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Modified cryopreservation of semen of young bulls with reduced freezability

Summary

The aim of the study was to improve cryopreservation of young bulls’ semen. Bioxcell and Tris extenders were
modified by adding a-linoleic acid (ALA) or linoleic acid albumin (LAA). Non-modified Bioxcell extender was
used as control. Semen diluted in modified, glycerol-free Tris extender was subjected to a longer equilibration
(26-28 hours at +4°C). Thirty-one ejaculates collected from 12 bulls aged 12-17 months were used in this research.
After collection, fresh semen was divided into 7 portions, and each portion was diluted in one of experimental
diluents, as well as in the control diluent. After equilibration, semen was frozen in a freezer. Subsequently,
the semen was thawed and its motility was assessed (approximately and by CSA) along with cell membrane
integrity (SYBR-14 and PI). The highest motility was observed in Bioxcell diluent supplemented with a-linoleic
acid (ALA), and it was significantly higher (p <0.5) than in Bioxcell diluent (control). No significant differences
in cell membrane integrity were observed between experimental groups that were subjected to a 2.5 hour
equilibration. The extension of the equilibration time to 26-28 hours caused a significant (p < 0.01) decrease
in both the motility and the cell membrane integrity of spermatozoa compared to semen frozen in Bioxcell
diluent (control) as well as to all other experimental diluents. In the case of semen that did not meet qualitative
standards (motility below 50%) when frozen in the control diluent, significantly better results (p < 0.01 and
p < 0.05) in terms of motility (assessed approximately and by SCA) were observed when the semen was diluted
in Bioxcell diluent supplemented with a-linoleic acid (ALA) as well as in Bioxcell diluent supplemented with
linoleic acid albumin (LAA) (p < 0.05). No significant differences in cell membrane integrity were observed.
The extension of equilibration time caused a significant (p < 0.01) decrease in both the motility and the cell
membrane integrity of spermatozoa. The study confirmed the possibility of improving cryopreservation of
young bulls’ semen by modification of freezing diluents.
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Plemniki buhaja stosunkowo dobrze znosza pro-
cesy zamrazania 1 rozmrazania, a nasienie mrozone
stosowane jest w hodowli bydta od ponad pot wie-
ku. Technologia kriokonserwacji nasienia buhajow
wykorzystuje obecnie komercyjne rozrzedzalniki
produkowane na bazie trisu, kwasu cytrynowego, fruk-
tozy 1 glicerolu, uzupekianych zottkiem jaja kurzego
(Biladyl® i Triladyl® — Mini-tiib, Niemcy, Optidyl® —
Cryovet, Francja). W niektorych osrodkach jako pod-

! Praca wykonana w ramach projektu BIOSTRATEG, nr umowy: BIOSTRA-
TEG 2/297267/14/NCBR/2016.

stawowy sktadnik rozrzedzalnika uzywane jest §wieze
lub liofilizowane mleko (Laiciphos — IMV, Francja).
Wystepujace w z6ttku i mleku lipoproteiny niskiej ge-
stosci (LDL), poprzez optaszczanie blony komorkowej
plemnikow, dziataja ochronnie i zmniejszaja podatnos¢
plemnikow na szok chtodowy powodowany procesem
zamrazania 1 rozmrazania. Wykonane proby zastapie-
nia z6ltka lipoproteinami niskiej gestosci wykazaty ko-
rzystny wptyw na ruchliwo$¢ plemnikow, integralnos¢
bton oraz zaptodnienie in vitro (1, 2). W wyniku tego
wprowadzono do praktyki nastepujace rozrzedzalniki,
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w ktorych zastapiono zottko jaja kurzego lecytyna
uzyskang z ziaren soi: Biociphos-Plus® i Bioxcell®
(IMV, Francja) oraz AndroMed® (Mini-tiib, Niemcy).

Kriokonserwacja nasienia buhaja z wykorzystaniem
rozrzedzalnikéw komercyjnych pozwala na ogo6t uzy-
skiwa¢ satysfakcjonujace wyniki ptodnosci kréw po
inseminacji nasieniem mrozonym, niemniej jednak
zdarzajg si¢ samce, od ktérych otrzymuje si¢ nasienie
,»stabej zamrazalnos$ci”, czyli po rozmrozeniu uzyskuje
ono za niskg ocene odsetka plemnikéw o ruchu prawi-
dlowym. W zwigzku z tym podejmowane s3 rozmaite
proby uzyskania poprawy jako$ci nasienia mrozonego.
Obejmuja one zastosowanie dodatkowych, oprocz
glicerolu, krioprotektantow (14) lub uzupetnianie
sktadu rozrzedzalnikéw antyutleniaczami, takimi jak
cysteina czy glutation, ostaniajgcych btony komorko-
we plemnikow w trakcie procesu konserwacji (4, 15).
Do rozrzedzonego nasienia dodawano cholesterol
W postaci jego koniugatow, aby zmieni¢ stosunek cho-
lesterolu 1 fosfolipidow w blonie komdrkowej (3, 10).
Wykonano réwniez proby wiaczania do sktadu rozrze-
dzalnika kwasow ttuszczowych wielonienasyconych
(PUFA) rodziny n-3 i n-6 (6, 7, 13), wprowadzono
takze zmiang samej metody konserwacji polegajaca
na wydtuzeniu ekwilibracji (13).

