by means ol gas chromalogic phy

tacenta expulsion a hign tent of protein —
ind exogenic fatis is +CigFComiy)

mostly i Cps— 19.36%, were [ound, At
Wi consed tions there was found a decrea-
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se ol the level ol | ein ant exogenie fatty acwds
reaching alue of 517 and 11.95% respectively
(at the 21 dav of lactation). The content of fat and
a<h in sow's millk increased since parturition to the

21-st dav of lactation,
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Woplyw sacharozy na przezywanie 2—blastomerowych zarodkéw
kréliczych zamrazanych szybko w 1,2—propanediolu

Zaklad Fizioiogii Rozrodu i Sztucznego Unasieniania Zwierzat Instytutu Zootechniki.
32-083 Balice k/Krakowa
* INRA, Jouy-en-Josas
« Instytut Pastera, Paryz

Redukcja zawartosci wody w zamrazanej ko-
morce jest jednym z glownych warunkow za-
chowania zywotnosci po rozmrozeniu. Zmniej-
szanie zawartosci wodv w trakcie zamrazania
odbvwa sie w wyniku powstawania zewnatrz-
komorkowego lodu, a stopien dehydratacji jest
regulowany gloéwnie szybkosciag zamrazania.
Wiadomo jednak, ze komorki ssakéw zdolne sa
do utraty znacznej ilosci wody réwniez w tem-
peraturach plusowych, ale w srodowisku hi-
pertonicznym. Zmniejszanie zawartosci wody
w komorkach przed mrozeniem, a wiec w tem-
peraturach plusowych okazywalo si¢ korzystne
w przypadku komorek skory podsuszanych na
powietrzu (12), czy erytrocytéw poddanych
dziataniu hyperosmotycznego roztworu sacha-
rozv (6). Podobnie zamrazanie wecze$niej dehy-
drowanych fibroblastow (1) zwigkszalo przezy-
wanie po rozmrozeniu. Analogiczne postepowa-
nie bylo rowniez korzystne przy zamrazaniu
zarodkow mysich (19). Czesciowa dehydratacja
zarodkow kroéliczych przed mrozeniem przy uzy-
ciu 0,5 M sacharozy pozwolila ponadto na za-
stosowanie znacznie szybszego tempa zamraza-
nia, co umozliwilo opracowanie przez Renarda
i wsp. (9) prostej i dos¢ efektywnej metody dwu-
stopniowego zamrazania 2-blastomerowych za-
rodkow. Préba zwiekszania dehydratacji zarod-
kow przed mrozeniem zastosowana przez ww.
autorow nie przyniosla pozytywnych wynikéw.

Nie wiadomo natomiast, jaki jest wplyw nie-
wielkich stezen sacharozy na efektywno$e za-
mrazania zarodkow. Mozna jednak zakladag,
ze dzieki stabilizujgcemu oddzialywaniu cuk-
réw na blony komoérkowe (2, 3, 4) nawet niska
koncentracja sacharozy wplynie korzystnie na
wyniki zamrazania.

W przeprowadzonych doswiadczeniach bada-
no wplyw niskich koncentracji sacharozy oraz
zroznicowanego stezenia propanediolu mna za-
mrazalno$é 2-blastomerowych zarodkdéw kroli-
czych przy zastosowaniu szybkiej, dwustopnio-
wej metody zamrazania. Ponadto podjeto probe
okreslenia oslaniajgcego dzialania sacharozy i

propanediolu przy przyjgte] procedurze zamra-
zania.

Material i metody

zarodkow kréli-
h samie rasy no-
no superowulacjg
tody Kennellyégo i Foo-

i pokrycia zwierzeta
przepiukanie
PBS sgo 20% suro-
(FCS). Po uzyskaniu i ocenie,
i ang na 30 minut w temperaturze po-
kojowe] w roziworze PBS+20% FCS zawierajacym
10 M — 12 propanediolu. Z kolei zarodki umieszcza-
46 nd § minut w jednym z nastepujacych roztworow:

A, Doswiadezenie T — 05 do 3,0 M propanediolu -+
0.01. 0.1 lub 05 M sacharozy w PBS + 20% FCS.

