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Wptyw réznych temperatur na uwalnianie enzymow

z plemnikéw buhaja

podczas zamrazania

i rozmrazania nasienia ¥)

7 Zakladu Biochemii Zwierzat Instytutu Fizjologii i Biochemii Zwierzat Wydziatu Zootechnicznego AR-T
w Olsztynie

Zamrazanie nasienia w cieklym azocie wy-
wiera¢ moze wplyw na strukture 1 funkcje
meskich komérek plciowych. Wplyw ten, po-
zostajgecy w zwigzku z gwaltownym obnize-
niem temperatury Srodowiska, okref§lany jest
mianem udaru chlodowego. W wyniku poste-
powania technologicznego, mimo stosowanych
krwioprotektoréw, dochodzi¢ moze do mecha-
nicznego uszkodzenia plemnikéw wskutek na-
glych zmian ci$nienia osmotycznego lub tez
tworzenia sie wokodl! czasteczek biatkowych
,,Jodowcowej”’ otoczki hydratacyjnej. Ponadto
istnieje prawdopodobienstwo zmian biochemi-
cznych wskutek uszkodzenia blon plazmatycz-
nych plemnikéw, czego nastepstwem jest liza
struktur komoérkowych i uwalnianie enzymow
plemnika do $rodowska zewngtrzkomorkowego
5, 17).

*) Praca wykonana w ramach problemu resortowego
Ministerstwa Rolnictwa nr 419E, koordynowanego przez In-
stytut Zootechniki w Krakowie,

W praktyce sztucznego unasieniania plemni-
ki podlegajg rowniez wplywowi bardzo zrézni-
cowanych temperatur w zwigzku ze stosowa-
niem roznych technik rozmrazania nasienia i
pipet inseminacyjnych o niekontrolowanej cie-

plocie. Udar chlodowy, wywolany szybkimi
zmianami  temperatur, powodowa¢ moze
zmniejszenie ruchliwosci plemnikéw, zmiany

w strukturach komorkowych a w efekcie kon-
cowym obnizenie zdolnoSci zapladniajacej na-
sienia.

W nastepstwie uszkodzenia struktur komér-
kowych dochodzi do uwalniania z plemnikow
stymulatoréw metabolizmu komoérkowego —
ATP i cytochromu c (9), jonéw K* i Mgt (2,
6), enzyméw mitochondrialnych — aminotrans-
ferazy asparaginianowej (GOT) i dehydroge-
nazy mleczanowej (LDH) (10, 11).

Wywolane udarem chlodowym zmiany mor-
fologiczne w akrosomie sga przyczyna ,,wycie-
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ku” zlokalizowanych w tej strukturze komor-
kowej enzyméw, warunkujgcych biochemiczny

mechanizm zaplodnienia komorki jajowej (3,

7, 14).

Kontrola aktywnosci enzymow plemnika —
hialuronidazy i aminotransferazy asparaginia-
nowej w plazmie pozwala wnioskowaé o sta-
nie blon tych komoérek oraz zdolnosci zaplad-
niajgcej nasienia (4, 10, 15).

Celem maszych badan bylo okreglenie wply-
wu poszezegbdlnych etapow technologii zamra-
zania nasienia buhaja oraz wybranych tempe-
ratur, ktérym mogg podlega¢ proby rozmrozo-
nego nasienia w warunkach produkecyjnych na
uwalnianie enzymoéw z plemnikow oraz meta-
bolizm nasienia.

Materiat i metody

Nasienie buhajow, uzytkowanych w PZUZ w Ol-
sztynie, o ruchliwosci plemnikéow 70-—90%, zamrazano
w cieklym azocie zgodnie z powszechnie stosowana
technologia, Zamrozone préby przechowywano W
cieklym azocie przez okres 24 godzin. Po uplywie te-
go czasu nasienie rozmrazano bezposrednio w pro-
béwkach szklanych, umieszczonych w lazni wodnej
w temperaturze 37°C. Réwnolegle analogiczne proby
nasienia rozmrazano, pozostawiajgc je przez 2 go-
dziny w temperaturze 4°C.

