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Wpływ dodotku glulolionu zredukowonego i cysteiny
do nosienio mrożonego no iego zdolność zopłodnioiqcq

W piśmiennictwie poświęconym białkowym
grupom czynnym, dużą uwagę zwraca się obec-
nie na rolę grup tiolowych, katalizujących pro-
cesy enzymatycztre.

Zachęcające wyniki prac laboratoryjnych,
które wykazały, że grupy SH zawarte w gluta-
tionie zredukowanym nie tracą swojei aktyw-
ności po dłuzszynr przechowywaniu w ciekłym
azocie, ukierunkowały dalszy tok postępowa-
nia. Zdecydowano się na konserwowanie nasie-
nia buhajów w ciekłym azocie dodając do roz-
rzedzalnika czynne grupy SH. Początkowo na
skalę laboratoryjną, a następnie już w pro-
dukcji .terenowej w jednym z zakładów una-
Srenlanra.

1\1Iateriał i metody
Nasienie od 11 buhajów konserwowane w stanie

płynnym, oraz przechow-ywane w ciekłym azocie z do-
datkiem do rozrzedzalnika czynnych grup tiolowych,
wysyłane od stycznia do grudnia 19?0 roku na punkty
unasieniania położone na terenie powiatów Rawicz
i Leszno, w rejonie działania Państwowego Zakładu
Unasieniania Zwierząt w Lesznie, województwo poz-
nańskie,

Do badań użyto nasienie, które na podstawie obo-
rviązujących kryteriów uznano za przydatne do una-
sieniania.

Każdy ejakulat po ocenie, rozcieńczany był indywi-
dualnie w oparciu o specjalnie ułożone tabele, inne
dla nasienia konserwowanego w stanie płynnym, innc
w ciekłym azocie. Nasienie konserwowane w stanie
płvnnym rozcieńczono rozrzedzalnikiem mlekowo-żólt-
kowym z dodatkiem streptomycyny, w takiej propor-
cji aby każda dawka nasienia posiadała stanciard bio-
logiczny na poziomie 40 X 106 plemnikóu, o ruchu
postępowym. Nasienie od tych samych buhajów kon-
serwolvane w ciekłvm azocie (metodą japońską) roz-
cieńczano rozrzedzalnikiem cytrynianowo-fruktozowo-
-żółtkowym z dodatkiem streptornycyny i glicerołu. Do
100 mI tego rozrzedzalnika dawano 0,02 g glutationu
zredukowanego i 0,02 g cysteiny. Rozcieńczanie wy-
konywano w takiej proporcji, aby w każdei kulce
(iednei porcji) po ro,zmrożeniu znajd,owalo się około
30X106 plemników o ruchu postępo-wym.

Roztzedza\nik przygotowywano na mieszadle elektro -
magnetycznym typ ATP z podgrzewaczem. Gluta-
tion zredukowany i cysteinę rozpuszczano w roztwo-
rze cytrynianu z fruktozą, przed do,daniem żółŁka
jaj kurzych. Glicerol dodawano po podgrzaniu go
clo 55".

Nasienie konserwowane w ciekłym azocie wysyła-
no do 12 punktów unasieniania (10 na terenie po-
wiatu Rawicz i 2 na terenie powiatu Leszno), które
rv badanvm okresie wykonały 6415 pierrvszych za-
biegów unasieniania. Nasienie konserwo,wane w sta-
nie płvnnvm wysyłano do 26 punktórv unasieniania
(10 na telenie powiatu Rawicz i 16 na terenie po-
wiatu Leszno), które w tym samym okresie unasie-
niły po raz pieru,szy 8415 sztuk.

Tnseminatorzy, którzv otrzymywali nasienie mro-
żone z dodatkiem gruo SH, rozmrażali kulki w 1

ml płvnu fiziologicznego o temperaturze 55o, na
punkcie unasieniania. Rozmrożone dawki umieszcza-
li w pudełkach plastikowych, które wkładali do we-

wnętrznej kieszeni marynarki i wyjeżdżali w teren
do wykonywania zabiegów unasieniania. Tak prze-
chowywane (w temperaturze około 32o) rozmrożone
nasienie zachowywało swoją zdolność zapladniającą
przez czas okoio B godzin. Inseminatorom tym za-
lecono wykonywanie zabiegów unasieniania nie
wcześniej niż około l godziny po rozmrożeniu. Płyn
lizjologiczny do rozmrażania kulek wymieniano na
punktaclr unasieniania jeden raz w tygodniu.

Wyniki
Uzyskane wyniki przedstar,vione są w tab. 1.

Tab. 1. Wskaźniki nieporv'larzalności po 60 dniach, po
unasienianiu nasieniem mrożonym z dodatkiem grup

SH i po nasieniu płynnym.

