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Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie wplywu dodatku butylowanego hydroksyto-
luenu (BHT) do rozcienczalnika mrozeniowego na jakos¢ plemnikéw knura oraz ich zdolno$é
zapladniajaca po procedurze zamrazania-rozmrazania. Nasienie pochodzace od 5 knurow
(36 ejakulaty) kriokonserwowano w rozcienczalniku zéltkowo-laktozowo-glicerolowym uzu-
pelnionym réznymi stezeniami BHT: 0 mM (kontrola); 1,0 mM (R1); 1,5 mM (R2); 2,0 mM
(R3). Jakos¢ nasienia po rozmrozeniu oceniano na podstawie: ruchliwos$ci plemnikow (CASA;
ruch catkowity — TM, ruch post¢gpowy — PM), translokacji fosfatydyloseryny (Annexin-V-FLu-
os Staining Kit) oraz stopnia fragmentacji DNA (TUNEL Assay). Jednoczes$nie kriokonser-
wowane nasienie uzyto do inseminacji loszek, a zdolno$¢ zapladniajaca plemnikéw okreslano
na podstawie skuteczno$ci inseminacji oraz liczby prawidlowych morfologicznie zarodkéw
ocenianych na podstawie stopnia fragmentacji DNA. Najwyzszy odsetek plemnikéw o ruchu
postepowym oraz plemnikéw zywych stwierdzono w rozcienczalniku R3 (74,8 +4,4% oraz 63,7
+5,8%) w porownaniu z rozcienczalnikiem kontrolnym (38,3 £2,8% oraz 36,1 £2,6%). Jedno-
cze$nie stwierdzono, ze dodatek BHT do rozcienczalnika mrozeniowego nie indukuje wzrostu
odsetka plemnikéw wczesnoapoptotycznych po rozmrozeniu, w poréwnaniu z rozcienczalni-
kiem kontrolnym. Niezaleznie od zastosowanego rozcienczalnika mrozeniowego, procedura
zamrazania-rozmrazania nie indukuje fragmentacji DNA w plemnikach knura. Najwyzsza
liczbe zarodkow prawidlowych morfologicznie uzyskano od loszek inseminowanych nasieniem
kriokonserwowanym w rozcienczalniku z dodatkiem 1,5 mM BHT. Nie wykazano réznic w
jakosci zarodkow, ocenianych na podstawie stopnia fragmentacji DNA, uzyskanych od loszek
inseminowanych nasieniem mrozonym w badanych rozcienczalnikach.

SEOWA KLUCZOWE: knur / kriokonserwacja / butylowany hydroksytoluen / zarodki /
TUNEL

Kriokonserwacja materiatu biologicznego jest jedna z technologii pozwalajacych na
zachowanie genetycznie uwarunkowanej réznorodnos$ci. Mrozenie nasienia, ktore jak do-

*Badania wykonano w ramach projektu ,,Kierunki wykorzystania oraz ochrona zasobow genetycznych zwierzqt
gospodarskich w warunkach zréownowazonego rozwoju” wspélfinansowany przez Narodowe Centrum Badan i
Rozwoju w ramach Strategicznego programu badan naukowych i prac rozwojowych ,,Srodowisko naturalne,
rolnictwo i le§nictwo” — BIOSTRATEG.
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tychczas jest jedyna metoda jego konserwacji, pozwala na racjonalne sterowanie rozrodem
oraz w sposob istotny wptywa na postgp hodowlany. Czas przechowywania i wykorzysta-
nia do inseminacji nasienia poddanego kriokonserwacji jest praktycznie nicograniczony.
Stwarza to mozliwos¢ wykorzystania materiatu genetycznego pochodzacego od szczego6l-
nie warto$ciowych samcow w dowolnym miejscu i czasie.

Plemniki knura sa w duzo wigkszym stopniu wrazliwe na czynniki zwigzane z zamra-
zaniem-rozmrazaniem niz plemniki innych zwierzat gospodarskich. Powodem tego stanu
jest m.in. wysoki udziat kwasow nienasyconych, ktore stanowia zagrozenie dla struktu-
ry bton plazmatycznych plemnikéw z powodu podatnoséci na procesy peroksydacji. W
wyniku nadmiaru reaktywnych form tlenu (RFT) lub wyczerpania mozliwo$ci kompen-
sacyjnych uktadu antyoksydacyjnego w nasieniu dochodzi do utleniania lipidow [5]. W
konsekwencji prowadzi to do utraty integralnosci btony komorkowej i asymetrii lipidow,
uszkodzenia DNA oraz $mierci komorki na drodze apoptozy i obnizenia wartosci biolo-
gicznej nasienia. Dodatek zwiazkoéw o dziataniu antyoksydacyjnym do rozcienczalnikow
uzywanych do mrozenia nasienia knura moze minimalizowaé negatywne skutki wywotane
przez RFT oraz przyczynia si¢ do wzrostu efektywnosci kriokonserwacji [11].

