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PRZY POMOCY BARWIENIA KONTRASTOWEGO
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Pomys! opisanej nizej metody powstal przed kilku laty w czasie prob
sporzadzania mikrofotografii plemnikéw uszkodzonych przez obnizenie
ciénienia osmotycznego §rodowiska. W czasie tych préb zauwazono, ze
charakterystyczne zawiniecie witek opisane przez Milowanow a (1940)
wystepuje tylko w czeSci populacji plemnikéw proporcjonalnej do za-
wartoéci plemnikéw ruchliwych w nasieniu. W praktyce jednak zastoso-
wanie tej proby natrafilo na szereg trudnosci technicznych, tak ze zarzu-
cilismy na pewien czas badania nad jej wartosciag. Dopiero niedawno
kiedy polaczono uszkodzenie plemnikéw roztworem hypotonicznym,
z barwieniem kontrastowym nigrozyng-eozyng, uzyskano wyniki, ktore
wskazuja iz metoda ta moze znalezé zastosowanie w praktyce.

Ogodlne zalozenia metody

Jezeli nasienie ochlodzone po pobraniu do temperatury ponizej 26°C,
umieéci sie w ogrzanym roztworze barwnika sporzadzonego z eozyny
i nigrozyny rozpuszczonych w wodzie destylowanej, i po 30 sekundowym
barwieniu, sporzadzi si¢ z niego rozmaz, w preparacie mikroskopowym
stwierdza sie, ze wszystkie plemniki martwe maja witke wypro-
stowana, lub zawinieta w miejscu przejscia wstawki w biczyk. Czesé
plemnikéw niezabarwionych (zywych) ma réwniez witke wyprostowana,
natomiast cze$é i to cze$é proporcjonalna do zawartosci plemnikéw
o energicznym ruchu postgpowym wykazuje charakterystyczne zawinigcie



120 L. Jaskowski [2]

zakonczenia witki, przypominajgce luzno zaplatany wezel. Zawiniecie to
moze wykazywa¢ rozne modyfikacje, czasami wezelek jest bardziej ciasny,
czasami przypomina petle, zawsze jednak wystepuje w koncowym od-
cinku, ponizej przejscia wstawki w witke.

Dotychczasowe badania wykazaly duzg zgodno$¢ miedzy odsetkiem
plemnikow wykazujacych opisane zawiniecie a szacunkowg oceng ruch-
liwosci nasienia. Przeprowadzona ocena nasienia w 20 ejakulatach dala
srednig zawartos¢ plemnikéw o ruchu postepowym (metoda szacunkowas)
46 , podczas gdy metodg barwienia stwierdzono w 20 ejakulatach 47,5%
plemnikow niezabarwionych wykazujacych zawiniecie koncowego odcinka
witki. Miedzy metoda szacunkowa a metodg ,,obiektywng‘ istnial wysoki
wspolczynnik korelacji r = +0,932. Zawarto$¢ plemnikéw zabarwionych
w zbadanych ejakulatach nie przekraczala 19% i dawala bardzo ogolng
informacje o faktycznej ruchliwosci nasienia.

Technika wykonania préby

Warunkiem udania sie proby jest, azeby nasienie w chwili jej wyko-
nywania nie mialo temperatury wyzszej niz 26°C, zeby znalazlo sie w sro-
dowisku hypotonicznym, oraz zeby réwnoczesnie pobudzi¢ gwaltownie

Rys. 1. Typowe zawiniecie zakonczenia witki wystepujgce
w plemnikach ruchliwych

ruchliwos¢ nasienia (kropla barwnika powinna wykazywacé temperature
okolo 45°C). Najlepsze wyniki uzyskuje sie gdy stosunek nasienia do
hypotonicznego barwnika wahatl sie od 1:7 do 1 :10.

Praktyczne wykonanie préby. Dokladnie odtluszczone szkietko podsta-
wowe umieszcza sie na plycie ultratermostatu nastawionego na 46,5°C.
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Na szkietku tym umieszcza sie duzg krople barwnika (nierozmazany
barwnik powinien tworzyé¢ tarcze o wielkosci monety 20-groszowej)
ogrzanego uprzednio do 46,5°. Do barwnika dodaje sie mala krople nasie-
nia i bezposrednio po tym szklang bagietkg miesza sie nasienie z barwni-
kiem. Po 30—45 sekundach przyklada sie do mieszaniny nasienia z barw-

Rys. 2. Martwe plemniki (zabarwione) oraz nieruchome zywe nie

wykazuja tego zawiniecia

nikiem krawedz szkielka, ktorym wykonuje sie rozmaz i wykonuje sie
rozmaz na innym odtluszczonym i podgrzanym szkielku podstawowym.
Aby przyspieszy¢ wysychanie preparatu celowe jest umieszczenie szkietka
w strumieniu gorgcego powietrza. ‘

Do sporzadzenia barwnika stuzy 4 roztwor wodny eozyny i 8% roz-
twor wodny nigrozyny (na wodzie destylowanej). Oba barwniki miesza
sie w stosunku 1 cze$¢ roztworu eozyny i 2—3 czescl roztworu nigrozyny.

Uwagi koncowe

Metoda jest w okresie wstepnych badan i byloby przedwczesnym zale-
ca¢ ja do powszechnego stosowania. Istnieje szereg okolicznosci, polega-
jacych glownie na biedach technicznych, ktére powoduja powazne roznice
miedzy odczytem szacunkowym a ,,obiektywnym®. Po standaryzacji
metody i dokladniejszym poznaniu jej wartosci w ocenie nasienia, bedzie
mozna dopiero okreslié w jakich okoliczno$ciach moze ona znalez¢ zasto-
sowanie w praktyce.
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JI. 9ackKoBCKH

[TOTIBITKA OIMPENEJTEHUYA COHNEP)XAHUSA
AKTHUBHDBIX JKNBUUKOB B CEMEHU
[TPHU TTOMOIIIM KOHTPACTHOM OKPACKHU

Peswowme

MeTon OCHOBaH Ha KOHTPACTHOM OKpAallUHBAHHH (’KHBOH-MEPTBBIH) MpH
MOMOIIH ~ THIOTOHHYECKOTO  pacTBOpa 303HHA C HHUrpo3HHOM. OaHY 4acThb
CEMEHH, OXJIa’K/I€HHOTO 10 KOMHATHOH TeMIepaTrypbl, CJelyeT CMelIHBaTh
¢ 7—10 KpaTHBIM KOJIMYECTBOM KpACHTEJsI, HUMEBIIEro TeMmiepatypy 45°C
1 MoABepraTb OKpacke 30—45 CekyH..

[IpoueHT comep:KaHHsi HEOKpAIIEHHBIX JKHBUHKOB C 3aBEPHYTBIM KOHLOM
BETKH, B pasMase, COOTBETCTBYeT NPOLEHTY XKHBYHUKOB, OIOJIAJAIOUIHX MOCTY-
NaTeJIbHbIM JIBHXKEHHUEM.

L. Jaskowski

A SIMPLE METHOD FOR OBJECTIVE ESTIMATION
OF SEMEN ACTIVITY

Summary

The method consists in live dead staining of spermatozoa with a hypo-
tonic eosin-nigrosin solution. One portion of the -semen cooled before
staining to room temperature should be mixed with 7—10 parts of the
stain warmed to 45°C, and stained for 30—45 seconds. In smears the
proportion of unstained spermatozoa with bent ends of the tail is equal
to the proportion of progressively moving spermatozoa.