B. Doswiadczenie II — 1 M propanediolu + 0,01 M
sacharozy. 1.0 M propanediolu, 0,01 M lub 0,8 M sa-
charozy.

Postepowanie przy zamrazaniu 1 rozmrazaniu bylo
zblizone do podanego przez Renarda i wsp. (8). Zarod-
e nrazann w stomkach o pojemnosei 500 ul, kiore
\ ej wypelnione zostaly nastepujacymi frakcjami:
150 1l 0.05 M sacharozy w PBS + 20%

S: i 1 B — 40 nl powietrza; frakcja — C 150 pl
0.3 M s rozy w PBS -+ 20% SCS; frakcja D —20pl
powietrza; frakcja E zawierata 40 ul jednego z roz-
twordw uzytych w doswiadezeniu I 1 II (ryc. 1).

Do badan uzyto 2-blasf
zveh pochodzacych od
=i, U krole

merowych
T

A3 ¢ (o) E(

/ \

Rye 1. Schemat stomki do szybkiego zamrazania za-
rodkoéw kroliczych
Objasnienia: A — 0,06 M sacharoza, B — powletrze, C —
0,5 M sacharoza, D — powietrze, E — 0,1 M sacharoza +
1,0 Mi, » — propanediol.

Przygotowane wg powyzszego sposobu slomki byly
przetrzymywane w temp, —25°C przez okres od kil-
lku dni do kilku tygodni, Bezposrednio przed zamra-
saniem zarodkow, slomke wyjmowano z zamrazalnika,
phejmujac palcami cze$é koncowa zawierajaca frakclg
E. Wowezas nastenowalo podgrzewanie tej frakeji w
tempie szybszym niz pozostalych frakeji. Po czeScio-
wym rozmrozeniun frakeji E (po 6—8 sekundach
{rzyvmania miedzy palcami) umieszczano w niej
5—10 zarodkéw wraz z niewielka iloScia roziwo-
ru o temperaturze pokojowej. Nastepnie stom-
ke z zarodkami ponownie umieszczano w temp., —25°
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C 1 przetrzymywano przez 130 minut. Po tym czasie
orzekladano do cieklego azotu, Dg rozmrazanis stom-
ke wyjmowano z ciektegn azotu i umieszczano w po-
zycjl plonowej w laini wodnej o temperaturze +37°C.
Kiedy stwierdzano, ze poszczegolne frakcje skomki
wostaty juz rozmrozone, co nastepowalo po 9k. 8 se-
kundach, mieszano frakcje E z frakeja C poprzez kil-
kakrotne deliatne ostukanie stomki, Nastepowalo
wowcezas zmieszanie dwu roztwordéw zawierajacych
rozne koncentracje sacharozy oraz miato miejsce roz-
cienczenie zwiazku ozlaniajacego, Nastepnie pozosta-
wiano stomke przez 5 minut w temperaturze +37°C,
po czym wyjmowano z lazni, a calg zawartosé wypy-
chano na szkielko zegarkowe, Dochodzilg woéwczas do
zmieszania wszystkich plynnych frakeji stomki, w re-
zultacie czego nastepowalo dalsze rozcienczenie zwigz-
ku ostaniajgcego w hipertonicznym roztworze sacha-
rozy. Zarodki przemywano nastepnie dwukrotnie przy
uzyeiu PBS, po czym przenoszono do plynu B, (8).

