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Stosunkowo od niedawna stosowana metoda, jakg jest zamrazanie
i dlugotrwala konserwacja nasienia, a takze niektérych tkanek, posiada
juz tak bogata historie, ze warto pokrétce ja przedstawié, zwlaszcza
obecnie gdy wydaje sie, ze postep nauki jest osiggany juz nie w drodze
mniej lub wiecej zamierzonych odkryé¢ dokonywanych przez pojedyn-
czych ludzi, a nastepuje w wyniku zorganizowanego wysitku catych
zespoldw badawczych. Historia poczatkéw opanowywania metody za-
mrazania nasienia wskazuje, ze przypadek, a pewnie takze szczeScie ba-
dajgcego, odgrywa nadal jeszcze niepo$lednig role w odkryciach nauko-
‘wych.

Profesor Parkes interesowal sie zagadnieniami zamrazania nasienia,
gdyz widzial w tym mozliwo$¢ zahamowania procesu starzenia sie ko-
morki, co dla biologa stanowilo problem niestychanie interesujacy.
Punktem wyjscia byly wzmianki w 19-wiecznej literaturze o zdolnosci
przezywania pojedynczych plemnikéw ludzkich- poddawanych dziataniu
temperatur cieklych gazéw. Tak wiec dr Polge, ktory jako mtody czlo-
wiek, wowczas prawie bezposrednio po ukonczeniu studiéw rolniczych
(1947), podejmujgc prace w zakladzie prof. Parkesa otrzymat jako za-
danie opracowanie metody zamrazania spermy drobiu. Jedynie catko-
wita nieznajomosé¢ problemu i czekajgcych go trudnosci, jak potem pisatl
Polge, mogta tltumaczyé¢ lekkomyslnosé z jakag podjgl sie tego zadania.

Po wielu miesigcach mozolnych, a bezskutecznych préb, w ktérych
postugiwano sie roztworem fruktozy i stosowano szybkie obnizanie
temperatury, prace zostaly przerwane na pé! roku. Pozostaly roztwor
fruktozy, ze wzgledu na powojenne braki i trudnosci w zaopatrzeniu,
zostal schowany do lodowki. Po 6-miesiecznej przerwie préby zostaty
znowu podjete. Tym razem wyniki byly doskonate i po kazdym mro-
Zeniu znaczny procent plemnikéw zachowywal ruchliwo$é. Jednak po
przygotowaniu nowego roztworu fruktozy (gdy tamten sie konczyl),
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zadna proba mrozenia nie udawala sie. Przeprowadzono woéwczas anali-
ze chemiczng pierwszego roztworu, ktéra wykazata, ze nie bylo w nim
zupelnie fruktozy, natomiast znajdowata sie znaczna ilo$¢ glicerolu i biat-
ka. Drogg dedukcji ustalono, ze w czasie przetrzymywania w lodowce,
pomylono flaszki i zamiast roztworu fruktozy, prawdopodobnie wzigeto,
nieopisang flaszke-zawierajgcg albumine Mayersa (mieszanina glicerolu
i biatka jaja kurzego uzywana rutynowo w laboratoriach histologicz-
nych). W ten sposob zostalo dokonane odkrycie decydujacej dla zamra-
zania nasienia roli glicerolu.

Sposob w jaki dr Polge ustalil optymalny czas ekwilibracji przypo-
mina odkrycie aparatu Golgiego, wskazujagc na powtarzalnos¢ przypad-
kowych odkryé¢ w biologii. Z przyczyn, ktérych szerzej nie omawia,
okre$lajgc je jedynie koniecznoscig od$wiezenia sig, pozostal poza labo-
ratorium przez calg noc i mrozenie zaplanowane na wieczér, zostato
przeprowadzone dopiero rano. W ten sposéb ustalony zostal woweczas
18-godzinny okres ekwilibracji nasienia.

Nasienie buhaja zamrazane wedlug metody opracowanej przez Polge’a
zostalo nastepnie przy wspoipracy z Rowsonem poddane kontroli bio-
logicznej. Okolo 50% inseminowanych kréw zacielilo si¢ po pierwszym
zabiegu. Metoda opracowana przez Polge’a zostala nastepnie podana do
szerokiej wiadomosci na II Miedzynarodowym Kongresie Rozrodu Zwie-
rzat w Kopenhadze w 1952 r. Od tego czasu rozwija sie¢ prawdziwa re-
wolucja techniczna w inseminacji bydla i wprowadzane zostajg do prak-
tyki zupelnie nowe metody hodowlane, oparte na mozliwosci dtugotrwa-
 lego konserwowania nasienia. '

Opanowanie metody zamrazania nasienia i innych tkanek nastgpilo
w wyniku wylacznie empirycznych badan. Dopiero potem, giownie dla
wyjasnienia ograniczonej, wzglednie cze$ciowej tylko skutecznosci opra-
cowanych metod mrozenia, zaczeto podejmowaé¢ proby poznania zjawisk
towarzyszgcych procesowi zamrazania. Prace te prowadzone dotychczas
w bardzo nielicznych osrodkach, pozwalaja obecnie na tlumaczenie, nie-
watpliwie jeszcze tylko czeSciowe, przebiegu procesu zamrazania i nie-
ktéorych niepowodzen z nim zwigzanych.

