N_r 8

+3 liguid nitrogen. One-step system of quick thawing
was used to remove a protective substance. The hig-
hest survival rale was observed after freezing in a
solution of 1.0 M propanediol and 0.1 M saccharose:
95.8% of developing germs in vitro and 39.7% in vivo
were observed. Apart from a satisfactory effect the
advantage of the method was its simplicity without
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the necessity to use = special appaxatub for ireezing
No development of tiie germs frozen in 0.1 M solution
of propanediol or U.Ul M s0l. of saccharose was [0
In contrast, 32 per cent of developing germs was ob-
served if they were frozen in a solution of propane-
diol (1.6 M) and sacche e (0.61 M), and 12 per cen
when frozen in 0.8 M <ol. of T\CCh?FD‘f‘
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GRAZYNA ISR

Badania nad wplywem dodatku glutationu (GSH) na jakosé

konserwowanego nasienia buhaja®

uxs*ytut Fizjologii i Zywienia Z Vierzg
¢« Stacja Hodowli 1 Usi ZA

Plemniki buhaja w warunkach tlenowych
ulegaja sz-bkiemu procesowi starzenia sie,
przejawiajgcezo sie obnizeniem ITuniccji meta-
bolicznych takich jax irukioliza i oddychanie
{14). W obecnosci tienu oddychanie nie oplera
gje wyiqczme na substratach pozaxo*no“u—
wych, lecz takze wystepuje zjawisko polegaja-
ce na utlenianiu skladnikéw komorki, giownie
iipidow (13).

W wyniku peroksydacji lipidow bion komor-
kowveh dochodzi do nagromadzania sie plemmni-
kobdiczych nadilenkow (10, 11), ktore powodu-
ja zaburzenia biochemiczne dotyczgce akiyw-

nosci od ’ec‘:owej pleninikow, fruktolizy i syn-
tezy ATP (2, 16).
Ponadto w procesie xonserwacji plemnizow

buhaja, $rednio okolo 30% komorex ulega usz-
kodzeniu, w wyniku czego dochodzi do uwal-
niania z plemnikéw oksydazy L-aminokwasow
(17). Enzym ten katalizuje reakcje utleniania
L-tyrozyny, L-fenyloalaniny oraz L-tryptofanu,
zawartych w nasieniu buhaja oraz zoltku jaja
kurzego, stanowigcego komponent rozrzedzal-
nika do konserwacii plemniltéw (19). Jednym =z
koncowych pnodbvktow tei przemiany jest H,O,
u_; Pr IZEPTOWE ﬂdm* o analize poziomu nadtlen-
kéw lipidow nasieniu buhaja poddanemu
lzonserwacii i n..-—-_k].mnwane«mu w cieklym
azocie, wykazala okolo 8-krotny ich wzrost w
stosunku do nasienia $wiezego (12). Zwigzkiem
obnizajgcym szybkosé procesdéw peroksydacii
jest glutation (GSH) bedacy substratem w sy-
stemie enzymatycznym peroksydaza-reduktaza
(4).

Stad przeprowadzone badania, ktérych celem
byla ocena ruchu postepowego plemnikoéw oraz
wartosci biologicznej nasienia konserwowanego
z dodatkiem glutationu zredukowanego w roz-
rzedzalniku mlekowo-zéttkowo-glicerolowsm.

Materiatl i

metody

Oceny wartosci biologicznej nasienia konserwowa-
nego w rozrzedzalniku mlekowo-z6ltkowo-glicerolo-
wym dokonano na 30 ejakulatach od 6 buhajow rasy

%) Praca wykonana w ramach podproblemu MR IL10.1.
Fizjologia Rozrodu.
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czarno-biale] w wieku 18 miesiccr. uivtkowanyech w
SHIUZ Olsztyn. Ejakulaty. w ktoérych odsetek plem-
nikéw o ruchu postepowym byl wyzszy niz 60%, dzie-
lono na dwie réwne porcje i rozcienczano rozrzedzal-
nikiem ztozonym z: 78% odtluszczonego mleka, 15%
jaja kurzego, 7% glicerolu, 2 g fruktozy,/100 ml,
cvliny i streptomycyny (5C0 iu./ml). Rozrzedzal-
M—: :er* opr acowano w IG1H’7 PAN w Jastrzebcu (22).

