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Dokladna znajomos$é wplywu réznych czynnikéw na metabolizm nasie-
nia ma duze znaczenie teoretyczne, a takze praktyczne. Zagadnienie to
jest szczegblnie wazne przy okreslaniu przydatno$ci niektérych rozcien-
czalnikéw do konserwacji nasienia.

Jednym ze wskaznikow metabolizmu nasienia jest badanie zuzycia
fruktozy przez plemniki w okre§lonej jednostce czasu lub tez obliczanie
indeksu fruktolizy [21, 22]. Przy czym w $wietle przeprowadzonych badan
wiadomo, ze istnieje Scista zalezno§é miedzy szybkos$cig fruktolizy a: licz-
ba ruchliwych plemnikéw [3, 4], koncentracjg plemnikéw [1, 10, 11, 13],
poczatkowym stezeniem fruktozy [12, 16, 23], temperaturg [5, 6, 15, 17],
pH $rodowiska [2, 27] oraz dodawaniem réznych skladnikéw jak: soli,
cukréw, aminokwaséw, hormondéw oraz kationéw K, Ca, Mg [7, 12, 14,
24, 25, 28, 29, 30, 31].

- Z uwagi na to, ze w poprzednich badaniach [9, 17, 18] okres$laliSmy
juz wplyw réznych rozcienczalnikéw na przezywalno$¢ plemnikéw, jak
rowniez na ich zdolno$é zaplodniajgcg [19], w niniejszej pracy posta-
nowiliémy stwierdzi¢, w jaki sposéb niektére rozcienczalniki wpiywaja
na fruktolize nasienia {rykéw.

MATERIAL 1 METODYKA

Do badan uzywano nasienie pochodzace od 8 trykéw rasy dilugowet-
nistej owcy polskiej i merynos (w wieku 3 do 6 lat). Nasienie pobierano
w odstepach 3-4 dni do sztucznej pochwy, uzywajac specjalnego zbior-
niczka typu Kastyaka [20], zapobiegajgcego wystapieniu szoku chiodo-
wego, plemnikéw. Okreslano nastepujace wskazniki jako$ci nasienia: ruch-
liwosé (wg skali pieciopunktowej) i koncentracje plemnikéw (stosujac
komore Biirkera).
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W p»ierwszej czeSci doswiadczenia poréwnywano wplyw nastepuja-
cych rozcienczalnikéw na zuzycie fruktozy i indeks fruktolizy:

1) zolttkowo-cytrynianowo-fruktozowy — ZCFr (100 ml wody desty-
lowanej, 0,64 g fruktozy, 2,2 g cytrynianu sodu dwuwodnego — 80 ml
takiego roztworu mieszano z 20 ml zéltka jaja kurzégo i dodawano
66 000 j.m. penicyliny, 0,05 g streptomycyny),

2) zoltkowo-cytrynianowo-glikokolowo-fruktozowy — ZCFrGlik (80 ml
wody destylowane] 2 g cytrynianu sodu dwuwodnego, 2 g glikokolu,
0,1 g kwasu cytrynowego, 20 ml zéltka jaja kurzego, 66 000 j.m. peni-
cyliny, 0,05 g streptomycyny,

3) z6ltkowo-mleczno-glicerynowy — ZMGlic (80 ml pelnego mleka,
10 ml gliceryny, 10 ml z6ltka jaja kurzego, 6600 j.m. penicyliny, 0,05 g
streptomycyny),

4) bufor fosforanowy o pH 7,6 (100 ml wody destylowanej, 0,16 g
KH,PO,, 4,16 g Na,HPO, - 12H,0).

W drugiej czesci doswiadczenia badano zuzycie fruktozy i indeks
fruktolizy przy zastosowaniu nastepujgcych rozcienczalnikéw:

1) buforu cytrynianowego (na 100 ml wody destylowanej 2,6 cytry-
nianu sodu dwuwodnego),

2) buforu fosforanowego (na 100 ml wody destylowanej 0,16 g KH,POy
i4,16 g Na,HPO, - 12H,0).