Woda znajdujaca sie w zamrazanej tkance, wzglednie zawiesinie
komoérek, wykrvystalizowuje jedynie wokdl drobin znajdujgcych sie
w przestrzeniach miedzykomérkowych. Drobiny te stajg sie o$rodkami
rosngcych krysztaltkéw lodu. Wielko$é tych osrodkéw zamarzania wody
jest uzalezniona od szybkosci obnizania temperatury. Im temperatura
jest obnizana wolniej, tym o$rodki zamarzania wody muszg by¢ wiek-
sze i jest ich mniej. Natomiast w miare obnizania temperatury, zmniej-
sza sie roOwniez wielko$é drobin koniecznych aby mogtly sie sta¢ jadrami
krystalizacji wody. Z wyjatkiem bardzo niskich temperatur zamarzania,
jadrami krystalizacji wody sg drobiny substancji znajdujacych sie nor-
malnie w tkance. |
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Przy stosunkowo wolno przebiegajagcym zamrazaniu, krysztaly lodu
tworzg sie jedynie w przestrzeniach miedzykomérkowych. Po odpowied-
nim dobraniu szybkoéci odprowadzania wytwarzanego ciepla, tempera-
tura zamrazanej tkanki bedzie sie utrzymywala w poblizu punktu za-
marzania. W efekcie cala woda bedzie zamarzala na nielicznych, stop-
niowo rosngcych krysztalach lodu. Odcigganie wody nastepuje najpierw
z przestrzeni miedzykomérkowych, a nastepnie stopniowo takze z ko-
fnoérek. Rosngce krysztaly lodu pochtaniajg cala zamrazalng wode, ktora
stanowi 90-95%9 wody znajdujgcej sie w komoérkach.

Jezeli utrata ciepla w zamrazanej tkance jest gwaltowna, wowczas
cieplo utajone powstajgce w procesie krystalizacji nie jest w stanie tego
wyréwnaé i temperatura zamrazanej probki spada coraz nizej, co pro-
wadzi do powstawania rosngcej ilo$ci coraz mniejszych krysztalow lodu.
Wraz ze wzrostem szybkosci obnizania temperatury zaczynajg powsta-
wa¢é krysztalki lodu nie tylko.w przestrzeniach miedzykomoérkowych, lecz
réowniez w obrebie komoérek. W rezultacie szybko przebiegajacego pro-
cesu zamrazania powstaje wielka liczba stosunkowo réwnomiernie roz-
mieszczonych krysztaltkéw o podobnej wielkosci.

Moment, w ktéorym rozpoczyna sie krystalizacja wody w zamrazanej]
probee, jest uzalezniony od wielko$ci znajdujgcych sie tam drobin, ktore
mogg stuzyé jako osrodki zamarzania wody. W rezultacie, przy zamra-
zaniu tkanek czy zawiesin komérkowych nastepuje po obnizeniu tempe-
ratury ponizej zera stan przemarzania, ktéry utrzymuje sie tak diugo,
az przy dalszym obnizeniu temperatury znajdg sie dostatecznie duze
drobiny, ktére bedg mogly stluzyé jako osrodki krystalizacji wody.

W czasie przechodzenia wody w krysztaly lodu nastepuje uwolnie-
nie energii w postaci ciepla utajonego. Jezeli to cieplo nie jest natych-
miast odbierane z rosngcych krysztaléow lodu, temperatura catej prob-
ki wzrasta az do punktu topnienia. Przebieg tego zjawiska zaznacza sie
bardzo wyraznie na krzywych spadku temperatury zamrazanego nasie-
nia. W zaleznosci od wielkosci probek i szybkosci obnizania tempera-
tury nastepuje charakterystyczne wahnigecie, wywolane wzrostem tem-
peratury w probce nasienia w chwili rozpoczecia tworzenia sie kryszta-
16w lodu. Mozna sobie wyobrazié¢, ze w nastepstwie opisanego przebiegu
krystalizacji moze dochodzi¢ do tak znacznych uszkodzen struktury ko-
moérkowej, ze zamrazana tkanka ulega zniszczeniu.

