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CZYNNIKI WYWIERAJ4CE WPLYW NA PLODNOSC NASIENTIA

OGIEROW KONSERWOWANEGO W CIEKLYM AZOCIE

Marian Tischner, Jézef Badura, |Wiadyslaw Bielanski

Instytut Stosowanej Fizjologii Zwierzat

Akademii Rolniczej w Krakowie

Pierwsze pozytywne préby inseminacji klaczy nasieniem mro=
< zonyin przeprowadzone w Japonii w 1964 r, [5], a nastepnie w ine
nych krajach, stworzyly nowe mozliwoéci praktycznego wykorzys-
tania tej metody dla celéw hodowlanych, Podjeto natychmiast
pr6b§ wymiany nasienia ogieréw na wigksze odleglos$éci, a takze
proby wiekszego wykorzystania warto$cjowych ogierdéw przez gro=-
madzenie od nich nasienia i unasienniania klaczy niezaleznie
od czasu i miejsca postoju ogierdéw lub klaczy [8].

Dzieki miedzynarodowej wymianie nasienia mrozonego uzyska=
no potomstwo po wybitnych ogierach w NRD i ZSRR, Takze w Polse
ce dzigeki wymianie nasienia na wigkszgq odleglos$é uzyskano wWye
bitnego konia; klacz péilkrwi angloarabskiej "Arabella", ur, w
1971 r,, ktéra w sezonie wy$cigéw 1974=1976, wygrala wszystkie

gont twy (6 wyécigéy), lgcznie z Derby koni péikrwi,
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Réwnoczeénie w licznych prébach inseminacji klaczy nasie-
niem mrozonym zaréwno w Polsce, jak i w innych krajach uzyski-
wano bardzo czesto nierdéwne wyniki, brak lubniski odsetek za=
Zrebien [9]. Waznym zadaniem stalo si¢ zatem ustalenie przyczyn
obn;zenia plodno$ci klaczy unasiennianych nasieniem mrozonym

i dalsze usprawnienie metody konserwacji nasienia,
MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na nasieniu 36 ogieréw, kilku ras,
w wieku 414 lat, Spoérdd nich 31 stanowilo wiasno$é panistwo-
wych stad ogieréw i byly uzywane do krycia klaczy na punktach
kopulacyjnych, natomiast 5 pozostalych ogleréw stanowilto wiase
noéé Akademii Rolniczej i byly uzywane do do$wiadczen nad
konserwacjg nasienia, Wszystkie ogiery, tak pod wzgle¢dem ogbla

nego stanu zdrowia, jak i ptodnoéci nie budzilty zadnych zas-

trzezen,

Zamrazanie nasienia

Nasienie zamrazano wediug zmodyfikowanej [3] metody Naumiene
koV i RomankoVa [6]. Nasienie od ogierdéw pobierano przy udye~
ciu sztucznej pochwy typu ,otwartego" [2]. Do mrozenia pobie=
rano tylko frakcje bogatg w plemmiki, na ktérg skladaly sie
pierwsze 3=lt wyrzuty ejakulatu,

Zamrazanie nasienia przeprowadzano w parach cieklego azotu
w aluminiowych tubach, ktére umieszczano na metalowej siatce,

polozonej na plywaku styropianowym 1 cm nad powierzchnig cieke
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lego azotu, na okres 8=9 minut, po czym nasienie zanurzano

w cieklym azocie, Plywak styropianowy dostosowano tak do obcige
zenia tubami, aby zapewnial stalg odlegtoéé nasienia od po-
wierzchni cieklego azotu, Nasienie przechowywano w cieklym
azocie od kilku godzin do kilku miesiecy, Rozmrazanie nasienia
przeprowadzano przez zanurzenie tuby z nasieniem w 1aZzni wode
nej o temperaturze 313 K przez okres 50s, lekko porusza jac

