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Przeżyciowe barwienie nasienia buhaja w celu rożnieowania
plemnikow na żywe i martwe
za]{iad Tl}s3a}i]lacji i zlvalczania Bezplcdncś.i P I w
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korrtr.rstolvego. Schaf f er i Almquist (i9lł8) użyli
zamiast błękitu opaiu błękit aniliny. Blom (195C) za-
stoso-wał jako czynnilr 1rontrastowy rvodny roztwór ni-
glozyny. Mayer 1łrspółprac. (1951) w1,*kezali, że cJc
barvłienia różniczkcwego mogą być używane jedvnie
rozpuszczalne w woclzie haloEenne pochodne fluore-
sceiny. Swanson i Bealden (1951), porół,łnali
zlnodyfikcrvaną nretcCę B]oma z metcdą Mayera,
vryliazując, że dają identyczne rezultety. lvl o r o z lotw
Ii952) sicsuje barviienie samą eozyną, bez czynnika
kontrastowego. Metoda Morozo\Mal jakkoli,,riek t1o-
kładna, jest w prailtycznynr zastosowaniu nużąca (lvy-
szuki.łranie plernnikólv niezabąrr,łriorrych). 1nnc wynie-
nione povryżej metcdy, trudne są u nas d: łvykonania
z połvodu braku oCporvlednrch c-,:ynnikórv kontiasto-
lvych. W poszukivrarrru za cz_lrnnikiem. kontiasi,l,,,rynr
łatvio dosŁępnym zastosowaliśmy zw,vl.,ły tusz rysunko-
wy, Pcnieważ wstępne próby clały rezultiit pomyśiny
Fr,,l;tanołviono oplacorł-ać teclrriikę bar-,ł,ienia tóżn'Lcz,
kowego, przy zastosovlaniu tirszu rysurkolvego, jako
czynnika konilastowego, olaz zbadać jakie czynniki mo-
gą wpłylvac niepomyślnie na lezllita|y uzyskane tą łle-
todą.

zasto§owana technika harwienia
i metodyka pracy

Z ,pra,c wyrrlienionych autorów wynika, że zasadni-
czym postułatem,uzyskania łviarogod,nych wl,n|}1§lĄ.,
jest szybkośó sporządzenia preparaiów. Odnosi się to
szcaególnie do faz1. suszenia plepaIatu po sporządze-
ni,u rozrnazu. Przy powolnym lv)/sychaniu rozmazótt,
istnieje niebezpieczelisLlvo, że cz,erść plemników obu-
nrierając po lsporządz,eniu prepare!u u,legn,ie zallar-
wieniu, przez nieodwodniony barlvnik. W związku
z porł'yŻszl.m zasto,sowano nastgprrjącą technikę bar_
wien,ia.

1. Na szkiełku podstałr,owym urnieszczano małą kro-
plę nasienia (o średnicy około 2 mm), kroplę eozyny
(roztwól 1 g eozyny B w 100 m] lj,6Uio roztworu cvLry-
nianu sodu), lorraz kroplę tuszu rysunko\^rego; kropie obu
kornponentów barrł,nych miały średnicę około 5 mm.

2. Przy pomocy pałeczki szklanej mieszano nasienie
z roztworem eozynY.

3. Krawędzią szkiełka nakrywkowego, przyłożoną do
brzegu kropii nasienia z eozallą, olaz krop]i tuszu, tlo-
prowadzano do zlania się obu kropli, po czym naiych-
miast, nieodrywając szkiełka podstawowego Nr 2, spo-
rządzano cienki rozmaz, (Przy sporządzaniu lozntazu po-
sługiwanlc, się techniką używaną do sporządzania roz-
mazólv z krwi).

