych metod
laboratoryjnych.

Próby nasienia przeznaczone do badań dotyczących
przenikania glicerolu do plemników rozcieńczano w
stosunku 1:1 (v/v) rozrzedzalnikiem ,,krakowskim", za-
wiera,jącym 6tl - glicerol iirmy §ervice ,des Molee,ules
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poirric;tlzy lenrpr,tr-t pr:zel,iilrarria gliccroli_l clo plerrrni-
liów podczas 4 godz, lir,vilibracji rrasienia a rvłaśei-
rVościami biologicznym tych komórek. Ubytck gliccro-
lu, z bozrzedzalnika oki,eślano milrronretodą kolclry-
metryczną opisaną przez Marśeva (6).

L

15! 2h 4h
( zd s ct ĘL ( lóroc/i nd5.c ą id

Ryc. 1. Dynarnika pochłar-riarria glicerolu C14 prz,ez
plemnil<i bulrajów * 

f^r.lJ;l" 
okresach wilibracji

dyfikorvania sposobu ekwilibracji nasienia nie-
których buhajów (13).

Stopień toksycznego oddziaływania glicerolu
zależny jest nie tylko od czasq kontaktu z ko-
mórką, Iecz również od stężenia tego związktt;
dla przykładu, Richards i Persidsky (9) w ba-
daniach in użtro stwierdzili stoptriowe zwal-
nianie tempa wzlostu komórek szpiku kostne-
g,o, poddanych działaniu glicerolu w stężeniu
od 5 do 20Vo. Według autorów zjawisko to spo-
wodowane jest zmianą przepuszczalności błon
komórkowych, szczegóInie w pierwszych go-
dzinach inkubacji. W praktyce pracy la.borato-
rium zakładu unasieniania stosuje się TozIze-
dzalnik o stałym wyjściowym stężeniu glice-
rolu, bez \^łzględu na stopień rozcieńczenia eia-
kulatow. W wyniku takiego postępou,ania 40lo

końcowe stężenie tego związku zachowane zo-
staje jedynie przy rozcieńczeniu nasienia w
stosunku 1:1. Wzrost stopnia rozcieńczenia prlo-
wadzi do sytematycznego zwiększania stężenia
glicer,olu w roztworze: przy rozcieńczeniu 1:1,5
do 4,B0/o; 1:2 do 5,337o, 1:3 do 60/o; I:4 do 6,4ło;
1:5 do 6,660/o. Zmianom ulega również stężenie
żółtka jaja kurzego.

Przeprlowadzone badania wskazują na zróż-
nicowaną wrażliwość plemników pochodzących
z nasienia różnych buhajów na działanie wzra-
stającyh stężeń glicerolu (ryc. 2,3, 4), Spośród
przebadanych 24 ejakulatów, w 9 przytrladkach
stwierdzono szczególnie wysoki wzrost aktyw-
ności akrosyny na etapie Tozcieńc:zenia i ekwi-

,,,l
)

. Wyniki i omówienie
f)ługookresowa eklvilibI,acja nasienia z gli-

cerolem prowadzi do zmian stanu błon plaz-
matycznych plemników wskutek naruszenia
wiązań chemicznych pomiędzy gliko- i lipopro-
teinowymi składnikami tych błon. Zjawisko po-
wyższe sprzyja uwalnianiu enzymów ze stru-
ktur plemnikowych, a w konsekwencji obniża
wartość biologiczną komórek (12). Podczas
ekwilibracji nasienia uszkodzeniu ulegają, obok
akrosomu, również mitochondria pJ,emników,
co powoduje zahamow,anie ich aktywności od-
dechowej i zakłócenia fosforylacji oksydacyj-
nej. Stanowi to zapewne główną przyczynę,
obserwowanej w praktyce inseminacyjnej, krót-
kiej przeżywalności plemników po rozmróże-
niu nasienia.

Zbvt szybka penetracja glicerolu do plem-
ników ko-
mórkac zyb-
kie prz j. \M
procesie. zamrażania nasienia obserwuje się
zjawiśko odwrotne tzn. ,,u\,valnianie" wody z
plemników. Dwukrotny ruch wody poprzez
błony plazmatyczne nie pozostaje bez ujem-
nego wpływu na ich sprawność biologiczną, a
zwłaszcza aktywny transport jonów. Stąd, we-

czasu,wktórym odehydratacji
plemników, a więc cy zewnątrzko-
mórkowemu działa (l, 2).

