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Oprécowane w ostatnim okresie, przez wielu autoréw, techno=
logie zamrazania nasienia knura rdéznig sig¢ miedzy sobg skiadem
stosowanych rozciericzalnikéw, sposobem rozciericzania nasiermia
i jego glicerynizacji, czasem schiadzania do temperatury 278 K
oraz koncentracjgqg plemnikéw w nasiéniu poddawanemu zamrozeniu
[27 by 7,9, 11]0

Zréznicowane efekty kofcowe stosowanych technologii, okreéla-
ne ruchliwodcigq plemnikéw i stopniem ich uszkodzenia po rozmroe
2eniu,wykazaly, %e obecna w plazmie nasienia knura duza ilo$é
bialek zasadowych, wydzielanych przez gruczoly pecherzykowe,
uczula plemniki na udary chiodowe [1, 5, 8, 1Q]. Obnizenie teme

peratury nasienia knura ponizéj 283 K wplywa destrukcyjnie na

¥hraca zostala wykonana w ramach problemu resortowego L419E
Ministerstwa Rolnictwa, koordynowanego przez Instytut Zootech=

niki w Krakowie,
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blony plazmatyczne plemnikéow [12]. Wymienione aspekty zmian
kriogennych w plemnikach knura spowodowaly podjecie badail nad
sposobami wyeliminowania 2z plazmy nasienia bialek zasadowych,
zwlaszcza podczas wstepnych etapédw technologii zamrazania,
Prace Moore i wsp, [6] wskazaly, ze vesiculektomia knura
wprawdzie powoduje zanik puli bialek zasadowych w plazmie, ale
w zasadzie nie wplywa w istotny sposdéb na polepszenie wartoéci
~biologicznej nasienia po rozmrozeniu w pordwnaniu do préb na=
sienia zamrazanego, pochodzacego od knuré4w normalnych,

W naszych badaniach stwierdzilidmy, Ze bialka plazmy nasie=
nia wiekszosdci knurdéw przejawia ja precypitujgce wiasdciwoéci
w stosunku do lipoprotein zé61itka jaja kurzego, Zjawisko to sta=
nowié mo%ze jedng z przyczyn zmian kriogenicznych plemnikéw knue
ra [5],

Opierajgc sie¢ na rezultatach naszych, wczeéniej przedstawiow
nych badaﬁ'podjeliémy obserwacje, ktére mialy na celu okreéle=-
nie zmian kriobiochemicznych plemnikdéw knura w réznych etapach
opracowanej przez nas technologii zamrazania nasienia,‘z jedno=
czesnym uwzglednieniem réznic osobniczych oraz wlasdciwoéci

dwéch zastosowanych rozciericzalnikéw,
MATERIAL I METODY

Do badan uzywano bogatej w plemniki frakcji ejakulatéw, po=
bieranych metoda manualng od 15 knuréw uzytkowanych w fermie tu=
czu przemyslowego w Knopinie, Po ocenie makro= i mikroskopowej
e jakulaty wykazujgce co najmniej 60% ruchliwych plemnikéw przez-

naczano do zamrazania,
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Opracowano wlasng metodyke postepowania, przedstawiong sche=
matycznie na rysunku 1,

@ odrzucenie

36 ml rozcienczalnika @
6 ml plazmy fostroznie wymieszac
— (odpowiedni wariant) !
8,4 ml ) wirowanie :
nasienia (7009' 3min )
—= {_" o>
osad »:./
plemnikow
@ @ /. bagietka plastikowa
(miesza¢ po kazdej kropli)
schtodzenie th glicerynizacja 'f-iT schtodzenie do temp. +2°C-0°C
taznia wodna, 15°C (glicerol do 2%, |2 (15 min, tazZnia lodowa )
10 sek)) %
® o ®
@ po S min .
zamrozenie nd suchym lodzie: /przeniesienie do —196°C
(objetos¢ kulek 01-02ml) /,° _° .° .° ciektego azotu %
oﬂ °° °° °°
-79°C

Rys,1, Etapy postgpowania technologicznego w trakcie

zamrazania nasienia knura

Obe jmuje ona Kilka specyficznych etapdéw:

1) Zageszczanie nasienia, majgce jednoczeé$nie na celu obnize=
nie zawartod$ci bialtek precypitujgcych 2z61tko jaja kurzego

2) Rozcienczenie nasienia odpowiednimﬂ wariantem rozrzedzal-
nika;

3) Schiodzenie rozciericzonego nasienia do temperatury 288 K .

