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głębokiei cioszyikolvei inseminocii owiec
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+ Uni\^lerSytet Salahaddin, Erbii, Irak

Istnieje wiele czynników, które wywierają
wpływ na płodność owiec unasienianych nasie-
rTiem mrożonym. Salamon i Liglfoot (29), a
także wcześniej Łopyrin i Łoginowa (19) wy-
kazali, ze zywotność nasienia rozmrożonego w
drogach rodnych maciorek, a także ich tran-
sport zwłaszcza przez kanał szyjki są ztlacznie
ograniczone. Potwierdzeniem tych badań były
doświadczenia Mattnera i wsp. (21), którzy
wprowadzając nasienie rozrntożone wprost do
macicy sposobem chirurgicznyrn przez laparo-
tomię uzyskali normalną płodność owiec nawet
wówczas, gdy dawka inseminacyjna nasienia
mrożonego zawierała tylko 30XlOu plemników
ruchliwych.

Edquist i wsp. (B) celem wywołania kurczli-
wości szyjki macicznej i poprawienia tym spo-
sobem transportu rozmrożonego nasienia poda-
wali do nasienia oksytocynę, lecz nie otrzymali
poprawy wyników zapłodnień. Dimov i Geor-
giev (7) uważają, ze podczas mrozenia nasienia
następuje obniżenie aktywności prostaglandyn,
których poziom w świeżynr nasieniu tryka jest
wysoki.

Andersen i wsp. (3), Fuki i Roberts (11), Mi-
łowanow i Sokołowska (23) opracowali w opar-
ciu o budowę anatonriczną kanału szyjki ma-
cicznej owiec nowe wzory pipet inseminacyj-
nych, o spiralnym zakonczentu w ich odcinku
końcowym. Przy pomocy tych pipet u większo-
ści owiec można było deponowaó nasienie
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tę technikę inseminacji tlasieniem nrożonym o-
siągano 610/o zapłodnień, tj. o 11% więcej w po-
równaniu d-o doszyjkowej inseminacji, Metoda
ta w niektórych krajach stosowana jest już na
skalę praktyczną. Maxwell (22) podaje, że pod-
czas j,ednego sezonu 1985/86 unasieniono w
Australii techniką laparoskopową około 50-60
tysięcy owiec. Pomimo to wydaje się, że lapa-
roskopowa metoda inseminacji ma również o-
graniczone możIiwości wykorzystania praktycz-
nego. Jest zbyt czasochłonna, niesie ryzyko in-
fekcji i wymaga dosyć kosztownego sprzętu.

Ni.eco inny pioblem stanowi sposób mrożenia
nasienia, Stosowana początkowo metoda mroże-
nia nasienia w kulkach jest krytvkowana jako
mało praktyczna, a także ze względu na trud-
ność oznakowania kulek i łatwość ich zakażeń
(6). Wielu autorów (13, 14, 18) mroziło nasie-
nie w ampułkach szklanych o objętości około
1,5 ml, Ostatnio stosuje się do nrozenia slomki
o objętości 0,2 mI (1).

Technika przygotowania nasienia do rnroże-
nia oparta na zagęszczeniu nasienia przez wiro-
wanie (1) również nie moze być w pełni akcep-
towana. wirouranie nasienia moze mieć ujem-
ny wpływ nie tylko na jego lvłaściwości po roz-
nr.rozeniu, ale takze tą drogą eliminuje się wie-
1,e wartościowvch plemników. Jeżeli np. stosu-
je się zbyt szybkie obroty dochodzi do mecha-
nicznego uszkodzenia dużego procenttt plemni-
kólv. I'Tatomjast zb:lt wolne obroty powodują,
ze wiele żywotnyclr plemnil<ów nie osia.da na
dnie pro'bórł,ki i jest tą drogą eliminov,rane z u-
ż;rcia do irrseminacji. Główn5rm celem naszvch
badań Łl)_,ły zatem próby usprawnienia techni_
ki mrozenia nasienia trykórł,, jak również głę-
b;kiego doszyjkowego unasieniania owiec.

