454

Medycyna Wet. 51 (8) 1995

18. Ludwig H.: Bovine herpesviruses, w: The Herpesviruses, red. B. Roizmann,
Plenum Press, New York 1983.

19. Ludwig H., Gregersen J. P.: Rev. sci. tech. off int. Epiz. 5, 869, 1986.

20. Mackay J. M. K.: J. Comp. Pathol. 79, 147, 1969.

21. Malmquist W. A., Krauss H. H., Moulton J. E., Wandera J. G.; Lab. Invest.
26, 528, 1972.

22. Mohanty S. B., Hammond R. C., Lillis M. G.: J. Am. Vet. Med. Ass. 158,
1978, 1971.

23. O’Connor M.: Irish Vet. 1. 41, 345, 1987.

24 Offay J. M., Mock R, Fulton R. W.: Am. J. Vet. Res. 54, 4, 1993

25. Opdenbosch Van E., Wellemans G., Ooms L. A., Degrese A. D.: Vet. Res.
Communications 12, 111, 1988.

26. Osorio F. A., Rock D. L., Reed D. E.: . gen. Virol. 66, 1941, 1985.

27. Papanastasopoulow M., Koptropoulos O., Ludwig H.: Comp. Immunol.
Microbiol. infect. Dis. 14, 47, 1991,

28. Pierson R. E., Hambdy F. M., Dardiri A. H., Ferris D. H., Schloer G. M.
Am. J. Vet. Res. 40, 1091, 1979.

29. Plowright W., Ferris R. D., Scotr G. R.: Nature 4757, 1167, 1960

30. Rock D. L., Hayemoser W. A., Osorio F. A., Reed D. E.: J. gen. Virol. 67,
2515, 1986.

31. Rock D. L., Nesburn A. B., Ghiasi H., Ong J., Lewis T. L., Lokensgard J.
R., Wechsler S. L.: J. Virol. 61, 3820, 1987.

32. Roizmann B., Baines J.: Comp. Immunol. Microbiol. infect. Dis. 14, 47,
1991.

33. Roizmann B.: Arch. Virol. 123, 425, 1992.

34, Saito J. K., Gribble D. H., Berrios P. E., Knight H. D., McKercher D. G.:
Am. J. Vet. Res. 35, 847, 1974,

35. Scott F. M., Martin W. B.: Vet. Rec. 102, 464, 1978.

36, Scotr F. M.: Bovine herpesvirus 2 infections, w: Herpesvirus Diseases of
Cattle, Horses and Pigs, red. G. Wittmann, Kluwer Academic Publishers,
Boston 1989.

37. Stanberry L. R.: Prog. med. Virol. 33, 61, 1986.

38. Studdert M. J., Brake F., Browning G. F.: Austr. Vet. J. 66, 402, 1989.

39. Thiry E., Bublot M., Dubuison J., Pastorer P. P.: Bovine herpesvirus 4
(BHV-4) infectious of cattle, w: The Herpesvirus Diseases of Cattle,
Horses and Pigs, red. G. Wittmann, Kluwer Academic Publishers, Boston
1989.

40. Verwoerd D. W., Meyer-Scharrer E., Broekman J., De Villers E. M.:
Onderstepoort J. Vet. Res. 46, 61, 1979.

41 Villers de E. M.: J. Virol. 22, 705, 1979.

42. Wentink G. H., van Oirschot J. T., Verhoeff J.: Vet, Quart, 15, 30, 1993,

43, Zmudziriski J. F.: Charakterystykai podstawy zwalczania zakazefi wirusem
otretu u buhajéw. Praca hab., Putawy 1987.

Adres autora: dr Andrzej Salwa, ul. Chalubiniskiego 6/32, §0-807
Gdansk

WIESEAW BIELAS, ANDRZEJ] DUBIEL

artykut przegladowy

Konserwacja nasienia knura w niskich temperaturach
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Pomimo wysitkéw badawczych na catym $wiecie nie zostata
jeszcze opracowana w petni zadowalajaca metoda konserwacii
nasienia knura w niskich temperaturach (2, 3). Stan ten spo-
wodowany jest brakiem niezawodnych metod, ktére moga
prognozowac in vitro o zdolnosci do zaptodnienia mrozonego
nasienia knura oraz ekstremalng gatunkowq wrazliwoscia jego
nasienia na procesy kriokonserwacji spowodowana charakterys-
tyczng budowa blon komérkowych plemnikéw (3, 6, 13).

