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Pomimo wysiłków badawczych na całym świecie nie została
jeszcze opracowana w pełni zadowalająca metoda konserwacji
nasienia knura w niskich temperaturach (2, 3). Stan ten spo-
wodowany jest brakiem niezawodnych metod, które mogą
prognozowaĆ in vitro o zdolnoŚci do zapłodnienia mrożonego
nasienia knura oraz ekstremalną gatunkową wrażliwością jego
nasienia na procesy kriokonserwacji spowodowaną charakterys-
tyczlą budową błon komórkowych plemników (3, 6, 13).

Do 1970 r. niekorzystnymi wynikami kończyły się próby
zamrażanla nasienia knura w oparciu o metody konserwacji
nasienia buhaja (3). Dopiero w 1910 r. Polge i wsp. (16)
opisali pierwsze skuteczne zapłodnienia uzyskane po zastoso-
waniu nasienia mrożonego knura, które nastąpiły po inseminacji
chirurgicznej bezpośrednio do jajowodu loszki, Rok później
opisano trzy metody głębokiego zamrażanla nasienia knura,
wynikiem których było uzyskante ciąż po inseminacji doszyj-
kowej (5, 8, l8), Jednak żadna z tycń wczesnych metod nie
została zastosowana na szeroką skalę w inseminacji trzody
chlewnej zewzględllna niski wskaźnik oproszeń w porównaniu
z nasienięm świeżym (3),

Niniejsza praca ma na celu wyeksponowanie osiągnięć ba-
dawczych w dziedzinie konserwacji nasienia knura w niskich
temperaturach.

Metody Ęo_n9e_rwacji nasienia_knura
w niskich temperaturach

Istnieją cztery podstawowe metody zamrażania nasienia
knura w niskich temperaturach, które testowane były w wa-
runkach polowych przez Pursela w l915 r. (19), Westendorfa
w l915 r. (28), Paquignona w 1976 r. (l4) i Larsona w l9]] r.

(11), Według danych piśmiennictwa (9, 10) aktualnie stoso-
wane metody konserwacji opierają się głównie na pracach
wymienionych badaczy. Wszystkie badania, oprócz metody
Westendorfa, wymagają zamrażania nasienia w kulkach we-
dług Nagase i Niva oraz posiadają następujące wspólne cechy:
inkubację nasienia przed wirowaniem oraz zamIażanię plę-
mników w formie skoncentrowanej przy niskim stęzeniu glicerolu
(l9). Zpowyższych danych, które prezentują wymienieni au-
torzy wyszczególnić można cztery następujące zasady:

- ekwilibracja przez około 4,5 godziny,
- koncentrację nasienia przez wirowanie oraz usunięcie

plazmy nasienia przed schładzaniem plemników do 15"C. Wi-
rowanie odbywa się albo tuż po pobraniu, albo po inkubacji,

- zamIażanię skoncentrowanej zawiesiny plemników w for-
mie kulek lub konfekcjonowanie nasienia w mikro- i makro-
tubach (3, 26), torebkach plastykowych (4) oraz w tubach
aluminiowych (25). Powszechnie stosowana jest koncentracja
od 450 milionów do 1 mlliarda plemników w 1 ml (1, 14,28),

- dodawanie tuż przed zamrożeniem do zawiesiny plemni-
ków niewielkiej ilości glicerolu (1).

Problematyk a zamr ażania i konfekcj onowania
nasienia knura

Nasienie knura wymaga szybszego tempa mrożenia niż na-
sienie innych gatunków zwierząt (l7). Warunek ten spełnia
zamrażanie nasienia knura w formie kulek na suchym lodzie,
co zostało uwzględnione przęz wymienionych autorów (10,
II, 14, 19),

Brakuje wyczerpujących danych na temat schładzania na-
sienia w makIotubach metody Westendorfa (28). Uczony ten
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wykazał równiez wady zamrażanla naslenla w formie kulek,
takie jak: większą pracochłonność, skomplikowany proces roz-
mrażania oraz dużą ilość granulek nasienia potrzebną do jed-
nego zabiegu inseminacyjnego.

Stwierdzono także (25), ze nasienie konfekcjonowane w
cienkościennych tubach aluminiowych, wykazuje wyższą ru-
chliwość po rozmrożeniu, gdy jest schładzane w parach azotu
w czasie 3 minut od temperatury +5 do -100'C.

