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Istnieje wiele czynnikow, ktore wywierajg
wplyw na plodnos$¢ owiec unasienianych nasie-
niem mrozonym. Salamon 1 Liglfoot (29), a
takze weczesniej Lopyrin i Loginowa (19) wy-
kazali, ze Zywotno$¢ nasienia rozmrozonego w
drogach rodnych maciorek, a takze ich tran-
sport zwlaszcza przez kanal szyjki sg znacznie
ograniczone. Potwierdzeniem tych badan byty
doswiadczenia Mattnera i wsp. (21), ktorzy
wprowadzajac nasienie rozmrozone wprost do
macicy sposobem chirurgicznym przez laparo-
tomie uzyskali normalng ptodnos¢ owiec nawet
wowczas, gdy dawka inseminacyjna nasienia
mrozonego zawierata tylko 30>X10° plemnikow
ruchliwych.

Edquist 1 wsp. (8) celem wywolania kurczli-
woscl szyjki macicznej i poprawienia tym spo-
sobem transportu rozmrozonego nasienia poda-
wali do nasienia oksytocyne, lecz nie otrzymali
poprawy wynikéw zaplodnien. Dimov i Geor-
giev (7) uwazaja, ze podczas mrozenia nasienia
nastepuje obnizenie aktywnosci prostaglandyn,
ktérych poziom w $wiezym nasieniu tryka jest
wysoKi.

Andersen i wsp. (3), Fuki i Roberts (11), Mi-
towanow i Sokolowska (23) opracowali w opar-
ciu o budowe anatomiczng kanalu szyjki ma-
cicznej owiec nowe wzory pipet inseminacyj-
nych, o spiralnym zakonczeniu w ich odcinku
koncowym. Przy pomocy tych pipet u wiekszo-
sci owiec mozna bylo deponowaé nasienie
wprost do trzonu macicy. Jednak pomimo uzy-
skiwania ponad 60% zaplodnien (23) metoda
ta nie zostala w pelni zaakceptowana. Ogélnie
uwaza sie, ze technika glebokiej doszyjkowe]
mseminacj ma ograniczone zastosowanie, gdyz
nie u wszystkich owiec udaje sie wprowadzié
nasienie wprost do macicy, a takze stwarza
mozliwos¢ uszkodzen blony sluzowej szyjki pod-
czas manipulowania pipeta wewnatrz jej kana-
tu, Zestepeze rozwigzanie zaproponowali Killeen
i Caffery (17) oraz Armstrong i Evans (4) sto-
sujac laparoskopows metode inseminacji owiec,
Metoda ta polega na punkecji jamy briuszn-ej i
wprowadzaniu nasienia specjalng iglg wprost
do macicy. Zabieg inseminacji wykonuje sie w
pozycji lezacej owey po miejscowym znieczule-
niu lub rzadziej pod ogélng narkoza. Stosujac

294

te technike inseminacji nasieniem mrozonym o-
siagano 61% zaplodnien, tj. o 11% wiecej w po-
réwnaniu do doszyjkowe]j inseminacji. Metoda
ta w niektorych krajach stosowana jest juz na
skale praktyczng. Maxwell (22) podaje, ze pod-
czas jednego sezonu 1985/86 unasieniono w
Australii technikg laparoskopowsg okoto 50—860
tysiecy owiec. Pomimo to wydaje sie, ze lapa-
roskopowa metoda inseminacji ma rowniez o-
graniczone mozliwosci wykorzystania praktycz-
nego. Jest zbyt czasochlonna, niesie ryzyko in-
fekcji 1 wymaga dosy¢ kosztownego sprzetu.

