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Zarysowujące się rno,żliwości długotrwałej
konserwacji nasienia ogieró,uv w niskich te,mpe-
raturach otwierają przed hodowcami szerokie
perspel<tywv posługiw,ania się wartośrciowymi
ogienami. Meto,da ta mo,że um,ozliwió równo-
mierną eksploata,cję ogierów w ciąg,u roku, nie-
zależnie od sezonowego występow&nria rui u
klaczy.

próby p,osługiwania ,się mrozonym nasieniem
ogierów, po,dejmowane były od początku lat
pięćdziesiątych, jednakże pozytyw,ne wyniki za-
źrebień klaczy były tylko sporadyczne. Inten-
sywniejsze badania, uwieńczone pozytyvny-
mi rezultatami, prowadzone są od 1964 r., tj.
od czasu wprowadzenia ptzez Nagase ,i Graha-
ma (7) uproszczoinei metody zamraż,ania nasie-
nia buhajów, prze,z b,ezp,g§lg6nie wkraplanie
g,o na płytę suchego lo,du (CO2) dla uzyskania
na,sienia w ,p,o,stacri zamraż|ony,clt zlarn w kształ-
cie kulek. Technika zamrażania nasienia ogie-
rów w kulkach została zasrtosowana w Japo-
nii (B), ZSRR (10), w Niemczech (5, I2) i w in-
nych kraiach.

Celern na,szej pla,cy było sprawdzenie opisa-
nych me,tod, a w szczególności porównanie re-
cepty Rombego ri wsp. (I0) z recep.tą Nagase i
wsp. (B). W tr,akcie doświadczenia próbiow;ano
równie,z doko,nać modyfjftą,"ii re,ceptury Naga-
se i wsp. (B), w kierunku zastąpie,nia trudn,o do-
stępnej na jowym rafinozy, innym
cukrelmoz właś,ciwościach.wypio-
bowano tez metodę zarnrażanii na-
sienia y grnpułkach (względnie w szklanych
p,robówkach), co prawie równocz,eśnie zosfało
tez pordane iakb skutecznieisza rneto,d,a ptzez
in.nych autorów (3).

Materiał i metody
Materiałem do badań było nasienie ogierów doś-

wiadczalnych Katedry oraz Stacji Una,sieniania Kla-
czy PZUZ w Zagótzycach. 'W sumie przeprowadzo-
no próby na nasieniu pięciu ogierów i jednego osła.
Nasienie pobierano do sztucznej pochwy bez rozdzie-
lania na frakcje. Przeprowadzono ocenę podstawową
ruchliwości plemników i wstępnie nasienie rozrze-
dzono, Następnie uagęszczano nasienie przez wirowa:
nie, w ciągu 15 min. przy 2000 obr./min, Po wirowa-
niu i odlaniu około 3l4 osocza, zagęszczone nasienie

rozrzedzano badanym rozcieńczalnikiem z dodatkiem
glicerolu. Po przejściu okresu ekwilibracji 2-6 go-
dzin, zależnie od metody, nasienie poddawano zaffrra-
żaniu.

W pierw,szej części doświadczenia, wkraplając go z
pipety kroplami po 0,2 ml ną taflę ustalonego CO2
uzyskiw-ano zestalone kulki, które zbierano w pudeł-
kach plastikowych i zanurzano w płynnym azocie (13).

n kulkach w ampućkach

A B C Ct c2 8 c

Rys. 1. Ruchliwość plemnikóW (%) po rozmrożeniu nasion
ogieróW.