Mateł,,iał i metody
'Wstępne badania przelprrowadrzono na 74 ejakula-

taeh pobranych ord 4 try]ków r,asy połska owcą gór-
ska. Badania te zostały nasitępnli,e u,zu,pełnione na 24
ejakul,atach polbranych od 24 tr/ków, z których 14
było r:asy polstka górs]ka ot,alz I0 ozalnnogłóWka. Wiek
trykóvr wahał srie 2-4 \alt. Nasieniie od Diirerwslzej
grtlpy 4 try]ków pcibier,ano w m-ou rnaju 3 ra,z:l w
tygordniu, a o/d tr}ozois]tałvch ila przełornie paździarnilka
i listlclpadla 19B7.

Belzporśrednlio plc p,olbrał-iu i ooenie szarcrunlkowej
nasienia przeprowadzano rozrzedzanie nasienia roz-
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rzedzalrnikiem o]praco|wanym d],a nasisnia b,uhajów
iiÓ) stosując gliierol * iloś.i 6Yo. Skład rozrzedzal-
rrilka:
roztwór 2,9% dwuwodnego cytrynianu sodu : 74 m|
fruktoza : I,2ó g, żółŁko jaja kurzego : 20' m], 81i-
cero] : 6 ml.

Rorzrzedzanie rlas,iedia przeplro]wadlzallo w toĘp.
olkolło 30"C w stoqunku 1:4 do 1:B tak, arby w jednej
d,alw,ce inserniirr,acyjnsj znajdowało się clo nąj,rnrniej
180 X 100 p,lernnirkółv, Po rozr,zadzeniu nas]i,errie prrze-

tycznycb Łalrrdzilej odpqw
nirolwe o poi. B-10 ml o
35 rnm szerdl<ość i okolło
n-ianrilu tulb nas,ien]ilem zam}łkanio ie szclzelnie płrzetz

celu umieszczano tuby i ampułk,i z nasienipm w dru-
cianym koszyczku, wt ładanó je do kontenera (o poj.
30 1) wypełnionego do połowy ciekłym azotem i za-
wieszano 5 cm ponad powierzchnią ciekłego azotu
na okres 7 min. Fo tym czasie
bezpośrednio w ciekłym azocie.
pobrane od 24 tryków w Stacji
,!v Jaworkach zamtażano w st
przez Mtillera (24) dla mrożenia erów.
Śoiany stelaża o wymiarach 7 cm 7 cm
szerokości i 32 cm długości wykona mie-
dzianej, w jego wnętrzu umieszczono co 5-6 mm
żeberka alum,iniowe. przed tnrożen em nasienia ste-
Iaż zanurzano do 2l3 wysokości w ciekłym azocie i
po ustaleniu się temperatury zamrażano nasienie wkł,a-
dając tuby d,o stelaża pomiędzy żeberka. Po 7-9 min.
przenoszono tuby do ciekłego azotu. Rozmrażanie na-
Śienia clokonywano ptzez szybkie przełriesierrie na-
s,ienia z ciekłego azotu wodrnej o ternp. od
3B-40o na 30 sek. Po ro u bad,arro ruchliwość
plemnikórv, a także przeprowadzano test przeżywania
nasienia w temp. 2-5cC (5). Celem określenia zmian
morfologicztlych pobierano próbki świeżego nasienia,
a następnie rozrzedzomego po ekwilibracji i r,ozrnro-
żeniu. Wykonywano rozrnazy na szkiełku podstawo-
wym, które barwiono eozyną-nigrozyną i przeprowa-
dzono ich ocenę morf,ologiczną (5).

morfologiczne
pipetę insemi,-
,ałt do charak-

Na jpierw na
znaczonych do

uboju przeprowadzono porównawcze,,unaserlianie"
stos u
dyfik
traoy o
nacji u
|az po uŁroju wyprepaTowano cały układ rodny, a

następnie w laboratorium na podstawie stanu jajni-
ków bkreślano fazę cyklu i ustatrano miejsce zdepo-
nowania tuszu.

