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Charakterystyka biochemiczna plemnikéw buhaja
po dtugookresowym przechowywaniu
w ciektym azocie ¥)

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

Przyjety w kraju program oceny i selekeji
buhajow zaklada, ze kompleksowa ocena w
kierunku ich przydatnosci jako reproduktorow
trwa do 6—7 roku zycia. Pobierane w tym ok-
resie ejakulaty zostajg zamrozone i przechowu-
je sie je w cieklym azocie do momentu zakon-
czenia oceny dzielnosci uzytkowej i reproduk-
cyjnej.

Pismiennictwo dotyczace wartosci biologicz-
nej nasienia buhajow, po dlugotrwaltym okre-
sie przechowywania préb w niskich tempera-
turach, jest stosunkowo skromne. Niektérzy
autorzy sygnalizuja jednak mozliwos$é powsta-
wania kriobiochemicznych zaburzen w obrebie
bialek enzymatycznych akrosomu i wstawki
oraz nukleoproteidach gtowki plemnikéw. Po-
wyzsze zmiany stanowi¢ moga przyczyne obni-
zonej zdolnosci zapladniajacej nasienia, jak
rowniez zwiekszenia $Smiertelnosci zarodkowej.

Wedlug Salisbury’ego i Harta (6) obnizenie
temperatury przechowywania nasienia z +4°C
do —196°C nie zapobiega zmianom denatura-
cyjnym w nukleoproteidach gléwki plemnika,
a jedynie opéznia ich powstawanie, Uszkodze-
niom tym towarzyszy zwiekszona $miertelnosé¢
zarodkowa, ktérg zaobserwowano po unasienia-
niach przeprowadzonych nasieniem przechowy-
wanym zaledwie przez rok (5).

Badania Andersen i Pedersen (1) wy-
kazaly 3% obnizenie zdolnosci zapladnia-
jacej mnasienia buhajéow, przechowywanego
5 lat w stanie zamrozonym. Podobne
obserwacje poczynili Nishikawa i wsp. (3)
badajac nasienia przechowywane ponad 6
lat w temperaturze —196°C. Autorzy ci nie
stwierdzili jednak istotnych zmian w ruchli-
wosci plemnikéw, pochodzaeyh z préb nasienia
przechowywanego przez okres 4—13 lat w sto-
sunku do obserwowanej w nasieniu bezposred-
nio po jego zamrozeniu i rozmrozeniu.

Stewart i wsp. (7) wykonujgc doswiadczenie
nad heterospermiczng inseminacja mrozonym
nasieniem pochodzacym od 4 buhajéow wykaza-
li, ze ojcem az 50% urodzonego potomstwa byt
tylko jeden buhaj.

Przytoczone dane przemawiajg za indywidu-
alng podatnoscig plemnikéw niektorych buha-
jow na biochemiczne zmiany starzeniowe, spo-
wodowane diugoterminowym przechowywa-
niem nasienia w niskich temperaturach.

*) Praca zostala wykonana w ramach problemu resortowego
Ministerstwa Rolnilctwa 419E, koordynowanego przez Instytut
Zootechniki w Krakowle,
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Przeprowadzone przez nas badania stanowia
probe okreslenia zmian biochemicznych w
plemnikach, w zaleznosci od czasu przechowy-
wania nasienia buhajow w cieklym azocie.

Materiat i metody

Préby nasienia magazynowane w cieklym azocie,
w roéznie diugich wokresach czasu, uzyskano dzigki
uprzejmosci kierownictwa Centralnego Banku Nasie-
nia w Balicach.

Analizy biochemiczne dotyczyly 41 préb nasienia
przechowywanego od 1—12 lat (3—4 préby dla kazdego
roku magazynowania). Bezposrednio po rozmrozeniu
nasienia w temperaturze 38°C (bez dodatku roztworu
fizjologicznego) oraz okreé$leniu ruchliwodci plemnikéw
wykonywano oznaczenia aktywnosci hialuronidazy i
aminotransferazy asparaginianowej (GOT) w plynach
nadosadowych, aktywnoéci akresyny w kwasnych eks-
traktach plemnikéw oraz wartosci wspélezynnika ZO,.
Metodyka w/w oznaczen przedstawiona zostala w na-
szych wcze$niejszych opracowaniach (8, 9).