Z przyczyn praktycznych bardziej pożądane wydaje się za-
mrażanie nasienia knura w opakowaniach o większych obję-
tościach. Obecnie mrożone nasienie knura konfekojonuje się
w dużych tubach plastykowych o objętości 5-6 ml (.2, 9),

minitubach o objętości od 0,25 do 0,5 ml, torebkach plasty-
kowych o objętości 6 ml oraz w tubach płaskich o objętości
1,7 ml (.4, 12,26).

Przechłodzenie (supercooling) występujące w trakcte za-
mrazania nasienia dopóty nie jest szkodliwe dla zamrażanych
plemników, dopóki nie wystąpi krystalizacja lodu. Wraz z
rozpoczęciem formowania się kryształów lodu wytwarza się
utajone ciepło topnienia, które przez wzrost temperatury w
zamrażanym nasieniu, prowadzi do przedłużenia okresu po
zapoczątkow antu zamr ażan ia (fieezing point plateau). Procesy
te powodują uwalnianie wody z zamrażanej próbki nasienia,
wskutek czego plemniki narazone są na letalne dla nich zmiany
ciśnienia osmotycznego (7, 13, 21).

Na te szkodliwe następstwa w mniejszym stopniu podatne
są plemniki zamtażane w formie kulek na suchym Iodzie oraz
w minitubach o przekroju okrągłym i płaskim o małej objętości
od 0,25 do 1,7 ml, jak również w torebkach o objętości 5 ml
i wymiarach 5 na 10 cm, W tych przypadkach obserwuje się
bowiem stosunkowo lepszą jakość nasienia po rozmrozeniu,
dzięki duzej powierzchni kulki lub opakowania w stosunku
do małej objętości i związanemu z tym szybkiemu uwalnianiu
ciepła (4,21).

Nasienie knura konfekcjonowane natomiast w metodzie ma-
krotub w słomkach o objętości 5-6 ml, jest bardziej narażone
na szok osmotyczny z powodu dużej objętości w stosunku

do małej powierzchni opakowania, Stan ten związany jest z
wolniejszym oddawaniem cl,epla oraz z suboptymalnym tem-
p em zamr ażania-r ozmr ażan i a centralnie zn aj duj ący ch s i ę ple-
mników (I2,2I).

Szybkość zamtażania centrum makrotub pozostaje subop-
tymalna pomimo regulowania odległości od powierzchni ciek-
łego azotu a nawet podczas zamrażania w elektronicznie
sterowanych ur ządzenl,ach (4).

Alternatywnym postępowaniem było spłaszczenie dostępnych
słomek w celu zmniejszenia pola przekroju i uzyskania ko-
rzystnego stosunku powierzchni do objętości (I2, ż6). Jednak
główną wadą słomek płaskich o objętości 1,7 ml, jest konie-
czność użycia kilku sztuk do jednej inseminacji. Ponadto nie
stwierdzono istotnych różnic pomiędzy wskaźnikami płodności
po zastosowaniu tych słomek oraz makrotub o objętości 5 ml,
pomimo lepszej jakości nasienia po rozmrożeniu opakowań
płaskich t24).

Wyższy o l27o wskaźnik zapłodnionych komórek jajowych
w porównaniu do metody makrotub, otrzymano po elektro-
nicznym zamrażanil w parach azotu, nasienia konfekcjonowa-
nego w torebkach plastykowych o objętości 5 ml, powierzchni
50 cm' i przekroju l mm (4).

Wydaje się, iż optymalnym tempem zamrażania dla ple-
mników knura jest szybkość 3'C na minutę od 5 do -6'C,
1 minuta w temperaturze -6'C oraz 20'C na minutę dalej od

-6'C do -100'C (4). Szybkośó ta jest możliwa do osiągnięcia
jedynie w programowanych elektronicznie urządzeniach słu-
żących do mrożenia komórek i tkanek (2, 21). Urządzenia te

umozliwiają błyskawiczne przechodzenie przez najbardziej
kłytyczną strefę temperatur w przedziale od 0"C do -20'C,
w której dochodzi do uszkodzenia aż 157o plemników (21).

