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Bodonio porównowcze nod dwiemo łechnikomi selekcii

ruchliwych plemników rozmrożonego nosienio buhoio*)

}<atedra Biochemii zwletząt wydziału zootech nlcznego AR-T, 10-?18 o1sztyn-Kortou'o, bl. 37

Fodrczas konsenwacji nasienia zarówno w sta-
nie płv,nnv,m, jak i na etapach techhologii za-
rnrażania, mo,gą następ,ować zmiany pfzepuLsz-

nych pi
ruchliw
dowis[<a

sz,ulkiwania szvhikich m,eitod selekcji niespraw-
,nych kormórek, zwłaszcza wystę,pujących po za-
mrożenj.u-rozlmrorżeniu nasienia.

,W ostat'nim ok,resie oplacowalno szere,g tech-

wzrasta z uwagi na możliwość wykorzystania
w prakty,ce eiakula'tów pocho,dzących o,d osob-

wany,ch zar,o,dkóW, uzyskanv,ch w wy:nilku za-
płod,nienia in uitro lmaże byó spowo,dowa,na
p,rzez pilermhiki z dofelkltarni ,m,o,rfologicznymi i
zabrurze,nia]mi f unkc jornalnvrmi (3).

Podlęto rowniez próby wy[<orzystania se,let<-

cii ruchliwv,ch prle,rnników do różnicowania ka-
riotypów ych l<olrnórek, zwła,szcza w
za,kiesie ilościowvch komórelk z X
i Y ,chrorrr,osrolmarni (4, 5, 10).

ramach CPBP 05.06. pt.: ,,Fiz jo-
zwierząt 8oSpodarSkilch".

rWszrl,st[<ie prelzentowane doty,c}r,czas w plś-
mie,nn1ctwie światowvlm techniki sełelkcyine
oib,ciąLżo,ne są do-
tyczącvimi ,mi ko-
ńórek ,uchli nie-
sionvch na kolurnnę o,Taz o,graniczong,go 5tos,o-
w"rri 

" 
iloś,ciowe g,o D,o i e dyncze i [<olumnv wyp eł-

nione j,specyfiicznvrrn nośrnił<iem.
Ce,lem ,prracy bvło okreś]enie właś,ciwości se-

cowana znacznle wcześniei przez Gtaham i wsp,
,12).

Materiał i metody

kwasu cytrynowego.

Próby nasienia o objętości 500 pl (koncentracja plem-
ników około 0,15X109) nanoszono pipetą automatycz-
ną. Plemniki wymywano z kolurnienek 1 cms porcja-
mi płynu Ringera.

*) Praca wykonana w
Iogia i patologia rozrodu
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Analizy mikroskopowe obejmowały ocenę:

- odsetlra plemników ruchliwych metodą wizualną
przy użyciu mikroskopu z wmontowanym podgrze-
waczeln (temperattlra 37"C),

- koncentracji p]emników metodą,cytometryczną,_ stanu akrosomów po uprzednim ich wybarwieniu
według metody Watsona (27). Uzyskane dane licz-
bowe poddano analizie statystycznej (17).

Wynitki i omówienie

Są,cze,niu na koltrumna,ch wypełnio,nyc,h noś-
nikieu-n chitynowym i sepha,dexoIwy,m poddano
dwie ia[<ościowo różne p,róbv rozmTożonego na-
sienia b,uhaja ti. charakteTyzuiące się z,nacznym
odsetkiem plem,ników llu,ch]Iiwych po lozmro-
żeniu (p,owrlżei 30%) olaz na,sienie z,dysikwali-
fikowane po ocenie lmikroskopowei ze wz,ględu
na odbiegaiącv od normy odsetek kormórek
wyl<azuiącvch ruch postę)powy. W o]b,u warian-
t a,ch z a s bosowalnych rrr oś,nilków uzyskano ist ortny
wzrost plemników ruchliwych po sąclzeni,u na-
sienia. Tvm niernniei iedlnak rezu],tatv sączenia

Tab. 1. Rezultaty sączenia nasienia buhaja o niskiej
ruchliwości wyjściowej plemników po rozmrożeniu

(n:14)

Odsetck plcmalk ow r w chlvw y cź

na koll]]mna,ch,chityrn,owych bvły stalty,styczrnie
wysoko istotne w porÓwlnaniu ,do nośinilka se-
phadexower§o (ta . 1, tah. 2). Z,własizcza w przy-
padku prób nasienia zdyskwalifikowanego po
rozlmroze,niu stwie,r,dzolno,pIa_wie 3,7-krotnv
-wzlost odlsetlka rplemników ruchliLw.y,ch. W ori-
niesieniu do kolumny sephadexowej wyznacz-
nik ten był zdecydowanie niższy (tab. 1). Po-
dobne różnice, chociaz mniej dobitnie zaznaczo-
ne, uzyskano w przypadku prób nasienia o wy-
sokiej jakości po rozmrożeniu (tab. 2).

