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U
jest
ośro
i sprzedażąnasienia. O zapłodnieniu w dużym stop-
niu decyduje obecnośc żywych plemników, z nie
uszkodzonym akrosomem, które powinny znaldow ac
się w jajowodzie samicy krótko po owulacji. Zatem
wybór właściwego momentu unasieniania jest jednym
z p o dstawo!\ych czynników limituj ących efektyłvno ś ć
zablegu inseminacji. Wykazano, ze plemniki zdolne
do zapłodnienia docierajądo cieśni jajowodu krołvy
około 8 godzin po inseminacji lub kryciu i pozostają
tam do momentu owulacji. Jednocześnls zauważono,
że częśćplerrrnikow dociera do tego miejsca już w kilka
minut po kryciu lub unasienianiu, j ednakże z ntewy ja-
śnionych do tej pory przyczyn nie są one zdolne do
zapłodnienia, gdyżwiększość z nich jest marlwa i po-
siada uszkodzoną błonę komórkową (11). Ponadto
stwierdzono, że żywe plemniki przesuwają się w do-
macicznączęśc cieśni jajowodu tylko w czasie bliskim
owulacj i. O dp owi edn la liczb a pl emników z nieuszko -

dzonym akrosomem i zdolnych do zapłodnienia po-
winna znaleźć się w układzięrozrodczym krowy oko-
ło 6-12 godzinprzed owulacją (11).

Labotatoryjna ocena jakości nasienia

Rutynowe badania nasienia buhajów w stacjach
unasieniania obejmuje szereg parametrów, m,in. oce-
nę koncentracji plemnikóq ich ruchliwość, morfolo-
glę oTazprzydatność do długotrwałego przechowyłva-
nia (2) . M anipulacj e tow at zy szące po zyskiwaniu, o c e-
nlę | rozrzedzanil ejakulatu oTaz proces mrożenia
wywierająz pewnościąnegatywny wpływ na jakość i
żywotno ś ć plemników. Naj nowsze b adania wykazały,
że p o dc zas zamr ażania i r o zmr ażani a p 1 emników bu-
haja, częśc białek błony komórkowej ulega zniszcze-
niu, co prawdopodobnie obntża - w porównaniu ze
świeżym nasieniem - przydatność plemników mrozo-
nych do zapłodnienia (16), W ostatnim czasie dlżym
zainteresowaniem cieszy się analiza jakości nasienia
przy użyciu cytometrli przepływowej (3, 22), Pomi-
mo intere suj ących wyników, ko s zt zakup u ur ządzenta
nadal utrudnia zastosowanie tej metody badawczej w
rutynowej ocenie nasienia.

Ob ecnie za po dstawowy p arametr charakte ry zujący
przydatność nasienia p_o roz.mrożeniu do inseminacji,
przyj muj e się procent plemników o ruchu postępowym.
Do inseminacji kwalif,rkowane sąejakulaty, w których

co najmniej 50% plemntków przeżywaproces zamro-
żęnta l, rozmrożenia oraz wykazuje ruch postępowy.
Trudno jednak na podstawie
trów przewidywać płodność
nie uwaza się, ze korelacja pomiędzy tymi parametra-
mi a płodnościąjest niska (9, 14,2I). Również meto-
da dojrzewania t zapłodnienia oocytow in vitro oka-
zuje się mało przydatna w przewidywaniu płodności
buhaja. Najnowsze badania wykazaĘ brak korelacji
pomiędzy wskaźnikiem penetracji oocytów w warun-
kach in vitro a uzyskiwanymi parametrami niepowta-
rzalności rui §R) dla danego buhaja (9). Dodatko-
.vym elementem utrudniaj ącym przewidl,wanie płod-
ności na podstawie oceny nasienia jest wysoka zmięn-
no śó j ako ś c i poszcze golnych ej akulatów te go s ame go
samca w zalężności od pory roku, sposobu i poziomu

oceny nasienia po r ozmr ożęntu, np. ruchliwo ścią plem-
ników (r : 0,53) oraz udziałem plemników o prawi-
dłowej budowi e morfo 1o gic znej (t : 0, 5 9), cho ciaż za-
kres prób biologicznych nie był w tych doświadcze-
n
p
n
ków zprawidłowym akrosomem a płodnością buhaj a,

było potwierdzone ob szemym te stem biolo gicznym.
W hodowli zdarzają się buhaje, których nasienie,

mimo dobrych wyników oceny laboratoryjnej, nie
sprawdza się w warunkach
haje, których nasienie posi
o ruchu postępowym, a uzy
rzalności rui wynosił zaledwię 50-55o/o, a wskaźnik
cielności 40-45%.I na odwrót; sąbuhaje, które uzy-
skują wysoki współczynnik NR pomimo słabych wy-
ników oceny jakościowej nasienia (14). W Polsce spo-
tyka się również buhaje oddające ejakulaty zniższym
ldziaŁęm plemników o ruchu postępowym (30-40%)
uzyskujące wskaźnik NR na poziomie 65,] 50ń, a fak-
tyczny wskaźnik zapładnialności równy 60%.