Butylowany hydroksytoluen (BHT) to organiczny zwiazek lipofilowy, wykorzystywany
ze wzgledu na wlasciwosci przeciwutleniajace zarowno w przemysle spozywczym, paszo-
wym, jak i chemicznym. W rozrodzie zwierzat stosowany jest w celu zminimalizowania
szoku chlodowego podczas kriokonserwacji nasienia roznych gatunkéw zwierzat, m.in.:
kozta [7], buhaja [12], psa [9], bawotu domowego [6] oraz knura [11, 13].

Celem podjetych badan byta modyfikacja sktadu rozciefczalnika mrozeniowego, pole-
gajaca na zastosowaniu dodatku butylowanego hydroksytoluenu jako substancji o dziataniu
antyoksydacyjnym. Do okre$lenia jakosci nasienia po procedurze zamrazania-rozmrazania
stosowano standardowe metody oceny oraz wybrane markery apoptotyczne. Jednoczes$nie,
w celu sprawdzenia zdolnosci zaptadniajacej plemnikow knura po kriokonserwacji, prze-
prowadzono oceng jakosci zarodkow uzyskanych od loszek inseminowanych nasieniem
mrozonym w rozcienczalnikach o zmodyfikowanym sktadzie.

Material i metody

W badaniach wykorzystano nasienie od 5 knuréw mieszancoéw migdzyrasowych (polska
biata zwistoucha x wielka biata polska) o masie ciata 252,5 +34,6 kg i w wieku 17,8 +0,8
miesigcy. Knury utrzymywano w Stacji Eksploatacji Knurow w Kleczy Dolnej. Nasienie
pobierano 2 razy w tygodniu w okresie od pazdziernika do listopada. Ogoétem przebadano
40 ejakulatow (8 ejakulatow/knur). Do dalszej czgsci doswiadczenia przeznaczono tylko
te ejakulaty, w ktorych najnizszy odsetek plemnikow o ruchu postgpowym wynosit 70%,
a odsetek plemnikow prawidtowych morfologicznie nie byt nizszy niz 80%. Do dalszych
analiz zakwalifikowano 36 ejakulatow. Procedur¢ mrozenia nasienia knura przeprowadzo-
no wedhug metody wtasnej [16].

Nasienie (frakcja ggsta) pobierano metoda manualna na fantomie i rozrzedzano w
rozcienczalniku Biosolwens Plus (Biochefa, Polska) w stosunku 1:1. Rozrzedzone na-
sienie schtadzano do temperatury 15°C i ekwilibrowano przez 60 minut. W celu oddzie-
lenia plemnikéw od plazmy nasienia i rozcienczalnika, nasienie wirowano w tempera-
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turze 15°C przy 800 g przez 25 minut. Zawiesing plemnikow rozrzedzano do koncen-
tracji 1,5x10° plemnikow/ml przy zastosowaniu rozcienczalnika zottkowo-laktozowego
(LEY). Rozcienczone nasienie schtadzano do temperatury 5°C i ekwilibrowano przez
120 minut. Zawiesing plemnikéw rozrzedzano rozcienczalnikiem z glicerolem (LEYG:
89,5% LEY zawierajacy 9% glicerol oraz 1,5% Equex-STM®; Nova Chemical Sales,
USA) tak, aby uzyskac¢ koncowa koncentracje plemnikow 1x10%ml oraz 3% glicerol.

Zawiesing plemnikéw rozrzedzong w rozcienczalniku LEY i LEYG uzupetniano anty-
oksydantem, uzyskujac koncowa koncentracjc BHT: 0 mM (kontrola); 1,0 mM (rozcien-
czalnik R1); 1,5 mM (rozcienczalnik R2); 2,0 mM (rozcienczalnik R3). Rozrzedzonym
nasieniem napetniano stomki o objgtosci 0,5 ml. Napelnione stomki zamrazano w parach
ciektego azotu o temperaturze ok. —120°C przez 15 minut w pojemniku z twardego sty-
ropianu. Zamrozone stomki przechowywano w kontenerze z cieklym azotem (—196°C)
przez dwa tygodnie. Rozmrazanie stomek przeprowadzano w tazni wodnej w temperaturze
37°C przez 40 sekund. Po rozmrozeniu zawarto$¢ stomek przenoszono do rozcienczalnika
Biosolwens Plus o temperaturze 37°C.