4) Glicerynizacje proéb ;
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5) Ekwilibracje na taZni wodnej (obnizenie temperétury DA=
sienia do 275 - 273K ) ;

6) Zamrazanie préb w temperaturze suchego lodu;

7) Przeniesienie préb do ciektego azotu.

Zastosowano uktady rozcierficzalnikéw o nastepujqcym skitadzie

chemicznym:

I, Rozcieficzalnik wg Salamon i Visser [13] jako uklad kon-

trolny
Tris -]3,h 8
Fruktoza - 1,999 g
EDTA-Na2 - 1,1167 g
Kwas cytrynowy - 1,670 g

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

Do 83 ml tak przygotowanego rozcieniczalnika dodawano 15 ml
z6ltka jaja kurzego, a nastepnie 2 ml glicerolu w ﬁbmencie ZA
znaczonym sSchematycznie na rysunku 1,

II, Rozcienczalnik wg Salamon i Visser z dodatkiem kofeiny
do stezenia 10 mM (na 100 ml rozcierczalnika 0,1942 g kofeiny),

III, Rozcieniczalnik o podstawowym skladzie podanym w pkt, II,
w ktérym zdéltko jaja kurzego zastgpiono polgczeniem liofilizo-
wanych frakcji bialkowych plazmy nasienia (I frakcja) oraz z6l-
tka jaja kurzego (I + II frakcja) o kornicowym sE?Zeniu bialka .
30 mg/ml (tzn, po 10 mg kazdej frakcji na ml rozcieﬁczalnika).

Rozcieliczenia nasienia dokonywano po uprzednim doprowadze-
niu obu uktadéw do temperatury 303 K, Nasienie rozmrazano na
taZni wodnej o temperaturze 310 K,

Zaréwno przed rozcieliczeniemn, jak rdéwniez w poszczegblnych

etapach technologii zamrazania pobierano préby do analiz bio=
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chemicznych, Dotyczyly one: | AY

1) Oznaczania aktywnoéci aminotransferazy asparaginianowe j
(GOT), hialuronidazy (HD), akrosyny, inhibitoréw akrosynowych
w plynach po odwirowaniu nasienia, wediug uprzednio opisanych
przez nas metod [15].

Wymieniony zakres analizowanych wskaZnikéw siuzyl do oceny
stanu bion plazmatycznych plemmikéw w poszczegdlnych etapach
zamrazania nasienia,

2)0kreélenia wartodci wspbélczynnikdéw oddychania plemnikéw
(202) oraz zmian zawarto$ci ATP w tych kombdrkach,

Wymienione analizy stanowily obok badai nasienia ruchliwo$-
cl plemnikédw wskazZnik oceny przebiegu metabolizmu podczas za=-

mrazania nasienia,
WYNIKI I OMOWIENIE

Jednym z podstawowych kryteridédw oceniajgcych praktyczng
przydatnoéé technologii zamrazania nasienia knura jest stoplei
nasilenia ruchliwoéci plemmikéw po rozmrozeniu préb, W przepro=
wadzonych badaniach wartoéci omawianego wskaZnika dla 60 ejakue
latéw, poddanych technologii zamrazania wediug opracowanej przez .
nas metody, zawieraly sig¢ w granicach od 15% do 40%, Wskazywaé
to moze na poprawnosé po;tgpowania technologicznego, Na jmnie]j
wyraZnie zaznaczonymi wahaniami ruchliwoéci plemmikéw po roze-
mrozeniu charakteryzowaly sie¢ préby naaiénia_z zastosowaniem
rozciefczalnika z dodatkiem 10 mM kofeiny (rozoieﬁczalnik II).

Przedstawione przez nas w latach ubiegiych wyniki obserwa-

cji, dotyczqcyeh zmian kriobiochemicznych plemniké4w buhaja, try-
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ka 1 knura,wykazaly, 2ze w nasieniu knura mechanizmy stabili=
zacji struktur plemnikédw podczas zamrazania nasienia sg szcze=
g6lnie zachwiane [15, 16].

