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LECH JASKOWSKI

NOWS‘ZE BADANIA NAD KONSERWACJA NASIENIA
BUHAJOW

Hodowlane efekty unasieniania w hodowli bydia w $wietle doniesien
piSmiennictwa $swiatowego sg raczej skromne. Autorzy, ktérzy sie tym
zagadnieniem zajmowali (James 1952, Hansen i Larsen 1954, Robertson
i Rendall 1954, Tucker i Farthing 1958, Gudoryon i wsp. 1958), stwier-
dzajg dos¢ zgodnie, ze wydajno$¢ potomstwa kréw unasienianych albo
wcale mie wzrosta, albo wzrosta stosunkowo nieznacznie. Analizujgc przy-
czyny tego stanu (Jaskowski 1958) wyrazilem poglad, ze jednym z po-
wodow tego zjawiska byla niemoznos¢ kierowania u bydla objetego una-
sienianiem kojarzeniami indywidualnymi. Organizacja kojarzen indywi-
dualnych, a tym samym dobér hodowlany, wymykaly sie spod kontroli
zootechnikow na skutek zbyt kroétkiego okresu uzytecznosci nasienia
przy dotychczasowych metodach jego konserwacji oraz koniecznosci
oszczednej eksploatacji buhajéw inseminacyjnych. Zasady eksploatacji
buhajow wymagaly, aby buhaj nie byl zmuszony do oddawania nasienia
czeSciej niz raz na pie¢ dni, jezeli wiec hodowca pragnal unasieniania
krowy nasieniem wybranego buhaja, musial sie godzi¢ na znacznie nizsze
szanse zacielenia krowy na skutek uzycia nasienia przetrzymywanego
dluzej niz 48 godzin. Majgc do wyboru dorazne straty gospodarczz spo-
wodowane opdznieniem zacielenia krowy i prawdopodobienstwo pozniej-
szych stabych efektow hodowlanych, hodowcy zazwyczaj wybierali straty
hodowlane.

Natomiast gospodarcze efekty (przez podniesienie ogolnego odsetka
zaplodnionych krow) i przede wszystkim sanitarne korzysci unasieniania
byly zgodnie z przewidywaniami duze.

Z tego krétkiego wstepu wynika, ze jedng z drog do lepszego hodowla-
nego wyzyskania unasieniania jest przedluzenie uzytecznosci nasienia
po pobraniu. W niniejszym referacie pragnalbym da¢ przeglad najwaz-
niejszych prac po$wieconych zagadnieniu przedluzenia czasu konserwacji
nasienia in vitro.

I. KONSERWACJA NASIENIA W OBNIZONEJ TEMPERATURZE

Juz Spallanzani w 1776 r. zauwazyl, ze plemniki psa w obnizone]j
temperaturze zatracajg ruchliwoséé, ale za to zyjg dluzej in vitro. Réwniez
badacze rosyjscy, zajmujacy sie w latach trzydzestych zagadnieniem
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konserwacji nasienia, zdawali sobie sprawe z tego, ze jedng z drog
do przedluzenia zywotnosci plemnikéw in wvitre jest ograniczenie ich
metabolizmu, w celu zaoszczedzenia endogennych i egzogennych sub-
stancji odzywczych (Milowanow 1940). Jednakze niedokladnie poznane
zjawisko udaru chlodowego oraz trudnosci znalezienia latwo dostepnych
cial chronigcych nasienie przed udarem sprawily, ze do roku 1939 nie
znano metody konserwacji, pozwalajgcej uzytkowaé w praktyce inse-
minacyjnej nasienie przez okres dluzszy niz 12 godzin po pobraniu.

a. Rozrzedzalniki nasienia

Po odkryciu przez Philipsa i Lardy’ego (1940), ze dodatek zoéltka jaja
kurzego do buforu fosforowanego chroni plemniki przed udarem chlo-
dowym, pozwalajgc z jednej strony przyspieszy¢ proces oziebiania na-
sienia, z drugiej zas przedluzy¢ uzytecznoS¢ nasienia do 48 godzin,
pierwszy etap przediuzenia konserwacji nasienia in vitro zostal doko-
nany. W roku 1941 Salisbury i wsp. oddali do uzytku praktykéw inse-
minacyjnych drugi rozrzedzalnik zéitkowy, oparty o bufor cytrynianowy.
Oba te rozrzedzalniki stanowily w latach 1940 do 1950 najbardziej
rozpowszechniong podstawe do konserwacji nasienia.

W roku 1949 Michajlow stwierdzil, ze przegotowane mleko stanowi
dobry rozrzedzalnik nasienia, i mleko dzieki niskiej cenie i nieskompli-
kowanej obrobce przed uzyciemn zyskalo wkroétce popularnosé réwnie
duza, jak wymienione powyzej rozrzedzalniki zoltkowe.