Czas oczękiwania na wyniki prób biologicznych u
bydła jest długi, wiąząsię one z konkretnymi koszta-
mi, które w przlpadku jałowości z ptzyczyt niesku-
teczne go zabie gl ins eminacj i pono si ho dowc a. D o dat-
kowo, w komercyj nym systemie ins emina cji, przy co -
r az wy ższej konkurencj i, b ar dzo i stotnym elementem
staje się ustalenie optymalnej liczby plemników w



dawce inseminacyjnej, indywidual-
nie dla każdego buhaja. Pozwoli to
osiągnąć maksymalne efekty i zyski,
W Polsce obowiązują normy jako-
ściowe dla nasienia mrozonego okre-
ślone instruk cjąprac laboratoryjnych
( 1 8). Dawka inseminacyjna nasienia
buhaja musi zawierać po rozmroże-
niu minimum 10 mln plemnikow
wykazujących ruch postępowy, co
stanowi co najmniej 50% wszystkich
plemników w dawce. Przy ustalaniu
optymalnej |tczby plemników w
dawce nie uwzględnia się bieżącego
wskaźnika NR dla konkretnego bu-
haja. System ten jednakze wymaga
wprowadzenia ciągłej kontroli wy-
ników inseminacji (niezbędny jest
sprawny system komputerowy), które na bieżąco by-
łyby pr zekazyw ane pr zez ins eminatorów i ho dow c ów
do stacji unasieniania i wykorzystywane w ustalaniu
optymalnej llczby plemników w dawce inseminacyj-
nej danego buhaja. Z tych powodów dużę znaczente
miałoby poszerzenie dotychczasowych metod oceny
nasienia o technikę lub techniki, które wykazywałyby
wysoką korelacj ę z płodnością buhaj ów.

Gharakterystyka testu opotności osmotyDznei

Błona komórkowa plemnika odgrywa wiele waż-
nych funkcji zarówno w jego metabolizmie, jak i pra-
widłowym przebiegu procesu kapacytacji, reakcji akro-
somalnej i fuzji zbłonąoocytu, co w zasadniczy spo-
sob wp§.wa na wyniki w rozr odzie. Już w latach sześc-
dziesiątych stwierdzono, ze plernniki buhaja pęcznie-
jąw roztworze hipotonicznym, co jest efektem zjawi-
ska wyrównywania rożnicy stęzeń między wnętrzem
plemnika a o środkiem o wy ższym ciśni eniu osmotycz-
nym (10). Zdolnośó plemnika do pęcznienia w roz-
tw orze hipoosmotycznym j est dowodem posiadania ak-
tywnej biologicznie błony komorkowej, zdolnej do
przewodzenia wody w celu wyrownania stęzeń. Po-
wsze chni e znana meto da r óżnicuj ące go b arwieni a
plemników mieszaniną eozyny z nigrozyną ujawnia
j edynie ciągło ść morfolo gi czną błony. J ężęIi plemnik
posiada nie uszkodzonąbłonę, wówczas pozostaje nie-
wybarwiony, natomiast w przypadku jej mechanicz-
nego uszko dzenia ęozyna wnika do wnętrza plernnika
i wybarwia go (23). W grupie plemników niewybar-
wionych, a więc zywych w chwili batwienia, znaj&4ą
się równiez takie, które pomimo posiadania błony nie-

Objaśnienia: * w tabeli przedstawiono optymalny skład roztworu testowego i jego osmo-
lamość, dla których to parametrów uzyskano powtarzalne wyniki odpowiednio dla na-

sienia świeżego i mrozonego; ** zaleca się użl,wanie wody wysokiej jakości np. z sys-
temu Milipore.

uszkodzonej mechanicznie, nie sązdolne do zapłod-
nienia, gdyż ich błona jest zmieniona pod względem
funkcjonalnym i niezdolna do przewodzęnl,a wody
(13). Bar-wienie różnicujące nie pozwalana ocenę sta-
nu funkcjonalnego błony plemników, który decyduje
o zachowaniuprzeznie zdolności do zapłodnienia. Test
opol-ll różnicuje plemniki zależnte od
stanu błony komórkowej. Plemniki
mające biologicznie fu , po umiesz-
czeniu w środowisku m wykazują
pęcznienie witki, a ich ruchliwość zanika, W tych sa-
mych warunkach plemniki z uszkodzoną funkcjonal-
nie błoną nie podlegają pęcznieniu.