, Obserwowana di-iża zmienność osobnicza w
zakresie uszkodzeń kriobiochemicznych rrasie-
,nia,buhaja (12, 13) nasuwa pTzypuszczenie o
zróżnicowanvm tempie przenikania glicer.olu do
plemników w czasie przedłużonej ekwiiibracji
nasienia. Jak wvnika z danych przedstawionych
na ryc. l już w cz,asie 15 minutowej ekwili-
bracji nasienia niektórych buhajów z TozTze-

]

ród acją ej
nych grupa
duko arakter
kowanym tempem pochłaniania glicerolu,
zwlaszcza podczas 2 godz. kontaktu z kriopro-
tektorem. W ,ocenie laboratorium zakładu una-
sieniania były to buhaje z reguły oddające
e jakulaty o wysokim stopnitr zamrażalności
i prawidłowych wskaźnikach jakościowych po
r-ozmIOżeniu,
, Uzyskane rezultaty potwierdzają wcześniej-

sze wyńiki badań'własnych o potrzebie zrno-
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Ryc. 2. Wpływ różnych stężeń glicerolu na aktywność
akrosyny (mJ/106) w ekstraktach akrosomowych plem-

ników buhajów
objaśnienia: Al - nasienie rozdeńczo-

ne, e - nasieniie*e 
t.r.rtęz"rriu 

gllcerolu

Iibracji, korelujący ze stężeniem glicerolu w
rozcieńczonym nasieniu. Próby te charaktery-
zowały się stosunkowo wysoką aktywnością
enzymu w ekstraktach akrosomowych plemni-
ków nasienia świeżego (ryc. 2A). W badaniach
pozostałych 15 ejakulatów jedynie lv pojedyń-
czych przypadkach obserwowano niewielki
wzrost aktywności akr,osyny, nie wykazujący
wyraźnej zależności od zastosowanego stęze-
nia glicerolu (ryc. 2B). W obu analizowanych
grupach ruchliwość plemników utrzymywała
się na wyrównanym poziomie, s'tąd wydaje się,
ze stwierdzane różnice w aktywności enzymu
nie wynikały ze zmian odsetka komórek mar-
twych. Podobrrie zróżnic,owaną reakcję plem-
ników na działanie glicerolu obserwował Schill
(10, 11) w badaniach nasienia człowieka"

Stwierdzony na etapie rozcieńczenia i ekwi-
Iibracji rvzrost aktywności inhibitorów akrosy-
ny w płynie nadosadowyrn, zazuaczał się szcze-
góinie w wyodrębnionej uprzednio grupie 9
ejakulatów (ryc. 3A, B). Wprawdzie omawiane
zmiany nie wykazywały zależności od stężenia
glicerolu w rozcieńczonym nasieniu, jednak
wzrast"ający poziom Łego związku wywoływał,
obserwou,any przez nas wcześniej (12), efekt
uwalniania inhibitorów z powierzchni błony
plazmatycznej plemników. Zjawisko powyższe
sprzyjać moze destabilizacji błon plemniko-
wych. P,odobne sugestie nasuwa analiza wyni-
kólv badań aktywności hialuronidazy (ryc. 4).

Glicerol w stężeniu powyżej 40ltl wywoływać
może pogłębione zmiany plzepuszczalności bło-

Ryc. 4. Wplyw różrlych siężen glicerolu na aktywność-"ilańron'iaizy 
Ql|0'') * pt",Ńo tlasictria buhajórv

objaśnienia Jak na r},c. 2" ,

nia trasienia.

Ryc. 3. Wpływ różnych
irrhibitorów akrosyny

objaśnienia jak na ryc.

stężeń glicerolu na aktywność
(J/cm3) w plazmie nasićnia

buhajólv
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Tab. 1. Wpływ różnego tempa przenikania gl{eerolu do plęmników w czasie 4 godz. ekwi,lilrracji
na ic,h właściwośei biologiczne po r,ozmrożeniu nasienia

A) Ejakuląty ,o pochłaniania $licerolu poniżej t rn,gAOo

ian_kri_obiochemicznych plemrrilków

I

I

I

I

72 *
s
v

0,54
0,18

33,0

7,50
3;41

45,50

,glice,rolu powyżej 1 nrgl100

253186
1119,E0

47,żL

roZone

350,0r0
1,0B,77
31,00

ulaty nie zam o tempie pochłaniania glicerolu

i 0,40
ą43

32.,98

E,jakułlaty o,tempie pochłaniania

J2,62]220,09|2s1,77
2,90 l66,37|75,1422,22 l ao,ts l z,s,zs

temlpie

1 53,62
q438
ż8"E9

191,52
64,,95
3B,9t1

,20i0,3

,62,,83

31J37

394,65
1,14,8,6

29!10

516,34
t1 13,12

21,9,0

4|91,60
171,0,3

34,7g

63,r,6?
4,97

14,94

1, ,tngl100

B)
x
s
v

*
s
v

1,11
0,49

44,63

1,41
0,41

28,82

1|2,B1
3,20

25,00

C) Ejak
2a,47

3,59
17,56

,4rg1,39

190r&B
3,6,81

powyżej
s40,21
35 2,1 5

3,8,,51

przekrioczenie granicy 1 mg/10o plemników po-
chłoniętego glicerolu prowadzi do nasilonych
zmian kriobiochemicznych komórek, z wyIaż-
nie zaznaczonym w niektórych przypadkach
,,efektem rozcieńczenia" i niezamrażalności
prób. Należy zaznaczyć, że dla badanych eja-
kulatów nie przeprowadzano ,,korekty" stęze-
nia glicerolu w rozcieńczalniku w zależn,ości
od stopnia rozcieńczenia nasienia.