Rozmrozone nasienie pobierano do analiz bioche-
micznych postugujac sie pipetami inseminacyjnymi,
przecnowywanymi w temperaturze 4°C, 20°C ora-
37°C. Pobrane probki pozostawiano w pipetach przez
1-—2 minut.

Analizy biochemiczne badanego materialu, przepro-
wadzane na wszystkich etapach technologii mrozenia
nasienia, obejmowaly nastepujace oznaczenia:

1. aktywnosci hialuronidazy w plynach nadosado-
wych, wg metody Barretta (1) w modyfikacji Foulkes
i Watson (4),

2. aktywnosci aminotransferazy asparaginianowej
(GOT) w plynach nadosadowych wg metody Reitma-
na i Frankela (12),

3. aktywnosci akrosyny, po eskirakeji plemnikéow
2% kwasem octowym wg uprzednio opisanej przez
nas metodyki Schilla (16),

4. wartoSci wspolczynnika ZO, wg manometrycznej
techniki z zastosowaniem aparatu Warburga (18).

Uzyskane wyniki aktywnosci enzymoéw podano w
jednostkach na 10% plemnikéw za§ wartosci wspoi-
czynnika ZO; w ul 0, pobranego przez 108 plemnikéw
w ciggu 1 godz. w temperaturze 37°C.

Dla unikniecia ewentualnego ,,wycieku” enzymow
z plemnikéw w trakcie wirowania nasienia zastoso-
wano nizej opisang, sprawdzong w naszym laborato-
rium, metodyke przygotowania préb do analiz bio-
chemicznych. 0,5 ml nasienia (nierozcienczonego lub
rozcienczonego) odwirowywano w plastikowych pro-
béwkach wirowniczych przez 15 minut w tempera-
tu;ze 4°C przy 600 X g. Za pomocy pipety pasterow-
skiej ze smoczkiem, odciggano plyn znad osadu (osad
przeznaczano do ekstrakeji akrosyny) i po przeniesie-
niu go do nastepnej probdéwki wirowniczej ponownie
odwirowywano przy 10000 X g przez 15 minut w tem-
peraturze 4°C. Oznaczanie przeprowadzano bezposred-
nio po przygotowaniu prob.

Wyniki i omdéwienie

Sposrod ultrastruktur plemnika najbardziej
czulymi na niskie temperatury sg akrosom i
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mitochondria. Wymienione struktury slanowia
zlozone kompleksy bialek enzymatycznych,
funkcjonalnie ze sobg zintegrowanych (8).

Biochemicznym sprawdzianem stanu akroso-
mu jest aktywnos$¢ hialuronidazy oraz akrosy-
ny — enzyméw bezposrednio zaangazowanych
w procesie przenikania plemnika przez ostonki
komorki jajowej (5).

W poprzednich mnaszych badaniach (17)
stwierdziliémy, ze w poréownaniu z plemnika-
mi knura czy tryka, akrosomy plemnikéw bu-
haja charakteryzuja sie stabilizowaniem akty-
wno$ci akrosyny w przebiegu calego procesu
mrozenia nasienia, czego wyrazem byl tylko
nieznaczny wzrost aktywnosci akrosyny, eks-
trahowanej z plemnikow w poszczegblnych e-
tapach technologicznych.

Tab. 1. Aktywno$é hialuronidazy (j/10° plemnikéw) w
plazmie nasienia dwéch grup buhajéow w réznych e-
tapach technologii mrozenia nasienia

Etapy technologii zamraiania

Aasienie

po po R zamroZeniu

@akulacji | rozcienczeniu un/ﬁ%razjt ¢ ozmrofeniu
Buhaje i 535 10,50 13,23 16,24
rozplodowe | sx 264 546 3,98 4,57
n=26 [4 49,30 5200 3910 28,10
Buhaygki X 635 702 10,86 13,81
do t2'mies. | sx 543 555 782 10,11

n=31 v 8544 79,06 72,01 7323

W tab. 1 oraz na ryc. 1 i 2 przedstawiono
wyniki badan aktywnosci hialuronidazy ma po-
szczegblnych etapach zamrazania  nasienia
dwoch grup buhajow, uzytkowanych w zakla-
dzie unasieniania oraz buhajkéw w wieku do
12 miesiecy, ktérych nasienie poddano wstep-
nej prébie mrozeniowej.