Z alternatywna hipotezg tlumaczgca niszczgce skutki zamrazania wy-
stagpil Lovelock (1953), ktéory na podstawie wynikéw badan przeprowa-
dzonych nad zamrazaniem erytrocytow, wykazal niszczgce skutki wzro-
stu koncentracji elektrolitow, do ktérej dochodzi przez odwodnienie
komoérek w rezultacie wykrystalizowania wody.

Przedstawione hipotezy przebiegu zjawisk zachodzgcych w czasie
zamrazania nasienia prawdopodobnie sg jeszcze bardzo niepelne i mozna
oczekiwa¢ ich dalszego rozwoju.



366 STEFAN WIERZBOWSKI

Wprowadzenie przez Polge’a Smitha i Parkesa [25] glicerolu do roz-
cienczalnikow dodawanych do zamrazanego nasienia, pozwolilo na za-
bezpieczenie nasienia przed niszczgcymi skutkami zamrazania. Dziala-
nie glicerolu polega¢é ma zaréwno na niedopuszczeniu do powstawania
duzych krysztaléw lodu, jak i na hamowaniu nadmiernego wzrostu
koncentracji soli w komoérkach. Glicerol posiada bowiem zdolno$é¢ wig-
zania wody (1 mol glicerolu wigze 3 mole wody), a przenikajgc przez
blone komoérkowsg do wnetrza komorki zabezpiecza jg w ten sposdb
przed nastepstwami odwodnienia. Podobnie jednak jak zmieniajg sie
poglady na przebieg procesu zamrazania, tak i wiadomosci o dzialaniu
glicerolu beda ulegaly dalszym modyfikacjom. Poza glicerolem prowa-
dzone byly bowiem proéby stosowania innych srodkéw o dzialaniu teore-
tycznie podobnym, jak np. dwuetylosuifotlenku, a dalej niektérych cuk-
row, jednak w praktyce stosowany jest nadal glicerol jako standardowy
dodatek do kazdego rozcienczalnika uzywanego przy zamrazaniu na-
sienia.

Nie wchodzagc w szczegdly metod zamrazania nasienia, ktore sg juz
dobrze znane z codziennej praktyki zakiadoéw unasieniania, nalezatoby
jednak przedstawi¢ podstawows technike postepowania. Sklad rozcien-
czalnik6w nasienia poza dodatkiem glicerolu moze sie r6zni¢é bardzo
znacznie. Opieraé¢ sie moze bowiem, poza prawdopodobnie najczesciej
stosowanym roztworem cytrynianu sodu, tez na cukrach, mleku, lub tez
roznych kombinacjach tych skladnikéw, zwykle z dodatkiem zoéttka. Po
ekwilibracji trwajgcej od kilku do kilkunastu godzin (obecnie najcze-
sciej ok. 5-7 godz.), nasienie zostaje schlodzone do temperatury kilku
- stopni powyzej zera. Od tego momentu istniejg dwie drogi postepowania.
Stosujac metode opracowang przez Nagase i Niwa [22] nasienie jest
wkraplane na plyty dwutlenku wegla, gdzie w ciggu niecalych 3 min.
osiaga temperature bliskg —79°C, a nastepnie przekladane jest bezpo-
srednio do cieklego azotu.

Drugi sposob postepowania, stosowany w odniesieniu do nasienia pa-
kowanego w ampulkach i stomkach, polega na cigglym obnizaniu tem-
peratury od kilku stopni powyzej zera az do dojscia do temperatury
cieklego azotu. Szczegbdlowe recepty postepowania wprowadzone jeszcze
przez metodyke Polge’a i Rowsona [24], ktore okreslaty z jakg szybkoscig
nasienie moze by¢ ochladzane w poszczegélnych zakresach temperatur,
zostaly bardzo znacznie uproszczone i obecnie temperatura nasienia za-
mrazanego w ampulkach w parach azotu jest obnizana z szybkoscig wy-
noszgcg ok. 18°C/min. [23].

Poza eksploatowanymi jeszcze urzadzeniami do zamrazania, typu
Biological Freezer i podobnymi, najszerzej stosowane jest zamrazanie
nasienia w kontenerach z szerokim otworem wlotowym. Metoda opraco-
wana przez Fergassona i wsp. dla ampulek, a Jondeta [10] dla stomek,
okazala si¢ najbardziej ekonomiczna. Amputki wzglednie stomki z na-
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sieniem umieszczane na szerokiej tacy zawiesza sie¢ w kontenerze na
wysokosci 5-10 ecm nad powierzchnig cieczy w temperaturze ok. —170°
do —180°C w zalezno$ci od wysokosci zawieszenia. Po 5 min. nasienie
zanurza sie w cieklym azocie. Stosujgc taki sposoéb postepowania mozna
mrozi¢ tygodniowo w S$redniej wielkosci zakladzie unasieniania 20-30
tysiecy porcji nasienia [1, 9, 11, 12].

