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ANDRZEJ ŁYCZYŃSKI

Badania nad zamrazaniem nasienia knurów
prowadzone są od 1955 roku (7). Dotychczaso-
we wyniki nie są uwieńczone pełnym sukce-
sem (2), Wydaje się, ze jedną z przyczyn jest
zbyt rnaŁa ilość prac badawczych poświęcona
temu zagadnieniu. Ostatnie prace Polge'a i
wsp. (6) rzucają nowe światło na problem dłu-
gotrwałej konser-wacji nasienia knurów. Przy
stosowaniu nasienia mrożonego w inseminacji
chirurgicznej do jajowodów, B3,5clo wszystkich
badanych komórek jajowych było zapłodnio-
nych, Z 9 loszek ubitych w 3-4 tygod_nie po
chirurgicznej inseminacji do jajowodów, 66,7ł10
było zapłodnionych, ze średnią ilością 7,5
embrionów na loszkę. Podobny poziom zaplod-
nień i wielkośc miotu był obserwowany u lo-
szek inseminowanych świezym nasieniem, W
następnym doświad_czeniu Polge i -łsp. (6)
unasienili w ten sam sposób 11 loszek, z czego
tytrko jedna powtórzyła ruję po 3 tygodniach,
a inne były zapłodnione, czyJ,i procent zapłod-
nień był nawet wyższy niż w poprzednim do-
świadczeniu. Wyniki tej pracy nrogą być za-
chętą do podejmowania dalszych badań nad
mrożeniem nasienia knuró-.v, mając na uwadze
aspekt praktycznego zastosowania tej metod5,.
Z dostępnej literatury wnioskowac rnożna o
sprzecznościach w poglądach na temat pobiera-
nia, mrożenia i rozmrażania nasienia knu-
rów (2).

Postanowiono więc przeprowadzić doświad-
czenia, których celem było porównanie wpływu
25 kombinacji rozcieńczalników na ruchliwość
plemników po rozmrożeniu przy równoczesnynr
ustaleniu optymalnego czasu i temperatury
ekwilibracji, czasu i temperatury rozmrażania.

Materiał i metody
Do doświadczenia użyto 31 ejakulatów 8 knurów

rasy wba w okresie od sierpnia 1970 do kwietnia
1971 roku. Nasienie pobierano ,,na rękę" metodą
McKenz,iego (3), zmodyfikowaną plzez Nishikawa
(cyt. za 9) (ryc. 1).

Do badań użyto tylko bogatej w plemniki frakcji
nasienia. Ustalono 25 kombinacji rozcieliczalników,
w skład których wchodziła glikoza od 19o do 5ło vl
skokach co 10/o i glicerol od 20lo do 101,o w skokach
co 27o. Jako substancję chroniącą piemniki przed uda-
rem chłodowym v\re -wszystkich kombinacjach sboso-
wano żółtko jaja kurzego w iiości 30 m1 na 100 ml
rozcieńczalnika. Do nasienia jako czynnik bakterio-
statyczny dodawano tetracyklinę w ilości 5 000 jm
na 100 ml rozcieńczalnika. Po ocenie makro- i mikro-
skopowej nasienie rozrzedzano wstępnie lv stosurrku
1:1 (w temperatuize około 30'-C) bez giicei,olu. Na-
stępnie schładzano je do temperatui,;, około i2'C
przez okres 2-2,5 godzin. R"oztzłdzania ostatecznego
dokonywano w lodówce (ostateczne w stosunku 1:6 do
1:7) stosując rozrzedzalniki zawierające podane wy-
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Ryc. 1. Pobj,eranie nasienia od knula metodą ,,?3a."ta*,",

żej ilości glicerolu. Nasienie 2 glicerolem ekwilibro-
wano przez okres 0,5-1 godziny w temperaturze 5"C,
Zamrażania dokonywano na płytach zestalonego CO2
nakraplając wyjałowionymi pipetami po 0,13 ml roz-
rzedzonego nasienia, zgodnie z metodą Nagase i Ni!
wa (4). Po upływie około 5 minut nasienie rozmra-
żano w izoionicznym roztw-orze NaCl w stosunku wa-
gowym granul zamrożonego nasienia i rozcieńczalni-
ka 1:3 w temperaturze 40'-50oC ptze,z okres 15-
30 sekund. Rozmrożone nasienie oceniano pod mikro-
skopem (przy około 35oC), okreśIając odsetek plem-
ników o ruchu postępo,ń/ym. 'W celu zq,iększenia efek-
ty-wności obserwacji i polepszenia przeżylvalności
plemników wprowadzono v.,irowanie rozcieńczalników
przy 2§-3 tys. obrctów na minutę przez 75 minut.
Do tozrzedzanta wstępnego stosowano supernatant
bez dodatku glicerolu.

