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Prowadzone od wielu lat, zarobwno w kraju jak i za granica,
badania nad zamrazaniem nasienia trykéw pozwolity co
prawda na uzyskanie zadowalajacej ptodnosci po inseminaciji
owiec w rui spontanicznej, jednak przy inseminacji owiec
w rui synchronizowanej wyniki ptodnosci nie sg jeszcze na
poziomie, ktory umozliwitby osiggniecie stabilnych efektéow
(Kareta, 1999). Osiagniecie zadowalajacej ptodnosci zalezy
z jednej strony od powodzenia procesu mrozenia nasienia,
z drugiej od metody inseminaciji, a wiec gtebokosci depono-
wania nasienia w drogach rodnych samicy, a takze dawki in-
seminacyjnej czy czasu inseminaciji.

Proces zamrazania nasiehia tryka powoduje uszkodzenie
gamet oraz zmniejszenie ich przezywalnosci w zenskich dro-
gach rodnych. Dlatego tez wciaz podejmuje sig¢ badania zwia-
zane z ograniczeniem strat, wynikajacych z procesu kriokon-
serwaciji.

Omawiane trudnos$ci w technologii zamrazania nasienia
tryka wynikaja z faktu, iz bez wzgledu na zastosowane roz-
cienczalniki i metode mrozenia kazdy etap kriokonserwacji
wywotuje w plemnikach zmiany biochemiczne, ktére narusza-
ja podstawowe funkcje gamety meskiej, powodujgc obnizenie
jej przezywalnosci i zdolnosSci zaptadniajacej. Wiadomo juz
od dawna, ze w procesie tym uszkodzone zostajg najpierw
komponenty plazmolemmy, ktére na skutek peroksydacii lipi-
déw btonowych zmieniajg jej dwuwarstwowg strukture, wias-
ciwosci fizykochemiczne oraz przepuszczalno$é (Strzezek,
1987). W konsekwencji prowadzi to do wycieku enzyméw a-
krosomalnych (m.in. akrosyny, hialuronidazy, neuraminidazy)
i wstawkowych (m.in. aminotransferazy i dehydrogenazy) o-
raz zmian w mitochondriach i strukturze nukleoproteinowej
jadra (Salamon, Maxwell, 1995; Upreti i wsp., 1996). Przyj-
muje sie, iz wymienione powyzej czynniki powodujg tak duze
uszkodzenia, ze z 40-60% plemnikéw zachowujacych ruchli-
woséc¢, pofowa ma znieksztatcone mitochondria i widkna osio-
we (aksonemy) i nie jest zdolna do penetracji ostonki przej-
rzystej. Tak wiec tylko pozostate 20-30% plemnikéw mozna
uznac¢ za biologicznie zdolne do zaptodnienia komorki jajowej
(Nath, 1972; Salamon i Maxwell, 1995; Windsor i wsp.,
1995).

Celem licznych badan nad opracowaniem rozcieficzalnika
do mrozenia nasienia tryka byto ustalenie odpowiedniego ste-
zenia zwigzkoéw ostfaniajgcych oraz poszukiwanie ich substy-
tutow, jak réwniez rozpoznanie czynnikéw usprawniajacych
metabolizm komérkowy, biochemiczng integralnosé¢ i stabil-
nos¢ btony komérkowej czy ruchliwo$é. Sposréd wielu prze-
badanych zwiazkéw chemicznych glicerol stanowi nadal pod-
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stawowy $rodek krioochronny, przy czym jego stezenie zale-
zy od sktadu rozcienczalnika, metody dodawania oraz tempa
ochtadzania i szybkosci mrozenia nasienia.

Kazdy kontakt plemnikéw z glicerolem podczas procesu
ekwilibracji narusza strukture akrosomu i mitochondrii, hamu-
je aktywnos¢ oddechowg, i zaktéca fosforylacje oksydacyjna,
co jest gtdwng przyczyng krétkiej przezywalnosci plemnikéw
po rozmrozeniu nasienia (Strzezek, 1983). Dlatego tez zaleca
sie nie przekraczanie wigkszych stezen glicerolu niz 4-6%
(Fiser i Fairfull, 1984; 1986). Wyzsze stezenia w granicach
7-8% co prawda zwigkszajg ruchliwosé plemnikéw, ale dosé
istotnie deformujg akrosom (Watson i Martin, 1975). Nalezy
pamietaé jednak, ze glicerol wprowadzony do nasienia o ob-
nizonej aktywnosci metabolicznej plemnikéw wywiera stab-
sze dziatanie destrukcyjne na btony komérkowe (Strzezek,
1987).