Nieco inny problem stanowi sposéb mrozenia
nasienia. Stosowana poczatkowo metoda mroze-
nia nasienia w kulkach jest krytykowana jako
mato praktyczna, a takze ze wzgledu na trud-
no$¢ oznakowania kulek i tatwose ich zakazen
(6). Wielu autoréw (13, 14, 18) mrozilo nasie-
nie w ampulkach szklanych o objetosci okolo
1,6 ml. Ostatnio stosuje sie do mrozenia slomki
o objetosci 0,2 ml (1). ’

Technika przygotowania nasienia do mroze-
nia oparta na zageszczeniu nasienia przez wiro-
wanie (1) rowniez nie moze by¢ w pelni akcep-
towana. Wirowanie nasienia moze mie¢ ujem-
ny wptyw nie tylko na jego wiasciwosci po roz-
mrozeniu, ale takze ta drogg eliminuje sie wie-
le wartosciowych plemnikéw. Jezeli np. stosu-
je sie zbyt szybkie obroty dochodzi do mecha-
nicznego uszkodzenia duzego procentu plemni-
kow. NMatomiast zbyt wolne obroty powoduja,
ze wiele zywotnych plemnikéw nie osiada na
dnie prohowki i jest tg droga eliminowane z u-
zycia do inseminacji. Gitéwnym celem naszych
badan byvly zatem préby usprawnienia techni-
ki mrozenia nasienia trykow, jak rowniez gle-
bokiego doszyjkowego unasieniania owiec.

Materiat i metody

Wistepne badania przeprowadzono na 74 ejakula-
tach pobranych od 4 trykéw rasy polska owea gor-
ska. Badania te zostaty nastepnie uzupelnione na 24
gjakulatach pobranych od 24 trykéw, z ktérych 14
bylo rasy polska gorska oraz 10 czarnoglowka. Wiek
trykéw wahat sie 2—4 lat. Nasienie od plerwszej
enupy 4 trykéw pobierano w m-ou maju 3 razy W
tygodniu, a od pozostalych na pnzelomie pazdziermika
i listopada 1987.

Bezpos$rednio po pobraniu i ocenie szacunkowej
nasienia przeprowadzano rozrzedzanie nasienia roz-
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rzedzalnikiem opracowanym dla nasienia buhajéw
(20) stosujac glicerol w ilosci 6%. Skilad rozrzedzal-
nika:

roziwor 2,9% dwuwodnego cytrynianu sodu = 74 ml,

fruktoza = 1,25 g, z6ttko jaja kurzego = 20 ml, gli-
cerol = 6 ml
Rozrzedzanie mnasienia przeprowadzano w temp.

okolo 30°C w stosunku 1:4 do 1:8 tak, aby w jednej
dawece inseminacyjnej znajdowato sie co najmniej
180 X108 plemnikéw. Po rozrzedzeniu nasienie prze-
trzymywano W lemp. pokojowej przez okolo 20 min.,
po czym przelewano go do odpowiednio przygotowa-
nveh stervinveh tub aluminiowych i kontnolnie do
amputele szklanych o poj. 1,2 ml. Poeczatkowo uzywa-
no malyeh tub aluminiowych o wymiarach: 2 mm
érednica, 20 min szerokosé i 40 mm dlugoesé, kto-
re mnapelniano nasieniem rozrzedzonym o objg-
théei 1.5—2 ml. Nastepnie w Stacji Unasleniania
Owiee w Jaworkach okazalo sie, ze dla celow prak-
tycznych bardziel odpowiednie sa duze tuby alumi-
niowe o poj. 8—10 ml o wymiarach: 4 mm Srednica,
35 mm szeroko$é i okolo 100 mm diugosé. Po napei-
nieniu tub nasieniem zamykano je szczelnie przez
zawiniecie 1 zaciéniecie brzegéw fuby zwracajgc
uwage, aby wewnatrz tuby nie pozostalo powietrze.
Talk przygotowane nasienie przenoszono do lodowki
o temp. 2—5°C na 3—4¢ godziny. Po tym czasie na-
sipnie zamrazano w parach cieklego azotu. W {tym
celu umieszczano tuby i ampulki z nasieniem w dru-
clanym koszyczku, wkiadano je do kontenera (o pojJ.
30 1) wypelnionego do polowy cieklym azotem i za-
wieszano 5 cm ponad powierzchnig cieklego azotu
na okres 7 min. Po tym czasie mnasienie zanurzano
bezpoérednio w cieklym azocie. Natomiast nasienie
pobrane od 24 trykéw w Stacji Unasieniania Owlec
w Jaworkach zamrazano w stelaiu opracowanym
przez Miillera (24) dla mrozenia nasienia ngierow.
Sciany stelaza o wymiarach 7 ecm wysokosei, 17 cm
szeroko$ei i 32 em drugoéci wykonano z blachy mie-
dzianej, w jego wnetrzu umieszczono co 5—6 mm
zeberka aluminiowe. Przed mrozeniem nasienia ste-
laz zanurzano do 2/3 wysoko$ci w cieklym azocie i
po ustaleniu sig temperatury zamrazano nasienie wkla-
dajac tuby do stelaza pomiedzy Zeberka. Po 7—9 min.
przenoszono tuby do cieklego azotu. Rozmrazanie na-
sienia dokonywano przez szybkie przeniesienie na-
sienia z cieklego azotu deo laZni wodnej o temp. od
38—40° na 30 sek. Po rozmrozeniu badano ruchliwo$é
plemnikéw, a takze przeprowadzano test przezywania
nasienia w temp. 2—5°C (5). Celem okreslenia zmian
morfologicznych pobierano probki $wiezego nasienia,
a nastepnie rozrzedzonego po ekwilibracji i rozmro-
7eniu. Wykonywano rozmazy na szkielku podstawo-
wym, ktore barwiono eozyna-nigrozyng i przeprowa-
dzono ich ocene morfologiczng (5).