Wyniki
Średnie procenty ruchliwości nasienia knu-

rów po rozmTożenlu przedstawione są w 6 po-
wtórzeniach każdego z rozcieńczalników (tab. 1).
Początkowo stosowano 4-6 godzinny okres
ekwilibracji w temperaturze 5"C. W dalszych
badaniach okazało się, ze krótszy okres ekwi-
libracji z dwustopniowym rozrzedzaniem po-
zwoltł na uzyskanie lepszych wyników co do
ruchliwości nasienia po rozmrożeniu. Równiez
wyższa temperatura rozmrażania okazała się
lepsza. Jako rozcieńczalnika przy rozmrażaniu
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nasienia uzywano izotonicznych roztworów soli
kuchennej, glikozy i laktozy, oraz supernatarrtu
z odwirowanego nasienia knura, Przy wszyst-
kich używanych do rozrnrażania roztworach
ruchliwość plemników byŁa zbliżona, dlatego
w dalszych badaniach stosowano izoŁoniczny
roztwór soli kuchennej.
Tab. 1. Ruchliwość nasienia knurów po rozmrożeniu

w 25 kombinacjach rozcieńczalników

Poziom glicerolu w rozcieflczalnikach

0*

wość plemników po r,ozrnrożeniu stwierdzili, że
przedłużanie okresu ekwilibracji obniżało pro-
cent ruchliwych plemników utrzymywanych
przy 5oC, jak równiez po zarnrożeniu przy
-79"C, W badaniach własnych nasienie roz-
mrażano w temperaturze 40o-50oC, uzyskując
dobre wyniki oo do ruchliwości plemników.
Inni autorzy po temper
i wsp. (6) 37oC, Serdjuk
60o-65oc, nie jąc do
nasienia.

Wnioski
1. Nasienie zamrażane w rozcieńczalniku gli-

kozo-żółtkowo-glicerolowym wykazywało po
rozmrożeniu ruchliwość 20-40010 plemników.

2. Optymalna koncentracja glicerolu w toz-
cieńczalnikach była 2-3nl0, przy zawaTtości gli-
kozy 2-40lo t żołtka jaja kurzego 30 mt.

3. Czas schładzania i ekwilibracji nasienia od
2,5 do 3,5 godzin (w temperaturze do 5oC) jest
właściwy i wystarczający dla osiągnięcia wy-
sokiej ruchlilvości plemników po rozmrozeniu.

4. Rozmrażanie nasienia w roztworze izoto-
nicznym NaCl o temperaturze 400-50"C przez
15-30 sekund pozwoliło na powróL ruchliwo-
ści plemników.
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Omó-wienie wyników
Na podstawie przeprowadzonych doświad-

czeń wnioskować rnożna, że optl.rnalna koncen-
tracja glicerolu przy zamrażaniu nasienia knu-
rów w kulkach winna wynosić od 2-3Dló, przy
zawartości glikozy 2-4010 i stałym poziomie
żołtka jaja kurzego 30 ml na 100 m] rozcień-
czalnika. Tym samym badania własne autora
potwierdziły dotychczasowe wyniki prac Po1-
ge'a (5), Serdjuka (B) i innych, gliceroJ, jest bar,-
dziej toksyczny dla nasienia knura anizeli bu-
haja i tryka. Podkreślić należy, że dotychczas
jedynie tylko Serdjuk (B) z wielu badaczy po-
daje jako optymalną kolrcentrację glicerolu
przy zamrazaniu nasienia knura 2-3010, Polge
i wsp. (6) stosowali 4,5 ml glicerolu przy rór,v-
noczesnej zawarbości 5,6 g glikozy i 22,5 mI
żołtka jaja ktrrzego. Inni autorzy, jak Polge,
Settergren, Hess i wsp., Hoffman, Baier, King
(cyt, za 2, B, 10) stosowali 6-100/o glicerolu,
a Roy (7) nawet 20clo, Długość okresu schładza-
nia nasienia i ekwilibracji łącznie powinna wy-
nosić 2,5-3,5 godzin, Polge i wsp. (6) stoso-
wali j ednostopniowe r ozrre.dzanie nasienia prze-
prowadzając ekwilibrację w loC przez okres
2,5 godzin i otrzymywali 30-400/o plemników
o ruchu postępowym po rozmrozeniu. Iida i
Adachi (1) przeprowadzając badania nad wpły-
wem długości okresu ekwilibracji na ruchli-