Wymienione rozrzedzalniki, stanowigc z jednej strony srodowisko od-
zywcze dla plemnikéw, z drugiej za$ ochronne, odgrywajg do tej pory
dominujgce znaczenie w praktyce inseminacyjnej, nalezy sie im wigc
blizsze oméwienie.

Rozrzedzalnik fosforanowo-zéltkowy

Uzywany jest jeszcze do tej pory w niektéorvch krajach (Holandia,
Dania) jakkolwiek szereg badan wykazalo, ze w polgczeniu z antybioty-
kami oraz przy stosowaniu wyzszych rozrzedzen uzyskuje sie gorsze
wyniki, niz przy stosowaniu nasienia rozrzedzonego w CZ (rozrzedzalnik
cytrynianowo-zéltkowy) lub w mleku (Cambell i Edwards 1955, Dreier
1 Webb 1953, Kok 1957, Van Dieten 1957).

Rozrzedzalnik cytrynianowo-z6ltkowy (CZ)

W postaci oryginalnej byl oparty o hypertoniczny bufor cytrynianowy;
po modyfikacji (Salisbury 1948, Jaskowski 1948) buforu stosowany jest
do tej pory bardzo szeroko. W wyniku badan Tosica i Walton'a (1946),
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wykazujacych, ze niektére aminokwasy zoitka pod wplywem enzymow
nasienia wytwarzaja szkodliwy dla plemnikéw perhydrol oraz po stwier-
dzeniu przez Milowanowa, ze zmniejszenie proporcji zéitka w rozrze-
dzalniku pozwala znacznie zlagodzi¢ 6w niekorzystny wplyw, istnieja
tendencje do zredukowania zawartosci zoitka do 15—25% (Milowanow
1950, Stewart 1950, Almquist 1951, Holt 1952, Olds i wsp. 1951).

Z innych modyfikacji rozrzedzalnikéw zélttkowych nalezy wymienié
rozrzedzalnik cytrynianowo-glikozowo-zoltkowy zalecany przez Milowa-
nowa. W doswiadczeniach in vitro dal on lepsze wyniki niz CZ, w prébie
terenowej wlasciwosci te nie uwypuklity sie w wyrazny sposob (Jaskow-
ski 1956). Réwniez inne modyfikacje, mimo korzystnych wynikéw préb
in vitro, dawaly w probach terenowych wyniki najwyzej réwnorzedne
lub gorsze niz CZ. Tak bylo np. z rozrzedzalnikiem glukozowo-wegla-
nowo-zoitkowym Kampschmidta (1951), ktérego malg przydatnosé prak-
tyczng stwierdzili Melrose i Stewart (1956). Rowniez zalecany przez
Bishopa i Salisbury’ego (1955) rozrzedzalnik solno-zoltkowy nie dat
oczekiwanych wynikéw w probie terenowej (Salisbury 1957). Inna mo-
dyfikacja — rozrzedzalnik glicynowo-zé6itkowy (Roy i Bishop 1954) dat
W probach inseminacji wyniki zaledwie doréwnujgce CZ (Melrose i Ste-
ward 1956, Graham i Erikson 1956).

Rozrzedzalniki mleczne

Odkrycie przez Michajlowa faktu, ze podgrzanie mleka znosi toksyczny
jego wplyw na plemniki dalo praktyce nowy rozrzedzalnik nasienia.
Czynnik toksyczny udalo sie zidentyfikowaé Philips’owi i wsp. (1954).
Jest nim laktonina zwigzana z albuminows frakcja bialek mleka. Zobo-
Jetnienie laktoniny nastepuje przez zwigzki zawierajgce wolng grupe
sulfhydrylowa (uwalniane z mleka przez podgrzanie powyzej 92°).
Zwigzki te mozna dodaé do mleka, uzyskujac podobny efekt jak przez
gotowanie (nalezy do nich np. chlorowodorek cysteiny — Johnson 1955),
kwas thioglikolowy (Boyd 1954).

Do rozrzedzania nasienia uzywa sie mleka przygotowanego w naj-
rozmaitszy spos6b: a wiec mleka odtluszczonego (Jacquet 1951), pelnego,
mleka w proszku (Thacquer i Almquist 1951), mleka homogenizowanego
(Williams i wsp. 1954) itp.

