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Attempt at estimating the correlation between selected parameters of hoar spermatozoa movement
indicators and the time of spermatozoa storage in standard conditions

Summary

The objective of the study was to determinate the correlation between selected parameters of boar sperm
movement (type of movement and speed of movement) and the storage time of a liquid insemination dose. For
dose preparation semen was diluted in a solvent that supports spermatozoa vitality for five days. Nine repro-
duction boars were used for the study. The spermatozoon was examined with the use of the computer sperm
analyzer SCA produced by MICROPTIC S.L. The evaluation concerned the type of movement (progressive
movement and other types of movement) and speed of movement (fast, medium, slow and static). Spermatozoa
morphology examination was also performed and the percentage of dead spermatozoa was established.

Data obtained in the study indicated that spermatozoa dose was suitable for use for 48 hours after collection.
On the fourth day and later the quality parameters of the sperm insemination dose did not guarantee
a sufficient fertilization rate. The method of evaluation used in the study makes it possible to verify sperm dose
quality indicators over the whole time of spermatozoa storage

Keywords: computer sperm analyzer, spermatozoa individual movement, semen quality

Intensyfikacja chowu i hodowli trzody chlewne;j
spowodowala wzrost zapotrzebowania na wysokiej
jako$ci nasienie, pozyskiwane od knuréw w centrach
pozyskiwania nasienia lub importowane. Obecnie na-
sienie knuréw w Polsce konserwowane jest w postaci
ptynnej. Nowoczesne rozrzedzalniki nasienia pozwa-
laja na zachowanie jego przydatnos$ci do inseminacji
nawet do 10 dni (1, 7) i umozliwiaja przesytanie na
duze odlegtosci. Problemem jest w dalszym ciagu zbyt
szybki spadek wartosci zapladniajacej nasienia wraz
z uptywem czasu od jego wyprodukowania (1, 13). Na
zachowanie zdolnos$ci zaptadniajacej plemnikow
wplyw maja zaré6wno jako$¢ samych rozrzedzalnikow,
jak i rasa, wiek, zywienie, sposob utrzymania i uzyt-
kowania knura reproduktora (2, 3, 5, 7, 14).

Intensyfikacja produkcji, jak i ograniczanie kosztow
produkcji, wymuszaja maksymalne wykorzystywanie
reproduktoréw, co moze mie¢ negatywny wplyw na
wartos¢ biologicznag ich nasienia. Takze stata selekcja
knuréw w kierunku pozadanych przez hodowcow cech

niejednokrotnie prowadzi do zmniejszenia zdolnosci
zaptadniajacej nasienia. Dlatego tez coraz wigkszego
znaczenia nabieraja metody oceny nasienia, pozwala—
jace na ustalenie jego wartosci zaptadniajacej w roz-
nym czasie od jego przygotowania do unasienniania
(5, 6, 8). Szczegoblnie istotne jest przesledzenie wskaz-
nikoéw jakosci nasienia dla porcji nasienia przygoto-
wanych do inseminacji i przechowywanych powyzej
trzeciej doby od ich przygotowania. Koniecznos¢ czest-
szej niz dotychczas oceny jakosci nasienia knuréw po-
dyktowana jest pojawiajaca si¢ podczas eksploatacji
okresowa, niska jakoscia ich ejakulatow. Niska jakos¢
nasienia jest przyczyna najwigkszego odsetka (33,34%)
brakowania knurow jako reproduktoréow (14).

Celem przeprowadzonych badan byta proba ustale-
nia korelacji pomigdzy wybranymi wskaznikami ru-
chu indywidualnego plemnikéw knuréw reprodukto-
row, dokonywana z wykorzystaniem komputerowego
systemu jego oceny a czasem przechowywania nasie-
nia w warunkach przewidzianych dla nasienia knurow.
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Materiat i metody

Materiat do badan stanowito nasienie pochodzace od 9 knu-
réw produkeyjnych, w wieku 12-30 miesigcy, zywionych stan-
dardowa pasza przeznaczona dla knuréw reproduktorow.
Nasienie dla celow produkcyjnych pobierano 2 razy w tygod-
niu. Po pobraniu i oddzieleniu frakcji galaretowatej nasienie
rozrzedzono rozrzedzalnikiem komercyjnym, pozwalajacym
na zachowanie zywotnosci plemnikéw do 5 dni i1 konfekcjo-
nowano zgodnie z przyj¢ta procedura dla nasienia knurdw,
a nastgpnie przechowywano w temperaturze 18°C. Parame-
try nasienia, w porcjach przygotowanych do inseminacji, oce-
niane byly bezposrednio po przygotowaniu oraz w 24., 48.,
72. godzinie od pobrania. Przed kazda analiza material w po-
trzebnej do oceny objgtosci byt podgrzewany w tazni wodne;j
do temperatury 37°C.