W oparciu o wezesniejsze badania morfologiczne
szviki maciecznej (2) zmodyfizowano pipete insemi-
nacying dostosowuiae jej koncowy ksztalt do charak-
terysiycznego ukladu kanalu (ryc. 1). Najpierw na
26 oweach wybranych losowo | przeznaczonych do
uboju przeprowadzono poréwnawcze unasienianie”
stosujac tusz zamiast nasienia. ,Unasienioneo” zmo-
dyfikewana pipeta 15 sztuk i kontrolnie 14 sztuk
tradyeyjng pipeta szklana, Okolo 1 godz. po ,insemi-
nacji" wszystkie owee poddano ubojowi w rzeini, Za-
raz po uboju wypreparowano caly uklad rodny, a

= 25cm, —

Ryc. 1. Zmodyfikowana pipeta do insemimacji owiec.
Dlugoséc 25 cm, srednica 0,2 cm

nastepnie w laboratorium na podstawie stanu jajni-
kow okre$lano faze cyklu i ustalano miejsce zdepo-
nowania tuszu.

Inseminacje nasieniem mrozonym przeprowadzono
na 23 maciorkach mieszahcach typu merynos, w wie-
ku 2—4 lat, utrzymywanych w Stacji Doswiadczalnej
AR w Przegorzalach. Zabiegi wykonano pod koniec
m-ca listopada 1986 r. Wszystkie maciorki otrzy-
maly weczesniej domiesniowo prostaglandyne (Estru-
mate) w ilosci 125 um. Unasienianie przeprowadzano
w drugiej kelejnej rui wystepujacej po rui sprowo-
kowanej prostaglandyna, Pierwszy zableg insemina-
cyiny wykonano 20—24 godz. od momentu wysigpie-
nia objawow rui, a drugi po dalszych 12 godzinach,
Poczatek rui i czas jej trwania kontrolowano try-
kiem-probierem 2 razy dziennie (rano i wieczorem).
Uzywano nasienia zamrozonego w malych tubach,
ktore po rozmrozeniu wykazywalo co najmniej 30%
plemnikéw o ruchu postepowym. Stosowano wzierni~
kowa metode inseminacjl. Po wprowadzeniu pipety
do zewnetrznego ujscia szyjki wykonywane rowno-
czeénie delikatne ruchy prawo- i lewoskretne wpro-
wadzajac pipete w glab kanalu szyjki.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie z zasto-
waniem analizy wariancji, a takze wyliczono wskaz-
niki procentowe dla oceny morfologiczne] nasienia i
wynikow unasieniania.