L ieniczono do polowy objeto-
ik) rozrzedzal-
1y schitadzano
do objeto-

‘.h:l

pmb\r docv& ladﬁz,dhle zuw cr.u\ cls
e stezenie glicerolu w probach nasienia bylo stale
mosito 3,5% (24), za§ GSH 5mM (20). Po 2,5 go-
1ej ekw 1[{1'}151(.]I nasienia (13) proby zamrazano na
rdzie W duvrc o ohjetosei 0,1 ml bylo okolo

70 nasieniem z

0 L.D(‘ kontrolng.
mu.me do 60 dnia
od daty pierwszego zabiegu unasieniania, na podsta-
wie niepowtarzalnoscei rui (NR/60). Nastepnie powy-
zej 90 dnia lekarze weterynarii przeprowadzah po-
nowne badania w celu stwierdzenia cigzy. Ponadto 144
ejakulaty pozyskane w okresie roku od 20 buhajow
uzytkowanych w SHIUZ Kocierzowy, konserwowano
wedlug wyzej opisanej me’fody i oceniano ruch poste-
POWY Dlel“’INkO\\' w nasieniu bezposrednio po roz-
mrozeniu oraz 3 i 5-godzinnej inkubacji w 37°C. Pro-
by na rozmrazano w 1 ml 0.8% NaCl.

W statystyeznej analizie wynikdw wartodei biolo-
giczie] nasienia zastosowano test réznicy miedzy
dwema frakejami, Dla oceny wplywu egzogennego

Skutecznosé zablegow ustdlauo

GSH na ruch plemnikéw przeprowadzano analize
wariancii jednoczyvnnikowej w uktadzie OI'tGgonalnyn_l.
Tstotnogd réznic pomiedzy Srednimi wartoSeiami okres-

lano testem t Studenta.

Wyniki 1 oméwienle

W nasieniu, bezposrednio po rozmrozeniu,
sredni odsetek plemml\uw o ruchu postepowym
W pLchu,h nasienia zawierajacych GSH byl
vyzszy o 2,8% (réimica przy p<<0,01) w po-
rownaniu do prob ;ontmln\'uh W tescie opor-
nosci w temperaturze 37°C po 3- i 5-godzinnej
inkubacji, w nasieniu poddanym konserwacji
bez ddoatku GSIH, liczba plemnikéw o h.acl'uo-
wanym ruchu byla nizsza odpowiednio o 6,4%
i 8,4% (roznica przy p=<<0,01) w stosunku do
wartosei uzyskanych dla préb z GSH (tab. 1).




piemn! 1«:ow buhaja (wyrazo-

erwowanego bez i z
nasieniu bezpo-
w 37°C oraz war-

vOSé bed:,m F

! Ruch postepowy

Czas ;\gh]?rg_ i plemnikow Wartos¢
inkubzeji | pane 1 +GSH F
[ . n=144 n=144

0 godz. X 30,3 331> 9,6%*
s 85 7,3

3 godz x 17,9 24,37 33,0
s 10,3 9,1

5 godz. x 5,2 13,7 95,6%*

- s 62 88

Objasnienia: ¥ — $rednia arytmetyezna, s — odchylenie

standardowe, A, B, C — réZnice istotne przy p < 0,01, istot-
nosé F ** przy p<0.01.

Przeprowadzona analiza wariancji wykazala
istotny (p << 0,01) wplyw egzogennego GSH na
liczbe plemmnikéw o ruchu posigpowrim nasie-
nia bezposrednio po rozmrozen_u i poddanego
3~ i d-godzinne -n.«.uba»n w 37°C. Zatem egzo-
zenny CS-A zaoezp1ecza funkcje metaboliczne
plemnikow zwigzane z wytwarzaniem energii
niezbednej dla zachowania ruchu. Obserwacje
te sg zgodne z danymi innych autoréw, ktérzy
stwierdzili dodatni wplyw egzogennego gluta-
tionu zredukowanego na liczhe plemnikéw o
zachowanym ruchu (7, 8, 20, 21).