A - Tozcieńczalnik \,ł/g Dofotte (1) Z gli.cerolem: 32 eja-
kulaty, prZeciętna ruchliwość przed zamrażanlem 85%, po

rozmrożeniu 15%.
B - rozcieńczalnik wg Rombe i wsp. (10) - 36 ejakulatów
zamtażanych w kulkach, przeciętna ruchliwość przed za-
mrażaniem 78%, po rozmrożeniu 25%; 5 ejakulatów Zamraża-
nych w ampułkach, przeciętna ruchliwość plzed, Zamraża-

niem ?8%, po rozmrożeniu i00/0.
C - rozcieitczalnik wg Nagase i wsp. (B), 14 ejakulatów ża-
mrażanyclr w kulkach, przeciętna rrrchliwość przecl zamra-
żaniem 75%, po rozmrożeniu 40% 41 ejakulatów zamrażanycYt
W ampułkach; przeciętna ruchliwość plzed zamrażaniem ?5%,

po rozmrożeniu 5; %.
C1 - rozcieńczalnik wg Na8ase i wsp. z pominięcicm rafi-
nozyi 49 ejakulatów; przeciętna luchliwość przed Zamr(,że-

niem 80%, po rozmrożeniu 25%.
C2 - lozcieńcżalnik w/g Nagase i wsp. przy Zastąpieniu rafi-
nozy, Sacharozą; ? ejakulatów; przeciętlia rllcbliwość przed

zamrażaniem 77%, po rozmrożeniu 35%.
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W drugiej części doświadczenia, nasienie było wle-
wane do szkl:.nych probówek o pojemno,ści 1,8-j,0 ml
korkowane i zamrażane nad parami ciekłego azotu
w kontenerze (okcło 15 cm nad powierzchnią płyn-
nego azotu, przez 7-15 min.), po czyfi| zarrurzane w
płynnym azocie.

Sprawdzanie żywotności plemników po zamrożeniu.
przeprowadzono rozpuszczając na,sienie w kulkach
wprost na podgrzanym szkiełku podstawowym (ca
35oC), a nasienie w probówkach rozrnrażano w łaźni
wodnej o te,mperaturze 38-40oC. W czasie doświad-
czenia badano zachowanie się plemników zamrożo-
nych wg pięciu różnych metod.

Metoda,,A" kontroIna. Zastosowano poprzednio
opisany rozcieńczalnik wg Dorotte (1), z dodatkiem
3,50/o gliceroll. Zamrażanie przeprowadzono w kul-
kach.

Metoda ,,B" wg recepty (10). Zamtażanie przepro-
wadzano w kulkach i ampułkach.

Metoda ,,C" wg recepty (8). Zamrażanie przeprowa-
dzano w kulkach i w ampułkach.

Metoda ,,Cr" jak metcda ,,C", z pcminięciem do-
datku rafinozy. Zamrażanie przeprowadzano ."v kul-
kach.

Metoda ,,Cz" jak metoda ,,C", pt"zy zastąpieniu rafi-
nozy sacharozą. Zamrażanie przeprowadzano w kul-
kach.

Wyniki
W pierwszym etapie doświadczenia w czasie

za\mnażarLia nasienia w kulkach przerb,adano 13,,]
ejakulatów, z których uzyskano 371 porcji in-
semin,acyjnych,o rluchlLiw,ości pIe,m,ników, po
rozmrożeniu, w granicach 5-559o. Ruchliwośc
ta była przeciętnie o 50ło ńższa w stos,Lrnku
do ruchliwoś'ci przed mrożeniern. Najlep,s2g 19-
zultaty uzys]kano przy zasto|so\Maniu oryginal-
nej rnetiordy, pcldanej przez Nagase i wsp. (B).
Mrożąc nasienie wg tej netody, uzyskano
średni,o 35010 (25-550/o) prlemnil<ów ruchliwych
plo rolzmr,o\zeniu (diaigrarn).