Z tab. 1 wynika, ze wskaźnik niepowtarzal-
ności po unasienianiu nasieniem pł;rnnym. był
wyższy o 0,40ln niż po nasieniu lnrozonym. Licz-
ba zabiegów wykonanych nasieniem płyrrnym
była o 2000 większa niż nasieniem mrożonym.
Wynikało to z terenowego układu punktów
unasieniania, oraz ze stopniowego przechodze-
nia punktów unasieniatia z nasienia płynnego
na mrożone. Pierwsze punkty pracujące nasie-
niem mrożonym zostały uruchomione w stycz-
niu, ostatnie w czerwcu 1970 r. Z liczby 11 bu-
haiów od których wysyłano nasienie, 10 było
rasy ncb, a 1 (Wersal 596 G) rasy mięsnej cha-
rolaise.

Dyskusja
Trudności w szerokim zastosowaniu w polsce

nasienia mrożonego wynikają z dwóch zasadni-
czych powodów:

1. brak kontenerów produkcji krajowej,
2. trudny do rozwiązania, zwłaszcza rra punk-

tach unasieniających krowy w gospodarstwach
indywidualnych, transport nasienia mrozonego
w teren pracy inseminatora.

Przedstawione zmiany w składzie rozrzedza\-
nika do tozcieńcza\ia nasienia konserwo,*-anego
w ciekłym azocie, to jest dodatek ciał z aktyw-
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ną grupą SH, rozwiązują w zupełności trudnoś-
ci wynikające z pkt 2. Inseminatorzy, którzy
w5..konywali zabiegi unasieniania nasieniem
mrożonym, doieżdżali do zgłoszonych krów i
jałowic będących w rui, kazdym środkiem lo-
komocji. Samochodami, motocyklami, motorowe-
rami i rolverami. Sam fakt, że kontener z ciek-
łym azotem pozostawał wyłącznie na punkcie
unasieniania, a rozmrozone nasienie przewożo-
ne było przez kilka godzin w pudełkach plasti-
kołvych w temperaturze około 32oC, jest juz
bardzo dużym udogodnieniem w pracy insemi-
natora.

Wskaźnik niepowtarzalności sztuk unasienia-
nych nasieniem mrożonym w stosunku dc
wskaźnika nasienia płynnego, jest bardzo za-
chęcający do szerokiego zastosowania Tozrze-
dzalnika z dodatkiem grup tioiowych.

Dodatkowe koszta jakie poniósł Zakład z tego
tytułu były znikome. 1 g glutationu zreduko-
wanego produkcii firmy angielskiej BDH Bio-
chemical, oraz I g cysteiny produkcji firmy
węg,ierskiej Reanal-Budapest, które zastosowa-
no do rozrzedzalnika, wyniosły łącznie około
500 zł. Wyprodukowano w tym okresie około
20.000 jednoporcjow-ych kulek nasienia buha-
iów. Wykorzystanie tego nasienia na punktach
unasieniania było bardzo dobre - średnio około
950/0.

Należy równiez dodać, ze kilka t}sięc;r cig]ą1
urodzclnych od krów unasienian,vch nr,ljc;ricil-i
mrożonym z dodatkiem grup SH, y75z§i7;g14lą}j
bardzo dobrą żywotnośc bezpośiednic po urc-
dzeniu, iak również prawidłowy dalszy rozwój.
lVlożna więc przypuszczać, że grupy tiolowe
wpływając dodatnio na przebieg procesów en-
zymaty,cznych w plemnikach, nie naruszają ich
struktury DNA.

Należy dodać, że cysteina jako aminokwas z
grupy siarkowej, ulega powolnemu samoutle-
nianiu i przecho,dzeniu w cystynę, w której mo-
stek dwusiarczkowy S-S hamlrje procesy oksy-
redukcyjne.

Proponowany rozrzedzalnik, oraz tabele roz-
cieńczeń, zostaŁy w dniu B października 1970 r.
zgłoszone do Oddziału SITR w Lesznie, jako
pracowniczy wniosek wynalazczy.

Wnioski
1. Dodatek aktywnych grup SH do rozrze-

dzalnika przy konserwowaniu nasienia buhajów
w ciekłym azocie, nie wpływa ujemnie na zdol-
ność zapładniającą plemników.

2. Transport w temperaturze około 32oC roz-
mrożonego nasienia jest dla inseminatorów bar-
dzo wygodny i gwarantuje wysoką skuteczność
zabiegów unasieniania.

3. Cielęta urodzone po unasienianiu nasie-
niem mrozonym z dodatkiem grup SH, wyka-
zują dużą żywotność i prawidłowy rozwój.