Oceng kriokonserwowanego nasienia przeprowadzono po 15 minutach inkubacji w
temperaturze 37°C. Jakos$¢ plemnikéw oceniano na podstawie ruchliwosci, okreslajac za
pomoca systemu CASA (SM-CMA, MTM, Szwajcaria) ruch catkowity (TM%) i postg-
powy (PM%). Jednoczesnie jako$¢ plemnikow analizowano fluorescencyjnie za pomo-
ca wybranych markeréw apoptotycznych. Zmiany apoptotyczne oceniano na podstawie
identyfikacji reszt fosfatydyloseryny na powierzchni btony komoérkowej plemnikdéw przy
zastosowaniu zestawu Annexin V-Fluos Staining Kit (Roche, Niemcy), wyr6zniajac naste-
pujace subpopulacje plemnikéw: zywe (AnV/PI"), wczesnoapoptotyczne (AnV'/PI), p6z-
noapoptotyczne/wczesnonekrotyczne (AnV*/PI*) oraz plemniki martwe (AnV/PI") [13].
Jednoczes$nie oceniano stopien fragmentacji DNA plemnikéw metoda TUNEL przy uzyciu
zestawu In Situ Cell Death Detection Kit (Roche, Niemcy), okreslajac odsetek plemnikow
wykazujacych fragmentacje DNA (TUNEL") [13]. Obserwacje poszczegdlnych subpopu-
lacji plemnikow przeprowadzono przy zastosowaniu mikroskopu epifluorescencyjnego
firmy Nikon Eclipse E600 (Japonia), uzywajac odpowiednich filtrow: filtr o dtugosci fali
520 £20 nm — detekcja zielonej fluorescencji; filtr o dtugosci >620 nm — detekcja czerwo-
nej fluorescencji. Analizg przeprowadzano na 200 plemnikach z kazdej probki.

Do inseminacji nasieniem zamrozonym-rozmrozonym przeznaczono 20 szesciomie-
sigcznych loszek roznych ras (pietrain x duroc, pbz, wbp) o masie ciata od 85 od 90 kg,
utrzymywanych w standardowych warunkach zootechnicznych w Stacji Doswiadczalne;j
1Z-PIB Zerniki Wielkie. Loszki poddawano standardowej synchronizacji przez domig$nio-
wa iniekcjg 750 j.m. PMSG (Folligon, Intervet B.V., Holandia). Po 72 godzinach podawa-
no 500 j.m. hCG (Chorulon, Intervet B.V., Holandia). W dniu wystapienia rui (24 godziny
po podaniu hCG) loszki przygotowywano do zabiegu domacicznej inseminacji, wedtug
metody wiasnej [14]. Do kazdego rogu macicy (w poblizu potaczenia jajowodowo-ma-
cicznego) wprowadzano igle tgpokonczysta zakonczona strzykawka z rozmrozonym na-
sieniem (1x10° plemnikéw w 3 ml rozcienczalnika Biosolwens Plus). Loszki odizolowano
od reszty zwierzat i po 5,5 dniach od inseminacji uzyskiwano zarodki w stadium blastocy-
sty ekspandujacej. Zarodki uzyskano poprzez przeptukanie macicy uzupelionym ptynem
PBS (Invitrogen, USA) o tempersturze 38°C. Przeptlukiwanie powtarzano 2-krotnie przy

23



M. Trzcinska i M. Bryla

uzyciu okoto 500 ml ptynu na jeden rog macicy. Wyszukiwanie i oceng morfologiczna za-
rodkéw przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu stereoskopowego (powigkszenie 100x).
Nastepnie zarodki przenoszono do ptynu PBS uzupetionego 20% surowica ptodow ciele-
cych (Sigma, Niemcy). Zarodki w specjalnej komorze utrzymujacej stata temperaturg 38°C
przewieziono do laboratorium i przeprowadzono oceng stopnia fragmentacji DNA [2].