Przezywanie zarodkéw oceniano na podstawie roz-
woju in vitro do stadium moruli lub blastocysty po
18—"2 godz. hodowli w temp. +37°C w plynie B;
iab po przeniesieniu zarodkéw do jajowoddéw pseudo-
ciezarnych samic, Przenoszenie zarodké6w przeprowa-
dzano na drodze chirurgicznej wg metody podanej
przez Staplesa (11), Kazda hiorczyni ofrzymywala
8—12 godzin po poxryeiu przez samca uprzednio pod-
danego wasextomii, W 28 dniu ciazy -wszystkie bior-
czynie poddawano ubojowi, w celu oxreslenia liczby
zvwego potomstwa.

W obliczeniach statystycznych postugiwano sig te-
stem y2

Wyniki i omowienie

W badaniach wstepnych, kiedy zarodki za-
mrazano do —20° lub —30°C, uzyskano sto-
sunkowo niski zezywanie: 3 z 13 (20%) za-
rodkow rozw sie po zamrozeniu do —20°C,
a 8z 15 (33,3%) po zamrozeniu do —30°C. W
te] sytuacji zdecydowano zamraza¢ zarodki do
—25°C przed przeniesieniem do cieklego azotu.

Zamrazajac 2-blastomerowe zarodki krélicze
do —25°C, najwyzszg przezywalno$¢ uzyskano
woweczas, kiedy roztwoér do zamrazania zawierat
1,0 M, 1, 2-propanediolu oraz 0,1 M sacharozy.
Przezywalo wowezas 95,8% zarodkow (tab. 1).
Stosujac powyzszg koncentracje sacharozy (0,1
M) stwierdzono rozwdj zarodkéw przy kazdej
z uzytych koncentracji 1,2-propanediolu, cho-
ciaz w przypadku uzycia skrajnych stezen tego
zwiazku odsetek przezywajgcych zarodkow wy-
nosil jedynie kilkanascie %. Najbardziej wy-
rébwnane wyniki przezywania uzyskano, gdy
koncentracja sacharozy w plynie do zamraza-
nia wynosita 0,01 M.

W poszczegdlnych grupach stwierdzono wow-
czas 41,2; 44,4 oraz 59,1% rozwijajgcych sie za-
rodkéw (przy koncentracji propanediolu wy-
noszacej odpowiednio 1,2 lub 8 M. Uzycie do
zamrazania plynu zawierajacego 2,0 M 1,2-pro-
panediolu spowodowalo zniesienie dodatniego
oddziatywania sacharozy. Uzyskano bowiem po-
dobny odsetek przezywajacych zarodkéow za-
réowno przy braku dodatku cukru, jak i wtedy,
gdy koncentracja sacharozy wynosita 0,01 M
lub 0,1 M oraz nizsze przezywanie, gdy kon-
centracja sachorozy wynosita 0,5 M (odpowied-
nio 44,4, 44,4, 44,0 oraz 21,3%).
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'L‘gb. 1. szwéj in vitro (%) 2-blastomercwich zarod-
kow kroliczych zamrazanych w roztworach o rdzne)
koncentracj: zacharozy i 1,2-propanedioiu

12-propa” 20 0 04 04 a,5
nedldl [ e |
0.5 — ~ M4(248) —
4,0 0(242)% | 20341 | 35,8620)% | 0(2,4%)
4,5 — — 75(2,h4) —
2,0 |u4.4(3,43) 44,4{2.6) Lu(325)% | 345(346)
3,0 43,3(2,45)

Ik.a (3,24) | 59.4({2,2%

| 83{242)

O’bjaS"nienia: a) wartofci w nawiasach oznaczaja liczbe po-
wtérzen oraz liczbe zarodkéw odzyskanych po rozmrozeniu.
X — p 0,05,

Nie zanotowano przezywania 2 b zarodkéw
krolicznych zamrazanych w 1,0 M 1,2-propane-
diclu oraz w roztworze o réwnowaznym steze-
niu osmotycznym, zawierajacym zamiast zwigz-
xu ostaniajacego. tvlxo 0.01 N sacharoze (tab.
2). Z kolei po mrozeniu w roztworze 1 2 1,2-
-propanediolu i 0,01 M sacharozy stwierdzono
rozw0]j 32% zarodkéw, podezas gdy w roztworze
same] sacharozy o réwnowaznym stezeniu os-
motycznym (0,8 molarnym) przezywalo 12%
zamrazanvch zarodkow.

