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Zarysowujgce sie mozliwosci diugotrwalej
konserwacji nasienia ogieréw w miskich tempe-
raturach otwierajg przed hodowcami szerokie
perspektywy postugiwania sie wartosciowymi
ogierami. Metoda ta moze umozliwi¢ rowno-
mierng eksploatacje ogierow w ciggu roku, nie-
zaleznie od sezonowego wystepowania rui u
klaczy.

Proéoby postugiwania sie mrozonym nasieniem
ogieréw, podejmowane byly od poczatku lat
pie¢dziesigtych, jednakze pozytywne wyniki za-
zrebien klaczy byly tylko sporadyczne. Inten-
sywniejsze badania, uwienczone pozytywny-
mi rezultatami, prowadzone sg od 1964 r., tj.
od czasu wprowadzenia przez Nagase i Graha-
ma (7) uproszczonej metody zamrazania nasie-
nia buhajow, przez bezposrednie wkraplanie
go na plyte suchego lodu (CO,) dla uzyskania
nasienia w postaci zamrozonych ziarn w ksztat-
cie kulek. Technika zamrazania nasienia ogie-
row w kulkach zostala zastosowana w Japo-
nii (8), ZSRR (10), w Niemczech (5, 12) i w in-
nych krajach.

Celem naszej pracy bylo sprawdzenie opisa-
nych metod, a w szczegodlnosci poréwnanie re-
cepty Rombego i wsp. (10) z recepta Nagase i
wsp. (8). W trakcie doswiadczenia préobowano
réwniez dokona¢ modyfikacji receptury Naga-
se 1 wsp. (8), w kierunku zastgpienia trudno do-
stepnej na rynku krajowym rafinozy, innym
cukrem o zblizonych wlasciwosciach. Wypro-
bowano tez odmienna metode zamrazania na-
sienia w amputkach (wzglednie w szklanych
probéwkach), co prawie rownocczesnie zostalo
tez podane jako skuteczniejsza metoda przez
innych autoréw (3).

Material i metody

Materialem do badan bylo nasienie ogieréw do§-
wiadczalnych Katedry oraz Stacji Unasieniania Kla-
czy PZUZ w Zagérzycach. W sumie przeprowadzo-
no proby na nasieniu pieciu ogieréw i jednego osla.
Nasienie pobierano do sztucznej pochwy bez rozdzie-
lania na frakcje. Przeprowadzono ocene podstawowa
ruchliwodci plemnikéw 1 wstepnie nasienie rozrze-
dzono. Nastepnie zageszczano nasienie przez wirowa-
nie, w ciggu 15 min. przy 2000 obr./min. Po wirowa-
niu i odlaniu okolo 3/4 osocza, zageszezone nasienie

rozrzedzano badanym rozcienczalnikiem z dodatkiem
glicerolu. P¢ przejéciu okresu ekwilibracji 2—6 go-
dzin, zaleznie od metody, nasienie poddawano zamra-
zaniu.

W pierwszej czefci doSwiadczenia, wkraplajgc go z
pipety kroplami po 0,2 ml na tafle ustalonego CO,
uzyskiwanc zestalone kulki, ktore zbierano w pudel-
kach plastikowych | zanurzano w plynnym azocie (13).
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Rys. 1. Ruchliwoé¢ plemnikdéw (%) po rozmrozeniu nasion
ogierow.
A — rozeienczalnik wg Dorotte (1) z glicerolem: 32 eja-
kulaty, przecietna ruchliwos¢ przed zamrazaniem 85%, po

rozmrozeniu 15%.
B — rozciehczalnik wg Rombe i wsp. (10) — 36 ejakulatow
zamrazanych w kulkach, przecietna ruchliwo$é przed za-
mrazaniem 78%, po rozmrozeniu 25%; 5 ejakulatow zamraza-
nych w ampulkach, przecietna ruchliwo$é przed zamraza-
niem 78%, po rozmrozeniu =0%.
C — rozcienczalnik wg Nagase i wsp. (8), 14 ejakulatow za-
mrazanych w kulkach, przecietna ruchliwosé przed zamra-
zaniem 75%, po rozmrozeniu 40% 41 ejakulatéw zamrazanych
w amputkach; przecietna ruchliwo§é przed zamrazaniem 75%,
po rozmrozeniu 55%.

C, — rozcienczalnik wg Nagase i wsp. z pominigeciem rafi-
nozy; 49 ejakulatow; przecietna ruchliwo$é przed zamroze-
niem 80%, po rozmrozeniu 25%.