Srednia aktywnosé hialuronidazy w plazmie
nasienia obu grup buhajow wynosila okolo 6
jednostek (10° plemnikéw oraz 4—b5 jednostek
na ml plazmy).
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Ryc. 1. Aktywno$¢é hialuronidazy w plazmie nasie-
nia buhajow rozplodowych podczas poszezegdlnych
etapéw technologii mrozenia nasienia

Objasnienia: A — s$rednia aktywno$é¢ hialuronidazy na po-
szczegblnyeh etapach mrozenia nasienia; B — zmiany ak-
tywnosei hialuronidazy podczas mrozenia nasienia z nis-
kim ,,wyciekiem’ enzymu po rozcieficzeniu; C — zmiany
aktywnosei hialuronidazy podezas mroZenia nasienia bu-
hajow z wysokim ,wyciekiem’ enzymu po rozcienczeniu;
1 — nasienie nierozcienczone, 2 — nasienie po rozeienczeniu,
3 — nasienie po ekwilibracji, 4 — nasienie po rozmrozeniu.
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W trakcie obrébki technologicznej nasienia
obserwowano ,,wyciek” omawianego enzymu z
akrosomow plemnikéw zaznaczajgcy sie szcze-
golnie wyraznie na etapie zamrazania nasienia
(tab. 1). W grupie buhajow rozplodowych stwier-
dzono wplyw rozcienczenia nasienia na szybkosé
uwalniania hialuronidazy z plemnikéw (prawie
2-krotny wzrost aktywnoscl enzymu w plazmie
w porownaniu do wartosci wyjsciowych oraz
stosunkowo duzg zmiennos$é osobnicza (ryc. 1).

W przypadku nasienia buhajkow stwierdzono,
na wszystkich etapach technologii mrozenia na-
sienia, duzg zmienno$¢ osobniczg w zakresie
uwalniania hialuronidazy z akrosomow plemni-
kow (tab. 1, ryc. 2). Nalezy podkresli¢, ze w
grupie tej blony komdrkowe plemnikéw, niek-
torych z objetych obserwacjami buhajéw, wy-
dawaly sie szczeg6lnie podatne na destrukcyjne
dzialanie czynnikéw Srodowiska zewnetrznego.
W omawianych przypadkach stwierdzono w
plazmie nasienia wysoka wyjSciowsg aktywnosé
hialuronidazy. Ponadto aktywno$é enzymu wy-
raznie wzrasta w poszczegdlnych etapach za-
mrazania nasienia w cieklym azocie (ryc. 2).

Rye. 2. Aktywnoéé hialuronidazy w plazmie nasienia

buhajlkéw 1w rdéznych etapach 1lechnologii mrozenia
nasienia
Objasnienia: A — érednia aktywnose hialuronidazy

poszezegblnych etapach mroZenia nasienig: B —
aktywnosci hialurenidazy podezas mroZenia nasienia
hajkéow z niskim , wyeieklem™ enzymu po  rozciencs

C — zmiany aktywnosel hnialurenidazy podezas mrofenia
nasienia buhajkow z wysokKim ,,wyciekiem” enzymu po roz-
cienlczeniu; 1 -- nasienie nierozciericzone, 2 — nasienie po
rozcienczeniu, 3 — nasienie po ekwilibracji, 4 — nasienie po
rozmrozeniu.

Wskazywatoby to na indywidualng nadwra-
zliwos¢ lub niedojrzatosé blon lipoproteinowych
plemnikéw niektérych buhajkéow, powodujacy
zapewne okresows nieprzydatnos¢ nasienia do
zamrazania w cieklym azocie.

Wprowadzenie do laboratoriow zakladdéw una-
sieniania testow kontrolujgcych stopien nasile-
nia ,,wycieku” enzymoéw akrosomowych podczas
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zamrazania nasienia wydaje si¢ niezbedne, bo-
wiem ocena mikroskopowa nasienia po rozmro-
zeniu nic moze obecnie stanowi¢ jedynego mier-
nika jego wartodci biologicznej. Stosunkowo
prosta metodyka ,testu hialuronidazy’ stwarza
mozliwos$¢ wprowadzenia go, jako badania ruty-
nowego, do przecigtnie wyposazonych labora-
toriéw biologicznych.

