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Badania nad zamrazaniem nasienia knuréw
prowadzone sg od 1955 roku (7). Dotychczaso-
we wyniki nie sg uwienczone pelnym sukce-
sem (2). Wydaje sie, ze jedng z przyczyn jest
zbyt mala ilo$¢ prac badawczych poswiecona
temu zagadnieniu. Ostatnie prace Polge’a i
wsp. (6) rzucaja nowe S$wiatlo na problem diu-
gotrwatej konserwacji nasienia knuréw. Przy
stosowaniu nasienia mrozonego w inseminacji
chirurgicznej do jajowodow, 83,5% wszystkich
badanych komérek jajowych bylo zaplodnio-
nych. Z 9 loszek ubitych w 3—4 tygodnie po
chirurgicznej inseminacji do jajowodéw, 66,7%
bylo =zaplodnionych, ze s$rednig iloscia 7,5
embrionéw na loszke. Podobny poziom zaplod-
nien i wielko$¢ miotu byl obserwowany u lo-
szek inseminowanych $wiezym nasieniem., W
nastepnym doswiadczeniu Polge i -wsp. (6)
unasienili w ten sam sposob 11 loszek, z czego
tylko jedna powtérzyla ruje po 3 tygodniach,
a inne byly zaplodnione, czyli procent zaplod-
nien byl nawet wyzszy niz w poprzednim do-
Swiadczeniu. Wyniki tej pracy moga by¢ za-
chetag do podejmowania dalszych badan nad
mrozeniem nasienia knurow, majac na uwadze
aspekt praktycznego zastosowania te] metody.
Z dostepnej literatury wnioskowa¢ mozna o
sprzecznos$ciach w pogladach na temat pobiera-
nia, mrozenia i rozmrazania nasienia knu-
row (2).

Postanowiono wiec przeprowadzi¢ doswiad-
czenia, ktorych celem bylo poréwnanie wplywu
25 kombinacji rozcienczalnikow na ruchliwosé
plemnikéw po rozmrozeniu przy rownoczesnymn
ustaleniu optymalnego czasu 1 temperatury
ekwilibracji, czasu i temperatury rozmrazania.

Materiat i metody

Do doSwiadczenia uzyto 31 ejakulatow 8 knurow
rasy wba w okresie od silerpnia 1970 do kwietnia
1971 roku. Nasienie pobierano ,na reke” metoda
McKenziego (3), zmodyfikowang przez Nishikawa
(cyt. za 9) (ryc. 1).

Do badan uzyto tylko bogate] w plemniki frakeji
nasienia. Ustalono 25 kombinacji rozcienczalnikéw,
w sklad ktoérych wchodzila glikoza od 1% do 5% w
skokach co 1% i glicerol od 2% do 10% w skokach
co 2%. Jako substancje chronigeg plemniki przed uda-
rem chlodowym we wszystkich kombinacjach stoso-
wano zoitko jaja kurzego w ilo§ci 30 ml na 100 ml
rozcienczalnika. Do nasienia jako czynnik bakterio-
statyczny dodawano tetracykline w ilosci 5000 jm
na 100 ml rozcienczalnika. Po ocenie makro- i mikro-
skopowej nasienie rozrzedzano wsiepnie w stosunku
1:1 (w temperaturze okolo 30°C) bez glicerolu. Na-
stepnie schtadzano je do temperatury ockoto 12°C
przez okres 2—25 godzin. Rozrzzdzania ostatecznego
dokonywano w loddéwce (ostateczne w stosunku 1:6 do
1:7) stosujgc rozrzedzalniki zawierajgce podane wy-
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Ryc. 1. Pobieranie nasienia od knura metodg ,,na reke”.
3 fot. A. Rut

zej ilo$ci glicerolu. Nasienie z glicerolem ekwilibro-
wano przez okres 0,5—1 godziny w temperaturze 5°C.
Zamrazania dokonywano na piytach zestalonego CO,
nakraplajgc wyjatowionymi pipetami po 0,13 ml roz-
rzedzonego nasienia, zgodnie z metodg Nagase i Ni=
wa (4). Po uplywie okolo 5 minut nasienie rozmra-
zano w izotonicznym roztworze NaCl w stosunku wa-
gowym granul zamrozonego nasienia 1 rozcienczalni-
ka 1:3 w temperaturze 40°—50°C przez okres 15—
30 sekund. Rozmrozone nasienie oceniano pod mikro-
skopem (przy okolo 35°C), okreSlajgc odsetek plem-
nikéw o ruchu postepowym. W celu zwiekszenia efek-
tywnoséci obserwacji i polepszenia przezywalnosci
plemnikéw wprowadzono wirowanie rozcienczalnikow
przy 2,5—3 tys. obrotow na minute przez 15 minut.
Do rozrzedzania wstepnego stosowano supernatant
bez dodatku glicerolu.

