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Nagromadzone wiadomosci o wlasciwosciach nasienia sprawiajg, ze
stosowane powszechnie dotychczasowe metody badania nasienia stajag
sie niewystarczajgce. Szybka i obiektywna metoda badania nasienia jest
szczegOlnie potrzebna dla oceny biologicznych wlasciwosci plemnikéw,
ktére przechodzg proces konserwacji w niskich temperaturach.

Zastosowana po raz pierwszy przez Struggera i Rosenbergera [9]
metoda obserwacji plemnikéw przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego
znajduje obecnie coraz wigksze zastosowanie. Dotychczas metode te
stosowano miedzy innymi dla réznicowania zywych i martwych plemni-
kow [2, 6, 11], w badaniach morfologicznych akrosoméw plemnikéw
ssakéw [1], w obserwacjach nad procesem kapacytacji plemnikéw [3]
oraz w badaniach plemnikéw w plynach nieprzezroczystych [8].

Metoda ta opiera sie na wzajemnym powinowactwie fluorochromow
do plemnikéw, ktére poddane dzialaniu promieni ultrafioletowych
wykazujg wlasng polichromatyczng fluorescencje. Obecnie wyodrebnio-
no ok. 15 rodzajow florochroméw wykazujacych w réznym stopniu po-
winowactwo do plemnikéw. Najczesciej z nich stosowane sg: primulina,
oranz akrydyny i tetracyklina. Poniewaz tetracyklina daje zadowala-
jacg fluorescencje plemnikéw [4] oraz stanowi latwo dostepny s$rodek,
zostala rowniez zastosowana w naszych badaniach.

MATERIAE I METODYKA

Badania przeprowadzono na nasieniu pochodzgcym od 3 buhajow,
9 trykéw i 1 knura, od ktérych pobrano po 4 ejakulaty. Kazdy pobrany
ejakulat dzielono na 3 czesci, z ktérych kazdg przed wykonaniem pre-
paratdéw mikroskopowych poddawano innym zabiegom. Pierwsza czesé
ejakulatu zaraz po pobraniu schtadzano stopniowo do temperatury +4°C
i przewozono do laboratorium w termosie z lodem, gdzie po okresie 2-4
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godz. od chwili pobrania przeprowadzano badania przy uzyciu mikrosko-
pu fluorescencyjnecgo. Drugg czesé¢ ejakulatu zaraz po pobraniu zanu-
rzano w termosie z cieklym azotem. Cze$¢ trzecig ejakulatu rozrzedzano
w rozrzedzalnikach z dodatkiem glicerolu i zamrazano w cieklym azocie
wedlug metod ogoélnie przyjetych dla nasienia danego gatunku. Nasienie
w szklanych probowkach przechowywano w cieklym azocie przez okres
od kilku godzin do kilku tygodni. Rozmrazanie nasienia przeprowadzano
przez zanurzenie ampulek z nasieniem w lazni wodnej o temperaturze
+40°C.

Jako fluorochromu uzywano tetracykline produkowang przez Polskie
Zaklady Przemystu Farmaceutycznego, ktérg w ilosci 50 mg rozpusz-
czano w 16 ml plynu Tyroda o pH 6,8. Preparaty mikroskopowe przy-
gotowywano wedlug metody podanej przez Ericssona i Bakera [4] oraz
w koncowym etapie badan w sposéb uproszczony. W tym celu na pod-
grzane szkietko podstawowe umieszczono 2-3 krople fluorochromu oraz
niewielkg ilo$¢ nasienia. Przy pomocy szklanej bagietki w ciggu kilku-
dziesieciu sekund nasienie dokladnie mieszano z fluorochromem, a na-
stepnie wykonywano rozmaz wysuszajac go ostroznie nad plomieniem
palnika. Gotowe preparaty ogladano pod mikroskopem typ ML 2 przy
uzyciu filtru oznaczonego CC 15 (2 mm).

