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w Olsztynie 

Opracowane w ostatnim okresie, przez wielu autorów, techno= 

logie zamrażania nasienia knura różnią się między sobą składem 

stosowanych rozcieńczalników, sposobem rozcieńczania nasienia 

i jego glicerynizacji, czasem schładzania do temperatury 278 K 

oraz koncentracją plemników w nasieniu poddawanemu zamrożeniu 

[2, 4, 7, °9, 11]. 

Zróżnicowane efekty końcowe stosowanych technologii, określam 

ne ruchliwością plemników i stopniem ich uszkodzenia po rozmro- 

żeniu, wykazały; że obecna w plazmie nasienia knura duża ilość 

białek zasadowych, wydzielanych przez gruczoły pęcherzykowe; 

uczula plemniki na udary chłodowe [1, 5, 8, 10]. Obnizenie tem~ 

peratury nasienia knura poniżej 283 K wpływa destrukcyjnie na 

  

Eoraca została wykonana w ramach problemu resortowego 119Е 

Ministerstwa Rolnictwa, koordynowanego przez Instytut Zootech= 

niki w Krakowie,



ERZY STRZEŻE 310 JERZY STRZEZEK I IN, 

błony plazmatyczne plemnilków [12]. Wymienione aspekty zmian 

kriogennych w plemnikach knura spowodowaly podjecie Ъадай nad 

sposobami wyeliminowania z plazmy nasienia białek zasadowych, 

zwłaszcza podczas wstępnych etapów technologii zamrażania, 

Prace Moore i wsp, [6] wskazały, ze vesiculektomia knura 

wprawdzie powoduje zanik puli biaiek zasadowych w plazmie, ale 

w zasadzie nie wpływa w istotny sposób na polepszenie wartości 

"biologicznej nasienia po rozmrożeniu w porównaniu do prób na= 

sienia zamrażanego, pochodzącego od knurów normalnych, 

W naszych badaniach stwierdziliśmy, że białka plazmy nasie- 

nia większości knurów przejawia ją precypitujące właściwości 

w stosunku do lipoprotein żółtka jaja kurzego, Zjawisko to sta 

nowić może jedną z przyczyn zmian kriogenicznych plemników knu= 

ra [3]. 

Opierając się na rezultatach naszych, wcześniej przedstawio= 

nych badań, podjęliśmy obserwacje, które miały na celu określe= 

nie zmian kriobiochemicznych plemników knura w różnych etapach 

opracowanej przez nas technologii zamrażania nasienia, z jedno= 

czesnym uwzględnieniem różnic osobniczych oraz właściwości 

dwóch zastosowanych rozcieńczalników, 

MATERIAŁ I METODY 

Do badań używano bogatej w plemniki frakcji ejakulatéw, poe 

bieranych metodą manualną od 15 knurów użytkowanych w fermie tu 

czu przemysłowego w Knopinie, Po ocenie makro= i mikroskopowe j 

ejakulaty wykazujące co najmniej 60% ruchliwych plemników przez 

nacząno do zamrażania,
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Opracowano własną metodykę postępowania, przedstawioną Sche= 

matycznie na rysunku 1, 

O odrzucenie 36 ml rozcieńczalnika 
6 ml plazmy ostrożnie wymieszać 

fj estrone wariant ) 

wirowanie 

(700g, 3 min) ' 

osad 
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8,4 ml 
nasienia 

  у     
(6) f/.,. bagietka plastikowa 

(mieszać po każdej kropli) 

schłodzenie 1h 
p ya 

łażnia wodna, 15'C 
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10 sek.) kę 

schtodzenie do temp. +2°C-0°C 

(15 min, taznia lodowa ) 
  —— 

  

  

  

© @ 

© po 5 min 
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(objętość kulek 0,1-0,2ml) /„9 „9 5° 2° ciekłego azotu 
o” o” о” a 

-79°C   

  

