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Golnika i wsp. (9) u 2 zrebigt padiych w wyniku za-
kazenia spontanicznego. Moznaby zatem przypuszczag,
ze rozleglo$é i zaawansowanie zmian naczyniowych przy
EVA jest uzaleznione od wielu czynnikéw, zapewne
jeszeze calkowicie nie wyjasnionych. Napewno nalezy
bra¢ pod uwage indywidualng wrazliwo$¢ organizmu
na czynniki zewnetrzne i wewnetrzne, stopien nasile-
nia infekcji oraz zjadliwo$¢ wirusa. O nasileniu zmian
decyduje réwniez czas trwania choroby, na co zwrécili
uwage w swych badaniach Crawford i wsp. (4). Na-
lezy tez nadmieni¢, ze u koni do$wiadczalnie zakaza-
nych, najbardziej rozlegte i rozwiniete zmiany w na-
czyniach pojawialy sie dopiero w péznym okresie rekon-
walescencji, gdy we krwi wystepowaly juz przeciwciala
(14). Moze to sugerowa¢, ze EVA jest chorobg komplek-
sow immunologicznych, podobnie jak periarteritis no-
dosa, lupus erythematosus i morbus seri (choroba po-
surowicza), wystepujace giéwnie u czltowieka.
Podsumowujac wyniki powyzszych badan plodow
konskich mozna przyjaé, ze zmiany sekcyjne i mikro-
skopowe narzadéw przy EVA, nie sg na tyle charakte-
rystyczne aby stanowily podstawe do diagnozowania
ronien. Réwniez zmiany naczyniowe wystepujace tylko
w ok. 30% przypadkach, sg malo uchwytne i wymagaja

dos$wiadczenia histopatologicznego w tym zakresie. Stad
tez zawsze rozstrzygajace bedzie rozpoznanie wirusolo-
giczne. Badania morfologiczne plodéw sa tylko cennym
uzupelnieniem caltoksztaltu badan nad wirusowym za-
paleniem tetnic koni.
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Wplyw czestotliwosci ejakulacji na jako$é nasienia oraz mechanizmy
zabezpieczajace uklad rozrodczy tryka przed proteolizg

Katedra Biochemii Zwierzat Wydzialu Zootechnicznego AR-T,
ul. Oczapowskiego 5, 10-718 Olsztyn

Summary

The effect of ejaculation frequency on semen quali-
ty and the mechanism protecting ram reproductive
system against proteolysis

Four rams of Polish long-wool sheep were intensively
used in course of one year in an experimental scheme:
10 periods of semen collection, 10 ejaculation daily for
10 consecutive days in each period.

It was found that the concentration and number of
spermatozoa decreased significantly in the last (10th) eja-
culates compared to the first ones, Apart from these quali-
tative changes connected with intensive use of the ani-
mals, it was also noted that the season of semen collection
affected semen quality. The highest concentration and
number of spermatozoa was observed in the ejaculates
collected during the period November-March, the lowest
ejaculate volumes were recorded in spring, whereas per-
centage of spermatozoa with damaged acrosomes was noti-
ceably higher in July and August.

Increased frequency of ejaculation was connected with
possibly lower share of epidydimis secretion in the ejacu-
late. This resulted in considerable decrease of the acti-
vity of plasmatic proteinase inhibitors in the last (10th)
ejaculates,

Studies showed that changes in the inhibitor activity in
ram seminal plasma in the annual cycle were caused by
variations in the intensity of secretion of these substan-
ces, as well as bonding of the inhibitors by proteinase
liberated from damaged acrosomes. Intensive sexual
exploatation of rams may lead to some disturbances in the
system protecting seminal proteins against unspecific pro-
teolysis.

Uzytkowanie rozplodowe tryka w ciggu calego roku
stanowi podstawowy problem w intensywnym chowie

owiec. Zachowanie plciowe i produkcja nasienia u tryka
stymulowane sg skracaniem dlugosci dnia swietlnego
(3, 4, 6, 7, 8). Omawiane zjawisko wystepuje niezaleznie
od rasy i przebiega podobnie w naturalnych warunkach
swietlnych, jak i przy stosowaniu kontrolowanych,
sztucznych cykli éwietlnych (3, 5, 6, 7, 8). Z powyzszych
wzgledéw poznanie mechanizméw warunkujacych sezo-
nowe zmiany aktywnosci nablonka plemnikotworczego
u tryka, z uwzglednieniem wplywu czestotliwosci eja-
kulacji na wlasciwoscei biologiczne i zdolno$¢ zapladnia-
jaca nasienia tego gatunku zwierzat, ma szczegélnie
istotne znaczenie.