Z kazdej czesci ejakulatu wykonywano po dwa rozmazy nasienia, na
ktorych przeprowadzano ocene nie mniej niz po 100 plemnikéw. W oce-
nie mikroskopowej uwzgledniano intensywno$¢ i typy fluorescencji po-
szczegblnych elementéw plemnika oraz zmiany akrosoméw plemnikow.

WYNIKI

Plemniki w mikroskopie fluorescencyjnym swiecity jasno, zéitym ko-
lorem, wyraznie kontrastujgc z niebieskim tlem. Intensywno$é fluores-
cencji poszczegélnych elementéw morfologicznych plemnikéw wykazy-
wala duzg réznorodno$é. Ze wzgledu na typ fluorescencji niektérych
elementéw plemnika podzielono je na 4 grupy. Do grupy pierwszej za-
liczono plemmiki, ktore stabo fluoryzowaty. Drugi typ fluorescencji obej-
mowal wstawke ’ czesé basalng gléwki plemnika. Do grupy trzeciej za-
liczano plemniki, u ktorych wyrazna fluorescencja obejmowata witke
oraz akrosom. Grupe czwartg stanowily plemniki, u ktérych intensywna
fluorescencja cbejmowata caly plemnik.

W obrazie fluorescencyjnym plemnikéw szczegdlnie wyraznie odzna-
czaly sie akrosomy, zwlaszcza w tych wypadkach, gdy ta cze$¢ plem-
nika zostala uszkodzona. Ze wzgledu na rodzaj uszkodzenia akrosomoéw
mozna bylo podzielié plemniki na dwie grupy. Pierwszg stanowily plem-
niki wykazujgce obrzmienie szczytowej czesci, ktére czesto mozna bylo
obserwowaé jako przejrzysty ,welon”, ukladajgcy sie powyzej przed-
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niej krawedzi glowki plemnika. Drugg grupe stanowily plemniki wy-
kazujgce roézny stopien deformacji akrosomu lgcznie z jego catkowitg
lub czesciowg utrata.

Tabela
Rodzaje fluorescencji nasienia badanych zwierzat
Nasienie $wieze Nasienie zamrazane
Rodzaj fluorescencji (kontrola) bez dodatku glicerolu z dodatkiem glicerolu

plemnikéw - ; )
buhaj tryk knur buhaj tryk knur buhaj tryk  knur

Brak fluorescencji plemni-

kow 39 42 33 4 5 2 38 16 1
Fluorescencja wstawki

1 podstawy gléwki 6 40 27 — — — — 16 —
Fluorescencja witki i akro-
_ somu s 2 4 30 — = 4 40 e
Fluorescencja calego plem-

nika 55 16 36 66 95 08 58 28 99

1009% 1009% 1009 100% 1009% 100% 1009% 100% 100%

W tym deformacje akrosomu 3%, 59% 119 429  489% 959 189, 70% 979

Procentowy udziat badanych plemnikéw zaliczanych do poszczegdl-
nych typéw fluorescencyjnych, w tym ilo$¢ plemnikéw wykazujgcych
deformacje akrosoméw, zestawiono w tabeli. Obserwowane réznice we
fluorescencji plemnikéw najwyrazniej zaznaczytly sie pomiedzy nasieniem
nie zamrazanym a nasieniem zanurzanym w cieklym azocie bez dodatku
glicerolu. W nasieniu nie zamrazanym ok. 40%o plemnikéw wykazywalo
stabg fluorescencje, a ilos¢ plemnikéw ze zmianami akrosomalnej czesSci
glowki nie przekraczala 11%. Fluorescencja nasienia zamrazanego z do-
datkiem glicerolu réwniez roéznita sie od fluorescencji nasienia kontrol-
nego. Najwyrazniej réznice te zaznaczaly sie w nasieniu knura i tryka,
a zmiany akrosomoéw plemnikéw nasienia knura siggaly niekiedy do
100%.

Swieze nasienie tryka i nasienie zamrazane z dodatkiem glicerolu
charakteryzowalo sie najwiekszg zmiennoScig poszczegdlnych typow
fluorescencji. W niektérych przypadkach obserwowano plemniki charak-
teryzujgce sie tylko fluorescencjg wstawki, lub gléwki i wstawki.

