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Uzyskiwanie dobrych wynikéw w rozrodzie bydla
jest podstawowym celem zaréwno hodowcow jak i
os$rodkow zaunum&y{,h sie pozyskiwaniem, mrozeniem
i sprzedaza nasienia. O zaptodnieniu w duzym stop-
niu decyduje obecnos¢ zywych plemnikéw, z nie
uszkodzonym akrosomem, ktére powinny znajdowac
si¢ w jajowodzie samicy krotko po owulacji. Zatem
wybor whasciwego momentu unasieniania jest jednym
z podstawowych czynnikow limitujacych efektywnosé
zabiegu inseminacji. Wykazano, ze plemniki zdolne
do zaptodnienia docierajg do ciesni jajowodu krowy
okoto 8 godzin po inseminacji lub kryciu i pozostaja
tam do momentu owulacji. Jednoczesnie zauwazono,
ze cze$¢ plemnikow dociera do tego miejsca juz w kilka
minut po kryciu lub unasienianiu, jednakze z niewyja-
$nionych do tej pory przyczyn nie sg one zdolne do
zaplodnienia, gdyz wigkszos¢ z nich jest martwa 1 po-
siada uszkodzona blong komorkowg (11). Ponadto
stwierdzono, ze zywe plemniki przesuwajg sig w do-
maciczng cze$¢ ciesni jajowodu tylko w czasie bliskim
owulacji. Odpowiednia liczba plemnikow z nieuszko-
dzonym akrosomem i zdolnych do zaptodnienia po-
winna znalez¢ sie w uktadzie rozrodczym krowy oko-
o 6-12 godzin przed owulacja (11).

Laboratoryjna ocena jakoSci nasienia

Rutynowe badania nasienia buhajéw w stacjach
unasieniania obejmuje szereg parametréw, m.in. oce-
ne koncentracji plemnikow, ich ruchliwos¢, morfolo-
gi¢ oraz przydatnos¢ do diugotrwatego przechowywa-
nia (2). Manipulacje towarzyszace pozyskiwaniu, oce-
nie 1 rozrzedzaniu ej jakulatu oraz proces mrozenia
wywieraja z pewnoscia negatywny wpltyw na jakos¢ 1
zywotnos¢ plemnikow. Najnowsze badania wykazaty,
7e podczas zamrazania i rozmrazania plemnikéw bu-
haja, cz¢s¢ biatek blony komérkowe;j ulega Zniszcze-
niu, co prawdopodobnie obniza — w poréwnaniu ze
$wiezym nasieniem — przydatnos¢ plemnikow mrozo-
nych do zaptodnienia (16). W ostatnim czasie duzym
zainteresowaniem cieszy si¢ analiza jako$ci nasienia
przy uzyciu cytometrii przeptywowej (3, 22). Pomi-
mo interesujacych wynikow, koszt zakupu urzadzenia
nadal utrudnia zastosowanie tej metody badawczej w
rutynowej ocenie nasienia.

Obecnie za podstawowy parametr charakteryzujacy
przydatno$¢ nasienia po rozmrozeniu do i inseminacji,
przyjmuje si¢ procent plemnikow o ruchu postgpowym.
Do inseminacji kwalifikowane sg ejakulaty, w ktorych

co najmniej 50% plemnikow przezywa proces zamro-
zenia 1 rozmrozenia oraz wykazuje ruch postgpowy.
Trudno jednak na podstawie wymienionych parame-
trow przewidywaé ptodno$é buhajow, bowiem ogol-
nie uwaza sie, ze korelacja pomigdzy tymi parametra—
mi a ptodnoscig jest niska (9, 14, 21). Réwniez meto-
da dojrzewania 1 zapfodnienia oocytow in vitro oka-
zuje sie mato przydatna w przewidywaniu ptodnosci
buhaja. Najnowsze badania wykazaty brak korelacji
pomigdzy wskaznikiem penetracji oocytow w warun-
kach in vitro a uzyskiwanymi parametrami niepowta-
rzalnosci rui (NR) dla danego buhaja (9). Dodatko-
wym elementem utrudniajacym przewidywanie ptod-
nosci na podstawie oceny nasienia jest wysoka zmien-
nos¢ jakosci poszczegolnych ejakulatow tego samego
samca w zaleznosci od pory roku, sposobu i poziomu
zywienia oraz warunkow utrzymania (17). Jednakze
ostatnie dane wykazuja istnienie korelacji miedzy plod-
noscig buhajow a pewnymi parametrami jakosciowej
oceny nasienia po rozmrozeniu, np. ruchliwoscig plem-
nikéw (r = 0,53) oraz udziatem plemnikéw o prawi-
dtowej budowie morfologicznej (r=0,59), chociaz za-
kres prob biologicznych nie byt w tych doswiadcze-
niach zbyt szeroki (1, 6). Jedynie eksperyment prze-
prowa 'zdmny przez C umminga (8), w ktorym wykaza-
no brak istotnej korelacji |10111|t;d;:y udziatem plemni-
kow z prawidtowym akrosomem a plodnoscia buhaja,
bylo potwierdzone obszernym testem biologicznym.

