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Rozwéj hodowli trzody chlewnej zalezy m.in. od wprowadzenia do
szerokiej praktyki sztucznej inseminacji loch. W zwigzku z tym konie-
czne jest zastosowanie odpowiedniego rozcienczalnika, ktéry umozliwitby
konserwacje nasienia knura przez okres 24-48 godzin.

W celu zapewnienia odpowiedniej zdolnosci zapladniajqcé’j‘”‘konser—
wowanego nasienia, Plisko [7] wprowadzil do rozcienczalnika gluk.ozowo—
-cytrynianowego dodatek soli sodowej kwasu etylenod1ammo -tetraocto-
wego (EDTA), zwanego Chelatonem. Substancja ta ma zabezpieczy¢ bione
komérkowa i akrosom plemnikéw przed litycznym dzialaniem enzymoéw
osocza w czasie konserwacji nasienia. .

Podjete badania mialy na celu sprawdzenie przydatnosci do konser-
wacji nasienia knuréw — krajowego preparatu o nazwie wersenian dwu-
sodowy (EDTA), ktory pod wzgledem skladu chemicznego i wlasciwosci
fizyko-chemicznych jest 0dpow1edn1k1em preparatu Chelaton stosowa-
nego przez Pliske.

MATERIAL I METODA

Przeprowadzone badania polegaly na pcréwnaniu przezywania plem-
nikéw w temperaturze 18-20°C w nasieniu konserwowanym w rozcien-
czalnikach z EDTA wg Pliski [7], Podany’ego i wsp. [8], z przezywaniem
nasienia konselrwowanego w rozmenczalmku z6ltkowo-glukozowym wg

Hoffmanna [4] i nasieniem n1erozmenczonym
Nasienie od 4 knuréw rasy wbhz w wieku dwu lat i wadze od 150 do

250 kg, pobierano co drugi dzien metodg manualng, umozliwiajgcg do-
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ktadne oddzielenie poszczegdélnych frakeji ejakulatu. Frakcje II — uboga
w plemniki i III — zelowg odrzucano, a do dalszych badan uzywano
okoto 50 ml frakecji nasiennej o duzej zawartosci plemnikéw zakladajgc,
ze wskutek duzej koncentracji plemnikéw w tej frakcji, ewentualne tok-
syczne dzialanie wersenianu dwusodowego powinno do$¢ szybko zazna-
czy¢ sie w spadku ich ruchliwosci w czasie przechowywania nasienia.

Uzyskane nasienie dzielono na cztery czesci, z ktoérych trzy rozcien-
czano w stosunku 1:4 nastepujgcymi rozcienczalnikami, sporzgdzonymi
SciS$le wg receptury podanej przez poszczegblnych autoréw:

rozcienczalnik wg Pliski (1965)

H,O dest. — 1000 ml
glukoza — 60g
35,7% cytrynian

sodu X 2H,O — 10 ml
4%y NaOH — 8 ml
wersenian dwusodowy — 37¢g
penicylina — 500 000 j.m.
streptomycyna — 500 mg

rozcienczalnik wg Podany’ego i Muzikanta (1970Q)

H,O dest. — 1000 ml
glukoza — b5l1g
cytrynian sodu X 5H,0 — 18 g
Na,CO; X 10 H,O — 135 g
wersenian dwusodowy — 0,665 g
z6ltko — 30 ml

rozcienczalnik wg Hoffmanna (1959)

H,O dest. — 1000 ml
glukoza — 35 g
z6ttko — 250 ml
streptomycyna — 1000 mg
penicylina — 1000 j.m.

Czas przezywania plemnikéw w nasieniu konserwowanym poréwny-
wano z czasem przezywania plemnikow w nierozcienczonej frakcji na-
siennej ejakulatu, przetrzymywanej w temperaturze 18-20°C oraz z prze-
zywaniem plemnikéw w 14 porcjach nasienia zmieszanego z ejakulatéw,
pobranych od czterech knuré6w w tym samym czasie i rozcienczonych
rozcienczalnikiem Pliski w takim stosunku, aby w objetosci 100 ml znaj-
dowatlo sie okoto 10 mld ruchliwych plemnikéw. Porcje te traktowano
takze jako ewentualng dawke nasienia, ktéra moglaby byé stosowana w
praktyce inseminacyjnej.
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Rozcienczone nasienie oraz porcje nasienia nierozcieficzonego rozle-
wano do 10 ml probéwek i po szczelnym zakorkowaniu umieszczano
w termosie z wodg, w ktérym temperatura wahata sie w granicach 18-
-20°C. Ocene ruchliwosci plemnikéw w konserwowanym nasieniu prze-
prowadzano co 24 godziny po uprzednim 5-10 minutowym, energicznym
wytrzgsaniu (kazdej probki) przy dostepie powietrza.

