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Zgmrożonie nosienio łryków w niskich łemperołuroch

lII. Płodnośó owiec po nosieniu mrożonym*)
zakład Fizjologii RozrodLl l Sztucznego Unasieniania zwierząt Instytutu zootechniki, Balice k. Krakowa

W latach 1960-1966 ukazało się szereg prac
poświęconych inseminacji owiec nasieniem

rin (16), że zarówno autorom tych prac jak
równ WÓW-
czas W Ia-
tach dalsze
prace donoszące o osiągnięciu jednak pewnego
postępu w tym zakresie.

Badania nad zamrażaniem nasienia trykotł,
podjęte w Instytucie w 1963 r. obejmowały
w początkowej fazie próby określenia przy-
datności niektorych rozcieńczalników używa-
nych przy zamrażaniu nasienia buhajów oraz
warunków wprowadzania dodatku glicerolu
(2). etapie prowadzono prace
nad kiego zamrażania nasienia
oraz jakich nasienie winno być
rozrnrażane. W 1968 r, po inseminacji +4 i 53
owiec w dwu odrębnych stadach uzyskano od-
powiednio 20,4 i
stępnych latach
nad metodyką za
niką i organizac
niem mrożonym. Metodyka tych prac oraz
uzyskane wyniki zostały zebrane w niniejszym
opracowanlu.

Malteriał i ,rne,to,dy

1. Selek,cja tryków pod względem przydatności na-
sienia do zamrażania.

ned
n wzE. Nalsi
k dwa

wynik mrożenia naslenia wynosz,ący co najmnie j

300ń plemników rrłchliwy,ch. Osrtateczną decyzję o do-
puszczeniu tryka d,o mr,ożenia po
Śprawdzeniu pło,dności na pod,st nich
stanówek (ok. B09o NR). Ogółem p try-
ków rasy merynors w wieku 1,5 - 6 Lat, Z tej licz-
by do doświadczenia zakwalifikowano 4 tryki :tłl

wieku 4 - 6 lat o wadze 100-1,15 kg. Mrożenie
nasierria w 1969 T. przeprowadzono be,zp,ośrednio
prlzed rozpoczęciem ,stanówki na miejscu w o;wczar-

*) Poprzednie prace z teJ selii były drukowane w Medy-
cynie Wet.: nr 4 i ?/1966.
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ni. Przygotowanja do sezonu w 1970 r. tozpoczęto
jesienią poprzedniego roku prze,wożąc tryki na okres
mrożenia oasierlia do Balic. Nasienie pobierano przez
2 miesiące 3 rany u, tygodniu po 2, a sporadycz-
rriepo 3ejakulaty.

2. Zamrażanie nasienia
Bezpośrednio po po.bra,niu i ocenie, nasienie roz-

rzdzano rozcieńczalnikiem o następującym składzie:

Roztwór 2,90/o dwuwodnego cytrynianu sodu - 72 mI
Fruktoza - 1,25 g

Żółtko Jaja kurzego - 20 ml
Glicerol B ml

Rozcieńczanie przeprowadzono w temperaturze
30'C w stosunku 1 :2 do 1 :8 tak aby po mroże-
niu w jednej dawce inseminacyjnej znajctowało się
około 50 X 10'' plemnij<ów o ruchu postępowym. Roz-
cieirczone rrasienie przetrzymy,wano w temperaturze
pokojowej przez okres 20 minut, a następttie prze-
noszono do temperatury 2-5oC. Po ekwilibracji trwa-
jące j 4-6 godzi,n, łączon,o e jakulaty tego samegL
tryka, a następnie nasienie rozle,łano po 0,5 ml dc
probówek sż<lanych o objętości 1,5 mI. Zakorkorva,
ne probówki z nasieniem układano na perfo,rowaną
tacy, którą następ,nie umieszczano w temp. okołc

- 1BOcC zarł,ieszając ją w kontenerze na wysokoś-
ci około 10 cm nad poziomenr cieczy, Spadek tem
peratury w zamrażanym nasieniu wynosił około
35oC/min. Po upływie 5 minut nasienie przekładano
do ciekłego azotu. 'W czasie 1 cyklu zanrrażano około
30 dawek nasienia.