        
  

Rys,1, Etapy postępowania technologicznego w trakcie 

zamrażania nasienia knura 

Obejmuje ona kilka specyficznych etapów: 

1) Zagęszczanie nasienia, mające jednocześnie na celu obniże= 

nie zawartości białek precypitujących żółtko jaja kurzego ; 

2) Rozcieńczenie nasienia odpowiednim wariantem rozrzedzal= 

nika; 

3) Schłodzenie rozcieńczonego nasienia do temperatury 288 K ; 

4) Glicerynizacje prób ;
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5) Ekwilibracje na łaźni wodnej (obniżenie temperatury nae 

sienia do 275 = 273K ) ; 

6) Zamrażanie prób w temperaturze suchego lodu; 

7) Przeniesienie prób do ciekłego azotu, 

Zastosowano układy rozcieńczalników o następującym składzie 

chemicznym: 

I, Rozcieńczalnik wg Salamon i Visser [13] jako ukiad kon- 

trolny 

Tris — ‘3,4 e 

Fruktoza - 1,999 Е 

ЕОТА-Ма „ => 1,1167 Е 

Kwas cytrynowy - 1,670 g 

H,0 dest, do 100 ml (pH = 7,2-7,1) 

Do 83 ml tak przygotowanego rozcieńczalnika dodawano 15 ml 

żółtka jaja kurzego, a następnie 2 ml glicerolu w momencie Zza” 

znaczonym schematycznie na rysunku 1, 

II, Rozcieńczalnik wg Salamon i Visser z dodatkiem kofeiny 

do stężenia 10 mM (na 100 ml rozcieńczalnika 0,192 g kofeiny), 

III, Rozcieńczalnik o podstawowym składzie podanym w pkt, II, 

w którym żółtko jaja kurzego zastąpiono połączeniem liofilizo= 

wanych frakcji białkowych plazmy nasienia (I frakc ja ) oraz żół= 

tka jaja kurzego (x + II frakcja ) o końcowym азот białka . 

30 mg/ml (tzn, po 10 mg każdej frakcji na ml rozcieńczalnika), 

Rozcieńczenia nasienia dokonywano po uprzednim doprowadze= 

niu obu układów do temperatury 303 K, Nasienie rozmrażano na 

łaźni wodnej o temperaturze 310 K, 

Zarówno przed rozcieńczeniem, jak również w poszczególnych 

etapach technologii zamrażania pobierano próby do analiz biom=
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chemicznych, Dotyczyły one: | 4 

1) Oznaczania aktywności aminotransferazy asparaginianowe j 

(cor), hialuronidazy (но), akrosyny, inhibitorów akrosynowych 

w płynach po odwirowaniu nasienia, według uprzednio opisanych 

przez nas metod [15]. 

Wymieniony zakres analizowanych wskaźników służył do oceny 

stanu błon plazmatycznych plemników w posżczególnych etapach 

zamrażania nasienia, 

2) Określenia wartości współczynników oddychania plemników 

(zo,) oraz zmian zawartości ATP w tych komórkach, 

Wymienione analizy stanowiły obok badań nasienia ruchliwośm 

ci plemników wskaźnik oceny przebiegu metabolizmu podczas za 

mrażania nasienia, 

WYNIKI I OMÓWIENIE 

Jednym z podstawowych kryteriów oceniających praktyczną 

przydatność technologii zamrażania nasienia knura jest stopień 

nasilenia ruchliwości plemników po rozmrożeniu prób, W przepro» 

wadzonych badaniach wartości omawianego wskaźnika dla 60 ejakum 

latów, poddanych technologii zamrażania według opracowanej przez . 

nas metody, zawierały się w granicach od 15% do 40%, Wskazywać 

to może na poprawność postępowania technologicznego, Najmniej 

wyraźnie zaznaczonymi wahaniami ruchliwości plemników po roz- 

mrożeniu charakteryzowały Się próby naślónia z zastosowaniem 

rozcieńczalnika z dodatkiem 10 mM kofeiny (rozoieńczalnik II), 

Przedstawione przez nas w latach ubiegłych wyniki obserwa— 

cji, dotyczących zmian kriobiochemicznych plemników buhaja, try”
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ka i knura, wykazały, że w nasieniu knura mechanizmy stabili= 

zacji struktur plemników podczas zamrażania nasienia są szcze» 

gólnie zachwiane [15, 16]. 

