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R},c 1, Schemat słclrnki ,do szybk,iego zamrażania za-
rodków króIiczych

objaśnienia: A - 0,05 M sacharoza, B - powletrze, C :-o,iŃ sacharoza, D - powietrze, E - 0,1 M sacharoza +
1,0Mr,:-propanediol.

ru o temperaturze pokojowej. Następnie słom-
kę z zarocl,kinri ponowńe umiesizczano w temp. -25o

Wpływ sochorozy no przeżywonie 2-blostomerowych zorodków

króliczych zamrażanych szybko w 1,2-proponediolu

Zaklżo F:Z:oiogii Rmodu , a"rrr"_3r"łę""uYł?F.rffii,r*erząt ]nstJ*tutu zootechniki,

* INRA, Jouy-en-Josas
+* lnstytut PaStBra. Paryż

Redukcla zawartosci wody w zamrażanej ko-
morce jest jednym z głównych warunków za-
chowania zywotności po 1,ozmloze::iu. Zmniej-
szanie zawartosci rr-od1- rr- trakcie zamrażania
odbl-rr a slę rv rrlniku porvstawania zewnątrz-
komorkowego lodu, a stopień dehydratacji jest
regulowany głównie szybkością zamrażania.
Wiadomo jednak, że komórki ssaków zdolne są
do utraty znaczne) ilości wody równiez \Ąr tem-
peraturach plusorvych, ale lr, środowisku h]-
pertonicznym, Ztnnie3szanie Za\§a-r,tosci rvod1,-

w komorkach plzed mlożeniem, a więc w tem-
peraturach piusow;-ch okazywało się korzystne
w przypadku komórek skóry podsuszanych n9
powieirŻu (I2), azy erytrocytów poddanych
działaniu hyperosmotycznego roztworu sacha-
loz1- (6). Podobnie zamtażanie wcześniej dehy-
drorvanych fibroblastólv (1) zwiększało przeży-
wanie po lozmrozeniu. Analogiczne postępowa-
nie było równieź korzystne przy zamrażani,u
zarodkow mysich (19)" Częściowa dehy"dratacja
zarodkow kroiiczych p,rzed mrozeniem przy aży-
ciu 0,5 M sacharozy pozwoliła ponadto na za-
stosowanie znacznj.e szybszego tempa zamraża-
nia, co umożiiwiło opracowanie przez Renarda
i wsp. (9) prosteji dość efektyŃnejłnetoĘ dwu-
stopńiowego zarntażania Złlastomerowych za-
rodków. PrOba zrvię]kszania dehydratacji zarod-
ków przed mrożeniem zastosowana przez ww.
autorów nie przylniosła pozytywnych wyników.

Nie wiadomo natomiast, iaki jest wpływ nie-
wielkich stężeń sacharozy na efektvwnaść za-
mrażania zarodków. Można jednak zakładać,
że dzięki stabilizującemu oddziaływaniu cuk-
rów na błony komórkowe (2, 3, 4) nawet nijska
koncentracja sacha,rozy wpłynie korzyst,nie na
wvniki zamrażanl,a.

W przeprowadzon;,ch doświadczeniach loada-
no wpływ niskich konce,ntracji sacharozy oTaz
zrożntcowanego stężenia proipane,diolu TIa za-
mrrażalnośó 2-lc,Iastomerowych zarodków króli-
czych przy zastosowaniu szvbkiej, dwustopnio-
wei metody zamrażania. Ponadto podjęto próbę
określenia osłaniającego działania sacharozy i

propanediolu prz;, przyjęte; procedurze zamla,
ZalLa.

,Mańeri,ał i rneto,,dy

B, Doświa,dczenie II - 1 M prloparreidiolu + 0t01 M
sacharoz1,. 1,0 }t propanedi,o],u, 0,01 M lub 0,8 M sa-
charoz!-,

powieLrza; frakcja E zawierała 40 pl jednegl\ 7, toz-
twor,óv,, uźytych w doświadczeniu I i II (ryc, 1).