tubg w wodzie, _

Przezywanié nasienia
Po rozmrozeniu ﬁasienia badano jego czas przezywania w teme
peraturze 274 K i wyliczano wskaZnik przezywania nasienia we=
dtug Parchupina i Skatkina [7], W tym celu po rozmrozeniu nae
sienie przechowywano w lodbéwce o temp, 274 K i kontrolowano
ruchliwo$é plemnikéw co 24 lub 48 godzin, az do dnia calkowie

tego zaniku ruchliwoéci plemnikéw,
Unasiennianie klaczy

Do unasienniania klaczy uzywano nasienie zawiérajqce po
rozmrozeniu co najmniej 30=40% plemmikéw ruchliwych i okolo
300 . 106 plemnikéw zywych w jednej dawce, Zabiegi unasien-
niania przeprowadzono na klaczach zna jdu jacych sie¢ pod stala
kontrola rui i stanu jajnikéw, Unasiennianie klaczy rozpoczy=
nano przy stwierdzeniu pecherzyka Graafa w stadium Fj-h i
powtarzano co 24 godziny, az do stwierdzenia badaniem rektale=

nym owulacji, Po rozmrozeniu nasienia wprowadzano je natych=
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miast do macicy klaczy przy uzycliu strzykawki polgczonej z

pipetg plastikowg o diugo$ci okoio 50 cm,
Kontrola zaplodnien

Zdolnoéé zapiadnia jgcg nasienia pigciu ogierdé6w badano na
podstawie liczby uzyskanych zarodkéw z macicy w 7=9 dniu po
owulacji, Do tego celu uzyto 20 klaczy, réznych ras, w wieku
od 3«9 lat, Na klaczach tych w sezonie rozrodowym 1978 i
1979 przeprowadzano systematyczne zabiegli unasienniania nasiee
niem mrozonym oraz kontrolnie nasieniem éwieZym.'Zarodki UzZySe
kiwano z rogu macicy metodg niechirurgiczng wediug Allena i
Rowsona [1] w modyfikacji Tischners i Bielanskiego [1 0] .

Kontrola wyzrebien klaczy unasiennianych nasieniem

mrozonym

Konirole zazrebied, przebiegu cig2zy i wyzZrebieri przeprowae
dzanc na 34 klaczach, w wieku 3«20 lat, réznych ras, z ktérych
15 stanowilo wiasno$é Akademii Rolniczej, a pozostaie 19 klae

czy bylo wiasnoScig prywatnych wiadcicieli, ktérzy doprowadzie

1i klacze do punktu unasienniania,

WYNIKT

Rokowanie o przydatnoéci nasienia ogierédw

do konserwacji w cieklym azocie

Zamrozopo oikoXo 230 ejakulatdéw pozyskanych zardwno przed

sezonem rozrodowyn (grudzieﬁ)’ Jak i po sezonie (lipiec) od 36
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ogieréw, Po rozmrozeniu nasienia okazalo sig¢, %e mnie od wszysa

tkich ogieréw nasienie znosi jednakowo proces zamrazania i roze
mrazania, Ze wzgledu na jakoéé nasienia po rozmrozeniu podziea

lono ogiery na 3 grupy,

Grupa A - o zadowalajgcej zamrazalnoéci nasienia, W tej grue
pie ogieréw ruchliwoéé plemniké4w po rozmrozeniu wynosila powye
zej 40%, czas przezywania nasienia w temperaturze 274 K powy=
zej 12=13 dni oraz wspélczynnik przezywania powyzej 40, Do tej
grupy nalezalo tylko 20% badanych.ogieréw,

Grupa B =« 0 $redniej zamrazalnosci nasienip.o Ruchliwo$é
plemnikéw po rozmrozeniu wahala sig¢ od 20 do 40%, czas przezy=-
wania w temp, 274 K = 9=12 dni, a wspéliczynnik przezywania nae
sienia 2040, W tej grupie znalazlo sie okoio 60% ogierdw,

Grupa C « o niedostatecznej zamrazalno$ci nasienia, U tych
ogierdw ruchiiwoéé nasienia po rozmrozeniu nie przekraczala
20%, czas przezywania plemnikéw w temp, 274 K = 5 dni oraz
wspélczynnik przezywania 20, W tej grupie bylo okolo 20% ogie=
réw,

