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Niektére biochemiczne wtasciwosci fosfatazy

alkalicznej podczas zamrazania nasienia buhaja®)

Z Zakladu Biochemii Zwierzat Instytutu Fizjologii i Biochemii Zwierzgt AR-T w Olsztynie

Denaturacja bialek wywolana niskimi tempe-
raturami wigze si¢ z obnizeniem aktywnoS$ci
szeregu enzyméw komoérkowych (6). Istotnym
problemem biotechnologii zamrazania nasienia
zwierzat w cieklym azocie jest zachowanie pel-
nej sprawnosci enzymatycznej plemnikéw oraz
bialek enzymatycznych  plazmy  nasienia.
Wspoldzialanie bowiem tych dwoéch systeméw
enzymatycznych decyduje o wysokiej zdolnoéci
zapladniajacej plemnikow.

Graham i Pace (5) podali, ze aktywno$¢ ami-
notransferazy asparaginianowej (GOT) i dehy-
drogenazy mleczanowej (LDH) wzrastajg silnie
w plynie nadosadowym, po zamrozeniu nasie-
nia w cieklym azocie. Autorzy wnioskuja, ze
zjawisko to jest spowodowane ,,wyciekiem”
enzyméw z uszkodzonych plemnikéw:

Okres$lenie stopnia nasilenia ,,wycieku” enzy-
moéw plemnika do plynu zewngtrzkomoérkowe-
go znalazlo zastosowanie jako kontrolny fest
uszkodzen kriogenicznych plemnikéw (3, 5).

Fosfataza alkaliczna nalezy gléwnie do wielo-
skladnikowego kompleksu enzymatycznego pla-
zmy nasienia zwierzat. Obecnosé tego enzymu
stwierdzono réwniez w blonach cytoplazma-
tycznych plemnika (4). U buhaja, fosfataza
alkaliczna wystepuje co najmniej w 2 formach
molekularnych w plazmie nasienia oraz 2—4
formach w plemnikach (1, 4). Przypisuje sie jej
udzial w wielu procesach biologicznych me-
skiego i zenskiego ukladu rozrodczego (4).

Celowym wydaje sie wiec okreslenie wply-
wu poszczegdlnych etapdéw zamraZzania nasie-
nia buhaja w cieklym azocie na niektére wlas-
ciwosci biochemiczne fosfatazy alkalicznej.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 36 ejakulatach pobra-
nych na sztuczng pochwe od buhajéw rasy ncb uzyt-
kowanych w PZLZ w Olsztynie. Nasienie o dobrej
jakos$ci, rozszerzedzano rozcienczalnikiem zéltkowo-
-cytrynianowo-fruktozowym (ZCF) w stosunku 1:2.
Zastosowano biotechnologie zamrazania powszechnie
stosowang w zakladach unasieniania zwierzat.

Oserwacje zmian aktywnosci fosfatazy alkaliczne]
i ruchliwosci elektroforetycznej form molekularnych
przeprowadzono w plazmie nasienia (bezpoérednio po
pobraniu ejakulatu) oraz w piynach nadosadowych,

*) Praca wykonana w ramach tematu resortowego Minister-
stwa Rolnictwa nr 419E, koordynowanego przez Instytut Zo-
otechniki w Krakowie.

Plyny nadosadowe uzyskiwano bezposrednio po roz-
cienczeniu nasienia, po 4 godz. ekwilibracji oraz 24
godz. przechowywaniu w cieklym azocie, odwirowujac
nasienie 10 minut przy 10000 X g w temperaturze 4°C.

Aktywnoéé fosfatazy alkalicznej okreslano metoda
Bessey i wsp. (2). Rozdzialéw elektroforetycznych do-
konano na zelu poliakrylamidowym. Formy moleku-
larne fosfatazy alkaliczne] identyfikowano metodg
Seligmana i Burka (cyt. za 10) stosujac beta-nafiylo-
fosforan w 0,1 M buforze weranolowym (pH 9,1) oraz
blekit trwaly RR. Natomiast frakcje glikoproteino-
we identyfikowano po rozdzialach elektroforetycznych
stosujge odezynnik Schiffa (10).