Technologia zamrazania wg Salamon [14], ktérg zastosowalide
my w badaniach, oparta byla na 1,5«~godzinnej ekwilibracji pleme
nikéw w temperaturze 278 w obecnoéci 2% glicerolu, Etap ten |
okazal si¢ najbardziej destrukcyjnie oddzialujgcy na struktury
plemikéw knura, Obserwowano bowiem obok naruszenia syntezy
ATP, intensywny wyciek enzyméw wstawkowych oraz akrosomowych
z jednoczesnym zanikiem aktywnos$ci fosfatazy kwasdnej, zlokalie
zowanej na blonie plemnika, Zmianom tym towarzyszyla w wigke
szoéci przypadkéw utrata ruchliwo$ci plemnikéw po rozmrozeniu,

’Rezultaty wymienionych badan zwrécily uwage na potrzebe
wprowadzenia istotnych zmian technologicznych, zwlaszcza pod=-
czas ekwilibracji nasienia knura,

Etap ten, wyrazZnie zmodyfikowany w zastosowanej przez nas
technologii, poprzedzony zostal szeregiem czynnos$ci przygoto=
wawczych, zwiqzanych z odrzuceniem wigekszo$ci bialek plazmowych
oraz wprowadzeniem do podgeszczonego nasienia rozcieliczalnika
z dodatkiem kofeiny jako czynnika stabilizujgcego blony komére
kowe oraz modulujgcego metabolizm nukleotydéw wysokoenergetycze=
nych w plemnikach, Gidéwng intencjg takiego postepowania bylo
stworzenie okrywa jgcego plemmniki ,plaszcza" lipoproteinowego
z zOltka. jaja kurzego, chronigcego blony plazmatyczne plemmika
przed udarem chlodowym, Jak zaznaczyliémy w poprzednim naszym
opracowaniu [3], ze wzgledu na wlasdciwos$ci precypitujgce bialek
plazmy nasienia wigkszo$ci knuréw, uzyskanie takiego ukladu fi-

zykochemicznego w przypadku tego gatunku zwierzgt jest niezwy=
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b

kle trudne ;\wlaéniwie osobniczo uwarunkowane, Spowodowalo to,
Ze W prébach mrozeniowych zastosowano dwa warianty zmodyfiko=
wanych rozcienczalniké4w Salamona,

Réwniez sposéb glicerynizacji nasienia istotnie rézni sie¢ od
metod dotychczas stosowanych, Wydawalo si¢ nam bowiem, ze kone
takt plemniké4w z tym krioprotektorem powinien byé jak na j-
krbétszy ze'wzglgdu na jego bezpoéredni negatywny wplyw na stae
bilnoéé struktur plemnikdéw oraz powodowanie stymulacji ich meta=
bolizmu podczas wydiuzonego czasu ekwilibracji nasienia w teme
peraturze 288 K, ;

Obok badanr ruchliwo$ci plemniké4w po rozmrozeniu, przeprowva=
dziliémy ocene postepowania technologicznego na podstawie zmian
kriobiochemicznych w tych komérkach na podstawowych etapach
technologii, tj, przed rozcieﬁczeniem, po rozciericzeniu nasie=
nia, po ochlodzeniu i 15 min, ekwilibracji z glicerclem oraz po
rozmrozeniu préb,

Spo$réd struktur plemnika najbardziej czulymi na technologig
zamrazania sg akrosom i mitochondria, Biochemicznym kryterium
stanu tych struktur jest intensywno$é uwalniania do $rodowiska
zewng trzkomérkowego specyficznych ukladéw enzymatycznych, Nasi-
lenie ,wycieku" akrosyny, inhibitordéw akrosynowych oraz hialuro=
nidazy charakteryzujé stan akrosomu plemmikéw, Jak wynika 2z re=
zultatédw naszych analiz (rys. 2, 3, L ), w przypadku stosowania
zmodyfikowanych wariantdé4w rozcieniczalnikd Salamona (II i III)
obserwuje sie¢ zjéwisko stabilizowania wewnetrznej struktury ake-
rosomu na poszczegdlnych etapach technologicznych, WyraZny efekt
ochraniajqcy w odniesieniu do omawianej struktury daje si¢ za-