Nie zaobserwowano %adnej zalezno$ci pomiedzy ruchliwvos$cig
plemnikéw przed zamrozeniem a po zamrozeniu, Nasienie okolo
80% ogieréw wykazywalo podobne wtadciwodci zaréwno przed, jak
i po sezonie, Cecha wrazliwoéci nasienia na proces konserwacji
W cieklym azocie okazala si¢ wlasdciwos$cig indywidualhq ogierdw

nie zwigzang z sezonem,

Wyniki unasiennieni

Nasieniem mrozonym od pieciu ogierdéw unasienniono klacze w

45 cyklach, uzyskujac 15 zarodkéw (33%), W kontrolnych unasien-
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nianiach i pilukaniach macicy, przeprowadzonych nasieniem nie
mrozonym tych samych ogieréw, na tych samych klaczach, w L6
cyklach uzyskano 28 zarodkéw, tj, 61%, Wyniki te wskazujgq, ze
konserwacja nasienia w cieklym azocie wywarla niekorzystny
wplyw na zdolnos$¢ zapladniajgcqg nasienia, przez co uzyskano
mnie jszg liczbe zarodkéw po inseminacji klaczy nasieniem mrozo=
nym, Jednak na podstawie bliZzszej analizy okazalo si¢, Ze zde=
cydowanie mnie jszg liczbe zarodkdéw uzyskano po nasieniu mrozo-
nym od 2 ogieréw, natomiast liczba uzyskanych zarodkéw od po=
zostalych 3 ogierdéw byla prawie taka sama jak po nasieniu nie
mrozbnym.

Uzyskane zarodki, zaréwno po nasieniu $wiezym jak i mroZo-
nym, znajdowaly sie¢ w fazie blastocysty i pod wzgledem morfolo=
gicznym nie wykazaly zadnych odchyler od normy, Wielko$é ich
byta uzalezniona od wieku, np, 6-7=dniowe zarodki byly wiele
koéci od 112.do 324 j, 7=-8=dniowe od 260 do 820 u, Wieksza
zmienno$é w ;ielkoéci zarodkéw obserwowano w przypadku uzycia

do inseminac ji nasienia mrozonego,
WyZrebienia

0d 3 ogierdw zgromadzono w okresie jednego miesigca (gru-
dzieﬁ) 215 porcji nasienia, Nasienie to uzywano nastepnie do
inseminacji w okresie sezonu, Ogéitem w roku 1978=1979 unasien=
niono nasieniem mrozonym 34 klacze w 37 cyklach, ZaZrebilo sie
20 klaczy (58%). Po normalnym okresie ciazy 18 klaczy urodzilo

42rebigeta, ktérych rozwdéj przebiegal normalnie, natomiast 2 kla=-
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cze urodzily bliZnieta w 7 i 11 miesigcu ciazy, ktére padiy

wkrdotce po urodzeniu,

Uzyskane wyniki unasiennien i wy%Zrebienia klaczy wskazujg
na mozliwo$é praktycznego zastosowania mrozonego nasienia w
szerokiej praktyce hodowlanej, Uzycie nasienia mrozZonego wine
no byé jednak poprzedzone szczegbdlowg kontrolg jego wrazliwobe

ci na proces zamrazania i rozmrazania,

DYSKUSJA

Ocena nasienia mrozonego jest trudna i czesto zawodna, Test
przezywania nasienia ogierdéw w temperaturze 311 K okazal sie
zupeilnie niemiaroda jny; réwniez dobra ruchliwo$é plemnikéw po
rozmrozeniu nie gwarantuje dobrej plodnoéci nasienia, Ocena
nasienia na podstawie préby przezywania w temperaturze 274 K
okazala sie¢ bardziej przydatna i pozwolila lepiej zréznicowaé
wiadciwoéci nasienia, Jeszcze bardziej obiektywng ocena oka=
zal si¢ test biologiczny, polegajgcy na kontrolnym unasienw
nianiu klaczy i ocenie morfologicznej uzyskanych zarodkéw,

Nie zaobserwowano, aby ten rodzaj zabiegu wywieral korzystny
wplyw na dalszy przebieg reprodukcji klaczy [10].