Jak wynika z dany,gh tabeli 3 ,sączenie w po-
równianiu do ,orob nasienia uzyslkanych bezlpo-
średnio ipo rozmrożeniu ,na orbu nośnika,ch
zwię'ksza odseiteik p,lelmnikow z normal,nym
a]kro,some,m. Nie stwierdzono statvstycznie
istotnych ró,żntc w zakresie o|mawianych war-
tości porrnięrdzy noś,nikieim chltvnowym i sepha-
dexowvm. ZwTa,ca natomiast uwagę więk,sza
s,ta,bilność struktur akroso,mowvch p,leim,nilkow
SącZony,Ch na kolurnnach chltyn,owy,ch, ktÓIe
poddane były inkubacji w temperaturze 37oC.

Uzys&<ane rezultatv pozwalają wrnio:kować o
1g,pśzei efeiktywności podziału fra[<cji plemni-
kowy,ch w przvpadku prób nasie,nia sączonv,ch
na nośrni,ku,chitynowym anizeli,sep]hadexowym.
Zlawisko to .jest ,trudne ,do interpireftacli. Zwią-
zane jest ono zapewne z obecnością większej
licżby wolnvch grrup gllukozoairninoacytrow.y,ch
w pTe,paracie ,chitynowym i w.ynilkaiącvch stąd
Ie,pszvch,rnożIiwości selekcyinego różnicowania
sta,nu plarzrmolelmrmy plermlników naniesionych
na koluimnę. W przeibietgu sączelnia na obu noś-
nitkach fralkcie plemników ruchliwy,ch uzyski-
Wane Są iako pierwsze ,po wprowadzeniu płynu
wymywającego. Natomiast frakcja plemnłkóiv
nierruc,hliwych (martwa) wiązana jest silniei z
nośnikiem i wymywana ielst z kotrurrnny dopie-
Io po kilkalkrotnvlm i,ej ,pTzemy\Manilu. Jednak,
o ile w przypa,dku wariantu no,śnika chityrno-
we,go możliwe iest wypłukanie fra]]<cii oma-
wianv,ch komórelk, to w odniesieniu do nośnika
sephadexowego wydają się być bardziei trwale
związane. Ziawisko powyższe l],ozwala na kil-
kakrrotne użycie kolum,ny chityn,orwei do są-
cze,nia ,prób na,sienia o roznei iakości po Toz-
mrożeniu.

Na ryc. 1 przedstawiono z,miany ruchilir,vości
frakcli plemn,ików ,,żywych" zawieszonych w

t1!ory
stotys-
tyczae w lozmr ożąnlv

9o pfr a.sącza.aLu ao5rąfu.o. pl L@L koLU mfu ą

chltynowq
l

sapŁrodłxouto,

i 46"ls

3,,l2

zż,16

51,ł3 t'
7,,lo

42 53

Ą5.,lĄ

4Ą,58

25,33

objaśnienie: ',4 _ istotność różnic między śIednimi T>II
(p<0,01).

Tab. 2. Wpływ rodzaju nośnika na odsetek plemników
ruchliwych uzysl<anych po przesączeniu nasienia za-
kwalifikowanego do inseminacji (ruchliwość plemni-

ków powyżej 30Vo) (h:la)

0dsetak pIcmntkow ruci2!'!wyclz|'1t.ory
stoĘs-
tyczao.

porezmrożoalv
cDlĘnową

I

scphod.exowo,
1l

i
3

35,83

7,36

20.5Ą

71,67 )ł
258
aśĄ

625
612

379

obiaśnienie: jak w tab. 1.

Tab. 3. Wpływ rodzaju nośnika na zmiany odsetka plemników z normalnym akrosomem (NAR) podczas
inkubacji w temperaturze 37oC (n:14)

Pląrlatkl. z NAR (%)

Hiory
stołs-
tyczae,

Nosianio po
rozmrożąałv

cźttyno se.phnde.x G-15
plarrzrzlkl,

t^wchLLwe awrwcźLvwą rwcDLLwo avą.rucWvweOrL 0,5 lL Ą,O ź Oź 0,5 12, Ą,Oa O r. o

i
s

v

?ĄlĄ 88,55 88,36

Ą,2o ł,?0 \,z?,

Ą,60 5,30 \,,l7

93,,12 92,Ą3 90,ł0

z,8Ą 3,ł3 6,?3

ą05 3,,l1 6,89

9293 90,57 89,,15 80,Ą3

3,05 3 50 \,57 532

3,?8 3,86 5,09 7,36

8193

630
,1,69
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Ryc. 1, Zmiany ruchliwości uzyskanych
po sączeniu nasienia zakwalif do insemina-

cji (temperatura rin C)