Temperatura przechowywania, ktérg mozna uzyska¢ przy pomocy
CO;, a wiec zblizona do —79°C, a takze uzyskiwana przy pomocy me-
chanicznych urzadzen chlodzacych, lezgca w granicach od —80° do
—90°C, jest, jak sie okazalo, nie wystarczajgca dla diugotrwalego prze-
chowywania nasienia. Niektore zjawiska chemiczne przebiegajgce jesz-
cze w tych temperaturach, a takze fizyczne, prowadzace do zmian w
formowaniu sie krysztalow wody w temperaturach rzedu —120°C, przy-
puszczalnie mogg by¢é uwazane za przyczyng stopniowego obnizenia sie
ptodnosci nasienia przechowywanego w temperaturach lezgcych ponizej
—150°C. Nieuniknione sg réwniez wahania temperatury, ktéorym ulega
nasienie przechowywane w nizszych temperaturach, a towarzyszgce
wszelkim manipulacjom. Wahania te muszg pociggaé¢ za soba kazdora-
zowg rekrystalizacje wody ze skutkami przypuszczalnie niekorzystnymi
dla struktury komérkowej plemnikéw.

Stosunkowo niewielka masa poszczegblnych porcji mrozonego na-
sienia poddaje sie bardzo latwo wahaniom temperatury, jak to wykazal
Hahn [8]. Wrazliwe jest zwlaszcza nasienie mrozone w kulkach, ktore
po wyjeciu z azotu, dopuszczalng granice temperatury —150°C osigga
juz po 9 sek., podczas gdy w stomkach temperatura do tej granicy pod-
wyzsza sie w ciggu 20, a w ampulkach w ciggu 26 sek. Wskazuje to na
konieczno$¢é zachowywania szczegbdlnej ostroznosci, zwlaszcza przy wyj-
mowaniu nasienia z konteneréw, aby nie uszkodzi¢ pozostalego nasienia.

Przy uzywaniu cieklego azotu jako $rodka chlodzgcego, nasienie jest
przechowywane w temperaturze —196°C, lub tez w temperaturach wy-
noszgcych od —180° do —150°C, ktoére utrzymujg sie w kontenerze ponad
powierzchnig cieczy. Dotychczasowa praktyka wykazuje, ze sg to warun-
ki wystarczajace dla zabezpieczenia w ten sposéb przechowywanego na-
sienia przed spadkiem ptodnosci [27]. Bylo nawet obserwowane zjawi-
sko pewnego wzrostu niepowtarzalnoéci kréw inseminowanych nasie-
niem przechowywanym w ciggu 2 lat, w stosunku do wynikéw uzyski-
wanych po nasieniu przetrzymywanym w ciggu krétszego czasu [7]. Nie
ma jednak dotychczas wytlumaczenia tego zjawiska. Obserwacje Mix-
nera [18] przeprowadzone przy uzyciu nasienia przechowywanego w cig-
gu 12' lat wskazuja, ze zachowalo ono pltodnosé, aczkolwiek jej obnize-
nie mozna przypisywaé¢ poczatkowemu 8-letniemu okresowi przechowy-
wania w temperaturze dwutlenku wegla.

Calkowite prawie zahamowanie przebiegu wszystkich zjawisk che-
micznych i fizycznych, jakie wystepuje w temperaturach lezgcych po-
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nizej —150°C, wydaje si¢ wskazywa¢, ze jest to minimalna temperatura
przechowywania nasienia. Wspomniane juz obserwacje wskazuja, Ze
w ciggu 2-letniego okresu przechowywania nasienia w tej temperatu-
rze nie nastgpit spadek jego ptodnosci.

Zastepowanie nasienia plynnego nasieniem mrozonym stanowilo bo-
dziec dla przeprowadzenia szeregu poréwnan nad plodnosciag nasienia
konserwowanego tymi dwoma metodami. Okazalo sie bardzo szybko,
ze wyniki sg zwykle o kilka procent lepsze po nasieniu mrozonym.
Sklada sie na to szereg przyczyn, miedzy innymi dokladna selekcja
ejakulatéw przed mrozeniem, konserwacja w jednolitych warunkach
lepiej zabezpieczajaca ptodnos$é nasienia jak przechowywanie w tempera-
turze topniejgcego lodu i inne szczegély oddzialujgce na koncowy wy-
nik. Wyréwnana warto$¢ nasienia mrozonego zostata podkreslona w ze-
stawieniu sporzadzonym przez Barriere [1]. Wykazal on, Ze przy nasie-
niu mrozonym skala wahan pomiedzy najwyzszymi a najnizszymi wy-
nikami jest znacznie nizsza, niz przy uzyciu nasienia konserwowanego
w stanie plynnym.