Ze wzgledu na niekorzystne oddziatywanie glicerolu na ga-
mety meskie podejmuje sie dziatania zmierzajgce do modyfi-
kacji technologii zamrazania, gtéwnie przez ograniczenie
czasu kontaktu plemnikéw z glicerolem, obnizenie jego ste-
zenia lub catkowite wyeliminowanie go z rozcienczalnika.
| tak podjete przez Abdelhakeam i wsp. (1991) préby mroze-
nia nasienia tryka w rozcienczalniku bez glicerolu z 25-30%
dodatkiem zéttka jaja kurzego zakonczyly sig dos¢ obiecuja-
co, bowiem po inseminacji doszyjkowej tak zamrozonym na-
sieniem wykocito si¢ ponad 52% maciorek. Okazato si¢ wiec,
ze wysoki poziom lipoprotein, wystepujacy w rozciehczainiku
z duzg zawartoscia zéttka, zabezpiecza plemniki tryka pod-
czas mrozenia.

Szczegolnie aktywna okazata sie frakcja lipoprotein niskiej
gestosci. Semenova (1987) zastosowata ja w rozcienczalniku
w celu poprawy integralnosci bton akrosomalnej i mitochond-
rialnej oraz ruchliwosci, a nieco p6zniej Parks i Graham
(1992) zwrécili szczego6ing uwage na dobre wiasciwoséci osta-
niajace tej frakcji lipoprotein.

Jednym z gtéwnych sktadnikéw wchodzacych w sktad roz-
ciefczalnikow do mrozenia sg weglowodany, ktére stanowig
2rddto energii dia plemnikow, ale moga réwniez byé stosowa-
ne jako krioprotektory. Badania przeprowadzone przez Moli-
nie i wsp. (1994) wskazujg, ze disacharydy, takie jak sacha-
roza czy trehaloza, skuteczniej stabilizujg kompleks biatka —
lipidy niz monosacharydy. Podobnie bowiem jak glicerol, sta-
bilnie wiaza sie z fosfolipidami btony komérkowej plemnikow,
aczkolwiek glicerol jako substancja niskoczasteczkowa tat-
wiej penetruje btone gamety meskiej niz wieloczasteczkowe
disacharydy (Anchordoguy i wsp., 1987).

W celu ochrony lipidéw i biatek btonowych Sanchez-Parti-
da i wsp. (1992) zastosowali w rozciefnczalniku aminokwasy,
takie jak prolina oraz glicyno-betaina i wykazali korzystny ich
wptyw na ruchliwos¢ plemnikdw po rozmrozeniu.

Aby usprawni¢ proces mrozenia i zmniejszy¢ straty wyni-
kajace z uszkodzen struktur plemnikéw, jakie wystepuja pod-
czas konserwacji, zastosowano tez peptydy (AFP) i glikopro-
teiny (AFGP), uzyskiwane z tkanek ryb arktycznych, kt6re ob-
nizaja punkt zamarzania i oddziatywuja stabilizujaco na btone
komoérkowg. Préba uzycia tych substancji w rozcieficzalniku
do mrozenia nasienia tryka wykazata, ze zwigkszajg one
ruchliwo$¢ nasienia po rozmrozeniu (Payne i wsp., 1994).
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Wzmozony proces peroksydacji lipiddw podczas mrozenia
nasienia powoduje, jak wiadomo, tworzenie sie rodnikéw hy-
droksylowych i nadtlenkéw lipidow (Strzezek, 1987). Diatego
tez wielu autoréw zastosowato w rozcienczalnikach do mro-
zenia nasienia tryka substancje antyoksydacyjne, takie jak
wit. E, BHT (butrylohydroksytoluen), fosfoetanolamina, ditro-
butytkrezol (DTBK), kwas askorbinowy czy karnozyna (Sala-
mon, Maxwell, 1995; Sanchez-Partida i wsp., 1997; Ollero
i wsp., 1998). Do tzw. zmiataczy wolnych rodnikéw, a wigc
zwigzkow, ktére zabezpieczajg komorki przed toksycznoscia
tlenu, zalicza sig réwniez Tris i glukoze (Kleczkowski i wsp.,
1998).

Ciekawe badania zaprezentowali Gillan i Maxwell (za Max-
well | Watson, 1996), stosujac w rozcienczalniku dysmutaze
i katalaze ~ enzymy, ktére biorg udziat w rozpadzie rodnikéw
i nadtlenku wodoru. Po inseminacji laparoskopowej nasie-
niem mrozonym z dodatkiem tych zwigzkéw uzyskali oni 15%
wzrost liczby zakoconych maciorek.

Aby zwigkszy¢ ruchliwoéé i przezywalnoéé plemnikéw try-
ka po rozmrozeniu, zastosowano takze substancje uaktyw-
niajgce metabolizm komérkowy plemnikéw. | tak Maxwell
i wsp. (1995), po przetestowaniu kalikreiny, kofeiny, pentoxy-
filiny, cAMP i pochodnych adenozyny wykazali, ze tylko pen-
toxyfilina zwieksza ruchliwo$¢ nasienia po rozmrozeniu. Na-
lezy przy tym zaznaczyé, ze juz wiele lat wczeéniej zwroécono
uwage na dodatnie oddziatywanie tych zwiazkéw na nasienie
buhaja i cztowieka (Mann i Lutwak-Mann, 1981; Aitken
i wsp., 1986; Hammitt i wsp., 1989).