Uzyskane w badaniach aktywnosci enzymoéw podano
w jednostkach na 10° plemnikéw, za§ wartosci wsp6l-
czynnika ZO, w ul O; pobranego przez 108 plemnik6w
w ciggu 1 godz. w temperaturze 37°C. Rezultaty badan
biochemicznych otrzymane dla nasienia dlugotermino-
wo przechowywanego w niskiej temperaturze poréw-
nywano z wynikami wecze$niej wykonanej, szczegoélo-
wej analizy biochemicznej nasienia buhaja po 24 godz.
przechowywania w cieklym azocie (11).

Wyniki i

Rézna zdolno$é zapladniajgca nasienia buha-
jow, przechowywanego przez dlugi okres czasu
w cieklym azocie przemawiaé moze za postepu-
jacym, w miare wydluzania czasu skladowania
préb, procesem obumierania plemnikéw lub
zmianami biochemicznymi zachodzacymi w ich
strukturach. Wedtug Jaskowskiego (2) dwudnio-
wa konserwacja nasienia w temperaturze
—179°C prowadzi do obumierania 3—5% plem-
nikéw, za§ w ciggu 30 dni ginie okolo 10% tych
komoérek. Dotychezasowe doswiadczenie produk-
cyjne wskazujg na stopniowe obnizanie zdol-
no$ci zapladniajgcej nasienia przechowywanego
w cieklym azocie przez okres dluzszy niz 5—6
lat. Przypuszczalnie wigze sie to z zachodza-
cym w przebiegu konserwacji zjawiskiem wy-
ciekania bialek enzymatycznych, uczestnicza-
cych w procesie zaplodnienia komorki jajowej,
z plemnikéw do srodowiska (10).

Nasze wczedniejsze badania wykazaly, ze
okreslenie intensywnosci ,,wycieku” hialuroni-
dazy i akrosyny z plemnikéw do osocza stuzyé
moze jako biochemiczny sprawdzian stanu blon
akrosomu, za$ stopien uwalniania aminotransfe-
razy asparaginianowej i zmiany wspoélczynnika

omoéwienie
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Z0, charakteryzuja zaburzenia zachodzace w
obrebie wstawki. Oznaczanie wyzej wymienio-
nych parametrow przyjeto wiec za podstawe
przeprowadzonej w niniejszym do$wiadezeniu
oceny biochemicznej nasienia przechowywanego
przez dlugi okres czasu.

Ze wzgledu na stosunkowo niewielks liczeb-
no$¢ prob, odpowiadajacych réznie dtugim okre-
som przechowywania nasienia w cieklym azo-
cie, uzyskany material dos§wiadczalny podzielo-
no na dwie grupy, a mianowicie: ejakulaty prze-
trzymywane od 1 do 6 lat (22 préby) oraz od 7
do 12 lat (20 préb).

W tab. 1 i 2 poréwnano badane parametry
nasienia §wiezo zamrozonego, przechowywane-
go przez 1—6 oraz 7—12 lat.

W obu partiach nasienia przechowywanego
przez wiele lat stwierdzono po zamrozeniu
znacznie wigksze stezenie akrosyny w srodowi-
sku niz w nasieniu badanym 24 godziny po za-
mrozeniu, w ktérym nie réznilo sie ono wiele
od stezenia wyjsciowego. Powyzsze dane wyda-
ja sie wskazywaé na znaczne zmiany przepu-
szczalnodei lub uszkodzenia struktury wewne-
trznej blony akrosomu, powstale w wyniku
dlugotrwalego przechowywania nasienia w nis-
kiej temperaturze.