A(3 DC E
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C l przetrzymywano przez 150 ,minu,t, PO tym czesie
_lrzekładano do eieklego az,ltu, Dg rozmraża,nla .słom-
kę wyj,molwan,o z cjekłego azotu i umieszczano lv po-
zycji pionolvej w łaźni -wodnej o temperaturze *37oC.
I{iedy stwierdzano, że poszczególne frakcje słomki
został1, już ro,zmrożone, co następowało Fo ,lk. B se_
kundach, mieszano frakcję E z frakcją C poprzez kil-
karkrotne deliatne ostukanie słornki. Następowało
,vólvczas zmleszanie dwu roztworów zawiera jących
różne koncentracje sacharozy oraz miało miejsce roz-
cieńczetlie z,,viązku osłaniającego. Następnie pozosta-
rviano slomką przez 5 minut w tem,peraturze +37oC,
po czyn rvyjmowano z łaźni, a całą zawarto,ść wypy-
chano na szkiełko zegallkoclr'e. Dochodziło wówczas do
zmieszania rvszystkich płynnych frakcji słomki, w re-
zultacie czego następowało dalsze rozcieńczenie związ-
ku osłaniającego w hipertonicznym roztivorze sacha-
roz],, Zarodki przemy-vano następn:e dwukrotnie przy
użr,citl P35, po ,czym przenoszono cto pł:,nu Bz (B).

Przeżywanie zarodkór,v ocenial1o ra podstarvie 1,oz-
rvoju żn uźćro do stadium moruli lub bla§-tccJ,..tj, Jr
-|8--72 godz. hodowli w temp. +37oC ,,v pil,nie B1
i-rb po przeniesieniu zarodkórł, do jajowodćrw pseucio-
ciężarnl-th -samic. P,rzenoszenie zarodkó,w przepro&,a-
dzanc ra drodze chirurgicznej wg metody,po,danej
przez Stapiesa (11). Każda lriorczyni otrzymywała
8-12 godzl:-r ilo .lo<l,vc_u pl,zcz samca uprzedrrio pocl-
danego wase-kto:n,:. \\r 28 dn:u ciąży ivszystkie bior-
czyrrie poddatvano ucojo,ł,l, -*, ce]-l określen-a l:czb1,,
ż;,,wego pcćomstwa.

W o'bliczeniach starty,stycznych po-sług;6,ą16 -;lę ::-
stem 1ż.

W_vniki i onó,u,ienie

W llacianiach wstępn}-ch. kiedy zaIodki za-
mrażano do - 20' Iub - 30'C, uzyskano sto-
sunkowo eż;.-rr:alie: 3 z I-c (20-0b) za-
rodków r ę po zanrozeniu do -']0'C.
a 8 z ló zamTożeniu do -30'C. W
tej sytuacji zdecydowano zamlażac zalodki do
- 25'C przed przeniesieniem do ciekłego azotu.

Zamrażaląc Z-blastomerrowe zarodki króIicze
do -25oC, najwyższą przeżywalność uzyskano
wówczas, kiedy roztwór do zamrazania zawierał
1,0 M, l,2-propanediolu oraz 0,1 M sachalozy.
Przezywalo wó,uvczas 9J,8% zarodków (tab. 1).
Stosu;ąc powyzszą koncentrację sacharozy (0,1
M) str,r,ieidzono lozwój zarodków przy każdej
z uż-;i5lgh koncentracji 1,2-propanediolll, cho-
ciaz w przypadku użycia skrajn;lch stężeń tego
związku odsetek przeżywających zarodków rvy-
nosił jedynie ki]karrraście 0/o. Najbardziej wy-
równane wyni|ii plzezywania uzyskano, gdy
koncentracja sacharozy w płynie do zamraża-
nia ,uvynosiła 0,01 M.