Zamrazane nasienie knura, niezaleznie od dodatku glicerolu, cha-
rakteryzowalo sie zawsze duzg iloscig plemnikéw wykazujacych zmiany
akrosomu. W tych przypadkach, gdy gtéwki plemnikéw byly pozbawione
akrosomoéw, wykazywaly zoltawg fluorescencje o odcieniu rézowym.
Oderwane czeéciowo lub calkowicie akrosomy czesto znajdowaly sie
w niewielkiej odlegloéci od uszkodzonych plemnikéw i réwniez fluory-
zowaly przejrzystym zéttawym kolorem.

16 — Plodnosé i nieplodno$é zwierzat domowych
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Nasienie buhajow réwniez charakteryzowalo sie wyrazng fluorescen-
cja, lecz zmienno$¢ w poszczegdlnych typach fluorescencji morfotycz-
nych elementéw plemnikéw i deformacje akrosoméw byly procentowo
najnizsze sposrod nasienia badanych zwierzat.

DYSKUSJA

Véznik [11] w celu zréinicowania zywych i martwych plemnikéw
buhaja przeprowadzil przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego obser-
wacje nasienia, ktore barwil primuling. Wyréznia on rowniez 4 typy
fluorescencji plemnikéw. To zréznicowanie we fluorescencji przypisuje
zmianom w przepuszczalno$ci blon komoérkowych plemnikéw, ktore
w miare utraty zdolnosci Zyciowych i postepujgcego procesu zamiera-
nia plemnikéw, stajg sie bardziej przepuszczalne dla drobin barwnika.
Plemniki zywe barwione primuling nie wykazywatly fluorescencji lub
fluoryzowaly malo intensywnym kolorem niebieskim. W miare zamiera-
nia plemnikoéw zéita fluorescencja rozpoczynala sie zawsze od wstawki
i okolicy centrioli, przechodzac stopniowo w obydwu kierunkach plem-
nika. Martwe plemniki charakteryzowaly sie z6ltg fluorescencjg obej-
mujacg caty plemnik.

Obserwacje te, pokrywajace sie z wynikami naszych badan, wska-
zuja, ze mechanizm lgczenia sie tetracykliny z plemnikami jest podobny
do mechanizmu interakeji pomigedzy plemnikami a primuling. Istnieje
jednak blizej niewyjasniony mechanizm utraty zdolnosci zyciowych po-
szczegblnych elementow komoérkowych plemnikéw, przebiegajacy z pew-
ng prawidlowag kolejnoscig. Plemniki wykazujgce fluorescencje czesci
akrosomalnej gtowki, lub podstawy glowki, wykazywaly zawsze wyrazng
fluorescencje wstawki i okolicy centrioli. Natomiast nigdy nie obserwo-
wano zjawiska odwrotnego.

Ericsson i Baker [4] w badaniach nad wigzaniem tetracykliny.z plem--
nikami ssakéw rowniez podajg, ze plemniki, ktére utracily zdolnosci
zyciowe, fluoryzujg intensywniej w poréwnaniu z plemnikami zywymi.

Obserwacje nasze wskazujg, ze niezaleznie od stopnia potgczenia
tetracykliny z plemnikami, z wyjatkiem gtéwek plemnikéw knura po-
zbawionych akrosomoéw, nie obserwowano nigdy zmian barwy plemni-
kow, jak mialc to miejsce w badaniach Véznika [11, 12].