W badaniach dotyczacych oznaczania aktyw-
nosci hialuronidazy obserwowano znaczne réz-
nice w stopniu uwalniania tego enzymu z plem-
nikéw do plazmy, zalezne od czasu konserwacji
prob. Stanowia one przypuszezalnie wynik po-
stepujacej degradacji meskich komérek plcio-
wych, obumarlych w pierwszych dniach po za-
mrozeniu nasienia. Wedlug von Holzmann i
wsp. (12) istnieje bowiem wyrazna dodatnia ko-
relacja pomiedzy iloscig hialuronidazy uwalnia-
nej z plemnikéw do plazmy nasienia a odset-

Tab. 1. Wskazniki biochemiczne charakteryzujgce stan
akrosoméw plemnikdéw nasienia krétko- i dlugotermi-
nowo przechowywanego w cieklym azocie

Plemniki skiadomane
24k oo b lat 7-12{at
n=7120 n=22 n=20
Akrasynar \Healvroniaazal | Akrosynar| Hial, {0 Ak, fard i
mi/108 | j/109 mijos | j/r09 m/10° S/1ad
= | 73734 16,24
X (123,14) (10.50) 164,42 5,91 167,74 10,35
77,44 ,
Sx| ooy | BT | 4694 | 21 5750 566
56,39 28,10
V| Gren | Fezom 2855 | 4666 34,28 6,66
Objasnienie: w mnawiasach podano wartosei uzyskane dla

plem_nikéw nasienia S§wiezego, bezpoSrednio po jego rozclen-
czeniu,

Tab. 2. Wskazniki biochemiczne charakteryzujgce stan
wstawki plemnikéw nasienia krotko- i diugookresowo
przechowywanego w cieklym azocie

Plemns ki skladomane
24p o 6 lat 7-12 lat
n =120 n=22 r=20
60T GoT Gor
202 | ot | %2 | jywos | %92 | i/
= 75,66 342,30
X (28.50) | (rasa4) 10,99 21272 797 794,15
725 102,45
Sx 9.73) €80,33) 5.99 103,75 4,09 41,50
46,29 29,93
v | (rioy| Ciice)| 5458 | 4877 | 544 2137

Objasnienie: jak do tab. 1.

A-nasienie z ruchlinoicle, ptemnikéw parozmro2enid « 30% ¢ poryze)

&/40f40 &/30/30 4fa0f50 2/40/30

a's ¢
¢ 11/30/30

Tab. 3. Ruchliwo$é plemnikéw po rozmroZeniu nasie-
nia konserwowanego w cieklym azocie
Plempiki P/e;n[ki skéaclomans Plemnikl skéadowane,
Jktt;:’jlmzné' do 6 lat 7-72 tat
-”=’20 : n= 22 n=20
Ruchlimosc Ruchlimwosc Ruchliwosé Ruchlimose | puchsiwast
(%) przed | |pookresie preea po akresie
Imagezynomaniem | ckiadonania it 4orie P
= 27,14
| (7 35,27 12,50 33,94 947
sx| 2%, 4,99 989 7,56 s0t
v 2% 74,15 | 7911 22,27 5294
Objaénienie: jak do tab. 1.
1/40/30 "\ Déjasnienia:
- zoz
N- ¢or
B - Héaluronidoze
B - s4rosyna

a - laf skéadowania
& = ruchiiwesic preed zéoZeniem do CBY |
€ ~ ruchlimosc po okresia magazynonana

1 1zf40/s 12/30/5 12/a0/s t0,/30/70 10/30/10

B~ nasienie z ruchlimokciq plemnikor pa rozmvoleniu poniie/ =30%

nascenta e CBN 5

ot0fioft0

1/3s/20

8/40/10 4f40/t5

Ryc. 1.

Charakterystyka biochemiczna niektérych préb nasienia dlugookresowo przechowywanego w cieklym

azocie ze zr6znicowansg ruchliwo$cig plemnikéw po rozmrozeniu
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kiem nieruchliwych plemnikéw. Wymienieni au-
torzy nie stwierdzili podobne]j zaleznosci miedzy
iloscig uwolnionego enzymu a liczbg plemnikow
zmienionych morfologicznie.