W hodowli zdarzaja si¢ buhaje, ktérych nasienie,
mimo dobrych wynikow oceny laboratoryjnej, nie
sprawdza si¢ w warunkach in vivo. Obserwowano bu-
haje, ktérych nasienie posiadato 60-70% plemnikow
o ruchu postepowym, a uzyskany wskaznik niepowta-
rzalnosci rui wynosit zaledwie 50-55%, a wskaznik
cielno$ci — 40-45%. I na odwrot; sa buhaje, ktore uzy-
skuja wysoki wspotczynnik NR pomimo stabych wy-
nikdéw oceny jakosciowej nasienia (14). W Polsce spo-
tyka sie rowniez buhaje oddajace ejakulaty z nizszym
udziatem plemnikéw o ruchu postgpowym (30-40%)
uzyskujace wskaznik NR na poziomie 65-75%, a fak-
tyczny wskaznik zaptadnialnosci rowny 60%.

Czas oczekiwania na wyniki prob biologicznych u
bydla jest dtugi, wiaza si¢ one z konkretnymi koszta-
mi, ktore w przypadku jatowosci z przyczyn niesku-
tecznego zabiegu inseminacji ponosi hodowca. Dodat-
kowo, w komercyjnym systemie inseminacji, przy co-
raz wyzszej konkurencji, bardzo istotnym elementem
staje sie ustalenie optymalnej liczby plemnikow w
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dawce inseminacyjnej, indywidual-
nie dla kazdego buhaja. Pozwoli to
osiagna¢ maksymalne efekty 1 zyski.
W Polsce obowiazuja normy jako-
$ciowe dla nasienia mrozonego okre-
Slone instrukcjg prac laboratoryjnych
(18). Dawkai msemlnacyjna nasienia
buhaja musi zawiera¢ po rozmroze-
niu minimum 10 mln plemnikow
wykazujacych ruch postgpowy, co
stanowi co najmniej 50% wszystkich
plemnikéw w dawce. Przy ustalaniu

Fruktoza
Cytrynian sodu

Woda**

Osmolarnosé mOsm kg™
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Tab. 1. Skiad roztworu testowego (wg Revella, 19)

Nasienie*

Sktadniki i osmolarno§é

mrozone
90¢g

Swieze
13,51 ¢
7,359 49¢g
150 100
uzupetni¢ do 1000 ml

optymalnej liczby plemnikow w
dawce nie uwzglednia si¢ biezacego
wskaznika NR dla konkretnego bu-
haja. System ten jednakze wymaga
wprowadzenia ciaglej kontroli wy-
nikéw inseminacji (niezbedny jest
sprawny system komputerowy), ktére na biezaco by-
tyby przekazywane przez inseminatorow 1 hodowcow
do stacji unasieniania i wykorzystywane w ustalaniu
optymalnej liczby plemnikéw w dawce inseminacyj-
nej danego buhaja. Z tych powodow duze znaczenie
mialoby poszerzenie dotychczasowych metod oceny
nasienia o technike lub techniki, ktore wykazywatyby
wysoka korelacje z ptodnoscia buhajow.

temu Milipore.