Obecnie pierwszy raz uzyskano wyniki wyZrebien (58%) kla-
czy unasiennianych nasieniem mrozonym takie, jakie uzyskuje
si¢ przy naturalnym kryciu klaczy, Na ten rezultat zlozylo sie
kilka czynnikéw, Przede wszystkim wybdér i selekcja ogieréw pod
wzgledem wrazliwodeci ich nasienia na proces konserwacji w cie-

kiym azocie, kontrola rozwoju recherzykéw Graafa inseminowa-
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nych klaczy oraz przestrzeganie zasady, aby okres pomiegdzy in-

seminacjg a owulalcja byl jak na jkrétszy, Wykorzystujac znany
fakt, ze u wiekszo$ci klaczy do owulacji dochodzi w godzinach

nocnych, przeprowadzano zabieg unasienniania w godzinach po=
poludniowych, co w znacznym stopniu skrécito okres pomiedzy ine
seminac jg a owulacja,

Sztuczne unasiennianie klaczy nasieniem mrozonym stwarza
duze perspektywy do doskonalenia hodowli koni, Z reguly jeden
ejakulat ogiera wystarcza do skutecznego unasienniania kilka
lub kilkanas$cie klaczy, Jednak prawdziwa rezerwa nasienia
powsta je w okresie pomiedzy sezonami (7-8 miesigcy), kiedy to
ogiery nie sg uzytkowane rozptodowo, Nasze obserwacje potwier-
dza jg wczesdnie jsze spostrzezenia, %Ze w tym okresie ogiery moe
ga oddawaé pelnowartodciowe i calkowicie przydatne (rysunek)
nasienie do diugotrwalej konserwacji w cieklym azocie,

W okresie sezonu ogiery zostaly przekazane na punkty kopu=
lacy jne, gdzie byly nastepnie z powodzeniem uzywane do krycia
‘nmaturalnego klaczy,

Przeprowvadzone pordéwnanie efektu konserwacji nasienia w
cieklym azocie mroZon?go w formie kulek, w ampulkach plastiko=
wych i tubach [4] wykazalo na jwyzsza przydatno$é tub aluminio-
wych, Nasienie mrozone w tubach przezywalo na jdiuzej po roz-
mrozeniu w pordéwnaniu do pozostalych opakowan, Tuby aluminio-
we okazaly sie rowniez praktyczne ze wzgledu na przygotowanie
dawki inséminacyjnej, bez potrzeby dodatkowych czynnoséci po
rozmrozeniu, z latwodéciag mozna je sterylizowaé i trwale znako=
waé co ma istotne znaczenie dla zabezpieczenia przed ewentu=

alnymi pomylkami, Opisany sposdb zamrazania nasienia, a takze

{
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rozmrazania, w znacznym stopniu uproscil technike unasiennia-

nia, dzig¢ki czemu zabieg moze by¢é wykonywany praktycznie w
kazdych warunkach terenowych,

Klacz prywatnego hodowcy ze zrebieciem urodzonym

w 1979 r,, po zamrozonym nasieniu ogiera ,Halicz"
rasy $laskiej,., Nasienie zamrozomo poza sezonem

rozrodczym w 1977 r,
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FACTORS INFLUENCING THE FERTILIZING ABILITY OF STALLION

SEMEN PRESERVED IN LIQUID NITROGEN

Summary

The Causes of differences in fertility between fresh and
frozen stallion semen were investigated; moreover further im=
provements of freezing of stallion semen were introduced,
The examination of 36 stallions showed that freezability of
their semen was an individual character of the stallion, The
semen of 20% of stallions outlived well and 60% of them satig-
factory the freezing and thawing procéss; 20% of stallions,
in spite of good @umality , produced semen unsuitable for in-
semination after thawing, The individual sensibility of stale
lion semen to freezing process was confirmed by the estimation
of embryos recovered from the uterus of inseminated mares 7=9
days following ovulation, Considerably less embryos were re=
covered from mares inseminated with the semen of 2 stallions,
than from mares mated naturally, The fertility of the remain-
ing 3 stallions was roughly similar, both with frozen and
I'resh semen,