Po przeniesieniu zarodkow zamrozonych w
roztworze zawierajacym 1.0 M propanediolu i
0,1 M sacharozy, uzyskano pelny rozwdj 39,7%
zarodkow w pordwnaniu z 32,2% rozwijajacych
sie zarodkow Swiezych (tab. 3).

Uzyskana w tym doswiadczeniu przezywal-
nos¢ (ponad 90%) osiggana przy zastosowaniu
optymalnego wariantu zamrazania jest poréw-
nvwalna z wynizami ozlagnietymi przez Re-
narda i wsp. (9) przy uzveciu 0,5 M sachorozy
i zamrozeniu do —30°C. Powstaje pytanie o
role uzytej sacharozy w procesie szybkiego za-
mrazania zarodkow kréliczych, Stosowanie 0,5
M roztworu sacharozy prowadzilo juz przed za-
mrozeniem do redukcji objetosci zarodkéw o
ok. 30%. Fakt ten sklanial do przypuszczen, ze
znaczna utrata wody w zarodkach przed mro-
zeniem umozliwiala zastosowanie szybkiego
tempa zamrazania. Ta interpretacja budzila
jednak watpilwosci, gdvz pomimo osiggniecia
znacznego odwodnienia zarodkdéw przed mro-
zeniem konieczne bylo jednak stosowanie co
najmniej  kilkudziesieciominutowego  czasu
ekwilibracji w temp. —30°C przed przeloze-
niem zarodkow do cieklego azotu. Podwyzszanie
koncentracji sacharozy w pilynie do mrozenia
nie eliminowalo potrzeby ekwilibracji. Ozna-
czalo to, ze w zastosowanej procedurze zamra-
zania, dehydratacja nie byla jedynym czynni-
kiem oslaniajacym komorki.

W naszym do$wiadezeniu zarodki umiesz-
czane w roztworze 0,1 M sacharozy ulegalty tyl-
ko nieznacznemu obhkurczaniu, a okazalo sie to
wystarczajgce dla uzyskania wysokiej przezy-
walnosci zarodkow. Mozna zatem sgdzi¢, ze
dehydratacja zarodkow nie spelniala w tym
przypadku znaczniejszej roli. Znaczenie uzytej
sacharozy mozna by tutaj wyjasni¢ raczej jej
pozytywnym oddziatywaniem na blone plaz-
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Tab. 2. Wplviw osiznizjacego dzialania sacharozy i propanediciu na przezywanie irn vitro 2-blastomerowych
zarodkéw kroéliczych po mroieniu

rodzaj roziworu

_— —— e

iiczba zarodkow odzyskanych |

po mrozeniu 25
liczba zarodhkow +orwijajacych
sig do sfadium moruli lub
bBiastocysty

|
|
Rezwd) in vivo 2-biastomerowych zarodkédw
¢n zamrazanyceh w rozbworze 1,2-propanediolu

0.1 M :zacharozy

caridbe owesig

rarodh mrcione |

| {kontroba)
} i s

|

i

Hezbo biorczyn 7
hewba protizyh cigroraych
irczbo przgrigsicnych zarodkow &

. !
ez zywego solomstwe

matytzng., Znane Jest bowiem stabilizacyjne
dziatanie cukréw na blony komérkowe (2, 3, 4).

Uzyskanie pewneio odsetka przezywajgcych
zarodkow kréliezych zamrazanych tylko w roz-
tworze (,8 M sacharozy, tzn. bez udzialu pe-
netrujgcego zwigzku ostaniajgcego, zaprzecza
dotychczasowym pogladom o koniecznosci sto-
sowania penetrujgcych zwigzkéw oslaniaja-
cych dla uzyskania przezywania komoérek ssa-
kOwW po mroZeniu.