Na ogotl wiekszo§¢ doniesien terenowych stwierdza, ze unasienianie
hasieniem rozrzedzonym w mleku daje co najmniej rownorzedne, z reguly
za$s lepsze wymiki, niz unasienianie kontrolne (rozrzedzalnik CZ). Naj-
lepiej ilustruje to zestawienie sporzadzone przez Salisbury’ego, uwzgled-
niajagce wyniki do$wiadczen szeregu badaczy (tabela 1).
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lub w rozrzedzalniku CZ (Salisbury, 1957)

Tabela 1
Porownanie wynikow unasieniania przy pomocy nasienia rozrzedzonego w mleku

l
Tlogé % | Ilogé %
Rozrzedzalnik | unasie- Non Kontrola | unasie- Non
nief ret'ur- | nien ret’ur—
néw néw
Mleko homogenizowane bez
antybiotykow 543 70,9 CZ bez anty- | 527 65,1
Mleko homogenizowane piotykow
+ antybiotyki 4544 70,6 CZ -+ anty- 4869 68,4
Mleko homogenizowane | biotyki
+ antybiotyki | 31288 69,1 | CZ + anty- | 30863 67,1
| biotyki |
Mleko chude + antybiotykii 4367 67,3 CZ + anty- = 4229 68,2
; biotyki

Dodawanie zéltka do mleka poprawia konserwujace wiasciwosci mleka,
podnoszg to zgodnie wszyscy badacze, ktorzy sie tym zagadnieniem zaj-
mecwali (Jaquet 1951, Jaskowski 1956, Szczesna Zebracka 1957, Kluza
i wsp. 1958, Hendriksje 1957, Sikes i wsp. 1958).

Ostatnio Adler i Rasbech (1956) zbadali konserwujgce wilasnosci goto-
wanej $mietanki (zawierajacej 9% tluszczu), stwierdzajgc, ze nie ustepuja
one mleku chudemu a przewyzszajag CZ.

Rozrzedzaln:ki z6ltkowe 1 mleczne
z dodatkiem glicerolu

Po zastosowaniu przez Polge’a i wsp. (1949) dodatku glicerolu do
nasienia w celu wzmozenia jego odpornosci na proces zamrazania, Holt
(1953) stwierdzil, ze dodatek glicerolu do nasienia przechcwywanego
w temperaturze +4°C podnosi jego zapladnialnosc. Nasienie gliceroli-
zowane odznaczalo sie tym, ze nie obnizalo zaptadnialnosci w drugim
dniu uzycia po pobraniu.

Badania nad metabolizmem nasienia glicerolizowanego wykazaly, ze
glicerol nie jest rozszczepiany w warunkach beztlenowych, natomiast
ulega rozszczepieniu przez plemniki przy dostepie tlenu (Mann i wsp.
1956, White 1956).

W przebiegu konserwacji powyzej 0°C, szczegdlnie w czasie trans-
portu, warunki, w ktérych przebywaja plemniki, nie sg Scisle beztlenowe,
nalezy wiec przypuszczaé, ze korzystny wplyw glicerolu na zdolnoéé za-
ptadniajgca nasienia wynika z dostarczenia substratu egzogennego do
metabolizmu w warunkach tlenowych. Ostatnie do$wiadczenia Sikes’a
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i Merilan’a (1958), ktérzy porownywali rozrzedzalnik mleczno-zo6ttkowy,
cytrynianowo-zoéttkowy i mleczny, wszystkie z dodatkiem 8% glicerolu,
wykazaly, ze nrasienie przetrzymywane w temperaturze 0 do +3°C
przezywato w pierwszym przez 70 dni, w drugim przez 42 dni, w trze-
cim za$ okoto 26 dni. Bez dodatku glicerolu nasienie przezywa w temp.
+4°C okolo 17 dni. Powyzej 40% plemnikéw o zywym ruchu postepowym
znajdowalo sie w pierwszym rozrzedzalniku po uplywie 25 dni, w dru-
gim po 22, w trzecim za$ po 8 dniach. To znaczne przediuzenie czasu
przezywania nasienia w rozrzedzalnikach z glicerolem wskazuje, ze
rowniez tg droga mozna bedzie uzyska¢ przedluzenie uzytecznoszi na-
sienia. Wedlug informacji prywatnych z Anglii, dotychczasowe spostrze-
zenia wykazujg, iz do 4 dnia uzycia nie nastepuje spadek odsetek
zacielen przy uzyciu nasienia z dodatkiem glicerolu.

Dodatek substancji hamujgcych
rozmnhazanie drobnoustrojow

Juz w roku 1946 Salisbury zalecal dodawanie sulfanilamidu w ilosci
300 mg na 100 ml nasienia. W roku 1949 Almquist i r6wnocze$nie Mixner
podali do wiadomosci dane o korzystnym wplywie penicyliny samej,
lub w kombinacji z sulfanilamidem, na zaptadnialno$¢ nasienia buhajow
0 obnizcnej plodnos$ci. W roku 1950 Foote i Bratton wyprobowali z po-
mySlnym wynikiem kombinacje nastepujgcych antybiotykow: sulfanila-
midu, penicyliny, streptomycyny i polimyksyny. Réwniez chloromycetyna
(Weiss, 1953) wywiera dzialanie bakteriostatyczne w dawkach nie uszka-
dzajagcych plemnikéw. Natomiast takie antybiotyki jak aureomycyna,
terramycyna, tetramycyna, erytromycyna i framecytyna sg zabdjcze dla
plemnikéw badz w stezeniu nieszkodliwym dla drobnoustrojow, badz
W szkodliwym (Parez, Guillo 1958).