3. Inseminacja owi€c :

Nasienie rozrnrażano w łaźni ił,odnej o ternpera-
Łur.ze 40oC. Do i,nseminacji używano ejakulatótl,
o ,r,r.lch,]iwości co najmniej 300/o plemników o ruchu
p.olśtępolwym, W dawce inseminacyjnej o objętości
Ó,Z ml znajdowało się od 28 do 72 ,y, 10u plemrrików
o ru,chu postępowym. Cza,s konse,Iwacji nasienia uży-
tego d,o inseminacji wy,nosił od 4 godzln do 200 dni.
Grze jące się owce wyszukirł,ano przy porno€y try-
ków probieró,rv z podwiązanymi fartuchami. Zarów-
no zakład_anie fartuchów, jak i wyszukiwarnie owiec
odbyw,ało się pod ścisłą kontrolą co wykluczało moż-
liwość przypadkowego pokrycia 6rvgy. Pierwsze una-
sienienie prŻeprowadzono !r, I0-I2 godzin od chwili
stwierdzenia rui, a drugie po dals,zych 12 godzinach,
W 1970 r, wprowadzono trzec,i zabieg inseminacyjtr5,
u owiec grze jących się jeszcze po 36 god,zinach od

Trwanie rui kontro-
12 godzin aż do jej

no tyl,ko w je,drnej rtri
na po,czątiku sezonu. Unasieniancl metodą wzierni-
kową wpro-wadza.jąc nasjenie do szyjki macicznej.
Używano strzykawki i,nseminacyjnej zakończonej pi-
petą ze zwężoną koń,cówką pozwalającą na głębokie
wprowad,zenie do szy,jki macicznej. Pojedyncze owce,
u których napotykano na trudnośc,i przy wprowa-
dzaniu pipety do szyjki. unasicnian,o dopochwowo
w okolicy zewrnętrznego ujścia szyjki nracicznej pod-
wójną dawką nasienia.

Statystyczne opracowanie wyników.
U,zyskane wy,niki wyrażone są procentem wyko-

,tów po inseminacji w jednej rui. przy statystycz-
nym opiraco,waniu danych posłużono się te,stem x' (19).
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Wyniki
Od 4 tryków użytych w doświadczeniu po-

brano i zamrożono ogółem 124 ejakulaty. Z tej
Iiczby zakwalifikowano B0 jako spełniające
ustAlone \,vymogi. Zatem,,,współczynnik efek-
tywności zamrażania" ejakulatów wynosił
64,5010. Wartości tego współczynnika charak-
teryzowały się dużą rozpiętością u poszczegól-
nych trykórv. Najniższą wartość, bo 219/o uzys-
kano u tryka nr 2703, najwyższą zaś u tryka
nr 1671 w sezonie 1970 -- 88,6ło. Natomiast
w poprzednim sezonie tylko 5 ejakulatów (tj.
35,70lo) tego tryka z 14 pollranych dobrze się
zamroziło. Ogółem. w sezonie 1969, kiedy na-
sienie zamrażano na miejscu w o\^,cza]:ni bez-
pośrednio przed inseminacją (maj), współczyn-
nik efektywności zamrazania wynosił 48,2010. W
sezonie 1970, kiedv mrożenie przeprowadzano
w Balicach (listopad 

- styczeń) współczynnik
ten osiągnął l.vartośó 69,5ło. Z jednego ejaku-
Jatu uzyskiwano średnio 32 porcje nasien-ia.

W rvyniku przeprowadzone! inserninacji 204
owiec uzyskano średnio 480k płodności przy
czym w 1969 r. wykociło się 47,1ło a w ].970 r.

- 
4B,20l0 inseminowanvch owiec (tab, 1). Na-

sieniem z jednego eiakulatu unasieniano śred-
nio 8 -- 9 owiec. W 1969 r. nie zaobserwo-
wano różnic między ilością owiec niepowta-
rzając_u-ch a wvkoconych, natomiast w 1970 r.
5 owiec nie ,"v1,[ą2l1jących rui po inseminacii
okazało się jałowymi (ok. 39o).

Płoclność po poszczególnych trvkach kształ-
towała się od 28,6ło do 62,5010, jednak wobec
nieliczn.veh tylko sztuk inseminowanych na-
sieniem tryków nr 1671 oTaz nt 2703 wynikJ
po tych trykach mają tylko ograniczoną war-
tość. Wvstęrpująca w sezonie 1970 rlżnica
rv ilości wykoconych orł,iec po tryku nr 167]
wynoszącą nriędzy owczarniami około 109ó była
sporvodowana prawdopodobnie tru_dniejszymi
vzarunkami w jakich była prowadzona insemi-
nacja w pierwszej owczarni (tab. 1).