Doswiadezenie wykazalo, ze obnizenie tem-
peratury do —23°C jest wystarczajace przy
dwustopniowym zamrazaniu zarodkow kroli-
czych. Zgodnie z badaniami Mazura (7) w tej
temperaturze nastepuje w komorkach zwierze-
cych powstawanie jgder krystalizacji wewnatrz-
komorkowej. Mozna wiec sadzi¢, ze w przy-
padku 2-blastomerowych zarodkow kroliczych
proces ten ma miejsce rowniez w temp. —25°C.

Wyniki przenoszenia zarodkow kroliczych
zamrazanych szybko, metodg dwustopniowa w
plynie zawierajgcym 0,1 M sacharozy i 1,0 M
prepanediolu, ulkladajgce si¢ na poziomie ok.
40%, potwierdzaja pelng przydatnogé tej me-
lody do zamraZania 2-blastomerowych zarod-
kow kroliczych. Sg one podobne do uzyskanych
przez Renarda i wsp, (9), a znacznic wyzsze od
uzyskiwanych we wezesniejszych badaniach na
zarodkach tego samego stadium rozwoju (13).

Oprécz zadowalajacej cfektywnosei, zalets
metody jest jej prostota, eliminujgea uzycie
specjalnej aparatury do zamrazania. Tempera-
turg —250°C mozna bowiem osiagnaé w za-
mrazarce, a schladzanie zarodkéw do tej tem-
peratury nie wymaga kontroli. Znaczna zaleta
metody jest rownicz mozliwos¢ wezesniejszego
przygotowania stomek z plynami. Mogg one
byt przechowywane przez wiele tygodni, a sg

8/32%/

I I '
0.0414 R i 410M )
sacnrarcza | sachavoza |42 -propancdiol
= = i |
22 25 ’ 23
0 3/12%/ I 0

wykorzystywane w przypadku dysponowania
zarodkami do zamrazania.
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Cumoponr 3., Tapuu B., Pesap K. Ii.,, Beuopex B. —
DarAdHC ¢aXapo3sl HA BBIKUBRCHGCTL 2-8hacToMep-
HBIX KPOT{UbMX 3apOABLIIISH, 3aMCeparKiBaeMpix Obl-
cTpo B 1.2-mpomameanosie

3aMopaXuUBas 2-01aCTOMEPHEIE KPO,isidbli 3ap0 LI
B pacTBopax, cogepxamux 0—3,0 M nponaunenuosa u
0—0,8 M caxapo3nl. HemocpescTBEHHO 12 KOMHATHOM
TEMOEPATYPhI 3apoAsliyM IepeMemanau 3 —25°C, a de-
pe3 150 MMHYT NepeHOCHIIM B INUAKMII a30T. IIpuate-
HARY ObICTPOEe Dpa3MOPaXKMBAHME U OAHOCTEIIEHHOe
¥ iaeHMe 3alMiIIaionlero coemvieHus,

HaussICIyI0 BBIKMBAEMOCT: NOXYYIIM, 3aMOpPazKiu-
2ad 3apodpnuy B pactBope 1.6 M mpomanenuonia
0,1 M caxapo3rel, a uMeHHO 93,8% 3apoxbiiiei, Da3BuU-
Baromxesa in vifro, a Takxe 39,7% in vivo. Kpome
YAOBIETBOPAOWIE) SM(EeKTUBEOCTHA IPENMYLISCTBOM
MeTOZa ABJAETCH €€ MPOCTOTa, SMMMUHMPYIONAA IIPU-
MEHeHMEe CIeUMaJbHOM anmanaTypbl s 3aMOpazkyi-
BanuA. e OTMETHIIM Pa3BUTUA 3aP0/ILIN.CH, 3aMODnamii-
BaeMmeix B (0,1 M mponaneguoza unm 0.1 M caxapossl.
3ato noayuuau 32% pal3BMBAIOIIMXCA 3apOALIPEt, 3a-
MCpaXXuBaeMblx B pacTeope 1,0 M mnpomauenmosa u
0,01 M caxape3bl, a TarXKe 12% 3aMOpasK1BAEMbIX B
0,8 M caxapo3sml

