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Od czasu gdy Lardy i Phillips (1940) wykryli, ze z6ttko
Jaja kurzego dodane do buforu fosforanowego wywiera korzystny wplyw
na plemniki, chronigc je przed udarem chlodowym i przedtuzajgc ich
zywotnos¢, znalazto ono szerokie zastosowanie jako dodatek do réznych
rozrzedzalnikéw. Odkrycie tej wtasciwosci zo6ttka przyczynilo sie takze
do wszczecia badan majgcych na celu mozliwie wszechstronne poznanie
jego oddzialywania.

Tosic i Walton (1945, 1947) badajgc oddychanie plemnikéw bu-
haja w $rodowisku zéltkowym stwierdzili, ze dodatek zéitka w znacznym
stopniu pobudza ten proces, jednak spadek zuzycia tlenu jest w obecnos$ci
zOttka znacznie wiekszy niz w czystym buforze. W badaniach nad wpty-
wem réznych frakeji zéitka, uzyskanych na drodze dializy i ekstrakcji
eterowej, na proces oddychania plemnikéw autorzy ci wykazali, ze spadek
ten spowcdowany jest przez dializujgcg frakcje zoéltka oraz ze zaréwno
bialkowa, jak i tluszczowa cze$é frakcji niedializujgcej oddziatuja jedna-
kowo korzystnie.

Z prac Blackshowa i Salisbury ego (1957) oraz Black-
showa, Salisbury’ego i Van Demarka (1957, nad czynni-
kami wplywajacymi na czynno$é¢é metaboliczng plemnikéw, wynika, ze do-
datek z6ttka do buforu znacznie podncsi zuzycie substancji redukujgcych.

Hoelzer i Hanske (1952), Rikmenpoel (1957) oraz Lin-
dahl i Wedin (1959) opisali metody uzyskiwania, glownie w drcdze
wirowania i sgczenia, klarownego rozrzedzalnika zéltkowego, ktéry ula-
twia obserwacje plemnikéw pod mikroskopem.

W doswiadczeniach nad konserwowaniem nasienia w temperaturze
pokojowej (Jaskowski i in.,, 1961, 1962) zastosowano m. in. jako
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dodatek do buforu zamiast pelnego zéltka jego ciezka frakcje uzyskang
przez wirowanie. W badaniach laboratoryjnych modyfikacja ta okazala
sig korzystna, a réznice w czasie przezywania plemnikéw byty statystycz-
nie istotne.

Celem niniejszej pracy bylo stwierdzenie, w jakim stopniu zaobserwo-
wane roéznice miedzy wiasciwosciami konserwacyjnymi calego zéltka
a jego frakcji odwirowanej znajdujg odzwierciedlenie w dwéch podsta-
wowych procesach metabolicznych plemnikéw, mianowicie w zuzyciu
tlenu i fruktozy, oraz jak te procesy ksztaltuja sie w srodowisku pozosta-
tych frakcji, ktére uzyskuje sie obok odwirowanej.

Metodyka

Frakcje zoltka, ktéorymi postugiwano sie w doswiadczeniu, przygoto-
wywano w nastepujgcy sposéb: rozrzedzalnik cytrynianowo-zéttkowy
o 50-procentowej zawartosci zoéttka, z dodatkiem antybiotykow w ilosci
30 mg penicyliny i 50 mg streptomycyny na 100 ml rozrzedzalnika,
umieszczano w lcddwcee, w temperaturze 0° do +4°C. W ciggu okolo
trzech dni nastepowala sedymentacja, po ktorej odciggano goérna, kla-
rowng czes¢ rozrzedzalnika znad nagromadzonego osadu. Osad podda-
wano nastepnie wirowaniu przy 2,5 tys. obrotow przez 15 do 20 minut,
co powodowalo utworzenie sie kolejnych dwdch warstw, ktore oddzie-
lano od siebie. W wyniku takiego postepowania uzyskano nastepujace
frakcje, ktore uzyte zostaly jako oddzielne rozrzedzalniki:

S — goérna, klarowna, plynna warstwa rozrzedzalnika cytrynianowo-
-z0Itkowego, utworzona w czasie przechowywania go w loddwce

O — goérna, ptynna warstwa osadu, powstalego w czasie przechowy-
wania rozrzedzalnika w lodéwce, utworzona po jego wirowaniu

W — dolna, pétplynna warstwa, wytrgcona z osadu w czasie jego
wirowania, rozrzedzona roztworem cytrynianu sodu w stosunku 1 : 1

K — kontrolny, niefrakcjonowany rozrzedzalnik cytrynianowo-zoéltko-

wy, przechowywany w identycznych warunkach.