Jako dodatek do rozcienczalnika Sanchez-Partida i wsp.
(1997) testowali réwniez sktadniki plynu najadrza, takie jak
tauryna, hypotauryna i inozytol. W wyniku przeprowadzonych
badan ustalono, ze tylko tauryna poprawiata ruchliwo$é plem-
nikéw tryka w granicach od 7-13%.

Korzystny wplyw na jako§¢ plemnikéw po rozmrozeniu ma
tez dodawanie do rozcieficzalnika plazmy nasienia innych ga-
tunkéw zwierzat, np. buhaja i knura, ze wzgledu na zawarte
w nich inhibitory proteaz akrosomowych czy antyoksydanty.
Juz wiele lat wcze$niej podejmowano préby mrozenia nasie-
nia tryka z plazmg nasienia buhaja (Kareta i wsp., 1972). Jak
wykazujg badania przeprowadzone przez Fischera i wsp.
(1992), mrozenie nasienia tryka z dodatkiem nasienia buhaja
oraz plazma nasienia knura zwigksza liczbe wykoconych ma-
ciorek w poréwnaniu do grupy kontrolnej odpowiednio o 12%
i 6%.

Z kolei Ollero i wsp. (1997) stwierdzili, ze nasienie tryka,
z ktérego wymyto plazme przed mrozeniem, a nastepnie do-
dano ja po rozmrozeniu (w catoéci lub frakcje >10kDa) uzys-
kuje wyzsze wskazniki heterogenicznosci i przezywalnosci.

Dla przezywalnosci plemnikéw istotna jest réwniez tempe-
ratura rozmrazania nasienia. Jak wynika z ostatnich badan
przeprowadzonych przez Séderquist i wsp. (1996), wyzsze
temperatury rozmrazania zwigkszajg ruchliwo$¢ nasienia o-
raz integralno§é bfon komérkowych. | tak przy rozmrazaniu
nasienia w temp. 70°C przez 5 s uzyskali oni 66% ruchliwych
plemnikéw i 63% nie wykazujacych uszkodzen biony komér-
kowej, a przy rozmrazaniu w temperaturze 35°C przez 12 s
parametry te uktadaty sie odpowiednio na poziomie 50,5% i
41,7%.
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Proces mrozenia nasienia samcéw zwierzat gospodar-
skich uszkadza ponad 50% plemnikéw. Ta frakcja martwych
plemnikéw i ,wyciekajace” z uszkodzonych struktur komérko-
wych enzymy oddziatujg szkodliwie na pozostate zywe game-
ty. Jako postgpowanie zapobiegajgce de las Heras i wsp.
(1996) zalecaja filtrowanie plemnikéw przez Sephadex G-10,
po ktérym to uzyskuje sie ok. 90% plemnikéw z nieuszkodzo-
nymi akrosomami w nasieniu mrozonym i ok. 98% w nasieniu
Swiezym. W tak przefiltrowanych plemnikach Valcarcel i wsp.
(1996) stwierdzili az 73% ruchliwych gamet w poréwnaniu do
41% w nasieniu niefiltrowanym. Frakcja plemnikéw uzyskana
po przefiltrowaniu wykazywata takze bardziej stabilng inte-
gralno§¢ plazmolemmy i blony akrosomalne;.

Drugim sposobem oddzielenia frakcji martwych plemnikéw
jest przemywanie ich w gradiencie Percollu o stezeniu 45-
90%, ktéry w poréwnaniu z rozdziatem plemnikéw na Sepha-
dexie G-10 okazat si¢ sposobem bardziej przydatnym do tego
celu ze wzgledu na uzyskanie wyzszej ruchliwosci plemnikéw
oraz lepszej integralnoéci plazmolemmy i blony akrosomalnej
(Valcarcel i wsp., 1996).

Nasienie tryka cechuje sig wysokim poziomem prostaglan-
dyn PGE i PGF, ktére czynnie stymuluja jego ruchliwo§é po-
przez wzrost koncentraciji cyklazy adenylowej i CAMP (Fayez
i wsp., 1987). Hormony te zwigkszaja rowniez czestotliwosé
skurczéw migéniowki gtadkiej i utatwiajg transport plemnikéw
w narzadach rozrodczych samicy. Z uwagi na fakt, iz proces
mrozenia i rozmrazania redukuje zawarto$¢ prostaglandyn
w nasieniu, Anel i wsp. (1988) zalecajg dodawanie od 5 do
15 ug PGF2q na kulke, ktore istotnie poprawiajg parametry
nasienia. Z kolei wyzsza koncentracja prostaglandyn zmniej-
sza ruchliwo$§¢ plemnikéw i uszkadza akrosom (Memon
i wsp., 1980).

