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Czestos¢ wystepowania zatrzymania lozyska
u kréw w PGR w poszezegolnych kwartatach
roku przedstawia tab. 1. Najwiecej r.s. stwier-
dzono w okresie od kwietnia do czerwca (po
11,9% poroddw) tzn. 1/3 stwierdzonych w ciggu
7 lat przypadkéw r.s. (tab. 3). W RSP (tab. 2)
w drugim kwartale roku wystgpito réowniez
najwiecej przypadkéw r.s. (po 15,7% porodow),
tj. 44,1% stwierdzonych w ciagu 4 lat rs.
(tab. 3). W gospodarstwach indywidualnych
najwiecej przypadkow r.s. stwierdzono rowniez
od kwietnia do czerwca (tab. 3), tj. 36,1% wszy-
stkich r.s. Dane tab. 3 informujg takze o zwigk-
szonym zapotrzebowaniu na uslugi weteryna-
ryjne w drugim kwartale roku w zwiazku z
nasilonym wystepowaniem r.s. w tym okresie.
Wedlug Rogoziewicza i wsp. (8) najwyzszy od-
setek zatrzyman lozyska wystepuje rowniez w
drugim kwartale roku, a wiec w okresie przed-
néwkowym, W miejscu tym nalezy podkres-
li¢, ze wystepowanie r.s. nie wskazuje zwiazku
z okresem nasilenia wycielen, a wiaza¢ nalezy

z hipowitaminoza A stwierdzang w okresie
przednéwkowym przez Jaskowskiego (4) oraz
niedoborem selenu i witaminy E stwierdzonym
u kréw z r.s. przez Trindera i wsp. (10). Obser-
wacje powyzsze potwierdzaja badania Janu-
szewskiego i wsp. (3), ktéry stosowal w zy-
wieniu kréw dodatki mineralno-witaminowe
i uzyskal zmniejszenie r.s. o okolo 2,5%.
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Niektére aspekty glicerolizacji nasienia buhaja w warunkach

stosowanej technologii zamrazania®
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Proby zastgpienia glicerolu, stosowanego do
zamrazania nasienia, innymi wysokoczastecz-
kowymi- krioprotektorami, nie przenikajgcymi
do plemnikéw, nie daty jak dotad pozytyw-
nych rezultatéw (4, 5, 7). Wobec wysokiej tok-
sycznosel tego zwigzku dla meskich komorek
pilciowych podejmowane sg dziatania zmierza-
jace do modyfikacji technologii zamrazania,
glownie poprzez ograniczenie czasu kontaktu
krioprotektora z plemnikami oraz obnizenie
jego stezenia w rozrzedzalnikach (3, 8, 13).

Celem niniejszej pracy bylo okre$lenie tem-
pa penetracji glicerolu do plemnikéw buhaja
podczas ekwilibracji nasienia oraz wplywu roz-
nych stezen tego zwigzku na zmiany krioge-
niczne komérek pleiowych.

Materiat i metody

Nasienie do badan pobierano od buhajéw rasy czar-
np—bialej, uzytkowanych w Stacji Hodowli i Unasie-
niania Zwierzat w Olsztynie. Ejakulaty poddawano
ocenie jakosciowej wedlug ogélnie przyjetych metod
laboratoryjnych. .

Préby nasienia przeznaczone do badan dotyczacych
przenikania glicerolu do plemnikéw rozcienczano w
stosunku 1:1 (v/v) rozrzedzalnikiem ,krakowskim”, za-
wierajgeym C14 — glicerol firmy Service des Molecules

*} Praca wykonana w ramach problemu miedzyresortowego
MR.IL10.1: Fizjologia i patologia rozmnazania i okresu neo-
natalnego jako podstawy wzrostu produkcejl zwierzecej.

Marguées (Francija) o aktywnosci specyficzne] 144
mCi/mMol. Bezpoérednio po rozeienczeniu oraz po 15
minutowej, 2 godz. i 4 godz. inkubacji nasienia w fem-
peraturze 4°C pobierano 1 ml préby i wirowano w
ciagu 10 minut przy 12500Xg w 4°C. Do badan po-
hierano 0,1 cm#® plynu znad osadu (w trzykrotnych
powtérzeniach), dodawano 10 cm? scyntylatora diok-
sanowego, energicznie wstrzasano i po uplywie 4 godz.
liczono ilosé impulséw (cpm) przy uzyciu licznika cie-
ktej seyntylacii LS100C firmy Beckman. Stosowano
czas zliczenia 2 minuty przy wydajnosci licznika wy-
noszgcej dla wegla C¥ — 70%. Uzyskane wyniki po-
dano w cpm/10? plemnikow.