Wyniki i oméwienie

Wszystkie wybrane losowo tryki wykazywaly
normalny poped pleiowy i oddawaly masienie,
ktorego ruchliwose zaraz po pobraniu wynosila
$rednio 80%, koneentracja 3,56X10" w 1 ml i ob-
jetose 1,25 ml. Natomiast szczegblowa charakte-
rystylke nasienia mrozonego podano w tab. 11 2.
Na podstawie przeprowadzonych badan okazalo
sie, ze 92% ejakulatéw zamrozonych w duzych
oraz 86% w malych tubach aluminiowych i tyl-
ko 44% zamrozonych kontrolnie w ampulkach
szklanych wykazywalo do rozmrozeniu ruchli-
wos¢ powyzej 30%. Podobnie przedstawial sig
czas przezywania nasienia w temp. 2—5°C,
ktéry wynosil srednio dla nasienia zamrozone-
5o w duzych tubach 481 godz., w matych tu-
bach 341 godz. i w ampulkach szklanych 237
godz. Przyjmujac. ze 30% plemnikéw o ruchu
postepowym po rozmrozeniu stanowi wartoseé
graniczng przydatnosei nasienia do inseminacjl
owiec (15) okazalo sie, ze okolo 90% nasienia

Tab. 1. Poréwnanie wynikéw oceny mnasienja zamro-
zonego w malych i duzych tubach aluminiowych oraz
amputkach szklanych

Liczba Sposocb Ruchli- EjokulabyRuchil- Czosprzezy- Wepol
<+ —opakowwost n.c:.-“LU—_‘ID WOSE O~ WOaRIG rzosfz- czgnmk

= . A <
g [} noSieT Sienic pe =0 SIS onriawigmp, DrLEZY-
£ g3 hio roz‘mr,p g ° rozm.r.p 2-5'C g .I'l'wum.cr
& ok Yo = %  nylwohonia)
> 30 64 86 42 341 55
94 male : (292 - 518)
tuby
< 30 10 14 A4 414 9
y (12 -228)
> 30 23 44 34 237 31
52 ompulki (196 -300)
szkiane
< 29 56 49 148
{100 - 163) 13
.2 30 22 92 46 484 12
2u 9y duze . (4156 - 108}
tuby
< 30 2 8 U7 228 25
(180 -276)
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Tab. 2. Wyniki

oceny morfologicznej nasienia trykéw zamrozonego w ampulkach szklamyich i matych tu-

bach aluminiowych

x Nosienic swieze Po ekwilibracji g 2 Po rozmrozeniu
-3 ‘0
3 45 g 2 g S B 3
£83 8, 02 3% ¢ &, o2 % g g2 8 42 3 ¢
4 83 8¢ §3 28 % 98 53 &8 08 8% & &3 38 3
(= —, £ o . 4: - Aen z - PESGS I ; 3
> 3585 3R B8 9 3F 58 B3 =8 3§ 3 3% 5§ ¢
tuby 26 57 10 15 82
1 26 40 08 005 48 45 44 004 29 , '
amputki 16 61 39 29 439
tuby 20 45 20 2.5 50
2 22 06 06 005 12 08 06 O4 45
amputki 15 5.4 31 40 125
tub 16 56 28 44 95
3 46 48 22 00 kO 42 19 01 32 :
amputki 12 59 45 33 137
tub 40 30 21 3 4
4L 10 4% 04 00 47 06 Q06 00 412 Y ' ' ' & T
omputks 8 35 26 48 109
am, e e Ié‘rmni; a5
: . 4 _
Smednia 12 A0 005 22 40 11 04 22 Y ' ' *
amputki 51 52 15 L0 128

Objasnienie: * p < 0,01,

zamrozonego w tubach aluminiowych spetnito
te wymogi. Kareta (13) zamrazajgc masienie w
ampulkach uzyskiwal efektywnos¢ mrozenia,
srednio 58% z wahaniami dla poszczegélnych
trykéw od 26 do 86%. Loginowa i Zeltobriuch
(18) po nasieniu mrozonym w ampuikach uzy-
skiwali zaledwie 32,5% wykotéw owiec. W do-
stepnej literaturze mie mapotkano na dane do-
tyczace mrozenia nasienia trykow w tubach alu-
miniowych, Natomiast {uby takie sg czgsto uzy-
wane do mrozenia nasienia ogieréow (24, 23, 30),
ktore — jak wiadomo — jest bardzo wrazliwe
na proces konserwacji w cieklym azocie.