Zjawisko pęcznienia zostało wykorzystane w oce-
niejakości na ka (13), buh
ra (ż0,24), o psa (12) i j
mianem testu poosmotycz
ków człowieka (HOS - hypoosmotic swelling) oraz
testu oponrości osmotycznej plemników bydła (ORT
- osmotic resistance test). Wyniki dotychczasowych
badahnad wykorzystaniem testu ORT do oceny płod-
ności samców nie są jednoznacznę. Z jednej strony
stwierdzono wysokąkoreiację między wartością ORT
a wynikam i w rozrodzie, równiez w produkcj t zatod-
ków w warunkach in vitro u bydła tludzi,podczas gdy
inne dane nie wykazywaŁy żadnych zalężności (cyt.
1 8). Pozytywne wyniki wskazuj ą na wysoką korel acj ę
między wartością ORT a współczynnikięm NR u by-
dła r : 0,79 ( 17) i r : 0,57 (6) oraz stopniem penetra-
cji pozbawionych osłonki przejrzystej oocytów cho-
mika złocistego przez plemniki ludzkie r - 0,9 (13).
W ostatnich latach coraz częściej wykorzysfuje się test

Tab. 1. Skład roztworu testowego (wg Revella, 19)

Tab.2. Wyniki badań nasienia buhajów z wykorzystaniem testu oporności osmotycznej (wg Revella, 19)



ORT jako jeden z elementów oceny jakoścr naslenla
buhajow, również w celu sprawdzenia wpływu róz-
nych czynnikow zawartych w pożywkach używanych
do zapłodnięnta in vitro (np. kofeiny) oraz watunków
zamrażanta i rozmrażania nasienia (5). Corea i wsp.
(5) stwierdzlli, że udział gamet z funkcjonalną błoną
byłniższy od procentu ruchliwych plemników w pró-
bie, co może oznaczać, że po rozmrozeniu częśc ru-
chliwych plemników posiada niefunkcjonalną błonę,
uszkodzoną podczas tych procesów. Ponieważ męto-
da ta jest szybka i łatwa w przeprowadzeniu, zalęcana
jestszczególnie w zaWadachinseminacji. Od kilku lat,
z dużympowodzeniem stosowana jest ona w centrum
mrozenia nasienia buhajów należącym do korporacji
Genus w Llanrhydd w Wielkiej Brytanii.

0pis testu oponości osmotycznei dla nasienia
buhaja, świeżego imtożonego (wg Bevella, 19)

Wykazano, żę błona otaczaj ąc a witkę p lemnika j e st
Iuźniej z ntąp ołączona niż błona główki p l emnika (2 4 ),
i w warrrnkach hipoosmotycznych oznacza się szcze-

główek. Dodatkowo obser-wuje się wyginanie, skraca-
nie i skręcanie witek. Po napęcznieniu plemniki nie
wykaz ku nasienia buha-
jastwi ącyclplemników
mlmo witek w regionie
wstawki ; ryc. 1 ). Dlatego dlakażdej próby dodatkowo

ków pomimo oznak napęcznienia.

Wykonanie testu

5-10 pl świeżego nasięnia lub zawartość jednej
słomki (0,25 ml) miesza się po rozmtożęniu z 1 ml
roztworu testowego (ab. 1) i inkubuje w cieplarce w
temp. 35"C przez 40-60 minut, Po okresie inkubacji
próbę dokładnie miesza się i lanosi kroplę około 10 pl
zawiesiny na ogrzanę szkiełko mikroskopowe, które
przykyw a s ię s zkiełkiem nakrywkowym. Ob s erwacj i
dokonuje się na podgrzewanym stoliku mikroskopu

napęczntałych komórek nie wykonujących drgań w
stosunku do ogólnej ltczby napęczntałych plemników
(tab.2).

Ryc. l. Rodzaje pęcznienia plemników buhaja obserwowane
w teście hipoosmotycznym (ORT): a - plemnik bez zmian; b

- plemnik napęczniały bez oznak ruchliwości. Strzałki wska-
zuj ą miej sca, gdzie pomimo napęcznienia naj częściej widocz-
ne są oznaki aktywności (wg Revell & Mrode, 1944)
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