OUmawiane zjawisxo mozZe byc¢ zwigzane ze
stymulacjg proceséw {ruxtiolizy nasienia, w
ktéorej GSH jest koenzymem dehydrogenazy
aldehydu 1,3-dwufosfoglicerynowego (9). W
poprzednich badaniach wykazano bowiem za-
lezng od GSH stymulacje fruktolizy nasienia
mierzong iloéciq powstajgcego mleczanu (23).
Ponadto wymieniony peptvd jako zwigzek ob-
nizajgcy proces peroksydacji lipidow podtrzy-
muje ruch plemnikéw, gdyz produkty peroksy-
dacji powoduja zaburzenia w aparacie ruchu
meskich komorek piciowych (1, 5).

Dane dotyczgce wartosci biologicznej nasie-
nia buhajéw konserwowanego z egzogennym
GSi stwierdzone na podstawie liezby kréw nie
powtarzajgcych rui do 60 dnia po pierwszym
zabiegu unasieniania i badania na cigze powy-
zej trzeciego miesigca od daty inseminacji za-
warto w tabeli 2.

Tab, 2.
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W rejonie pierwszym Sredii odseiek krow
nie powtarzajacych rui do 860 dnia 1/60) po
pierwszym zabiegu unasieniania nasieniem za-
wierajacym GSH wyniost 52,0% i byl nizszy o
19,6% w stosunp.u do nasienia konserwowanego

yez GSIH (réznica przy p << 0,01), m, W rejonit
druzim wartose wskaznika NR/60 dla grupy
doswi Inej i kontrolnej wyniosly adpo-

. 8% 1 29,9% (rdéznice przyv p = 0,05)
irzeci charakteryzowal sie podobnymi
wskaznikami mEpowm’—u'alnosm rui i wyniost

lla obycwu grup okolo 75%. Srednia wartost
wskaznika NR/60 z trzech rejonow u krow in-
seminowanych mnasieniem z GSH wy
65,7% i byla nizsza o 3,4% (réznica p:
< 0,05) w porownaniu do wartosci uzy
w grupie kontrolnej.

Przeprowadzone badania na cigZe krow z re-
jonu pierwszego, inseminowanych nasieniem 2
GSH wyvkazaly 46,0% kréw cielnych, zad w
grupie kontrolnej 48,3%. Zaréwno w rejonie
drugim, jak i trzecim, liczba kréow cielnych in-
serninowanych nasieniem z GSIK byla wyzsza
odpowiednio o 7,7% i o 8,9% (rdznica przy p =
> 0.05) w stosunku do masienia bez dodatku
(3SH. Ogodlnie $redni wskaznik cielnosci u krow
w trzech rejonach wyniost dla nasienia z GSII

niosia

0=

sganycil

— 60,4%, zas dla nasienia kontrolnego — 54,1%.
QJ" erdzona 6,3% roznicz okazala sie istotna

p < 0,09).

Rezultaty te wskazujg, ze dodateik GSH do
nasienia, o stezeniu 5 mM, zwieksza istotnie
liczbe krow cielnych, aczkolwiek wakaznik nie-
powtarzalnosci rui do 60 dnia u kréw insemi-
nowanyc‘h nasieniem z dodatkiem GSH byt
ntotme nizszy w porowpar1 u do wartoscl uzys-

tanych dla nasienia kontroinego.