Na przeprowadzenie doswiadczen uzyskano zgodg Lokalnej Komisji Etycznej w Kra-
kowie z siedzibg przy Instytucie Farmakologii PAN.

Uzyskane wyniki oceny jakos$ci nasienia opracowano statystycznie przy uzyciu jedno-
czynnikowej analizy wariancji ANOVA (wedtug wzoru y,=utate; gdzie: y — ocenia-
na zmienna, u — $rednia warto$¢, a, — rodzaj zastosowanego rozcieficzalnika, e~ btad lo-
sowy) z wykorzystaniem oprogramowania komputerowego Statistica 10 (StatSoft, Tulsa,
USA). Istotnos¢ roznic pomigdzy $rednimi w grupach szacowano stosujac wielokrotny test
Duncana (Duncan Multiple Range Test). Za wysoko istotne statystycznie przyjgto roznice
pomigdzy parametrami na poziomie P<0,01. Wyniki oceny skutecznosci inseminacji oraz
wyniki oceny jakosci zarodkéw opracowano przy uzyciu testu 2, a za istotne statystycznie
przyjeto réznice na poziomie P<0,05.

Wyniki i dyskusja

Wyniki oceny jakosci nasienia kriokonserwowanego w zmodyfikowanych rozcienczal-
nikach przedstawiono w tabeli 1. Z przeprowadzonych badan wynika, ze dodatek butylo-
wanego hydroksytoluenu do rozcienczalnika mrozeniowego w istotny sposéb poprawia
parametry ruchu plemnikow (TM%, PM%) po procedurze zamrazania-rozmrazania, w
poréwnaniu z rozcienczalnikiem kontrolnym. Wzrost ten obserwowano przy dodatku do
rozcienczalnika mrozeniowego zaréwno 1,0, 1,5, jak i 2,0 mM butylowanego hydroksyto-
luenu. Jednak sposrod zastosowanych stezen, najwyzszy odsetek plemnikéw o ruchu cat-
kowitym i postgpowym uzyskano po uzupehnieniu rozcienczalnika mrozeniowego 2,0 mM
BHT, uzyskujac odpowiednio 80,9 +5,2% i 74,8 +4,4%. Zaro6wno badania wtasne [13],
jak rowniez przeprowadzone przez Bamba i Crana [1] oraz Roca i wsp. [11] wykazaly, ze
dodatek BHT do rozcienczalnika mrozeniowego w istotny sposob poprawia ruchliwo$é
plemnikéw knura po zamrozeniu-rozmrozeniu.

W badaniach nad doskonaleniem techniki kriokonserwacji wazne jest opracowanie me-
tod pozwalajacych na identyfikacjg subpopulacji plemnikéw zamrozonych-rozmrozonych
o wysokiej zdolnosci zaptadniajacej. W badaniach Pena i wsp. [10] wykazano, ze zastoso-
wanie aneksyny V oraz jodku propydyny pozwala na precyzyjna oceng jakosci rozmrozo-
nego nasienia knura. Uzyskane wyniki wlasne pokazuja, ze statystycznie istotne roznice w
odsetku plemnikow AnV/PI', AnV*/PI', AnV*/PI*, AnV/PI" obserwowano pomigdzy roz-
cienczalnikiem kontrolnym a rozcienczalnikami o zmodyfikowanym sktadzie. Najnizszy
odsetek plemnikow wczesnoapoptotycznych (6,8 +2,3%) oraz pdznoaptotycznych (23,7
+4,1%) stwierdzono w rozcienczalniku R3. Z przeprowadzonych badan wynika, ze za-
stosowanie BHT w st¢zeniu od 1,0 mM do 2,0 mM prawdopodobnie w znaczacy sposob
ogranicza utratg asymetrii lipidow w blonie komoérkowej plemnikéw wywotanej nagroma-
dzeniem reaktywnych form tlenu podczas mrozenia nasienia, w poréwnaniu z rozcienczal-
nikiem kontrolnym nie zawierajacym substancji o dziataniu antyoksydacyjnym. Z kolei
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Tabela 1 — Table 1
Wyniki oceny jakosci nasienia kriokonserwowanego w zmodyfikowanych rozcienczalnikach

The results of quality assessment of boar semen cryopreserved in modified extenders