Szczegolowe opracowanie dotyczace wiplywu
rozrzedzalnikow ma Kkonserwacje nasienia try-
kéw podal Ott i Memon (26). W maszych bada-
niach zastosowano rozrzedzalnik wg Martina
i Emmensa (20) przeznaczony dla mrozenia na-
sienia buhajow. Rozrzedzalnik ten z dodatkiem
8% glicerolu stosowany byt réwniez do zamra-
zania nasienia trykéow (13, 14). Na podstawie
ostatnich danych pi§miennictwa (4, 9, 10) oka-
zalo sie, ze 6% glicerolu w rozrzedzalniku dla
nasienia trykow stanowi jego optymalng kon-
centracje. Pozostale skladniki rozrzedzalnika
Martina i Evensa (20) sg obecnie madal po-
wszechnie stosowane zaré6wno do mrozenia na-
sienia trykow, jak i buhajow.

Ocena morfologiczna mrozonego nasienia wy-
kazala, ze ekwilibracja nie wywarla istotnego
wplywu ma wlasciwosei morfologiczme plemni-
kéw. Natomiast proces mrozenia Spowodowal
uszkodzenie akrosoméw u okolo 1,9% plemni-
kéw nasienia zamrazanego w tubach i 4% na-
sienia w ampudkach. Ogodlem podczas zamra-
zania — rozmrazania doszlo do uszkodzemia
struktury morfologicznej u okoto 6% plemni-
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kéw zamrazanych w tubach i 10% zamraza-
nych w amputkach (p<<0,01), (tab. 2).

Nadal pozostaje “problem wlasciwej oceny
rozmrozonego nasienia. Wiekszoseé autoréw oce-
ne tq opiera jedymie na szacunkowym badaniu
ruchliwosei plemnikow po rozmrozeniu. Jak
wiadomo plemniki tryka moga wykazywac po
rozmrozeniu dosy¢ dobrg ruchliwos¢ przy ob-
nizonej ich zdolnosci do zaptodnienia. Zastoso-
wany przez nas test przezywania nasienia w
temp. 2—5°C wykazal dlugi czas zycia plem-
nikéw. Test ten po raz plerwszy zastosowany
byl przez Parszuiina i Skatkina (27) dla oceny
$wiezego mnasienia ogieréw. Obecnie jest row-

Tab. 3. Miejsce zdeponowania juszu po ,,unasienianiu’
owiec tradycyina i zmodyfikowana pipeta

Faza W_tzjsc_tz zdeporowaniatuszu liczba (%)

Typ Liczba - — =
pipety cyklu uncc;,zeia‘mo-P N Kar.atszyjki Trzon
rujowego nyckowiec Pochwa - —ir

B Jowego rych ow) 73 A2 A1 maticy

GoklanaPochierzykos 7 6(86) A1) - - =

Frady: et

tyira ciatkazol- 7 7({400) - - -
tego

Zmody-pecherzyko 9 1(41) AU - Ay 6(8T)

fikowa- = Wa

na  catkazol- 6 2(%3)  3(50) - 17y -
tego

Tab. 4. Wyniki glebokiej doszyjkowej inseminacji ma-
ciorek nasieniem zamrozonym w maltych tubach alu-
miniowych

Cykie Liczbe liczba " Liczba ot L.\c_f.:,h?} stwigrdzo~
rujowe insemi- maciorek maciorek WO‘}"IOSC rych plodowi uvro-

naci zaptodnr, b dronych jogriat
1 2 23 16 10 20
2 2 5 2 60 3
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niez stosowany do oceny mrozonego nasienia
ogierow (24, 25, 30). Badania Romankovej i Na-
umienkova (28) potwierdzily dosy¢ Scislg za-
leznose pomiedzy wskaznikiem zazrebien a cza-
sem przezywania rozmrozonego mnasienia W
temp. 0°C. Podobne badania na nasieniu try-
kow nie byly dotychezas przeprowadzone.