Przeprowadzone badania odnoénie stanu
wstawki plemnika wykazaly stosunkowo staby
,wyciek” aminotransferazy asparaginianowej.
Przypuszezalnie omawiany enzym ulega inakty-
wacji cieplnej, zachodzacej bezposrednio po je-
go uwolnieniu z plemnikéw. Wyrazne obnizenie
jednak wartos$ci wspdtezynnika Z0O, dla plemni-
kéw obu grup przechowywanego nasienia prze-
mawiaé moze za kriogennymi zmianami, po-
wstalymi w mitochondriach tych komérek.

Krioliza mitochondriéw prowadzi zwykle do
obnizenia zuzycia tlenu przez plemniki oraz
zwolnienia proceséw syntezy zwigzkéw wysoko-
energetycznych. Zaburzeniom tym towarzyszy
zmniejszenie przezywalnosci plemnikéw (4).

W przeprowadzonych badaniach najwyzsze
spadki zuzycia tlenu stwierdzono dla plemnikow
pochodzgcych z nasienia magazynowanego w
cieklym azocie przez okres dluzszy niz 6 lat.
Zjawisku temu towarzyszylo wyraine zmniej-
szenie ruchliwosci plemnikéw obserwowane po
rozmrozeniu proéb (tab. 3).

Powszechnie stosowanym w zakladach una-
sieniania kryterium przydatnosci nasienia za-
mrozonego do inseminacji jest stwierdzenie po
rozmrozeniu minimum 30% plemnikéw o ruchu
postepowym. Kryterium to nie zawsze zdaje
egzamin w praktyce inseminacyjnej. Plemniki
po rozmrozeniu, wskutek zmian ultrastruktural-
nych tracg szybko w trakcie procesu kapacyta-
cji w zenskich drogach plciowych zdolno$é do
zaplodnienia komorki jajowej. Nalezy przypu-
szczaé, ze zjawisku temu towarzyszy intensyw-
ne uwalnianie enzymoéw plemnika do $rodowis-
ka zewnatrzkomoérkowego.

Ryc. 1 przedstawia wyniki analiz biochemicz-
nych, uzyskanych dla dwoch typéw ejakulatow,
przechowywanych réznie dlugo w cieklym azo-
cie: tj. typu A — charakteryzujacego sie¢ mini-
mum 30% plemnikéw o ruchu postepowym po
rozmrozeniu nasienia oraz typu B — o ruchli-
wosci plemnikéw ponizej wymienionego kry-
terium.

Ejakulaty o obnizanej ruchliwo$ci plemnikéw,
niezaleznie od diugosci czasu konserwowania,
charakteryzowaly sie zwolnionym tempem me-
tabolizmu komoérkowego oraz intensywnym wy-
ciekiem do $rodowiska pozakomoérkowego —
akrosyny lub hialuronidazy. Réwniez wsréd eja-
kulatéw =z dobra ruchliwoscia plemnikéw
stwierdzono pojedyncze, charakteryzujace sie
nasilonym wyciekiem akrosynowym lub hialu-
ronidazowym, mimo prawidlowego tempa zu-
zytkowania tlenu przez plemniki.

W najblizszej przyszlosci zaklady unasienia-
nia zaczng coraz powszechniej stosowaé nasie-
nie przetrzymywane w banku nasienia przez
okres 4—b5 lat, zgodnie z nowymi zalozeniami
selekcji buhajéw inseminacyjnych. Bedzie to
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wymagalo stosowania bardziej precyzyjnych od
dotychczas stosowanych metod oceny nasienia.
Zgodnie z naszymi obserwacjami obok badan ru-
chliwosci plemnikéw po rozmrozeniu préb na-
sienia, nalezaloby indywidualnie charakteryzo-
wa¢ te komoérki przy pomocy wybranych wskaz-
nikéw biochemicznych. Najbardziej przydatny-
mi do tego celu wydaje si¢ byé oznaczanie
wspolczynnika ZO, oraz intensywnosci ,,wycie-
ku” akrosynowo-hialuronidazowego. Potwier-
dzenie powyzszych sugestii wymaga jednak
przeprowadzenia badan na wiekszym materiale
doswiadezalnym.
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Crmiexxex E., fAceum Ann-Tara, Cemurennckan f., T'o-
cag M. — BHOXMMHMYECKRs XaPAKTEPHUCTHUKA JKHUBYHUEOB
OpIka mocjie IJINTEJBHOI0 XPAHEHHA B FEHMIKOM a30Te.