Wprowadzenie nasienia mrozonego zwroécito tez uwage na mozliwosé
znacznie bardziej precyzyjnego operowania wielkoscig dawki insemina-
cyjnej i iloScig plemnikéw, niz mialo to miejsce przy nasieniu pltynnym.
Mimo ze dotychczas nie udalo sie jeszcze ustali¢c minimalnej ilosci plem-
niké6w w dawce, nastgpilo znaczne obnizenie stawianych wymagan. Ze
wzgledu na mozliwo$é bardziej precyzyjnego postepowania przy stom-
kach niz przy stosowaniu innych metod aplikowania zamrozonego na-
sienia, warto blizej rozpatrzeé wyniki badan Cassou [3]. Z poczgtkowe]
$redniej liczby 33,6 X 108 zywych plemnikéw w 1,2 ml nasienia, naste-
puje obnizenie do 18,6 X 10 w stomce o pojemnosci 0,5 ml, a wreszcie
nastepuje zejécie do 13,1 X 108 w tzw. mini-slomce o pojemnosci 0,25 ml.
Réwnoczesnie z obnizaniem objetosci nasienia i ilosci plemnikéw w daw-
ce, Cassou stwierdzil istotng statystycznie poprawe wynikow. Wskaznik
niepowtarzania rui wynosit odpowiednio 63,4%, 68,19/, i 69,7%. Wyniki
te znalazly potwierdzenie w pracy Malmberga i Dyrendahla [16], ktorzy
w poréwnaniu $rednich i matych stomek uzyskali niepowtarzalnosé¢ wy-
noszaca odpowiednio 63,049 i 64,23%. Jeszcze dalej posung! sie Jondet
[11]. Nie stwierdzit on istotnych réznic w zaleznosci od tego, czy w daw-
ce o objetosci 0,2 ml bylo 13, 6, 5, czy 3,25 milionéw zywych plemnikow.
Zmniejszanie dawki do 0,1 ml, przy zachowaniu tej samej liczby plem-
nikéw, wywolalo juz jednak wystgpienie pewnych wahan i obnizenie
niepowtarzalnosci do 58,2%s przy dawce 3,25 X 106 w stosunku do 63,7%
niepowtarzania rui po dawce kontrolnej. Znacznie ostrozniejsze doswiad-
czenia przeprowadzili Steward i Bennett [26], ktérzy poréwnujgc wy-
niki unasieniania dawkami zawierajacymi 30, 20, 10 i 5 milionéw zy-
wych plemnikéw, réwniez nie stwierdzili réznic w liczbie kréw nie-
powtarzajacych rui.
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Sullivan i Elliott [28] zwrdcili uwage, ze przy zmianie ilosci plem-
nikéw w dawce inaczej sie uklada niepowtarzalnos¢é po buhajach zali-
czanych do réznych grup plodnosci. U buhajow okreslonych jako nisko-
plodne, zwiekszanie ilosci plemnikéw z 5 do 10 i 15 milionéw prowa-
dzilo kazdorazowo do wzrostu niepowtarzalnosci kréow o kilka procent.
W grupie srednioplodnych buhajow wyrazny wzrost nastgpit tylko po
podniesieniu ilosci do 10 milionéw, powyzej tej liczby progresja byla
bardzo nieznaczna. W grupie okreslonej jako buhaje wysokoplodne,
wzrost wystgpit miedzy 5 do 10 milionami, chociaz nie tak zdecydowa-
'ny jak w poprzednich grupach, natomiast przy dalszym podnoszeniu
ilosci plemnikéow w dawce do 15 milionéw nastapil juz wyrazny spadek
niepowtarzalnosci.

Wprowadzenie dawek inseminacyjnych o tak znacznie obnizonej
liczbie plemnikow rokuje mozliwo$¢ wielokrotnie wydajniejszej eksploata-
cji buhajéw niz to ma miejsce obecnie. R6wnoczesnie obnizenie objeto-
sci dawki wymaga stosowania bardzo precyzyjnych metod wprowadza-
nia nasienia, aby zmniejszy¢ straty nasienia pozostajgcego na instru-
mentach. Tutaj zdecydowang wyzszos¢ nad pozostalymi metodami
wydaja sie mie¢ stomki.