Dla wyjadnienia wplywu roinych stezen glicerolu,
zawartego w rozrzedzalniku, na stan blon akrosomu
plemnikoéw buhaja, kazdy z badanych ejakulatébw roz-
dzielano na siedem objetosciowo réwnych czesci, a na-
stepnie rozeienczano je w stosunku 1:1 (v/v) przy uiy-
ciu  rozrzedzalnika ,krakowskiego”, zawierajacego
wezrastajace stezenie glicerolu w zakresie od 0 do 12%
(stezenie krioprotektora w prébie nasienia po roz-
cienezeniu wynosito od 0 do 6%).

Mikroskopowa ocene ruchliwosci plemnikéw prze-
prowadzono w nasieniu §wiezym, rozcienczonym i po
4 godz ekwilibracji w temperaturze 4°C. W wymie-
nionych etapach postepowania laboratoryjnego wy-
konywano oznaczenia aktywnosci akrosyny w ekstrak-
tach akrosomowych plemnikéw oraz aktywnosci hia-
luronidazy i inhibitoré6w akrosyny w plazmie lub ply-
nie nadosadowym.

Metody oznaczania aktywnosci wymienionych enzy-
moéw opisane zostaly we wezesniejszych opracowaniach
(12). Ponadto, w odniesieniu do ejakulatéw niekto-
rych buhajéw, przeprowadzono ohserwacje zaleznosci
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pomicdzy tempemn przenikania glicerolu do plemni-
kow podczas 4 godz. ekwilibracji nasienia a wtadci-
wo$ciami biologicznymi tych komoérek. Ubytek glicero-
lu- z “tezrzedzalnika okreslano mikrometodsg kolory-
metryczng opisang przez Marseva (6).

Wyniki i omoéwienie

Dlugookresowa ekwilibracja nasienia z gli-
cerolem prowadzi do zmian stanu blon plaz-
matycznych plemnikéw wskutek naruszenia
wigzan chemicznych pomiedzy gliko- i lipopro-
teinowymi skladnikami tych blon. Zjawisko po-
wyzsze sprzyja uwalnianiu enzymow ze stru-
ktur plemnikowych, a w konsekwencji obniza
wartos¢ biologiczng. komorek (12). Podczas
ekwilibracji nasienia uszkodzeniu ulegajg, obok
akrosomu, roéwniez mitochondria plemnikéw,
co powoduje zahamowanie ich aktywno$ci od-
dechowej i zaklocenia fosforylacji oksydacyj-
nej. Stanowi to zapewne gléwng przyczyne,
obserwowanej w praktyce inseminacy jnej, krot-
kiej przezywalnosci plemnikéw po rozmroze-
niu nasienia.

Zbyt szybka penetracja glicerolu do plem-
nikéw prowadzi do wytworzenia w tych ko-
morkach stanu hiperfonii, warunkujacego szyb-
kie przenikanie wody zewnatrzkomérkowej. W
procesie zamrazania nasienia obserwuje sie
zjawisko odwrotne tzn. ,,uwalnianie” wody z
plemnikéw. Dwukrotny ruch wody poprzez
blony plazmatyczne nie pozostaje bez ujem-
nego wplywu na ich sprawno$é biclogiczna, a
zwlaszcza aktywny transport jonéw. Stad, we-
diug niektérych autoréw, najbardziej korzyst-
nym dla zamrazania nasienia buhaja jest okres
czasu, w ktorym dochodzi do - dehydratacji
plemmkow, a wige odpowiadajacy zewnatrzko-
moérkowemu dziataniu glicerolu (1, 2).

