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WIESLEAW BIELAS

Ocena jakoéci nasienia knura
zamrazanego w slomkach

Katedra Rozrodu Zwierzat i Klinika Poloznicza Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej AR, Pl. Grunwaldzki 49, 50-366 Wroctaw

Summary

Estimation of the quality of boar semen freezing in
straws

The techniques of freezing boar semen in 5 ml
straws was evaluated in vifro. Semen was processed
and frozen according to the method described by
Westendorf et al. (1975). The average post-thaw mo-
tility in 72 ejaculates from 3 hoars was 21% and the
percentage of spermatozoa with normal apical ridges
was 54%. A significant decrease in the percentage of
spermatozoa with a proper motility and an increase
in the percentage of spermatozoa with acrosomal
damages were observed during dilution, cooling, free-
zing and thawing.

Poczatkowo zamrazano nasienie knura w formie kulek
na suchym lodzie (3, 10, 11). Na korzy§¢é metody kul-
kowej przemawiata krétsza ekspozycja nasienia na niska
temperature, ktora w znacznej mierze minimalizowata
szkodliwy wplyw zamrazania na wiadciwoscei biologiczne
plemnikow knura (10). Nastepnie konserwowano nasie-
nie knura w niskich temperaturach w stomkach plasty-
kowych o réznej objetodci i polu przekroju (1,2, 4,5,
7.8.9,12). W przeciwieﬁstwie do nasienia zamrazanego
w kulkach, nasienie konserwowane w stomkach w mi-
nimalnym stopniu narazone jest na mozliwo$é zainfe-
kowania. poniewaz stwierdzono, iz mikroby przezywaja
proces krioprczer\\-ucji (5). Nasienie zamrazane w metodzie
kulkowej moze zostaé zakazone w trakcie sktadowama w
cieklym azocie. jak rowniez W procesie rozmrazania. Na-
sienie zamrazane w tej formie wymaga wiekszej powierz-
chni sktadowania niz stomki, ponadto jest trudniejsze
do oznaczenia i rozmrazania, do jedne] dawki insemi-
nacyjnej niezbedna jest wicksza ilo§¢ kulek. Podstawo-
wym warunkiem w metodzie kulkowej jest stata dostepnos¢
suchego lodu w laboratorium. Natomiast w przypadku
metody stomkowej, nasienie wewnatrz opakowania jest
skutecznie zabezpieczone przed ujemnymi aspektami za-
mrazania w formie kulek.

Celem badan byto okreslenie wptywu zamrazania w
statycznych parach cieklego azotu, na jako$¢ nasienia
knura konfekcjonowanego w stomkach o objgtosci 5
mililitrow.

Matcrial i metody

Doswiadezenia wykonywano na 72 ejakulatach pobieranych
recznic jeden raz W tysodniu od 3 knuréw w wieku od 2 do 5
Jat, znajdujacych sig w Katedrze Rozrodu Zwierzat AR we
Wroctawiu. Badano wylacznie frakeje nasienia hogata w plem-
niki, ktéra filtrowano natychmiast po pobraniu. Ocentano ru-
chliwoé¢ nasienia, do zamrazania przeznaczano ejakulaty o

ruchliwosci powyzej 70%. Przygotowa nie do zamrazania Oriz
wlagciwa konserwacje nasienia w niskich temperaturach prze-
prowadzano wedlug zmodyfikowanej metody duzych stomek
lub makrotub. wprowadzone] przez Westendorfa (12).