W wiekszosci krajow stosuje sie w praktyce inseminacyjnej dodatek
streptomycyny samej lub w kombinacji z penicyling i sulfanilamidem.
Zalecane dawki wynosity do niedawna 1 mg streptomycyny 1 1000 jedno-
stek penicyliny na 1 ml rozrzedzalnika. Ostatnio jednak pojawiajg sie
Prace wskazujgce, ze wymieniona dawka antybiotykow nie jest obojetna
dla zywotno$ci plemnikow, w zwigzku z czym radzi sie obnizyé dodatek
Penicyliny do 500 jedn., a streptomycyny od 250 do 500 gamma na
ml rozrzedzalnika (Eibl i wsp. 1955, Sakala 1957, Diliello i Poelma
1957, Parez i Guillo 1958).

Nalezy réwniez wzigé pod uwage fakt, iz korzystny lub niekorzystny
Wplyw uznanych” antybiotykéw moze mieé¢ zwigzek z ich skladem
lub stopniem oczyszczenia. Wskazuje na to miedzy innymi praca Sakali
(1957), ktory, poréwnujac wpltyw tych samych antybiotykow ale wypro-
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dukowanych przez rozne wytwérnie, stwierdzil, ze produkt jednej wy-
tworni dzialal korzystnie, innej znacznie mniej korzystnie na czas prze-
zywania nasienia in vitro oraz jego zaptadnialnos¢. Rowniez Roslanowski
(1958) stwierdzil, ze penicylina produkcji polskiej wywiera niekorzystny
wplyw na przezywanie nasienia in vitro.

Na ogot u buhajéw o nie obnizonej plodnosci, przy aseptycznym pobie-
raniu nasienia, dodatek antybiotykow wydaje sie zbedny, gdyz, jak
stwierdzajg wszyscy wymienieni autorzy, nie wywiera on korzysinego
wplywu na zapladnialnosé¢ ich nasienia, a nawet jg lekko obniza.

* *
*®

Postep dotyczacy techniki konserwacji nasienia w temperaturze okoto
0°C (0 do 5°) polega gléwnie na udoskonaleniu rozrzedzalnikéw do na-
" sienia. Pozwolily one podnie$é¢ ogélng zaptadnialnos$é¢ z 60,5% w roku 1948
(Schultze i wsp.) do 69,1% tzw. nonreturnéw (Salisbury 1957). Brak
szczegotowych danych dotyczacych zapladnialnoéci nasienia glicerolizo-
wanego przez wiecej niz dwa dni nie pozwala na stawianie horoskopow
na przyszlose.

Na podstawie dotychczasowych danych, metoda konserwacji w temp.
okolo 0°C w idealnych warunkach technicznych (przechowywanie na-
sienia w chtodni) naraza na spadek zapladnialnosci nasienia na kazdy
dodatkowy dzien konserwacji o okoto 5 jednostek procentowych (Schultze).
W naszych warunkach, w ktorych zrodlem obnizonej temperatury jest
termos z lodem, ten korzystny spadek zaptadnialnosci udaje si¢ utrzymac
do drugiego dnia konserwacji. W trzecim spadek zapladnialnosci wy-
nosi 10, a nawet wiecej jednostek procentowych (Jaskowski 1958).

b. Zamrazanie nasienia

Metoda zamrazania nasienia stworzyla niewgtpliwie ncwe mozliwosci
dla wyzyskania unasieniania dla celéw hodowlanych. Jej glownym wa-
lorem jest utrzymanie niezmienionej zdolnosci zapladniajgcej nasienia
przez szereg miesiecy, a nawet lat. Umozliwia to indywidualny dobér
partnerow hodowlanych nie tylko w skali krajowe]j, ale nawet miedzy-
narodowej. 1 rzeczywiscie w chwili obecnej miedzynarodowa wymiana
hasienia, po udanych dos§wiadczeniach Van Rensburga i Rowson’a (1954),
nalezy w krajach zachodnich do jednej z metod pozwalajgcej wyzyskiwac
W calym $wiecie nasienie czolowych buhajow.