W drulgirn etapie doświadczeni,a podczńs za-
rrrraŻania ,nasienia w arnpułkalclh, nad paTami
azotu, zarnrożono 46 ejal<ulatów, uzyskując 96
,porcji nasienia inserniinacyjrrych (10 metoidą
,,B" i 86 metcrdą ,,C") o ruchl,iwo,ści rplermrrików
20-75010. Lepsze rezultaty osiągnięto z,arnraża-
jąc nasie|nie przygoitowane rnetodą ,,C" (B),
uzyskując 40-75'10 plemników ruchliwych po
rozmt ożen\u (diagram). Ruchliwość plemników
była średntio o 5-350/o niżs,za niż prze,d )mr,oże-
nlem. Czas przeżywania plemników po odtaja-
,niu nasienia w temperaturze ok. 4oC wynosił
40-125 Ęodzln. Koncen'tracja plemnikow w 1
,rnrm3 nasien,ia wyrnosiła 400-950 tys.

P,rzy Tnrożeniu nasienia w ampułkach, plzy-
gort,owanelgo m,etoldą ,,B" (10) uzysk,ano zaled-
wie 20-40Dl0 płern,ników ru,chliwych czyli o
30-600ó poniżej oceny przed rnrożeniem.

Dyskusja
Wyniki Llzyskane przy :mrlożeniu nasienia w

kulkach odbieg,ają znacznie (rnet,o,dy ,,A", ,,B",
,,C"1) o,d w;rników, poldanych przez innych au-
torów (5, 6, I2), którlzy przeprowa,dzali p,odrob-
ne próby korrlserw,owania-lnasienia ogiera w nis-
kich teirnperaturach. Należy jednak zaznaczyć,
że użyte do rrlrożenia (w imeto,dzie ,,C", ,,C"2)
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ejakulaty o dobre,i ruchliwoś,ci, gęstcści, i wy-
solkiej koncentracj,i płernników, też stosunko-
wo dobrze z,nosiły zarnraż,ania i ,pc rczmroże-
niu plernniki wykazywały dc,brą ruchliwość
(jedna z dwu unasienionych klaczy, nasieni€,m
zamToŻonyv:n wg metody ,,C"2, została Źrebna).

Z,arnrażanie n,asien{ia w ,amp,ułkach, nad pa-
rami azotu, dało wynikri zbllżone do uzyskiwa-
nych prz,ez autorów splrzed kilku już lat (11)

- 60-70Yo, (2) 
- 35-40010, (4) - 50-100l/0.

Auto,r"zy ci zarnrażali nasienie w rozcieńcza).-
nikach z dodatkie,rrr żółtl<a i glicervny, w am-
pułkach plzez wolne schładzanie w łaźni alko-
holowej, dodając suchego ]odu. Nishikawa
i wsp. (9) po,dają, że zam;rażali na-
sienie ,w słolm,kach z winyilu o lpojemności 1 mI
i uzyskiwałi p,o roztn-rozeniu 50-B00/o plerrnni-
ków,ru,chłiwych, przy czywv na 113 unasienio-
nych lklaczy 50 zost,ało źrebnych, Merkt i wsp.
(6) za,mrażali nasien,ie w kulkach uzyskując po
nozmrożerliu śrerdnio 507o pleimnikow Iuchli-
wych i lna 20 unalsienionych klaczy 10 zostało
źre,bnych.

W naszym ,doświad,czeniu nie przeprowadza-
no regułarrrie zabieqów unasieniania klaczy,
chodz,iło p,rzede wszystkirrn o do,s,tosowanie
je,dnej a metod do naszych mozliworści labora-
toryjnych, w plaktyce telenowej. Uzyskane
tym,czasowe wyniki, chociaz liczebnrość ich rrie
,iest ,dostatecznie duza dla ostate,cznego wypo-
wiedzenia się o metro,dzie mroźen,ia n,asie,nia
ogierów, zachę,cają do pcdjęc,ia prób unasienia-
nia klaczy na skalę praktyczną. W czasie prze-
chowywania. przez okres 19 mies,ięcy, nasienie
w ku kach, ogiera (nr 1001) konika, oraz ogiera
(nr 1002) osła, ruchliwość pleinników obniżyła
się o około 57o w stosunku do ruchliwości plem-
ników w dniu zamrażania. W próbkach nas,ie-
nia, przechowvwa,nego w ampułkac7t, pr,zez 6
mies,ięcy, nie ,stwierdzono ob:ni,żenia się ruchli-
wości płernników.