Jennings i McWeeney (cyt. 1) stwierdzili, ze liczba
plemnikow w 6smym z kolejno uzyskanych ejakulatow
moze obnizyé sie do poziomu uniemozliwiajacego zaptod-
nienie komorki jajowej, natomiast Amir i wsp. (1) nie
obserwowali wpltywu zwigkszonej czestotliwo$ei ejaku-
lacji na plodnoéé trykéw. Badania Udaly i wsp. (15)
wiskazuja na wystepowanie zauwazalnej sezonowosci do-
tyczacej jako$ci nasienia polskich ras trykow.

Celem pracy bylo okre§lenie wplywu intensywne]
eksploatacji plciowej tryka na wlasciwosci biologiczne
nasjenia.

Material i metody

W doswiadezeniu przeprowadzonym w cyklu rocznym
uwzgledniono dziesieé 10-dniowych serii pobierania nasie-
nia oraz 20- i 40-dniowe przerwy w uzytkowaniu zwierzat
(tab. 1). Nasienie pobierano przy wuzyciu sztucznej pochwy
od 4 trykow rasy polska owca dlugowelniasta w wieku
3—4 lat, po 10 ejakulatow od kazdego zwierzecia w kolej-
nych dniach serii. W czasie doswiadczenia tryki utrzymy-
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Tab. 1. Schemat do§wiadczenia
_ Seria | v | 2 | 8 | & | 5 | e | 2 |\ 8 | 9 0
e 7—16 | 6—I5 | 6—15 | 27.VI | 20.VII | 26.VIIL | 15—24 | 14—23 | 12—21 | 3LI
L | ‘ w |V ‘___ﬁﬂl__|“5._[ry_._ ax | x| x |. x| ear
. . ; | | | | i | | | '
Przerwy w uzytkowaniu | 20 20 40 20 20 40 20 20 40
| .

(dni)

Tab. 2. Wplyw intensywnej eksploatacji plciowej tryka w cyklu rocznym na badane wskazniki jakosci i parametry
biochemiczne nasienia

Liczba Aktywnosé | -

‘ Objetosé ‘ K&}g?:_ ‘ plemnikow [fusaZk:}ngoe: inhibitoréw | Za&z:lrktgsc

= ejakulatu | K W A proteinaz !

Ny Miary . plemnikow . . somow i w plazmie

. N staty- | = ‘ mld/cm? ejakulacie oo | et mg/cm?

miesige styczne B | ) o

| Eiakulaty -
o | ox | 1 | x 1 1 1 x | 11X |1 | x | 1 | X

n 20 20 20 20 20 20 | 20 | 20 | 20 14 | 20 14

= l_—— % Lo04s ] 03 | 322 1,77 144 | 063 46 ‘ 5,37 | 9514 | 1429 | 366 [ 26,8
(LD 5 | Gas | o1 | 105 | o065 | 133 | 057 | 214 | 211 [ 702 | 7681 849149

E n 20 16 20 | 16 20 | 16 | 20 16 | 20 | 13 | 20 13

=2 = % 049 | o040 | 292 185 | 1,72 0.99 335 | 6,88 | 1944 | 1784 | 342 | 243
(iv) 5 042 | 030 | 095 | 088 | 150 | 134 | 181 | 357 | 984 | 11,65 | 080 | 162

5 n [ 20 ! 14 20 | 14 20 | 14 | 20 14 | o | a2 | 40 12

_ 3 _ % [ 054 ‘ 036 | 254 187 | 139 | 0609 5,75 719 | 21,84 | 10,01 | 445 | 343
V) s 0,31 018 | 099 | 107 | 125 | 08 | 296 | 246 | 1082 | 713 | 132 1155

4 n 17 | o ) oas | oav | 43 17 13 ns | 13 15 | 13

- . X 0,51 | 0,38 2,06 183 | 1,17 0,52 644 | 685 | 2614 | 1539 | 548 | 451
(VI/VID) s | 040 016 | 104 | 092 | 135 | 033 | 360 | 471 9.97 9.7 7.2 9,0

T | n 20 | 16 | 20 | 16 20 | 16 | 186 13 | 18 14 18 14
o O X [ 048 | 0,39 1,73 152 | 089 | 056 | 1086 9.3 11,67 | 1061 | 498 |37.~1.
(VII/VILD s | 03¢ | 023 | 111 | 073 | 121 | o054 | 386 | 453 | 827 | 571 | 155 | 876