Insemi,nację nasieniem mrożonyrn przeprowadz,ono
na 23 maciorkach mieszańcach typu merynos, w wie-
ku 2--4 lat, utrzymywanych w Stacji Doświadczalnej
AR rv Przegorzałach, Zabiegi ,lvykonano pod koniec
m-ca listopada 1986 r. Wszystkie
mały wcześrriej domięśniowo prostag
mate) w ilości 125 pm. Unasienianie

wadzając pipetę w głąb kanału szyjki.
Uzysłane wyńlti opiaoowano statystycznie z zasto-

wani-em analiŹy wariancji, a Łakże wyliczono wskaź-
niki procentowe dla oceny morfologicznej nasienia i
wyników urrasieniania.

Wyniki i ormówie,nie

Wszystkie wybrane losowo tryki wykazywaŁy

Tab. 1. Prorrównanie wyników oceny naśilenia zannro-
żonego w małych i dużych tubach Ąlufilirnilolwy,ch orąz
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Tlalb. 2. Wynilki oroeny rnornfo],ogllcznej na]Si|enliia tryków zam,rożolnego w
rbach ąlurrlirnllowyicth
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objaśnienie: * p<0,01,

zarrnrożornego w tub,acIh a,Iuniniowych s1.oeł,niło

Karelt asieinie w
uzysk rnrożenia,
z w ZegÓlnych

tryków od 26 do 86ło. Łoginowa i Zełtobriuch
(1B) po nasieniu ,mro,żonym w ampułkach uzy-
skiwali zaledwie 32,5010 wykotów owiec. W do-
stępłnej ,literaturze rnie rrrapotkano na dane ,do-

ty,czące rnrożenia nasiernia trlłków w,turba,ch alu-
miniowych. Natomiast tdby takie lsą często uzy-
wane do mrożenia ,nasiernia orgie,rów (24, 25,30),
]<tóre - 

jak wiadomo - 
jerst bar,dzo wrazli,łve

na proces kornserwacji w ciekłym azo,cie.

Szc,ze,gółowe oplacowarnie,dotyczące wL^cływu

roz]Tzeldza\ni[<ów na konserwację nasienia try-
ków podał Ott i Me,mon (26). W naszych bada-
nia,ch zalstosowa,no rozrzedza\nik wLg Martina
i Emmensa (20) przeznaczony dla mrożenia na-
sielnia buhajów. Rozrze,dzalnik ten z do,datk,iem
B0/o glicerolu stosowany był również do zamra-
ża,nia nasierrria tryfl<ów (13, 14). Na ,podstawie
ostatnich danych priś|miennictwa (4, 9, 10) oka-
zało się, że 60lo glicerolu w roztzedza]niku dla
nasiernia ltrylków stanowi jego optyrrralną koln-
celntrację. Pozostałe skła,dniki Iozrzedzalnlka
Martina i Evensa (20) są ,obe,cnie rnadal po-
wszechrlie stos,owane zarówno do mroze,nia na-
sielnia tryfków, ja[< i buhajów.

Oce,na rrlo1fglolgiczna lmrożolnego nasienia wy-
kazała, że ekwilibrac,ia nie wywa,rła isto,tne,go
wpłyWu morfologi,czne ple,mni-
ków. Na tmrożeinia sp,owodował
uszkodze u około 1,90/o plemni-
ków nasienia zamrażanego w tubach i 40/o na-
,sie,nia w arrłpuł[rach. Orgółem podczas zairnra-
żania - Tozmrażania ,dos,zło do uszkodzenia
struktury morfologicznej u około 6% plemni-
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ków zamrażanych w tubach i 100/o zamraża-
ny,ch ,w ampułkach (p{0,01), (tab. 2).