Proces zamrazania nie jest obojetny dla nasienia. Wedlug spostrzezen
weczesnych badaczy (Polge i in.) okolo 30 do 50% plemnikéw zywych
ginie od momentu pobrania do momentu zamrozenia dop —79°C. O’Dell
(1958), ktory szczegdtowo przesledzit proces powstawania strat w prze-
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biegu procesow zwigzanych z zamrazaniem, stwierdzil, iz 5—10% plem-
nikOw ginie w okresie od pobrania dc zakonczenia proceséow przygoto-
wawczych do mrozenia, w poczatkowej fazie zamrazania do momentu
zamarzniecia nasienia ginie okolo 6%, najwieksza ilosé plemnikéw ginie
w czasie obnizenia temperatury od —10 do —50° (ponad 15% plemnikéw
zywych), wreszcie okoto 3—5% plemnikow ginie w koncowej fazie za-
mrazania. Proces obumierania plemnikéw nie konczy sie w chwili
zamrozenia nasienia. Wedlug naszych spostrzezen, w ciggu 2 dni po
zamrozeniu ginie dalszych 3—5% plemnikéw zywych, a w ciggu 30 dni
po zamrozeniu ckoto 10% zywych plemnikéw. Po uplywie tego czasu
proces zamierania plemnikéw postepuje juz bardzo nieznacznie.

Liczne modyfikacje oryginalnej metody Polge'a w zasadzie nie wiele
przyczynily sie do zmniejszenia tych strat, jakkolwiek kazde prawie
doswiadczenie wykazywalo wyzszo$¢ jednej metody w poréownaniu z in-
nymi poréwnywanymi. Poniewaz jednak trudno poréwnaé rownoczesnie
kilkanascie zalecanych metod, nie wiadomo, ktéra jest rzeczywiscie
lepsza.

Totez dane dotyczace optymalnej metodyki postepowania z nasieniem
przed zamrozeniem i w czasie zamrazania roéznig sie miedzy soba czasami
dos¢ znacznie. Jezeli chodzi o dodatek glicerolu, to niezaleznie od indy-
‘widualnych wlasciwosci buhaja zaleca sie dodatek 6—10% glicerolu do
rozrzedzalnika cytrynianowo-zoltkowego, lub 10—13% do rozrzedzalni-
kow mlecznych. Znacznie wieksze réznice pogladow zachodzg w sprawie
czasu, przez ktory nasienie powinno by¢ poddane dzialaniu glicerolu
przed zamrozeniem. Najkrotszy, zalecony czas optymalny wynosi 30 mi-
nut, najdiuzszy 18 godzin. Réwniez co do sposobu dodawania glicerolu
do nasienia istniejg sprzeczne poglady oparte na wynikach do$wiadczen.
Tempo oziebiania przed zamarznieciem nasienia powinno wWynosic
'/3°/min., wedtug innych 4—5°/min; po zamarznieciu czyli osiggnieciu
okolo —10°C od 1° do 12°/min (Polge i Lovelock 1952; Parez i wsp. 1953;
Craggle i wsp. 1955; Saroff i Mixner 1955; Miller i Van Demark 1954;
Leidl i Risse 1956, De Groot 1952; Eibl i Zoder 1955; Biaty i wsp. 1957;
O’'Dell i wsp. 1958; Olbrycht 1952; Zakrzewska 1958).

Nasienie pewnych buhajow zamraza sie lepiej, innych za$ gorzej
(Rowson i Polge 1953). Wiadomo réwniez, ze drugi ejakulat na og6t
zamraza sl lepiej niz pierwszy i ze przyczyna tego lezy nie w cechach
osocza lecz plemnikéow (Willet i Ohms 1958). Wiadomo rowniez, ze za-
ptadnialno§¢ mrozonego nasienia niektérych buhajow jest bardzo niska,
mimo dobrej ruchliwosci po rozmnozeniu (Rowson i Polge 1953; Jaskow-
ski 1958).

Fakt istnienia _réznic indywidualnych we wrazliwosei na glicerol oraz
roznej zapladnialnoéci po rozmnozeniu wskazuje na to, ze nalezaloby
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proces zamrazania dostosowa¢ do indywidualnych wiasciwosci poszczegol-
nych buhajéow.

Dotychczas bardzo duzo uwagi zwracano na proces zamrazania i przy-
gotowania nasienia do zamrozenia, mniej natemiast czynnosciom wstep-
nym, jak ochrona przed lekkimi udarami chlodowymi, tempo obnizenia
metabolizmu plemnikéw itp. By¢ moze, ze juz w czynnosciach wstepnych
lezy przyczyna wysokiej obumieralnosci plemnikéw w czasie zamrazania.