C, — rozcieiiczalnik w/g Nagase i wsp. przy zastgpieniu rafi-
nozy, sacharozg; 7 ejakulatow; przecietia ruchliwo$é przed
zamrazaniem 77%, po rozmrozeniu 35%.
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W drugiej czeSci doswiadczenia, nasienie bylo wle-
wane do szkl:nych probéwek o pojemnosci 1,8—1,0 ml
korkowane i zamrazane nad parami cieklego azotu
w kontenerze (okolo 15 c¢m nad powierzchnig plyn-
nego azotu, przez 7—15 min.), po czym zanurzane w
plynnym azocie.

Sprawdzanie Zywotno$ci plemnikéw po zamrozeniu.
przeprowadzono rozpuszczajgce nasienie w kulkach
wprost na podgrzanym szkietku podstawowym (ca
35°C), a nasienie w probdwkach rozmrazano w lazni
wodnej o temperaturze 38—40°C. W czasie doswiad-
czenia badano zachowanie sie plemnikéw zamrozo-
nych wg pieciu réznych metod.

Metoda , A” kontrolna. Zastosowano poprzednio
opisany rozciehczalnik wg Dorotte (1), z dodatkiem
3,5% glicerolu. Zamrazanie przeprowadzono w kul-
kach.

Metoda ,,B” wg recepty (10). Zamrazanie przepro-
wadzano w kulkach i ampulkach.

Metoda ,,C” wg recepty (8). Zamrazanie przeprowa-
dzano w kulkach i w ampulkach.

Metoda ,,C,” jak metcda ,,C”, z pcminieciem do-
datku rafinozy. Zamrazanie przeprowadzano w kul-
kach.

Metoda ,,C,” jak metoda ,,C”, przy zastapieniu rafi-
nozy sacharoza. Zamrazanie przeprowadzano w kul-
kach.

Wyniki

W pierwszym etapie doswiadczenia w czasie
zamrazania nasienia w kulkach przebadano 133
ejakulatow, z ktorych uzyskano 371 porcji in-
seminacyjnych o ruchliwosei plemnikéw, po
rozmrozeniu, w granicach 5—55%. Ruchliwosé
ta byla przecietnie o 50% nizsza w stosunku
do ruchliwosci przed mrozeniem. Najlepsze re-
zultaty uzyskano przy zastosowaniu oryginal-
nej metody, pcdanej przez Nagase i wsp. (8).
Mrozge nasienie wg tej metody, uzyskano
$rednio 35% (25—55%) plemnikéw ruchliwych
po rozmrozeniu (diagram).

W drugim etapie dos$wiadczenia podczhs za-
mrazania nasienia w amputkach, nad parami
azotu, zamrozono 46 ejakulatéw, uzyskujac 96
porcji mnasienia inseminacyjnych (10 metodg
, B 1 86 metady ,,C”) o ruchliwosci plemnikdéw
20—75%. Lepsze rezultaty osiggnieto zamraza-
jac nasienie przygotowane metodg ,,C” (8),
uzyskujge 40—75% plemnikéw ruchliwych po
rozmrozeniu (diagram). Ruchliwosé¢ plemnikow
byta $rednio o 5—35% mizsza niz przed mroze-
niem. Czas przezywania plemnikéw po odtaja-
niu nasienia w temperaturze ok. 4°C wynosit
40—125 godzin. Koncentracja plemnikow w 1
mm? nasienia wynosita 400—950 tys.

Przy mrozeniu nasienia w amputkach, przy-
gotowanego metodg ,,B” (10) uzyskano zaled-
wie 20—40% plemnikéw ruchliwych czyli o
30—60% ponizej oceny przed mrozeniem.

Dyskusja

Wyniki uzyskane przy mrozeniu nasienia w
kulkach odbiegaja znacznie (metody ,,A”, ,,B”,
»C”1) od wynikow, podanych przez innych au-
torow (5, 6, 12), ktorzy przeprowadzali podob-
ne proby konserwowania nasienia ogiera w nis-
kich temperaturach. Nalezy jednak zaznaczyé,
ze uzyte do mrozenia (w metodzie ,,C”, ,,C”)
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ejakulaty o dobrej ruchliwoéci, gestcsel, 1 wy-
sokiej koncentracji plemnikow, tez stosunko-
wo dobrze znosilty zamrazania i po rozmroze-
niu plemniki wykazywaly dobrg ruchliwosé
(jedna z dwu unasienionych klaczy, nasieniem
zamrozonym wg metody ,,C”y, zostata zZrebna).