W poszczególnych grupach stwierdzono wów-
czas 41,2,, 44,4 o:taz 59,19o rozwijających się za-
rodków (przy koncentracji propanediolu wy-
noszącej odpowiednio 1,2 lub 3 M. Użycie do
zarntażania płynu zawierającego 2,0 M 1,2-pro-
panediolu spowo,dowało zniesienie dodatniego
oddziaływania sacharozy, Uzyskano bowiem po-
dobny odsetek przeżywających zarodków za--
ró\^/no przy brdku dodatku cukłu, jak i wtedy,
gdy korrcentracja §achairozy łvynosiła 0,01 M
lub 0,1 M oraz niższe przeżywanie, gdy kon-
centracja sacholozy wynosiła. 0,5 M (odpowied-
nio 44,4, 44,4, 44,0 olaz 31,30ń),
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'fab. 1, Rozrrlój in xitro (%)
kórł, króliczych zanrażany,ch

I<oncentrac j: sachar.oz1,

2-blastomero-ł,., in zarod-
w roztwot-ach,l r.óżne3

i 1,2-prolpanedioiu
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łl,ż(3 1?)

ĄĄ,ąi,7 9,1

59.1(?,żE

ĄĄ.112]a|
cd,a ti,z|i)I
?5(2,łł)

łł (3,25)x
11.117.Ąź)

a|2,1sl

31.3 (3i6)
6.1iż,Ąż\

o,bjaś.nienia: a) vartości \,/ nawiasaclr ozMczaJa. lrczbę pU-,*tóIzeri ofaż liczbę zarodków odzyskanych po rózrnrozóńirr,
x - p 0,05.

Nie zanotowano lprzeżywania 2 b zalodków
króIicznvch zamta,żanych, w 1,0 M l,Z-propane-
diolu oraz w rozt\ł/orze o równoważnym stęże-
niu osmot}-cznym. zawierającvm zan]iast związ-
ku osła:rialące_{o.:r,]<o 0.01 \I sacharozę (tab
2). Z kolei po m1,ozenlu \,\- :ozi\§orze 1 \I 1,2-
-propanediolu r 0,01 \I sacharoz§ stwieldzono
rbzwój 320/o zarodków, pod,czas gdj- rv roztwoTze
samej sacharozy o rÓ,Wnowaznym stężentu os-
motycznym (0,8 molarnym) przeżywało I2,Vo
zamIażanvch zarodków.

Po plze:-riesieniu zarodków zamlożonych w
foztwolze zar.,,.ei,a]ącvm 1.0 M propanediolu i
0,1 M sacharozy, uz_;skano pelny t,ozwój 39,70lo
zarodków ]M ,polównanlu z 3ż,2% ioził,ijającvch
się zarodkow świeżych (tab. 31.

Uzyskana w tym doświadczeniu przeżywal-
ność (ponad 90ło) o,siągaLna przy zastosowaniu
opt;rmalnego rł,ariantu zamTażania jest porów-
n},\\:ai]la z w,vnixami o:iągnietyrni przez Re-
naida i wsp. (91 przv uzr-ciu 0,5 N{ sachorozy
i zamrożeniu do -30oC. Powstaje pytanie o
rolę użytej sacharozy w procesie szybkiego za-
mrazania zarodków- króliczych. Stosowanie 0,5
\Ą loztworu sacharozy prowadziło już przed za-
mlozenietn Co redukc ji ob jetości zalodków o
ok. JOOIÓ. Fakt ten skłaniał do plzypuszczeń, że
Znacz\a utrata Wody w zarodkach przed mro-
żeniem umożliwiała zastosowanie szybkiego
ternlpa zamrażania. Ta interpretacja budziła
jednak wątpilwości, gdvz pomimo osiąg,rrięcia
znacznego oclr,vodnienia zarodkórł, przed mro-
zeniem konieczne było jednak stosowanie co
na jmrrie j kil'kudziesńęciominutowego czasu
ekwi]ibracii w teinp. -30oC przed przeł,oże-
niem zalodków do ciekłego azot,u. Podwyższanie
koncentracjri sachalozv w płynie do mrożenia
nie eliminowało potrzeby ekwilibracji. Ozna-
czało to. ze rł, zastosowanej plocedurze zamra-
żania, dehydratacja rrie była iedynym czynni-
]<iem osłaniającvm komórki,