płynie Ringera i inku,bowanych w ternperatu-
yze 37oC. Charakterystycznym jest wy]]azne
skrócenie okresu przeżywalności komórek są-
czonych na obu nośnikach, w porównaniu do
prób nasielnia po fozlmlożeniu. Wy,nika Ł,o za-
pewne ze zmian funkcjonalnych plazmolemmy
zwła,szcza w segmencie wstawkowo-witkowym.
Jednakze, zwłasz,cza w ,przvrpadku plrob na,sienia
zdyskwalifikowanego po IozmIo,ze,n,iu (ruchli-
r,vośc,plelmniU<ów śZOOń) obserwowan,o wyraźne
utrzymanie ruchu postę,powego pTzez wysoki
odseteik komórek, zwLas,zcza w pierwszl.ch 30
minutach inlkubacii. Stwarza to możIiwośó wy-
korzystania frak,c ji p,lem,nikow ruchliwych
nasienia wstępnie zdyskwalifikowanego do za-
biegów inseminacy jnych.

Przeprowadzone pierwsze próbv bioło,giczne
z zastosotvaniem w dawce inrseminacyinei frak-
cii,,żywych" plelm,ników potwierdzaią możli-
wość .pra|ktycznego wykorzystania metodv są-
cze,nia nasienia na nośni]ku c'hitynowym. Ba-
cllrnilL są ]<ontynuowa,ne.
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CpasHIITeJIBHbIe ,tc-
cJIeAoBaIIlrff 2 rexrrnr ceJIeKIIIrIr IIoABII,I{HrIX }KI,IB.łI{-

KoB pa3Mopor(eHltoro 6rrqrero ceMeH}t

Coor,nercnyrorIłe nprIIoToeneHrłsrż tlpenapaT x'{In-
Ho, ]43oJlrfpoiBaHntlit us rroKpoBorl aHTapKT]4qecKoIo
IitrI4Jlfi, ],{c[oJlb3oBafl]r'r p,łIE ceJIeKqM]4 no,AB,{>KHbIx

>xlre.ruKos pa3Mopor{<eHrłoro 6rrlsero ceMeHr,f,
Ha roloHxłl, 3ano[HenHble x]łTrtHoBbIM Hoc,lTeJIeM,

:aa:nocuJlrl npo6sr pa3Mopox<enHofo ceMeH,I cooTBeT-
cTByrcu]ero Ó6T el,ra ,t KoHIłeI{Tpa\wu ź<uBlwl<og (500

pfil 0,15X10' €'pat<\uu 14 HeIIoABŁ)KHbIx x<I4BItlzKoB

BLTMLItsaJI]4 Ao3aM]ł >KJ4AKo,CT[ł PilHTepa.
@rlrbTpal{llro [poBoAI4JIr{ B TeMn. 37oC, B IIoJIyqeII-
uux Spaxqilflx M!{KpocKo[r{rłecK]4M]4 MeToAaM,{ oqe_
]F.IĄBaJIIĄ KoHI{eHTpaI]frĄrf ,{ [poqeHT ,K}IB,I]/IKoB c Hop-
uarurłoż aKpocoMolż (HAP).

Ilor<asanr, ,lro oco6enrło B cilyqae $łtnsrpoaaHra
ceMeu]4 c :r.u3Koil [oAts}l}KHocTblo >KrrBIr]4KoB nocJle
pa TloJlylfwrru novru 4-rparHr,llż pocr T ł{c-
JIa IIocry[aTeJIbHbIM ABl4rKerłrełr łr HAP,
Bn x<rlBIII4KoB, [oJIyIJeHHbIx nocne Słłns-
TpoBalrr{a, 6r,rła urł>xe rro cpaBrrearłlo c T^cxoAt{bIMIł

npo6aur. Otuerullł JIyqrrryro pac[peAeJlrTeJIbHyIo
eQ$errreHocTb x]łT]4IIoBLIx npe[apaToB tIeM IIoBce-
MecTHo [p]{MeHfieMblx ceQa4er<cossrx renerż. B ucnsr-
TaIeJIbHbIx ]4HceMI4HalIloHHbIx npeAIIpI,IffTyIflx [oA-
TBepAuJIu BblcotśyK) 6ronorzqecxyrc I]eHHocT!, [oJIy-
rIeHHlIx fiocJle ceJleKqrr $paxqrż uo4nrłxIłux >K,,lB-
LI14IloB.

Jabłonowska C,, Strzeźek J, - Comparative exami-
,r"tiorrs on trvo 

'methods of sBermatozoons selection

A chitin preparatiot-l, isolatcd frorn thc shell of
lhe antarctic krill, was ,enrployed to select thre sper-
tlratozoons of the semen of a bull, on the columns
fillecl with the chitin the samples of the thawed se-
men in the amount of 500 ul and the concentration
of 0.15X100 were mobile
and not mobile d with
Ringer's solution. as per-
forńed at 37oC. centage
of spermatozoons with a normal acrosome (NAR)
were^ d,etermined in the fractions by means of mi-
croScopy,

It was found that in case of the filtration of sper-
matozoons of low mobility almost a four fold increa-
se of the number of moving cells with NAR was

nique employed,
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