Badania morfologiczne kanatu szyjki na od-
lewach szybko twardniejgcych polimerow (23)
oraz odlewach lateksowych (2) wykkazaty, ze
kanal szyjki macicznej ma u wigkszosci owiec
spiralng konfiguracje z poprzecznie ufozonymi
zwezeniami i uchylkami. Podczas rui nastgpuje
lekkie rozwarcie kanalu i powiekszenie jego
srednicy. Dostosowujac ksztalt pipety insemi-
nacyjnej do morfologicznej budowy kanatu
szyjki wyprobowano poczatkowo kilka wzorow
pipet. Najbardziej praktyczna okazala sie pi-
peta z lekko spiralnie wygigta koncowizg od le-
wej do prawej strony, zakonczona niewielka
kulka z dwoma otworami (rye. 1). Podobny
wzor pipety wykonali wezesniej Milowanow
i Sokotowska (23), kiorzy wprowadzajac nasie-
nie na glebokosci 2,5 cm i glebiej uzyskali 68%
zaptodnien po inseminacji 247 owiec. Przepro-
wadzone ,,unasieniania” tuszem owiec bedgcych
w roznej fazie cyklu potwierdzily mozliwose
gtebokiego wprowadzania nasienia. Stosujac
zmodyfikowana pipete inseminacyjng u wigk-
szosei owiec, u ktérych na jajnikach stwierdzo-
no pecherzyk Graafa zdeponowano tusz w {rzo-
nie i rogach, a takze w szyjce macicznej. Nato-
miast stosujac tradycyjng pipete inseminacyjng
tylko u jednej owcy bedacej w fazie pecherzy-
ka Graafa zdeponowano tusz na glebokosé 1/3
kanatu szyjki. Natomiast szyjka maciczna owiec
w fazie ciatka zoltego okazala sie trudna do
wprowadzenia tuszu zaréwno zmodyfikowang
pipets, jak i tradycyjng (tab. 3).

Spoérod 23 maciorek unasienianych masie-
niem mrozonym zmodyfikowang pipeta zostalo
zaplodnionych w jednym cyklu 16, tj. 70%.
Pie¢ maciorek z siedmiu, ktoére nie zostaly za-
plodnione po pierwszej inseminacji powtorzyto
ruje i ponownie unasieniono nasieniem mro-
zonym. Z tej liczby w kolejnym cyklu dalsze
trzy maciorki zostaly zaplodnione (tab. 4). Na-
stepnie okolo 2—3 m-cy po inseminacji prze-
prowadzono kontrolne badanie macioreix w kie-
runku cigzy przy pomocy aparatu ultradzwie-
kowego (Renco PREG-ALERT prod. USA). Sie-
dem maciorek, u ktérych rozpoznanie cigzy by-
lo watpliwe poddano kontrolnemu ubojowi w
rzezni. U 5 z mich stwierdzono mormalny roz-
w6j ptodu, w tym 2 cigze blizniacze. U 2 ma-
ciorek mieciezarnych nie stwierdzono w macicy
zadnych odchylen od mormy. Pozostale 14 ma-
ciorek po normalnym okresie cigzy urodzito 16
jagniat.

Inseminacje owiec nasieniem mrozonym prze-
prowadzono na stosunkowo matej liczbie owiec
w warunkach doéwiadczalnych. Uzyskanie oko-

to 70% zaplodnien w jednym cyklu stanowi pe-
wien postep. Zastosowana prosta metoda za-
mrazania masienia i doszyjkowa gleboka inse-
minacja moze by¢ latwo adaptowana do wa-
runkéw terenowych. Istniejg zatem mozliwosci
sprawdzenia opisanej techniki w praktyce na
wieksze] liczbie owiec.
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- Autorzy sktadaia serdeczne podziekowanie Dyrekto-
rowi inz. M. Zielidskiemu i pracownikom Stacji Ho-
dowli 1 Unasieniania Zwierzat w Nowym Saczu za
umozliwienie i momoc w przeprowadzeniu cze$ci ba-
dahn oraz dr W. Karecie za cenne uwagi i sugestie
dotyczqcee ‘czeSci metodycznej pracy.