Nasienie o odpowiednie] ruchliwodci 1 koneentracji. po po-
braniu umieszezano w lazni wodnej o temperaturze 32°C na
okres 15 minut w celu wyrownania temperatur. Rozrzedzenie
wslepne nasienia wykonywano w stosunku 1:1 lub 1:2 w roz-
rzedzalniku Mercka w izolowanych pojemnikach szklanych o
objetosei 250 ml. W skiad rozrzedzalnika Merck wehodzr glu-
koza — 60.0 g; cytrynian sodu «2H>0 — 3,7 ¢; EDTA - 3.7 &
NaHCO3 — 1,2 g gentamycyna — 0,018 g woda destylowana
do 1000 ml. Po rozrzedzeniu schiadzano pasienie przez 3 go-
dziny do 15°C. Po tym czasie prébki rozrzedzonego nasienta
wirowano przez 10 minut przy 800 g w temperaturze 15°C bez
hamowania. Osad skladajacy sie z plemnikéw rozrzedzano
rozeieficzalnikiem .zimnym” skladajacym sie 7 BO% — 11%
roziworu laktozy i 20% zéltka jaja kurzego. Rozrzedzone na-
sienie schladzano w lodéwee do 5°C przez okres 1.5 godziny.
stopniowo dodajac adpowiednia 1l0s¢ rozrzedzalnika LZimnegn”
a7 do otrzymania docelowej koncentracji 1,5 % 107 plemnikow
w 1 mililitrze. Probki rozrzedzano nastepnie rozrzedzalnikiem
_zamrazalniczym™ do koncentracji koricowe] wynoszace) | mi-
liard plemnikéw w 1 mililitrze nasienia. Sklad rozrzedzalnika
_zamrazalniczego™: 92.5% rozrzedzalnika Lzimnego”, 6% gli-
cerolu oraz 1,5% substancji despergujacej frakcjg lipoprotei-
nowg 26ftka jaja kurzego — Orvus Es Paste. (produkt Minitiib
GmbH). Po rozrzedzeniu ostatecznym napeiniano makrotuby
przygolowanym nasieniem przy pomocy strzykawki o pojem-
nosci 20 ml z igla Lopatyniskiego. Makrotuby mozna réwniez
okresla¢ mianem duzych rurek lub stomek. Sa to pojemniki
wykonane z polietylenu na Politechnice Wroclawskiej 0 wy-
miarach: dlugosé — 28 cm, Srednica zewnetrza = 7 mm. grubosc
Scianki — 0,5 mm, objetos¢ — 3 ml odpowiadajaca w tym
przypadku koncentracji rzedu 5 miliardow plemnikéw w stom-
ce. Dokladnie oznaczone rurki zamykano stalowymi kulkami
o odpowiedniej Srednicy, ustalajac w centrum opakowania pe-
cherzyk powietrza. Stomki zamrazano w parach azotu przez
horyzontalne umieszezenie ich na stalowym wieszaku, w sty-
ropianowym pudefku o wymiarach 40x30x15 cm, 5 cm nad
Justrem cieklego azotu przez okres 20 minul. Poziom cieklego
azotu w kontenerze wynosil 3 cm, w strefic gdzie znajdowaly
si¢ stomki temperatura kontrolowana termometrem kontakto-
wym wahata si¢ w granicach -120°C. Po zamrozeniu rurki
umieszezano w kontenerze z cieklym azotem. Stomki rozmra-
zano najwczesniej po 24 godzinach przez zanurzenie i obraca-
nie w lazni wodnej o temperaturze 50°C przez 40 sekund.
{emperatura nasienia po rozmrozeniu wynosita od 20 do 25°C.
Rozmrozone nasienie niczwlocznie rozrzedzano rozrzedzalni-
kiem Merck o temperaturze pokojowej w stosunku 1:10,

Ruchliwo$¢ nasienia badano po pobraniu, po rozrzedzeniu,
przed zamrozeniem oraz po 30 minutowej i 3 godzinnej inku-
bacji w temperaturze 30°C po rozmrozeniu 1 rozrzedzeniu roz-
rzedzalnikiem Merck.