W biotechnologii nasienia warunki rozmraza-
nia majg mniejsze znaczenie niz proces zamra-
zania. Tym niemniej dla zachowania w stanie
nienaruszonym akrosomow, ruchliwoéci plemni-
kow orazich zdolnoéci zaptadniajgcej, rozmraza-
nie nasienia musi by¢ przeprowadzone w miareg
szybko.

W pracy punktu inseminacyjnego, zwlaszcza
w miesigcach zimowych, niska temperatura oto-
czenia stwarza¢ moze znaczne trudnosci w za-
chowaniu wtasciwych wymagan technologicz-
nych przy rozmrozaniu dawek inseminacyjnych
przed ich wprowadzeniem do drég plciowych
samicy.

Badania, ktére podjelismy dotyczyly wplywu
temperatur rozmrazania nasienia oraz tempera-
tur pipet uzywanych do pobierania préb na
profil zmian biochemicznych w plemnikach bu-
haja. W zwigzku z powyzszym prowadzono kon-
trole stanu akrosomoéw poprzez oznaczenie ,,wy-
cieku” hialuronidazy i akrosyny oraz obserwo-
wano zmiany biochemiczne we wstawce plem-
nika. W tym przypadku obok aminotransferazy
asparaginianowej (GOT), ktora jest czultym wska-
znikiem stopnia uszkodzenia tej struktury plem-
nika (10), zasadniczg grupe biatek tworzg enzy-
my mitochondrialne, zwigzane z procesami od-
dychania i fosforylacji oksydacyjnej.

Zamrazanie nasienia powoduje zaburzenia
mechanizméw akumulacji energii, wywolane
gtownie zaktéceniami w transporcie elektronéw
oraz zwolnieniem procesu fosforyzacji oksyda-
cyjnej. Zmiany te korelujg z obnizeniem zuzy-
cia tlenu przez plemniki, wyrazem czego jest
obnizenie wartodci wspoélczynnika ZO, (13, 17).

W tab. 2 oraz tab. 3 przedstawiono wyniki
badan w zakresie wymienionych wskaznikéw

Tab. 2. Uwalnianie erizyméw z plemnikéw po rozmro-
zeniu nasienia w temperaturze 37°C i pobraniu préb
do analiz pipetami o temperaturze 4°C oraz 20°C.n=86

4;17 ] g w /90 : e T
R, 2 G
nasienia naseenia 1°C 20°C
X 179,04 290,64 265,31 487,24
60T Sx 58,66 106,72 53,01 101,33
v 32,88 36,69 15,98 20,79
X 1,58 237 10,9¢ 11,24
Hinluronidazra) SX aqr 1,24 1,01 167
v 45,19 5242 587 14,83
X 71,75 13069 146,48 164,05
Akrosyna Sx 28,05 16,35 21,92 29,62
v 2510 12,5¢ 14,96 817
X 2814 2386 925 1511
20, Sx 2714 509 4,06 403
v 973 21,33 43,91 2859 _
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Tab. 3. Uwalnianie enzymow 7z plemml\ow po rozmro-
zeniu namema w temperaturze 4°C i pobraniu préb
do analiz pipetami o temperaturze 37°C i 20°C. n=6

Akeymnose enzymon j /109 plemnikew
Tyciu pipet
po po . po Uy
ozcienczeniu  |ekmilibracie o temperaturze
nasienia nasienia 37°C 20°C
X 179,04 290,84 132,66 331,58
607 SK 58,86 106,72 125,81 114,22
v 32,68 36,69 29,08 34,44
X 158 237 15,99 14,89
Hialuronidaza | Sx 071 1,24 619 3,32
4 45,19 52,42 38,73 22,29
X 111,75 130,69 49,81 145,26
Akrosyna SX 28,05 16,35 21,15 2043
|4 2510 12,57 14,10 14,06
x 28,74 23,86 5,65 10,04
Z0 IX M 509 3,36 348
: v 973 21,33 5067 3467

dla dwoch réznych temperatur rozmrazania na-
sienia.