Charakterystyka testu opornosSci osmotycznej

Btona komoérkowa plemnika odgrywa wiele waz-
nych funkcji zaréwno w jego metabolizmie, jak 1 pra-
widlowym przebiegu procesu kapacytacji, reakcji akro-
somalnej i fuzji z btong oocytu, co w zasadniczy spo-
s6b wptywa na wyniki w rozrodzie. Juz w latach szes¢-
dziesiatych stwierdzono, ze plemniki buhaja pecznie-
ja w roztworze hipotonicznym co jest efektem zjawi-
ska wyrownywania roznicy stezen mu;dzy wngtrzem
plemnika a osrodkiem o wyzszym cisnieniu osmotycz-
nym (10). Zdolnos¢ plemnika do pgcznienia w roz-
tworze hipoosmotycznym jest dowodem posiadania ak-
tywnej biologicznie btony komorkowej, zdolnej do
przewodzenia wody w celu wyrownama stezen. Po-
wszechnie znana metoda roznicujacego barwienia
plemnikéw mieszaning eozyny z nigrozyna ujawnia
jedynie ciagto$¢ morfologiczna blony Jezeli plemnik
posiada nie uszkodzona btong, wowczas pozostaje nie-
wybarwiony, natomiast w przypadku jej mechanicz-
nego uszkodzenia cozyna wnika do wnetrza plemnika
1 wybarwia go (23). W grupie plemnikow niewybar-
WlOl’lyCh awigc zywych w chwili barwienia, znajduja
sie rOwniez takie, ktére pomimo posiadania btony nie-

Objasnienia: * w tabeli przedstawiono optymalny sktad roztworu testowego 1jego osmo-
larno$é, dla ktérych to parametrow uzyskano powtarzalne wyniki odpowiednio dla na-
sienia §wiezego i mrozonego; ** zaleca si¢ uzywanie wody wysokiej jakosci np. z sys-

uszkodzonej mechanicznie, nie sa zdolne do zaptod-
nienia, gdyz ich blona jest zmieniona pod wzgledem
funkcjonalnym i niezdolna do przewodzenia wody
(13). Barwienie roznicujace nie pozwala na oceng sta-
nu funkcjonalnego btony plemnikéw, ktory decyduje
0 zachowaniu przez nie zdolnosci do zaptodnienia. Test
opornosci osmotycznej réznicuje plemniki zaleznie od
stanu funkcjonalnego btony komérkowej. Plemniki
majace biologicznie funkcjonalng blone, po umiesz-
czeniu w srodowisku hipoosmotycznym wykazuja
pecznienie witki, a ich ruchliwo$¢ zanika. W tych sa-
mych warunkach plemniki z uszkodzona funkcjonal-
nie btong nie podlegaja pecznieniu.

Zjawisko pecznienia zostalo wykorzystane w oce-
nie jakosci nasienia czlowieka (13), buhaja (19), knu-
ra (20, 24), ogiera (4) oraz psa (12) 1 jest okreslone
mianem testu pecznienia hipoosmotycznego plemni-
kow cztowieka (HOS — hypoosmotic swelling) oraz
testu opornosci osmotycznej plemnikéw bydta (ORT
— osmotic resistance test). Wyniki dotychczasowych
badan nad wykorzystaniem testu ORT do oceny ptod-
nodci samcdéw nie sg jednoznaczne. Z jednej strony
stwierdzono WysoquorelaCJ@ migdzy wartoscig ORT
a wynikami w rozrodzie, rowniez w produkcji zarod-
kow w warunkach in vitro u bydta i ludzi, podczas gdy
inne dane nie wykazywaty zadnych zaleznosci (cyt.
18). Pozytywne wyniki wskazuja na wysoka korelacje
miedzy wartoscia ORT a wspotczynnikiem NR u by-
dlta-r=0,79 (17)1r=0,57 (6) oraz stopniem penetra-
¢ji pozbawionych ostonki przejrzystej oocytow cho-
mika ztocistego przez plemniki ludzkie —r=0,9 (13).
W ostatnich latach coraz czgséciej wykorzystuje si¢ test

Tab. 2. Wyniki badan nasienia buhajéw z wykorzystaniem testu opornosci osmotycznej (wg Revella, 19)

Analizowany

materiat

Procentowy udziat napeczniatych plemnikéw
w: stosunku do opdtu policzonych

Procentowy udziat napeczniatych plemnikow
nie wykonujacych drgaf, w stosunku do liczby
napeczniatych komérek

1-22%
- 9-46%

Nasienie Swieze

Nasren._ _._..mmmna (e

1,5-91,7%
19,5:68,2%
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ORT jako jeden z elementéw oceny jakosci nasienia
buhajéw, réwniez w celu sprawdzenia wpltywu roz-
nych czynnikéw zawartych w pozywkach uzywanych
do zaptodnienia in vitro (np. kofeiny) oraz warunkow
zamrazania i rozmrazania nasienia (5). Correa 1 wsp.
(5) stwierdzili, ze udziat gamet z funkcjonalna btona
byl nizszy od procentu ruchliwych plemnikow w pro-
bie, co moze oznaczaé, 7e¢ po rozmrozeniu czg¢s¢ ru-
chliwych plemnikow posiada niefunkcjonalng btong,
uszkodzong podczas tych procesow. Poniewaz meto-
da ta jest szybka i fatwa w przeprowadzeniu, zalecana
jest szczegdlnie w zaktadach inseminacji. Od kilku lat,

z duzym powodzemem stosowana jest ona w centrum
mrozenia nasienia buhajow nalezacym do korporacji
Genus w Llanrhydd w Wielkiej Brytanii.