Ejakulatów

Rok zamtożono
ef ektywnie

liczba I U

Zestawiaiąc wyniki wykotów w zależności
od ilości stosowanych zabiegow inseminacy.j-
nych stwierdzono, że po dwukrotnej insemi-
nacji 127 owiec wykociło się 60 tj. 47,20lo. Na-
tomiast z 40 owiec, które ze względu na dłu_ż-
szv okres grzania się unasieniono trzykrotnie,
wykociło się 23 co stanowiło 57,50lo (tab. 2).
Stwierdzona różnica była statystycznie nie-
istotna (P < 0,05).

Tab. 2. Wyniki r,vykotów .,v zależności od ilości zabie-
gów inseminacyjnych i głębokości wprolvadzania na-

sienia do szyjki macicznej

81 ] lsz
44]83]--
54,3 1 4s,7

U w a g a: nie uwzglęclniono owiec u których Blębokość
deponolvania nasie!]ia nie była ściśle ustalona.

Przeprowadzono również analizę wpływu
głębokości wprowadzania nasienial na wynik
inseminacji. Przy deponowaniu nasienia do-
pochwowo w okolicy zęwDętTznego ujścia szyj-
ki macicznej względnie doszyjkotń,o na głębo-
kość do 0,5 cm zakociło się 33,39o insemino-
wanych sztuk. W grupie owiec, u których
wprowadzano nasienie do szyjki macicznej na
głębokość 0,5-1,5 cm zakociło się 4B,5ło. Naj-
wyższy odsetek zakoconych owiec, bo 54,30h za-

E
0)
N
C!
ń

Tab. l. Podatność nasienia na zamrażanie i płodność po poszczególnych trykach

Numer
tryka Pobrano

liczba

l tozr l 14 | s | 35.? l 7 l z I zs.sl z

I sror 15 ] s 60,0 l zl l rł | sr,s] rł
32 | ąs,z;a-l ą4

5l,8
30* | ąz,a

:xl5r31671 BB,6

Razem: 64,5

3944

L24 204

l rg I sl.s 18 l ąa.o
l l _| 

.

l s Ioz.sl s Ioz,o
48,0103

Głębokość | oono- | oo.ryjkowo na
wprowa- |chwowoI głębokośc

\ dzenia |i ao.ry
\ l kowo

] na słeIIośc | ,^ ^,-^,.-,

Razem
ffi-:.]§;Io,s-r,sl ,,,u

ifii]ii,".:_, |;9^i:;, 
,- | "-

"vl"v.r, 
\,,| cm l l I

| 74 52 lor |nl
II l 4 - ń lĘ- |- oo-il

I zs,o | ł+,z I sł,r 47,2

* 
- W tym 1 owca poroniła na 10 dni przed przełVidywanym terminem wykotu.
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re.iestrowano w grupie inseminowanej doszyj-
kołvo na głębokość powyżej 1,5 cm (tab. 2).
Różnice pomiędzy poszczególnymi grupami
były jednak statystycznie nieistotne (P < 0,05).

Dyskusja

W stosunku do metodyki mrożenia nasienia
tryka podanej w 1968 r. (10) nie zostały tu
wprowadzone zasadnicze zmiany ani w zakte-
sie składu rozcieńczalnika ani też procesu za-
mrażania nasienia. Uzyskaną poplawę zapład-
nialności, wynoszącą ok, 270lo w stosunku do
poprzednich wyników, należy przypisaó w
pierwszym tzędzie daleko posuniętej selekcji
tryków pod r,vzględem przydatności nasienia
do nrrozenia. Z 14 badanych tryków jedynie
od 4 uzyskiwano nasienia poddające się mro-
zeniu w stopniu rokującym jego późniejsza.
płodność. Obserwacje te wskazują na indywi-
dualną podatnośó nasienia na zamrażanie u
tego gatunku na co zwrócili urvagę również
Zelfelf i Kautz (23).

Następnym czynnikiem, który mógł równiez
wpływać na poplawę wyników b;,ła ostra se-
tekcja nasienia mrozonego wybranyclr tryków.
W rezultacie zakr.valifikowano do wykorzysta-
nia w jednym sezonie 41xlo, a w drugim 690lo za-
mrożonych ejakulatów. Zaznaczyła się tutaj
róznica lv efektywności mrożenia w- zależnoś-
ci od pory roku. W okresie jesienno-zimowym
uzyski.łano nieco lepsze rezultaty niż pod ko-
niec zimy i z początku wiosny. Obserwacje
te znalazLy potwierclzenie rórvnież w okresie
1970-1971, gdzie ,w marcu i kwietniu wyniki
mrożenia były znacz.nie gorsze niż w miesią-
cach zimowych.