Nasienie pobrane od buhajéw z Zakladu Sztucznego Unasieniania
Zwierzat w Bydgoszczy powoli ochladzano do temperatury pokojowej,
a nastepnie dzielono je na cztery réwne czeSci, rozrzedzajgc kazda
z nich odpowiednim rozrzedzalnikiem w stosunku 1:2 do 1:5 — do préb
na zuzycie tlenu oraz w stosunku 2:1 — do préb na zuzycie fruktozy.
Proby zuzycia tlenu przeprowadzono na 10 ejakulatach o éredniej gestosei
1,116 10,281 mln komoérek na 1 mm3 i poczatkowej zawartosci zywych
plemnikéw réwnej 71,5% =+5,8%. Zuzycie tlenu mierzono w aparacie
Warburga, w atmosferze powietrza, w temperaturze 37°C, metods czgs-
tkowego ubytku (Umbreit, Burris, Staufer, 1957).
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W doswiadczeniu nad zuzyciem fruktozy postugiwano sie metodyka
opisang przez Manna (1948). Zbadano 10 ejakulatéw o $redniej gesto-
¢ci 0,907 £0,226 mln komoérek w 1 mm?3 nasienia i przy poczgtkowej za-
wartosci 70°%0 £7,8% zywych plemnikéw. Prébki do kolorymetrycznego
oznaczania zawartosci fruktozy pobierano po 0, 60, 120 i 180 minutach
inkubacji w temperaturze 37 °C. Na poczatku i na koncu kazdego do-
Swiadczenia okreslano pod mikroskopem procent ruchliwych plemnikéw.

Wyniki

Zuzycie tlenu w poszczegdlnych frakcjach przedstawiono w tabeli 1.
W ciggu 3 godzin inkubacji bylo ono we frakcji W — $rednio o 8,9%
wyzsze niz w niefrakcjonowanym rozrzedzalniku kontrolnym, we frakeji
O — érednio o 3,6% wyzsze, za§ we frakcji S — $rednio o 4,8% nizsze
niz w rozrzedzalniku kontrolnym, przy czym zaznaczyla sie wyrazna ten-
dencja do wzrostu réznic w miare uplywu czasu.

Zuzycie fruktozy, przedstawione w tabeli 2, bylo we frakcji W —

Srednio o 18,1% wyzsze, we frakeji O — $rednio o 2,4%0 wyzsze, nato-
miast we frakcji S — o 1,4% nizsze niz w rozrzedzalniku kontrolnym.
Tabela 1

Zuzycie tlenu przez 10%® plemnikéw w rozrzedzalniku cytrynianowo-zéltkowym i w réznych
jego frakcjach (wyniki s$rednio z 10 proéb)

Rodzaj rozrzedzalnika

K S (o) w
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Godzi- Ilo-§é Ilc:éé Rléi- Ré2- I lo.sé R<.Si- Ré5- Ilo.éé Rés- Rés-
zZuzy- Zuzy- nica ) zuzy- nica . zZuzy- . .
na ; nica . nica nica nica
. tego % tego miedzy tego miedzy tego .
inku- . w . w miedzy w
bacji tlenu tlenu SiK o tlenu Oi1i K o tlenu Wi K o
w ul w ul wul e w I w ul 9 w ol ?
1. 16,6 100 16,0 —0,6 —3,6 17,2 +0,6 +36 17,8 +1,2 47,2
2. 11,0 100 10,7 —0,3 —2,7 11,3 +0,3 +2,7 120 +1,0 49,1
3. 81 100 7,3 —0,8 —9,9 8,5 +0,4 +4,9 91 +1,0 +12,3
Suma 35,7 100 340 —1,7 —48 37,0 +1,3 +3,6 389 +3,2 +8,9