Amu C. B. A, Tumuaep M. — 3amobamxkuBaHie ceMeHH
0aDAHOB B 2 MIOMWHWEBLIX TIOGWKaX ¥M MOUBITKU TIIy00-
KO BHYTDHIIEEYHO!H WHCEMUHATIUMN OBEIL -

Ha 98 agkvigTax, B39THLIX OT 28 BapamoB. TTOOBEmM
CPaBHUTEJILHBIE VCCIEN0OBAHVS CEeMEHM, 3aMOpazkuBa-
eMoT™ B ATIOMUHMEBBIX TIOOMKAX U KOHTDOTRTO R
CTEKJIANHBIX aMnyiax. Ioayunay yayumnienne (p<<0,01)
IOKa3aTeNs MOIBUIKHOCTYA, BDEMEHY BBEIZKMBAHUS U DPe-
3VIBLTATOB MOPMOIOrMYECKO OIleHKY CeMeHM, 3aMopa-
KUBAGMOTO R THuw-X, [Toucmrrabruras rhaovv wece-
MMHAIIMOHHON IIUIETKU K MOPMOTIOTMIECKOMY CTDOe-
HYI KAWana DTeWRY MOTUAOUIMRORAITU MAHCEMUHATTUANTT -
HVI0 TUIIeTKY. B KOHEYHOM pe3yJbTaTe W3TOTOBUIU
OUTIETKY CO CJATeKAa BBLIHYTHIM CIOMPAaJbHO HAKOHEeYHM-
KOM CJleRa WalpaBo. OKOHYEHURIM ITapuroM ¢ 2 0T-
BepcTaMU. 3aTeM TPOBeNIM KOHTPOJBHBIE ,MHCEMU-
ganuu’ TVIILI0 Ha OBIAX, IpenHa3HavYeHHbIX Ha 3a-
Boit, V3 29 omel, MHCOMUHUDOBAHHBTX MOIUMMUNpPOo-
BAaHHONI mumeTrolt, v 67%, maxoauBiuuxcs B hase rpa-
adhOBLIX TY3BIPKOB, TYINI NENOHMPOBAIM B TEIE U yr-
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nax Mmatku., IlpuMeHsaa TPaaMUMOHHYIO NUIETKY, TOJNb-
KO y 1 oBIbI B (pase rpaadoBOTO IIy3bIPbKA JEeIOHU-
poBamyu Tymwb Ha riaybume 1/3 kamanma menku, Y OBelp
B (hbaze KeJTOro Teja He yZajJoch BBECTM TylIb B Ka-
HaJ IIEMKM KaK TPaAMOVOHHOM, TakK M MOAMMUIMUDO-
BaHHOW mmMIeTkKoM. 3ateM 23 o0OBell MACEMUHMUPOBAJINU
ceMeHeM, 3aMOPaIKEHHBIM B TIOOMKAX NPy IIOMOLIK
MOUMUIUPOBAHHON TIMIIETKY, BBOAS TJIyDOKO BHYTDU-
meeyHo ceMda. B ozHOM nukie ObLIO OIJION0TBOPEH-
uepIx 16 (70%), a BO BTOPOM ouepejHbie 3 OBLLI Cpeau
5, IOBTOPUBILIUX OXOTY. '

Ali S. B. A, Tischner M. — Frezing of ram semen 1n
aluminium packets and deep cervical insemination 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 well as in the morphology
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 left at its initial part)
was designed. A group of 29 control ewes was ,in-
seminated” with India ink. Post-slaughter examination
revealed that in 67% cf ewes being in the Graafian
follicle phase the ink deposited with the use of the
modyfied 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 cervical canal using either
the traditional or the modified pipette. Other 23 non-
-selected ewes were deep cervically inseminated with
semen frozen in aluminium packets using the mo-
dified pipette. Sixteen (70%) ewes conceived within
one cycle, and 3 out of the 5 ewes which returned
to oestrus became pregnant in the second cycle.

ZOFIA LUBERDA, JERZY STRZEZEK, ARTUR BIELSKI

Wptyw zawartoéci cynku w plazmie nasienia knura

na aktywno$é DNaz i fosfataz oraz wlasciwosci precypiiujace

tego ptynu wobec zéitka jaja kurzego®

Katedra Biochemii Zwierzat Wydzialu Zootechnicznego AR-T, 10-718 Olsztyn-Kortowo

Rola jonéw cynkowych w procesach rozrodu
nie jest jeszcze dokladmnie okres$lona. Tym nie-
mniej w ostatnich latach poznano mechanizm
ich dzialania na poziomie molekularnym. Jony
Zn*t okazaly cie aktywatorami miektérych en-
zymow nasienia (D), stabilizatorami chromaty-
ny i blon plazmatycznych plemnixéw (7), mo-
dulatorami proceséw energetycznych omawia-
nych komérek (6).