Przed zabiegiem nasienie jest rozmrazane. Niezaleznie od tempera-
tury w jakiej sie to odbywa, przygotowania te wraz z pozostalymi ma-
nipulacjami pochlaniajg pewng ilo§é czasu, w sumie nieco wiekszg niz
przy postugiwaniu sie nasieniem plynnym. W sezonie, gdy nastepuje
znaczne spietrzenie liczby wykonywanych zabiegéw, moze to posiadaé
tak duze znaczenie, ze nawet zaklady stosujgce wylgcznie nasienie mro-
zone okresowo przestawiajg sie na zaopatrywanie inseminatoréw w na-
sienie plynne. W tej sytuacji zostaly podjete préoby wprowadzania do
szyjki macicznej nasienia nie rozmrozonego. Okazalo sig, ze masa za-
mrozonego hasienia jest tak niewielka, ze nie powoduje zadnych uszko-
dzen blony Sluzowej. Wyniki niepowtarzalno$ci za$ nie odbiegaly od
uzyskiwanych po nasieniu rozmrozonym [14]. Tak wiec zostal wyzna-
czony kierunek dalszego usprawniania metody. Dotychczas jednak nie
udalo sig znalezé dostatecznie prostego sposobu, ktéry rozwigzalby spra-
we bezposredniego deponowania zamrozonego nasienia w szyjce macicz-
nej czy macicy.

Przedluzenie czasu konserwacji nasienia doprowadzito do zwielokrot-
nienia potencjalnych mozliwosci oddzialywania na populacje pojedyn-
czych osobnikéow. Skala tych mozliwosci jest nader sugestywnie przed-
stawiona na wykresie opracowanym przez Bartletta [2]. W stosunku
do ok. 75 kréow stanowionych rocznie przez jednego buhaja kryjgcego
w sposdb naturalny, byly juz w USA buhaje, ktéorych nasieniem po
zamrozeniu unasieniano ponad 125 000 kréw rocznie. Mozliwosé tak sze-
rokiego wykorzystywania osobnikéw o sprawdzonej uzytkowosci moze
w sposOb bardzo istotny wplywaé na przyspieszenie postepu hodowla-

24 — Plodno$é i nieplodno$é zwierzat domowych
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nego, ale rodzi tez nowe problemy, np. zwigzane z higieng nasienia. Po-
jedyncze przypadki poronien na tle warunkowo chorobotwoérczych drob-
noustrojow spotykanych w nasieniu i stanowigce zaledwie ulamek pro-
centu inseminowanych krow, przy dziesigtkach tysiecy unasienionych
sztuk nasieniem takiego buhaja, mogg urasta¢ do strat wyraznie odczu-
walnych ekonomicznie.

Oczywisty wplyw na liczbe unasienionych kréw w skali rocznej ma
wydolnos¢ plciowa zwierzgt, ktéra okreslona ilo$cig wydalanych plem-
nikow, moze by¢ ujeta w postaci typowej krzywej Gausa. W wyniku
badan Morstina [19] ustalono, ze od 8 do 18 miesiecy zycia nastepuje
bardzo szybki wzrost produkcji plemnikéw, ktéry potem juz lagodniej
zaznacza sie jeszcze do 4 roku zycia [6]. Naklada sie tu jeszcze drugie
zjawisko, a mianowicie podatnos¢é nasienia do zamrazania. Podatnosé
nasienia do zamrazania wystepuje z pewnym opo6zZnieniem w stosunku
do wieku osiggania dojrzalosci plciowej i wieku, w ktorym rozpoczy-
nane jest oddawanie nasienia ocenianego jako przydatne do sztucznego
unasieniania. Badania Wolfa i wsp. (1965) wykazaly, ze istnieje dosy¢
znaczna rozpietos¢ wieku, w ktérym buhaje zaczynajg oddawaé¢ nasienie
poddajace sie mrozeniu. W wieku od 9 do 12 miesiecy, na 19 badanych
buhajoéw, nasienie mrozitlo sie zadowalajgco jedynie od 5. Podobne ob-
serwacje zebrali Cunningham i wsp. [4], ktérzy od buhajow w wieku
56 tygodni uzyskali $rednio 22% ejakulatéw poddajgcych sie mrozeniu,
oraz Morstin i wsp. [2] pobierajgc nasienie od buhajow w wieku 52-57
tygodni i uzyskujac $rednio 15% ejakulatéow mrozacych sie.