Stosunkowo duze straty w ilos¢i zywych plemnikéw w czasie zamra-
zania nie pozwalajg na zbyt silne rozrzedzanie nasienia przeznaczonego
do zamrozenia. W pracach doswiadczalnych stosowano dotychczas roz-
rzedzanie slabe lub $redniego stopnia. Na ogoét nie schodzono ponize]j
30 milionéw plemnikéw na 1 ml (przy nasieniu przechowywanym
w temp. 4°C obnizano zawartos¢ w 1 ml do 8—12 milionéw plemnikéow
na ml). Mimo to zapladnialno$¢ nasienia mrozonego byla z reguly niz-
Sza niz nasienia nie mrozonego uzytkowanego w dniu pobrania. We-
dlug Brattona i wsp. (1957) zapladnialnoéé nasienia mrozonego réwna
si¢ zapladnialno$ci nasienia nie mrozonego uzytkewanego miedzy 24
a 36 godzing po pobraniu.

Dotychczasowe doswiadczenia oparte na dostatecznie licznym mate-
riale zdaja sie wskazywa¢, ze z calg pewnoscia nie ma réznicy miedzy
zapladnialnoscig nasienia mrozonego uzytego w trzy miesigce po zamro-
zeniu (Bratton) w poréwnaniu z nasieniem $§wiezo mrozonym. Wprawdzie
istnieja doniesienia, wykazujgce spadek zapladnialnosci i to stosunkowo
duzy (DeGroot-i Handriksje 1954), nalezy jednak sadzié¢, ze moglo to by¢
wynikiem bledow konserwacji. Istniejg rowniez doniesienia wykazujace,
ze nasienie mrozone zachowuje zdolnos¢ zapladniajgcg, rowng wyjsciowej
przez 6 miesigcy, 1 rck, 2 1 3 lata (Rowson i Polge 1954, Mixner i Wiggins
1957a i b). W krajowych do$wiadczeniach uzyskaliémy dobry odsetek
zacielen nasieniem przetrzymywanym przez 11 miesiecy. Do§wiadczenia
nad uzytkowaniem nasienia przechowywanego przez dlugi okres czasu
5§ oparte na stosunkowo malym materiale i nie moéwig ile w tym
okresie ejakulatow odrzucono z dalszej konserwacji.

Miedzy cechami nasienia przed i po rozmnozeniu a jego zdolnoscig
Zapladniajgcg istnieje bardzo slaba wspotzalezno$é. Jednakze fakt, iz
W ciggu pierwszych trzech miesiecy konserwacji nasienie nie traci wyjscio-
wej zdolnosci zapladniajgcej, pozwala na biologiczne sprawdzenie ptod-
nosci poszczegélnych ejakulatow. Polegalaby ona na przeprowadzeniu
20—40 unasienien wkrétce po zamrozeniu i sprawdzeniu wynikéw tych
Unasienien w dwa miesigce pozniej. W razie pomyslnego wyniku préby
reszta nasienia w liczbie 150 do 250 porcji moglaby bezpiecznie byé
uzyta do dalszych unasienien.
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Moznos¢ utrzymania przez szereg miesiecy niezmienionej zdolnosci
zaptadniajgcej nasienia mozna by wykorzysta¢ do prac badawczych nad
wplywem por roku na plodnos¢ bydla. Mianowicie, przez uzycie nasienia
zakonserwowanego w ,najplodniejszych miesigcach” mozna by zbadaé¢,
jaki udzial np. w przednéwkowym obnizeniu plodnosci ma samica, jaki
zaS samiec.

c. Lyofilizacja nasienia

Opanowanie techniki zamrazania nasienia przygotowalo pole do préb
nad dalszym usprawnieniem metod konserwacji nasienia, mianowicie
do przechowywania go w stanie odwodnionym. Wyniki pierwszych do-
Swiadczen nie byly zachecajgce. Schermanowi (1954, 1957) nie udatlo
sie ozywi¢ lyofilizowanego nasienia ludzkiego i buhaja. Rowniez Biaty
1 wsp. (1957) stwierdzili, ze przy prébach wysuszania plemniki buhaja
ging z reguly po osiggnieciu przez nasienie 60—70% wysuszenia. Nieco
lepsze wyniki osiggnal Leidl (1956a), ktéoremu udalo sie ozywié bezpo-
Srednio po zakonczeniu wysuszenia nasienia buhaja na kilkanascie sekund
(przy czym odsetek ruchliwych plemnikéw byl w nim nieduzy).

Znacznie lepsze wyniki uzyskali Albright i wsp. (1958). Udalo sie im
ozywi¢ 5 ejakulatow na 8 zlyofilizowanych, przy czym w ozywionych
ejakulatach okolo 10% plemnikéw wykazywalo wydatny ruch postepowy.