WYNIKI

Najwyzszymi wartcSciami czasu i wspoélczynnika przezywania plem-
nikow odznaczalo sie nasienie zmieszane z czterech ejakulatéow od roz-
nych knuréw. Przezywalo ono $rednio 216 godzin, a wspdlczynnik prze-
zywania wynosit Srednio 62,03/22,7. Ogélna ruchliwo$¢ plemnikéw w tym
nasieniu po 3 godzinach konserwowania wynosita 70-80%, po 24 godzi-
nach — 60%, po 48 godzinach — 50% oraz po 72 godzinach konserwa-
cji — 40 procent.

Plemniki z frakcji nasiennej ejakulatu od poszczegélnych knuréw,
konserwowanej w rozcienczalniku Pliski [7], przezywaly $rednio 78,9
godzin, a wspoélczynnik wynosil srednio 33,2/11,7. Nasienie konserwo-
wane w rozcienczalniku Podany’ego [8], przezywalo Srednio 50 godzin,
a wspolczynnik wynosil Srednio 20,8/9,1, czas przezywania nasienia w
rozcienczalniku wg Hoffmanna [4] wynosit Srednio 42,7 godzin, a wspol-
czynnik $érednio 19,8/7,8. Plemniki z frakcji nierozcienczonej stanowigcej
material kontrolny, przezywaly S$rednio 56,1 godzin, natomiast wartos¢
wspolczynnika przezywania wynosila Srednio 16,6/7,7.

OMOWIENIE WYNIKOW

Przechowywanie nasienia knura przez okres 2-3 dni w rozcienczalni-
kach zéttkowo-glukozowym, glukozowo-cytrynianowo-zéltkowym i gluko-
zowo-winianowo-zéttkowym [5] Ilub glukozowo-dwuweglanowo-zoéitko-
wym [13] prowadzi do odlgczenia sie¢ akrosomow, a takze do utraty DNA
zawartego w plemnikach [7, 10, 11]. Jest to spowodowane litycznym
dzialaniem enzymoéw osocza nasienia, jak tez enzyméw uwalnianych przez
blone komérkows zamierajgcych plemnikéw. Tym réwniez nalezy ttuma-
czyé zmniejszanie sie zdolno$ci zaptadniajgcej nasienia knura przecho-
wywanego przez dluzszy okres czasu [7, 12].

Poniewaz EDTA odznacza sie wlasnoscig wigzania dwuwartosciowych
kationéw wapnia i magnezu w kompleks unieczynniajacy te enzymy,
Plisko [7] wprowadzil do 1000 ml rozcienczalnika glukozowo-cytryniano-
wego 3,7 g Chelatonu. Kompleks EDTA-Ca*+, Mg*+ ostaniajgc blone
komérkows plemnikéw uniemozliwia jednoczesnie przenikanie jednowar-
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tosciowych anionéw z osocza do wnetrza komoérki, przez co utrzymuje
sie takze na stalym poziomie uklad osmotyczny osocze — cytoplazma
komorki [9]. Zakladajac, ze do utrzymania metabolizmu plemnikéw pod-
czas konserwowania nasienia niezbedna jest obecnos$¢ niewielkich ilosci
dwuwartosciowych kationéw, Sadownikova [10] zmniejszyla ilo§¢ doda-
wanego Chelatonu do 1,6 g/1000 ml rozcienczalnika, a w celu zapewnie-
nia odpowiedniego ciSnienia osmotycznego roztworu zastosowala doda-
tek niewielkich ilo$ci dwuweglanu sodu. Podobnie postepowal Podany [8],
przy czym zamiast Chelatonu stosowalt 0,665 g/1000 ml rozcienczalnika
Komplexonu III oraz 30 ml zo6itka, zalecajgc obnizenie temperatury w
czasie przechowywania nasienia do 4°C. _

Mozliwos¢ konserwowania nasienia knura w temperaturze 4°C w roz-
cienczalniku z EDTA wykazali takze Serdjuk i Belikov [11], zalecajgc
wprowadzenie do rozcienczalnika glukozowo-cytrynianowego 30-50 ml
z01tka jaja kurzego oraz zmniejszenie ilo$ci Chelatonu do 1 g/1000 ml.
Archipovec [1] zaleca natomiast zwiekszenie ilosci EDTA do 5 g/1000 ml
i zastgpienie glukozy fruktozg lub miodem.