przeds'tawione rezultaty skłaniają do wy-
sunięcia wniosku o piinej potrzebie dokonania
zmian w stosowanym ,obecnie postępowaniu
teohnologiczrlyyn, uwzględniających stałe, pra-
widłowe stężenie glicerolu w Toztworze po loz-
cieńczeniu nasienia. W przypadku ejakulatów
nie zamrażających się pozytywnie, p,ochodzą-
cych od tych samych buhajów, uzasadnione
wydaje się przeprowadzenie kontroli tempa
przenikania glicerolu do plemników, a następ-
nie - w zależności od uzyskanych wyników -zastosowanie zmodyfikowanego sposobu ekwi-
iibracji nasienia, ograniczającego do minimum
czas kontakttr krioprotektora z plemnikami.
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Cturerxex E., Topcraa f,[., Iłoroscxuit fi,., Csnrł4osr.r
K,, Kosrłoposcxilń M. - Hexoroprre acIIeKl,BI TJIII-
qepoJll,r3alłur 6rr.rrero ceM€IIIr B ycJloBrlflx Irpllłrenffe-
uoń rexrrlrrn 3ałIopa]xrBannfl

C nprrłerrerłI4eM rJlr4llepona - Cla npoBeJII4 ,rccJle-
AoBaHvE TeMIIa npoHI4KHoBegIłIa 9Toro coeAr{HeHl4ff B
)I<uBqwK.rI B pa3Hblx BpeMeHHbIx npeAeJlax Bo BpeMfl
4 qacos srsulu6patlulł Osr.rgero ceMeHr{. Orłrerrłnu

'IHAIłIBI4AyanbHo 
o6ycłosrreHHyro iIyBcTBI4TeJIbHocTb

x(lBllrlKoB K paccMaTpl4BaeMoMy Kpr{o[poreKTopy,
npoaBJlalolqytoca oqeHb 6srcrpyro ero uoHeTpal{I4rc B
KJIeTKI{. floKa3ailrt, tITo llpeBblluegve 40ń KoHqeHTpa-
qr{rl rJl],Iqepoua n npo6e HapyuaeT cocToaHlłIe x(rrB-
r]I{KoBhIx o6ołoqex ,f BL,I3bIBaeT ,{BTeHclBHoe ,,ocBo-
6orx4errre" 9H3I4MoB c nóBepxgocuł nnaguaru.recxolż
o6onoqxr >K]4Bqr{Ka KaK ,1 aKpocoMHolł crpyKTypbl
3Rryłarlr, oTJIilqalorl1ilecff KonrłqecTBoM IIoIJIoEIeIl-
Horo IJII,IqepoJIa cBF,lIue 1 ur/109 x<rłs,lrrxon/4 ,Iaca
sxnrnrł6paqrłu, KaK IipaBrĄJIo, IIoKa3r,IBaIoT BbIcoKyK,
cTeIIeHb KprroleHr{alecKl4x l3MeHeHrłż r<łerox ułIu \<e
He 3aMopa>l<uBaloTcg IIoJIox(llTeJIbHo. Brr4arłraercr
MHeHle o norpedrrocTl4 coKpail{e:uwg. B TaKux cJIy-
qagx BpeMeHyr KoHTaI(Ta 2KlBtllKoB c TJII{ĘepoJloM.

Strzeże,k J., T,orska J., Glogowski J.. Świdowicz K.,
Koziorowstki M. _ §ome aspects of glycerolization ot
the bull semen rtntlcr cond,itions of presently used
refrigcration

Using glyceroł-Cla the examinations concerning the
process of the compound penetration into spelma-
tozoons in different time intervals were performed
lvithin four hours of the bull semen equilibration.
It was found individual sensitivity of spermatozoons
to the cryoprotector which quickly penetrated into
the cells. Glycerol at the concentration over 4Yo de-
teriorates the state of spermatozoons membranes and
brings about a release of enzymes from the surface
of the plasmatic membrane and acrosomic structure.
The spermatozoons at the concentration of 100 absor-
bing over 1 mg of glycerol within 4 hours reveal
a high degree of cryogenic changes or do not freeze
positively. In such a case there is need to shorten
the time of glycerol - spermatozoons contact.