W rubrykach 5, 8 i 11 podano réznice miedzy zuzyciem tlenu we frakcjach a w rozrzedzalniku
kontrolnym, w rubrykach 6, 9 i 12 przedstawione s3 te same réznice w przeliczeniu na procenty,
przy czym zuzycie w rozrzedzalniku kontrolnym przyjeto za 100%.
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Tabela 2

Zuzycie fruktozy przez 10° plemnikéw w rozrzedzalniku cytrynianowo-zéltkowym i w réznych
jego frakcjach (wyniki srednio z 10 préb)

Rodzaj rozrzedzalnika

K S

O w
1 B 3 4 5 | 6 7 8 9 10 11 12
Ilo$é Ilosé .. Ilo$é L. Iloé¢ L.
Godzina | zuzytej zuzytej Ro_zmca Réz- | zuzytej Rélzmca Réz- | zuzytej R§zn1ca Ré6z-
. miedzy . mig¢dzy ) miedzy )
inku- fruk- % fruk- i nica fruk- . nica fruk- . nica
- SiK OiK WiK
bacji tozy tozy w % tozy w % tozy w %
w mg w mg w mg
W mg w mg w mg w mg
1 1,032 100 1,079 40,047 +4,5 1,224 +0,192 +18,6 1,343 +0,311 +30,1
2 1,io1 100 1,030 —0,071 —6,5 1,108 40,007 + 0,6 1,326 +0,225 +20,4
3 0,931 100 0,914 —0,017 —1,9 0,806 —0,125 —13,5 0,950 +0,019 + 2,0
Suma 3,064 100 3,023 —0,041 —1,4 3,138 +0,074 4+ 2,4 3,619 40,555 +18,1

W rubrykach 5, 8 i 11 oraz 6, 9 i 12 podano réznice podobnie jak w tab. 1.

Réznice w ilosci zuzytej fruktozy zmniejszaly sie w miare upltywu
czasu, gtownie wskutek wyczerpania sie zasobu tego skladnika szybciej
w tym rozrzedzalniku, w ktérym jego zuzycie nastepowalo predzej.
W rozrzedzalniku np. z frakcjg W, po 3-godzinnej inkubacji, czesto mozna
bylo stwierdzi¢ juz tylko s$lady fruktozy. Szereg $rednich réznic miedzy
iloSciami tlenu i fruktozy zuzytymi w réznych srodowiskach, przez te
samg ilos¢ plemnikéw, na jednostke czasu, wyprowadzany metodg sko-
relowanych prébek ,,Studenta’”, jest statystycznie znamienny. Na przyktad
dla $rednich réznic miedzy wspélczynnikami ZO, we frakcjach W i S
oraz O i S, P jest mniejsze niz 0,01, a we frakcjach Wi O oraz W i K —
P waha sie w granicach 0,05 a 0,01 (tab. 3). Podobnie ksztaltujg sie
Srednie réznice miedzy wskaznikami fruktolitycznymi (tab. 4). Roznice
przezywalnosci plemnikéw okazaly sie w warunkach niniejszego
doswiadczenia nieistotne. Ttumaczyé to mozna, przynajmniej cze$ciowo,
zbyt krétkim okresem doswiadczenia oraz mozliwoscig nieobiektywne]
oceny z powodu duzych réznic miedzy wlasciwosciami optycznymi po-
szczegblnych rozrzedzalnikéw.

Omoéwienie wynikéow

Przedstawione wyniki wskazujg na to, ze frakcje zéttka, wchodzace
w sklad rozrzedzalnikéw, ktérymi postugiwano sie w doswiadczeniu, nie-
iednakowo oddzialujg na podstawowe procesy metaboliczne plemnikéw,



207

m w plemnikach buhaja

-~
~

Woptyw frakcji zéitka na metaboli

[5]