Zarowno przy temperaturze 37°C, jak i przy
powolnym rozmrazaniu proéb w temperaturze
4°C, stwierdza sie przyspieszenie procesu uwal-
niania enzyméw z plemnikéw oraz spadek zu-
zycia tlenu przez te komorki, w poréwnaniu do
analizowanych prob nasienia po jego rozcien-
czeniu.

i - |

500

]
w ! i
300 T L
| |
200 '
|
fm-l ‘ | l
|| R | ‘ ‘ ‘
1 20° T
¢ 2 3
a0y frodat = 4

20,
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Ryc. 3, Zmiany zawarto$ci wybranych wskaznikéw

biochemicznych, charakteryzujacych stan funkcjonal-

ny wstawki plemnika podczas etapéw technologii

mrozenia nasienia i zastosowania dwoch ukladéw tem-

peratur rozmrazania (préba kontrolna — nasienie po
rozcienczeniu)

Objasnienia: 1 — nasienie po rozeienezeniu,  — nasienie
po ekwilibracji, 3 — nasienic po Tozmrozeniu w tempera-
turze 37°C i zostosowaniu pipet o temperaturze 4°C
i 20°C, 4 — nasienie po rozmrozeniu w temperaturze 4°C
i 7astosowamu pipet o temperaturze 387°C i 20°C.
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_temperaturach na ,,wycieki”

Graficznie przedstawione wyniki badan, do-
tyczace wplywu stosowania pipet o réznych
enzymow wskazu-
ja, ze do najwiekszych zmian biochemicznych
w plemnikach dochodzi woéwczas, gdy rozmra-
zanie nasienia przeprowadza sie w temperatu-
rze 4°C i uzywa pipet przetrzymywanych w
temperaturze 37°C (ryc. 3, ryc. 4). Obserwuje
sie w tym przypadku intensywny ,, wyciek” GOT
z wstawki plemnika, hialuronidazy i akrosyny
z akrosoméw oraz zdecydowane obnizenie po-
chlaniania tlenu przez plemniki, czego wyrazem
sg niskie wartosci wspolczynnika ZO,. Podobne
zmiany mozna stwierdzi¢ po rozmrozeniu nasie-
nia w temperaturze 37°C i stosowaniu pipet
o temperaturze 4°C. Wskazywaloby to, ze oma-
wiane uklady temperaturowe doprowadzajg do
udaru chlodowego plemnikéw. Umiarkowane
natomiast zmiany biochemiczne w plemnikach
stwierdzono w ukladzie powolnego rozmrazania
nasienia w temperaturze 4°C i uzyciu pipet
o temperaturze 20°C oraz w klasycznym wa-
riancie temperaturowym: rozmrazanie nasienia
w 37°C, pipety o temperaturze 20°C. W ostat-
nim przypadku dochodzi jednak do intensyw-
nego uwalniania z plemnikéw GOT i akrosyny,
przy zachowaniu wysokiego tempa metabolizmu,
o czym Swiadczy najwyzsza $rednia wartosé
wspétezynnika ZO, (ryc. 3, ryc. 4).
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Ryc. 4. Zmiany wartosci wybranych wskaznikow bio-

chemicznych charakteryzujgcych stan funkcjonalny

akrosomu plemnika podczas etapdéw technologii mro-

zenia nasienia i zastosowania dwoéch ukladow tempe-

ratur rozmrazania (proba kontrolna -— nasienie po
rozcienczeniu)