Nadal po,zlostaje'prorblerm właś,ciwej oce,ny
o, u.torów oce-
j ym ibadarniu
p o,żeniu. Jak

wia,dormo plernniki tryika ,rnogą wy[<azy'wać po
rozmrożeniu dosyó dobrą ruchliwośó przy ob,
nizonej ich zdolności do zapłodnienia. Z,astoso-
wany plzez nas test prze,żywania inalsiie,nia ĄM

temp. Ż-5oC wykazał długi czas życia plem-
nikó,w. Test te,n po Taz pierwszy zast,osowany
był przez Parszuiina i Skatlkina (27) dla oceny
świeŻe,go ,nasierria ogierow. Obecnie jest ,rów-

Tab, 3. Miejlsce ,zd,qpołnowaniia tuistzu po ,,unaslienianitu"
,ov/,iec trad}4cyjną,i zrnod},filko&laną pipdĘ

Typ, Fq1o L;cż.bo
Plpą.LY cYKLw uŻalżrżlLlo-

lw)owŻqo nycrlow|Qc

zmoŃ-pqchę.lzYkD,
fikowcl- Wą'rLa ciolko żol-

togo

9

6

TLab. 4. Wyniki głęb,okiej d]oslżyjlkdwej i|nrsleminxacji m,a-
diordk ,n]asjrenielm zarnro,żolnym w mały,ch tubacth aJ,u-

rn]iłniowych

Cvkla. L|c:.bo Llczbd Licrbo rdzo-
iijfńo nse_mi- moclorak rnoc,to"a\ Wodaosc ', |'fo-' aocji zoploda. % atql
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7

"|
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46
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nież stoso,wany do oce|ny firożone,go ,naslenla

ogielów ,(2+, 25,30). Badania Rotmankovej i Na-
uTnienikova (2B) potwierdziłv dosyć ścisłą za-
le'żno,ś ć p o mię,d2y ws|kaźnikietm zażr e,bień a,cza-
sem przeżywa,nia rozmro.żonelgo nasienia w
temp. 0oC. Podobne badania na nasieniu try-
ków nie byłv do,t.ycllczas przeprowadzone.

Badania morfologiczne kanału szyjki na od-
Iewach szyhko twardniejącycrh polimerów (23)

oTaz odlewa,ch 1aterksowych (2) wyka:zały, że
kanał szyjlki macicznei ,ma u więks,zości owiec
spiralną |}<,onfigurację z poprzecznie ułożonyrni
zwęzeniami i uchyłkarm,i. Podclzas rui naslbęt.ouje

lekl<ie ro,z,warctie lkanału i powię[<szenie jego
średnicy. Dost,osowuiąc lks,ztał,t pi,pety ilnselmi-
nacyjnei do rrnorfoIogi,czlnei budo,wy kanału
szyjrki w no o kil]tka wzolów
pipót, N p o]kazała się pi-
peta z le[<lko spir wl,<ą od Ie-
wej d,o prawej niewielką
kulką z dwotma PoCoiljny
wzór pipety 'cześnie i
i Solkołowsika w|pl,o|wa
nie na głębok głębiej
zapłodnień po insemi,nacjl 247 ,owiec. Przelpro-
wad,zone,,unasieniatnia" tulizem,owiec będących
w różne-i fazrie cyklu po,Łwierjdziły możliwość

o wp nia St,osując
owaną i,nse ąuwięiĘ-
iec,u inaj st,wierdz,o-

no pęcherzyk Graafa zrdepo,nowaino iŁusz lw trzo-
nie i rogach, a łtalkże w ,szyjce rrnacicznej. Nato-
mias't,stosując trady,cyjną 1pipetę insemina,cyj,ną
tyl]ko u jednej owcy bę,flągei w fazie pęcIherzy-
ka Graafa z,dep,o,nowalno tusz na głęh,okość 1/3
kanał,u szvjlki. Natoimiast szyjfl<a maci,czrra owiec
w fazie ciałka żól,tego d's.a,zała .się ,trudna do

Wp,rowadlzenia tutszu zaró,wno zrmodyfilkoWaną
pipetą, jak i trardycyjną (tatb. 3).

Spośród 23 rnaci,orek uinasiernianych lnasie-
niiem mroż,onym zrrnody,f iIkowaną pip e'tą zost_ało
zapłodnionych w jednym cyklu 16, tj. 700/o.