Podatno$¢ na zamrazanie nasienia mtodych buhajow
jest na ogdt nizsza niz nasienia buhajow dojrzalych.
Wprowadzenie oceny genomowej bydla sprawito,
ze informacje o wartosci hodowlanej osobnika uzy-
skiwane sg tuz po urodzeniu. To spowodowato chec
wczesniejszego rozpoczecia rozptodowej eksploatacji
buhajow 1 zwigzanej z nig kriokonserwacji nasienia.
Postanowiono sprawdzi¢, czy modyfikacja sktadu
rozrzedzalnika oraz wydtuzenie ekwilibracji przy-
czyni si¢ do poprawy ruchliwosci i obnizenia odsetka
plemnikéw z uszkodzong blong komorkowa w nasieniu
mrozonym pobranym od miodych buhajow.

Celem przeprowadzonych badan byta ocena efek-
tywnosci kriokonserwacji nasienia pochodzacego od
mtodych buhajéw po zastosowaniu rozrzedzalnikow
wzbogaconych dodatkiem kwasu o-linolenowego
(ALA) lub albuming kwasu linolowego (LAA) i po-
przez wydhuzenie czasu ekwilibracji.

Materiat i metody

Buhaje. Do badan wytypowano 12 mtodych buhajow
w wieku od 12 do 15 miesiecy, ktore utrzymywane byty
w Matopolskim Centrum Biotechniki w Krasnem: 7 rasy
polskiej czerwonej (RP), 2 rasy polskiej czerwono-bialej
(RW), 1 rasy polskiej czarno-bialej (ZB) i 2 rasy simen-
talskiej (SM). Wszystkie zwierzeta przebywaty w jedna-
kowych warunkach utrzymania i zZywienia. Nasienie od
powyzszych buhajow pozyskiwano na sztuczng pochwe
raz w miesigcu. Uzyskano lacznie 31 ejakulatow, od 2 do
4 ejakulatow od kazdego samca.

Rozrzedzalniki. Rozrzedzalnikiem kontrolnym byt ko-
mercyjny rozrzedzalnik Bioxcell® (IMV, Francja). Byt on
réwniez podstawa dwoch modyfikacji.
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Pozostate 4 rozrzedzalniki doswiadczalne byly przygoto-
wane na bazie wczesniej stosowanego w inseminacji bydta
rozrzedzalnika Tris o nastgpujacym sktadzie: Tris-(hydro-
ksymetyl)-aminometan — 36,05 g (Sigma), kwas cytrynowy
— 20,24 g (Sigma), D-fruktoza — 14,88 g (Sigma), zestaw
antybiotykow ,,Coctail AB” (Mini-tiib, Niemcy) oraz woda
redestylowana do ogdlnej objgtosci 1000 ml. Rozrzedzalnik
podstawowy przygotowano zgodnie z instrukcja ,,Tech-
nologia mrozenia nasienia buhajow w stomkach” (11).
Mieszaning antybiotykéw ,,Coctail AB” po rozpuszczeniu
w wodzie redestylowanej dodawano w trakcie przygotowy-
wania rozrzedzalnika tak, aby w 1 ml rozcienczonego na-
sienia znajdowato si¢ 50 pg tylozyny, 250 ng gentamycyny,
150 pg spektynomycyny i 300 ug linkomycyny.

Modyfikacje rozrzedzalnikow Bioxcell i Tris polegaty
na uzupetnieniu ich sktadu albuming kwasu linolowego
(LAA) lub kwasem a-linolenowym (ALA). Dla nasienia
rozrzedzonego zmodyfikowanym rozrzedzalnikiem Tris
zastosowano rowniez wydtuzenie czasu ekwilibracji.