Stosunkowo liczne doniesien,ia o p,ozytyw-
nych wynikach unasieniania klaczy mrozcnych
nas,ieniem, przedstawio,ne \^/ czasie VI Międay-
narodowego Kongresu Rozrodu Zwier,ząt w Pa-
ryżu (lipiec 1968 r.), zdają się wskazywać, że
nasienie og,ierów wylkazuiące dcbrą r,uchliwość
p,o oidmrozeniu posiada pełną wartość biologi-
czną i szansę na uzyskanie nim zapłodnienia
tak, iak świezyrn nasienie,rrr ,o tej samej ruchli-
wośc,i.

Wnioski
1. Nasienie olgierów zamrażane do tempera-

tury płynne,go azotu wg metody p,odanej przez
Nagase i wsp. (B), wykazywało po razmroże-
niu wyżs,zą ruchliwośó oraz dłuższy czas prze-
żywania, niż p,rzy innych ba,danych metodach
zarówno przy zavnrażaniu w kulkach iak i w
ąmrpułk,ach.

2. Uzyskiwa,ne w5rniki oceny mikro,skopowej
nasrienia ,po zarnrożeniu zachęcają do podjęcia
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prób posługiwa,nria się korrserwowanym nasie-
niam,ogierów w niskich tempebaturach, w pra-
ktyce inse,minacyj,nej.

Autorzy wyrażają prof, Man-
nowi za ofiarowanie doświ inozy,
Dyrekcji zJednoczeni dowel war-
szawie za udostępnienie ogierów do doświadczeń, a Dyrekcji
wojewódzkiego PańStwoweEo zakład1l Unasieniania zwie-
rząt w zabierzowie k/Krakowa i Dyrekcii zakładw w za-
górzycach za zezwolenie na prowadzenie doś\^/iadczeń w Sta-
cji Unasieniani,a l{Iaczy w zaEórzycach.
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Eełgrrrcxr B., Ennrłx K., 3anłetanr 3. - Iłlcxyc-
TBeEEoe oceMeEeg Ie nouraAeń. Ir. IrpeAsap[TeJtburle
oIIbITbI IIo KoncepBalłlr!{ ceMelltn rxepedqon B żłrrłA-
KoM a3oTe (-196oC).

Ilpose.rrv cpaBHlTeJIL,Hoe r{ccJleAoBaHile MgroAoB 3a_
Mopa)KIłBaHr{ff ceMeHr{ >xepe6qa: MeToAa A - xorr-
TpoJlbnoro c upIĄMeHeHr{eM pas6aslcrera PAB no
Dorotte'y (roroprrż oKa3aJlcf oIITI4MaJIbHsIM B npeAbl-
AyuII4x npodax AJIE KoHcepBa\vil ,ł<u4Koro cełrerrn);
MeToAa B no Rornbe rł Ap. 1965, lr uero4a C no
Nagase u łp. 1966 c ToM, qTo npoAaBaJlil npl4MelifiTb
pa3AaBr{TeJIb 6es pa$rHossr (Cr) uIvI s'aMer:uTb pa-
$zrrosy caxaposoż (C2).

Ilplluerrauv 2 cnocoda 3aMopilł(vBavMg.: B luaplł-
r<aK 14 B alvIMIIyJIJIax HaA napaMr asota. B rpa$rłxax
ITpeAcTaBrfJII4 pe3yJIbTaTbI IIpoIłeHT >ł<r{BIłI4KoIl
nocJle 3aMopa>KIłBaHIłff cnoco6HocTb 4srłx<euza. Ycra-
}IoBI4łII/I qTo JIyqIue pe3yJIbTaTbI noJIylIaJIrIcb nocJle
Ilpr{MeHeHrleff anoncKolo MefoAa,,C" łr sanłopożlr.vBanI/Ifl.
B aMnyJIJIax HaA napaMr{ a3oTa.