Interpretacje wyniké6w rozdzialdéw elektroforetycz-
nych przeprowadzono za pomocg densitometru TLD-
100 firmy Vitatron. \

W badaniach immunologicznych przeprowadzono
obserwacje zmian wlasciwosci antygenowych fosfa-
tazy alkalicznej. Zastosowano podwojng dyfuzje Zelo-
wag w ukladzie surowice odpornosciowe wobec izolo-
wanych dwoéch form molekularnych fosfatazy alkalicz-
nej plazmy nasienia a plyny nadosadowe z poszcze-
gblnych etapdw zamrazania nasienia.

Wyniki i oméwienie

Rezultaty analizy statystycznej aktywnosci
fosfatazy alkalicznej w plazmie nasienia oraz
po rozciericzeniu nasienia na poszezegdlnych
etapach zamrazania przedstawiono w tab. 1

Tab. 1. Wyniki analizy statystycznej aktywnosci fos-
fatazy alkalicznej na poszczegdlnych etapach obrobki

technologicznej
Aktywnosc fosfatazy alkalicznes (7.8essey)
po Po 4 godz. | po24gods.
Plazma | oz ienczenii ekwilibracsi l wIT°K
X 423,88 137 88 13977 745,27
Sx 244,39 78,15 77,71 83,35
Vx 57,69% 356,68 % 55,60% 57,38%
Aktywnosé fosfatazowg po rozcieniczeniu

nasienia w stosunku 1:2 rozcieficzalnikiem zélit-
kowo-cytrynianowo-fruktozowym jest ponad
trzykrotnie nizsza anizeli w plazmie nasienia
i nie ulega istotnym zmianom na pozostatych
etapach technologicznych. Zwracajg uwage sto-
sunkowo duze wartosci odchylenia standardo-
wego i wspélezynnika zmiennosci, spowodowa-
ne duzymi wahaniami aktywnosci fosfatazy
alkalicznej plazmy nasienia u poszezegélnych
buhajow. Bowiem w obrebie analizowanych 36
ejakulatéw: aktywnos$é do 200 jednostek Bos-
sey stwierdzono w plazmie 5 buhajéw, w prze-
dziale 201—400 j. Bessey — u 17 osobnikéw,
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401—600 j. Bessey — u 6 osobnikéw zas w
przedziale 601—800 j. Bessey i powyzej 800 j.
Bessey u 4 osobnikéw dla kazdej wartodci.
Badania elektroforetyczne wykazaly zmiany
profilu form molekularnych fosfatazy alkalicz-
nej na poszczegélnych etapach zamrazania na-
sienia. Niezaleznie od .liczby form molekular-
nych w plazmie nasienia buhajow (ryc. 1) po

e T

Ryec. 1. Enzymogramy fosfatazy alkaliczne] w plazmie
nasienia buhajéw

rozcieniczeniu nasienia obserwowano dwa pas-
ma elektroforetyczne o aktywnosci fosfatazy
alkalicznej, z ktorych pierwsze posiadalo wiek-
sza ruchliwosé¢ elektroforetyczng w poréwna-
niu do najszybciej migrujgcej formy moleku-
larnej fosfatazy plazmy nasienia (ryc. 2a). Etap
4 godz. ekwilibracji powoduje dalszy wzrost do-
anodowej ruchliwosci elektroforetycznej szyb-
ko migrujacego komponentu fosfatazy alkalicz-
nej (ryc. 2b). Zymogram ten utrzymuje sie po
24 godzinnym przechowywaniu nasienia w cie-
klym azocie (ryc. 2¢).