LA~ Linoleic Acid (kwas linolowy, C H,,O,, C18:2 n-6)
jest nienasyconym kwasem tluszczowym o osiemnasto-
weglowym tancuchu i 2 wigzaniach podwoéjnych: miedzy
9.a10.oraz 12.113. weglem. W badaniach przeprowadzo-
nych przez Takahashi i wsp. (13), w ktérych zastosowano
dodatek albuminy kwasu linolowego do rozrzedzalnika
cytrynianowo-zoéttkowego uzyskano istotny wzrost odsetka
plemnikéw ruchliwych po rozmrozeniu w nasieniu buhaja
0 ,,niskiej zamrazalno$ci”. Postanowiono wi¢c sprawdzic,
czy albumina kwasu linolowego poprawi wyniki oceny po
rozmrozeniu nasienia pochodzacego od mtodych buhajow.
LAA (Linoleic acid albumin, Sigma) po rozpuszczeniu
w wodzie redestylowanej dodawano w ilosci 1 mg/1 ml
(13) gotowego rozrzedzalnika Bioxcell i sporzadzonych
rozrzedzalnikow Tris.

ALA — a-Linolenic acid (kwas a-linolenowy, C, _H, O,,
C18:3 n-3) jest kwasem wielonienasyconym, ma tancuch
réwniez osiemnastoweglowy, 3 wigzania podwojne i pierw-
sze wigzanie podwojne wystepuje miedzy 3. a 4. weglem (od
kofica z grupg metylowa CH,). W badaniach przeprowadzo-
nych przez Kaka i wsp. (6, 7) ustalono, ze najwyzsze wyniki
ruchliwosci 1 odsetka nieuszkodzonych bton plemnikow
po rozmrozeniu uzyskano po dodaniu 5 ng ALA do 1 ml
rozrzedzalnika. Kwas a-linolenowy (ALA — a-Linolenic
acid, Sigma) jest substancjg oleistg, trudno rozpuszczalng
w wodzie, rozpuszczano go w 0,05% roztworze alkoholu
etylowego i dodawano do gotowego rozrzedzalnika Bioxcell
oraz do sporzadzonych rozrzedzalnikow Tris.

Sktady modyfikowanych rozrzedzalnikdéw przedstawio-
no ponizej:

* R.1. Bioxcell wzbogacony dodatkiem albuminy kwa-
su linolowego (LAA — Linoleic acid albumin) w ilosci
1 mg/1 ml rozrzedzalnika;

* R.2. Tris do jednostopniowego rozrzedzania nasienia
z dodatkiem albuminy kwasu linolowego (LAA) w ilosci
1 mg/1 ml rozrzedzalnika;

* R.3. Tris bez glicerolu do dwustopniowego rozrze-
dzania nasienia z dodatkiem albuminy kwasu linolowego
(LAA) w ilosci 1 mg/l1 ml roztworu jako rozrzedzalnik
do rozrzedzenia wstepnego oraz Tris z 14% zawartoscia
glicerolu do rozrzedzenia ostatecznego przed konfekcjo-
nowaniem w stomki 1 zamrozeniem,;



Med. Weter. 2020, 76 (7), 423-428

* R.4. Bioxcell wzbogacony dodatkiem kwasu a-lino-
lenowego (ALA — a-Linolenic acid) w ilosci 5 ng/1 ml
rozrzedzalnika;

e R.5. Tris do jednostopniowego rozrzedzania nasie-
nia z dodatkiem kwasu o-linolenowego (ALA) w ilosci
5 ng/1 ml rozrzedzalnika;

* R.6. Tris bez glicerolu do dwustopniowego rozrze-
dzania nasienia z dodatkiem kwasu o-linolenowego (ALA)
w ilo$ci 5 ng/1 ml roztworu jako rozrzedzalnik do rozrze-
dzenia wstgpnego oraz Tris z 14% zawartoscia glicerolu
do rozrzedzenia ostatecznego przed konfekcjonowaniem
w stomki i zamrozeniem.

Postepowanie z nasieniem. Bezposrednio po pobraniu
oceniano objetos¢ ejakulatu, koncentracj¢ i ruchliwosée
plemnikéw. Nastepnie nasienie dzielono na 7 czesci, a kazda
znich rozrzedzano jednym z rozrzedzalnikéw doswiadczal-
nych lub kontrolnym w ten sposob, aby w objetosci 0,2 ml
znajdowalo si¢ co najmniej 20 mIn plemnikoéw ogotem.

Nasienie rozrzedzone rozrzedzalnikami: 1., 2.,4., 5. oraz
kontrolnym konfekcjonowano w standardowych stom-
kach o poj. 0,2 ml i przenoszono do temperatury +4°C,
a po 2,5-godzinnej ekwilibracji nasienie zamrazano we
freezerze i przektadano do konteneréw z ciektym azotem.
Nasienie rozrzedzone wst¢pnie rozrzedzalnikami 3. i 6.
oraz rozrzedzalnik Tris z 14% zawartoscig glicerolu prze-
noszono do temperatury +4°C na 26 do 28 godzin (dluga
ekwilibracja), po czym do nasienia dodawano odpowiednia
objetos¢ rozrzedzalnika Tris z glicerolem, konfekcjonowano
w standardowych stomkach, zamrazano i przektadano do
konteneréw z ciektym azotem.