Rozcienczalniki — Extenders

kontrola R1 R2 R3
control extender 1 extender 2 extender 3

Parametry jako$ci plemnikow
Sperm quality parameters

Ruchliwo$é Odsetek plemnikoéw

Motility o ruchu catkowitym 42,3453 783 +52" 77,5448  80,9+£52"
Total motility (%)
Odsetek plemnikéw
o ruchu postgpowym 38,3428 72,4 £35" 71,7427 74,8 4.4
Progressive motility (%)

Annexin V Odsetek plemnikow
Fluos zywych (AnV/PT) 36,1 £2,6 62,8 £42"  63,5+£51"  63,745,.8"
Staining/PI Viable spermatozoa
(AnV/PT") (%)
Odsetek plemnikow
wczesnoapoptotycznych 19,8 £3,8 7,1 £1,9" 6,9 £2,1" 6,8 £2,3™
(AnV*/PI)
Early apoptotic
spermatozoa
(AnV*/PI) (%)
Odsetek plemnikéw
poznoapoptotycznych 33,2 +4,6 243+46,7" 2394377 23,7+4,17
(AnV*/PI")
Late apoptotic
spermatozoa
(AnV*/PI") (%)
Odsetek plemnikoéw
martwych (AnV/PI") 13,4+4.4 5,8+1,9" 5,7 +2,1" 5,8 1,2
Nonviable spermatozoa
(AnV/PI") (%)
TUNEL Odsetek plemnikoéw
wykazujacych
fragmentacj¢ DNA 2,1+0,9 1,9 +£0,5 2,0 £0,4 1,8 +£0,2
TUNEL" (%)
**Warto$ci w postaci $rednich arytmetycznych +odchylenie standardowe w wierszach roznig si¢ wysoko istotnie staty-
stycznie (P<0,01) w poréwnaniu z kontrola
**Values expressed as means +SD in rows differ significantly (P<0.01) from control

badania Roca i wsp. [11] wykazaty, ze uzycie butylowanego hydroksytolenu w przedziale
od 0,2 do 0,8 mM pozwala na uzyskanie najwyzszej jako$ci nasienia po rozmrozeniu.

Jednoczes$nie wykazano, ze procedura kriokonserwacji zaréwno w rozcienczalniku
kontrolnym, jak i w rozcienczalnikach zmodyfikowanych nie indukuje fragmentacji DNA
w plemnikach knura. Poziom fragmentacji DNA plemnikowego wahal si¢ w przedziale od
1,8 +£0,2% do 2,1 +£0,9%. Podobny wynik uzyskali Chanapiwat i wsp. [3], przeprowadzajac
badania na kriokonserwowanym nasieniu knura oraz Martin i wsp. [8], oceniajac mrozone
nasienie buhajow. Natomiast Fraser i Strzezek [4] wykazali, Ze proces zamrazania-rozmra-
zania powoduje destabilizacj¢ struktury chromatyny plemnikowej, co zwigksza podatnosc
na fragmentacjg DNA.

25



M. Trzcinska i M. Bryla

W celu okreslenia zdolnos$ci zaptadniajacej kriokonserwowanego nasienia w badanych
rozcienczalnikach, przeprowadzono oceng jakosci zarodkow uzyskanych od loszek inse-
minowanych rozmrozonym nasieniem. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2 — Table 2

Skutecznos$¢ inseminacji oraz ocena zarodkow uzyskanych od loszek inseminowanych nasieniem kriokon-
serwowanym

Conception rate and quality of embryos obtained from gilts inseminated with cryopreserved semen

Rozcienczalniki — Extenders

kontrola R1 R2 R3
control extender 1  extender2  extender 3

Liczba unasienionych loszek (szt.) 5 5 5 5
Number of inseminated gilts (head/%)

Liczba skutecznie unasienionych loszek (szt./%) 3/60 4/80 5/100" 5/100"
Number of successfully inseminated gilts (head/%)

Liczba blastocyst/$rednia liczba na loszke 35/11,7 54/13,5°  70/14,0° 69/13.8"

Number of total blastocysts/blastocysts per gilt

Liczba prawidlowych morfologicznie blastocyst (szt./%) ~ 27/77,1 ~ 49/90,77  65/92,9"  64/92,T"
Number of morphologically normal blastocysts (no./%)

TUNEL" (%) 2,8 2,1 2,1 2,3

*Warto$ci w wierszach roznig sig istotnie statystycznie (P<0,05) w poréwnaniu z kontrola
*Values in rows differ significantly (P<0.05) from control