Ryc. 2. Zmiany obrazu enzymograméw na poszczegbdl-

nych etapach mrozenia nasienia (a — po rozciencze-

niu; b — po 4 godz., ekwilibracji; ¢ — po 24 godz.
przechowywaniu w cieklym azocie)

Wzrost ruchliwosci elektroforetycznej I for-
my spowodowany moze by¢ utworzeniem kom-
pleksu glikoproteinowego pomiedzy biatkami
plazmy nasienia i zéltka jaja kurzego, sktadni-
ka rozcienczalnika. Bowiem po barwieniu pro-
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teinograméw odezynnikiem Schiffa frakeje gli-
koproteinowe umiejscowiane sg zawsze W po-
zycjach ruchu pasm fosfotazowych na poszcze-
-golnych etapach zamrazania nasienia (ryc. 3).
Obserwacje nasze wskazywalyby, ze bezposred-
nio po rozcienczeniu nasienia bialka fosfatazo-
we plemnika i plazmy, a zwlaszcza I forma mo-
lekularna, trwale wigzg sie z biatkami zoltka
jaja kurzego. W wigzaniu tych dwoéch biatko-
wych komponentéw rozcienczalnika uczestni-
czy zapewne kwas sjalowy, ktérego zawartosé
na poszczegolnych etapach technologii zamraza-
nia nasienia buhaja nie ulega istotnym zmia-
nom (9).

Ryc. 3. Proteinogram glikoprotein na poszczegdélnych

elapach zamrazania nasienia (a — po rozcienczeniu;

b — po 4 godz. ekwilibracji; ¢ — po 24 godz. przecho-
wywaniu w cieklym azocie)

Wyraznie sjaloproteinowa budowa I formy
molekularnej fosfatazy alkalicznej plazmy na-
sienia buhaja (4) sprzyja bardziej trwalemu
wigzaniu sie tej formy z bialkami zéltka jaja.
Potwierdzaja ten wniosek nasze obserwacje
immunologiczne. Podwdjna dyfuzja zelowa w
ukladzie surowica odpornosciowa wobec I for-
my molekularnej plazma nasienia wykazala 2
lub 3 tuki precypitacyjne. Nalezy nadmieni¢, ze
nie uzyskano reakcji precypitacji miedzy tg su-
rowicg a stosowanym rozcienczalnikiem.

4a. antysurowica

Immunodyfuzja w uktadzie:
wobec I formy molekularnej — piyn nadosadowy po
rozcienczeniu nasienia

Ryc.
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Ryc. 4b. i 4c. Immunodytuzja w ukladzie antysurowi-

ca wobez T formy molekularnej — plyn nadosadowy

po 4 godz. ekwilibracji (b) i po 24 godz. przechowy-
waniu w cieklym azocie (c)

Przy zastosowaniu tej samej surowicy odpor-
nosciowej w ukladach dyfuzyjnych dotyczacych
poszczegolnych  etapéw  mrozenia nasienia
stwierdzono na etapie rozcienczenia nasienia
obecnosé 2 ostrych lukéw precypitacyjnych
(ryc. 4a). Na etapach ekwilibracji i zamrazania
uktad ten nie ulega zmianom (ryc. 4a i 4c).

W podobnych reakcjach immunodyfuzji przy
zastosowaniu surowicy odpornosciowej wobec
II formy molekularnej fosfatazy alkaliczne]j
stwierdzono 2 lub 3 luki precypitacyjne z bial-
kami plazmy nasienia oraz brak precypitacji z
rozcienczalnikiem.

Etap rozcienczenia nasienia zmienia ostro$é
lukéw  precypitacyjnych. Wyraznie widoczne
sg trzy tuki, z ktorych érodkowy jest najbar-
dziej ostry (ryc. 5a). Ekwilibracja rozcienczo-
nego nasienia powoduje-zanik luku precypita-
cyjnego polozonego najblizej zbiorniczka cen-
tralnego (ryc. 5b). Uklad taki utrzymuje sie po
zamrozeniu i 24 godz. przechowywaniu nasie-
nia w temperaturze cieklego azotu (ryc. 5c).