Do oceny wybranych wskaznikow ruchu indywidualnego
plemnikéw knuréw reproduktoréw wykorzystano kompute-
rowy system analizy nasienia SCA (Sperm Class Analyzer)
firmy Microptic S.L. Ruchliwoé¢ plemnikéw okreslana byta
w zakresie rodzaju ruchu indywidualnego (ruch postepowy,
ruchy nieprawidlowe, plemniki w bezruchu) i szybkosci ru-
chu — ruch szybki (> 35 um s™), ruch $redni (10-34 pm s),
ruch wolny (< 10 um s™). Do plemnikéw o ruchu postgpo-
wym zaliczano wszystkie plemniki poruszajace si¢ ruchem
szybkim i te plemniki w grupie plemnikéw o ruchu $rednim,
ktore poruszaly si¢ z szybkoscia powyzej 20 pm s

W celu okreslenia indywidualnej ruchliwo$ci plemnikéw
i koncentracji wykorzystano czterokomorowe szkietka Leja
20 o objetosci komory 20 puL. Do analizy uzywano po 5 pL
nasienia podgrzanego do temperatury 37°C, uprzednio roz-
rzedzonego komercyjnym rozrzedzalnikiem 1 : 10. Oceny wy-
mienionych parametrow dokonano przy uzyciu mikroskopu
swietlnego marki Olimpus CX4 w powigkszeniu 10 x — obiek-
tyw specjalistyczny NH UIS 2-V Plan FL N 10 x /0.30 Phl
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(koncowe pow. 10 x 10) z uzyciem zielonego filtru i odpo-
wiedniego modutu programu SCA. Dokumentacje badan sta-
nowily zapisy w systemie komputerowym przy wykorzysta-
niu kamery Baslera A312 FC. Zaleta systemu jest kolorowa
wizualizacja poszczegolnych typow ruchu plemnikow.

Objetos¢ ejakulatu (bez frakcji galaretowatej) wahata si¢
od 140,0 ml do 220,0 ml, natomiast koncentracja nasienia
w ejakulacie (bez frakcji galaretowatej) wynosita od 554 do
601 mln/cm®. Odsetek plemnikow martwych oceniano w opar-
ciu o rozmazy nasienia barwione tradycyjna metoda tzw. ni-
grozZynowo-e0zZynowa.

Wyniki i oméwienie

Wyniki uzyskanych badan zestawione zostaly w po-
staci wykresow oraz w formie opisowej. W pierwszym
badaniu wykonanym zaraz po pobraniu nasienia, ruchli-
wos¢ wykazywato 90,6% plemnikow (od 67,5 do 98,9)
u poszczeg6lnych reproduktorow (ryc. 11 tab. 1). Ob-
serwowano przy tym sporadyczna, pojedyncza agluty-
nacje¢ (A). W grupie plemnikdéw o ruchu postgpowym
szybki ruch wykazywato 64,17% plemnikéw, Sredniej
predkosci ruchliwos¢ wykazywato 14,31%, a 12,17%
wykazywato ruch wolny. Po uptywie 24 godzin obser-
wowano spadek odsetka plemnikow o ruchu postepo-
wym (33,47%), przy rownoczesnym wzroscie odsetka
plemnikow o ruchu nieprawidtowym — 31,26% (plem-
niki poruszajace si¢ zbyt wolno, o ruchu zegarowym,
kolowym itp.) 1 plemnikéw nie wykazujacych ruchu
(35,28%). Po 48 godzinach nastapit dalszy wyrazny wzrost
odsetka plemnikéw nie wykazujacych ruchu (76,92%)
i spadek liczby plemnikow o ruchu postgpowym (tylko
7,19%). Po uptywie 72 godzin nie obserwowano plem-
nikdw o ruchu postgpowym, a odsetek plemnikoéw nie
wykazujacych ruchu osiagnat wartos¢ 97,21%.