Technologia zamrażania wg Salamon [14], którą zastosowaliśm 

my w badaniach, oparta była na 1,5=godzinnej ekwilibracji plem- 

ników w temperaturze 278K w obecności 2% glicerolu, Etap ten | 

okazał się najbardziej destrukcyjnie oddziałujący na struktury 

plemmików knura, Obserwowano bowiem obok naruszenia syntezy 

ATP, intensywny wyciek enzymów wstawkowych oraz akrosomowych 

z jednoczesnym zanikiem aktywności fosfatazy kwaśnej, zlokali= 

zowanej na błonie plemnika, Zmianom tym towarzyszyła w więk= 

szości przypadków utrata ruchliwości plemników po rozmrożeniu, 

Rezultaty wymienionych badań zwróciły uwagę na potrzebę 

wprowadzenia istotnych zmian technologicznych, zwłaszcza pod= 

czas ekwilibracji nasienia knura, 

Etap ten, wyraźnie zmodyfikowany w zastosowanej przez nas 

technologii, poprzedzony został szeregiem czynności przygoto= 

wawczych, związanych z odrzuceniem większości białek plazmowych 

oraz wprowadzeniem do podgęszczonego nasienia rozcieńczalnika 

z dodatkiem kofeiny jako czynnika stabilizującego błony komór= 

kowe oraz modulującego metabolizm nukleotydów wy sokoenergetycZe= 

nych w plemnikach, Główną intencją takiego postępowania było 

stworzenie okrywa jącego plemniki „płaszcza" lipoproteinowego 

z żółtka. jaja kurzego, chroniącego błony plazmatyczne plemnika 

przed udarem chłodowym, Jak zaznaczyliśmy w poprzednim naszym 

opracowaniu [3], ze względu na właściwości precypitujące białek 

plazmy nasienia większości knurów, uzyskanie takiego układu fie 

zykochemicznego w przypadku tego gatunku zwierząt jest niezwy=
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kle trudne i właściwie osobniczo uwarunkowane, Spowodowało to, 

że w próbach mrożeniowych zastosowano dwa warianty zmodyfikom= 

wanych rozcieńczalników Salamona, 

Również sposób glicerynizacji nasienia istotnie różni się od 

metod dotychczas stosowanych, Wydawało się nam bowiem, że kone= 

takt plemników z tym krioprotektorem powinien być jak naj 

krótszy ze względu na jego bezpośredni negatywny wpływ na sta» 

bilność struktur plemników oraz powodowanie stymulacji ich metam 

bolizmu podczas wydłużonego czasu ekwilibracji nasienia w tem= 

peraturze 288 K, | 

Obok badań ruchliwości plemników po rozmrożeniu, przeprowa 

dziliśmy ocenę postępowania technologicznego na podstawie zmian 

kriobiochemicznych w tych komórkach na podstawowych etapach 

technologii, tj, przed rozcieńczeniem, po rozcieńczeniu nasie- 

nia, po ochłodzeniu i 15 min, ekwilibracji z glicerolem oraz po 

rozmrożeniu prób, 

Spośród struktur plemnika najbardziej czułymi na technologię 

zamrażania są akrosom i mitochondria, Biochemicznym kryterium 

stanu tych struktur jest intensywność uwalniania do Środowiska 

zewnątrzkomórkowego specyficznych układów enzymatycznych, Nasi 

lenie „wycieku" akrosyny, inhibitorów akrosynowych oraz hialuro= 

nidazy charakteryzuje stan akrosomu plemników, Jak wynika 2 ге- 

zultatów naszych analiz (rys, 25 3, 4 Ja w przypadku stosowania 

znodyfikowanych wariantów rozcieńczalnika Salamona (xx i III ) 