Metoda badania plemnikéw przy zastosowaniu mikroskopu fluores-
cencyjnego pozwala rowniez na przeprowadzenie dokladnej oceny mor-
fologicznej wlemnikéw, a zwlaszcza' zmian w budowie - akrosoméw, co
ma szczegblne znaczenie przy ocenie nasienia, ktére moze ulec szokowi
temperaturowemu. Onuma [7] przy uzyciu mikroskopu $wietlnego i spe-
cjalnej techniki barwienia plemnikéw przeprowadzit obserwacje systemu
akrosomowego plemnikéw buhaja i knura poddawanego szokowi tem-
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peraturowemu. Autor ten wskazuje, Ze odporno$¢ akrosomu na szok
temperaturowy i czas konserwacji jest uzalezniona od gatunku zwierzat.
Plemniki knura okazaly sie bardziej wrazliwe na wahania temperatury
i czas przechowywania w temperaturze + 5°C anizeli plemniki buhaja.

Ostatnio przeprowadzone badania Healeya [5] oraz Qinna, Whita
i Clelanda [8] nad ultrastrukturg plemnikéw poddawanych konserwacji
w niskich temperaturach przy uzyciu mikroskopu elektronowego, wska-
zuja, ze najmniej odporne na dziatanie niskich temperatur jest nasie-
nie knura i tryka. Deformacji ulegaja przede wszystkim blony komor-
kowe i akrosomy plemnikéw.

Metoda oceny nasienia przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego
okazala sie metodg szybka i prosta. Wymaga jednak stosowania duzej
ostroznosci, gdyz jest metoda bardzo czula. Roznice we fluorescencji
plemnikéw moga byé uzaleznione nie tylko od biologicznych wtasciwosci
plemnikéw i rodzaju uzytego fluorochromu, ale réwniez od koncentracji
fluorochromu, jego pH i innych czynnikéw, jakie moga powstaé w cza-
sie przygotowywania preparatow.

Niski procent plemnikéw zywych, zwiaszcza w prébkach nasienia
kontrolnego, jaki obserwowano w naszych badaniach, byl prawdopo-
dobnie wynikiem zlozonego procesu przygotowywania preparatow do
badan mikroskopowych. Czynnikiem niekorzystnym, ktory prawdopo-
dobnie mial wplyw na ilo$é¢ plemnikow zywych, bylo schladzanie na-
sienia do temperatury + 4°C i przechowywanie go w te] temperaturze
przez okres 2-4 godz. Przeprowadzone wyrywkowo badanie zywych
i martwych plemnikéw przy zastosowaniu zwyktego mikroskopu $wietl-
nego, barwienia eozyng 1 nigroszyng, potwierdzilo wyniki uzyskane
przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego, ze fluorochrom wybarwia
tylko plemniki zamierajgce i martwe.
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M. Tuwhnep

INPUTOAJHOCTDb <PJIOOPECIOEHTHOI'O METOIOA AJA OIEHKU
3AMOPOZKEHHOI'O CEMEHU CEJBCKOXO3AMCTBEHHBIX KMBOTHBIX

Pes3swmMme

WccnenoBanu cemsa 3 ObIKOB, 9 GapadHoB u 1 XpskKa. DAKYJIATHl pasfendin HA
3 yactu. IlepByro dYacTb MCCIAEAOBAJM BCKOPE IIOCJE TIIOJNyYEHMA CEMEHM; BTOPY: D
YacThb 9AKYJATA MNOTPY¥Kajy B TEPMOC C XKUIAKMUM a30TOM; TPETbIO YacTb pPa3baBiIAIL
B pas3baBurensax c¢ nobaBiIeHMEM IJIMUEPMHA M 3aMOpaxXMuBalM B JKMAKOM a3oTe IIo
OOLLUEeNpPUMHATBLIM MeTonaM AJsA ceMeHM naHHoro Buiaa. Cema B XMUAKOM asoTe coxpa-
HAETCA B TeYeHye HEeCKOJbKMX YacoB MO0 HECKOJbLKMuX HAHel. TeTpauuKIMH UCIOJb-
30BaiiM B KadecTBe biyopoxpoma. [IpernapaTbl paccMaTpuBaayM noj JIyopecleHTHLIM
MMUKpPOCKoInomM tumna MJI-2, .