Obserwacje przeprowadzone przez DoroSkova i Kistymowg [3], Novi-
kovg [6], Serdjuka i Belikova [11] oraz Vysockiego i wsp. [15] wykazaly,
ze nasienie konserwowane w rozcienczalniku z dodatkiem EDTA mozna
przewozi¢ po roznej nawierzchni drog i na duze odleglosci, przy czym
nalezy je umieszcza¢ w szczelnych naczyniach tak, aby miedzy korkiem
a nasieniem nie bylo warstwy powietrza.

Konserwowanie nasienia w rozcienczalnikach z EDTA, niezaleznie od
ilosci i rodzaju uzytego preparatu, daje zadowalajgce rezultaty. Archi-
povec [1] i Sadovnikova [10], stosujac w rozcienczalniku 5 g/1000 ml
i 1,6 g/1000 ml Chelatonu, stwierdzili po 3-5 dniach konserwowania,
50-70%0 ruchliwych plemnikéw. Podany [8], uzywajgc do rozcienczalnika
0,665 g/1000 ml Komplexonu III, stwierdzit po 24 godzinach konserwo-
wania w temperaturze 20°C 50%0 ruchliwych plemnikéw, a w tempera-
turze 4°C takg samg ilo$¢ po uplywie 120 godzin.

Po zmodyfikowaniu rozcienczalnika wg Pliski, przez zastgpienie Che-
latonu Chelaplexem III plemniki zachowywaly ruchliwo$¢ przez dwie
doby przy konserwowaniu nasienia w temperaturze 20°C; potwierdzili
to Busch i Stolze [2] zastepujgc w rozcienczalnikach wg Pliski, Serdjuka
i Sadovnikovej Chelaton — 3,7 g/1000, 1 g/1000 i 1,6 g/1000 ml Chelap-
lexu III.

Na podstawie oceny czasu i analizy wspo6lczynnika przezywania na-
sienia knura w temperaturze 18-20°C w przeprowadzonym przez nas
doSwiadczeniu stwierdzono, ze frakcje nasienne konserwowane w roz-
cienczalniku wg Pliski i Podany’ego mialy wiekszg warto§¢ w poréwna-
‘niu z rozcienczalnikiem glukozowo-z6ltkowym i nierozcienczonym nasie-
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niem. Wida¢ z tego, ze wersenian dwusodowy nie wywiera ujemnego
dzialania na plemniki knura w stezeniu 3,7 i 0,665 g/1000 ml. Czas prze-
zywania za$ plemnikéw w nasieniu rozcienczonym wg PliSki w tempe-
raturze 18-20°C przez 9 dni i zachowanie do 72 godzin co najmniej 40%o
plemnikéw ruchliwych w dawce inseminacyjnej wskazuje na to, ze roz-
cienczalnik ten moze by¢ stosowany do inseminacji trzody chlewnej.

WNIOSKI

1. Krajowy preparat o nazwie wersenian dwusodowy (EDTA) nie
wykazuje toksycznego dzialania na plemniki knura.

2. Rozcienczalnik wg Pliski z dodatkiem wersenianu dwusodowego
moze byé uzyty do konserwowania nasienia knura przez okres okolo
trzech dni w temperaturze 18-20°C.
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Streszczenie '

Krajowy preparat o nazwie wersenian dwusodowy (EDTA) okazal sie w pelni
przydatny do konserwowania nasienia knura. Analiza czasu i wspoélczynnika prze-
zywania plemnikéw w nasieniu knura w temperaturze 18-20°C wykazala, ze frakcje
nasienne konserwowane w rozcienczalniku wg PliSki i Podany’ego odznaczajg sie
lepszg przezywalno$cig, niz nasienie w rozcienczalniku glukozowo-z6itkowym wg
Hoffmana. Plemniki konserwowane rozcienczalnikiem wg Pliski z dodatkiem
3,7 g/1000 ml wersenianu dwusodowego przezywaly Srednio 79 godz., rozcienczal-
nikiem wg Podany’ego z 0,665 g/1000 ml EDTA — 50 godz., natomiast rozcienczal-
nikiem wg Hofmanna — 42,7 godzin. Nasienie traktowane jako ewentualna dawka
inseminacyjna przezywato Srednio do 72 godzin. Wersenian dwusodowy nie wyka-
zywal toksycznego dzialania na plemniki knura w stezeniach 3,7 g/1000 ml
i 0,665 g/1000 ml.