Po rozmrozeniu w tazni wodnej o temperaturze +38°C
nasienie poddawane byto ocenie wykonanej w wyspecjali-
zowanym w diagnostyce andrologicznej laboratorium Za-
ktadu Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji Instytutu
Zootechniki PIB w Balicach. Obejmowata ona: szacunkowa
oceng odsetka plemnikow o ruchu prawidlowym; kompu-
terowg oceng CSA: ruch szybki, ruch szybki postepowy
iruch postepowy; cytometryczng oceng integralnosci btony
komorkowej plemnikow (odsetek plemnikow z nienaruszo-
na blong komodrkows).

Oceng szacunkowg przeprowadzaty komisyjnie 2 osoby
z dhugoletnim doswiadczeniem. Nasienie oceniano w mi-
kroskopie optycznym Nikon z kontrastem fazowym i sto-
likiem podgrzewczym pod powigkszeniem 100 X.

Oceny ruchu szybkiego, szybkiego postgpowego i poste-
powego dokonywano przy uzyciu komputerowego syste-
mu analizy jakosci nasienia (Sperm Class Analyzer, S.C.A
V5.1, Microptic, Barcelona, Hiszpania). Nasienie oceniano
w osmiokomorowych szkietkach Leja (Leja Products B.V.,
Holandia) o grubosci preparatu 20 mikronéw. Do komory
wkraplano probke rozmrozonego nasienia o objetosci 1 pl.
W obregbie preparatu oceniano 5 pol. Program komputero-
wy wyliczal $rednie wartosci. Oceng wykonywaly 1 we-
ryfikowaly te same osoby, ktore przeprowadzaly ocene
szacunkowa.

Oceng integralno$ci bton komoérkowych wykonywa-
no w cytometrze przeptywowym (CytoFLEX, Beckman
Coulter, USA) przy zastosowaniu podwdjnego barwienia
fluorochromami: SYBR-14 i jodkiem propidyny (PI) (Live/
Dead Sperm Viability Kit, Thermofisher) (5). Podwdjne
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barwienie umozliwia kwalifikowanie plemnikow do trzech
grup: plemnikow z nieuszkodzong btong komoérkowa, z ro-
zerwang btong oraz z uszkodzong blong komoérkows, lecz
jeszcze aktywnych metabolicznie. Jednoczes$nie z analizy
eliminowane sa czesto wystgpujgce w nasieniu zanieczysz-
czenia nieckomorkowe.

Do oceny statystycznej zastosowano 3-czynnikowg ana-
lizg wariancji wykonang pakietem statystycznym SAS przy
pomocy procedury GLM. W obliczeniach uwzglgdniono
wplyw trzech czynnikow na badane cechy (ruchliwos¢
oceniang szacunkowo i parametry ruchu oceniane z wyko-
rzystaniem komputerowej oceny CSA oraz odsetek plem-
nikow z nienaruszong btong komérkowa): rozrzedzalnika
jako czynnika statego, buhaja jako czynnika losowego oraz
wieku buhaja w dniu pobierania nasienia jako zmiennej to-
warzyszacej. Obliczenia wykonano wedtug nastepujacego
modelu matematycznego:

Y =m+a+bt+ox, +e.
. ijk i j ijk ijk
gdzie:
Y, — warto$¢ badanej cechy,
m — $rednia populacji,
a, — efekt rozrzedzalnika,
b - efekt buhaja,
o — wspolczynnik regres;ji,
x.. — wiek buhaja (zmienna towarzyszgca),
1
e — btad losowy.

Istotnos¢ réznic stwierdzono testem F. Istotno$¢ roznic
migdzy $rednimi oszacowano metoda najmniejszych kwa-
dratéw LSM przy pomocy procedury LSMEANS.

Wyniki i omowienie

Srednia objeto$é uzyskanych ejakulatow wynosita
4,5 ml, koncentracja 1230 x 10° w mm?, a ruchliwos$¢
plemnikow w nasieniu §wiezym wynosita $rednio
71,5%.

Wyniki oceny ruchliwo$ci i1 integralnosci blony
komorkowej plemnikéw w nasieniu mrozonym przed-
stawiono w tab. 1.

Najwyzsze wyniki ruchliwos$ci zarowno w ocenie
szacunkowej, jak 1 z Wykorzystaniem komputerowe-
g0 programu wspomagaj acego (SCA) obserwowano
W nasieniu zamrozonym w rozrzedzalniku Bioxcell
zALA (R.4.). Stwierdzono istotnie wyzszy (p=<0 05)
odsetek plemnikow ruchliwych zarowno w ocenie
szacunkowej, jak 1 w ocenie ruchu postepowego z wy-
korzystaniem programu SCA niz w rozrzedzalniku
kontrolnym Bioxcell.