Tab. 1. Szybko$¢ ruchu plemnikéw w ejakulatach poszczegélnych knuréw reproduktoréw w zaleznoS$ci od czasu przechowy-

wania (n =9)

- Rodzaj Nr identyfikacyjny knuréw &rodrle
ruchu 1 2 3 4 5 6 7 8 9

szybki 87,6% 80,8% 83,8% 50,6% 56,3% 86,6% 63,4% 26,9% 41,6% 64,16%

Po pobrani $redni 1,1% 10,9% 6,6% 31,6% 15,9% 6,6% 11,7% 21,7% 16,7% 14,30%

wolny 4,2% 3,0% 6,6% 12,9% 17,0% 3,8% 18,5% 18,9% 24,7% 12,18%

brak ruchu 1,1% 5,3% 3,0% 4,9% 10,9% 3,0% 6,5% 32,6% 17,0% 9,37%

szybki 22,3% 1,4% 30,5% 36,9% 1,7% 82,0% 39,0% 21,3% 0,7% 27,54%

Sredni 13,7% 2,3% 16,9% 33,5% 12,6% 8,9% 16,9% 13,3% 2,2% 13,39%

2oL wolny 25,8% 18,1% 40,2% 16,7% 40,6% 4,9% 33,5% 20,5% 13,9% 23,80%

brak ruchu 38,2% 18,2% 12,4% 12,8% 39,1% 4,2% 10,5% 39,0% 83,2% 35,27%

szybki 0,0% 0,5% 0,2% 58,3% 1,5% 5,2% 1,3% 0,1% 0,0% 8,14%

$redni 0,6% 3,5% 0,7% 9,3% 0,9% 1,1% 2,0% 0,2% 0,4% 2,74%

I wolny 8,9% 3,0% 19,7% 12,2% 1,1% 35,1% 10,0% 4,5% 9,3% 12,20%

brak ruchu 90,5% 93,0% 79,4% 20,2% 90,5% 52,6% 80,7% 95,1% 90,3% 16,92%

szybki 0,0% 0,0% 0,0% 0,1% 0,0% 0,1% 0,0% 0,0% 0,1% 0,02%

Sredni 0,2% 0,0% 0,0% 0,1% 0,0% 0,2% 0,0% 0,1% 0,0% 0,08%

(LR wolny 2,5% 0,0% 3,3% 4,6% 0,0% 4,6% 0,0% 4,6% 4,6% 2,69%

brak ruchu 97,2% 100,0% 96,7% 95,3% 100,0% 95,1% 100,0% 95,2% 95,4% 97,21%
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Szybkos¢ plemnikéw o ruchu prawidlowym przed-
stawiono na ryc. 2 i w tab. 2. Bezposrednio po przygo-
towaniu ptynnych porcji nasienia do inseminacji odse-
tek plemnikow poruszajacych sie ruchem postgpowym
szybkim sigegatl 64,17%, po 24 godzinach spadat do war-
tosci 27,53%, aby po 48 godzinach przyja¢ wartos¢
8,12%. Po uptywie 72 godzin jedynie znikoma liczba
plemnikoéw poruszala sig¢ szybkim ruchem postegpowym
(0,03%). Dynamika zmniejszania si¢ odsetka plemni-
koéw o sredniej szybkosci ruchu byta mniejsza. Bezpo-
$rednio po przygotowaniu nasienia odsetek plemnikow
o $redniej szybkosci ruchu wynosit 14,31%, po upty-
wie 24 godzin spadl nieznacznie do wartosci 13,36%,

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0% \

30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

Brak ruchu
Wolny
Sredni

po
obraniu 24 9odz. Szybki
p 48 godz. 72 godz
po pobraniu 24 godz. 48 godz. 72 godz.
B Szybki 64,2% 27,5% 8,1% 0,0%
B Sredni 14,3% 13,4% 2,7% 0,1%
@ Wolny 12,2% 23,8% 12,2% 2,7%
O Brak ruchu 9,4% 35,3% 76,9% 97,2%

Medycyna Wet. 2009, 65 (3)

natomiast w 48 godzin po przygotowaniu miat warto$¢
jedynie 2,74%. Odsetek plemnikéw o powolnym ruchu
zachowywatl si¢ nieco odmiennie. Przy pierwszym ba-
daniu, bezposrednio po przygotowaniu nasienia, wyno-
sit on 12,17%, po 24 godzinach przyjat wartosc 23,8%,
po 48 godzinach 12,2%, a po 72 godzinach jedynie
2,69%.