Zamrazanie nasienia w amputkach, nad pa-
rami azotu, dato wyniki zblizone do uzyskiwa-
nych przez autorow sprzed kilku juz tat (11)
— 60—70%; (2) — 35—40%, (4) — 50—100%.
Autorzy ci zamrazali nasienie w rozcienczal-
nikach z dodatkiem zottka i gliceryny, w am-
putkach przez wolne schladzanie w tazni alko-
holowej, dodajgc suchego lodu. Nishikawa
i wsp. (9) podaja, ze =zamrazali na-
sienie w stomkach z winylu o pojemnosci 1 ml
i uzyskiwali po rozmrozeniu 50—80% plemni-
koéw .ruchliwych, przy czym na 113 unasienio-
nych klaczy 50 zostato Zrebnych. Merkt i wsp.
(6) zamrazali nasienie w kulkach uzyskujgc po
rozmrozeniu Srednio 50% plemnikéw ruchii-
wych i na 20 unasienionych klaczy 10 zostalo
zrebnych.

W naszym do$wiadczeniu nie przeprowadza-
no regularnie zabiegéw unasieniania klaczy,
chodzito przede wszystkim o dostosowanie
jednej z metod do maszych mozliwosci labora-
toryjnych, w praktyce terenowej. Uzyskane
tymezasowe wyniki, chociaz liczebnosé ich nie
jest dostatecznie duza dla ostatecznego wypo-
wiedzenia sie o metodzie mroZenia nasienia
ogierow, zachecajg do podjecia prob unasienia-
nia klaczy na skale praktyczng. W czasie prze-
chowywania, przez okres 19 miesiecy, nasienia
w kulkach, ogiera (nr 1001) konika, oraz ogiera
(nr 1002) osta, ruchliwo$¢ plemnikow obnizyla
sie o okolo 5% w stosunku do ruchliwosci plem-
nikéw w dniu zamrazania. W prébkach nasie-
nia, przechowywanego w ampulkach, przez 6
miesiecy, nie stwierdzono obnizenia sie ruchli-
wosci plemnikow.

Stosunkowo liczne doniesienia o pozytyw-
nych wynikach unasieniania klaczy mrozenych
nasieniem, przedstawione w czasie VI Miedzy-
narodowego Kongresu Rozrodu Zwierzat w Pa-
ryzu (lipiec 1968 r.), zdajg sie wskazywaé, ze
nasiendie ogierow wykazujace dcbrg ruchliwosé
po odmrozeniu posiada pelng warteéé biologi-
czng 1 szanse na uzyskanie nim zaplodnienia
tak, jak §wiezym nasieniem o tej samej ruchli-
wascei.

Wnioski

1. Nasienie ogieréw zamrazane do tempera-
tury ptynnego azotu wg metody podanej przez
Nagase i wsp. (8), wykazywalo po rozmroze-
niu wyzszg ruchliwosé oraz diuzszy czas prze-
zywania, niz przy innych badanych metodach
zarowno przy zamrazaniu w kulkach jak i w
amputkach.

2. Uzyskiwane wyniki cceny mikroskopowej
nasienia po zamrozeniu zachecaja do podjecia
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prob postugiwania sie konserwowanym nasie-
niem ogieréw w niskich tempefraturach, w pra-
ktyce inseminacyjnej.

Autorzy wyrazaja podzigkowanie prof. Tadeuszowl Man-
nowi za ofiarowanie koniecznej dla doswiadezenia rafinozy,
Dyrekcji Zjednoczenia Hodowli Zarodowe) Zwierzat w War-
szawie za udostgpnienie ogieré6w do doswiadczen, a Dyrekeji
Wojewddzkiego Panstwowego Zakladu Unasieniania Zwie-
rzagt w Zabierzowie Kk/Krakowa i Dyrekeli Zakladu w Za-
gorzycach za zezwolenie na prowadzenie doSwiadczed w Sta-
cji Unasieniania Klaczy w Zagodrzycach.
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Bensabcku B., Buamnk K., 3amnerans 3. — Mexrye-
TBeHHOe oceveHeHMe nomianeir. II. IIpeaBapuresbHbLIE
ONBITHI II0 KOHCEPBALIMKM CEMEHM RKEepeCIoB B KU~
KoM azore (—196°C).