Do 1970 r. niekorzystnymi wynikami koficzyly si¢ préby
zamrazania nasienia knura w oparciu o metody konserwacji
nasienia buhaja (3). Dopicro w 1970 r. Polge i wsp. (16)
opisali pierwsze skuteczne zaptodnienia uzyskane po zastoso-
waniu nasienia mrozonego knura, ktére nastgpity po inseminacji
chirurgicznej bezposrednio do jajowodu loszki. Rok pdzniej
opisano trzy metody gigbokiego zamrazania nasienia knura,
wynikiem ktérych bylo uzyskanie ciagz po inseminacji doszyj-
kowej (5, 8, 18). Jednak zadna z tych wczesnych metod nie
zostala zastosowana na szeroka skale¢ w inseminacji trzody
chlewnej ze wzgledu na niski wskaznik oproszen w poréwnaniu
z nasieniem $wiezym (3).

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

Metody konserwacji nasienia knura
w niskich temperaturach

Istnieja cztery podstawowe metody zamrazania nasienia
knura w niskich temperaturach, ktére testowane byly w wa-
runkach polowych przez Pursela w 1975 r. (19), Westendorfa
w 1975 r. (28), Paquignona w 1976 1. (14) i Larsonaw 1977 r.

(11). Wedtug danych pi§miennictwa (9, 10) aktualnie stoso-
wane metody konserwacji opieraja si¢ gtéwnie na pracach
wymienionych badaczy. Wszystkie badania, oprécz metody
Westendorfa, wymagaja zamrazania nasienia w kulkach we-
dtug Nagase i Niva oraz posiadajg nastepujace wspélne cechy:
inkubacje nasienia przed wirowaniem oraz zamrazanie ple-
mnikéw w formie skoncentrowanej przy niskim stezeniu glicerolu
(19). Z powyzszych danych, ktére prezentuja wymienieni au-
torzy wyszczeg6lni¢ mozna cztery nastgpujace zasady:

— ekwilibracja przez okoto 4,5 godziny,

— koncentracj¢ nasienia przez wirowanie oraz usunigcie
plazmy nasienia przed schtadzaniem plemnikéw do 15°C. Wi-
rowanie odbywa si¢ albo tuz po pobraniu, albo po inkubacji,

- zamrazanie skoncentrowanej zawiesiny plemnikéw 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 milionéw do 1 miliarda plemnikéw w 1 ml (7, 14, 28),

— dodawanie tuz przed zamrozeniem do zawiesiny plemni-
kow niewielkiej ilosci glicerolu (1).

Problematyka zamrazania i konfekcjonowania
nasienia knura

Nasienie knura wymaga szybszego tempa mrozenia niz na-
sienie innych gatunkéw zwierzat (17). Warunek ten spetnia
zamrazanie nasienia knura w formie kulek na suchym lodzie,
co zostalo uwzglednione przez wymienionych autoréw (10,
11, 14, 19).

Brakuje wyczerpujacych danych na temat schladzania na-
sienia w makrotubach metody Westendorfa (28). Uczony ten
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wykazal réwniez wady zamrazania nasienia w formie kulek,
takie jak: wigksza pracochtonno$é, skomplikowany proces roz-
mrazania oraz duzg ilos¢ granulek nasienia potrzebng do jed-
nego zabiegu inseminacyjnego.

Stwierdzono takze (25), Ze nasienie konfekcjonowane w
cienkosciennych tubach aluminiowych, wykazuje wyzsza ru-
chliwo$¢ po rozmrozeniu, gdy jest schtadzane w parach azotu
w czasie 3 minut od temperatury +5 do -100°C.

Z przyczyn praktycznych bardziej pozadane wydaje si¢ za-
mrazanie nasienia knura w opakowaniach o wigkszych obje-
todciach. Obecnie mrozone nasienie knura konfekcjonuje sie
w duzych tubach plastykowych o objetosci 5-6 ml (2, 9),
minitubach o objgtosci od 0,25 do 0,5 ml, torebkach plasty-
kowych o objgtosci 6 ml oraz w tubach ptaskich o objetosci
1,7 ml (4, 12, 26).