Po rozmroZeniu szezegding uwage zwracano na oceng morfo-
logii akrosomow plemnikow. ktdre utrwalano roztworem for-
malinowo-cytrynianowym o skladzie: cytrynian sodu — 2.9 &
formaldehyd — 4 ml. woda destylowana do 100 ml. Mortologie
aKrosOMEW rozpatrywano w oparciu o powszechnie stosowani
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w ocenie rozmrozonych plemnikéw knura metode Pursela,
uwzgledniajac odsetek plemnikéw z normalnym, niezmienio-
nym akrosomem (9).

Koncentracje nasienia okre§lano przy uzyciu komory Tho-
ma-Zeissa. Z kazdego badanego ejakulatu po pobraniu sporza-
dzano preparaty mikroskopowe barwione metoda bydgoska do
oceny morfologicznej plemnikéw.

Wyniki i oméwienie

Badania przed zamrozeniem i po rozmrozeniu przeprowa-
dzono na 72 ejakulatach. Po wirowaniu przecigtnego ejakulatu
okolo 20% komdrek pozostawato w ptynie nad osadem, pro-
cesowi zamrazania poddawano pozostale 80% — §rednio okoto
30x10° plemnikéw. Z kazdego ejakulatu sporzadzano 6 duzych
stomek o zawartosei 5x10° plemnikiw kazda. Jakosé nasienia
po rozmrozeniu oceniano na podstawie odsetka plemnikéw o
ruchu prawidlowym oraz procentu komdrek piciowych z nie-
uszkodzonym akrosomem. Odsetek plemnikéw o ruchu pra-
widtowym badano po oddzieleniu frakcji zelowej od ejakulatu,
po rozrzedzeniu wstepnym 1 ostalecznym przed zamrozeniem
i po rozmrozeniu. Morfologie akrosoméw badano bezposred-
nio po rozmrozeniu. Ocen¢ ruchliwosci przeprowadzano 30
minut po rozmrozeniu ze wzgledu na lepkos¢ rozrzedzalnikéw
stosowanych do zamrazania. Test przezywalnosci plemnikéw
po rozmrozeniu przeprowadzano w temperaturze 30°C przez
okres 3 godzin.

Wyniki laboratoryjnych badan jakosci nasienia przed za-
mrazaniem i po rozmrozeniu prezentuje tab. 1.

Tab 1. Jukos¢ nasienia knurdw przed procesem zamrazania
1 po roznrozeniu

Procent plemnikéw |
o ruchu prawidfowym |
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Zaobserwowano istotne obnizenie odsetka plemnikéw o ru-
chu prawidtowym po procesie wirowania i schtodzeniu do
5°C. Po rozmrozeniu nasienia i 30 minutowej inkubacji w
temperaturze 30°C, 21% plemnikéw poruszato si¢ ruchem
postepowym. Po dalszych 3 godzinach inkubacji, wlasciwosci
ruchowe posiadato okoto 10% komérek ptciowych. Bezpo-
Srednio po rozmrozeniu nieuszkodzony akrosom stwierdzono
u 549% plemnikdéw. )

Jako kryterium badand jakosci nasienia przed i po rozmro-
zeniu przyjeto oceng ruchliwosct plemnikéw i integralnosci ich

akrosomoéw. Sa to najczesciej na Swiecie stosowane wskazniki
oceny jakoSci mrozonego nasienia knura (1). Wymienione
testy przeprowadza si¢ w celu okreslenia zdolnosci do za-
plodnienia komérki jajowej przez rozmrozone plemmniki. Przy
ocenie jako$ci mrozonego nasienia knura zauwazono wysoka
wzajemng korelacje pomigdzy badanymi wskaZnikami (6).
Niemniej jednak zauwazono, i7 parametry te nieco slabiej
skorelowane sa z wskaznikiem oproszersi i liczebno$cia miotéw
po inseminacji nasieniem mrozonym (1, 5). Ponadto nadal
najbardziej miarodajnym wyznacznikiem jakosci mrozonego
nasienia pozostaje préba biologiczna polegajaca na inseminacji
samic nasieniem mrozonym (7).