Istotnym czynnikiem wydaie się także za-
bezpieczenie możliwie jak najlepszych warun-
ków postępowania z nasieniem. Jest to prak-
tycznie nieosiągalne w owczarniach, w związ-
kl z tym od 1969 r. wprowadzona zasadę prze-
wożenia tryków-dawców na okres mrożenia
nasienia do Balic.

Uzyskanie w dwóch kolejnych sezonach
średnio 480lo wykoceń po inseminacji w jednej
rui nie jest jeszcze rezultatem zadawalającym
dla potrzeb praktyki hodow]anej. Odpowiada
on w pl,zyblizeniu wynikom uzyskanym przez
Salamona i Lightfoota (2I), którzy zamrażając
nasienie w kulkach uzyskali 46,3 i 49,30lo za-
koceń. Stosując tę samą metodę mrozenia Fra-
zer (6) osiągnął 310/o w;zkoceń. Z kolei Coias
i Brice (4) po inseminacji owiec nasieniem za-
mrażanym w słomkach uzyskali 44ah i 6B0/o zaś
Łoginowa i Żełtobrjuch (14) po nasieniu mro-
żonym w ampułkach otrzymali 32,596 wykoceri.

Jak z tego wynika stosując trzy podstawo-
we metody mrożenia nasienia, a więc rv kul-
kach, słomkach i ampułkach uzyskir,vano zbli-
żone wyniki. Trudniejsze do porównania są re-
zu|taty oceniane na podstawie niepowtarzal-

()o
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ności. Stosując takie kryterium Kalew i wsp.
(B) uzysltali 28,6 i 4l0lo a Colas (3) - 609/0 praw-
dopodobnie zakoconych owiec. Natomiast Aam-
dal i Andersen (1) diagnozując ciążę przy po-
mocy promieni Rentgena oTaz przeprowadza-
jąc konirolę poubojową stu,ierdzili 61 i 62,50l'o

kotności zaś Colas (2) stosując endoskopię
stwierdził 42,50/0 zapłodnień.

Rezultaty te są jednak riższe od uzyskiwa-
nych po inseminacji nasieniem płynnym co
wskazuje, ze w procesie mrozenia niezależnie
od stosowanej metody postępowania dochodzi
praw-dopodobnie do uszkodzenia części plem-
ników powodując cbniżenie płodności nasieniit
mrozonego. Wyjaśnienie to bazuje na wyrri-
kach plac Healey'a (7) oraz Quinn'a i v;sp.
(20), którzy opierając się na obrazie uzyska-
nym przy pomocy mikroskopu elektronowego
stwierdzali uszkodzenie akrosomów wysrępu-
jące u znacznego procentu plernników tryka
po mrozeniu,

Przeprowadzone badania pozwolily też na
zebranie informacji o wpływie samego zabie-
gu inseminacii nasieniem mrożonyrn na wyni-
ki zapłodnień. Wystąpiła wyrąźna tendencja
w kierunku poprawy wyników w zależności
od głębokości deponowania nasienia lv drogach
rodnych owiec przy czym najlepsze rezultaty
uzyskano wprowadzając nasienie do szyjl<i ma-
cicznej na głębokość powyżej 1,5 cm. Odmien-
ne rezultaty uzyskali Salamon i Lightfoot (21),
którzy lepsze wyniki osiągnęli prz;ł płytszym
depono,,vaniu nasienia rv szyjce (49Olb), a wpro-
v,ladzając je na głębokość powyżei 2 cm tylko
27o. Podciąganie szyjki macicząej celem uła-
twienia wprowadzenia pipety stanowiło zda-
niem Ten Jen Bon'a (22) czynnik warunku-
jący poprawę w;lpiĘ$w o 10,6% natomiast Sa-
Iamon i Lightfoot (21) stosując poCobny spo-
sób postępowania stwrierdzili obniżenie procen-
tu zapłodnień średnio o I3,20/o z,ależnie od głę-
bokości deponowania nasienia.