6 | n 20 | 8 @0 | 8 | =20 | 8 % 7T | 1B 6 | 186 | 6

= < X 0.57 0.64 242 | 140 | 140 076 | 9388 1 101 | 1515 | 1639 | 344 | 30,0
(VII/IX) s | o028 ! o018 | 130 | 035 | 145 | 039 216 | 283 | 1013 ' 1393 | 9,06 | 100

. ; n | 20 15 20 |13 19 14 | 16 | 10 | a7 | 18 i 17 ! 13
A % 051 | 051 | 206 [ 141 | 141 0,86 7.68 580 | 1938 | 1521 | 38,0 | 308

) : | ) | =
(X) , 5 0,31 020 | 150 | 067 | 116 | 073 4,01 2,62 5.78 497 | 137 1105

n 20 16 | 20 16 | 20 6 | 18 13 19 | 15 19 | 15

_8___ % 056 | o062 | 268 | 152 1.53 095 | 750 | 476 | 2420 | 1438 | 275 7.2
(XI) ; s | o027 | o022 | 138 | oas | 152 | 059 | 607 | 277 | 1207 | 820 | 132 @ TO

 — i n | 18 | M0 | 48 | a0 | w9 | 10 [ 19 | 10 | a8 . 10 | 48 | 10

— == ‘ X 053 | 050 | 305 , 189 | 1,66 | 1,13 | 379 | 400 | 1499 | 12,18 | 284 | 226
(D) s | o029 | 025 | 144 | 074 | 101 | 084 | 344 | 267 [ 1030 | 725 113 | 172

0 n TTe0 | 10 L 20 10 17 7 9 1 16 | 9 4 | 6 | 14 6
W T 052 | 043 | 3,03 | 212 | 196 | 093 | 550 | 422} 2770 | 2137 | 354 | 322
(I/1m) < | o3 | g1z ! 156 | 083 | 173 | o044 | 446, 204 | 1200 | 607 207 | 165

- n [ ng6 | 138 | 196 | 138 172 | 136 [ 178 [ 125 | 178 142 | 178 iie

RAZEM | = 0,51 \ 0,45 | 2,66 167 | 146 082 | 652 | 645 | 2058 | 1478 | 385 | 301
| s 024 | 021 1 0,19 077 | 129 0.40 2,44 204 | 1076 | 738 | 168 127
:wavne byty w naturalnych warunkach $wietlnych i stan'- W przeprowadzonym doswiadezeniu p_obrano 3756 ejaku-
‘ latow, natomiast badaniami objeto ejakulaty: pierwszy,

dardowym zZywieniu.

W badaniach okreslano nastepujace parametry nasienia:
objetosé ejakulatu odeczytywano z podziatki kalibrowanego
zhiorniczka z dokladnoscia do 0,05 cm?, koncentracje plem-
rikow w 1 e¢m? nasienia oznaczano metoda kolorymetryczng
(2), ruchliwoéé tveh komérek okreslano przy uzyciu mikro-
skopu $wietlnego stosujge 5-punktows skale, zas przygoto-
wanie preparatow nasienia oraz mikroskopowy oceng stanu
akrosomow plemnikéw przeprowadzano wg Watsona (16).

Do badan biochemicznych wykorzystano plazme uzyskang
po dwukrotnym wirowaniu nasienia przez 20 min, w temp.
977K, odpowiednio przy 900 g i 14 700 g. Zawarios¢ bialka
calkowitego w plazmie oznaczano metoda biuretowa wg
Weichselbauma (17). Antytrypsynows aktywnosé¢ plazmo-
wyeh inhibitoréow proteinaz okreilano metoda spektrofoto-
metryezng (11) przy uzyciu spektrofotometru VSU-2P (Carl
Zeisa, Jena), stosujac jako substrat chlorowodorek estru
etylowego ¢-N-henzoilo-L-argininy. Za jednostke aktywnosei
inhibitorowej (1U) przyjeto taka ilos¢ inhibitora, ktora ob-
nizata aktywno$é dwéch jednostek trypsyny o 50%. Jedna
jednostka enzymu (U) katalizowala przemiang i uM sub-
stratu w ciggu 1 min.

piaty i dziesiaty uzyskane w 1, 3, 5, 81 10 dniu poszezegol-
nyvech serii, Biorac pod uwage obszerny material coswiad-
czalny w niniejsze] pracy przedstawiono jedynie dane otrzy-
mane dla plerwszego oraz dziesigtego ejakulatu. Analize
statystyezng wynikow przeprowadzono na komputerze
Amstrad PC 1512 wykorzystujac program Epistat, obliczajac
érednie arytmetyczne, odchylenie standardowe, wspélezyn-
nik zmiennogei i istotnosé réznic (wskainik Pearsona) oraz
wspolezynnik korelacji (test t-Studenta).