Dalsze obserwacje Morstina [20] prowadzone na buhajach bliznietach
rasy ncb wykazaly, Ze nasienie poddajace sie mrozeniu jest produko-
‘wane ze Srednim opoOznieniem, wynoszagcym ok. 2 miesigce w stosunku
do pierwszych ejakulatow wykazujgcych cechy uzytkowe. Réwnoczes-
nie tez zostala wysunieta sugestia, ze to zjawisko ma tlo uwarunkowane
genetycznie, gdyz u 70%, badanych zwierzat zamrazalnos¢ nasienia wy-
stgpila w tym samym czasie u obu bliznigt z pary. Natomiast miedzy
parami zaznaczaly sie wyrazne roéznice wieku wystepowania tej cechy
nasienia. : -

Zestawione przez nas wyniki zamrazania nasienia buhajéw starszych
wydaja sie wskazywaé, ze z kolei w wieku powyzej 7 lat zaznacza sie
pewne obnizenie przydatno$ci nasienia do zamrazania (Wierzbowski
1 wsp. dane niepubl.). Ré6wnolegle tez maleje gestosé nasienia. Zbiega
sie to z obserwacjami Knudsena [13], ktory stwierdzil, ze obnizenie czyn-
nosci nablonka nasieniotwoérczego zaczyna wystepowaé u buhajow w
wieku 7 lat jako zjawisko zwigzane z procesem starzenia sie. .

Obserwacje te wskazuja, ze aczkolwiek zamrazanie nasienia jest
mozliwe u pewnego odsetka buhajow konczgcych 12 miesiecy, to na
skale uzytkowga staje sie celowe dopiero od ok. 15 miesiecy.

Operowanie nasieniem zamrozonym pociggnelo za sobg potrzebe, co
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zresztg decyduje o wartosci metody, tworzenia zapasow nasienia mrozo-
nego. Jest to konieczne ze wzglédu na realizacje programéw hodowla-
nych opierajacych sie na mozliwosci dlugotrwalego przechowywania na-
sienia. Dopoki bowiem nie zostang opanowane metody pozwalajace na
szybszg ocene wartosci uzytkowej reproduktoréw, nieodzowne jest opie-
ranie sie na wartoéci uzytkowej potomstwa. Pocigga to jednak za sobg
koniecznosé przechowywania nasienia do czasu uzyskania wynikoéw oce-
ny, a wiec w ciggu 5-7 lat. W ten sposéb zostaje réwnoczesnie okreslona
rotacja zapaséw nasienia. W rezultacie pojemnos¢ bankéw nasienia w ho-
dowli bydla musi byé dostatecznie duza, aby pomieSci¢ zapasy nasienia
narastajgce w ciggu wspomnianych 5-7 lat.

Stosownie do zalozen programéw hodowlanych, ktore zakladaja
mozliwo$é zgromadzenia od buhaja od kilku do kilkudziesiecu tysiecy,
czy wiecej, porcji nasienia, musi by¢ obliczana pojemnosé¢ takiego ban-
ku. Na ilo$é potrzebnej przestrzeni chlodzonej rzutuje tez w sposOb bar-
dzo istotny stosowana forma w jakiej nasienie jest zamrazane.

Przy ograniczonym zakresie stosowania nasienia mrozonego prak-
tykowane jest tworzenie centralnych bankéw nasienia, tak jak to ma
miejsce u nas i wielu innych krajach. Banki te stuzg potrzebom hodowli
catego kraju, tak wiec centralny bank dziala w powigzaniu z rejonowy-
mi bankami nasienia oraz zakladami unasieniania stosujacymi nasienie
mrozone. Podstawowym zadaniem CBN jest przechowywanie depozy-
téw nasienia buhajow znajdujacych sie w wycenie, a wigcC przechowy-
wanie nasienia w ciggu wielu lat. Rozwigzanie takie odcigza zaklady
unasieniania od stosunkowo znacznych kosztow zwigzanych z wielolet-
nim przechowywaniem nasienia. Rownoczesnie rejonowe banki nasienia
nastawione na szybszy obroét nasieniem, gromadzg przede wszystkim na-
sienie buhajéw o sprawdzonej uzytkowosci, nastawiajac sie¢ na przecho-
wywanie go nie diuzej jak 1 do 2 lat. Stwarza to mozliwos¢ ekonomicz-
nego wykorzystania sprzetu i podnosi jego wydajnoseé.

W dalszej perspektywie rejonowe banki nalezy traktowaé jako za-
ktady, ktore beda sie stopniowo przestawialy na wylaczne stosowanie
nasienia mrozonego w rejonie swojej dziatalnosci. Poczatki tego procesu
widzimy obecnie w wojewodztwach: opolskim i poznanskim.