W przypadku knura jony Zn®T wplywajg na
szereg wiasciwosci biologicznych ukladu roz-
rodczego. Wigzane i transportowane przez spe-
cyficzne biatko plazmy nasienia okreslajg wias-
ciwosci fizykochemiczne i biologiczne wymie-
nionego pivnu (2, 13, 14, 15). Biatko zalezne od
jondw cynkowych kontroluje transport blonowy
w segmencie wstawkowym plazmolemmy, wy-
kazuje wlasciwosci antybakteryjne oraz precy-
pitujace wobec zéltka jaja kurzego. Wymienio-
ne wilasciwosci biatka plazmowego wydajg sie
byé uwarunkowane koncentracjg jonéw cynko-
wych (13).

Kontynuujgc nasze badania podjelismy pro-
be okreslenia wplywu réznych koncentracji jo-
néw Zn** na aktywnos$¢ wybranych enzymow
hydrolitycznych oraz dzialanie precypitujace
plazmy nasienia knura.

_ " Praca wykonana w ramach CPBP 05.06 pt.: ,Fizjologia
i patologia rozrodu zwierzat gospodarskich’’.
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Material i metody

Badania przeprowadzono w plazmie nasienia knu-
row rasy wbp. Poziom jonéw cynkowych oznaczano
metoda spektrofotometrii absorpcji atomowej. Ozna-
czen dokonywano w plomieniu powietrzno-acetyleno-
wym przy zastosowaniu spektrofotometru firmy Pye
Unicam model SP 2900. Plazme rozcieficzano 0,01M
kwasem cytrynowym w stosunku 1:50. Jako stan-
dardu uzywano Zn(NOj); w 0,01M kwasie cytryno-
wym. Zawartos¢ cynku okre§lano w ug/cm3 plazmy.

Aktywno$é precypitujacag plazmy nasienia wobec
z0ltka jaja kurzego oznaczano metodg podwoinej dy-
fuzji w zelu agarczowym (10). Dyfuzje przeprowadzono
na 1% agarozie w 0,15 NaCl na plytkach Petriego
o $rednicy 5,5 cm. Grubos$¢ warstwy agarozy wyno-
sila 0,2—0,4 cm. Odleglo$¢é miedzy zbiorniczkiem cen-
tralnym a zbiorniczkami obwodowymi wynosita 1
cm. W zbiorniczku centralnym umieszcezano 15% roz-
twor zoltka jaja kurzego, w obwodowych plazme na-
sienia. Inkubacje prowadzono w temperaturze poko-
jowe] od 48 do 72 godzin.

Aktywnos¢ DNaz oznaczano metodg Kurnicka (8).
Probki plazmy inkubowano cztery godziny w tempe-
raturze 37°C z odpowiednimi substratami w stosun-
ku 1:15 dla DNazy I-zasadowej i 1:12 dla DNazy
II-kwasnej. Substrat dla DNazy I zawieral: 0,0088%
DNA 43mM MgCl,, 14,3mM Tris-HC1 (pH 7,6) oraz
0,0017% zieleni metylowej. Substrat dla DNazy II za-
wierat: 0,013% DNA, 42"mM MgCl,, 6,6mM buforu
octanowego (pH 4,6) oraz 0,01% =zieleni metylowej.
Reakcje hamowano mieszaning 0,33M cytrynianiu so-
du i 0,06M Tris-HCI (pH 7,5) w stosunku 1:3. Stopien
redukcji barwy uwolnionej zieleni metylowej okres-
lano poprzez pomiar absorbancji przy diugosei fali
640 nm. Za jednostke enzymatyczng (U) przyjeto ta-
kg ilo$¢ enzymu, ktéora powoduje redukcje absor-
bancji o 1 jednostke w ciggu 1 minuty.