Przechtodzenie (supercooling) wystgpujace w trakcie za-
mrazania nasienia dopéty nie jest szkodliwe dla zamrazanych
plemnikéw, dopdki nie wystapi krystalizacja lodu. Wraz z
rozpoczeciem formowania si¢ krysztatéw lodu wytwarza sie
utajone cieplo topnienia, ktére przez wzrost temperatury w
zamrazanym nasieniu, prowadzi do przedluzenia okresu po
zapoczatkowaniu zamrazania (freezing point plateau). Procesy
te powoduja uwalnianie wody z zamrazanej probki nasienia,
wskutek czego plemniki narazone sg na letalne dla nich zmiany
cis$nienia osmotycznego (7, 13, 21).

Na te szkodliwe nastepstwa w mniejszym stopniu podatne
sa plemniki zamrazane w formie kulek na suchym lodzie oraz
w minitubach o przekroju okragtym i ptaskim o matej objetosci
od 0,25 do 1,7 ml, jak réwniez w torebkach o objgtosci 5 ml
i wymiarach 5 na 10 cm. W tych przypadkach obserwuje si¢
bowiem stosunkowo lepsza jako$¢ nasienia po rozmrozeniu,
dzigki duzej powierzchni kulki lub opakowania w stosunku
do matej objetosci i zwigzanemu z tym szybkiemu uwalnianiu
ciepta (4, 21).

Nasienie knura konfekcjonowane natomiast w metodzie ma-
krotub w stomkach o objgtosci 5-6 ml, jest bardziej narazone
na szok osmotyczny z powodu duzej objetoSci w stosunku
do malej powierzchni opakowania. Stan ten zwiazany jest z
wolniejszym oddawaniem ciepta oraz z suboptymalnym tem-
pem zamrazania-rozmrazania centralnie znajdujacych sie ple-
mnikéw (12, 21).

Szybko$¢ zamrazania centrum makrotub pozostaje subop-
tymalna pomimo regulowania odlegtoéci od powierzchni ciek-
tego azotu a nawet podczas zamrazania w clektronicznie
sterowanych urzadzeniach (4).

Alternatywnym postepowaniem bylo sptaszczenie dostgpnych
stomek w celu zmniejszenia pola przekroju i uzyskania ko-
rzystnego stosunku powierzchni do objetosei (12, 26). Jednak
gtowna wada stomek plaskich o objetosei 1,7 ml, jest konie-
cznos¢ uzycia kilku sztuk do jednej inseminacji. Ponadto nie
stwierdzono istotnych réznic pomigdzy wskaZnikami ptodnosci
po zastosowaniu tych stomek oraz makrotub o objetodci 5 ml,
pomimo lepszej jakosci nasienia po rozmrozeniu opakowan
ptaskich (24).

Wyzszy 0 12% wskaznik zaptodnionych komérek jajowych
w poréwnaniu do metody makrotub, otrzymano po elekiro-
nicznym zamrazaniu w parach azotu, nasienia konfekcjonowa-
nego w torebkach plastykowych o objetosci 5 ml, powierzchni
50 cm? i przekroju 1 mm (4).

Wydaje si¢, iZ optymalnym tempem zamrazania dla ple-
mnikéw knura jest szybko$é 3°C na minute od 5 do -6°C,
1 minuta w temperaturze -6°C oraz 20°C na minute dalej od

-6°C do -100°C (4). Szybko$¢ ta jest mozliwa do osiagnigcia
jedynie w programowanych elektronicznie urzadzeniach stu-
zacych do mrozenia komérek i tkanek (2, 21). Urzadzenia te
umozliwiaja btyskawiczne przechodzenie przez najbardziej
krytyczna strefg temperatur w przedziale od 0°C do -20°C,
w ktérej dochodzi do uszkodzenia az 75% plemnikéw (21).