O/o
l9,17
24,68

5-35
7,B3

14,80
0-15
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Łyczyński A. - The fteezing of boar semen in egg-yolk glucose glycerol diluents.
The ns have been with 31ejacuia from B boars Englishbreed. taken ,,on the the óxa-

minations were done only with the semen fractions
rich in spermatozoa. There was cornpared the influen-
ce of 25 cornbinations of the diluents on the motility
of spermatozoa after thawing. The diluents contained
glucose from 1 to 50/o (a concentration increased

MARIAN GRUNDBOECK, KRYSTYNA

prowidłowe worlości

every 10/o), glycerol from 2-109o (a concentraŁion in-
creased every 20lo) and 30 ml of yolk egg. The diluents
lvere centrifugated at 2500-3000 rpm for 15 min. The
semen was diluted 1:1 (I) or 1:6-1:? (II) and then
freezed up to 12oC for 2-2.5 hrs without glycerol.
Equilibration was dcne at SoC wiihin 30-60 min. The
semen was frozen in the from of balls. The highest
motility (20-40010) of semen rvas noted in the diluent
containing glycerol 2-3%, glucose 2-.40lo and 30 ml
of yolk egg per 100 ml of the diluent.
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biołych krwinek ilimlocytów u krów

oroz por roku
rosy ncb z uwzględnieniem wieku zwięrzql, różnych regionów kroiu
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Wczesne rozpoznawanie białaczki bydła opie-
ra się głównie na badaniu hematologicznym.
Zwłaszcza Iiczba białych krwinek i liczba lim-
focytów w 1 mn3 krwi oraz procent limfocy-
tów mają tutaj największe znaczenie. Poziom
wymienionych krwinek wykazuje pewien za-
kres fizjologicznych wahań, o czym należy pa-
miętać przy stwierdzaniu patologicznej leuko-
cyŁozy względnie limfocytozy bezwzględnej 1ub
względnej. Dlatego tak ważną rzeczą jest opra-
cowanie norm hematologicznych. Rezolucja
podjęta na XXXV Konferencji Komitetu OIE
w 1967 r, zaleca wszystkim państwom opraco-
wanie takich norm dla poszczególnych ras
bydła z uwzględnieniem wieku zwierząt i roż-
nych regionów geograficznych.

Literatura światowa dotycząca parametrów
hematologicznyclt u bydła jest obfita. Równiez
w Polsce podejmowane były badania w tym
kierunku między innymi przez Krzymowskie-
go (4, 5) i Stankiewicza i wsp. (12), jednakże
w badaniach tych nie uwzględniono zmian w
leukogramie zachodzących z wiekiem u doro-
słego bydła. Szereg innych polskich naukow-

taó./. lłczóa ółałgch rtruinek w / mm 
j 

u bldtą
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ców przy opracowywaniu szczegółowych zagad-
nień fizjologicznych względnie patologicznych
oznaczało również prawidłowe wartości białych
krwinek u bydła; jednakze dane te mają naj-
częściej charaktei: fra,gmentaryczny i wykazu-
ją ograniczoną przydatność do ogólniejszych
stwierdzeń.

Jak wynika z piśmiennictwa na poziom bia-
łych krwinek i ich skład procentowy wpływa
rasa bydła, rvarunki środowiskowe i wiek zwie-
rząt. (tab. 1-3). Nadto tab. 4 wskazuje, że nie
bez znaczenia jest również pora roku. Dlatego
podejmując badania własne postawiono sobie
za ce], oznaczenie prawidłowych wartości bia-
łych krwinek oraz limfocytów u bydła w róż-
nych regionach kraju, z uwzględnieniem wieku
zwierząt oraz pory roku.

W pierwszym etapie prac objętym niniej-
szym doniesieniem ograniczono się do najbar-
dziej rozpowszechnionego w Polsce bydła ni-
zinnego czarno-białego. W przeprowadzonych
pracach nie ograniczotro się do ilościowego ba-
dania białych krwinek i uk]adu iimfocytów lecz
oznaczowo również wartości dla granulocytów,
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