4. Natychmiast po sporządzeni,.l rozmazrl, umieszczano
prepalat w stlumieniu goTącego powletrza, łv celu szyb-
kiego wysuszenia preparaiu,

W każdym preparacie obliczano s,tosunek barivrły:
nie,barwny tysiąca plemników. Wyniki porównywano
z rezulta,terr obiiczenia plem,ników martwych w lia,

, 
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_lieniu niezabitym, przy pollr.ocy metody opisanej
przez J aśkow,skiego (195l).

Każde doświadczenie powtóruono z 10 ejakulatami.
Badaniu poddano nasienie nierozcieńczone i rou-

oieńcz on e ł:ozoieirczalnikiern żółtkowo -cytranianowym.
W celu sprarvdz,elia wpływu techniki barwienia na

rviar.ogoćiność wynikółv sprarvdzono nastgpujące od-
miany techniki sporządza,n,ia preparatów:

1. Krótkie baiwienie eozyną (około 3"), krótkie dzia-
łanie tuszu (około 3") i kr-ótkie suszenie (około 5").
Wszystkie czynrlcćci związaire ze spotządzeniem pre-
paratu trt,vały o]<cło ] 0 15".

2. Barwierrie eozyllą około 30", pozostałe czynności
jak łv p. l,

3. Bar-łrienie eozyną okcło 3 min. pozostałe
ności jak ł.r p. i.

4. Barwienre eozyllą okl:,lo 5 sek., przetrzymanie
szu 1 rrrinutq

5. Bar-wienie cozyną około 5 sek, przetrzymanie
szu 2 rrrinuty.

6. B.lrrr.ienje eozluną około 5 sek., przetrzymanie
szu 3 niauty
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Op;sana technika róż.ni sip o tyle od tech,niki sto-
sowanej przez innych autorÓw (nie biorąc pod uwa-
gg różnicy w istosolvanym cz;lnl|Ęo kontrastowl,m), Że
,|Ą.ymienieni pr-,wyŻej autorzy nie spo,rządzali rozma-
zów po zrTlieszanliu nasienia z barlvikami., Iecz prepa-
raty odciskorve.

Wyniki
Zastosowana łrretoda pozwalała na wyraźne rozpo-

zn,anie płemnikólv zabarwionych i rriezabarwionych"'W prepa,ratach z rras,ieniia rożcieńcuonego obserwo-
wało sig nierównomierne rozłożenie tuszu (skutki
obecności ciał tłusaczowa[yclr), wskutek czego powsta-
rłały pola jasne i cieinne. Obserlva,cja plemników
była łatłvliej_tza w ,obręŁ,ie póI ja,snych. Plemniki za-
balwione (uważane za martwe) wykarzywały różne
slopnie lóżołvego zabarwienia główki, a mianowicie:
a ) jednolite jasn,oczerwone wyJrarł,ienie główki,
b) róźo.we za,barwienie akrosomu i jasnoczerlvone
j ąd,ra (półbarlvne) , c ) j ednolite różo,ite zabarwie,nie
całej główki (różowe), d) brak wy,barwienia akro-
somu ,i różowe zabartvienie jądra (półróżowe).

W tabiicy Nr 1 p,rzedstawiono wyrriki doświadczeń
z 10 ejakulatami, przy za,stosowaniu różnych technik
barwierria. |Frzy zastosowalriu dlvu pierwsrych tech-
rrik, rez,ultaty uzyskane metodą barwienia rlżniczko-
wego różnią sig bardzo nie,znacznie od ,rezulta,tów uzy-
skanych przy pomocy metody ob,liczania odsetka plem-
nikó,w martlvych w nas,ieniu niezabitym. Nlianowicie
obliczenie ł lrem,ocytonletrzą wykazało że w bada-
nych 1O-cliu ejakulatach lryło przecigtnie 3B0/o
martwych plerłników, ,obie pierwsze tecilrniki wyka-
zały o,becrrość 35,9 lub 39,90/o płemników ualrarwio,
nych. Trzymirrutowe barłvienie eczyną zwigksza odse,
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tek z:balwionych plemnikótv, pralvdopcdobrlie na
skutek cburiiicrania plelrrnikótr sprłtt,odo,1va,ncgo dzla-
łan]enr 3-ch szkociliwych cz1,11]!",1. dia nasien:e:
a') rozcieńczenia rv r:oztivorze r{oi|nyin c,v,!L] r.'arlu sit-
rlu, b.; wysychania i z:rnianr- ciśirienia osillt]ii,c, ]li33o
oraz cI działania samej coz1,:li.