Rozrzedzalniki

Rozrzedzalniki słuzące do zamrażania nasienia knura po-
dzięlić mozna na ż różnę grupy, Pierwszą stanowią pozywki
pozbawione buforów, zawierające żółrko jaja, glukozę (16)

oraz żółtko, laktozę i Orvus Es Pastę, detergent dyspergujący
frakcję lipoproteinową żółtka jaja kurzego (28). Do drugiej
grupy zaltczamy rozrzedzalniki zawierające bufor w postaci
TRIS (2-amino-2 hydroksymetylopropano-1,3 diol) lub TES
(kwas N-tris-(hydroksymety1o) mety1o-2-aminosulfonowy) ( 1 1,

l9). Uszkodzenia komórek powstające w trakcie mrozenia
nasienia knlra uzalężnione są równiez od stęzenia jonowego
rozrzędza7nlków. Najlepsze efekty osiągano przy lżyciu roz-
rzedzalników o niskiej koncentracji elektrolitów (żż). Głównymi
składnikami rozrzędzalnl,ków są cukry, białka, lipoproteiny,
bufory oraz krioprotektory głównie glicerol.

Cukry

Glukoza i laktoza są najczęściej stosowanymi składnikami
rozrzędzaln7ków w aktualnie stosowanych metodach zamra-
żania nasienia knura, powodujących optymalny wzrost odsetka
plemników o ruchu prawidłowym, posiadających nieuszko-
dzony akrosom (l4, 19). Działanie krioprotekcyjne cukrów po-
lega na stabilizacji ciśnienia osmotycznego poprzez obnizenie
koncentracji elektrolitów i zewnątrzkomórkowy wzrost pro-
centu wody nlezwiązanej (13).

Białka i lipoproteiny

Dostarczane są do pożywek w formie źółtka jaja, mleka
lub kazeiny. Frakcja lipoproteinowa żółtka chroni akrosomy
plemników knura przed szokiem chłodowym (6). Zółtko można
jedynie wykorzystywać do rozrzędzania osadu plemników po
wirowaniu ponieważ wywiera negatywny wpływ na żywotność
plemników w czasie ekwilibracji (19), Mechanizm działania
tych składników nie jest jasny (14), wydaje się, iż wywierają
one swój korzystny wpływ przez zmniejszenie intensywności
hydrolizy lipidów wchodzących w skład błon, stabilizując
błony plemników (23).

Glicerol

Kluczem do oddziaływania glicerolu polegającego na ochro-
nie plemników knura przed niekorzystnym wpływem niskiej
temperatury, stało się obnizenie stęzenia oraz dodawanie tego
związku w rozrzędzęniu ostatecznymIuż ptzed procesem mro-
żenia (I,16). Glicerol wraz z DMSO (2-metylosulfotlenek),
w przeciwieństwie do cukrów, na7eży do czynników kriopro-
tekcyjnych penetrujących błony plemników (l, 6) Nowsze
doniesienia naukowe sugerują stęzenie 3Vo gliceroll jako op-
tymalne dla zachowania dużej liczby plemników ruchliwych
z nieuszkodzonym akrosomem (1, 2, 1).

Oryus Es Paste, (OEP)

Syntetyczny detergent obniżający n apięcie powierzchniowe,
wprowadzony przęz Grahama (8), Skutecznie ochrania inte-
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gralność akrosomów oraz polepsza ruchliwość plemników po

rozmrozeniu, istotnie podnosząc wskaźnik oproszeń (20, 28).

Stwierdzono, iż naj\epsze efekty uzyskuje się po łącznym
zastosowaniu z glicerolem (20). Mechanizm jego działania
nie jest dokładnie wyjaśniony, ale wydaje się, że działa on

raczej przez przemiany składników żółtka, aniżęli przęz sta-

bilizację błon plemników (23).

plazma nasienia

W piśmiennictwie istniej ą sprzeczne dane na temat krio-
protekcyjnego wpływu plazmy nasienia w pozywkach (20,

24).BadaniaPursęla wykazały, iż obecność plazmy w trakcie

ekwilibracji, podnosi odporność plemnika na procesy schła-

dzania, a wykluczen la jej przed mrozeniem przez wirowanie,

podwyzsza odsetek plemników z normalnym akrosomem (18).