Wykazane roznice w przypadku obserwacj
rui mogg wynika¢ z faktu wystepowania rui
mimo zacielania sie lub odwrotnie — braku rui
z jednoczesnym niezacieleniemi. Ponadto, jak
wynika z danych przedstawionych w tab. 2,
rejon pierwszy charakteryzowai sie bardzo du-
zg rodznicy, bo az 23,3% misdzy obserwacjami
rui a stwierdzong cielnoscig u kréw insemino-
wanych nasieniem kontrolnym, zas w iym sa-
mym rejonie réznica dla nasienia doswiadezal-
nego wyniosla 6,0%. W pozostalych dwoch re-
jonach réznice pomiedzy wskaznikami NR/60 a

Wartosé biologiczna rozmroZonego nasienia buhaia komerwowamego bez 1 z glutationem (GSH)
na Dodwstavme liczby krdw nie powtarzajgcych rui do 60 dnia (NR/80) i
wanveh w trzech reJonar\.h s‘tacn

badania na cielnosé krow insemino-

|
Ogblna Ficzba | Liczba kréw . Tea S
Re- g?v? a“_‘l.l.c_zba lﬁ*éw nie powtarzajacych | Wskaznik NR/60 Llcgba kréw W.ckazr'l l'}z
by as1?méc)>nytc rui do 60 dnia (%) cielnych caeh%o-fscx
jon sz}) o ‘ g (szt) (%)
. o v(sz{t) =t GSH .
GSH _ +GSH +GSH — +GSH
i | 265 100 | 190 52 71,6 52,00 128 48 48,3 46,0
11 | 197 241 | 118 161 59,9 68,8 101 142 51,2 68,9
111 | 188 120 | 140 96 75,2 4,4 122 96 65,5 74,4
suma | 648 470 448 3092 69,1 657% | 3851  284° | 60,42

Objasniema a— rézndca istotna przy p < 0,05, A — rézmca istotna przy p < 0,01,
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cielnoscia dla obydwu grup nasienia wyunlosty
od 9,7% do 7,8%, a w jednym przypadku roz-
nica ta nie wystapila. Zatem istnieje duze
prawdopodobienstwo, iz na wskaznik NR/60 w
rejonie pierwszym mialo wplyw Wystt;powame
zakiocen plodnosci u krow, lub tez wykonaw-
stwo zablegow unasieniania.

Tym niemmniej zwraca uwage niSka, Do 3,3%
réznica miedzy wskaznikiem niepowtarzalnoseci
rui a Dadamaml na c1e1nosc kI‘O"‘ inseminowa-

W przy-
ica ta byla
wyzsza 1 wyniosla ];3,i'.!% (tab. 2).
Dane te potwierdzajg, wczesniejsze obse

ktoryeh wynika, ze w nasieniu poc
:.L;rw;lcji hr*z dodal-'-'u GSH majg mi]
sy starzenia sig plem-

.Li:,r‘.x p.‘k‘.x—lj.‘:ﬁ,"" ‘_]cti..*’ sie nii:~:zy1n odsebkiem
ple k¢ howanym ruchu postgpowym
W pu.d ; 0 z (GSH. Uzyskana zas

WYZSZa
rui do 60 dmia u krow i 4
niem bez GSH w porow do nasie
GSH, moze miet zwigzek z WCZEShHyn Zamitra-
niem zarodkoéw, wskutek czego wysigpuje za-
blokowanie cyklu piciowego poprzez progesie-
ron produkowany w utrzvimujacym sie ciafiou
20 ym rzekomociazowym, pozostalym po obu-
mariym zarodku.
Uzyskane rezultatv badz
nika NR/GO dla ohvrw

naniu

otyczace wskaz-
sa zgodne z ob-
o

serwacjami Goosousa ] (68). Autorzy ci
wykazali, ze wartosc biolo a [NR/60) nasie-
nia konserwowanezo w xulitach wleTiiace-

go 10X 10° plemnikéw zywych, wyniosla oa
65,1% do 68,4%. Z kolai Bortoff (3) stwierdzil,
ze odsetek kréw nie powtarzajgcych rui pomig-
dzy 60 a 90 dniem, msemmowanvch nasieniem
z dodatkiem 4 mM GSH, wyniost 69,4%, zas
bez GSH — 58,3% (réznica przy p = 0,00)

Wnioski

1. Dodatek 5 mM
nia ouhaja istotnie (p <<
wartos¢ biologiczng.

Roznica pomiedzy wskaznikiem niepowta-

-zalnosei rui do 60 dnia, a badaniem na ciel-
no$¢ powyzej 90 dnia Wynlosla dla krow inse-
minowanych nasieniem z GSH — 5,3! %, zas bez
GSH — 15,0%.