Ryc. 5a. Immunodyfuzja w ukladzie antysurowica
wcobec 1I formy molekularnej — plyn nadosadowy po
’ rozeienczeniu nasienia

Ryc. 5b. i5c. Imlfunodyfuzja w ukladzie: antysurowi-

ca wobec II formy molekularnej — piyn nadosadowy

po 4 godz. ekwilibracji (b) i po 24 godz, przechowy-
waniu w cieklym azocie (c)
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Wyniki badann immunologicznych wskazywa-
Iyby, ze etapy biotechnologii zamrazania nasie-
nia buhaja nie zmieniajg istotnie antygenowych
wlasciwosei fosfatazy alkalicznej.

Reasumujgc — fosfataza alkaliczna plazmy
nasienia wigzac sie z systemem koloidalnym
biatek zélttka jaja kurzego tworzy glikopro-
teinowy kompleks, ktéry dobrze zapobiega jej
zmianom denaturacyjnym podczas zamrazania
nasienia.

Zjawisko to jednocze$nie zabezpiecza podsta-
wowe funkcje biochemiczne fosfatazy alkalicz-
nej po rozmrozeniu i wprowadzeniu nasienia
do zenskich drég plciowych. Zwigzane sg one
gléwnie z udzialem fosfatazy alkalicznej w pro-
cesach metabolicznych podczas kapacytacji
plemnikéw i zaptodnienia komoérki jajowej.
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Trnorosecxwit §I., Crimexxek E. — Hekoropsie Guoxmmu-
yecKHe CcBOJicTBa mienounoit docdarassl BO BueMs 3a-
MODaKUBAHUA CEeMeHH OBIKa,

ARTMBHOCTEL 1TesiouHOM hocdaTasbl He IOABEPraeTCs
CYILIIeCTBEHHBIM M3MeHEHMAM HA OTHEeJHBIX TEeXHOJOTU-
JeCKMX 9Tallax 3aMOpakMBaHMA ceMeHM 6bika. Habmro-

- Aany M3MEeHeHMs 3uMorpaMm docdarassl, 0co0eHHO He-

NOCPeACTBEHHO Iocjyie paszbaByenus cemeHu. Hezasucnu-
MO OT 4YMCJIa MOJEKYJIAPHEIX (GOPM B IIJa3Me CeMeHU
HOABJAIOTCS HA STOM STalle JBe 3JeKTpodoperudyeckye
dpakuun menounoit docdarassl, MONBUSKHOCTL KOTO-
DPBIX He MEHSIETCS CYIIeCTBEeHHBIM 00paszoM Ha sTamax
IKBUNMOpANIMKM ¥ 3aMOPOIKEHMA CeMeHU. B mpepesax
5TUX (bparumMii JIOKANIUUPOBAINU TIMKONPOTEMHBI He
o0HADYRMUIM OTYETIAMUBBIX M3MEHEHMII AHTUIEHHBIX
CBOVICTB [BYX MOJEKWIAPHBIX (DOPM IEeJIOYHOM (hoc-
cdhaTasel mocne paszbaBieHus, SKBMAMOpAIMM, a TaKKe
ocJje 3aMOPOIKEHMA M Pa3MOPazKMBAHUSA CEeMEHU.

CrneayeT oTMeTuT, 4To IHesownaa docdaraza mnjias-
MBI CeMeHI ObIKa, CBA3BIBAACH € DesIkaMy JKeJNTKa Ky-
PUHOTO #AVna, obpa3yeT CUJIBHBINM TIMKOUPOTEUHOBBIN
KOMIIJIEKC, MPEeIOTBPAIalommii JeHAaTyPallMOHHbIE U3-
MeHeHMA 9TOr0 9H3MMa BO BPEMSA 3aMOPaXKMBAHMUA Ce-
MeHU B KUIKOM a30Te.

Glogowski J., Stmzezek J. — Some biochemical cha-
racteristics of alkaline phosphatase in the process of
freezing of the bull semen.