Najbardzie] jednak rewelacyjne wyniki uzyska! Juszczenko (1957)
w Zwigzku Radzieckim. Zlyofilizowal on nasienie 4 buhajow i 15 kroéli-
kéw. Po okresie przechowywania, wynoszagcym 18—20 miesiecy i rekon-
strukeji rorzedzalnika stwierdzal zywa ruchliwos¢ okoto 15—20% plem-
nikéw.

Plemnikami kroélika przechowywanymi w stanie zlyofilizowanym przez
30 do 40 dni unasienil 23 krolice. 12 krolic ockocito sie¢ w normalnym
terminie wydajgc na swiat zdrowe i prawidlowo rozwiniete mlode.

Doswiadczenia te wykazujg, ze istnieje mozliwos¢ nie tylko ozywienia
nasienia po wysuszeniu, ale réwniez uzyskania normalnych zaptodnien,
chodzi tylko o opracowanie metody, ktéra by pozwalata uzyska¢ zaplad-
nialno$¢ takg samg lub tylko nieznacznie nizszg niz nasienia $wiezego.

d. Konserwowanie nasienia w temperaturze zmiennej (pokojowej)

Przedluzenie zycia plemnikéw w temperaturach, w ktérych procesy
metaboliczne przebiegajg do$¢ zywo, mozna uzyska¢ albo przez doda-
wanie do nasienia cial lub ich ukladow hamujgcych odwracalnie te
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procesy, albo, jak to wykazaly doswiadczenia Walton’a i White’a (1956),
przez usuwanie ze Srodowiska plemmikéw produktéw przemiany materii.
Van Demark i wsp. (1958), zanurzywszy nie rozrzedzone nasienie buhaja,
zamkniete w woreczku kolodiowym, w odpowiednim stale zmienianym
srodowisku odzywczym potrafil przedtuzyé jego zycie siedmiokrotnie.

Nalezy przypuszcza¢, ze, stosujagc réwnocze$nie substancje obnizajace
metabolizm nasienia i dialize przeplywows, mozna by wydatnie zblizy¢
sle do warunkow konserwacji istniejacych w przewodzie najadrza, w kto-
rym, jak to wykazaly dawne juz badania Kirylowa i Morozowa (1936),
plemniki potrafig zy¢ i zachowywa¢ zdolnosé zapladniajacg przez okres
4—8 tygodni,

Proby konserwacji nasienia w temperaturze powyzej 5°C (przecietnie
15—30°C) podjeto stosunkowo niedawmo. W rcku 1956 Van Demark
I Scharma podali pierwsze wyniki unasieniania nasieniem przechowy-
wanym w temperaturze pokojowej w rozrzedzalniku nazwanym przez
nich 1llini Variable Temperature diluent, w ktérym role inhibitora meta-
bolizmu odgrywal dwutlenek wegla i czesciowo sulfanilamid, role zas
aktywatora dwuweglan sodu. Willet i Ohms (1558) uzyskali dobrag
przezywalnos¢ nasienia w temperaturze pokojowej w rozrzedzalniku,
w ktorym role inhibitora metabolizmu spelnial kwas mlekowy, aktywa-
tora za§ — wodorotlenek sodu, ktéry dodawano do nasienia po oznaczo-
nym okresie konserwacji. Normanowi i wsp. (1958) udato sie ozywic
ruchliwos¢ nasienia do 83% po 6 dniach trzymania w temperaturze poko-
Jowej w rozrzedzalniku zlozonyn. z réwnych iloéci mleka kokosowego
gotowanego i buforu zlozonego z 4,32% roztworu cytrynianu sodu i 0,1%
roztworu weglanu wapnia + antybiotyki. Ozywienie nastepowato po
Wymienieniu rozrzedzalnika lub po dodaniu weglanu wapnia.

Najlepiej opracowany w tej chwili i najlatwiejszy do zastosowania
W praktyce inseminacyjnej jest rozrzedzalnik Illini. Rozrzedzalnik ten
W swej pierwotnej postaci nie wykazywal jeszcze optymalnego sktadu.
Wskazujg na to zaréwno nasze (Jaskowski 1958) spostrzezenia, jak i do-
niesienia Van Demark’a oraz Salisbury’ego i Van Demark’a z biezgcego
roku. Tak np. z naszych badan wynika, ze zmniejszenie antybiotykéow
polepsza warunki konserwacji nasienia. Van Demark stwierdzil, ze zwiek-
Szenie zawartosci glikozy, zéitka i dwuweglanu sodu oraz dodatek kata-
lazy znacznie przedluza okres przezywania nasienia w rozrzedzalniku
Ilini,