IIpeaupMuAaM IONBITKY ONpefAeneHusa Ouoxmmmuuec-
KMX M3MEHEHMIt B XKMUBUMKAX CEMeHM, XPaHMMOTO B
KUAROM a3ore 1—12 jer.

KoHCTaTUPOBAaJM, UTO MOCJEe DPAa3MOPOXKEHMA KUBYM-
KM, XPAHMMBIE JOJTOCPOYHO, OTJIMYAIOTCA HAKJIOHOM K
OCBOOOKIEHMI0O AaKpPOCHMHA M TUanypoHupasel, Xorsd
,,BBITEKAHME” TIJroTaMaTacraprarrpancamuuassl (GOT)
B 9TUX CIydYafgX OoTMeuaeTca ciabee, TO OHAKO 3aMeT-
110 OTYETIMBOE IIOHMIKEHME BEJIMYMHLI Ko3(hduUImeH-
TOB JLIXAHUA KUBUMKOB (ZO,), yKas3bIBalolllee Ha KpPMO-
TeHHBbIE M3MEeHE€HMS B MUTOXOHJDMAX 9THUX KIETOK.

PaccMaTpuBaeMble M3MEHEHUA OTYETIMBO OTMEYalUCh
B XMBUMKAX, XPAHMMBEIX B XXMAKOM a30Te CBbuie 6 jer,

UnTeHCUDUKALIMA OCBOGOXKIEHMA aHAIUM3UDPYEMBIX
SH3MMOB HaOMIOJaeTcsa B 9AKyJIATAX, MMEIOIIUX II0CHe
Pa3MOPOKEHNUA YMEHBIIIEHHYIO ITOABUKHOCTD KUBUM-
KOB.

ARTOpHI BHYINIAIOT, YTO B CJOydae CEMEHM, XPaHUMOTO
OIUTENbHOEe BPEMA B XEUAKOM a30Te, HAPAAY C uccie-
NOBaHUAMY IIOMBMIKHOCTM JKMBYMKOB IIOCIE pPa3MOpo-
KeHusa ciefoBano 6 MHAMBUAYAIBHO XapaKTepPU30BaTh
COCTOAHME STUX KJETOK TPy IOMOLM m30paHHBIX 610-
XMMMYECKUX IIOKa3aTemNeln.

Strzezek J., Taha Jassim Al-Taha, Smigielska J., Ho-
saja M. — Biochemical characteristics of the sperm of
the bull after a long-term storage in liguid nitrogen.

An attempt has been made to specify biochemical
changes in spermatozoons of the sperm preserved in
liquid nitrogen for 1 to 12 years. After their defrosta-
tion a strong tendency to release acrosine and hyalu-
ronidase was observed in spermatozoons preserved for
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a long time. Although the ,leakage” of asparaginic
aminopherase (GOT) is weaker in these cases, a dist-
inct decrease in the value of respiration coefficients
of the spermatozoons (ZO) points to cryogenic changes
in the mitochondria of these cells.

The changes discussed were strongly marked on
Zpermatozoons preserved in liquid nitrogen longer than

years.

Intensified release of the enzymes studied is obser-
ved in ejaculates showing reduced mobility of sperma-
tozoons after defrostation.

- The authors suggest that apart from the studied
mobility of spermatozoons after defrostation when in-
vestigating sperm preserved in liquid nitrogen for a
long time, the condition of individual cells should be
characterized in terms of selected biochemical indices.