Smorag Z., Garnier V., Renard J. P., Wieczorek B. —
The influence of saccharose on the survival of two-
blastomeric rabbit germs being frozen in a solution
of 1,2-propanediol

Twoblastomeric rabbits germs were frozen in solu-
tions containing from 0 to 3.0 M of propanediol and
from 0 to 0.8 M of saccharose. The germs were di-
rectly transferred to —25°C and later after 150 min
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+3 liguid nitrogen. One-step system of quick thawing
was used to remove a protective substance. The hig-
hest survival rale was observed after freezing in a
solution of 1.0 M propanediol and 0.1 M saccharose:
95.8% of developing germs in vitro and 39.7% in vivo
were observed. Apart from a satisfactory effect the
advantage of the method was its simplicity without

MEDYCYNA WETERYNARYJNA
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the necessity to use = special appaxatub for ireezing
No development of tiie germs frozen in 0.1 M solution
of propanediol or U.Ul M s0l. of saccharose was [0
In contrast, 32 per cent of developing germs was ob-
served if they were frozen in a solution of propane-
diol (1.6 M) and sacche e (0.61 M), and 12 per cen
when frozen in 0.8 M <ol. of T\CCh?FD‘f‘

=

AN SEAWHEHTA., WACLAW AKSIUTO

JERZY KOBLANSKI

GRAZYNA ISR

Badania nad wplywem dodatku glutationu (GSH) na jakosé

konserwowanego nasienia buhaja®

uxs*ytut Fizjologii i Zywienia Z Vierzg
¢« Stacja Hodowli 1 Usi ZA

Plemniki buhaja w warunkach tlenowych
ulegaja sz-bkiemu procesowi starzenia sie,
przejawiajgcezo sie obnizeniem ITuniccji meta-
bolicznych takich jax irukioliza i oddychanie
{14). W obecnosci tienu oddychanie nie oplera
gje wyiqczme na substratach pozaxo*no“u—
wych, lecz takze wystepuje zjawisko polegaja-
ce na utlenianiu skladnikéw komorki, giownie
iipidow (13).

W wyniku peroksydacji lipidow bion komor-
kowveh dochodzi do nagromadzania sie plemmni-
kobdiczych nadilenkow (10, 11), ktore powodu-
ja zaburzenia biochemiczne dotyczgce akiyw-

nosci od ’ec‘:owej pleninikow, fruktolizy i syn-
tezy ATP (2, 16).
Ponadto w procesie xonserwacji plemnizow

buhaja, $rednio okolo 30% komorex ulega usz-
kodzeniu, w wyniku czego dochodzi do uwal-
niania z plemnikéw oksydazy L-aminokwasow
(17). Enzym ten katalizuje reakcje utleniania
L-tyrozyny, L-fenyloalaniny oraz L-tryptofanu,
zawartych w nasieniu buhaja oraz zoltku jaja
kurzego, stanowigcego komponent rozrzedzal-
nika do konserwacii plemniltéw (19). Jednym =z
koncowych pnodbvktow tei przemiany jest H,O,
u_; Pr IZEPTOWE ﬂdm* o analize poziomu nadtlen-
kéw lipidow nasieniu buhaja poddanemu
lzonserwacii i n..-—-_k].mnwane«mu w cieklym
azocie, wykazala okolo 8-krotny ich wzrost w
stosunku do nasienia $wiezego (12). Zwigzkiem
obnizajgcym szybkosé procesdéw peroksydacii
jest glutation (GSH) bedacy substratem w sy-
stemie enzymatycznym peroksydaza-reduktaza
(4).