Wyniki

Srednie procenty ruchliwoéci nasienia knu-
row po rozmrozeniu przedstawione sg w 6 po-
wtoérzeniach kazdego z rozcienczalnikéw (tab. 1).
Poczatkowo stosowano 4—6 godzinny okres
ekwilibracji w temperaturze 5°C. W dalszych
badaniach okazalo sie, ze krotszy okres ekwi-
libracji z dwustopniowym rozrzedzaniem po-
zwolil na uzyskanie lepszych wynikow co do
ruchliwosci nasienia po rozmrozeniu. Rowniez
wyzsza lemperatura rozmrazania okazala sie
lepsza. Jako rozcienczalnika przy rozmrazaniu
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nasienia uzywano izotonicznych roztworéw soli
kuchennej, glikozy i laktozy, oraz supernatantu
z odwirowanego nasienia knura. Przy wszyst-
kich uzywanych do rozmrazania roztworach
ruchliwo$é¢ plemnikow byla zblizona, dlatego
w dalszych badaniach stosowano izotoniczny
roztwor soli kuchennej.

Tab. 1. Ruchliwo$é¢ nasienia knurdé6w po rozmrozeniu

w 25 kombinacjach rozcienczalnikow

Poziom glicerolu w rozcienczalnikach

2% | e | 6% | 8% | 10%

o [ o | o 0 0 0
9 (17| O** 0 0 0 0
i 0*** 0 0 0 0
= L | !
8| | 1821 | 217 ‘ 1,50 0,67 0,17
o 2% 23,71 6,41 4,86 2,71 0,95
= 10-—30| 0—8 | 0—5 0—2 0—1
N — —
o
= 30,83 | 11,67 | 6,17 0,50 1,50
B [3% 33,59 17,27 12,73 2,31 4,86
>5| 20—40 | 1—30 | 0—10 | 0—1 0—5
N |
o
2 31,67 | 1367 | 733 | 250 0,34
w470 33,90 20,40 13,29 7,82 1,37
g ‘15—40 2—25 | 0—15 ‘ 0—5 | 0—2
Q L = = e -
8 19,17 20,83 | 850 | 7,83 8,33
A 5% 24,68 26,30 13,90 | 14,80 | 1517

| 5—3 | 5—30 | 0—30 | 0—15 | 0—15

* Srednie dos$wiadczalne przedstawiajgce ruch plemnikéw
po rozmrozeniu (w %).

** Srednie przeksztalcone przedstawisjagce ruch plemni-
kéw (w stopniach).

% QObserwowano ruchliwo§é w granicach (w %).

Omoéwienie wynikow

Na podstawie przeprowadzonych doswiad-
czen wnioskowaé¢ mozna, ze optymalna koncen-
tracja glicerolu przy zamrazaniu nasienia knu-
row w kulkach winna wynosi¢ od 2—3%, przy
zawartos$ci glikozy 2—4% i stalym poziomie
z6itka jaja kurzego 30 ml na 100 ml rozcien-
czalnika. Tym samym badania wlasne autora
potwierdzily dotychczasowe wyniki prac Pol-
ge’a (5), Serdjuka (8) i innych, glicerol jest bar-
dziej toksyczny dla nasienia knura anizeli bu-
haja i tryka. Podkresli¢ nalezy, ze dotychczas
jedynie tylko Serdjuk (8) z wielu badaczy po-
daje jako optymalng koncentracje glicerolu
przy zamrazaniu nasienia knura 2—3%. Polge
i wsp. (6) stosowali 4,5 ml glicerolu przy row-
noczesnej zawartosci 5,6 g glikozy i 22,5 ml
zoltka jaja kurzego. Inni autorzy, jak Polge,
Settergren, Hess 1 wsp., Hoffman, Baier, King
(cyt. za 2, 8, 10) stosowali 6—10% glicerolu,
a Roy (7) nawet 20%. Dlugos¢ okresu schladza-
nia nasienia i ekwilibracji Iacznie powinna wy-
nosi¢ 2,5—3,5 godzin. Polge i wsp. (6) stoso-
wali jednostopniowe rozrzedzanie nasienia prze-
prowadzajac ekwilibracje w 5°C przez okres
2,50 godzin i otrzymywali 30—40% plemnikow
o ruchu postepowym po rozmrozeniu. Iida i
Adachi (1) przeprowadzajac badania nad wply-
wem dlugosci okresu ekwilibracji na ruchli-

wos¢ plemnikéw po rozmrozeniu stwierdzili, ze
przediuzanie okresu ekwilibracji obnizalo pro-
cent ruchliwych plemnikow utrzymywanych
przy 5°C, jak roéwniez po zamrozeniu przy
—179°C. W badaniach wlasnych nasienie roz-
mrazano w temperaturze 40°—50°C, uzyskujac
dobre wyniki co do ruchliwosci plemnikow.
Inni autorzy podaja nizsze temperatury, Polge
i wsp. (6) 37°C, natomiast Serdjuk (8) stosowal
60°—65°C, nie dopuszczajac do przegrzania
nasienia.
Wnioski

1. Nasienie zamrazane w rozcienczalniku gli-
kozo-zoltkowo-glicerolowym wykazywalo po
rozmrozeniu ruchliwos¢ 20—40% plemnikow.