W nasieniu zamrozonym w rozrzedzalniku Tris
zALA (R.5.) notowano istotnie nizszg (p < 0,05) ruch-
liwo$¢ w ocenie szacunkowej oraz w ocenie ruchu
szybkiego z wykorzystaniem programu SCA niz w na-
sieniu zamrozonym w rozrzedzalniku Bioxcell zALA
(R.4.). W nasieniu zamrozonym w rozrzedzalniku Tris
z ALA (R.5.) stwierdzono rowniez istotnie nizszy
(p < 0,05) odsetek plemnikow wykazujacych ruch
postepowy szybki (SCA) niz w nasieniu zamrozonym
w rozrzedzalniku kontrolnym Bioxcell.

W nasieniu zamrozonym w rozrzedzalniku Tris
z LAA (R.2.) stwierdzono istotnie nizszy (p < 0,01)
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Tab. 1. Ocena ruchliwosci i integralnos$ci blon plemnikéw w nasieniu mlodych buhajéw mrozonym w réznych rozrzedzalni-
kach (Srednia + blad standardowy)

. P Ocena szacunkowa — Ocena kmputerowa SGA _Plemniki
Rozrzedzalnik + ekwilibracja ruch prawidtowy (%) ruch szybki (%) rucshz ;);Ifilf%wy ruch postepowy (%) z n:;g:;u(izt;na
Bioxcell - kontrola 44,8 + 2,6 42,6 + 3,14 32,522 47,9 + 3,25 37,425
Bioxcell + LAA (R.1.) 49,7 +2,7° 45,7+ 3,14 34,0 £2,2% 53,3 3,14 36,0 +1,9%
TRIS + LAA (R.2.) 47,327 43,3 3,04 25,6 +1,75¢ 51,8 +3,0% 35,0 £2,14
TRIS + LAA + dtuga ekwilibracja (R.3.) 25,0 £2,4° 23,0+2,5° 12,5+1,5% 28,0+2,9° 18,6 +2,3°
Bioxcell + ALA (R.4.) 51,1x2,7% 48,0 £2,9% 35,1+2,3% 54,6 + 3,0% 36,1+2,3
TRIS +ALA (R.5.) 44,4 + 2 4% 40,4 + 2,4 26,5+ 1,65 49,5 + 2 54 33,1224
TRIS + ALA + dtuga ekwilibracja (R.6.) 25,3+2,8° 23,7+2,9° 13,3+1,8% 28,2 +3,2° 16,1+ 2,0°

Objasnienia: LAA — albumina kwasu linolowego; ALA —kwas a-linolenowy; A, B, C, D — wartosci w kolumnach oznaczone réznymi
literami r6znig si¢ istotnie (p < 0,01); a, b — wartosci w kolumnach oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie (p < 0,05)

Tab. 2. Ocena ruchliwosci i integralnosci blon plemnikéw w nasieniu mlodych buhajéw mrozonym w réznych rozrzedzalnikach
— nasienie spelniajace standardy jako$ciowe wg szacunkowej oceny ruchliwosci w rozrzedzalniku Bioxcell (11 ejakulatéw)

(Srednia + blad standardowy)

; K Ocena komputerowa SCA Plemniki
. P cena szacunkowa - ;
Rozrzedzalnik + ekwilibracja : . ruch posteno Z nienaruszong
ruch prawidtowy (%) | ryuch szybki (%) szyrbki t(?j;o)wv ruch postepowy (%) btona (%)
Bioxcell - kontrola 60,5+2,3% 59,1+ 3,0 43,6 £2,77 65,6 +2,8 48,7 +2,9%
Bioxcell + LAA (R.1.) 60,5 2,24 58,5+ 3,5% 40,5 + 2,202 67,3 3,54 42,8 + 2,3
TRIS + LAA(R.2.) 56,8 + 3,54 53,8 +4,3* 30,5 + 2,785 62,8 + 4,24 41,1 +3,1%
TRIS + LAA + dtuga ekwilibracja (R.3.) 27,3+3,8° 24,7+4,8° 12,5+2,2° 29,5 +5,2° 18,7 +3,5°
Bioxcell + ALA (R.4.) 60,0 +2,6% 56,4 + 4,04 38,7 + 2,80Ead 65,3 + 3,6 45,6 + 2,6
TRIS + ALA (R.5.) 48,6 +4,0" 47,9 £ 3,2% 31,7 £2,3%® 57,4 +3,2* 40,6 £ 2,7
TRIS + ALA + dtuga ekwilibracja (R.6.) 30,9+4,5° 28,8+4,7° 15,9+2,9¢ 33,2+4,9° 16,7+2,7°