Dz;ałanie tuszu, jak wynika z doświadczenia (iec\-
nrka z1_6) jest bezrłnzglgdnie szkodliłr,e dla plemni
ków i rv }_,a.rdzo krórkim cz,asie plc,,:-adzi clo cbunilł-
cia i uabarwlenia płe,mrrików.

Tablica Nr 1. Porółvnanie łvyników balrvi:,irlł rlż-
niczkcłvec1o z u-ynikicn o]l]lczelia piemników martwych
w nasieniu niezabiiym, plzy zastosorł,aniu różnej teclr-

niki sporząd_zania preparatóv- (na 1000 plen:lników)

Zastoso,u,anie barwienia różniczkorvego do określe-
nia plemnikórv mart,lvych w łra_sjeniu roz zedzonl,m
roz,cierlczałnikiem żóŁrko$o-cytr)rnianowym, wykazało
w pierwszvłl rzędzle rł.łaściwości ochronne ro,zcień-
cza]nika żółtkou,ego. lVlianol,vicie stłl,ieldzono, iż
rv nasieniu rozcieńczołrym z tego samego ejekulatu
b),ło łvllbu.*Oorrr.h (martwych) plemników o ĄOalo
mniej niż ly nasieniu n,ierozcieńczonym. Obliczenie
plemników nieruchołlych w nasieniu niezabitynr wy-
kaaało różnicę rnigdzy nasieniem łTierozcieńc;onl tn
a rozcieńcza,nym 350/o. 'W zas,t,osowan',r do nasienia
r,oEreedzonego, konsertvolvanego, metcCa barl,vien,j:
różniczkowego ,dała ,rezultaty przed,stawione w tab 2.

Tablica Nr 2. Rezultaty barlvienia różniczkolve_qo
nasicnia rozrzedzonego, konserwor,r,,anego przez t0 dni
w temp. *10o w poró.,łrnanilr z odsetkiem plemników
m,artrvych lv nasieniu nieze.bityrn (przeciętnie 6 ejakrrlat)

czaniem piemników martwlcjł w nas]eniu niezab:tvnr.'W nasien;,rr starszl,p ocl,:elek plenrr.ikóiv nielucho-
rlycłr jelst rvyższy aniżeli ocisetck plenrników zabarwio-
nych, piz-y czyrn róŹnica ta ,,ilzlaeta ry miare starzenia
sig nasierria. To zjawislrł tłrime_czi,my sobie uszkodze-
n,ienr aparatu ruclrolvego u plemnikólv na, llrutek Czia-
łania produklórł przcnliany nrairr,i rr,:tlsien!u sta-
ry1,1]; l\r związku z tylrr znaj.-iuje się w ninl lvicle ple;..i_
ników jeszc;c żr,tE"r-ch (nie barrliącvch się) ale rric-
ruchoml,ch.

Fos|ugując sip nletoda barłt,iełiia róźniczkolvego
mcżira, e dcść duż1 ścisłością określić ocls:tek plei.r-
nikóu- o ruchu pi-i]3]"e§}l1,n}-Jll, poć l,ral-unkiem, iż
o,becność ruclru progresi-wnego gpra,l1lCzi sig p,izez
bezpośrednie ogla.danie na,sienra,niezabitego. Miano-
rłllcie jak wynika z; tabl. 2-giej, odsetek plemników
o ruchu plo8res]I1,".nl.m jest przeciętnie niższy o 2l
jednostek procenIol,Ą,ych ar..,iźeli odsetek plemników
niezabarwi,onych ( żi,rv1 ch ) .