2. Optymalna koncentracja glicerolu w roz-
cienczalnikach byla 2—3%, przy zawartosci gli-
kozy 2—4% i zoltka jaja kurzego 30 ml

3. Czas schladzania i ekwilibracji nasienia od
2,5 do 3,5 godzin (w temperaturze do 5°C) jest
wlasciwy i wystarczajgcy dla osiggniecia wy-
sokiej ruchliwosci plemnikéw po rozmrozeniu.

4. Rozmrazanie nasienia w roztworze izoto-
nicznym NaCl o temperaturze 40°—50°C przez
15—30 sekund pozwolilo na powrot ruchliwo-
$ci plemnikow.

Pidmiennictwo

. Iida 1., Adachi T.: Jap. J. zootech. Sci. 37, 411, 1966.

. Lyczynski A.: Prz. hod., 3, 15, 1971.

McKenzie F. F.: J. Am, vet. med. Ass, 31, 244, 1931,
Nagase H., Niwa T.: Vih Inter. Congr. Anim. Reprod.
A, I. Trento, 4, 410, 1964.

. Polge C.. Annls. Zootech, 8, 113, 1959.

. Polge C., Salamon S., Wilmut I.. Vet. Rec. 87, 424, 1970,
Roy A.: Vet. Rec. 67, 330, 1955.

t
. Serdjuk S. I.: Iskusstvennoe Osemenenie Svinej. Izdatel-
stvo Kolos, 1970, £

9. Wierzcho$ E.: Medycyna Wet. 24, 109, 1968.

10. Wierzchos E., Kareta W., Pilch J.: Opracowanie Proble-
mowe. CBR. Warszawa, 1969.

oo b

-1 @ o

Adres autora: Andrzej Ryczynski, Poznan, ul. Palacza 18,
Hotel Asystencki.

JIBI9MHLCKN A, — 3aMOPOKMBAHNE CEMEHU XDPAKOE E
NIMKO030-KEeATOUHO-IJINIEPOJI0BbIM pPa30aBUTENEe crep-
MBI

Vlccnemopanma mposenn Ha 31 98KymIATax 8 XPAKOB
BeJMKOV Oenoit amrawmiickoit mopopbl. Cema 6pann
»Ha PYKY” a J0 uccnemoBauuii oTéMpandy TOIBLKO CO-
AEPKAIIYI0 MHOIO RMBUYMKOB. CpaBHMBAIM BIMAHUE
Ha 2KUBYYECTH CIIEPMATO30UAOB 25 KOMOWMHAIIMII pas-
OaButeneri. Pazbasurenyn copemxamn 1—2—3—4 u 5%
TJIMKO3bI, 2—4—6—8—10% ramieposaa m o 30 MI sSud-
HOTO Xenrka. Pasbaeurenn nenrpodyruposanm 2,5—

3,0 ToIc. 00./MmH. — 15 MuH. IpuMmensun pasbaBieHMe:
I —1:1 3w II — 1:6—7. Cema cHauasa OXJAKLAIN
no 12° 6e3 ramneposa B Tedemme 2,0—2,5 wACOB.

OrBunmbparuio nposoamau B8 5° B Teuemme 0,5—1,0
gyaca. CeMa 3aMopazkuBaau B (HopMe HIapuKos. Ca-
MYIO BBICOKYIO TOABMZKHOCTH KMUBYMKOB (20—40%) mo-
ay4any TOPpuMeHAd paszbaBurenb comepxarmiuii 2—3%
raunepona 2—4% ramrosa u 30 MJI SMUIHOTO IKEJITKA,
Ha 100 MJI KUIKOCTH.
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Lyczynski A. — The freezing of boar semen in egg-
yolk glucose glycerol diluents,