Wyniki unasieniania nasieniem Illini byty rozne. W pierwszym do-
Swiadczeniu na malg skale (Van Demark i Sharma 1957) wyniki byly
bardzo dobre, ale w doswiadczeniu terenowym na wiekszg skale znacznie
gorsze. Dunn (1958), przeprowadzajac unasienianie okolo 1000 kréow
W okresie letnim (upaty), uzyskal zaledwie 38% zacielen nasieniem Illini
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w porownaniu z ponad 60% nasieniem kontrolnym, przy uzywaniu na-
sienia przez 6 dni. Wyrazny spadek plodnosci w doswiadczeniu Dunn’a
nastepowal juz w drugim dniu konserwacji. R6wnocze$nie jednak McFee
i wsp. (1958), uzywajgc nasienia lllini przez 4 dni po pcbraniu, uzyskat
wyniki bardzo dobre. W naszych doswiadczeniach obejmujgcych ponad
2000 unasienien nasieniem Illini uzyskaliSmy rowniez wyniki zupeinie
dobre (ponad 60% zacielen przy uzytkowaniu nasienia przez 4—5 dni).
Rowniez Stewart (1958) stwierdzit, ze nie ma réznicy miedzy ptodnoscig
nasienia Illini przechowywanego przez 8 dni i przez 1 dzien (Stewart
jednak przechowywal nasienie Illini w temp. pokojowe]). Natomiast
Bonadonna (1958), na podstawie zresztg bardzo nielicznych unasienien,
stwierdzil, ze nasienie Illini mimo dobrej jakosci in vitro nie posiada
zdolnosci zaptadniajgcej.

Wydaje sie, ze pierwsze wnioski Van Demark’a, méwigce o wysokim
uniezaleznieniu plemnikéw trzymanych w jego rozrzedzalniku od tempe-
ratury otoczenia, byly przedwczesne. Zaréwno spostrzezenia in wvitro,
jak i doswiadczenia terenowe wskazujg na to, ze w nizszej temperaturze
przezywanie i zdolno$¢ zapladniajgca nasienia utrzymujg sie dluzej,
w wyzsze] krocej.

Ze wzgledu na wieikie praktyczne znaczenie metod konserwacji na-
sienia w temperaturze pokojowej warto im poswieci¢ wiecej uwagi
w zakladach doswiadczalnych.

Uwagi koncowe

Z krotkiego i stosunkowo pobieznego przegladu metod konserwacji
nasienia wynika, ze najlepsze dotychczas wyniki, jezeli chodzi o procent
zacielanych kréw, uzyskiwano przy pomocy nasienia przechowywanego
w temperaturze okolo 0° i uzytkowanego w ciggu 48 godzin po pobraniu.
Inne metody pozwalajg wprawdzie na przedluzenie czasu przechowy-
wania, jednak zapladnialno§¢ nasienia w ten sposdb przechowywanego
jest albo nizsza, albo sprawdzona na zbyt malym materiale, aby mozna
bylo méwi¢ o jej wyraznej wyzszoSci nad metodami starymi.

Z punktu widzenia hodowlanego krotkie przechowywanie nasienia
jest niepozgdane, uniemozliwia bowiem, lub znacznie ogranicza prace
selekcyjng. Z tej przyczyny zamrazanie nasienia, mimo ze daje nieco
gorsze wyniki i jest drozsze niz metody stare, znalazlo dos¢ powszechne
zastosowanie w krajach zachodnich. Stad zainteresowanie metoda
Van Demark’a pozwalajacg przedtuzyé wedlug opinii autora uzytecznos¢
nasienia do 7 dni.

Dla naszych warunkéw niewatpliwie metoda konserwacji w tempe-
raturze pokojowej moglaby by¢ jedynym rozwigzaniem na najblizsza



Nowsze badania nad konserwacjq nasienia buhajow Y

przyszios¢. Nie mozemy bowiem liczy¢é na przediuzenie uzytecznosci
nasienia przechowywanego w temp. okolo 0° przy pomocy dodatku gli-
cerolu, poniewaz jedynym sprzetem konserwujacym, dostepnym dla
punktow, jest termos z lodem pozwalajacy utrzyma¢ pozadang tempe-
rature do 48 godzin.

Metoda konserwacji w stanie zamrozonym mogtaby by¢ u nas stoso-
wana w stacjach posiadajgcych w poblizu wytwoérnie suchego lodu.
Wedlug Ehlera (1957) koszty unasieniania nasieniem mrozonym przy
niezbyt wysokiej cenie suchego lodu ukladajg sie na tym samym poziomie
€O unasienianie dotychczasowymi metodami, pod warunkiem, ze wiekszose
lub wszystkie punkty zaopatrywane przez stacje bedg pracowaly przy
pomocy mrozonego nasienia.

Z metod przyszlosci najbardziej praktyczng w uzytkowaniu bytaby
metoda lyofilizacji nasienia, ze wzgledu na nieskomplikowane uzytko-
wanie i przechowywanie nasienia w terenie oraz walory hodowlane tej
metody.