Najnizsza skuteczno$¢ inseminacji, wynoszaca 60%, stwierdzono u loszek insemino-
wanych nasieniem kriokonserwowanym w rozcienczalniku kontrolnym. Jednocze$nie
uzyskano wysoka skuteczno$¢ inseminacji nasieniem mrozonym w rozcienczalnikach R1,
R2 oraz R3, wynoszaca odpowiednio: 80%, 100% oraz 100%. Po inseminacji loszek na-
sieniem mrozonym w rozcienczalniku z dodatkiem 1,5 mM BHT uzyskano najwyzsza
liczbg zarodkow w stadium blastocysty ekspandujacej, z ktorych 92,9% okreslono jako
prawidtowe morfologicznie. Ponadto stwierdzono statystycznie istotne roznice w ogolnej
liczbie blastocyst oraz prawidtowych morfologicznie zarodkéw pomigdzy rozcienczalni-
kiem kontrolnym a pozostalymi rozcienczalnikami, uzytymi do inseminacji loszek. Bada-
nia przeprowadzone przez Roca i wsp. [11] wykazaty, ze zastosowanie do zaptodnienia
in vitro nasienia mrozonego w rozcienczalniku z dodatkiem BHT zwigksza kompetencje
rozwojowe zarodka do stadium blastocysty. Jednocze$nie w badaniach wlasnych [15]
uzyskano wysoki wskaznik oproszen po inseminacji nasieniem kriokonserwowanym w
rozcienczalniku z dodatkiem BHT. Analiza jako$ci zarodkéw metoda TUNEL nie wyka-
zala istotnych statystycznie r6znic w stopniu fragmentacji DNA pomigdzy blastocystami
uzyskanymi od loszek inseminowanych rozcieficzalnikiem kontrolnym a rozcienczalnika-
mi zawierajacym rézne st¢zenia BHT. Uzyskany w badaniach odsetek fragmentacji DNA
w zarodkach byt niski i wynosit od 2,1 do 2,8%.

Podsumowujac wyniki badan mozna stwierdzi¢, ze suplementacja rozcienczalnika mro-
zeniowego butylowanym hydroksytoluenem ochrania plemniki knura przed uszkodzenia-
mi kriogenicznymi. Wykazano, ze procedura kriokonserwacji nie indukuje fragmentacji
DNA w plemnikach. Jednoczes$nie, uzycie do inseminacji nasienia kriokonserwowanego
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w rozcienczalniku z dodatkiem BHT pozwala na uzyskanie wyzszej skutecznos$ci insemi-
nacji oraz wyzszej liczby prawidtowych morfologicznie zarodkdéw, w poréwnaniu z nasie-
niem mrozonym w standardowym rozcieficzalniku zéttkowo-laktozowo-glicerolowym.
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Monika Trzcinska, Magdalena Bryta

The use of butylated hydroxytoluene in cryopreservation of boar semen

Summary

The objective of the study was to determine the effect of butylated hydroxytoluene (BHT) on
the quality and fertilizing capacity of frozen-thawed (FT) boar semen. Semen from five boars (36
ejaculates) was resuspended in lactose-egg yolk-glycerol extender supplemented with 0 (control), 1.0
(R1), 1.5 (R2) or 2.0 mM BHT (R3). Sperm quality was assessed based on motility (CASA; TM:
total motility; PM: progressive motility), phosphatidylserine (PS) translocation across the plasma
membrane (Annexin-V-FLuos Staining Kit) and DNA fragmentation (TUNEL Assay). The FT
semen was also used for intrauterine artificial insemination (Al) of synchronized gilts. The fertilizing
capacity of the FT semen was assessed on the basis of the gilt insemination rate and the number
of morphologically normal embryos. The quality of the preimplantation embryos was determined
by observing a TUNEL-positive reaction. The highest percentage of progressive motile and viable
spermatozoa was noted in extender R3 (74.8 £4.4% and 63.7 £5.8%), as compared with the control
(38.3 £2.8% and 36.1 £2.6%). The addition of BHT to the extender did not increase early apoptotic
changes in the frozen-thawed spermatozoa with respect to the control. Irrespective of the variant of the
extender, cryopreservation and thawing did not induce fragmentation in the boar spermatozoa. The
highest number of morphologically normal embryos from inseminated gilts was observed in the case
of semen cryopreserved in extender supplemented with 1.5 mM BHT. No significant differences were
observed in DNA fragmentation in the expanded blastocysts from gilts inseminated with FT semen
cryopreserved in the extenders analysed.
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