Objasnienia: 1 — nasienie po rozeienczeniu, 2 — nasienie
po ekwilibracji, 3 — nasienie po rozmreZeniu w tempera-
turze 37°C i zastosowaniu pipet o temperaturze 4°C
i 20°C, 4 — nasienie po rozmrozeniu w temperaturze 4°C
i zostosowaniu pipet o temperaturze 37°C i 20°C,
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Uzyskane wyniki wydaja sie wskazywaé, ze
gwaltowne zmiany temperatur w postepowaniu
technologicznym z mrozonym nasieniem prowa-
dzg do zaburzen w blonach plemnika, charakte-
ryzujacych sie zwiekszong przepuszczalnoscia
dla enzymoéw zwigzanych ze strukturami we-
wnetrznymi tej komoérki. Mozna przypuszezaé,
ze w tych przypadkach dochodzi do obnizenia
zdolnosci zaptadniajgcej nasienia.
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Crmexek E. Cbpmureanckas ., fccum anp-Tara T.—
Bananue pa3imMyuHBIX TeMIEpaTyp Ha O0CBOOOIKIeHIE
9H3UMOB U3 MKHUBUMKOE OBIKa BO BpeMs 3aMODAKHBA-
HUS U DPA3MODAIKMBAHUA CEMEHMH.

YcenenoBaHusa CeMEHM MOJIOIOBIX M MUCIMONBL3yEMbIX Ha
TOCYZAPCTBEHHBIX OCEMEHUTEJILHBIX CTAaHNUAX OBIKOB,
IPOBeJeHHbIe HA OTAENbHBIX 9TalaX TEeXHOJOTUUM 3a-
MOpazKMBaHMA NpPob, moxazann OTYETIMBOE ,MCTede-
HMe” THMaNypOHMIAA3BI M3 AaKPOCOM 3IKUBYUKOB B IIJIa3-
My, OTMedarolleeca B 00eux wuccrefgyemMbpix TIpPyNnax
ocobeHHO CHJIBHO HA 3Talle 3aMODAXUBAHMA U Pa3zMo-
PaxkUBAHUA CeMEHM, a B rpynme 6bIKOB, MCIOIb3ye-
MbIX B IIJIEMEHHOM Jejle, — Ha arame pasbaBieHUA
po0.

HabmromaeMass B Hia3Me CeZKEHUM HEKOTOPBIX MOJO-
IbIX OBIKOB 0CODEHHO BBICOKAS AKTMBHOCTEL obCyzKmae-
MOTO 9H3UMa MOIKET CBUIETEJLCTBOBATH O HE3PEJOCTH
JIUTIONPOTEMHOBEIX 000JI0UeK KUBYMKOB U MUX YBEJIU-
YeHHOM YyBCTBUTEJBHOCTM K IeMCTBUI0 (QAKTOPOR
BHeIITHEN CpeJbl.

CyliecTBeHHOE BJIUAHME HA COXPAaHEHMe CTPYKTYPLI
M YyHKINM KUBUMKA, KAKETCH, OKA3BIEACT TeMIepa-
Typa pa3MopaxX¥MBaHUS CeMeHM, KaK U TeMIoeparypa
MHCEeMUHAWOHHBIX UIIPUIEB, TPUMEHSEMBIX IJIA B3A-
™Mz Tpo6. VI3MeHeHUs B IKUBUMKAX, OIpPerelseMble
pazMepamMu ,MCTedeHMsa”’ U3 STUX KJETOK THAIYPOHU-
nasel, akpocura u GOT, a TakxXxe BeIUMUMHAMY K03D-
dbunnenra ZO,, ObINY HAVMEHLIIWMM TOTIA, KOTAa IIPO-
fp1 ceMenu pasmopaxwusBanu B Temi. 37°C uam 4°C u
Gpamu ux mmpuiamMu ¢ Temro. 20°C. PaszmopazkuBanue
cemenu B 4°C 1 upMMeHeHMe INpuueB ¢ Temr. 37°C
(nnu Ha0bOpPOT) BeNM K BHAUUTEILHOMY POCTY AKTHUBR-
HOCTM YIOMAHYTHIX OH3MMOB ¥ IOHMIKEHNIO BEIVMIUHLI
rosdpbunmenta ZO0s.

IIpoBesennbIe MCCeOBAHUA YyKa3LIBAIOT Ha Heob6x0-
JVIMOCTL BBEJENMS 13 UPAKTUKY WTKYCCTBEHHOTO OCe-
MeHeHUsS OMOXMMMUUYECKUX MapaMeTPOB OLEHKM Kaue-
CTBAa CEMEHMN.