Adres autora: dr Lucjan sławeta, warszawa 21, ul. Dickensa
19 m 39.
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Caaerta JI. - Bnrłgrrlre nprł6aunexrłn x ceMeHt{ pe-
AyIIupoBaHHoro rJIIoTaTr.loHa ,I ql{cTetllla Ha ero on-
JIoAoTBoprlTeJlbnble cnoricraa,

Ceug 11 6LIKoB KoHcepBr.lpoBaJl]ł no flnuocKoMy N{e-
ToAy B )K]łAKoM a3oTe, npIĄAaBJIflff K qurpardopyxroso-
)Ke"rIToI{HoMy pas6aaltre.rrro xpoMe rJIr{I_JepoJla r{ crpe[-
ToilrrlqtlHa. 0,02 I, peAyqlpoBaHHoto rJIIoTaTrloHa vI
0,02 r qltcrerłaa lła 100 nł.rr pas6aslrrełg. 3rou .,§ir"n,
l1o3BoJlŁJI pacTBopeHHoe B r]rHceMeHalłlorloM nyHKTe
ceME rlepeBo3lrTb B TeMnepaType ox. 32o ,r npr{NIeH.ETb
or. B .łacos.

flprrorosnenublM TaKlM cnocodołr cex{el{eM npoBeJlr,I
J4IlceMl4llaqr{Io 6415 xopos r1 TeJloK. Iloło>xrłre.lrsHsrż
pe3yJILTaT .repe3 60 4Heź ycrauoBlĄIlll B 760ń. Y 8415
KoHrpoJIbHbIx KopoB 14 TeJIoK r{HceMlEupoBaHHbIx
>xuAlr.ulł ceMeI]eM oT 3Trlx>Ke 6rIxoe ]ł B TolvI>Ke IIe-
proAe onJIoAoTBopelJr,le T]epe3 60 4Hei,1 yc.IaHoBuJIrĄ
B 76,4Dlo,

Sławeta L, - The influence of the addition of re-
clucc-l glutathione and cysteine to the frozen semen
on its fertilizing properties.

The semen taken frcm 11 bulls was conserved in
liquid nitrogen acc. to japanese method in yolk
egg-fructo,se-citr.ic acid solution without glycerol ancl
streptomycin, but with the additic,n of 0,02 g of re-
duced glutathione and 0.02 g of cysteine per 100 ml.
The conserved semcn diluted at insemination cen-
ters cotlld be transported at 32oC and used for inse-
mination within 8 hrs. There were carried out
6415 insetnination5 by means of such prepared se-
men and obtained 76.09i, NR after 60 days. For con-trcl 34i5 cows and hei{ers rvere inseminated with
tlre semen of the same bulls and the percentagc c,
NP after 60 days was 76.4,0Ó,

HECK F. C., §HELDON W. G,, GLEI§EB C. A.: Pa-
togeneza doświadczaln,ego zakażenia myszy aderrowi-
rusem myszy. (Pathogenesis of experinrentally pro-
duced mouse adenoviru5 infection in mice). Am. J.
vet. Res., 33, 841-846, 1972 (4).

Dzie'ł'ięciodniowe m;rszki zakażono dootrzewnowo
20000LD 50 lub 100 LD 50 adenowirusem myszek,
szczep FL. Codziennie przez okres tygodnia podda-
wano ubojowi po 3 m;,szki, pobierano krew i ozna-
czano LD 50 wirusa. Ponadto część krwi posiewano
na jednowarstwową hodowlę komórek nerki myszek,
określano mian6 przeciwciał wiążących dopełniacz
oraz przeprowadzono badania histopatologiczne
mózgu, nerek, serca, płuc, grasicy, wątroby i śledzio-
ny. Po zakażeniu myszek zaró.lvno dużą jak i małą
dawką wirusa obserwowano nastroszenie sierści, sen-
ność, zahamowanie wzrostu. Niezależnie od wielkości
dawki zakaźnej występowała 1 dnia po zakażeniu
wiremia. V/iremia utrzymywała się przez okres 6
dni. Wirus wyklywano w sercu, nerkach, tł,ątrobie,
śledzionie i mózgu zakażonych sztuk 3-5 dnia p6 za-
każerriu. Począwszy od 3 dnia po zakażeniu w ją-
drach komórek śródbłonka kłębuszków nerkowych,
a od 4 dnia w jądrach komórek innych narządów
pojavliły się ciałka wtrętowe typu A. Liczne ciałka
wtrętowe występowały w jądrach komórek śródbłon-
ka naczyń krrł,ionośnych mózgu, w mikrogliach i ma-
łych neuronach kory mózgowej. W komórkach Pur-
kinjego móżdżku pojawiły się duże bazofilne wtręty
począwszy od 4 dnia po zakażeniu. Dwunastego dnia
po zakażeniu wykryto w surowicy zakażonych my-
szek srvoiste przeciwciała wiążące dopełniacz.
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