Objasnienia: LAA — albumina kwasu linolowego, ALA — kwas a-linolenowy, A, B, C, D, E — warto$ci w kolumnach oznaczone ro6z-
nymi literami r6znig si¢ istotnie (p <0,01), a, b, ¢ — warto$ci w kolumnach oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie (p < 0,05)

Tab. 3. Ocena ruchliwo$ci i integralnosci blon plemnikéw w nasieniu mlodych buhajow mrozonym w réznych rozrzedzalni-
kach — nasienie nie spelniajace standardow jakosciowych wg szacunkowej oceny ruchliwosci w rozrzedzalniku Bioxcell (20
ejakulatow) (Srednia + blad standardowy)

: - Ocena szacunkowa — Ocena komputerowa SCA Plemniki

Rozrzedzalnik + ekwilibracja ruch prawidtowy (%) ruch szybki (%) ,ucsw;':t?%wv ruch postepowy (%) z nlllt:;ls;u(i/z:;nq
Bioxcell - kontrola 36,3 £1,9% 31,821 25,3 £1,6% 36,4 £2,2% 31,2£2,6
Bioxcell + LAA (R.1.) 43,7+3,3"® 38,7 +3,5% 30,3 £ 2,9% 45,6 + 3,3%® 32,324
TRIS + LAA (R.2.) 42,0 £3,3% 37,5£3,5% 23,0 + 2,170 45,8 £3,5'® 31,6 £2,6
TRIS + LAA + dtuga ekwilibracja (R.3.) 23,8+3,2° 22,0+2,9° 12,6 £2,1° 27,2 £ 3,5 18,6 £3,1°
Bioxcell + ALA (R.4.) 46,3 +3,5° 43,3+ 3,6° 33,113,100 48,7£3,6° 30,9£2,6
TRIS + ALA (R.5.) 42,0 £3,0° 36,3 £3,0% 23,7 £1,9%¢> 45,1£3,1% 28,9£2,7
TRIS + ALA + dtuga ekwilibracja (R.6.) 22,3+3,5° 20,9+3,7° 11,9+£2,28 25,9+4,2° 15,8 £2,8°

Objasnienia: jak w tab. 1.

odsetek plemnikow wykazujacych ruch postepowy
szybki (SCA) niz w nasieniu zamrozonym w rozrze-

dzalniku kontrolnym Bioxcell.

Wydluzenie czasu ekwilibracji do 26-28 godzin
powodowato istotne (p < 0,01) obnizenie wynikoéw
oceny zaro6wno ruchliwosci, jak i integralnosci bton
komoérkowych w stosunku do nasienia zamrozonego

we wszystkich rozrzedzalnikach z zastosowaniem
ekwilibracji trwajacej 2,5 godziny.

Na podstawie szacunkowej oceny ruchliwosci

w rozrzedzalniku kontrolnym Bioxcell dokonano
podziatu otrzymanych wynikow na 2 grupy: w jednej
zebrano te ejakulaty, w ktérych stwierdzono po roz-
mrozeniu w rozrzedzalniku Bioxcell co najmniej 50%
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plemnikow ruchliwych (nasienie spetniajace standardy
jakosciowe — 11 ejakulatéw od 7 buhajow) oraz te,
w ktorych po rozmrozeniu stwierdzono mniej niz 50%
plemnikow ruchliwych (nasienie nie spetniajace stan-
dardow jakosciowych — 20 ejakulatoéw od 9 buhajow).
Wyniki oceny ruchliwosci 1 integralnosci btony plem-
nikdéw w nasieniu mrozonym we wszystkich badanych
rozrzedzalnikach, spetniajacym standardy jako$ciowe
wg szacunkowej oceny ruchliwos$ci w rozrzedzalniku
kontrolnym przedstawiono w tab. 2, a w nasieniu nie
speliajacym standardow jakosciowych wg szacunko-
wej oceny ruchliwos$ci w rozrzedzalniku kontrolnym
w tab. 3.

W grupie ejakulatéw, w ktorych ruchliwo$¢ oceniana
szacunkowo w nasieniu zamrozonym w rozrzedzalniku
komercyjnym Bioxcell osiggneta wartosci co najmnie;j
50%, nie stwierdzono korzystnego wptywu dodania
LAA lub ALA do rozrzedzalnika Bioxcell.

W nasieniu zamrozonym w rozrzedzalniku Tris
zALA (R.5.) oraz w rozrzedzalniku Tris z LAA (R.2.)
obserwowano nizsze (p < 0,05) wyniki ruchliwosci
w ocenie szacunkowej oraz w ocenach wspomaganych
komputerowo (ruch szybki i postepowy szybki) niz
Ww nasieniu zamrozonym w rozrzedzalniku kontrolnym
Bioxcell oraz w rozrzedzalniku Bioxcell zLAA (R.1.)
lub ALA (R.4.).