Wyniki 1 omoéwicnie

Srednie warto$ci oznaczanych wskaznikéw jakosci
oraz parametréow biochemicznych nasienia tryka przed-
stawiono w tab. 2 oraz na ryc. 1, 211 3.

Stwierdzono 30—355%0, obnizenie koncentracji plemni-
koéw oraz liczby tych komérek w ejakulatach objetych
analiza statystyczng (tab. 2, ryc. 1). Wykazano ponadto
zaklocenia dotyczace ilosciowego udzialu w skiadzie ana-
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Ryc. 1. Wplyw intensywnej eksploatacji plciowej tryka w
cyklu rocznym na koncentracje (A) oraz liczbe plemnikéw
w ejakulacie (B)

lizowanych ejakulatéw wydzielin dodatkowych gruczo-
16w plciowych w stosunku do wydzielin jader i naja-
drzy. Zjawisko powyzsze przejawialo sie istotnym ob-
nizeniem aktywnosci plazmowych inhibitorow proteinaz
{tab. 2, ryc. 3B) wydzielanych gléwnie przez najadrza
(13)-

Niezaleznie od zmian iloSciowych nasienia uwarunko-
wanych czestotliwo$cig ejakulacji, obserwowano istotny
wplyw pory roku na analizowane wskazniki. Najwyzszg
koncentracje 1 liczbe plemnikéw w pierwszych i dziesig-
tych ejakulatach stwierdzono w okresie listopad—ma-
rzec, najnizsza za$§ w lipcu i sierpniu (tab. 2, ryc. 1A
i 1B), natomiast obnizenie objeto$ci ejakulatéw obser-
wowano w sezonie wiosennym (ryc. 2A). Nie wyka-
zano istotnych zmian w ruchliwosci plemnikéw zalez-
nych od pory roku.

Zjawisko dominacji wplywu sezonu nad intensywno$-
cig uzytkowania rozplodowego trykéw na wskazniki ja-
kosci nasienia obserwowali rdéwniez Amir i wsp. (1).
Wymienieni autorzy stwierdzili, ze niezaleznie od cze-
stotliwoéci ejakulacji najwyzszym odsetkiem morfolo-
gicznie zmienionych plemnikéw charakteryzuje sie na-
sienie uzyskane w marcu oraz listopadzie i grudniu.
Badania Amira i wsp. (1) wskazuja ponadto na zalez-
nosé nasilenia uszkodzen poszezegélnych struktur mor-
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Ryc. 2. Zmiany objetosci ejakulatu (A) oraz zawartosci bial-
ka catkowitego w plazmie nasienia tryka w cyklu rocznym
Objagnienia jak na ryc. 1.

fologicznych plemnika od pory roku: w marcu przewa-
zaja zmiany witki, w lipcu wzrasta odsetek komoérek
z uszkodzonymi akrosomami, natomiast w okresie sier-
pien—wrzesien — z kroplg protoplazmatyczng. Kropla
protoplazmatyczna i akrosom sa podstawowymi ,,zbiorni-
kami” hydrolaz plemnika (19). W akrosomie wystepuja
glownie enzymy proteolityczne, w tym trypsynopodobny
enzym — akrosyna (E C 2.4.21.10). W warunkach fizjolo-
gicznych akrosyna wspomagana przez inne hydrolazy
uczestniczy w procesie zaptodnienia komoérki jajowe]
(10). Nasilone uwalnianie tego enzymu z uszkodzonych
akrosoméw prowadzi do niespecyficznej proteolizy bial-
kowych struktur plemnikéw, jak i biatek wydzielin do-
datkowych gruczoléw piciowych (9, 14). Proces ten wa-
runkowaé moze zaklécenia mechanizméw regulacyjnych
w nasieniu, w tym takze odpowiedzialnych za zdolnosé
meskich komérek plciowych do zaplodnienia oraz ruchu.