. Obserwowana duza zmienno$é osobnicza w
zakresie uszkodzen kriobiochemicznych nasie-
nia - buhaja (12, 13) nasuwa przypuszczenie o
zroznicowanym temple przenikania glicerolu do
plemnikéw w czasie przedtuzonej ekwilibracji
nasienia. Jak wynika z danych przedstawionych
na ryc. 1 juz w czasie 15 minutowej ekwili-
bracji nasienia niektérych buhajow z rozrze-
dzalnikiem zawierajgeym C1* — glicerol,
stwierdza sie gwaltowne pochlanianie kriopro-
tektora, utrzymujgce si¢ w dalszych okresach
inkubacji nasienia w temperaturze 4°C. Spos-
rod objetych obserwacja ejakulaitow, uzyska-
nych od 18 buhajow, grupa 9 osobnikéw pro-
dukowala komorki charakteryzujace sie umiar-
kowanym tempem pochlaniania gliceroluy,
zwlaszeza podezas 2 godz. kontaktu z kriopro-
tektorem. W ocenie laboratorium zakladu una-
sieniania byly to buhaje z reguly oddajace
ejakulaty o wysokim stopniu zamrazalno$ei
1 prawidlowych wskaznikach jakosciowych po
rozmrozeniu.

-~ Uzyskane rezultaty potwierdzdja wczedniej-
sze wyniki badan ‘wlasnych ¢ potrzebie zmo-

210

zom x 103/109 plemn

czas chwelibracii nasienia

Ryc. 1. Dynamika pochlaniania glicerolu — Ci4 przez
plemniki buhajéw w réinych okresach clwilibracji
nasienia

dyfikowania sposobu ekwilibracji nasienia nie-
ktorych buhajow (13).

Stopien toksycznego oddziatywania glicerolu
zalezny jest nie tylko od czasu kontaktu z ko-
morks, lecz réwniez od stezenia tego zwigzku,
dla przykiadu, Richards i Persidsky (9) w ba-
daniach in vitro stwierdzili stopniowe zwal-
nianie tempa wzrostu komorek szpiku kostne-
go, poddanych dzialaniu glicerolu w stezeniu
od 5 do 20%. Wedlug autoréw zjawisko to spo-
wodowane jest zmiang przepuszczalnosci bion
komoérkowych, szczegoélnie w pierwszych go-
dzinach inkubacji. W praktyce pracy laborato-
rium zakladu unasieniania stosuje sie rozrze-
dzalnik o stalym wyjsciowym stezeniu glice-
rolu, bez wzgledu na stopien rozcienczenia eja-
kulatéw. W wyniku takiego postepowania 4%
koncowe stezenie tego zwigzku zachowane zo-
staje jedynie przy rozcienczeniu nasienia w
stosunku 1:1. Wzrost stopnia rozcienczenia pro-
wadzi do sytematycznego zwiekszania stezenia
glicerolu w roztworze: przy rozcienczeniu 1:1,5
do 4,8%; 1:2 do 5,33%, 1:3 do 6%; 1:4 do 6,4%;
1:5 do 6,66%. Zmianom ulega réwniez stezenie
zottka jaja kurzego.

Przeprowadzone badania wskazuja na zréz-
nicowanag wrazliwo$¢ plemnikéw pochodzacych
z nasienia roznych buhajéw na dzialanie wzra-
stajacyh stezen glicerolu (ryc. 2, 3, 4). Sposrod
przebadanych 24 ejakulatéow, w 9 przypadkach
stwierdzono szczegélnie wysoki wzrost aktyw-
no$ci akrosyny na etapie rozcienczenia i ekwi-
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Ryc. 2. Wpltyw roinych stezen glicerolu na aktywnosé
akrosyny (mJ/10%) w ekstraktach akrosomowych plem-
nikéw buhajow
Objasdnienia: A; — nasienie Swieze, A — naslenie rozcieticzo-
ne, B ~— nasienie elewilibrowane, 0—6% — stezenie glicerolu
w rozeleficzonym nasieniu.