Wynikiem wczesnych doswiadczed w badaniach nad kon-
serwacja nasienia knura w niskich temperaturach w oparciu
o metody zamrazania nasienia buhaja, bylo utrzymanie zdol-
nosci ruchowej plemnikéw., nie rokujacej jednak zaptodnienia
komoérki jajowej 1 urodzenia zywych prosiat od loch (6, 7).
Dlatego ocena ruchliwosei plemnikéw knura po rozmrozeniu,
uwazana jest za mniej miarodajny wskaznik w przewidywaniu
o0 zdolnosci do zaptodnienia samic nasieniem mrozonym. Ob-
nizenie procentu plemnikéw o ruchu prawidtowym jest natu-
ralng konsekwencja konserwacji w niskich temperaturach. Jest
to powaznym problemem dotyczacym szczegdlnie mrozonego
nasienia knura, co potwierdza réwniez przeprowadzone doswiad-
czenie. Udowodniono, iz rozrzedzanie, wirowanie, schtadzanie,
mrozenie | rozmrazanie istotnie obniza odsetek plemnikow o
ruchu prawidtowym (1, 6, 7, 10, 12). Po rozmrozeniu nasienia
zamrazanego w kulkach, plemniki o ruchu post¢gpowym sta-
nowig od 20 do 50% ogdélnej liczby komérek pitciowych.
natomiast po rozmrozeniu nasienia konfekcjonowanego w du-
zych stomkach odpowiednio od 20 do 40% (1, 3, 8§, 10, 11, 12).

Ocena budowy akrosomu plemnika jest obok ruchliwosci,
jednym z gitéwnych wskaZnikéw oceny jakoSci nasienia po
rozmrozeniu, uzytecznym szczegdlnie w rokowaniu o spo-
dziewanej zdolnosci do zaptodnienia komérek jajowych sa-
micy (7). Udowodniono duza przydatnos¢ tego wskaznika
przy ocenie jakosci rozmrozonego nasienia knura (I, 5, 7).
Plazma bton oraz zewnetrzna partia akrosomu plemnika knura
jest szczegOlnie podatna na uszkodzenia spowodowane pro-
cesem konserwacji w niskich temperaturach (4, 6, 9). W na-
sieniu Swiezym po pobraniu, nieuszkodzony akrosom posiada
powyzej 90% komoérek, natomiast tuz po rozmrozeniu zaréwno
kulek jak i stomek, naruszona strukture akrosomu wykazuje
od 40 do 60% plemnikéw knura (1, 2, 7, 8).

Reasumujac nalezy stwierdzié, ze procesy rozrzedzania,
schladzania, zamrazania i rozmrazania nasienia knura w stom-
kach o objgtosci 5 ml istotnie obnizaja procent plemnikéw o
ruchu prawidtowym oraz podnosza odsetek komorek z usz-
kodzonym akrosomem.
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Wplyw synchronizacji owulacji
i reinseminacji na liczebno$s¢é miotow
u loszek i wielorodek
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Summary

The influence of synchronization of ovulation and rein-
semination on the number of litters in gilts and sows

The aim of the study was to investigate the influence
of pharmacological synchronization of ovulation and
reinsemination on the number of litters in gilts and
sows. The investigations were done on 207 gilts and
206 sows. Ovulation was synchronized by the use of
Receptal (2 ml/animal) or Chorulon (500 iu/animal).
Reinsemination was performed 24 h after the first
insemination.

It was found that reinsemination and ovulation
synchronization significantly increased the number
of piglets in litters of gilts and decreased the number
of still born piglets. The procedure used did not
significantly increase the number of piglets in litters
of sows. However, it decreased the percentage of still
born piglets.