Obserwowane w badaniach zmiany odsetka plemni-
kow z uszkodzonymi akrosomami towarzyszgce eksplo-
atacji plciowej trykéw w cyklu rocznym ilustruje tab. 2
oraz ryc. 3A. Otrzymane wyniki wskazujg na statystycz-
nie istotny wzrost tego wskaznika zaréwno w pierw-
szych, jak i dziesiatych ejakulatach w okresie lipiec—
—sierpien, w poréwnaniu do stwierdzonych w pozosta-
Iych miesigcach. Niezaleznie od sezonowych roéznic w
nasileniu uszkodzen akrosoméw wzrost odsetka plem-
nikéw ze zmianami tej struktury, stwierdzony w wigk-
szosci ejakulatéw dziesigtych, sugeruje mozliwosé naru-
szenia stabilnosci uktadu rozrodczego tryka przez enzy-
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Ryc. 3. Zmiany odsetka plemnikéw z uszkodzonymi akro-

somami (A) oraz aktywno$é plazmowych inhibitoréw pro-

teinaz (B) w nasieniu tryka w cyklu rocznym. Objasnienia
jak na ryc. 1.

my proteolityczne uwolnione z akrosoméw przed eja-
kulacja.

Funkcje naturalnego systemu ochronnego, zabezpie-
czajgcego tkanki tego ukladu przed proteolizg pelnig
inhibitory akrosyny (proteinaz) obecne w wydzielinach
gruczoléw pleciowych, gtéwnie najgdrzy (13). Obserwo-
wane w badaniach zmiany aktywnosci tych substancji
w plazmie przedstawiono w tab. 2 oraz na rye. 3B.
Zwraca uwage fakt, ze w miesigcach lipiec—sierpien,
a wiec w okresie szczegdlnego zagrozenia ukladu roz-
rodczego tryka reakcjami niespecyficznej degradacji
biatek, dochodzi do istotnego obnizenia aktywnosci
plazmowych inhibitoréw proteinaz, uwarunkowanego
przypuszczalnie powstaniem nieczynnych komplekséw
tych substancji z akrosyna ,,wyciekajaca” z uszkodzo-
nych plemnikow.

Podwyzszong aktywnosé inhibitoréw w plazmie na-
sienia ejakulatéw pierwszych stwierdzono w okresie
maj—czerwiec, bezposrednio poprzedzajagcym nasilenie
uszkodzen akrosoméw plemnikéw. Omawiane zmiany
oraz towarzyszacy im wzrost zawartosci biatka catko-
witego w plazmie (tab. 2, ryc. 2B) wskazuja na zwiek-
szenie sekrecji inhibitoréw w wymienionym oKkresie.
Intensywna eksploatacja plciowa tryka prowadzi przy-
puszczalnie do zaklécenn w przebiegu tego procesu, bo-
wiem w badaniach plazmy nasienia ejakulatéw dziesig-

tych uzyskanych w maju i czerwcu wykazano niska
aktywnosé omawianych substancji (zblizong do obserwo-
wanej w pozostalych miesigcach), mimo utrzymujacego
sie wysokiego poziomu biatka ogoélnego (ryc. 2B i 3B).
Otrzymane wyniki potwierdzaja wczeéniejszg sugestie
o zmianach relacji iloSciowych pomiedzy udzialem w
skladzie ejakulatow wydzielin najgdrzy do pozostalych
gruczoléw plciowych, w przypadku zwiekszonej czesto-
tliwosei ejakulacji.

Wyniki badan aktywno$ci inhibitorowej uzyskane dla
ejakulatéw pierwszych sg zgodne z naszymi wczeéniej-
szymi obserwacjami dotyczgcymi zmian w zawartosci
biatek systemu akrosynowego w nasieniu tryka w cyklu
rocznym (12). Wydaje sie wiec, ze oznaczanie aktywnosci
inhibitoréw proteinaz w plazmie nasienia tego gatunku
zwierzat stanowié moze cenny wskaznik informujacy
o zakldceniach proceséw stabilizujgeych uklad rozrod-
czy.

Wnioski

1. Zwiekszona czestotliwo$é ejakulacji prowadzi do
istotnych zmian ilo$ciowych w nasieniu tryka, jednak-
ze jako$é nasienia tego gatunku zwierzat zalezy gléwnie
od pory roku.

2. Inhibitory proteinaz wystepujace w plazmie nasie-
nia tryka stanowia naturalny, sprawnie funkcjonujacy
system zabezpieczajacy bialka nasienia przed proteoli-
tyczng degradacja.
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