libracji, korelujacy ze stezeniem glicerolu w
rozcienczonym nasieniu. Proby te charaktery-
zowaly sie stosunkowo wysokg aktywnoS$cig
enzymu w ekstraktach akrosomowych plemni-
kéw nasienia $wiezego (ryc. 2A). W badaniach
pozostatyeh 15 ejakulatéw jedynie w pojedyn-
czych przypadkach obserwowano niewilelki
wzrost aktywnosci akrosyny, nie wykazujgcy
wyraznej zaleznosci od zastosowanego steze-
nia glicerolu. (ryc. 2B). W obu analizowanych
grupach ruchliwo$¢ plemnikow utrzymywata
sie na wyréwnanym poziomie, stad wydaje sie,
7e stwierdzane roznice w aktywnosci enzymu
nie wynikaly ze zmian odsetka komoérek mar-
twych. Podobnie zroznicowang reakcje plem-
nikéw na dzialanie glicerolu obserwowal Schill
(10, 11) w badaniach nasienia czlowieka.
Stwierdzony na etapie rozcienczenia i ekwi-
libracji wzrost aktywnosci inhibitorow akrosy-
ny w plynie nadosadowym, zaznaczal sie szcze-
gélnie w wyodrebnionej uprzednio grupie 9
ejakulatow (ryc. 3A, B). Wprawdzie omawiane
zmiany nie wykazywaly zaleznosci od stezenia
glicerolu w rozcienczonym nasieniu, jednak
wzrastajacy poziom tego zwigzku wywolywal,
obserwowany przez nas wczesniej (12), efekt
uwalniania inhibitoréw z powierzchni btony
plazmatycznej plemnikow. Zjawisko powyzsze
sprzyjac moze destabilizacji blon plemniko-
wych. Podobne sugestie nasuwa analiza wyni-
kéw badan aktywnosci hialuronidazy (ryc. 4).
Glicerol- w stezeniu powyzej 4% wywolywac
moze poglebione zmiany przepuszczalnosci blo-
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Ryc. 3. Wplyw réznych stezen glicerolu na aktyw'r_lo_sfé
inhibitorow akrosyny (J/cm?® w plazmie nasienia
buhajow

Objaénienia jak na rye. 2.

3 4 5 5 %
Ryc. 4. Wplyw réznych stezen glicerolu na aktywnogé

hialuronidazy (J/10%) w plazmie nasienia buhajow
Objasnienia jak na ryc. 2.

ny plazmatyeznej oraz zewnetrznej blony akro-
somu plemnikéow. Uzyskane rezultaty wskazu-
ja, ze rozcienczenie nasienia buhaja rozrzedzal-
nikiem, zawierajacym glicerol w ilodci nie do-
stosowanej do stopnia rozcienczenia, prowadzi¢
moze, w przypadku niektérych ejakulatow, do
zmian w obrebie plemnikow juz we wstgpnych
etapach technologii zamrazania. Oslabione w
ten sposéb komérki ulegaé mogg postepujacym
zmianom kriogenieznym w trakcie zamraza-
nia nasienia.

W tab. 1 przedstawiono wyniki badan bioche-
micznych nasienia réznych buhajéw, zamraza-
nego w laboratorium zakladu unasieniania we-
dlug przyjetej technologii, z uwzglednieniem
ilogci glicerolu pochlonietego przez plemniki w
trakeie 4 godz. ekwilibracji. Wskazuja one, ze
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Tab. 1. Wplyw réznego tempa przenikania glicerolu do plemnikdéw w czasie 4 godz. ekwilibracji
na ich wlasciwo$ei biologiczne po rozmrozeniu nasienia
| - fIIoéé D{"j Weskainiki zmian kriobiochemicznych plemnikéw
7 | Miary| T = - i e e ==
Liczba | -y chionie~| Hialuronidaza (j/109) Akrosyna (mJ/109) AspAT (J410%)
ejaku=| tys- fego gli-|———— = = - syl WA
latéw | tycznel cerolu PO T0Z- po T0Z- DO ToZ- po ToZ- plazma po roz- po TOZ~
| i mag, 10 | cienczeniu | mrozeniu | clenczeniu | mrozeniu nasienia cienczeniu | mroZeniu
E | i A) Ejakulaty o tempie pochlaniania glicerolu ponizej 1 mgAL0?
72 X ‘ 0,54 7,50 10,40 153,62 191,52 200,3 394,65 491,60
s | 0,18 3,41 3,43 44,38 64,95 162,83 114,86 171,03
v ‘ 33,0 45,50 | 32,98 28,89 33,91 31,37 28,10 34,79
| B) Ejakulaty o tempie pochlaniania glicerolu powyzej 1 mg/100
16 X 1,11 12,81 12,62 220,09 291,77 253,86 | 516,34 631,67
s 0,49 3,20 | 2,90 66,37 75,14 119,80 113,12 94,97
v 44,63 25,00 22,22 30,15 25,75 4721 | 21,90 14,94
C) Ejakulaty nie zamroZone o tempie pochlaniania glicerolu powyzej 1 mg/109
15 % 1,44 20,47 | 350,00 | 491,39 940,24 |
s | 0,41 3,59 | 108,77 ‘ 190,88 352,15
LV | 2882 17,56 | 3100 36,81 38,51