O m ó -,v i e rr i e ]\r), n ik ó 1Ą,

llezultatv naszlch barlań przy zastcsowan'u krót-
kiego harlvienia 10/il roźtlĄ,oreln eozynl/ i hardzo l]<rót

kiego stykania s,i2 nasi"lrja nierł-v:u"zo]]€qa z ttrsz3D]
r-;sunkowym, są zqoclre z wynikatrr,i autoróiv ur.nrie-
nl'on1 clr na wstg1.1'c. W zrviąrkrr z pcl,vi/z3z)Im do prałł-
tJ,cznego zastosovt,allia rru4ury3ł:l1li, sig naiiepiej na-
stgpu jąca techn ijlir brrrłienia: ]l;,rri.i:enie f c/o roztwo-
fern eo!\rny p,rzeł: 5 30 sckur.d; zn,jeszanie z tr3zem
i szybkie sporząCzcnie cienkiego ro?,Tnaz;rl (czas trwa-
nia tej czynności r,ie dłużej niż 5 sek.); wysl.tslenie

PrDParat]u w prądzie gurłCe8o ]|}oly;etrzl (w ciągu
3-5 sekund).

Zagadnienie ułl ckania objlki,",,,ilej rnetc.dy rlla
określenia ilości r,arill,,vch plerł;l'kórv rv nasierriu nła
t]::żc znacrenie r,aróvl,ncl teotei],c;;le jak praktyczne,
]\1{ctoda szacunko..ł,a, "!to,sowaIa najczęśolej łv prak-
t,r,le insenrinacyjnei , jsst zrbyt subiekt,vwrla_ i :aaraża
ł..a r]Luż-,, bład. I.iczenie ma,rtw1 ch pl:mr,ików w tiie-
zablI-,,ni naoienirr PrZv LPO]llocy .],vtornetlu, rtlYlTlaga
C,.rż,v clr roacieliczeir na:renia. szko dli-,vl,ch dla plciir;li-
kół.Ścisłość joj lł dużi,m sto,nr,]u zalcżi, cd techr;icz-
nego op:,llłwania met,oil1. Earł,ieilie i,iiż,i,,,lkowe.
jak lv;niLa,r naszl,ch badań, nie r^,,iełe ocibiega, jeżeli
clrodzi o rvylr;ki, c,tl rnetody poprzetlni:j, iła jeCnak
t- plz3fi.agę iil, ilie łyniaga sper.jałnylh urrrąĆzeń
{kcniri. ogrzen,ajęlej .\ o,:;az że ohiiczar'e t,,,i-]-,a,rwio-

nl,:h piennikórl, nczila plzsprowedzać rr l,,ieIe go-
dz;r; po sporząclzeirirr preparatu. Sołowiej i Ku-
źnie colr- (1952) zastosołvali metocie lV{orozo-
rv a do b:l.]ań nad zmiananri w piem,n,ikach rv prze,
biegu ł<onserwacji, podkreólając jej dużą viar[ość

Z ta',ll. 2 wynika,
wieirie różniczkou,e

]ZESŁAW KUREK

że do 6.9o d,nia koi-rserwacji bar-
daje dość zgodne rezuilaty z obli-

lndeks opscnocytofagocytórny świnek morskich szczepionych Br, Stq
'"o"'*o[1",:;";L':';§]J""Y;Htś"ł5i?T*:'#obiDl]3]i

rowicy krwi. Neufelcl i Rimpau (1904, 19C5) opi- ilÓści bakteriotropin za porĘccą fagocytozy dla,celÓ-w
sali bakteriotlopiny, przeciwciałJ termostabilne i spe diagnostycznych brircellozy, nazywając próbę indeksem
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