W naszym doświadczeniu zarodki umiesz-
czane w roztworze 0,1 M sacharozy ulegałv tvl-
ko nieznacznemu obkulczaniu, a okazało się to
wystalczające d_la uzyskania wysokiej przeży-
walności zarodków. Można zatem sądzić, że
dehvdlatacja zarodkó,in, nie spełniała w tym
przvpadku znacznlej:szej roii. Znaczenie użytej
sacharozy można bv tutaj wyjaśnić raczej jej
pozvtywnym oddziałvwanie,m na błonę piaz-
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Tal'o. 2. Wpł:,,ll. osia:,__:;ącego ciziałania sacha.rozy i propanedioiu :ra przeżywanie irr oilro 2-blastornerowych
zarodkólv króliczych po nrrożeniu
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matyćzną. Znarte jest bowiem siabilizacyjne
ciziałanie cukrów na błony ko,mórkowe (Z, 3, 4).

Uzyskanie o odsetka plz€zywających
zarodków kr zalnrazanych il-iko w roz-
iworze 0,8 §,I sacharozy, az:-. o.Jz ufuiału pe-
ltetrującego związ'ru osiaruającego, zaprzegza
dotychczasowya poglądom o koniecznoŚci sto-
so]^/ania penetrujący,ch związków osłaniają-
cych dla uzyskania przeżywania komórek sŚa-
ków po mrozerriu.

dczenle wykazało, ze obniżenie tem-
do - 2JcC jest rv_r-starczające przy

iowym zamraźaniu zaiodko-,v króIi-
czych. ZgoCnie z badaniami \Iazura (7) w tej
temperaturze następuje w komórkach zwierzę-
cych p ows t ar,vanie ją J er krystalizac ji wewnątrz-
komórkowej. Nlożna więc sądzić, że ,w przy-
paciku 2-b]astome,rowy,ch zarodków króliczych
.cloces ien ma miejsc również .w temp. -25oC.Vyiriki przenosze ia zarodlków króliczych

;;rzy,,gotowania słomek z płynarrli. Mogą one
bvć plzechowywane przez wiele tygodni,- a są

i,iczbo ząłodhow
Po młaEzn|.u
Liczbo rą-rail\Aow
slą do stcdiLLrą
bicsrccysty

I2ź ln
3t,%l I o___ __

iac, ;]. Rc,:-,r,ój żn L-iL*o 2-biasto::Tero,ł},ch zarodkó"v wvkorzystywanc w przypadku dysponowania
--::5i_cul,c:_ zal::żan;-ca ,* roz"Ęrorze l,2-propanediolu zarodkami- do zamrazirui.: 0,1 \i sacharozl-
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C.,,lopcur 5., Fapi;r B., Peaap żi, i1., Bevopex E. *
9;lrrrraltc caxapo3EI IIa BbLKltBaailocTr 2-6.r!acToMeIr-
IJ6LT Epo,f;lv],Irx 3apoALmeń, gar:opa;xr:saełrrrx 6nr_
cTpo B 1.2_u;louaneploae

3a,lropa,xr,raa,lr 2-ó;racrouepabie :r.po Ilri.łbrl 3apoAIJIIilII
B pacTBopax, coAepx(aullłx 0-3,0 M npoĘaiiexrloJla i,r
0-0,B M caxapo3bl. Henocpe;creeHĘo j,1:] xorłuariłoż
TeMTrepaTypbl 3apoAblrrlr4 nepeilIelqaJll,t B -25oC, a qe-
pe3 150 lu,lrłyr neperłoewłIu B lt;ual<uk a:or. Ilprłi,le-
Hfr,JiyI 6srctpoe pa3Mopax{fiBaHile ]4 o.ilHocTeIIeHHoe
yJa".Ie}lj4e salqŁfiłaloqeFo coeA!4i-IeH]4a.