Stad przeprowadzone badania, ktérych celem
byla ocena ruchu postepowego plemnikoéw oraz
wartosci biologicznej nasienia konserwowanego
z dodatkiem glutationu zredukowanego w roz-
rzedzalniku mlekowo-zéttkowo-glicerolowsm.

Materiatl i

metody

Oceny wartosci biologicznej nasienia konserwowa-
nego w rozrzedzalniku mlekowo-z6ltkowo-glicerolo-
wym dokonano na 30 ejakulatach od 6 buhajow rasy

%) Praca wykonana w ramach podproblemu MR IL10.1.
Fizjologia Rozrodu.
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czarno-biale] w wieku 18 miesiccr. uivtkowanyech w
SHIUZ Olsztyn. Ejakulaty. w ktoérych odsetek plem-
nikéw o ruchu postepowym byl wyzszy niz 60%, dzie-
lono na dwie réwne porcje i rozcienczano rozrzedzal-
nikiem ztozonym z: 78% odtluszczonego mleka, 15%
jaja kurzego, 7% glicerolu, 2 g fruktozy,/100 ml,
cvliny i streptomycyny (5C0 iu./ml). Rozrzedzal-
M—: :er* opr acowano w IG1H’7 PAN w Jastrzebcu (22).

L ieniczono do polowy objeto-
ik) rozrzedzal-
1y schitadzano
do objeto-

‘.h:l

pmb\r docv& ladﬁz,dhle zuw cr.u\ cls
e stezenie glicerolu w probach nasienia bylo stale
mosito 3,5% (24), za§ GSH 5mM (20). Po 2,5 go-
1ej ekw 1[{1'}151(.]I nasienia (13) proby zamrazano na
rdzie W duvrc o ohjetosei 0,1 ml bylo okolo

70 nasieniem z

0 L.D(‘ kontrolng.
mu.me do 60 dnia
od daty pierwszego zabiegu unasieniania, na podsta-
wie niepowtarzalnoscei rui (NR/60). Nastepnie powy-
zej 90 dnia lekarze weterynarii przeprowadzah po-
nowne badania w celu stwierdzenia cigzy. Ponadto 144
ejakulaty pozyskane w okresie roku od 20 buhajow
uzytkowanych w SHIUZ Kocierzowy, konserwowano
wedlug wyzej opisanej me’fody i oceniano ruch poste-
POWY Dlel“’INkO\\' w nasieniu bezposrednio po roz-
mrozeniu oraz 3 i 5-godzinnej inkubacji w 37°C. Pro-
by na rozmrazano w 1 ml 0.8% NaCl.

W statystyeznej analizie wynikdw wartodei biolo-
giczie] nasienia zastosowano test réznicy miedzy
dwema frakejami, Dla oceny wplywu egzogennego

Skutecznosé zablegow ustdlauo

GSH na ruch plemnikéw przeprowadzano analize
wariancii jednoczyvnnikowej w uktadzie OI'tGgonalnyn_l.
Tstotnogd réznic pomiedzy Srednimi wartoSeiami okres-

lano testem t Studenta.

Wyniki 1 oméwienle

W nasieniu, bezposrednio po rozmrozeniu,
sredni odsetek plemml\uw o ruchu postepowym
W pLchu,h nasienia zawierajacych GSH byl
vyzszy o 2,8% (réimica przy p<<0,01) w po-
rownaniu do prob ;ontmln\'uh W tescie opor-
nosci w temperaturze 37°C po 3- i 5-godzinnej
inkubacji, w nasieniu poddanym konserwacji
bez ddoatku GSIH, liczba plemnikéw o h.acl'uo-
wanym ruchu byla nizsza odpowiednio o 6,4%
i 8,4% (roznica przy p=<<0,01) w stosunku do
wartosei uzyskanych dla préb z GSH (tab. 1).