10°0 — Jd AZ1d QUUSIWEBUZ 44,
200 — J 4Azid suusTWRUZ L
S0‘0 — d Azid suudrwieuz 4,  :epuad o
— *STOFL9'0— *xx0€0F L9 T— *%xCE0TCTT— 16‘TF0ct 081
— *xPC 0T ELO— *xx9E 0T ¥S1— #%x6€ 0T 11— €61 T 6v1 0Z1 M
—= *STO0T19°0— #xx8€0F 18 1— wxb ¥ 0T ST 1— C8‘TF8LI 09
*ST0FL9‘0+ — *#xC10F66'0— 0Z0FS¥0— LLTFETT 081
#x¥T0FEL0+ — *xx¥20F 18°0— 9Z‘0Fov'0o— 88T TFTY1 0Z1 (o)
«ST0T 190+ — #x%xLT0F T 1— 9¢0T+9°0— 08‘1FCL1 09
%xxx0€0F L9 T+ **%xC1°0F 660+ — SToFvso+ 9L 1F €11 081
xex9€ 0+ ST+ *xxx¥C0T 180+ — 0T IH0+ L6‘TTHET 0Z1 S
*xx8E€0T 18T+ *xxLT0F T 1+ — 6£0TF 850+ L6‘TF 091 09
*#xxCC 0TI T+ 0z‘'0Fsyo+ STOF+S‘0— — 8LTF6TL 081
xx6E0F€T'1+ 9Z'0F o0+ ¥e0OF1v0— — S8IF8CI 0zZ1 p: |
#xbV 0F ST 1+ 9¢‘0F¥9°0+ 6£0F850— o 18‘1F991 09
dg +ag drg + g dz+ g dz + a dg + a (-urw)
1wAfeisozod e pA TwAjejsozod & O 1w4yejsozod € § rwAyeysozod e 3II 507z : HIU[BZPIZIZOY

Azpdiur eoruzoy

Azp31ua ed1uzoy

Azp3iwx eOTUZOY

Azp3aru eo1uzoy

HTUUAZOJOdS A

1eqnyur sez)

€ Bl[3qe.L

(qoxd (1 z a1upais IYIudAm) d1UZoI Yor zeio urw O] 29zid D, /¢ dwoy m
oJouemoqnyur ‘Turefoyery 0ol TWAUZOI T WAMONIJOZ-OMOUBTUAIIAD WAINIU[BZPIZIZOI 0F9U0ZPIZIZOI BIUSISEU ()7 MOYIUUAZO[odsm ITUdIMEISAyZ



[6]

St. Korycki

208

100 — J 4£z1d QUUITWERUZ .4y
70°0 — J 4Azid oUUITWRUZ 44

S0'0 — d 4zid suusrweuz 4,  :epuaSor]
— *%x%x920°0F091°0— *x%xx7€0°0F 661°0— *#:x9€0°0F S81°0— LT10FLOT Y 081
s Sxxx££0°0 T 691°0— *%xC€00TF 182°0— *%xx5S0°‘0F892'0— LTI0OFSEE‘T 0zZ1 M
— £60°0F0C1'0— $01°0F S91‘0— 8S1‘'0FzIc'0— T OF el 09
*%x920°0F 0910+ — #*810°0F 0+0°0— 020°0F920°0— $11°0F9+0°1 081
*x%x£€0°0F 6910+ — *¥x9€0°0FCI1'0— 6+0°0 T 660°0— 0£1'0F 9911 0zl 0
£60°0F0Z1°0+ — 410 F 9%1°0— SET'0TFS610— AR YAA 09
xx¥€0°0F 6610+ «810°0F 0¥0‘0+ — 810°0F+10°0+ ¥01°0F L0O‘T 081
*%xC€0°0F 1820+ *x9€0°0F 2110+ — 6S0°0F €100+ 0E1'0F+£0°T 0zl S
$01‘0F <910+ Iv1'0oF9+1‘0+ — 9Z1'0F L¥0'0— $91°0F 6L0°T 09
*»%xx9€0°0F S81°0+ 0200 F920‘0+ 810°0 F+10°0— — 0010 F120°T 081
*%%x5S0°0F 8920+ 6+0‘0F 6600+ 6S0‘0 T €10°0— — 960°0F L90°‘T 0Z1 3
gs1'oFzic‘o+ SE1'0Fe61°0+ 9Z1'0F L¥0'0+ — 0¥1‘0F2e0‘T 09
dg + g day + g ds + g dx +aq ag + q -(u1)

1wjesozod e Ap
Azp3rur eoruzoy

1wAjelsozod e O
Azpdrur eotuzoy

rw4jeisozod e g
AZp3tw eo1uUZOY

rwAreisozod e 3
Azpdriul eoIuzZoYy

AuzoA3[oInIy JIUZBYSMA

orquyur sez)