ANATOMIA | FIZJOLOGIA ZWIERZAT

MAREK JASTRZEBSKI, JANUSZ WELENTO, STANISLAW FLIEGER, MIROSLAW LAKOMY

Jadro oliwki (Nucleus olivaris) —ruchowy
o§rodek skojarzeniowy rdzenia przedtuzonego

wielbtgda (Camelus dromedarius L.) w ujeciu
czynnos$ciowym i porownawcCzym

Z Instytutu Anatomii Zwierzgt Wydzialu Weterynaryjnego AR w Lublinie

W pracy opisano budowe jadra oliwki (Nu-
cleus olivaris) u dromadera (Camelus drome-
darius L.). PiSmiennictwo dotyczace budowy
tego jadra zwierzat domowych, jak tez dziko
zyjacych jest obszerne. Obejmuje ono opis ja-
dra u zwierzat kopytnych domowych (5, 6, 7,
12), dziko zyjacych sarny i dzika (13, 14, 17),
miesozernych (15, 18), a takze u nutrii, kréli-
ka 1 §winki morskiej (3, 8, 11). Badania pro-
wadzono réwniez nad polgczeniami jadra oliw-
ki i jej rozwojem (1, 9, 19).

Przeprowadzone badania wykazaly, ze bu-
dowa tego waznego oSrodka skojarzeniowego
pozostaje w Scistym zwigzku z zakresem ru-
chomosci konczyn, kregostupa i koordynacja
ruchdéw. Moze by¢ wiec interesujgce pordwna-
nie budowy jadra oliwki wielblada — przezu-
wacza bedgcego inochodem, a wiec wyrdznia-
jacego sie sposobem poruszania z tej grupy
zwierzat.

Material i metody

Material do badan stanowily dwa rdzenie prze-
dituzome utrwalone w formalnie i alkoholu o steze-
niach wzrastajacych i nastepnie zatopiome w para-
finie. Poprzecznie skrawki grubos$ci 15 wm barwiono
fioletem krezylowym wg metody Kliivera i Barrery.

Wyniki

Kompleks jader oliwki wielblada zbudowany
jest podobnie jak u innych gatunkéw z trzech
cze$ci: jadra oliwki (nucleus olivaris), jadra
dodatkowego przysrodkowego oliwki (nucleus
olivaris accessorius medialis) i jadra dodatko-
wego grzbietowego oliwki (nucleus olivaris
accessorius dorsalis).

Zespol jader oliwki rozciaga sie od przedniej
granicy skrzyzowania piramid do plaszczyzny
poprzecznej, poprowadzonej w odleglosci okoto
6 mm do przodu od obex. Dlugo$¢ calego kom-
pleksu jader wynosi okolo 12,8 mm. Tak wigc
w czeéci pozakomorowej rdzenia przedluzone-
go lezy okolo 53% calosci.
~ Jadro oliwki jest duzym skupieniem komo-
rek, ulozonym pomiedzy blaszka dolng jadra
dodatkowego przysrodkowego oliwki, a jadrem
dodatkowym grzbietowym oliwki. Rozpoczyna
sie nieco ku przodowi od przedniego bieguna
kaptura grzbietowego Kooya, a konczy sig
wspélnie z jadrem dodatkowym grzbietowym
oliwki, w niewielkiej odleglosci ku tylowi od
przedniego bieguna jadra dodatkowego przy-
érodkowego. Tylny odcinek (okolo 1/5) ma na
przekroju poprzecznym poczatkowo zarys za-
okraglony, bardziej ku przodowi, w miarg
wzrostu ilosei komorek — trojkatny (rye. 2), a
wreszcie owalny. Na tej wysokodci przysrod-
kowo od jadra oliwki pojawia sie waskie pa-
smo komorek. Oba pasma po krétkim przebie-
gu lacza sie i od tego miejsca jadro oliwki
tworza dwa ramiona: ramie gérne — brachium
superior i ramie dolne — brachium inferior
(ryc. 3). Ramie gdérne na przekroju poprzecz-
nym jest krétkie i okolo 3-krotnie grubsze od
ramienia dolnego. Oba ramiona rozdzielone sg
waska bezkomdrkows wneka (hilus nuclei oli-
varis). Mniej wiecej w polowie dlugosci jadra
oliwki ramie gdrne laczy sie waskim mostem
komérkowym z przysrodkows krawedzig jadra
dodatkowego grzbietowego. Ramie goérne jest
tu najsilniej rozwiniete. Przedni odcinek — 1/5
— nie wykazuje juz podzialu na ramiona. W tej
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