obserwuje się zjawisko stabilizowania wewnętrznej struktury ak= 

rosomu na poszczególnych etapach technologicznych, Wyraźny efekt 

ochrania jący w odniesieniu do omawianej struktury daje się za= 

uważyć w przypadku stosowania rozcieńczalnika z dodatkiem 10 mh
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Rys,2, Uwalnianie hialuronidazy z plemników knura podczas 

zamrażania nasienia w różnych wariantach rozcień= 

czalników; A « ejakulaty knurów, których plazmy nam 

sienia precypitują żółtko jaja kurzego, B - ejaku= 

laty knurów, których plazmy nasienia nie precypitu= 

ją żółtka jaja kurzego; I — rozcieńczalnik kontrol= 

пу, ТТ — rozcieńczalnik z dodatkiem 10 mM kofeiny, 

III = rozcieńczalnik z kompozycją liofilizowanych 

frakcji żółtkowo=plazmowych oraz 10 mM kofeina; 

1 = przed rozcieńczeniem nasienia, 2 = po rozcieńs / 

czeniu nasienia, 3 = po schłodzeniu, gliceryniza= 

cji oraz 15 min, ekwilibracji nasienia, 4 = po roz 

mrożeniu w temp,310 K | < |
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Rys,3, Aktywność akrosyny po łagodnej, octanowej ekstrakcji 

plenników jako wskaźnik stanu wewnętrznej błony akro= 

somu podczas etapów technologii zamrażania nasienia 

knura, Objaśnienia jak na rysunku 2, 
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Rys,+, Aktywność inhibitorów akrosomowych w płynach madosado-« 

wych w poszczególnych etapach technologii zamrażania 

nasienia knura, Objaśnienia jak na rysunku 2,
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„kofeiny (rys, 3, *+ pkt Ir), Również oddziaływanie ochrania ją« 

ce wyselekc jonowanych frakcji żółtkowych (Livetin + phosvi tin ) 

oraz plazmowych (т frakcja nieprecypitująca żółtka ) na akrosom 

wydaje się być zaznaczone mniejszym „wyciekiem" enzymów akroso- 

mowych (rys. 3, 4, pkt III), 

Należy nadmienić, że w obu przypadkach zee bowers roze 

cieńczalników obserwowano niskie wartości współczynnika zmien 

ności w zakresie aktywności enzymów w płynach nadosadowych, 

Przedstawionego zjawiska stabilizowania wewnętrznej błony 

akrosomu nite można stwierdzić jednoznacznie odnośnie błony 

plazmatyczne j oraz zewnętrznej akrosomu, Obserwowany bowiem ine 

tensywny „wyciek" hialuronidazy na etapie schładzania nasienia 

i ekwilibracji z glicerolem na łaźni wodnej, zwłaszcza w przy= 

padku zastosowania rozcieńczalnika z dodatkiem kofeiny, wska= 

zuje na zmiany przepuszczalności wymienionych błon (rys.2, 

pkt, IT), 

Reakc ja uwalniania jest natomiast wyraźnie zahamowana w przy= 

padku stosowania wariantu III rozcieńczalnika, opartego na lio= 

filizowanych frakcjach białkowych, 

Potwierdzenie naszej sugestii o obniżonym efekcie ochrania ją 

cym analizowanych wariantów rozcieńczalników wobec błony komór= 

kowej plemników stanowią rezultaty otrzymane dla GOT (rys, 5). 