Kazdy z wymienionych buforéw stosowany byl bez zadnych dodat-
kowych skladnikéw oraz z dodatkiem 0,6 g takich cukrow, jak: arabino-
za, fruktoza, glikoza i sacharoza na 100 ml jednego z buforéw. W ten
sposéb otrzymano dziesie¢ réznych rozcienczalnikow.

Nasienie rozcieficzone powyzszymi rozcienczalnikami w stosunku 1:2
przechowywano w temp. 37°C przez okres 45 minut. Do analizy pobie-
rano proby w czasie: 0 (zaraz po rozcienczeniu nasienia), po 15, 30 i 45
minutach. Do oznaczania zawarto$ci fruktozy stosowano metode Roe’a,
zmodyfikowang przez Manna [21]. Uzywano fotokolorymetr Lange VII
z filtrem zielonym.

W niniejszej pracy wyliczano 15-, 30- i 45-minutowe indeksy frukto-
lizy wg wzoru:

10° X mg zuzytej fruktozy w 100 ml nasienia  C,—GC,

F-1= a- 10° ~ a- 10

F - I — indeks fruktolizy,
C, — poczatkowe stezenie fruktozy w 100 ml nasienia,
C, — stezenie fruktozy w 100 ml nasienia po czasie t,
a — ilo$¢ plemnikéw w 1 mm? nasienia.
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Celem obliczenia istotnos$ci réznic miedzy ilo$cig zuzytej fruktozy i in-
deksem fruktolizy w nasieniu rozcienczonym poszczeg6lnymi rozcienczal-
nikami zastosowano metode prostej analizy wariancji [26].

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wplyw poszczegolnych rozcienczalnikéw na ksztaltowanie sie zawar-
toSci fruktozy i jej zuzycie przedstawiono w tabeli 1. Z danych zawar-
tych w tej tabeli wynika, ze najwyzsze poczgtkowe stezenie fruktozy
posiadaly rozcienczalniki: ZCFr i ZCFrGlik (ze wzgledu na celowe do-
danie do nich jako jednego ze skladnikéw fruktozy). W tych tez roz-
cienczalnikach nastgpito ilosciowo najwyzsze zuzycie fruktozy (w ZCFr —
4757 mg®/ i w ZCFrGlik — 474,3 mg%). Jednakze najwyzszy procent
zuzycia fruktozy wystepowal w nasieniu rozcienczonym buforem fosfo-
ranowym, gdyz juz po 15 min przechowywania rozcienczonego nasienia
zuzyto ponad 50% fruktozy, a po 45 min prawie 92 procent. Najmniejszg
ilo§¢ fruktozy rozlozyly plemniki w rozcienczalniku ZMGlic. Zjawiskiem
charakterystycznym jest fakt, ze w rozcienczalnikach: ZCFr, ZCFrGlik
i ZMGlic procent zuzytej fruktozy byl bardzo zblizony. Zaistniale réz-
nice w rozkladzie fruktozy w poszczegélnych rozcienczalnikach wyptywa-
jg stad, ze w rozcienczalnikach ZCFr i ZCFrGlik byla znacznie wieksza
zawarto$é fruktozy niz w rozcienczalniku ZMGlic. W ten spos6b potwier-
dzone zostaly réwnocze$nie obserwacje [12, 16, 23], ze dodatek fruktozy
do nasienia zwieksza jej zuzycie przez plemniki i poteguje szybkosé¢
procesu fruktolizy. Gliceryna wplywa, jak wykazal O’Dell i wsp. [24, 25],
nieco hamujgco. Bardzo wysoki, wyrazony w procentach, rozklad fruk-
tozy w nasieniu rozcienczonym buforem fosforanowym mozna tlumaczyé
tym, ze w czasie okresu inkubacji pH utrzymuje si¢ na jednakowym po-
ziomie.

Oproécz tego potwierdza sie poglagd, ze dodanie do nasienia zwigzku
zawierajgcego nieorganiczny fosfor przys$piesza proces rozkladu frukto-
zy [7, 8, 27].

Jak wynika z powyzszego, metaboliczna aktywno§¢ nasienia wyrazona
iloscig rozlozonej fruktozy zwigzana jest ze skladem poszczegélnych roz-
cienczalnikow.