K. XKeznux-Kapera, . ITaesunvcka-Beacboscka, 3. Bexuxrocw

XPAHEHUME CEMEHU XPAKA IN VITRO B PA3BBABUTHIIE
C COJBIO OTUMIEHIMAMUHTETPAYKCYCHOWM KUCJOTHI
ABY3AMEIIEHHOTO HATPUA (EATA)

Pe3wmMme

OTedyeCcTBEeHHbIN1 IIpernapaT — COJb 3TUJIEHAMaMMUMHTETPAYKCYCHOM KUCJIOThHI JABY-
3ameleHHoro Hatpua (EITA), okasajicA MNOJHOCTBIO INPUTOAHBIM AJIA XpPaHEHuA ce-
MeHU XpdAKa. AHaam3 BpeMeHM u KoddduiumeHTa IEepeRXMBAEMOCTM CEeMEeHM XpsKa
B TeMmIiieparype 18°-20° moka3zaJj, 4TO ceMeHHbIe (PpaklLMM XpaHMMbIe B pasbasureine
— penenrypa Ilmmmmgo m JoMaHbl — OTAMYaOTCA OoJiee BBICOKMMM BeJIUMYMHaAMU
9TMUX IIOKa3aTejeil IO CPaBHEHMIO C CeMeHeM pa30aBJIEHHBIM TINIIOKO30-3KeJTOYHBIM
pa3baBurenem no I'odpdmanny. CemeHHas paruma, XpaHuMasa B pa3baBurene
IInummuko c pobaBaenuem 3,7 r/1000 MJ conM STUMIEHAMAMMHTETPAYKCYCHOM KMCJIOTHI
JABYy3aMellleHHOr0 HaTpus INepekuBaJa B cpeaHeM 79 yacoB, B pazbaBurese IloxaHbl
¢ pobaBkoir 0,665 r/1000 ma EOTA — 50 yacoB, a B paszbaBurene I'odbdbmana —
42,7 4gaca. CeMa nNpMHATOEe 3a JOCTATOYHY IOAO3Y [MJII OCEMEHEHUS IIepEeXMBAJIO
B CpefHeM OKO0JIO 72 AdacoB. CoJb 3TUIEHAMAMMHTETPAYKCYCHOM KMCJOThI ABY3aMelleH-

HOro HaTpA B KOHIeHTpaumax 3,7 r/1000 ma u 0,665/1000 Ma He oTamMyasiach TOKCHI-
YeCKUM BJIMSHMEM Ha KUBYMKOB XpPsKa.

K. Rzeznik-Kareta, D. Plewinska-Wierzbowska, E. Wierzcho$
PRESERVATION OF BOAR SEMEN IN VITRO IN DILUENT
WITH ADDITION OF VERSENATE (EDTA)
Summary

The Polish preparation Versenate (EDTA) has been found to ke fully satisfac-
tory for the preservation of boar semen. Analysis of survival time and survival
rate of boar semen stored at 18-20°C indicated that sperm-rich fractions preserved
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in the diluent, according to Plisko and Podany, represent in comparison with
semen diluted in glicerol-yolk-citrate higher values of these rates.

The survival time of a sperm-rich fraction preserved in diluent, according to
Plisko, with addition of 3.7 g/1000 ml of Versenate was on the average 79 hours,
in diluent according to Podany with addition of 0.665 g/1000 ml of EDTA-50 hours,
and in diluent accordihg to Hoffmann — 42.7 hours. The survival time of 72
hours was considered as satisfactory, in rating a semen sample as suitable for
insemination. The concentrations of 3.7 g/1000 ml and 0.665 g/1000 ml Versenate
did not manifest toxicity on boar spermatozoa.
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