nV¥yciek" tego епхуши zZ plemikéw wlaSciwie réwnomiernie wzrase 

tał podczas całej technologii mrożenia, co wskazywać może na 

postępujące zaburzenia przepuszczalności błon wstawki plemnika; 

a zwłaszcza zewnętrznej błony mitochondrialnej, Także i w tym 

przypadku efekt ochraniający liofilizowanych frakcji jest wy= 

raźniej zaznaczony, Podkreślić należy, że dla obu enzymów zjaw
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- Rys,5, „Wyciek" GOT do płynu nadosadowego jako wskaźnik 

stanu wstawki plemników knura podczas zamrażania 

| nasienia, Objaśnienia jak na rys,2 

wisko „wycieku"” na poszczególnych etapach technologicznych uwa— 

runkowane jest dużą zmiennością indywidualną w obrębie zamra— 

żanych grup ejakulatów, 

Bardzo korzystne oddziaływanie na metabolizm plemników wydam 

ją się wywierać układy rozcieńczalników Salamona z dodatkiem 

kofeiny (rys.6, 7; pkt, II i TII ), Wpływ kofeiny na metabolizm 

nasienia charakteryzuje się wzrastającym poziomem ATP w plemnim 

kach (гуз.6 ) „ Jeśli po rozcieńczeniu nasienia zawartość tego 

nukleotydu wyraźnie obniża się, to na dalszych etapach technolo= 

gicznych obserwuje się stałe nagromadzenie ATP w plemnikach, 

Zjawisko to Spowodowane może być bezpośrednim oddziaływaniem ko- 

feiny na układ enzymatyczny plemnika; cyklaza adenylowa - fosfo»
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Rys,7, Współczynniki z0, 

w różnych etapach technologii zamrażania nasienia, 

Objaśnienia jak na rys, 2 

oraz ruchliwość plemników knura
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diesteraza cyklicznych nukleotydów, Jak wynika z danych przed- 

stawionych na rysunku 7, w przypadku zastosowania rozcieńczal= 

nika II obserwuje się gwałtowne przyspieszenie tempa zużycia 

tlenu przez plemniki na etapie rozrzedzenia nasienia, Stwier= 

dzone zazwyczaj na pozostałych etapach technologii mrożenia na- 

sienia gwałtowne spadki współczynnika oddychania Z0,; w tym wae 

riancie mrożeniowym wydają się być bardziej łagodnie zaznaczo- 

ne, Odpowiada to utrzymaniu na znacznie wyższym poziomie Stop 

nia nasilenia ruchliwości plemników po rozmrozeniu, 

Reasumując należy stwierdzić, że wariant rozcieńczalnika 

Salamon z dodatkiem 10 mM kofeiny, mimo słabszego efektu ochra- 

niającego w stosunku do błony komórkowej oraz zewnętrznej błony 

akrosomowej i mitochondrialnej plemników, wydaje się właściwie . 

zabezpieczać główne układy enzymatyczne plemników przed zmiana 

mi kriogenicznymi, 

Podstawowym wnioskiem wynikającym z przedstawionych uprzed= 

nio rezultatów badań [17] było stwierdzenie korzystnego oddzia 

ływania kofeiny na plemniki oraz wykazanie silnej reakcji рге- 

cypitacji pomiędzy białkami plazmy nasienia i żółtka jaja ku 

rzego, która może nasilać kriogeniczne zmiany plemników, 

W punkcie B kolejnych rysunków przedstawiliśmy charakterys- 

tykę kriobiochemicznych zmian plemników, pochodzących od knun 

rów, których plazmy nasienia nie przejawiały reakcji precypita- 

'eji z żółtkiem jaja kurzego, Poszczególne ejakulaty zamrażano 

jednocześnie przy zastosowaniu dwóch wariantów rozcieńczalnika 

Salamona, tj, z dodatkiem 10 mM kofeilny oraz bez dodatku tej 

substancji, 

— 

x
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Odnosnie do wszystkich analizowanych parametréw biochemicz= 