3. Egzogenny GSH istotnie (p<<0,01) pod-
trzymuje ruchliwos¢ nasienia buhaja po roz-
mrozeniu oraz poddanego testowi opornosci w
temperaturze 37°C.

G=H do mrozone nasie-
0,03) zw1eksza jego
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Caasera P., Axcioro B., Kobtiauaeckmii E.,, CocuubeKan
—- liccrmenoBadua BLMAHEA JAcDaBEKM TH0TATHOHA Ha
KauSCIBS KOHCEPBUPOBAHHOrS OLIUBErdD CEMEHN

3

Br:rioasssst eeIeso3amHM
OMONOTUSECKIMMIL HM3ME 5 CeMEHM, IIOABEPTHY-
TOMY KOHCeps3aluM =B Ienmeparypax B MO-
JICYHO-KENTOYHO-TJINMILEPOI050M pa3dagiirese ¢ 106aB-
ko 5 MM TiarorarMoHa.

Habirogany, 4Te SK30TeNHBI IIIOTATUOH CYlLIeCTBEH-
1o (p << 0,01) yBenMumMBanl 4YMCJIO JXMBYKKOE ¢ IOCTY-
raTelIbHbIM  IBMXXKEHMEeM B CEeMeAM HCIOCPEeACTBEHHO
nocae pa&uepemeﬂmx a Takre 3~ 1 5-4AaCORCH MHKY-
Jdaiui B 37°

Csepx -o.o =a OCHOBC MIPO3EIS::0re OrosorMyec-
KOI0 HCHBbITA:MMA HA 1118 rRoposax., 470 43 KOTODBIX
MHCEMMHMPOBANIKM CceMedeM ¢ IJITATHOHOM, a 648 coc-
TaBJAAJO KOHTPOJBHYIO TIDYLIIy, OTMeTMIM y KODOE,
MHCEMMH}IPOBAHHBIX ceMmeneM 60e3 rJioTaTMOHA, HTO
PpasHMIa MeXAYy IOKa3aTejieM HETOBTOPAEMOCTH 0XO0-
Tel 70 60 XHA a MCCAeI0BAHUAMM HA CTEALHOCTH CBbLI-
e 90 gua cocrtasjana 15,0%, 1A KOpPOB xKe MHCEMMmW-
POBaHHDLIX CEeMeHeM ¢ rimoraruonoM — 5,3%, D10 BHY-
mIaeT YBEIAMHEHHYI0 3apPOABIIIIeRYI) 3aMMPAEeMOCTL B
TBHOM rp3 TIIE.

LeHT CTellbHBIN KGPOB, MHCEeMUHMPOBAH-
x cocrasua 60,4%, xom-
a npu p << 0,03).

C Leabl HaDJIIOAEHMA 3a

Siaweta R., Aksiuto W., Kohianski J., Sosifiska G.
Effect of gluiaiwne lC‘*H) on the quallty of the pre-
serve.l semen of buils

The aim of the work was {0 trace the biological
changes taking place in the semen preserved at low
temperatures in the presence of a solution containing
milk, yolk and glycerol and the same solution with
the additicn of 5> mM glutatione (GSH). It was found
that ectegenous GSH increased significantly the num-
ber of spermatozoons (P<:0.01) with the progressive
move divectley after thawing and also after 3 and 5
hour incubation at 37°C. Besides, out of 470 cows in-
seminated with the addition of GSH and 648 control
cows inseminated without GSH the difference between
the index of non-repeating heat up to 60 days and
the results of examinations toward pregnancy after
90 davs was 15.0%. and in cows inseminated without
the component only 5.3% This suggests an increased
embryonal death in the confrol group. A mean percen-
tage of pregnant cows inseminated with the addition of
GSH was $9.4% and in the control group 54.1% (P<<
<C0.05).