W rozrzedzalnikach Tris z LAA (R.2.) oraz ALA
(R.5.) stwierdzono rowniez istotnie (p < 0,05) nizszy
odsetek plemnikdéw z nienaruszong btong niz w na-
sieniu zamrozonym w rozrzedzalniku kontrolnym
Bioxcell.

Wydluzenie czasu ekwilibracji do 26-28 godzin
powodowato istotne (p < 0,01) obnizenie wynikow
oceny zarowno ruchliwosci, jak i nienaruszalnosci
bton komoérkowych plemnikéw w stosunku do na-
sienia zamrozonego we wszystkich rozrzedzalnikach
z zastosowaniem ekwilibracji trwajacej 2,5 godziny.

W grupie ejakulatow, w ktorych ruchliwos¢ oceniana
szacunkowo w nasieniu zamrozonym w rozrzedzalni-
ku komercyjnym Bioxcell nie osiggneta wymagane;j
warto$ci co najmniej 50% plemnikéw ruchliwych,
istotnie wyzsze (p < 0,01 i p <0,05) wyniki ruchliwo-
$ci ocenianej szacunkowo i z uzyciem SCA uzyskano
w nasieniu zamrozonym w rozrzedzalniku Bioxcell
z ALA (R.4.) niz w kontroli.

Nasienie zamrozone w rozrzedzalniku Bioxcell
z LAA (R.1.) uzyskato rowniez wyzsze wyniki oceny
ruchliwo$ci w ocenie szacunkowej (p < 0,05) i w oce-
nie ruchu postgpowego (SCA) (p < 0,05) niz nasienie
zamrozone w rozrzedzalniku kontrolnym Bioxcell.

W nasieniu zamrozonym w rozrzedzalniku Tris
z LAA (R.2.) zanotowano wyzszy (p < 0,05) odsetek
plemnikéw wykazujacych ruch postepowy (SCA) niz
W nasieniu zamrozonym w rozrzedzalniku kontrol-
nym Bioxcell, natomiast w ocenie ruchu postepowe-
go szybkiego (SCA) stwierdzono nizszy (p < 0,01)
odsetek plemnikow wykazujacy ruch niz w nasieniu
zamrozonym w rozrzedzalnikach Bioxcell z LAA
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(R.1.)1BioxcellzALA (R.4.). Rd6wniez w ocenie tego
parametru ruchu nasienie zamrozone w rozrzedzalniku
Tris z ALA (R.5.) uzyskato istotnie nizsze wyniki niz
zamrozone w rozrzedzalniku Bioxcell z dodatkiem
ALA (p £0,01) i z dodatkiem LAA (p <0,05).

W tej grupie ejakulatow wydtuzenie czasu ekwi-
libracji do 26-28 godzin rowniez powodowato istot-
ne (p < 0,01) obnizenie wynikOw oceny zaréwno
ruchliwosci, jak 1 integralnosci blon komoérkowych
plemnikow w stosunku do nasienia zamrozonego we
wszystkich rozrzedzalnikach z zastosowaniem ekwi-
libracji trwajacej 2,5 godziny.

Pomimo rutynowego stosowania w rozrodzie by-
dla inseminacji nasieniem mrozonym nadal dazy si¢
do udoskonalenia technologii zamrazania, aby moc
skutecznie zakonserwowac nasienie stabszej jakos$ci
lub szczegolnie wrazliwe na proces kriokonserwacji.
W badaniach przeprowadzonych przez Tasdemira
1 wsp. (14) uzyskano wzrost ruchliwosci 1 obnizenie
odsetka plemnikéw z uszkodzong btong komorkowa
poprzez wprowadzenie do rozrzedzalnika Tris glikolu
etylenowego jako dodatkowego (oprocz glicerolu)
zwigzku oslaniajacego. Rowniez wzbogacenie sktadu
rozrzedzalnika Tris glutationem (4) lub cholestero-
lem (3, 10) przyczynito si¢ do poprawy parametrow
jakosciowych mrozonego nasienia buhajow. Nasza
uwage zwrocity badania nad wykorzystaniem wielo-
nienasyconych kwasow ttuszczowych. Pierwsze to ba-
dania Kaka i wsp. nad zastosowaniem dodatku kwasu
a-linolenowego (ALA)zaréwno do rozrzedzalnika Tris
(6), jak 1 Bioxcell (7). W badaniach tych poréwnywano
rézne dawki ALA i ustalono poziom 5 ng/ml, ktory naj-
bardziej korzystnie wptynat na ruchliwo$¢ i stan bton
komorkowych plemnikéw po rozmrozeniu. Drugie to
prace badawcze Takahashi 1 wsp. (13), w ktorych uzyli
kwasu linolowego w postaci albuminy (LAA) w ilo$ci
1 mg/1 ml jako dodatku do rozrzedzalnika cytrynia-
nowo-zottkowego oraz dodatkowo wydhuzyli do 30
godzin ekwilibracj¢ nasienia w temperaturze 4°C roz-
rzedzonego rozrzedzalnikiem bez glicerolu. Badacze
uzyskali istotny wzrost ruchliwosci plemnikoéw po roz-
mrozeniu wlasnie w przypadku zastosowania dlugiej
ekwilibracji. Jedynie zastosowanie dodatku cysteiny
i glutationu do rozrzedzalnika mlekowego (15) nie
przyczynito si¢ do poprawy jakosci konserwowane-
go nasienia. Wszystkie wspomniane wyzej badania
przeprowadzone zostaty na nasieniu pochodzacym od
dojrzatych, co najmniej dwuletnich samcow.