CnepMaTy30uabl MOA (PIyOpPECLeHTHBIM MMKPOCKOIIOM OTJMYAJMCh Ha KOHTPAacT-
'HOM roJiyGoM (DOHe CBOejt KeJITOl OKpPacKoi, VI3MeHeHus B MHTEHCUMBHOCTU QY-
‘OpecLeHLMM OTAEJIbHbIX MOPQOJOrMYeCKNX S3JIEMEHTOB CIE€PMAaTO30MI0B MOXXHO pa3-
JenuTtb Ha 4 Tpynmnbl: HEeBGOBbIION MHTEHCUMBHOCTY (PIIyOpecIeHIMY CIIepMaTO30MI0B
(I rp.), doayopecueHuMy BcTaBKu u GasanbHoi 4dactm rojoBru (II rp.), dpayopecuen-
MM XBOCTOBOM wacTy (crimpainn) u akpocombl (III rp.) M MHTEHCMBHOM (biayopecLieH-
uu nedbix crnepmaro3onaoB (IV rp.). VM3meHeHMs aKpPOCOMOB XapaKTEpH30BaJINChH
KaK OIYXOJb anyKallbHOl 4YacTy TOJOBKM B BHue IPO3PaAYHON ,Byasu’, a TakKKe
U APYTMMM M3MeHeHuaMu (gedopMalMsaMy) aKpPOCOMOB BMeECTE C MX YaCTMIHOM Wi
IIOJIHOM TioTepern.

HaubGosee ABHbLIe pa3auumMa B QuayopecleHUM CIepMaTOo30MA0B II0ABJIANNCH
MeKIYy HE2AMOPOIKCHHBIM ¥ 3aMOPOXKEHHBIM ceMeHeM 6e3 no6aBKm riauuepuHa. Boiab-
‘HIe BCEro U3MEHFHMI1 CeMeHM IIpMu AobaBKe riuuepyHa OOHapy2XeHO B CIIEPMaTO30M-
Jax 6apaHa u xpska. B HEKOTOPBIX CIydaAX 3aMOpaxKMBaeMoe ceMs XpsKa OTJn4a-
Jiock 100%0-HbIviM M3MEHEHUAMM B aKpocoMax. BriosiHe BO3MOZKHO, YTO TETPALMKJIINH
Kak u npumdaud (1I) obecuBeumBaeT TOJLKO OTMMpPARIIME U MEpPTBBIE CcIepMaTo-~
B0UAbIL.
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M. Tischner

SUITABILITY OF FLUORIMETRIC METHOD FOR EVALUATION OF FROZEN
SEMEN OF FARM ANIMALS

Summary

The semen of 3 bulls, 9 rams and 1 boar was investigated. Each ejaculate.
was divided into 3 parts. The first part was examined shortly after collection and
the second one put into a vacuum flasc containing liquid nitrogen. The third part
was diluted with an addition of glycerol and frozen in liquid nitrogen according
to the methods generally used for 'particular species. The semen was stored in
liquid nitrogen over the period from several hours to several days. Tetracycline
was used as a fluorphor throughout the experiment. Observations were carried
out under the fluorescentic microscope of ML 2 type.

Spermatozoa fluoresced bright yellow and therefore were marked very dis-
tinctly against the blue background. The changes in fluorescence intensity of
particular morphotic elements were classified into 4 groups. Weakly fluorescent
spermatozoa (Ist group), fluorescent middle piece and basal part of the head (IInd
group), fluorescent tail and the acrosome (IIIrd group), and intensive fluorescence
of the whole spermatozoa (IVth group). The acrosome changes consisted in swel-
ling of the anterior part of the head forming a kind of a transparent “veil” and
in other acrosome deformations, including its partial and complete detachment.
Most distinct differences occurred between the structure of the spermatozoa from
fresh ejaculates and that of the sperm cells frozen without the glycerol addition.
Among spermatozoa frozen with the addition of glycerol most changes occurred
in the semen of boar and ram. In some cases the thawed semen of boars showed
as much as 100% of acrosomal changes. It seems that tetracycline like primuline
(11) binds only to the spermatozoa already dead or dying.