l1a ; irsi c li;yto Bblx(r{Ba eMo c TE, no JIy q.ll;Im, 3 A[Mopaź<I/i-
3afr 3apoILTrLI}I B pacTBope 1,() M r:porrareI-lroJla tl
0,1 i\{ caxapo3blJ a ,{MeHHo 93,B% :apo;isinert, pasrrł-
Balo[łŁxc.fi in vitro, a TaKx<e 39,?% in vivłl" Kpoue
y4oerreraoparorrlełl s$Sexłrerioctlt ilperJMyĘecTBoM
hteTóna,EBJI.fieTc.E ee npocToTa, 9JlMl\,lTzĘr{pyloułafl [prl-
I,fełeHile cneqlransuorł ani]3,]);rTypi]I ]],nE 3ailopax<}.l-
Ba:nur, I-Ie oruerlrłr pa3BIłT_rf fi sapo.1lu :eż. 3aMopax(a-
BaeMBLx n c,l M npouaHe,qr{o.ria I7iIIL 0.c1 M caxalrc3bl.
3aro noły.rr,rnn 32% pa3Bl4Balouir{xcrT 3apoAllpeż, 3a-
ir{cpax(t{B3€Mblx B pacTBope 1,0 NI nponatre4lĄona u
0,01 M caxaposbl, a TaKx(e 1ż% 3a},{.]ija]!i]lłaeMblx B
0,8 M caxapossr.

Snrorąg Z., Garnier V., Renard J. P., Wieczore,k B. *
Tlre influence of sacchałose ,0n the słtrvival of two-
blastorneric rabbit germs being frozcn irr a solution
of 1,2-propanediol

Twob]astomeric rabbits germs w.er,e irozen in solu-
tions containing from 0 to 3.0 M of propanediol and
frorn 0 to 0.B I\[ of sacclrarose. The ger,rns were di-
rectly transferred to -25oC and ]ater after 150 min
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i,] li(łrrid nitrogen. One-ste,p s},siem of quick thau,ing
.,,;as used to renrove a prctective substance. The hig-
hest survival rale rvas observed aiter freezing in a
solution ,of 1.0 M propanediol and 0.1 M saccirarose:
95.80/o of developing gerns ill vitro and 39.7% in vivo
\r;3r.j observed, Apart fl,om a satisf actory eff ect the
łrdvantage of tne method was its simplicit.v rvithout

',he rieeessit1, to use -, speciat appal,atus lo; ;eezirrg
]\o cievelopment of ti, germs frozerr irr 01 }ł sotL-ttio:.
of proparrediol or 0.(.]l fI :o1. of sacei.rarose w.-l; iiluilo
In corrtrast, 32 per ce:l,t oi developing germs lł,a,s ob-
served ii they t-.,eie iroze:: in g soltttio,n oi propa::e-
diol (1.0 lvl) and saccha:ose (0 Lt1 M), arrd 12 per ce:]l
Trhen frozen in 0.B ],1 .oi. oi s:.ccha.ros,,,,

\,,] i.]'A Rok XI.II

Bodgnla ncd wpływem doeiafku glutotionu (G§H) no iokość
konserwcwonego nasienlm buhoio-)

1i§iiłt,XTl"",fi,.,| 
jżYwiena''';;:;;#:,;;,:i#.Il,,';,']':.ii"j,*il'

Plenrni.:i buhaja W wa,runl<ach tienowych :r_?l,i9-":*"j rr- ri-ieku 18 nles:ę-;, -:zl-tko,*-anl'ch rv

ulegają sz_-bxiemu procesowi starzenia i,*, iiŁY"""iX',lJ,fjr*T.§,t;r,*i,#;, ""';r'ŁiĘ,i,'§[:
przeja'lviające3o s:e obnizeniem iunkc;i meta- lono rra dTvie ró-wne-poróie i iozcieńcżano rozizedza1_
i:o]icznycir tak;ch ja< irukioliza i oCdvchanie rril<icm złożonym z: ?B%_odtłuszczonego mleka. 15%