Pięć maciorek z sied,miu, lktóre nie ,zostały za-
pło,dhi,oIne po pierwszei inse,mirnacji pow|órzyło
ruię i p,oinownie unasiernio,no nasieniem mro-
żonym. Z tej liczby w kolejnym cyklu dalsze
tirzy maciorl<i zostały za,prłodniorne (tab. 4). Na-
stę;pnie około 2-3 rn-cy po inseminac-ii tprze-
p,r,o,wadzono ,ko,ntrotrne badanie rna,ciolek w kie-
runku ciąży przy pomocy aparatu uitradźwię-
kowego (Renco PREG-ALERT prod. USA). Sie-
derm ,m,aciorelk, u którvch rozp,oznanie ,ciąży ib;l-
ło wątplliwe pod,dano l<ontrolnemu uboijowi w
r,zeż,ni. U 5 z rrich s,tiwierdz,orno ,n,ormałny roz-
wói płodu, w tym 2 ,ciąże bliżniacze, U 2 rna-
cio,relk ;nieciężar,nych nie stwierdz,o'no w maci,cy
żadny,ch odchyleń od nortmy. Pozostałe 14 ma-
ciorek po normalnym okresie ciąży urodziło 16
jagniąt.

Inserninację owiec nasie,niem Irnrożonvm prze-
prowadzo,no na stosunk,owo małei liczbie o,wiec
w warunlkach doświadczalnych. Uzyskanie oko-

ło 70oio zapłodnień w jednym cyklu stanowi pe-
wien postęp. Zastosowana prosta metoda za-
mlrazania ,nasie,nia i ,dos,zvjrkowa głę'borka irnse-
minacja molże rbyó łatiwo adalptowana do wa-
run'ków 1glg,n9v/yclh. Isibnieją zatem możliworści
spra.lwdzenia op,isanei teclhnilki w pra1}<tyce na
większej liczbie owiec.
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, Autor41 składaią serdeczne poćIziękolłanie Dgrekto-
roąlsź inż. M. Zietińskiemu i praeownilłom Stacii Ho-
ćlottl\i i TJnasieniania Zużerząt tu Notuum Sączu za
umożIżuźeni,e i nomoe u) przeprowadzeniu części ba-
dań oraz ćlr W, Karecie za cenne ull:agi i sugestie
dotuczące iczęści metodgcznej,pracy.
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26.

29.
30.

Aau C. E. A,, Tltrrrr+ep M, - 3alroparxnsaRlłe
darrarłog B aJTFotrT{Iłilenrrx rro6uxax il ilolrlilTKlr

ceMetlil
r.rry6o -

xo ft grry tprłrrree,rrro ft I[HceMIłIIaqrrIł oBell

lTa 98 sgrlrnfiTax. B3ETbTx or 28 6ap,ałroną. nooLBe,nł4

cpaBHr,fTeJIr,T{F,Ie r{ccJIe4otsaT]r,{.E ceMeHrr, 3aMopa>Kr{tsa-
eMoTo B aJIToIlTr4H]4egr.rx rro6rłxax ]4 I(DĘTnlIFqo F
cTeKJIfiHHBlx aMnyJlax. Tlo ny,łwllw yJIytł[IeHTłe (p (0,0 1)

noKa3aTeJlfi rIoIB]4>K,HoeT!{, BoeMeHr4 BBT)KrfBaHlfi ]4 pe-
3vJIBTaToB lłopóonorrłuecxoż oqeur<v ceueulĄ, 3aMopa-
>+lrBaeryrofo n Tą6rłrox. Trorrł,cnnna§rrrna q ńnT^,tw rłr,ee-
urzrłaqrorłgorż r.lĄfieTKu x lłopóo.1rorr{qecKoMy cTpoe-
Tll4To KaHa .lI ą 1 t e i ąlr1 wo lt t t ót .:ltrur.' oF a. lIĄ lĄH ceNIIrHa TrT, oĘT -
T]vK) IIrf[eTKv. B xo,He-łHoM pe3vJILTaTe T43ToToET4.rIrI