uwazyé w przypadku stosowania rozcienczalnika z dodatkiem 10 mM
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Rys,2, Uwalnianie hialuronidazy z plemnikéw knura podczas
zamrazania nasienia w réznych wariantach rozcieri-
czalnikéw; A ~ ejakulaty knuréw, ktérych plazmy na=
sienia precypitujg 2z61itko jaja kurzego, B = o jaku=
laty knurdéw, ktérych plazmy nasienia nie precypitu-
ja z61itka jaja kurzego; I = rozcieniczalnik kontrola
ny, II = rozcieficzalnik z dodatkiem 10 mM kofeiny,
IIT - rozciericzalnik z kompozycjg liofilizowanych

-frakcji z61tkowo-plazmowych oraz 10 mM kofeina;
1 = przed rozcieficzeniem nasienia, 2 =« po rozcietie /
czeniu nasienia, 3 = po schtodzeniu, gliceryniza=-
cji oraz 15 min, ekwilibracji nasienia, 4 = po roz=
mrozeniu w temp,310 K ' A
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Rys.3, Aktywno$é akrosyny po J:agodﬁej, octanowej ekstrakcji
plemnikéw jako wskaZnik stanu wewngtrznej blony akro=
somu podczas etapédw technologii zamrazania nasienia
knura, Objadnienia jak na rysunku 2,
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Rys, 4, Aktywnoéé inhibitoréw akrosomowych w piynach madosado=
wych w poszczegdlnych etapach technologii zamrazania
nasienia knura, Objasnienia jak na rysunku 2,
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kofeiny (rys. 3, b pxt II). Réwniez oddzialywanie ochrania jge
ce wyselekcjonowanych frakcji #zé6ttkowych (livetin + phosvitin)
oraz plazmowych (I frakc ja nieprecypitujaca zéltka) na akrosom
wydaje sig¢ by¢ zaznaczone mnie jszym wWyciekiem" enzyméw akroso=
mowych (rys, 3, 4, pkt III).

Nalezy nadmienié, ze w obu przypadkach zastosowanyéh I'0Z=
cienczalnikdéw obserwowano niskie wartosci wspdélczynnika zmiene
no$ci w zakresie aktywnodci enzyméw w Plynach nadosadowych,

Przedstawionego zjawiska stabilizowania wewnetrznej blony
akrosomu ﬁie mozna stwierdzié jednoznaoznie odnodnie biony
plazmatyczne j éraz zewnetrznej akrosomu, Obserwowany bowiem ine
tensywny ,wyciek" hialuronidazy na etapie schtadzania nasienia
i ekwilibracji z glicerolem na %aZni wodne j, zwlaszcza w przy-
padku zastosowania rozcienczalnika z dodatkiem kofeiny, wskae
zuje na zmiany przepuszczalno$ci wymienionych bion (rys.z,
pkt.II).

Reakc ja uwalniania jest natomiast wyraznie zahamowana w przy-
padku stosowania wariantu III rozcienczalnika, opartego na lio=
filizowanych frakcjach bialkowych,

Potwierdzenie naszej sugestii o obnizonym efekcie ochrania jg=
cym analizowanych wariantéw rozcienczalnikéw wobec biony komér-
kowej plemnikdéw stanowig rezultaty otrzymane dla GOT (rys, 5).
nWyciek" tego enzymu z plemnikéw wladciwie réwnomlernie wzrase
tal podczas calej technologii mrozenia, co wskazywaé moze na
postegpujgce zaburzenia przepuszczalno$ci blon wstawki plemnika,
a zwlaszcza zewnetrznej blony mitochondrialnej, Takze i w tym
przypadku efekt ochraniajgcy liofilizowanych frakcji jest wy=

razniej zaznaczony, Podkre$lié nalezy, ze dla obu enzyméw zja-
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- RysS,5, 4Wyclek" GOT do plynu nadosadowego jako wskaznik
stanu wstawki plemnikdéw knura podczas zamrazania
' nasienia, Objad$nienia jak na rys,2

wisko ,wycieku" na poszczegdélnych etapach technologicznych uwa-
runkowane jest duzg zmienno$cia indywidualng w obrebie zamra-
zanych grup e jakulatow,