przekroczenie granicy 1 mg/10? plemnikéw po-
chionigtego glicerolu prowadzi do nasilonych
zmian kriobiochemicznych komérek, z wyraz-
nie zaznaczonym w niektérych przypadkach
»efektem rozeienczenia” i niezamrazalnosci
prob. Nalezy zaznaczyé¢, ze dla badanych eja-
kulatow nie przeprowadzano ,korekty” steze-
nia glicerolu w rozcienczalniku w zaleznosci
od stopnia rozcienczenia nasienia.

Przedstawione rezultaty sklaniajg do wy-
suniecia wniosku o pilnej potrzebie dokonania
zmian w stosowanym obecnie postepowaniu
technologicznym, uwzgledniajacych stale, pra-
widlowe stezenie glicerolu w roztworze po roz-
cienczeniu nasienia. W przypadku ejakulatow
nie zamrazajacych sie pozytywnie, pochodzg-
cych od tych samych buhajow, uzasadnione
wydaje sie przeprowadzenie kontroli tempa
przenikania glicerolu do plemnikéw, a nastep-
nie — w zalezno$ci od uzyskanych wynikow —
zastosowanie zmodyfikowanego sposobu ekwi-
libracji nasienia, ograniczajgcego do minimum
czas kontaktu krioprotektora z plemnikami.
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Kalinin-

Crirexxek E., Topckasa ., I'morosckuit §1., CbBMAOBMUY
K., Kosnuoporckmuit M. — HeKoTODPbIe aCHEK1HLI I~
Hepoau3anuu ObBIILEr0 CeMEHM B YCJIOBMAX IpPHMENse-
MOM TEXHUKH 3aMopazKuBanNua

C npumeHeHueM riuiepona — C!4 mpopeau uccle-
J0OBaHMSA TeMIIa IPOHMKHOBEHMA 5TOr0 COeAMHEHUS B
KMBYMKM B PasHBIX BPEMEHHBIX IIpejieslaX BO BpeMA
4 yacoB sSkBuimbpanumu Oblubero cemenu. OTMETHUIN
MHAMBUAYAJIBHO OGYCJOBJIEHHYIO UYYBCTBUTEJILHOCTH
XUBUMKOB K paccMaTpMBaeMOMYy KDMOIPOTEKTOPY,
NPOABIAKINYIOCH OYeHbL OBLICTDPYIO ero IIOHEeTPaluio B
kiaeTky. Ilorazamiy, 4TO mHpeBblllleHue 4% KOHIEHTpa-
oMM Tauneposia B npobe HapymmaeT cOCTOAHME ZKUB-
YMKOBRIX 000JI0YeK ¥ BhISbIBAET MHTEHCHMBHOE ,,0CBO-
OoxxzmeHme” SH3MMOB € NOBEPXHOCTH IIIA3MaTHMYECKON
000NOYKM JKMBUMKA KaK M aKDOCOMHON CTPYKTYPEL
DAKYAATHI, OTAMYAIOUIMEcs KOJMYeCTBOM IIOrJIOLeH-
HOTO TJmMuepoJsia cBbime 1 Mr/109 xuruMKOB/4 waca
SKBUAMODALMM, KaK NIPABMIIO, ITOKA3bIBAIOT BBICOKYIO
CTeNEeHb KPMUOTEHMYECKUX U3MEHEeHMII KJeTOK MU Ke
HE 3aMODPAXKMBAIOTCA IIOJOXKUTENBHO. BeIgBuUraerca
MHeHue O noTpebHOCTM COKpallleHMaA B TaKUX CJIy-
yagX BPeMeHM KOHTAKTA KMBYMKOB C TJIMI[EPOJIOM.

Strzezek J., Torska J., Glogowski J.. Swidowicz K,
Koziorowski M. — Some aspects of glycerolization of
the bull semen under conditions of presently used
refrigeration

Using glycerol-C!4 the examinations concerning the
process of the compound penetration into sperma-
tozoons in different time intervals were performed
within 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 4% 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 10? 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.