Następnym czynnikiem, który być może
wpływa na wyniki inseminacji nasieniem rnro-
żonym jest krotność inseminacji owiec pod-
czas tej samej rui. Przy dwukrotrrej insemi-
nacji wystąpiła tendencja do popra\,vy q,yni-
ków w miarę wzrostu głębokości deponorva-
nia nasienia. Natomiast przy trzykrotnynr una-
sienianiu różnica ta uległa prawie zatarciu.
Rezultaty te w pewnym sensie potwieldzają
obserwacje Łoginowej i Żełtobrjucha (14), któ-
rzy uważają, że nasienie mrożone nie przeży-
wa w drogach rodnych owiec dłużej niź: 9 go-
dzin i zalecają inseminację w odstępach 10-
12 godzin (13).

W naszym doświadczeniu przetrzymywanie
rvyszukanych owiec przez 12 godzin do pierw-
szej inseminacji a następnie przeprowadzan,ie
drugiego i trzeciego zabiegu w odstępaclr
12 godzinnych miało zapewnić obecność zdol-
nych do zapłodnienia plem5lików w jajowo-

MEDYCYNA WETERYNARYJNA
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daclr w czasie zstępowania komórki jajolvej.
Wprowadzenie trzeciego zabiegu podwyzszyło
wyniki wykotów o 13,97o. Koresponduje to
z danymi Łoginowej i Zełtobrjucha (14) jed-
nak przy niższej o§ólnej płodności osiągniętej
przez tych autorów. W przeciwieństwie do po-
wyższych danych Kuźniecow i łVołkor,v (11)
nie stwierdzili dodatniego wpływu r,vieiokrot-
nej inseminacji owiec. Lightfoot i Salamcn
(12) uważają jednak, ze plemniki zacbowują
zdolność zapładniającą w ciągu 18- 35 godzin
przebyv,-ania w drogach rodnych orviec. Sto-
sując jednorazową inseminację w ciągtl rui
uzyskali 22,6 i 39,70lo kotności, a po dw-ukrot-
nej inseminacji 3B,B i 53%.

Stosunkowo niewielka rozpj.ętość pomiędzy
najniższą i najwyższą ilością plemników w
dan-ce inseminacyjnej utrudniła wvr,vartościo-
wanie tego czynnika w nasz,r'm dośr,r,iadcze-
niu. Zaznaczyła się jednak tendencja do nieco
Iepszych tvyników przy niższych ilościach
plenrnikó.,v ruchliwych w dawce. Tymczasenr
lviększość autorów zwTaca szczegollą uu,agę
na konieczność podawania dużej iiości plem-
ników rv dawce. Zrviększając dawke plernni-
ków z 50 do 150 >( 106 Salamon i Lightfoot
(21) uz.yskaii poprawę zapłodnień z 2I,6 na
43,80h. Jeszcze wyższe dawki stosor,vał Coias
(3) wprowadzając minimum 190 X 106 plemni-
ków żywych i osiągając 42,50lo zapłodnień
str.vierdzonych techniką endoskopii, Natorniast
Kalew i wsp. (8) stosując dawki zarłłierające
50-60 X 106 plemników żywych uzyskali śred-
nio 32,90/o niepowtarzających sztuk. Obserwo-
wana przez nas różnica na korzyść niższej
dawki plemników może być tłumaczona w_r,z-
szym procentem plemników o ruchu postępo-
\^/ym po mrożeniu w ejakulatach o większym
stopniu rozcieńczenia.

Dotychczasowy stan badań wskazuje na. Toz-
piętość zagadnień wiążących się z dłtłgotrwałą
konserwacją nasienia tryka. Za§adrrieniem
pierr,vszoplanowym wydają się być badania ta-
kich środowisk osłaniających, które będą do-
statecznie zabezpieczały nasienie tryka przed
ujemnymi skutkami zjawisk zachodzacych rv
procesie obniżenia i podwyzszania terrrpera-
tury.
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Kapsra B., Irrłłsx E., Be>x6oncrm C. - 3auoparru-
BaHłre ceMeHr 6apauon B III{3Ig|x TeMnepaTypax. III.
Ilno4ornrocrl oB€II oceMellfleMblx 3aMoporł(eHIIBIM ce-
MeHeM