Bardzo korzystne oddzialywanie na metabolizm plemmikédw wyda-
Ja si¢ wywieraé uklady rozcieniczalnikéw Salamona z dodatkiem
kofeiny (rys.6, 7, pPkt, II i III‘), Wplyw kofeiny na metabolizm
nasienia charakteryzuje sie wzrastajacym poziomem ATP w plemni-
kach (?ys.G) , Jesli po rozciericzeniu nasienia zawartos$é tego
nukleotydu wyraZnie obniza sie, to na dalszych etapach technolo-
gicznych obserwuje si¢ stale nagromadzenie ATP w plemmikach,
Zjawisko to spowodowane moze byé bezpos$rednim oddzialywaniem ko=

feiny na uklad enzymatyczny plemmika; cyklaza adenylowa - fosfo-
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technologii zamrazania nasienia, Objaénienia jak na

rys, 2
y °
Z0,
20 2
i 2.
I I I II

15|- 60-80% 10-20% 60-80%| | 15-40% ©60°8C% 10-309

2z 3. ] 3 4
A

10 60-80% 10-20% 20-30%

4, 1 ' il &

rrrryrrrrrirrerTrerreT
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w rdéznych etapach technologii zamrazania nasienia,
Objadnienia jak na rys, 2



III, WLASCIWOSCI.BIOCHEMICZNE PLEMNIKOW KNURA ,,, 381

dieatefaza oyklioznych nukleotydéw, Jak wynika z danych przed-
stawionych na rysunku 7, w przypadku zastosowania rozcieficzal-
nika II obserwuje si¢ gwaltowne przyspieszenie tempa zZuzycia
tlenu przez plemniki na etapie rozrzedzenia nasienia, Stwier-
dzone zazwyczajJ na pozostalych etapach technologii mrozenia na-
sienia gwattowne spadki wspdéiczynnika oddychania 202, w tym wa=
riancie mrozeniowym wydajg sie byé bardziej tagodnie zaznaczo=
ne, Odpowiada to utrzymaniu na znacznie wyzszym poziomie stop-
nia hasilenia rhchliwdéci blemhikéw po rozmrozeniu,

Reasumujqé_naleZy stwierdzié, Ze wariant rozcieficzalnika
Salamon z dodatkiem 10 mM kofeiny, mimo stabszego efektu ochra=-
niajgcego w stosunku do blony komérkowej oraz zewnetrznej blony
akrosomowej i mitochondrialnej plemmikéw, wydaje sige wiasciwie .
zabezpieczaé gléwne uklady enzymatyczne plemnikéw przed zmiana-
'mi kriogenicznymi,

Podstawowym wnioskism wynika jacym z przedstawionych uprzed-
nio rezultatéw badan [17] bylo stwierdzenie korzystnego oddzia-
lywania kofeiny na plemniki oraz wykazanie silnej reakcji pre-
cypitacji pomigdzy bialkami plazmy nasienia i z61tka jaja ku-
rzego, ktéra moze nasilaé kriogeniczne zmiany plemnikéw,

W punkcie B kolejnych rysunkéw przedstawilismy charakterys-
tyke kriobiochemicznych zmian plemnikéw, pochodzgcych od knu-
réw, ktérych plazmy nasienia nie prze jawialy reakcji precypita=-
- cji z %6itkiem jaja kurzego, Poszczegblne ejakulaty zamrazano
jednoczednie przy zastosowaniu dwéch warianté4w rozcileficzalnika
Salamona, tj, z dodatkiem 10 mM kofeiny oraz bez dodatku tej

substanc ji,

-

b1
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Odnosénie do wszystkich analizowanych parametréw biochemicze
nych otrzymano rezultaty wskazujgce na zdecydowanie lepsze
efekty stabilizujgce poszczegdlne struktury pPlemnikowe, zwlaszZ
cza w ukladzie rozciernczalnika z dodatkiem kofeiny, Zjawisko to
potwierdza jg uzyskiwane niskie wartoéci wspélczynnikéw zmien-
no$ci, Sugerowaloby to potrzebg bardziej wnikliwej selekc ji

knuréw, ktérych nasienie przeznaczone jest do zamrazania w cie=

ktym azocie,

Obserwacja miana reakcji precypitacji zéitka jaja kurzego
przez bialka plazmy nasienia tych osobnikéw moze byé szczegdl-
nie pomocna w dalszym postepie badari nad technologia zamrazae-

nia nasienia tego gatunku zwierzat,
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JoStrzezek, J,Glogowski, J,Smigielska, K,3widowicz