W przedstawionych przez nas badaniach przeprowa-
dzono ocen¢ wptywu dodania kwasu a-linolenowego
(ALA) 1 albuminy kwasu linolowego (LAA) do
rozrzedzalnika Bioxcell na ruchliwo$¢ 1 integralno$¢
bton plemnikéw pochodzacych od bardzo mtodych
buhajow, w wieku od 12 do 17 miesigcy. Jako rozrze-
dzalnik dodatkowy wprowadzono Tris, ktorego sktad
nie jest chroniony patentem i1 mozna go sporzadzi¢
samemu w laboratorium, aby mie¢ mozliwo$¢ oce-
ny zastosowania dtugiej ekwilibracji rozrzedzonego
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nasienia w rozrzedzalniku bez gliceroluw obecno$ci
kwasu a-linolenowego (ALA) lub albuminy kwasu
linolowego (LAA).

Kwas a-linolenowy(ALA) jest kwasem egzogen-
nym, jego niedobory objawiajg si¢ u ludzi 1 zwierzat
zaburzeniami wzrostu, funkcjonowania uktadu odde-
chowego 1 metabolizmu energetycznego, chorobami
skoéry oraz uszkodzeniem nerek (12). Jak wigkszos¢
dhugotancuchowych, wielonienasyconych kwaséw
thuszczowych bierze udziat w wielu procesach regula-
cyjnych w pojedynczych komorkach i tkankach — jest
substratem w syntezie biologicznie aktywnych zwigz-
kéw majacych charakter hormonow tkankowych (8).

Kwas linolowy (LA) wykazuje szerokie dziatanie
prozdrowotne na organizm cztowieka. Jest aktywnym
antyoksydantem (zapobiega powstawaniu wolnych
rodnikow), ma wlasciwosci przeciwmiazdzycowe
1 antynowotworowe, a poprzez regulacje przemian
lipidow w organizmie powoduje redukcje masy ciata.
Zwigksza odporno$¢ organizmu i zapobiega rozwojowi
cukrzycy oraz osteoporozy (9).

Nie wszystkie z zastosowanych modyfikacji przy-
niosly oczekiwane efekty. Szczegélnie dotyczy to
dtugiej ekwilibracji, ktora w badaniach Takahashi
1 wsp. (13) przebiegata w obecnos$ci rozrzedzalnika
cytrynianowo-zottkowego (stosowanego dawniej do
konserwacji nasienia buhaja w temperaturze +4°C)
i poprawila ruchliwo$¢ plemnikéw w nasieniu po
ekwilibracji i po rozmrozeniu. By¢ moze w rozrzedzal-
niku Tris nastgpity niekorzystne procesy metaboliczne
skutkujace negatywnym oddziatywaniem na komorki
plemnikowe w miar¢ wydtuzania czasu ich ekspozy-
cji. Mozna zaktadaé, ze sg to procesy analogiczne do
tych, jakie obserwuje si¢ np. w miar¢ uplywu czasu
przechowywania nasienia konserwowanego w stanie
pltynnym w temperaturach plusowych. Nalezatoby
wykona¢ badania poréwnawcze z zastosowaniem obu
rozrzedzalnikow.

Przeprowadzone badania wykazaty jednak mozli-
wosci bardziej efektywnej kriokonserwacji nasienia
mtodych buhajow, ktére charakteryzuje si¢ wyzsza
wrazliwo$cig na proces kriokonserwacji. Z tego
punktu widzenia obiecujacym rozwigzaniem jest
uzycie rozrzedzalnika Bioxcell z dodatkiem kwasu
a-linolenowego.
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