Iu[ezpazizoy

$ ela2qeq,

(qo1d Q] z S1upais IUAM) OTUZOI YOI 2O ‘nuiwt g z9zid D /¢
‘dwoy m rwefoyesy ofof 1wAuzor 1 WAMOYNI[OZ-0MOURIUAIIAD WAIIU[BZPIZIZOI OFIUOZPIZIZOI BIUDISEU YOAUZILII[0INI] MOYIUZEYSM DIUIIME}SIZ



[7] Wpotyw frakceji 26itka na metabolizm w plemnikach buhaja 209

w zwigzku z czym niejednakowa warto§¢é konserwacyjna tych frakeji
wydaje si¢ bardzo prawdopodobna. Na szczegdlng uwage zasluguje
najciezsza frakcja zéttka, w obecnos$ci ktorej zuzycie zaréwno tlenu, jak
i fruktozy bylo najwieksze i znacznie odbiegalo od aktywnosci, z jakg
procesy te przebiegaly w srodowisku pozostalych frakeji oraz w rozrze-
dzalniku kontrolnym. Wpltyw taki moze okazaé¢ sie dla konserwowania
nasienia, przynajmniej w niektérych warunkach, nie bez znaczenia.
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Ct. Kopbiukmu

BJIMAHUE PA3JUMYHBIX PPAKINN KEJITKA KYPUMHOTO
AMIIA HA OCHOBHLIE INPOIIECCBI OEMEHA BEIIECTB
B 2KVIBUMKAX BBIKA

Peswowme

IIMTpaTHO-3KEJITKOBBII pa3baBuUTeJb, IIOABEPXKEHHBIA CeQMMEeHTaluNn
B XOJIOAUJIBHMKE B Te€YEHMe OK. 72 4YacoB, a NOTOM LEeHTPM(YIMpOBaHHSLIN,
obpasyeT 3 (ppakLuy: TAXKEIYI0, KOTOpasa OCaXKAaeTcs Ha AHEe HPOOMpPKM;
pPacCesAHHY0 HAIOMMHAIOUIYI0 HadaJbHbLI pa3baBUTeNb M NPO3PAYHBIHE
cynepHaTauT. Bo BpeMa MHKyOalmmu B TeueHye 3 4acoB pas3babJIeHHOIO
CEMEHM: a) LMTPATHO-3KEJTKOBBIM pasbaBmureseMm, 0) CynepHETaHTOM.
B) paccesAHHONM (QpakIMell M T) PacTBOPOM IMTpaTa HaTpus c pobaBie
Hmem 500/, Taxkeson ¢pakLuy, YCTaHOBJIEHO CcCJlleAyroliee IoTpebJieHye

14 — Zeczyty Problemowe PRN nr 61
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kucyoponga 108 >kueumkamm:
a)35,7 mm3, 6) 34,0mm3, B) 37,0 mm3, 1) 38,9 MM’ mpuyeM pazHULEI MEXIY
? m 268 SBJAJNUCH CTATUCTUYECKM CYILIECTBEHHBIMM.

ITorpebnenne bpykTo3br 109 XKMBUMKAMM COCTABJIAIIO:
a) 3,064 wmr, 6) 3,023 mr, B) 3,138 mr, T) 3,619 Mmr. Pazauie! Mexay 2 u abs
ABJIATNCh TOXKE CTATUCTUYECKM CYIIECTBEHHbBIMM.

St. Korycki

THE INFLUENCE OF EGG-YOLK FRACTIONS ON THE BASAL
METABOLIC PROCESSES OF BULL SPERMATOZOA

Summary

The yolk-citrate diluent, after sedimentation in the refrigerator for
72" and centrifugation, forms three fractions, the heavy fraction, which
remains on the bottom of the vial, the dispersed fraction, which re-
sembles the initial diluent, and the clear supernatant. When bull sperma-
tozoa were incubated for three hours in: a) egg-yolk citrate diluent,
b) supernatant, c) the dispersed fraction and, d) citrate buffer with 50%o
of the heavy fraction, the following oxygen uptake by 108 spermatozoa
was found: in a) 35,7 mm?3, b) 34,0 mm3, ¢) 37,0 mms3, d) 38,9 mms3,
the difference between d and abc being significant, and the following
fructose utilization by 10° spermatozoa: in a) 3.064 mg, b) 3.023 mg,
c) 3,138 mg, the difference between d and abc being also significant.