[rITIeTKy co cJIreKa BEIrHyTBTM cIIr,rpaJlBH,o }TaT<oTfeqHJ4-

KoM cIe,!]a Ir"]FTDaBo. oKoTf9eHI{T_,TM TTTapMKaM e 2 oł-
BepcTrłEM]4. 3are ł nposeJlr{ KoHTpoJIBTłBle ,.lzŁIceNrz'-
Harl7rI,I" TVTTILIo Ha oBTIax, npeAHa3HaqeHHbTx rTa 3a-
6oft, 7Ąz 29 oeeĘ, ,fHeeMTlHlpotsaHHbTx monróltqrłpo-
saHT]oŻ nrłnerxoŻ, y 670lo, HaxoAI,fBlUT4xcg g Óase rpa-
a@osrrx [y3blpxoB, TyIII AeIIoHr4)oBaJIM B TeJIe ,{ yr-

297



Nr5 MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XLIV

JIax MaTK]r. flprłr,łerłaa TpaArdI{ oHHyIo II]4IIeTKy, ToJIb-
Ko y 1 oBI]bI B sase rpaa@loBorro ny36lp6Ka AeIIloHr,I-
poBaJIil TyII]L Ha rly6rłHe 1/3 xarłała tleń:rtw. V oeeq
s $ase )KeJIToro TeJIa He yAa;Iocb BBecTT4 TyIuB B Ka_
rra.n ruerZr<z KaK TpaAlrllr{oHrłoż, tar< rł łrb4rt$u\upo-
eaFIrmż nrłnerxoż. 3ateu 23 o,BeI{ ,(aceMiI4Hr! poiBaJl]il
ceMeHeM, 3aMopa>KeHHIJIM B tro6rxax tlpr{ noMolĄr{
uo4r@rqltpo,narrr:o ż filITIeTKrl, neo 4a r ny 6o Ko BHy Tprf -
[leequo ceME. B oAHoM I_I]4KJIe 6srno ollJloAoTBopeH-
rłlrx 16 (70010), a Bo BTopoM oqepeAHrle 3 oeqlr cpe4z
5, no,sropreurr{x oxoTy.

Ali S. B. A., Tischner M. - Frezing of ram sefnen ln
aluminium packets and deep cervical insernination of
ewes with a modified pipette

Somparative studies were conducted on 98 ejacula-
tes collected from 28 rams. The semen was frozen in
aluminium packets and control glass ampules. A sig-
nificant improvment (p(0.01) was found in the mo-

tility and survival rates, as we1l as in the morpho1ogy
of spermatozoa frozen in aluminium packets. Basing
on results obtained from a morphological examination
of the cervival canal, a modified insemination pipette
(ball-tipped, slightly bent to the Ieft at its initial part)
lvas designed. A group of 29 control ewes was ,.in-
seminated" with India ink. Fost-slaughter examination
revealed that in 6?9/o cf ewes being in the Graafian
follicle phase the ink deposited with the use of the
rnodyfied pipette reached the body and horns of the
uterus, While only in one ewe out of those ,,insemi-
nated" with a traditional pipette the India ink reached
the depth of 1/3 of the cervical canal. In ewes, which
were in the corpus luteum phase, it was not possible
to deposit the ink in the cervica1 canal using either
the traditional or the modified pipette. Other 23 non-
-selected ewes wele deep cervically inseminated with
semen frozen in aluminium packets usinei the mo-
dified pipette. Sixteen (70Yo) ewes conceived within
one cycle, and 3 out of the 5 ewes which returned
to oeśtrus became pregnant in the second cycle.

ZOFIA LUBERDA, JF-RZY STRZEZEK,

Wpływ zowortości
no oktywność DNoz i

RoIa jolnów ,cy,nko,wych w |procelsach rozrodu
,nie iest je,szcze dokła,dinie określona. Tyłn nie-
rnniej w o]statnich latach poznano ,rnecha,niz,m
ich ciziałania na poziomie molekularnym. Jony
Znzł okazały się alkiywato,rami niektoryclh e,n-
zymów,nasienia (5), stabilizatorami ch,romaly-
ny i b,ło,n iplazmaŁy,cznych prlemników ,(7), mo-
clu],atorami łprocelsów e,ne,łgetycznych omawia-
nych ,komóIelk (6).