Rozrzedzalniki

Rozrzedzalniki stuzace do zamrazania nasienia knura po-
dzieli¢ mozna na 2 rézne grupy. Pierwsza stanowia pozywki
pozbawione buforéw, zawierajace zéttko jaja, glukoze (16)
oraz 76ttko, laktoze 1 Orvus Es Paste, detergent dyspergujacy
frakcje lipoproteinowa zéltka jaja kurzego (28). Do drugiej
grupy zaliczamy rozrzedzalniki zawierajace bufor w postaci
TRIS (2-amino-2 hydroksymetylopropano-1,3 diol) lub TES
(kwas N-tris-(hydroksymetylo) metylo-2-aminosulfonowy) (11,
19). Uszkodzenia komérek powstajace w trakcie mrozenia
nasienia knura uzaleznione sa réwniez od stezenia jonowego
rozrzedzalnikéw. Najlepsze efekty osiagano przy uzyciu roz-
rzedzalnik6w o niskiej koncentracji elektrolitéw (22). Gtéwnymi
sktadnikami rozrzedzalnikéw sa cukry, biatka, lipoproteiny,
bufory oraz krioprotektory giéwnie glicerol.

Cukry

Glukoza i laktoza sa najczesciej stosowanymi sktadnikami
rozrzedzalnikéw w aktualnie stosowanych metodach zamra-
zania nasienia knura, powodujacych optymalny wzrost odsetka
plemnikéw o ruchu prawidlowym, posiadajacych nieuszko-
dzony akrosom (14, 19). Dziatanie krioprotekcyjne cukréw po-
lega na stabilizacji ci$nienia osmotycznego poprzez obnizenie
koncentracji elektrolitéw i zewnatrzkomérkowy wzrost pro-
centu wody niezwiazanej (13).

Bialka i lipoproteiny

Dostarczane sa do pozywek w formie zéitka jaja, mleka
lub kazeiny. Frakcja lipoproteinowa zottka chroni akrosomy
plemnikéw knura przed szokiem chtodowym (6). Z6ttko mozna
jedynie wykorzystywaé do rozrzedzania osadu plemnikéw po
wirowaniu poniewaz wywiera negatywny wplyw na zywotnos¢
plemnikéw w czasie ekwilibracji (19). Mechanizm dzialania
tych sktadnikéw nie jest jasny (14), wydaje si¢, 1z wywieraja
one swéj korzystny wplyw przez zmniejszenie intensywnosci
hydrolizy lipidéw wchodzacych w skiad bton, stabilizujac
btony plemnikéw (23).

Glicerol

Kluczem do oddziatywania glicerolu polegajacego na ochro-
nie plemnikéw knura przed niekorzystnym wplywem niskiej
temperatury, stato si¢ obnizenie stgzenia oraz dodawanie tego
zwiazku w rozrzedzeniu ostatecznym tuz przed procesem mro-
zenia (1, 16). Glicerol wraz z DMSO (2-metylosulfotlenck),
w przeciwiefistwie do cukréw, nalezy do czynnikéw kriopro-
tekcyjnych penetrujacych blony plemnikéw (1, 6). Nowsze
doniesienia naukowe sugeruja stezenie 3% glicerolu jako op-
tymalne dla zachowania duzej liczby plemnikéw ruchliwych
z nieuszkodzonym akrosomem (1, 2, 7).

Orvus Es Paste, (OEP)

Syntetyczny detergent obnizajacy napigcie powierzchniowe,
wprowadzony przez Grahama (8). Skutecznie ochrania inte-
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gralnos¢ akrosoméw oraz polepsza ruchliwos¢ plemnikéw po
rozmrozeniu, istotnie podnoszac wskaznik oproszef (20, 28).
Stwierdzono, iz najlepsze efekty uzyskuje si¢ po lacznym
zastosowaniu z glicerolem (20). Mechanizm jego dziatania
nie jest dokladnie wyjasniony, ale wydaje si¢, ze dziala on
raczej przez przemiany sktadnikéw zéttka, anizeli przez sta-
bilizacje bton plemnikéw (23).

Plazma nasienia

W pismiennictwie istnieja sprzeczne dane na temat Krio-
protekcyjnego wplywu plazmy nasienia w pozywkach (20,
24). Badania Pursela wykazaty, iz obecnos¢ plazmy w trakcie
ekwilibracji, podnosi odporno$é plemnika na procesy schia-
dzania, a wykluczenia jej przed mrozeniem przez wirowanie,
podwyzisza odsetek plemnikéw z normalnym akrosomem (18).
Zwiazane to jest z obecno$cia w plazmie zasadowych biatek
posiadajacych wiasciwosci hemaglutynacyjne w stosunku do
bton plemnikéw (6). Zdecydowanie przeciwny charakter wy-
kazuje zawarty w plazmie kwas sjalowy, ktéry zwigksza ruchli-
wos¢ i jako$¢ plemnikéw po rozmrozeniu, jesli jego zawartos¢
zblizona jest do 0,042 mg/ml (27).