Opis testu opornesci osmotycznej dla nasienia
buhaja, Swiezego i mrozonego (wg Revella, 19)

Wykazano, ze blona otaczajaca witke plemnika jest
luzniej z nig potaczona niz blona glowki plemnika (24),
i w warunkach hipoosmotycznych oznacza sig szcze-

golna wrazliwoscia, dlatego przedmiotem oceny jest
stopien jej pecznienia (ryc. 1). Ponadto obserwacje
mikroskopowe ksztaltu witek obarczone sa duzo mniej-
szym bledem niz glowek plemnikow, gdyz ksztaft w itki
nie zalezy od plaszczyzny jej ulozenia na )leamuL
co ma zdecydowane znaczenie przy ocenic ksztaltu
glowek. Dodatkowo obserwuje si¢ wyginanie, skraca-
nie i skrecanie witek. Po napgcznieniu plemniki nie
wykazuja ruchu, chociaz w przypadku nasienia buha-
ja stwierdzono pewien procent drgajacych plemnikow
mimo oznak napgcznienia (miganie witek w regionie
wstawki; ryc. 1). Dlatego dla kazdej proby dodatkowo
ustalano proporcjg drgajacych plemnikow. Ta obser-
wacja moze mie¢ zwigzek z badaniami Morella (15),
ktory wykazal, ze oceniajac plemniki buhaja przy po-
mocy cytometrii przeply\mwe| mozna wyroznic trzy
grupy gamet: plemniki zywe, martwe oraz plemniki
ruchliwe z ograniczong zywotnoscia. By¢ moze ten
trzeci rodzaj odzwierciedla grupg drgajacych plemni-
kow pomimo oznak napgcznienia.

Wykonanie testu

5-10 pl $wiezego nasienia lub zawartos$¢ jedne]
stomki (0,25 ml) miesza si¢ po rozmrozeniu z 1 ml
roztworu testowego (tab. 1) 1 inkubuje w cieplarce w
temp. 35°C przez 40-60 minut. Po okresie inkubacji
probe doktadnie miesza si¢ i nanosi krople okoto 10 ul
zawiesiny na ogrzane szkietko mikroskopowe, ktore
przykrywa si¢ szkietkiem nakrywkowym. Obserwacji
dokonuje si¢ na podgrzewanym stoliku mikroskopu
wyposazonego w urzadzenie kontrastowo-fazowe, przy
powigkszeniu 400-krotnym. Z kazdej probki nasienia
wykonuje sie 2 preparaty. Na kazdym z nich liczy si¢
po 100 plemnikow w czterech roznych miejscach pre-
paratu i ustala procentowy udziat napgcznialych plem-
nikow w stosunku do ogétu policzonych, a takze udziat
napecznialych komorek nie wykonujacych drgan w
stosunku do ogolnej liczby napeczniatych plemnikow
(tab. 2).
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Ryec. 1. Rodzaje pe¢cznienia plemnikow buhaja ebserwowane
w tescie hipoosmotycznym (ORT): a — plemnik bez zmian; b
— plemnik napgcznialy bez oznak ruchliwosci. Strzalki wska-
zujg miejsca, gdzie pomimo napgcznienia najczesciej widocz-
ne sa oznaki aktywnosci (wg Revell & Mrode, 1944)

Podsumowanie

Poniewaz u bydla reakcja akrosomalna zachodzi
przy zetknigeiu si¢ plemnika z powierzchnia ostonki
przejrzystej oocytu, blona plemnika musi pozosta¢ w
stanie nie zmienionym az do tego momentu (7). Z tego
powodu najwazniejszym elementem, z punktu w idze-
nia przewidywania plodnosci buhaja, wydaje sig by¢
zdolnosc diugon walego (min. 6-12 godzin) zachowy-
wania zywotnosci plemnikow oraz ciaglosci 1 funk-
n,Jondlnmu ich blony komorkowe;. DIJILED celowe
wydaje si¢ by¢ wiaczenie testu ORT do rutynowej oce-
ny ]al\mu nasienia huhamw oraz poszerzenie |e| 0
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