Bielański 'W., Bilik K., Zapletal Z. - Attificial inse-
mination in horses. II. Preliminary trials witlr
freezirrg semen in liquial Nitrosen (-196oC).

In our experiment different methods of deep
freezing ,of - the semen of sta]lions were compared.
As the cońtrol (method A) the diluent with P.A.B.
was used acc. to Dorotte 1955, that proved to be the
most effective for keeping the stallion semen in fluid
(1), method B acc. to Rombe and co. 1965, method
C acc. to Nagase and co. 1966. As the special trial
(Cr) the last diluent was used without raffinose, and
substitued by saccharose (Cz). Two techniques of
freezing were used: in pellets and in ampules in
Nitrogen vapours.

Diagram presents the results of each method, per
cent of motility after freezing in pellets and in
ampules.

The best results in motility of spermatozoons after
freeezing were obtained by the use of the original
Japanese method (C) and freezing in ampules in
Nitr,ogen vapours.

JEP"ZY STRZEŻEK

Wskazniki biochemiczne w zaslosowaniu do oceny jakości
nasienia zwierząt gospodarskich

l, Białka plazmy nasiennej a jakośc nasienia tryka
Katedra Biochemii wydziału zootechniki wsR w olsztynie

Kierownik: doc. dr W. MINAKoWSKI

Białka plazfiIy nasiennej, w odróżnieniu od
białka §urowicy krwi, są mniej zróżnicowane
oraz występują w innych stosunkach iloŚcio-
wych. Ich pochodzenie nie jest jeszcze dosta-
tecznie wyjaśnione. Mietkanvski i Bruegemann,
cyt. za Szumowskirn (21), są zdania, że białka
plazmy w swe,j więlkszo,ś,ci od,powiadają globu-
linom krwi i biorą swój pocuątek głównie w
najądrzach, jądrach i prostacie. Szybt<i wzrosit
i wysokie tempo bi,osyntezy ibiałek w tkankach
pro,staty, pęcherzyków nasiennych i jąde,r, po
iniekcjLi,testosteronu i horrnonów gonadotro_
powych, są dowodern regulacji hormonalnej
syntezy białek w organach płciowych (8, 14,
26). La,nson i Salisbury (12, 13) oraz Bennett
(1) stwierdzili, że białka plazrny nasiennej
zwierząt są heter,ogennymi. Buruliana i wsp.
(3, 4, 5) oraz Benne,tt (1) zaliczają białka te w
większości do kwaśnycLr glilcoproteidów typu
sjalomukoidów. TaL< więc, jak większość pły-

nów biologicznych, białka płazrrrry nasiennej
mo§ą q|ęgać zmiano,m gatunkowym i ilo,ścio-
wym w ,zależności od rożny,ch warunków.
§zczególnie ważne wydają się być obserwacje
dotyczące zmian frakcji białkowych w zależ-
ności od czynności gruczołów płciowych. Prace
Szurnowskiego i w,sp. (I7, Z0, 21, 22,23), Bu-
ruialna (6), Rossa (1B, 19), Kłemi,ny (11), Juneja
i wsp. (10), pnowadzone przede wsays,tkim nad
białkamri plazmy nasienia człowieka i buhaja,
zwró,ciły uwargę na powiązanie obrazu frakcji
hiał'kowych oTaz w mniejszej mierze ilości
białka w plazmie z płodnością os,obników
rnęskich i zdolnością zapładniającą nasienia.
Ważnyrn o§iągnięciern ty,ch badań jeŃ wyka-
zanie zal,eżności między zmianami we frakcjach
białkowych, a zah|f,yze,niarni czynnościow;rmi
jąder lulb najądrzy, stanarni zapalnymi dróg
wyf}rowadzających czy też pęcherzyków na-
siennych.
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