The activity of alkaline phosphatase dosss not chan-
ge its properties in different technological steps of
bull semen freezing. The changes were observed only
directly after semen dilution. Independently on the
number of molecular forms in the semen
plasma one can observe the appearance of
two electrophoretic fractions of alkaline phos-
phatase. The presence of glicoproteins was no-
ticed within the fractions. No distinct antigenic
changes in ‘the two molecular forms of alkaline phos-
phatase were found after dilution, equilibration, and
freezing and thawing of the semen. Alkaline phospha-
tase of the bull semen plasma is conjugated with egg
yolk proteins and 'the complex created unables dena-
turaltion of the enzyme during freezing of the semen
in Tliguid nitrogen.

RIBELIN W. E., FUKUSHIMA K. STILL P. E.:
Toksycznosé ochraktoksyny dla przeiuwaczy. (The
toxicity of ochrafoxin to ruminants). Can. J. comp.
Med. 42, 172—176, 1978 (2).

7dolnoéé wytwarzania ochratoksyny posiada co naj-
mniej 7 gatunkéw grzybéw z rodzaju Asoergillus
i 68 gatunkéw grzvbéw z rodzaju Penicillium. W
USA gléwnym zrédtem ochratoksyny jest Penicillium
viridicatum. Ochratoksyna wytwarzana przez ten
grzyb wysteouje w orzerosnietych grzybnia ziarnach,
pokarmach i w glebie. U bydta rzadko wystepuja
ostre zatrucia ochratoksyng, czesciej spotyka sie za-
trucia chroniczne. Letalna doustna dawka ochratok-
syny dla kréw wynosi ponad 15 mg/kg wagi ciala,
zad§ dla kéz vrzy kilkakrotnym stosowaniu 3 mg/kg
wagi ciala. Ochratoksyna jedvnie w przypadku sil-
nych zatrué wystepuje w mleku i moczu. Dotych-
czas nie obserwowano zamierania wlodéw 1 ronien
u przezuwaczy po zatruciach ochratoksyna.

G.

MARSOLAIS G., ASSAF R., MONPETIT C., MAROIS
P.: Rozpoznawanie czynnikéw wirusowych zwiaza-
nych z biegunka nowo narodzonych cielat. (Diagnosis
of viral agenfs associated with neonatal calf diarr-
hea). Can. J. comp. Med. 42, 168—171, 1978 (2).

Przebadano w kierunku wystepowania wiruséw 134

probki ka'lu pobrane od cielat w okresie pierwszych
5—6 godzin po wystgpieniu biegunki oraz zeskrobine
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jelita czezego cielat poddanych ubojowi 3 dnia po
wystanieniu biegunki. W oparciu o badania w mikro-
skonie elekironowym i odezyn immunofluorescencji
stwierdzono w badanych prébkach wirusy Nebraska
(rotawirus i covonawirus), W 54% badanych prébek
wystepowaly obvdwa wirusy, w 53% oprdbek corona-

wirus i w  14% prébek rotawirus. Ponadto w104
nrobkach w o ktorveh stwierdzono obeenodé wiruséw

Nehraska stwierdzono 4 wirusy biegunki bydla, dwa
wirusvy zakaznego zapalenia nosa i ftchawley oraz
dwa enterowiruysy. Odezyn immunofluorescencji da-
wal mnailensze efekty w wykrywaniu obeenodci wi-
ruséw Nebraska.

G.

PFAKFR M.: Crzas trwania ciazy i wielko§¢ miotu
n koéz. (Gestation period and litter size in the goat).
Br. vet. J. 134, 379—383, 1978 (4).

Celem badan bylo okreSlenie czasu trwania ciazy,
wielkodci miotu, odsetku plodéw urodzonych przed-
wezesnie oraz proporcji miedzy plciami w miotach
kéz. Na podstawie obserwacji 374 kéz stwerdzono,
ze féredni czas trwania cigzy wynosi 150 dni. 90%
wykotéw notowano miedzy 146 i 154 dniem ciazy.
Liczba kozlat u pierwiastek byla zawsze nizsza ani-
7zeli po drugiej i dalszych cigzach. Porody przed-
wezesne stwierdzono w 4,7% przypadkéw. Sposréd
842 kozlat 426 stanowily samice, 403 samce i 13 in-
terseksy.

G.