nych otrzymano rezultaty wskazujące na zdecydowanie lepsze 

efekty stabilizujące poszczególne struktury plemnikowe; zwłasz 

cza w układzie rozcieńczalnika z dodatkiem kofeiny, Zjawisko to 

potwierdza ją uzyskiwane niskie wartości współczynników zmienm 

ności, Sugerowałoby to potrzebę bardziej wnikliwej selekcji 

knurów; których nasienie przeznaczone jest do zamrażania w cie 

kłym azocie, 

Obserwacja miana reakcji precypitacji żółtka jaja kurzego 

przez białka plazmy nasienia tych osobników może być szczegól 

nie pomocna w dalszym postępie badań nad technologią zamraża— 

nia nasienia tego gatunku zwierząt, 
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J,Strzezek, J,Glogowski, J,5migielska, K,Swidowicz 

STUDIES UPON THE COMPOSITION OF A DILUENT FOR FREEZING BOAR 

SEMEN, III, BIOCHEMICAL PROPERTIES OF BOAR SPERMATOZOA FOLq 

LOWING FREEZING IN TWO SYSTEMS OF DILUENTS 
Z 

Summa ry 

The results of previous investigations (p.I and II), brought 

about the elaboration of two variants of Salamon and Visser’s 

diluent for freezing boar semen in liquid nitrogen: 1, The 

diluent with 15% of fresh egg-yolk and 10 mM of caffein, 

2, The diluent with 10 mM of caffein and freeze-dried protein 

fractions of boar seminal plasma (x fraction), and of henege- 

yolk (x and II fraction), 

In both diluents the following basal components were pre- 

sent: fructose, Tris, EDTA-Na,, citric acid and 2% of glycerol. 

Authors own freezing method has been applied, Simultanously 

with determining the semen characters biochemical examinations 

of the semen at each step of freezing process have been perfor= 

med, | 

The diluent wi.th 10 mM of caffein and fresh egg-yolk proved 

to be the most favourable for freezing boar semen, However the 

least biochemical changes and highest sperm motility post 

thawing (10%) was observed in individuals whose seminal plasma 

did not show gel precipitation with egg-yolk,
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Е.Стшэжек, Я. Глоговски, Я.Сьмигельска, К.Свидавич 

Исследования над составом разбавителя для замораживания семени 

хряка. ТТТ. Биохимические свойства живчиков хряка после замора- 

живания в Двух вариантах разбавителей 

Резюме 

Результаты прежде представленных опытов (ч.Ги 11) позволили 

разработать состав двух вариантов разбавителя Саломон и Виссер 

для замораживания семени хряка в жидком азоте: Г. разбавитель с 

прибавкой цельного желтка куриного яйца (15%) и ТО мМ кофеина, 

2. разбавитель с прибавкой лиофилизированных фракций белковых 

плазмы семени хряка (Т-ая фракция), желток куриного яйца (Т-ая 

и 11-ая фракции) и ТО ыМ кофеина. Контрольную пробу составлял 

разбавитель с прибавкой цельного куриного яйца. 

Во всех сериях разбавителей основными компонентами были: фру- 

ктоза, Трис, ЕДТА- Nay (этилендиаминотетрауксусного натрия), ли- 

монная кислота, 2% глицерол. i 

Применяли собственную технаногию замораживания семени. Кроме 

исследования свойств семени прододили одновременно анализ биохи- 

мический семени по отдельным этапам замораживания. Разбавитель 

с прибавкой цельного желтка куриного яйца и ТОмМ кофеина оказал- 

ся наиболее пригодным к замораживанию семени хряка в жидком азо- 

те. Наименьшее усиление биохимических изменений живчиков и наивыс- 

шую подвияность живчиков после разморожения (до 40%) наблюдали, 

однако, в случае особи, которых плазмы семени не обнаруживали 

реакции преципитации жепевой с желтком куриного яйца.