JERZY STRZEZEK

IIpoBeny CpPaBHUTENILHOE JCCJHENOBAaHUE METONOB 3a-
MOPa’kMBAaHMA CEMeHM Kepelfia: meroga A -— KOH-
TPOJLHOIO C MpuMeHEHMeM pasbaBurena PAB mno
Dorotte’y (ROTOpEBIT OKa3alic ONTHMMANBHBLIM B IIPEALI-
AyUIMX Opodax IS KOHCEepBaLMM IKUIKOr0 CEeMEHMU);
meroga B mo Rombe u zp. 1965, m meroma C 1o
Nagase u ap. 1966 c TomM, WTO DPOAABANM IIPHUMEHATDL
pa3gaBurens 6e3 pacbmuossr (C;) MIM 3aMEHUTH pPa-
dbuHO3y caxaposzoi (C,).

HIpumenanu 2 cmocoba 3aMOpazkMBaHMA: B ILIapH-
XKaK M B aMMIyJaaax Hajg napavmu azora. B rpadmrax
NIPECTABUIAM PE3YJbTaTbl — IIPOLIEHT KMUBUYMKOR
I10CIe 3aMOpPazXKMBaHUA CHOCOGHOCTI: JBUNKEHNA. Ycera-
HOBMJM 'ITO Jy4Ylle pPEe3yJbTaTbl IIOJY4YaJUCh IIOCIEe
IpMMEHEeHNeA AMN0HCKOro Meroga ,,C’ u 3aMOpOKMBaHNA
B aMIyJiIax Hajg mapaMy a3o0Ta.

Bielanski W., Bilik K., Zapletal Z. — Artificial inse-

mination in horses. II. Preliminary trials with
freezing semen in liguid Nitrogen (—196°C).
In our experiment different methods of deep

freezing of. the semen of stallions were compared.
As the cortrol (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
(C,) the last diluent was used without raffinose, and
substitued by saccharose (C,). 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
Nitrogen vapours.

Wskazniki biochemiczne w zastosowaniu do oceny jakosci
nasienia zwierzat gospodarskich
|. Biatka plazmy nasiennej a jako$¢ nasienia tryka

Katedra Biochemii Wydzialu Zootechniki WSR w Olsztynie
Kierownik: doc. dr W, MINAKOWSKI

Biatka plazmy masiennej, w odroéznieniu od
biatka surowicy krwi, sa mniej zréznicowane
oraz wystepuja w innych stosunkach ilo§cio-
wych. Ich pochodzenie nie jest jeszcze dosta-
tecznie wyjasnione. Mietkawski i Bruegemann,
cyt. za Szumowskim (21), sg zdania, ze bialka
plazmy w swej wiekszosci odpowiadajg globu-
linom krwi i biorg swoj poczgtek glownie w
najadrzach, jagdrach i prostacie. Szybki wzrost
i wysokie tempo biosyntezy bialek w tkankach
prostaty, pecherzykow nasiennych i jader, po
iniekeji testosteronu i hormonéw gonadotro-
powych, sg dowodem regulacji hormonalnej
syntezy biatek w organach plciowych (8, 14,
26). Larson i Salisbury (12, 13) oraz Bennett
(1) stwierdzili, ze biatka plazmy nasiennej
zwierzat sg heterogennymi. Buruiana i wsp.
(3, 4, 5) oraz Bennett (1) zaliczajg bialka te w
wiekszos$ci do kwasnych glikoproteidow typu
sjalomukoidéow. Tak wiec, jak wiekszos¢ ply-

néw biologicznych, biatka plazmy nasiennej
moga ulegaé¢ zmianom gatunkowym 1i iloscio-
wym w zalezno§ci od réznych warunkdw.
Szczegoblnie wazne wydajg sie byé obserwacje
dotyczace zmian frakcji bialkowych w zalez-
no$ci od czynnosci gruczotow plciowych. Prace
Szumowskiego 1 wsp. (17, 20, 21, 22, 23), Bu-
ruiana (6), Rossa (18, 19), Kleminy (11), Juneja
i wsp. (10), prowadzone przede wszystkim nad
biatkami plazmy mnasienia czlowieka i buhaja,
zwrocily uwage na powigzanie obrazu frakcji
biatkowych oraz w mniejszej mierze ilosci
biatka w plazmie z plodnoscig osobnikéw
meskich i zdolno$cig zapladniajgcg mnasienia.
Waznym osiggnieciem tych badan jest wyka-
zanie zalezno$ci miedzy zmianami we frakcjach
biatkowych, a zaburzeniami czynnosciowymi
jader lub najadrzy, stanami zapalnymi drég
wyprowadzajacych czy tez pecherzykow na-
siennych.
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