Cełra pas6asng,trIlĄ B cooTHolueHI{I4 L:2-B x<eJIToTl-
Ilo-JII4MoHHo-Spyrrosossru pas6aerrreJleM coAep)ł(a[tuM
B0/o r,rrrI4epzHa, B TeMIIepaType 30o. 3Ksr{nr6paqlrto
rIE or:3BoAlĄIn +-6 ,]acoB Ilprl TeMnepaType 2-3o,
Ilpo6rprz, poAep)Kall{le no 0,5 MJI ceMeHr{, 3aMopa-
>li'wBaJlw n ;remneparype -1B0o rra nepSoprpoBaHnoll
[oAHoce [oABeIxeEHou rra 10 cM HaA ypoBHeM a3oT3.
CHr>xer:rłe TeM[epaTypbl paBHffJlocb or<ono 35oy'urlrł,
TIepes 5 Mr{HyT ceMfl BI(JIaAIIBaJII{ B a3oT. Pasłropa-
)KIĄBaJIII ceMrl B so4auoż 6arre s tełtneparype 40o.
Occ'ruerrlrrełsHafl Ao3a łjr,txocrrro 0,2 nr;r coAep)Kafla
28-7 2X |06 )ł(rIBrItłKoB oKa3bIB aloil{ilx fl ocTyIIaTe JIbHoe
Ats l>rl'elnlĄe. Oseq rłaxo4flIlłilxcn B oxoTe oTbIcI{,I4BaJIl
ABa pa3a B AeHE ilpl4 noMollłrl upodrłzxa. flepeoe oce-
MeHeH]ze I7povl3BoAuJIIĄ B 12 .{acoB IlocJIe onpeAeJleHilff
oxoTElI y oBeI], a BTopoe e 12 qacos nocJle nepBoro.
'l'perseuy oceMeHeHI{Io noABeprJllł 24% oeeq o6rłapy-
;KJ4BaIou_U4x n 4anlHeżureM crlMnToMe oxoTbl. Occenłe-
Hellrle flpoBoArlJIIĄ BBoAr1 ceMfl B urefiry MaTKr{ npr{
rlonloqŁ BJIalafiJ4u{Horo 3epItaJIa. B pesy;rrraTe ce-
JIeKr{Ilr{ B Ha[paBJIeHrII4 xopo[Iero BbIAep)ł<[BaHvIfl ce-
MeHeM 3aMop a>JśuBalHvIrL 3aKBailr{QlqI,7poBałII,7 p\Jla IĄII-
ce[,I]4I{aqIĄ]4 4-x 6apanoB, IlTo cocTaB.rrało 2B,50/o ,IccJle-
AyeMF,Ix IIpoJ43BoArlTeJleft, ws 124 ssgTlIx gffItyJIflToB
c ycnexoM 3aMopo3r,IJlr{ B0, r,.e. 64,5trlo. IĄs 204 oneq,
oilJroAoTBopeHHblx B onHoń oxoTe poAI,tIv arHgra 98
r.e. 4B7o. IIo lłepe rny6lrHrr BBeAeHr{g ceMenr{ B [Ieź-
Ky }taTKrr, yBeJlr{lłrlBaJlacb onJloAoTBopfleMbcTt or 33,3
go 54,39r. IlprlłeaeHlre 3-xparHoro oceMeHeHrlfI yBe-
JIm+rtłIo qr{cJlo oKoTon Ha 13,97o.

Kareta W., Pilch J., Wierzbowski S. - Deep freezing
of ram semen. IIl. Fcrl,ility of ewes after insemina-
tion with frozen semen,

Ihe semen lvas diluted at 30oC in the rate of 1:2

- 
1:8 with an egg yolk-citrate-fructose diluent to

which glycer o1 (B.0'lo) had been added. Equilibration
lasted ior 4-6 hours at 2-3oC. Freezing rł;as per-
formed at -180oC on a perforated rack suspended
10 cm ovel the level of liquiC. Ampules of 1.5 ml
each containing 0.5 mI of semen rł,ere used. The de-
cline of temperaiure was about 35oC/lnin. The semen
rvas put into liquid nitrogen af ter 5 min. Thawing
rvas carried out in a rvater bath at 40oC. Each 0.2 ml
insemination dose contained 28-i2 X 100 progressi-
vely mtlving spermatozoa. Oestrus of ewes was de-
tected witłr a teaser l,am twice a day. First insemina-
tion was carried out ]2 hrs after oestrus had been
denronstrated and the second one 12 hrs later. The
third insemination involved, 240lo of ewes being still
in oestrus. Inseminatiorr was performed by speculum
methcd introducing semen into the cervix uteri. On
the basis of semen susceptibility to freezing, 4 rams
were chosen vlhich constituted 28.50/o of the total
number of sires tested. Out oi 124 e jaculates 80
(64.50ń) were effectively frozen. The insemination of
204 ewes resulted in 98 lambings (4B|/o). The deeper
the se,men was deposited into the cervix the higher rate
of conception was stated which ranged from 33.3 to
54.30ń. Three-fold inseminations improved the lambing
resltlts by 13.90/o.
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