Proces rozmrazania

Ze wzgledu na duza objetosé nasienia potrzebnego do jednej
dawki inseminacyjnej, postepowanie w trakcie rozmrazania
nasienia knura zasadniczo odbiega od sposobéw rozmrazania
nasienia samcéw innych gatunkéw. Rozmrazanie kulek polega
na rozmrazaniu ich w, specjalnych roztworach, wstepnie pod-
grzanych do +40, +50°C (10, 19). Szybkie ocieplanie chroni
plemniki przed rekrystalizacja matych krysztatkéw lodu we-
wnatrzkomoérkowego na wigksze (13). Waide (25) uzyskiwat
optymalne parametry plemnikéw rozmrazajac nasienie knura
konserwowane w tubach aluminiowych w temperaturze +40,
+50°C. Perezcanto-Fernandez (15) ustalil, iz rozmrazanie ma-
krotub w 1aZni wodnej o temperaturze +50°C przez 40 sekund
daje najlepsze efekty. Badania prowadzone przez Weitze i
wsp. (26), wykazaly, iz najskuteczniejszy proces rozmrazania
uzyskuje si¢ rozmrazajac tuby ptaskie o objetosci 1,7 ml przez
13 sekund w temperaturze 50°C, minituby o objetosci 1 ml
w temperaturze 39°C przez 10 sekund. Nieco lepsze wyniki
ruchliwos$ci porozmrozeniowej obserwuje si¢ w pojemnikach
ptaskich, w ktérych grubos¢ zamrozonego nasienia wynosi
1 mm, co zapobiega powstawaniu ptynnych stref izolacyjnych,
a krétki czas rozmrazania zapobiega przegrzaniu plemnikéw
lezacych peryferyjnie (4, 12, 26).

W poréwnaniu z roztworami stuzacymi do zamrazania, roz-
twory rozmrazalnicze zawieraja liczne elektrolity (22). Wysoka
koncentracja elektrolitéw ma bowiem zapobiega¢ nadmierne-
mu przenikaniu wody do komdrek (13, 22).

Obecnie najczesciej stosuje si¢ mineralne roztwory takie
jak BTS-Beltsville thawing solution (19), Hulsenberg (28),
OLEP (11) oraz INRA-ITP (14). Gléwnym komponentem
weglowodanowym tych rozrzedzalnikéw jest glukoza, laktoza
dodatkowo wlaczona jest w skiad rozrzedzalnika Hulsenberg,
a fruktoza zastgpuje glukoze w OLEP. EDTA ~ kwas etyleno
2 amino tetra octowy wchodzi w sktad Hulsenberg, BTS oraz
INRA-ITP. Druga grupe roztworéw rozmrazalniczych stano-

wia roztwory zawierajace biatko w formie plazmy nasienia
(5) oraz mleka odtluszczonego (8).

Podsumowanie

Aktualnie mrozenie nasienia knura prowadzone jest na ogra-
niczona skale, gléwnie z powodu nizszej ptodnosci w poréw-
paniu z nasieniem konserwowanym w stanie plynnym, réznej
osobniczej odpornosci nasienia na proces kriokonserwacji oraz
wysokich kosztéw i pracochtonnosci. Jednak pomimo tych
ujemnych stron, zastosowanie mrozonego nasienia knura daje
okreslone korzysci. Pozwala na tworzenie rezerw genetycz-
nych najlepszego materiatu zarodowego, otwiera mozliwosci
eksportu nasienia na duze odleglosci. Giéwnym problemem
do przezwycigzenia nadal pozostaje indywidualne zrdznico-
wanie przydatnosci nasienia od poszczegélnych knuréw do
konserwacji w niskich temperaturach, okreslenie optymalnego
czasu inseminacji loch nasieniem mrozonym oraz konieczno$¢
stosowania duzej liczby plemnikéw do jednego zabiegu una-
sienniania. Wyzwaniem nadal pozostaje usprawnienie procesow
zamrazania oraz rozmrazania w celu osiagnigcia optymalnej
ptodnosci oraz ogdlnej dostgpnosci mrozonego nasienia knura
w terenie.
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