(14). V,r obecności iienu ocdl-cjlan^e rie opiera żółit<:,.jaja kuizego, ?l% gliceroiu, żg fttlktozY,'10o rnl,

:lię rvyłącznie na substl-atach por..-o-rÓ"..o- i:§:;',]"l',,.;.:li:1';T''i'diL"'uŁrłr*#r'}; ł:#:3W
wych, lecz także występuje zjawisko pore3a;a-
ce na ui}enianiu sikładnikór.ł, k,omorki, p!łowni-,
lipirlóv; (1i-.).

V/ wyniku pu,roks;zdąg.ii ]ipidów błon komór-
lioto,r,;ch doclrcrdzi do ,na,gromadzarria się plenuri-
kol.;ojcz;,ch nadilenkó.,r,l (10, 11), ktore powodu-
ją za'łurzer,ia biocherniczne dotyczące akt;rłr,,-
ności odi.ec,rcłr-ej pleninikórv, frr.iktolizy i syn-
iezy ATP ('].. 16.).

Ponadto rt procesie <onser.rvac;i plen-i::__ioi,.,
buhaja, średnio około 309n komórek ulega usz-
koCzeniu, lv wyniku czego dochodzi clo uwal-
niania z piemnj.kow oksy,dazy L-arninokwasółlr
(1?), Enz;'m ten ]<ata]izuje reakc_ję "t]:li:j_" żej 90 clnia lekarze weterynarii przeprowadzali po-
L-tvrozyny, L-fen;l}9ąIaniny oraz L-tr3-ptofanu, ii"'ń; i."ł""i* .w celu stwierdzenń .iizy. Fońiato iłł
zawartych w nasieniu buhaja oraz żółiku jaja ejakulatv poz3,skane w okresie roku od 20 buhajów
iiurzego, sta.nowiącego komponent roz.rzedza!- użytkov,'an5,ch w SHiUZ Ko_cierzowy, konserwowano

nil;a §o'ko,r=..,ru".;ii"plemni];ow (l9). Jeclnl,m^z ;,#1Y."":*'"?ił]'i.1"'"#,?',łfi i"T,".t'.Xt""#'S "",1:_
końcow5rch pro,duktorł tej prze'lnian_}' .-lest H.O- irl.óź"rt" "rii s i 5_godzinnej inkubacji w 3?bC. Pló-

P i,za poziomu nadtlen- b rażano rr- 1 ml o,9% NaCl. _ _ _

i buhaja pod,danemu j analizie ivynikórl., rvartoŚci biolo-

er wanemu * 
'"i"ei'.;; A zastosowano test tóżnicy między

azocie, r,v;vkazała około B-krotn;l ich wzrost w
stosunku do nasienia śrrzieżego (l2), zlłiązkiem
obniżającym szybxośc pIocesow peroksrrdacji
.iest gińition 1ósrr; bęłący substiateń "* .i;] lano testem t Studenta,

stemie enzy",matycznyrn peroksydaza-re,dui<taza Wynilłi i omowieni e

(4).
Stąd prze,prowadzone ba,dania, których celem W na,sieiniu, be4pośrednio p0 rozmrożeniu,

była ocena ruchu postępowego plemnikóvł otaz
.łrar t ości biologiczne j rrasienia konse rv,rov.ranel§o
z Codatkiem glutationu zredukowanego w roz-
i ze d zalniku mlek,owo-zółtkowo- glic e r o1ow.l-in,

Materiał i metody
Ocen5, rł,artości biologicznej nasienia konserwowa-

rrego w rozrzedzalniku mlekowo-żółtkorvo-glicerolo-
r-vym dokonano na 30 ejakulatach od 6 buhajólv rasy

*) Praca wykonana !ł ramach podproblemu MR u.10.1.
Fizjologla, Rozrodu,
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