Konkurencyjno$é w stosunku do innych dziatéw pro-
dukcji zwierzecej jak i zyski z prowadzenia chowu trzody
chlewnej zalezg w duzej mierze od produktywnosci stada
zarodowego. Produktywnosé loch mierzona liczba prosiat
przypadajacych na samice rocznie jest funkcja wielkosci
miotu w chwili odsadzenia prosiat oraz liczby miotow
przypadajacych na loche rocznie. Tak wiec oplacalnos¢
tej gatezi produkeji zwierzgcej zalezy z jednej strony od
liczebnosci miotéw z drugiej za§ od liczby prosiat od-
sadzonych (2). Zwickszona liczba prosiat uzyskanych
od maciory rocznie zmniejsza takze wydatnie koszty
utrzymania stada reprodukeyjnego. Amerykanski produ-
cent trzody chlewnej aby mie¢ dochéd musi odchowac
ponad 12 prosiat od maciory rocznie. Kazde odsadzone
prosie ponad 12 sztuk od maciory w roku, stanowi zysk
rzedu 40-60 dolardw.

Jedna z metod podnoszacych produkeyjnos¢ macior
jest zwiekszenie liczebnosci prosiat w miocie. Stad tez
celem podjetych badari bylo okreSlenie wplywu reinse-
minacji oraz synchronizacji owulacji §rodkami farma-

kologicznymi na liczebno$¢ miotéw u loszek 1 macior
wielorédek.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 207 loszkach (grupa I) 1206
maciorach wielorédkach (grupa IT) w jednej z chlewni zarodo-
wych potozonych w srodkowo-wschodnim rejonie Polski. Sa-
mice w kazde] z grup podzielono na cztery podgrupy. Loszki
podgrupy Ia (n=50 szt.) i maciory podgrupy Ha (n=41 szt.)
stanowity kontrolnag grupe dla samic pozostatych podgrup. U
macior tych wykonywano tylko pojedyncza inseminacje. U
loszek podgrupy Ib (n=50 szt.) i macior podgrupy Ith (n=30
szt.) wykonano zabieg inseminacji a po uplywie 24 godzin
reinsemninacji. U samic podgrupy Ic (n=52 szt.) i Ilc (n=55 szt.)
wykonano zabieg inseminacji z réwnoczesnym podaniem gona-
doliberyny (Receptal 2,0 ml na szt.), za$ loszkom podgrupy 1d
(n=54 szt.) i lochom podgrupy Ild (n=60 szt.) po jednorazo-
wym zabiegu inseminacji podano choriogonadotroping (Cho-
rulon w ilogci 500 1. U. na szt.). Do inseminacji uzyto nasienia
standardowo rozrzedzonego w 1 i 2 dniu po pobraniu. od 3
knuréw tej samej rasy.

Podczas porodéw u macior objetych doswiadczeniem reje-
strowano liczbe urodzonych prosiat. Czgs¢ wynikéw badan
poddano analizie statystycznej testem t—Studenta.

Wyniki i oméwienie

Liczbe urodzonych prosiat w mjocie w zaleznosci od liczby
inseminacji w jednej rui i stosowanych preparatéw do syn-
chronizacji owulacji, przedstawiono w tab. 1. Analiza uzyskanych
wynikow badan wskazuje jednoznacznie, ze zastosowanie rein-
seminacji i synchronizacji owulacji spowodowaly statystycz-
nie istotny wzrost liczebnosci miotéw w grupie samic po raz

Tab. 1. Wielko§¢ miotu w zaleznosci od liczby zabiegdw inseminacji
i stosowanych srodkéw do synchronizacji owulacji (X£s)

Grupa ST Reinseminacja Reechn HCG
kontrolna 2.0 mlfszt. | 500 LU /szt
1 n =50 n = 5l n =352 n:54_
Loszki 7.9442,16 0.72+2.41% 9.4240,52% | 9,68+2,06% )
I n = 41 n =50 n =55 n:60_
Wielorddki | 11.2242,60 11.2842,17 11,71£1,55 | 1 I,77il,30_

Objasnienie: * — réznica istotna przy p > 0,05.