STUDIES UPON THE COMPOSITION OF A DILUENT FOR FREEZING BOAR
SEMEN, III, BIOCHEMICAL PROPERTIES OF BOAR SPERMATOZOA FOL-
LOWING FREEZING IN TWO SYSTEMS OF DILUENTS

Ve

Summary

The results of previods 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 c‘affein.,i
2, The diluent with 10 mM of caffein and freeze-~dried protein
fractions of boar seminal plasma (I fraction), and of henegg-
yolk (; 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 exgminations
of the semen at each step of freezihg process have been perfor=
med, / ,

The diluent wiqp 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 (ﬁo%) was observed in individuals whose seminal plasma

did not show gel precipitation with egg=yolk,
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E.Crmaxek, fl.'nmoroscku, fl.ChMurenscrka, K.CBuzasnu

lccnenoBaHMA HAX COCTABOM pa3CaBUTEAs ANA 3aMOP4XMBAHHUA CEMEHH
xpaka. III. BuoxuMuyeckue CBOACTBA XMBUMKOB XpAKa MOCIC 3aMOpa-
XMBaHUA B ABYX BapuaHTax pascaButeneh

Peswue

PeaynpTaTh NpexZe NpeACTRBACGHHNX onwrToB (u.I u II) nosBomumm
pa3padoTaTh COCTaB ABYX BAapuaHTOB pasfaBurensd CamoMoH M Buccep
AN 3aMOPaXMBAHMA CEMEHM XpfAKa B XMAKOM asorTe: I. pasfaBUTenNdb C
npuéaBxoit meapHOTO XeATKa KypuHOro flhua (I5%) u IO MM xodemHa,
2. pa3daBUTENs C NPUOABKOA AMOPUAM3MPOBAHHHX (PpaKUu#t OEIKOBHX
nmnasMu cemeHu xpaka (I-as QpakuMs), XOATOK KypuHoro sina (I-ad
U II-aa ppakuuu) 4 IO uMM xofeuHa. KOHTpOoABHYyO Npo0y COCTARAAN
paabaBuTens C NpuGaBKO# LUENBHOI'O KypUHOTO fifua.

Bo Bcex cepusax pasfaBUTENed OCHOBHHMM KOMMOHGHTaMu OHIM: $py-
Kro3a, Tpuc, EITA- Na, (3TMnEeHANAMUHO TETPAYKCYCHOPO HATpua), M-
MOHHas KHcaoTa, 2% IIULEepon. )

[IpuMeHANH COOCTBEHHYD TOXHOEOTMI0 33MODPAXMBAHUA ceMeHu. Kpome
MCCIeAOBAHMA CBOHCTB CEMOHM NMPOBOAMUIM OZHOBPEMEHHO aHAIM3 OUOXU-
MUYECKUH CeMeHM N0 OTZeNBHHM 3TanaM 3aMopaxuBaHud. Pa3caBUTENb
C NpuGaBKO#X LENBHOTO XeNTKa KypuHoro saitma u IOMM xojpeuHa oxasaxn-
CA HAM60J/iee NPUTOAHHM K 3aMOpPaxXMBaHUK CEMeHM XPAKa B XMAKOM a30-
6. HauMeHbplee yCHIGHME CUOXEMHYECKMX M3MEHEHH! XMBYMKOB K HAMBHC-
myD MOABUAHOCTH XMBUMKOB MOC/e pa3MopoxeHus (Ao 40%) HaCmwaamu,
OLHaKO, B CIy4a® 0COGM, KOTODHX NIa3Mh CEMEeHM He OGHApyXMBaIK
peakuud NpeLMMATAUUM XemeBoi C XeATKOM KypuHoro sfua.