Odsetek plemnikow martwych w nasieniu wynosit
srednio 8,3% (5-15), a wyniki oceny morfologicznej
plemnikéw byty nastgpujace: plemnikéw prawidtowych
93,3% (98,7-81,00), plemnikéw z wadami gtownymi
3,4% (0,67-9,0) i plemnikow z wadami podrzednymi
3,3% (0,67-11,33). Z wad gléwnych dominowata kro-
pla protoplazmatyczna w potozeniu proksymalnym, a z
wad podrzednych kropla protoplazmatyczna w potoze-
niu distalnym oraz zawinigta witka. Oceng budowy mor-
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Ryc. 1. Dynamika zmian szybko$ci ruchu plemnikéow w ejaku-
latach poszczegdélnych knurow reproduktoréw w zaleznosci
od czasu ich przechowywania (n =9)

Ryc. 2. Dynamika zmian rodzaju ruchu plemnikéw w ejaku-
latach knuréw reproduktor6w w zaleznosci od czasu ich prze-
chowywania (n =9)

Tab. 2. Rodzaje ruchu plemnikéw w ejakulatach poszczegélnych knuréw reproduktoréw w zaleznos$ci od czasu ich przecho-

wywania (n = 9)

Czas Rodzaj ruchu Nr Indentyfikacyjne knurow Srednie

1 2 3 5 6 7 8 9
brak ruchu 1,1% 5,3% 3,0% 4,9% 10,9% 3,0% 6,5% 32,6% 17,0% 9,37%
Po pobraniu | nieprogresywny 29,4% 6,0% 26,6% 30,9% 30,8% 29,4% 27,2% 22,6% 35,4% 26,48%
progresywny 69,4% 88,6% 70,4% 64,2% 58,3% 67,7% 66,3% 44,9% 47,6% 64,15%
brak ruchu 38,2% 78,2% 12,4% 12,8% 39,1% 4,2% 10,5% 39,0% 83,2% 35,27%
24 godz. nieprogresywny 34,6% 18,8% 50,9% 24,8% 44,2% 18,5% 40,6% 34,3% 14,7% 31,27%
progresywny 21,3% 3,0% 36,7% 62,4% 16,8% 11,3% 48,9% 26,8% 2,1% 33,46%
brak ruchu 90,5% 93,0% 79,4% 20,2% 90,5% 52,6% 80,7% 95,1% 90,3% 16,92%
48 godz. nieprogresywny 9,2% 5,0% 20,1% 33,8% 8,0% 37,9% 15,0% 4,6% 9,5% 15,89%
progresywny 0,4% 2,0% 0,5% 46,0% 1,5% 9,5% 4,3% 0,3% 0,2% 1,19%
brak ruchu 97,2% 100,0% 96,7% 95,3% 100,0% 95,1% 100,0% 95,2% 95,4% 97,21%
72 godz. nieprogresywny 2,6% 0,0% 3,3% 4,6% 0,0% 4,7% 0,0% 4,6% 4,6% 2,72%
progresywny 0,1% 0,0% 0,0% 0,1% 0,0% 0,1% 0,0% 0,1% 0,1% 0,07%

Objasnienia: ruch progresywny — ruch postepowy o szybkosci < 20 pm s
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fologicznej 1 odsetka plemnikow martwych dokonywa-
no jedynie bezposrednio po pobraniu nasienia.

Kryteria oceny przydatnos$ci nasienia rozrzedzonego
1 przygotowanego w stanie plynnym do inseminacji sa
newralgicznym punktem w procedurze prawidtowe;]
kwalifikacji 1 przygotowania nasienia z uwagi na ryzy-
ko utraty wiarygodnosci, jakie jest zawsze zwiazane
z wykorzystywaniem do inseminacji nasienia, ktore teo-
retycznie powinno posiada¢ dostateczng warto$¢ zaplad-
niajaca, a praktycznie jest juz zbyt mato zywotne. Wa-
runkami dopuszczajacymi nasienie do dalszej obrébki
technologicznej i konfekcjonowania jest zawsze odpo-
wiednia jego objetos¢, dostateczny odsetek plemnikow
o prawidtowej budowie morfologicznej, odpowiednia
ich zywotnos$¢ (niski odsetek plemnikéw martwych) oraz
zgodna z normami liczba plemnikow o prawidlowym
ruchu indywidualnym (9). Reguluja to odpowiednie
normy dotyczace nasienia zwierzat gospodarskich (10-
-12). Budowa morfologiczna i odsetek plemnikoéw mar-
twych w nasieniu sa kryteriami, ktorych zmiana uwa-
runkowana jest stanem zdrowia zwierzgcia, zmianami
w jego zywieniu lub warunkach trzymania czy uzytko-
wania. Ruch indywidualny plemnikow jest natomiast
kryterium oceny, w ktorym jego zmiany zwiazane sa
takze z nieprzestrzeganiem procedury przygotowania
nasienia, jak réwniez jego przechowywania. Powoduje
to szybszy spadek ruchliwosci plemnikow, ktory w kon-
sekwencji prowad21 do szybszej utraty zdolnosci zaptad-
niajacej niz wynika to z zastosowanych rozrzedzalni-
kéw. W badaniach wlasnych zaobserwowano wyraznie
zréznicowanie tego ruchu w nasieniu poszczegolnych
knuréw reproduktoréw (tab. 1 i tab. 2).