W rprzypadku knura iony Znz+ WpływaJą ,na

szerelg właŚ,ciwoŚci biologicznvch układu roz-
Todczego. Wiązane i transportowane przez spe-
cyficzne białko p]azmy nasienia określają właś-
ciwości fizykochemiczn,e i biologiczne wymie-
nionego płŁlru (2, 13, 14, 15). Białko zależne od
jonów cynkowych kontroluje transport błonowy
w segmencie wstawkowym plazmolemmy, wy-
kazuje właściwości antybakteryjne oraz precy-
pitujące wobec żołtka jaja kurzego. Wymienio-
ne właściwości białka plazmowego wydaią się
byó uwarunkowane koncentracją jonów cynko-
Wych (13),

Kontynuując nasze badania ró-
bę określenia wpływu różnych jo-
nów Zn'ł na aktywność wybr ów
hydrolitycznych oraz działanie precypitujące
plazrny nasienia knura.

'i Praca wykonana w ramach CPBP 05.06 pt.: ,,FiZjo]ogiai patologia rozrodu zwierZąt gospodarskich''.
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cynl(u w plozmie nosienio knuro

ios{oloz ordz
wobec zołiko

właśc!wości precypituiqce
tego płynu
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ioio kurzego*)

Mate,ri,ał i metody

Badania przeprowadzono w plazmie nasienia knu-
rów rasy wbp. Poziom jonórv cynkowych oznaczano
metodą spektrofotometrii absorpc ji atomowe j. Ozna-
czeń dokonywano w płomieniu powietrzno-acetyleno-
wym plzy zastosor,vaniu spektrofotometr,u firmy Pye
Unicanr mode1 SP 2900. Plazmę rozcieńczano 0,01M
klvasem cytrynor,vym rv stosunku 1:50. Jako stan-
dardu używano Zn(NOa)2 w 0,01M kwasie cytryrro-
wym. Załvartość cynku określano w l,g/cm3 plazmy.

Aktywność precypitujĘc4 plazmy nas,ienia wobec
żółtka jaja kurzego ozna,czar\o metodą podwójnej dy-
fuzji w żelu agatozo,wym (10). Dyfuzję przeprowadzono
na 10,/o agarozie w 0,15 NaCl na płytkach Petriego
o średnicy 5,5 cm. Grubość warstwy agalozy lvyiro-
siła 0,2-0,4 cm. Odległość między zbiorniczkiem cen-
tralnym a zbiorniczkami obwodowymi rvynosiła 1
cm, W zbiorniczku ce,ntralnym umieszczano 1*lo roz-
twór żółtka jaja kurzego, w obwodowych plazmę na-
sien-ia. Inkubację prowadzono w temperaturze poko-
jowej od 48 dc: 72 godzin,

Aktywność DNaz oznaczano metodą Kurrnicka (B).
Próbki plazmy inkubowano cztery godziny w tempe-
raturze 37oC z odpowiednimi substratami w stosun-
ku 1:15 dla DNazy I-zasa.dou.ej i 1:12 dla DNazy
Il-kwaśnej. Substrat dla DNazy I zawierał:. 0,00BB9b
DNA 4,3mM MgCl2, 14,3mM Tris-HCl (pH ?,6) oraz
0,00170/o zieleni mety]owej. Substrat dla DNazy II za-
wierał: 0,0130/o DNA, 42,7mM MgC12, 6,6mM bufonu
octanowego (pH 4,6) oraz 0,010/o zieleni metylowe j.
Reakcję hamowarro mieszaniną 0,33M cytrynianiu so-
du i 0,05M Tris-HCl (pH 7,5) w stosunku 1:3. Stcpień
redukcji barwy uwolnionej zieleni metylowej okreś-
lano poprzez pomiar absolibancji przy długośc| fali
640 nm. ?a jednostkę enzyrnatyczną (U) przyjęto ta-
ką ilość enzyrnv, która powodu je redukc ję absor-
bancji o 1 jednostkę w ciągu 1 minuty.