Przeprowadzona analiza wariancji wykazala, ze roéznica miedzy roz-
kladem fruktozy w rozcienczalnikach ZCFr, ZCFrGlik i w buforze fosfo-
ranowym a zuzyciem fruktozy w nasieniu z rozcienczalnikiem ZMGlic
byla statystycznie wysoce istotna. Natomiast nie stwierdzono statystycz-
nie istotnych réznic miedzy rozcienczalnikami: ZCFr a ZCFrGlik i bu-
forem fosforanowym oraz miedzy ZCFrGlik a buforem fosforanowym:.
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Najwyzszy indeks fruktolizy stwierdzono (tab. 2) dla nasienia roz-
cieAczonego buforem fosforanowym (1,29), nieco nizszy rozcienczalnikiem
7CFr (1,28) i ZCFrGlik (1,24), za$ najnizszy indeks fruktolizy byl w na-
sieniu rozcienczonym rozcienczalnikiem ZMGlic (0,91).

Tabela 2

Indeksy fruktolizy nasienia trykéw przy dodatku poszczegdlnych rozcienczalnikow

Rodzaj Srednie indeksy fruktolizy po
rozcieniczalnika 15 min inkubacji 30 min inkubacji 45 min inkubacji
Cytrynianowo-fruktozowo-zoltkowy 0,5348 "~ 0,9645 . 1,2767
Cytrynianowo-glikokolowo-
fruktozowo-z6ltkowy : 0,6349 0,9598 1,2390
Mleczno-glicerynowo-z6ltkowy 0,3877 0,7070 0,9069
Bufor fosforanowy 0,7165 1,2559 1,2903

Statystycznie wysoce istotng réznice stwierdzono miedzy indeksami
fruktolizy nasienia z dodatkiem rozcienczalnikéw: ZCFr, ZCFrGlik i bu-
forem fosforanowym a ZMGlic. Natomiast nie stwierdzono réznic sta-
tystycznie istotnych miedzy indeksami fruktolizy nasienia z dodatkiem
rozcienczalnika ZCFr a ZCFrGlik.

‘"W poprzednich badaniach [18], okreslajagcych wptyw powyzszych roz-
cienczalnikéw na przezywalnosc nasienia, zaobserwowano, ze ksztaltowal
sie on w poszczegolnych rozcienczalnikach nastepujgco:

ZCFr — 32 dni
ZCFrGlik — 28 ,,
ZMGlic — 26 ,,

coO W pewnym stopmu sugerowaé¢ by moglo, ze im wyzszy ]est indeks
fruktolizy, tym dluzsza przezywalno$é plemnikow.

Stosowane nasienie w tym etapie do$wiadczenia charakteryzowatlo sie
nastepujgcymi $Srednimi wskaznikami:

objetos¢ ejakulatu — 1,21 ml, ,

koncentracja plemnikéw — 3,609 000 w 1 mm?,

ruchliwo$é¢ plemnikow  — 3,9.

W drugim etapie $rednie wskazniki badanych ejakulatow byly na-
stepujace:

objetos¢ ejakulatu — 1,23 ml,

koncentracja plemnikéw — 2,930 000 w 1 mm?,

ruchliwo$é¢ plemnikéw  — 4,5,
W tabeli 3 przedstawiono ilo§é zuzytej przez plemniki fruktozy w roz-



-

“YoAMOros(Am ydeq

~01d M AZO}ynNIy DSOIIEMEZ BUZOI BU OJeMAIdM 0D “B)IUEZOUSIOZOT | EIUSISEU £Z03YNIJ PSOITEMEZ Bmo1kzood 38emn pod ouelq 4zoiynay npepjzox 082m01uss01d BIUBZONQO O(] 3w M)