Biorac pod uwage kryteria minimalnych wymogéw,
jakie powinno speinia¢ nasienie ptynne przeznaczone
do inseminacji, oceniane nasienie spetniato kryteria je-
dynie w pierwszych 24 godz. W drugiej dobie nastegpo-
wat spadek ocenianych parametrow, tak ze pod koniec
drugiej doby analizowane wskazniki jakos$ci nasienia
wskazywaty na brak jego przydatnosci do inseminacji.
Jak podaje Rozeboom (9), po 24 godzinach od rozrze-
dzenia nasienia minimalne kryteria wskaznikow oceny
powinny by¢ nastgpujace: ruch postgpowy 62%, plem-
niki z zawinigta witka nie wigcej niz 10%, plemniki
z kropla cytoplazmatyczna nie wigcej niz 15%. Zamiesz-
czanie informacji o przezywaniu plemnikow w rozrze-
dzalniku okreslane np. na 5 dni, bez podania odsetka
plemnikéw o ruchu postgpowym w poszczegdlnych
dobach, nie jest zatem dostatecznym kryterium oceny
z punktu widzenia skuteczno$ci wykonania unasiennia-
nia takim nasieniem. Postuzenie si¢ komputerowym
systemem oceny nasienia SCA umozliwito autorom
doktadna wizualizacj¢ ruchu oraz okreslenie odsetka
plemnikéw o ruchu postgpowym w dowolnym czasie
od jego konfekcjonowania, a takze kwalifikowanie plem-
nikoéw ruchliwych w zaleznos$ci od jego szybkosci, na
plemniki o ruchu wolnym, $rednim 1 szybkim.

Komputerowy system analizy nasienia SCA (Sperm
Class Analyzer) firmy Microptic S.L. umozliwia doktad-
na analiz¢ ruchu indywidualnego plemnikdéw poprzez
okreslenie rodzaju ruchu, odsetka plemnikéw o ruchu
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progresywnym (postepowym) i nieprogresywnym (ruch
wolniejszy) oraz nieprawidtowych form ruchu, tj. ruch
kolowy zegarowy, wsteczny itp., szybkos¢ ruchu plem-
nikow w um/s, czgstotliwos¢ odchylenia od linii pro-
stej, itp. Do plemnikoéw o ruchu postepowym zaliczano
te o szybkosci powyzej 20 um s (13).

Ponadto system analizy SCA pozwala na okreslenie
koncentracji plemnikoéw w ejakulacie, budowy morfo-
logicznej plemnikoéw, w tym oceny integralnos$ci akro-
somu, oceny morfometrycznej poszczegdlnych struktur
plemnika oraz odsetka plemnikoéw martwych. Mozliwe
jest takze oznaczenie stopnia dezintegracji DNA w plem-
nikach. Parametry te umozliwiaja oceng przydatnosci
nasienia do obrobki technologicznej, zwiazanej z przy-
gotowaniem porcji nasienia do inseminacji i oceng jego
wartos$ci biologicznej na kazdym etapie przygotowania
i przechowywania Pozwalaja zatem na okreslenie w mo-
mencie zakupu nasienia ptynnego, jego potencjalnych
mozliwosci zapladniajacych, zmniejszajacych sig wraz
z uptywem czasu od jego wyprodukowania (1, 4, 6, 8).

Wprowadzenie do centréw pozyskiwania nasienia
komputerowych systemow jego oceny pozwolitoby na
badanie nasienia bezposrednio przed zakupem przez
hodowcq, €O Na pewno zw1kazy wiarygodnos¢ metody
oceny 1 umozliwi zakup nasienia o parametrach jakos-
ciowych, wystarczajacych do zaptodnienia samicy.
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