Strzezek J., Smigielska J., Taha Jassim Al-Taba. —
The influence of various temperatures on enzyme li-
beration from bull’s spermatozoa in the course of tha-
wing and freezing.

The sperm of young bulls and bulls in reproduction
was examined on each stage of freezing technology.
The studies showed a pronounced leak of hyaluroni-
dase from acrosomes to sprematozoon plasma in the
two studied groups of animals, especilly intensive on
the stage of thawing freezing, and in bulls in repro-
duction on the stage of a sperm dilution.

High activity of the enzyme observed in plasma of
some young bulls may reveal unmaturity of lypopro-
teine membranes of spermatozoons and their increased
susceptibility to the influence of environmental con-
ditions. Thawing temperature of the semen and the
temperature of inseminating pipettes may influence
significantly the structure and function of spermato-
zoons. The changes in spermatozoons, determined on
the strenght of hyaluronidase leak from the cells,
acrosine and GOT and the value of ZO, index, where
the lowest when the semen samples were thawed at
37°C or 4°C, and when they were taken using pipetts
at 20°C. Semen thawing at 4°C and usmg pipetts at
37°C (or vice versa) led to a marked increase of the
activity of the plasma enzymes and a decrease of ZO,
index. The studies indicate to the necessity to intro-
duce into practice of artificial insemination determina-
tion of biochemical parameters for qualitative evalu-
ation of semen.

ASSAL A. N., POULSEN J. S. D.: Rownowaga kwaso-
wo-zasadowa we krwi koni w czasie jej przechowy-
wania. (Acid base status of aguine blood during sto-
rage). Nord. Vet. Med. 30, 354—363, 1978 (9).

Ksztaltowanie sie parametréow réwnowagi kwasowo-
-zasadowej pH, pCOy, pO,, nadmiar zasad (BE), dwu-
weglanu (SBC) okresSlono we knwi zylnej 10 koni
(6 klaczy i 4 oglery) matychmiast po pobraniu krwi,
w odstepach godzinnych przez 7 godzin oraz po 24 go-
dzinach przetrzymywania probek w temperaturze
21—24°C 1 0—4°C. We krwi zylnej stwierdzono obnize-
nie wartosci pH, BE i SBC wraz z uplywem czasu
oraz wzrost warto§ei pCO, Nie obserwowano zmian
w zawarto$ci hemoglobiny (8,91+1,53 mmol/1 Hb), he-
matokrytu 0,38%0,05, liczbie leukocytéw 6,9+1,9X109/1.
Poziom kwasu milekowego we krwi zylnej zwiekszal
sie z 0,550% 0,250 mmol/l do 3,142%0,814 mmoll w okre-
sie 24 godzin przetrzymywania krwi w 21—24°C. W
temperaturze 0—4°C wazrost tten wynosil 0,594 mmol/l.

G.

HELGEBOSTAD A., NORDSTAGA K.: Hypcrwilamo-
noza D u zwierzat futerkewych. (Hypervitaminosis D
in fur-bearning animals). Nord. Vet. Med. 30, 451—455,
1978 (10).

Wplyw duzych dawek witaminy D; przebadano na
10 lisach srebrzystych, 17 lisach miebieskich i 35 mor-
kach., Witamine podawano z karmg w dawkach 5,0;
7,0;0.6—0,7; 10i15 jm/kg wagi ciala. U lis6w w okre-
sie 60 dni obserwacji po podawaniu paszy zawierajg-
cej b jm witaminy Ds/kg ‘wagi ciala wystepowato je-
dynie przyhamowanie wzrostu, Zwiekszenie dawki wi-
taminy do 10 jm/kg wagi ciala spowodowalo po 68 i
105 dniach spadek taknienia, trudnosei w poruszaniu
sie, apatie oraz pociemnienie odchodéw. We krwi wy-
raznie wzrastal poziom wapnia. Zlogi wapnia odkla-
daty sie w merkach, miekiedy w mie$niach, §luzéwce
zotadka, oskrzelach i duzych maczyniach krwionos-
nych. U norek dawka 0,6—07 jm/kg wagi ciata, sto-
sowana przez okres 5 miesiecy nie powodowala zad-
nych odchylen od mormy.

G.
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