From some stallions the semen was collected in the period
between 2 reproductive seasons and preserved in liquid nitro=

gen, Thirty four mhres inseminated with it in 37 cycles,
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gave birth to 20 (58%) foals, The obtained results and the
simplification of freezing and thawing process make possible
a broader use in practice of the frozen stallion semen, pro=

vided that stallions are selected for freezability of their

semen,

M.Tunuwep, K.bazaypa, {B.belsHbCKHM

QaKTOpPH OKa3WBawmUe BIUAHME HA MIOAOBUTOCTH CEMEHH KGP&GHOB
KCHCEePBHPOBAHHOTO B XMIAKOM a30TE

Pe3oMe

UccnenoBand NPUUMHY pa3HML B MIOLCBUTOCTY MEEAY CeMEHEM
CBEXUM ¥ KOHCEPBUDOBAHHHM B XUAKOM a30T€ U BBSASHUEM AalbHelmuX
yIyumeHu? B TeXHMKe 3aMOpaXuMBaHUA CeMeHd XepeOuoB. McciaeRya ce-
MA OT 36 XepeOUOB YCTAHOBIEHO, YTO UYBCTBUTEIBHOCTH CEMEHU K
TEXHUKE KOHCEPBUPOBAHUf B EMAKOM a30Te ABIAETCA CBOACTBOM MH-
IUBUAYANBHEM xepefuoB. Cema oT 20% ®epeGL0B XOPOWO BHHOCHMIO MpO-
UeCC 3aMOPaxXMBaHMA M OTTauBaHuA, 0T 50% KepeOUOB — YyAOBIESTBODH-
TONBHO, TOr'Za KaK ocTanbHhe 20% xepeOuoB, MNOMUMO MX TMPUPOAHOH
MAOZOBATOCTH,HB OHJIO MPUIOZHHM ZJNA OCeMeHeHMA., WNHAMBUAyaNBHaf
YYBCTBUTENBHOCTD COMEHM XKepeCUOB K TEeXHUKE 3aMOpPaKUBAHUA U OT-
TayBaHUA OHNA MOJTBEPEAEHA TaKXE B O.€HKE BLHMOJOCKAHHHX 3MOCpuUO-
HOB M3 MATKM KOOHWJH HA 7-0#-9-Hii ZeHb nocne OoByaAAUUM. OT 3aMopo-
KEHHOI'O0 CEeMEeHU IABYX XepeOuoB OHJIO MONyUYE€HO TOpasfo MEHbIe IM-
OpMOHOB, YeM OT WX CBExero ceMeHu. [1IOZOBUTOCTH OCTANBHHX TPeX
KOHTPOAMPYEMHX XepeOlLoB Ohnjia MPUMEpPHO OAMHAKOBOM KAK OT 3aMoO-
POXOHHOTO TaK U OT CBEKXEI'O CEMEHH.
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OT HECKONBKMX ®epeCLOB COGUpPANM COMA B NEepuon MexAy Ce30Haud,
8 8aTéM,locne JepmaHUfA B TOYEHME HECKONBKMX MECFLUEB B KUIKOM
430T€, OCOMEHANM ITHM CEMEHEM 34 KOOWAH B 357 HURNAX. BuxepeCu-
nock 20 koOum (58%). MonyueHHHe pesyAbTATH BHXGpOOKH, & TaKfe
JAyUUNCHHe METOZOB 3aMOPAXMBAHMUA M OTTAUBAHKA COMEHU I[03BONADT
0oNiee UUPOKO MCMONB30BATH 3aMOPOXEHHOE CeMs B EMBO THOBO [ue~-
CHO/ MpaKTUKe, C yCAOBUBM [POBEACHMA paHHEl CeneKuun XepelloB
Ha 3aMOPaXMBAEGMOCTH CEMEHH,