8e°cG 00°ehe €Sl 01°08¢ 29°se 0L‘8ST €2°9LT VAl1%9 €6°cSh 0£°619 ®ZOIEYDES -+ AMOUBIOJSO]
VL 6% 0e60¢ 1L.°6¢ 96°9%¢C Liee 98°LET 01‘clIg 0S°1LE €e'esy 08°129 8ZOoIeydes | AsmoueruAni)
GI°ce €0°681 GT1T 0L6TI Ge6 0£°0S €T ThE 0I‘8T¥ 0S°L8Y 08°LES BZOYI[3 + AmoOueIOJsoq
LS°LZ 9L°0ST €L°91 0S°16 AN 0S°‘Sh 02°96¢ 0g‘ssh 08°10S 08°9%S ezoYI[3 + AmourruAniD
SH1G 99°TLE 96°8¢ €778 0g‘0C €o‘LY1 0L‘15€ 06°1%¥ 0T°LLS 0c¥eL BZOIYNIY + AMOUBIOJSO,]
Go°cH 0zoce PI%e €6°9%C 6691 €6CCI 05°08¢ 98°GLY 05665 og‘ecL eZONNI} + AMOUBIUATIAD
- 9T°6L 06°6T¥ 89°c9 08°Lee (AVX 06°961 0S°STI1 €6°G81 0s‘cee o¥‘0es BZouIqeIe | AMOUBIOISOq
L1CL 01°88¢ 61°LS 05°L0€ 6L°cE OL‘181 09°6¥%1 0z‘0gT 00‘95¢ 0L‘LES ezourqere + Amouerudni)
PI°LL 01'60F . L8C9 ob‘eee $9°6¢ €2°01C 01121 08°961 og‘ece 0£°0€s Amouelojsog
00°eL 09°88¢ AN 0¥°60¢ €9°ce €0°6L1 0%‘0S1 09622 06°65¢ €ecees Amouerudni)
% 3w % 3w % 3w urw ¢y uru Og uru g1 0 _
Ui Sv ur o¢ U ol a1sezd od Sw M AZOIYNIJ 9§01IEMEZ mﬁa.ﬁwwwmgo“

od Azowyniy a14znyz

€ el2qe L

TWENIU[BZOUIIOZOI IWAUZOI WAUOZOUIIDIZOI NIUIISBU M BIOAZNZ ([ T AZO1YNIJ 10§01IBMEZ IS SIUBMOIJRIZS ]



WPLYW ROZCIENCZALNIKOW NA METABOLIZM NASIENIA 89

cienczalnikach cytrynianowych i fosforanowych (czystych) oraz z dodat-
kiem réznych cukréw. Z danych tych wynika, ze wigksze zuzycie fruk-
tozy wystepowalo zawsze w rozcienczalnikach fosforanowych w porow-
naniu do cytrynianowych, mimo zawartosci réznych rodzajéow cukrow.

Mozna réwniez zaobserwowaé, ze najwyzsze zuzycie fruktozy bytlo
w rozcienczalnikach bez dodatku cukréw oraz w rozcienczalnikach za-
wierajgcych arabinoze. Natomiast najnizsze zuzycie fruktozy bylo w roz-
cienczalnikach majgcych w swoim skladzie glukoze.

. Przebieg fruktolizy w nasieniu rozcienczonym samym rozcienczalni-
kiem cytrynianowym i z dodatkiem cukréow przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4
Ksztaltowanie sie przebiegu fruktolizy w nasieniu trykéw w rozcienczalniku cytrynianowym bez
cukréw i z ich dodatkiem
. Zuzycie fruktozy po
Rodzaj - - -
P p 15 min 30 min 45 min
rozcienczalnika :
mg %o mg %o mg %
Cytrynianowy 179,03 100,00 309,40 100,00 388,60 100,00
Cytrynianowy -+ arabinoza 181,70 101,49 307,50 99,38 388,10 99,87
Cytrynianowy -+ fruktoza 122,93 68,66 246,93 79,81 330,20 84,97
Cytrynianowy + glikoza 45,50 25,41 91,50 29,57 150,76 38,79
Cytrynianowy + sacharoza 137,86 77,00 246,96 79,82 309,30 79,59