The investigations have been performed with 31
ejaculates derived from 8 boars, big-white English
breed. Semen was taken ,on the hand” and the exa-
minations were done only with the semen fractions
rich in spermatozoa. There was compared the influen-
ce of 25 combinations of the diluents on the motility
of spermatozoa after thawing. The diluents contained
glucose from 1 to 5% (a conceniration increased
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every 1%), glycerol from 2—10% (a concentration in-
creased every 2%) and 30 ml of yolk egg. The diluents
were centrifugated at 2560—3000 rpm for 15 min. The
semen was diluted 1:1 (I) or 1:6—1:7 (II) and then
freezed up to 12°C for 2—2.5 hrs without glycerol.
Equilibration was done at 5°C within 30—60 min. The
semen was frozen in the from of balls. The highest
motility (20—40%) of semen was noted in the diluent
containing glycerol 2—3%, glucose 2—4% and 30 ml
of yolk egg per 100 ml of the diluent.
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Prawidtowe wartosci biatych krwinek i limfocytéw u kréw
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oraz pér roku
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Weczesne rozpoznawanie bialaczki bydla opie-
ra si¢ glownie na badaniu hematologicznym.
Zwlaszcza liczba bialych krwinek i liczba lim-
focytow w 1 mm3 krwi oraz procent limfocy-
tow majg tutaj najwieksze znaczenie. Poziom
wymienionych krwinek wykazuje pewien za-
kres fizjologicznych wahan, o czym nalezy pa-
migta¢ przy stwierdzaniu patologicznej leuko-
cytozy wzglednie limfocytozy bezwzglednej lub
wzglednej. Dlatego tak wazng rzecza jest opra-
cowanie norm hematologicznych. Rezolucja
podjeta na XXXV Konferencji Komitetu OIE
w 1967 r. zaleca wszystkim panstwom opraco-
wanie takich norm dla poszczegélnych ras
bydla z uwzglednieniem wieku zwierzat i réz-
nych regionéw geograficznych.

Literatura swiatowa dotyczgca parametrow
hematologicznych u bydla jest obfita. Réwniez
w Polsce podejmowane byly badania w tym
kierunku miedzy innymi przez Krzymowskie-
go (4, 9) i Stankiewicza i wsp. (12), jednakze
w badaniach tych nie uwzgledniono zmian w
leukogramie zachodzacych z wiekiem u doro-
slego bydla. Szereg innych polskich naukow-

cOw przy opracowywaniu szczegdlowych zagad-
nien fizjologicznych wzglednie patologicznych
oznaczalo réwniez prawidlowe wartos$ci biatych
krwinek u bydia; jednakze dane te majg naj-
czeSciej charakter fragmentaryczny i wykazu-
ja ograniczong przydatnos¢ do ogdlniejszych
stwierdzen.

Jak wynika z piSmiennictwa na poziom bia-
tych krwinek i ich sktad procentowy wplywa
rasa bydla, warunki srodowiskowe i wiek zwie-
rzat. (tab. 1—3). Nadto tab. 4 wskazuje, Ze nie
bez znaczenia jest réwniez pora roku. Dlatego
podejmujac badania wlasne postawiono sobie
za cel oznaczenie prawidlowych warto$ci bia-
Iych krwinek oraz limfocytéw u bydla w roz-
nych regionach kraju, z uwzglednieniem wieku
zwierzat oraz pory roku.

W pierwszym etapie prac objetym niniej-
szym doniesieniem ograniczono sie do najbar-
dzie] rozpowszechnionego w Polsce bydla ni-
zinnego czarno-bialego. W przeprowadzonych
pracach nie ograniczono sie do ilosciowego ba-
dania biatych krwinek i uktadu limfocytéw lecz
oznaczono rowniez wartosci dla granulocytéw,

7ab.1. Liczba biatych krwinek w1 mm?3 u byata w roZnych klasach wieku, wg pismienniciwa

Wiek zwierzgt (wlatach)
?,‘;‘i’g Poristwo 0-7 7-2 73 34 73 5 K p/f?fn
X S X g X 5 X 5 X $ X s X |
Frizyjskie NRF 10220| 23680 | 9360| 2600 | 5630|1950 | 7690|1790 | 7220 | 1410 | 7290|1590 |6440| 7680 | 13
Fryzyjskie Z5RR = | — (8030 — |7200| ~ |6540| - |sbco| = |miw0| — |750| - )| 5
Rasg mleczne | Danid  |9200|2050|9100 | 2150 | 8600|2050 |8200 | 7900 | 7500 1350 i [I52
Jersey wyspa Jersey) 9560 | 2240 | 8840 2110 {8090\ 2350,7330 | 2370 (6660 | 2280|6180 (1890 |12
Czerwono-biate | CSSR 8250|2120 | §580| 2150|7340 | 1590 | 7070 | 1520 | 6060 | 1480 8870 7870 8
Holsztynskie USA = | = |11000| 3200|1400\ 2100 | 9350| 2000|8750 | 2000 79001700 | 10
Holsztynskie | Franc/a |9200| - |oa20| - |mo0| - |6630| - |s770| - |5330| = |5950| - | 2
Charolais Franga 12600 - |r22%0| ~ |9920| - |9s00| - |9500| - |9200| - |g700| - 2
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