Związane to jest z obecnością w plazmie zasadowych białek
posiadających właściwości hemaglutynacyjne w stosunku do

błon plemników (6). Zdecydowanie przeciwny charakter wy-

kazuje zawarly w plazmie kwas sjalowy, który zwiększa ruchli-

wość i jakość plemników po rozmrożeniu, jeśli jego zawartość
zbliżonajest do 0,042 mg/ml (ż7).

proces rozmrażania

Ze względu na dużą objętość nasienia potrzebnego do jednej

dawki inseminacyjnej, postępowanie w trakcie rozmrażania
nasienia knura zasadniczo odbiega od sposobów rozmrażania
nasienia samców innych gatunków. Rozmrażanie kulek polega

na rozmrażaniu ich w, specjalnych roztworach, wstępnie pod-

grzanych do +40, +50'C (10, 19). Szybkie ocieplanie chroni

plemniki przed rekrystalizacją małych kryształków lodu we-

wnątrzkomórkowego na większe (13). Waide (25) uzyskiwał
optymalne parametry plemników r ozmrażając nasienie knura

konserwowane w tubach aluminiowych w temperaturze +40,

+50"C, Perezcanto-F ernandez ( 15) ustalił, iż rozmrażanie ma-

krotub w łaźni wodnej o temperaturze +50"C przez 40 sekund

daje najlepsze efekty, Badania prowadzone przez Weitze l,

wsp. (26), wykazały, iz najskuteczniejszy proces rozmrażania
uzyskuje się rozmrażając tuby płaskie o objętości I,7 mlprzez
13 sekund w temperaturze 50"C, minituby o objętości 1 ml
w temperaturzę 39"C przez IO sekund. Nieco lepsze wyniki
ruchliwości porozmrożeniowej obserwuje się w pojemnikach

płaskich, w których grubość zamrożonego nasienia wynosi
1 mm, co zapobiega powstawaniu płynnych stref izolacyjnych,
a krótki czas rozmrażania zapobiega przegrzaniu plemników
leżących peryferyjnie (4, 12,26).

W porównaniu z roztworami służącymt do zamrażania, roz-

tw ory rozmf a ża|niczę zaw ter aj ą li c zne'elekff olity (22) . Wy s oka

kon centracj a elektrolitów ma bowiem zapobiegać n admięrne-

mu przenikaniu wody do komóręk (13,22).
Obecnię najczęściej stosuje się mineralne roztwory takie

jak BTS-Beltsville thawing solution (19), Hulsenberg (28),

OLEP (1l) oraz INRA-ITP (14). Głównym komponentem

wę glowodanowym tych r ozrzędzalnlków j est glukoza, laktoza

dodatkowo włączona jest w skład rozrzedza7nlka Hulsenberg,

a fruktoza zastępuje glukozę w OLEP, EDTA - kwas etyleno

2 amino tetra octowy wchodzi w skład Hulsenberg, BTS oraz

INRA-ITP. Drugą grupe roztworów rozmtażalniczych stano-

wią roztwory zawieralące białko w formie plazmy nasienia
(5) oraz m]eka odtłuszczonego (8),

podsumowanie

Aktualnie mrożenie nasienia knura prowadzone jest na ogra-

niczoną skalę, głównie z powodu nlższej płodności w porów-

naniu z nasieniem konserwowanym w stanie płynnym, różnej
osobniczej odporności nasienia na proces kriokonserw acji oraz

wysokich kosztów i pracochłonności, Jednak pomimo tych

ujemnych stron, zastosowanie mrozonego nasienia knura daje

określone korzyści. Pozwala na tworzenie ręzerw gęnętycz-

nych najlepszego materiału zarodowego, otwiera możliwości
eksportu nasienia na duze odległości. Głównym problemem

do przezwy ciężenia n adal pozostaj e indywidu alne zr ó żnl,co-

wanie przydatności nasienia od poszczególnych knurów do

konserwacji w niskich temperaturach, określenie optymalnego

czasu inseminacji loch nasieniem mrożonym oraz konieczność
stosowania dużej liczby plemników do jednego zabiegu una-

sienniania. Wyzwaniem nadal pozostaje usprawnienie procesów

zamrażania oraz rozmrażania w celu osiągnięcia optymalnej

płodności oraz ogólnej dostępności mrożonego nasienia knura
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