Przyjmujac zuzycie fruktozy po 15, 30 i 45 min inkubacji nasienia w roz-
cienczalniku cytrynianowym bez dodatkow cukrow za 100%9, mozna
stwierdzié, ze najwyzsze zuzycie fruktozy bylo przy dodatku do roz-
cienczalnika arabinozy, nizsze przy dodatku fruktozy i sacharozy, a naj-
nizsze przy dodatku glukozy. Miedzy rozcienczalnikiem cytrynianowym
i cytrynianowym z dodatkiem arabinozy istotnych réznic w zuzyciu
fruktozy nie stwierdzono. »

W tabeli 5 przedstawiono zuzycie fruktozy w samym rozcienczal-
niku fosforanowym i z dodatkiem cukréw. Przyjmujac, podobnie jak
poprzednio, zuzycie fruktozy po 15, 30 i 45 min inkubacji nasienia
w rozciefczalniku fosforanowym bez dodatku cukréow za 100% mozna
zauwazyé, ze najwyzsze zuzycie fruktozy bylo przy dodatku do rozcien-
czalnika arabinozy. Natomiast najnizsze zuzycie fruktozy wystepowalo
przy dodatku do rozcienczalnika glukozy.

Wielko$é indekséw fruktolizy nasienia’rozcienczonego poszczegdélnymi
rozcienczalnikami przedstawiono w tabeli 6. Z przedstawionych w nie]
danych widaé, ze we wszystkich wypadkach wyzsze indeksy fruktolizy
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Tabela 5
Ksztaltowanie si¢ przebiegu fruktolizy w nasieniu trykéw w rozciericzalniku fosforanowym bez
cukréw i z ich dodatkiem
' Zuzycie fruktoz
Rodzaj "B = S HBmi
rozcienczalnika min L min min
- mg % mg % mg %
Fosforanowy 210,23 100,00 333,40 100,00 409,10 100,00
Fosforanowy + arabinoza 196,90 93,66 337,80 101,32 419,90 102,64
Fosforanowy -} fruktoza 147,03 69,93 282,23 84,56 372,66 91,09
Fosforanowy -+ glikoza 50,30 23,92 119,70 35,90 189,03 46,20
Fosforanowy + sacharoza 158,70 75,49 280,10 84,01 343,00 83,84
Tabela 6

Indeksy. fruktolizy dla nasienia trykéw przy uzyciu réznych rozcieficzalnikéw

Rodzaj Srednie indeksy fruktolizy po
rozcienczalnika 15 min inkubacji 30 min inkubacji 45 min inkubacji
Cytrynianowy : ,  0,6367 1,1182 1,3627
Fosforanowy 0,7490 1,1931 '/ 1,4426
Cytrynianowy -+ arabinoza 0,6460 1,0749 11,3624
Fosforanowy + arabinoza 0,7023 1,2068 1,5139
Cytrynianowy + fruktoza 0,4317 0,8631 1,1853
Fosforanowy + fruktoza 0,5171 0,9960 . 1,3452
Cytrynianowy -+ glikoza 0,1517 0,3130 0,5191
Cytrynianowy + sacharoza 0,4887 0,8515 1,0604
Fosforanowy + sacharoza 0,5620 0,9970 1,2433

Fosforanowy + glikoza 0,1781 - 0,4172 0,6830

otrzymano w rozcienczalnikach fosforanowych, przy czym najwyzszy in-
deks wypada dla nasjenia rozcienczonego w rozcienczalniku fosforano-
wym z arabinozg i bez arabinozy oraz w rozcienczalniku cytrynianowym
1 cytrynianowym z arabinozg.

Dla samego rozcienczalnika cytrynianowego i tegoz rozcienczalnika
z arabinozg otrzymano jednakowe indeksy fruktolizy. Indeks fruktolizy
nasienia rozrzedzonego fosforanowo-arabinozowym rozcienczalnikiem jest
nieco wyzszy od indeksu fruktolizy nasienia inkubowanego w-samym
rozcienczalniku fosforanowym. Nizsze indeksy fruktolizy otrzymano przy
dodatku do rozcienczalnikéw fruktozy i sacharozy, a najnizsze z dodat--
kiem glukozy. Wedlug Szergina [cyt. za 9] niskie zuzycie fruktozy w roz-