Niewatpliwie bardzo dogodne jest u nas rozmieszczenie zakladow
produkujacych ciekly azot w stosunku do lokalizacji bankow nasienia
i zakladéw unasieniania stosujacych nasienie mrozone. Odleglosci po-
miedzy wytwoércami a uzytkownikami azotu sa stosunkowo niewielkie.

_Wlasciwego rozwigzania wymaga jednak transport ciektego azotu, ktéry
obecnie jest organizowany przez kazdego uzytkownika we wlasnym za-
kresie. Istnieje potrzeba utworzenia wyspecjalizowanej dystrybucji cie-
klego azotu, podobnie jak to ma’juz miejsce w innych krajach. Sytuacja
wydaje sie dojrzala, aby uzytkownikéw cieklego azotu, ale amatoréw
w zakresie produkeji i transportu ciektych gazéw, zastapi¢ wyspecjalizo-
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wanym przedsiebiorstwem. Wobec rosngcego zapotrzebowania na ciekty
azot zar6wno ze strony zakladéw sztucznego unasieniania, jak i innych
uzytkownikoéw wchodzgcych na rynek, rowniez celowe staje sie okresle-
nie obecnego i spodziewanego w ciggu najblizszych lat zuzycia azotu
dla potrzeb inseminacji i zapewnienia pokrycia tych potrzeb w produk-
cji przemyslowej.

Regulacji wymaga sprawa zaopatrywania nasienia przeznaczonego
do przechowywania w stanie zamrozonym w urzedowe Swiadectwo sani-
tarno-weterynaryjne, stwierdzajgce, ze zaréwno nasienie, jak i daweca,
odpowiadajg obowigzujagcym przepisom weterynaryjnym.

Nasienie w stanie zamrozonym winno bowiem by¢ traktowane jako
niezaleznie istniejgcy produkt zwierzecy, o ktérego przydatnosci i war-
tosci decyduje zaréwno wartosé dawcy jak i posiadane cechy wtlasne.
Nalezy pamietaé, ze w zalozeniu metody lezy mozliwo$¢ uzytkowania
nasienia w ciggu wielu lat od chwili jego pobrania. Znaczenie tego
stwierdzenia wynika stad, ze nasienie moze by¢ wprowadzane do uzytku
na wiele lat po $mierci dawcy. Musi ono jednak wowczas odpowiadaé
takim samym wymogom jakie sie stawia zwierzetom zyjgcym. Tak wigc
istnieje konieczno$¢ zaopatrywania depozytow nasienia w komplet urze-
dowych $wiadectw sanitarno-weterynaryjnych, bez ktérych wprowadza-
nie nasienia do uzytku moze napotykaé na sprzeciwy organéw kontroli
weterynaryjnej. Nieregulowanie dotychczas tych spraw zaznacza sie
obecnie przy miedzynarodowej wymianie nasienia, gdzie konieczne staje
sie $cigganie potrzebnych informacji z lat poprzednich. Przy braku urze-
dowego dokumentu wladz weterynaryjnych, pochodzacego z czasu gdy
nasienie bylo pobierane, tzn. gdy buhaj zyl lub byl zdrowy, brak jest
podstaw do wystawiania $wiadectw zgodnie z wymogami obowigzujg-
cymi przy wymianie i eksporcie nasienia.

Na zakonczenie warto moze wspomnie¢, ze pomyst utworzenia bankow
nasienia ma juz przeszlo 100-letnig historie. Mianowicie w 1866 r.
Mantegazza podejmowal proby zamrazania nasienia ludzkiego do tem-
peratury —15°C, co mu nasunglo pomys! utworzenia banku nasienia
i wykorzystania mozliwosci dlugotrwalego przechowywania i transportu
nasienia mrozonego w hodowli zwierzat, a u ludzi zamrazanie nasienia
zolnierzy udajgcych sie na wojne dla zabezpieczenia posiadania legalnego
dziedzica na wywadek smierci.
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C. Bexcboscxu

NNPOBJENMEI KPUMOBUOJIOTUNM B MCKYCCTBEHHOM OCEMEHEHUN
XKMBOTHBIX

Pe3womMme

O630p npoGieMaTMKY, CBA3AaHHOM C IPUMMEHEHMEM 3aMOPOXKEHHOro CeMeHM B
JMICKYCCTBEHHOM OCEMEHEeHMM, a TaKKe IpobJjieM, CBA3AHHBIX C AJUTENbHBIM XpPaHe-
HMEM CeMEHM M opraHm3alueil 6aHKOB (XPaHMIMIL) CEMEHMN.

S. Wierzbowski

CRYOBIOLOGY PROBLEMS IN A.I. OF ANIMALS

Summary

A review of problems concerning application of frozen semen in insemination
of animals and those connected with the long-term preservation of semen and the
organization of semen banks is given.