Populacja plemnikéw poddanych mrozeniu jest bardziej
homogeniczna i wymaga krétszego czasu kapacytaciji niz na-
sienie niekonserwowane (Watson, 1995). Konsekwencjg de-
stabilizacji btony i przedwczesnej reakcji akrosomalne;j jest
krétszy czas przezywania plé}nnikéw w drogach rodnych ma-
ciorki oraz zmniejszenie ptodnosci przy inseminacji doszyjko-
wej. Dlatego tez o wiele wigksza skutecznos$é zaptodnienia
przy stosowaniu nasienia mrozonego uzyskuje sie po insemi-
nacji domacicznej (Gillan i wsp., 1997). Poza tym insemina-
cja domaciczna pozwala na zmniejszenie liczby plemnikow
w dawce.

Przedstawiajac najnowsze doniesienia na temat préb po-
lepszenia metody mrozenia nasienia trykéw wydaje sie, iz
nalezy sktania¢ si¢ do sugestii wysuwanych przez Watsona
(1995), ktéry twierdzi, ze postgpu w mrozeniu nasienia tryka
nie osiagnie si¢ dalszym modyfikowaniem krioostaniajacych
komponentéw rozcienczalnikéw, lecz poprzez rozpoznanie
biochemicznych i biofizycznych proceséw zwigzanych z ta
metoda. Szczegolng uwage nalezatoby zwréci¢ na modyfiko-
wanie ptynnosci btony komérkowej oraz zwigkszenie jej sta-
bilnoéci podczas kriokonserwacji. Poznanie proceséw bio-
chemicznych i biofizycznych, zachodzacych podczas mroze-
nia nasienia tryka, pozwoli na wyeliminowanie niekorzystnych
wplywow $rodowiska oraz zachowanie prawidtowej funkgii
gamety meskiej po rozmrozeniu.

Reasumujac nalezy podkreéli¢, ze autorzy podejmujacy
badania nad poprawg wynikéw mrozenia nasienia tryka przyj-

przeglad hodowlany nr 2/2000



muja roézne kryteria oceny, takie jak ruchliwoé¢ nasienia po
rozmrozeniu, przezywalno$é, zmiany morfologiczne czy
wskazniki metabolizmu. Wtasciwa ocene wynikéw mrozenia
utrudniajg z jednej strony rézne sposoby deponowania nasie-
nia do drég rodnych maciorki (inseminacja doszyjkowa lub
domaciczna), a z drugiej wielko$¢é wprowadzanej dawki. Na-
lezy réwniez zwréci¢ uwage na to; ze pewne sposoby poste-

powania z nasieniem podczas mrozenia byly juz wczeséniej
stosowane (np. zastosowanie w rozcienczalniku do mrozenia
katalazy, plazmy nasienia innych gatunkéw zwierzat czy pro-
staglandyn), ale biorgc pod uwage zmiany w technice uznaje
si¢ te metody za bardziej dopracowane.
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Problem ottuszczenia
jagniat rzeznych

Cz. lll. Konsystencja i barwa ttuszczu
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Konsystencja i barwa ttuszczu jest waznym zagadnieniem
w praktyce owczarskiej i badaniach prowadzonych w réz-
nych krajach Europy Zachodniej, zwtaszcza we Francji, naj-
bardziej dotknietej wadami tych cech u jagnigt. Chociaz pro-
blem ten w Polsce jeszcze nie wystepuje, warto juz obecnie
go zasygnalizowa¢. Zmiana relacji Polski z Unig Europejska
z pewnoscig wplynie takze na choéby czesciowg zmiane for-
my sprzedazy jagniagt: z zywca na tusze chtodzone, mrozone
lub wyreby [4]. Wtedy stopien ottuszczenia, a zwtaszcza wa-
dy samego ttuszczu beda w znacznej mierze decydowaty o o-
cenie jakosci naszej produkcji. ,

Warto wspomnie¢, ze juz w 1997 r. wyeksportowano do
Unii Europejskiej 0,1 tys., a w 1998 r. — 0,2 tys. ton miesa
baraniego. | chociaz udziat w catym eksporcie owiec [8], wy-
noszacym w przeliczeniu na migso 2,3 tys. ton (2,1 tys. ton
stanowit zywiec, czyli 206 tys. szt., w tym 85% ~ jagnieta do
1 roku) byt niewielki (8,7%), to moze by¢ zwiastunem wiekszej
zmiany struktury naszego eksportu owiec do UE, do ktérej od
roku 1994 kierowane jest 90% sprzedazy (w 1993 r. 51%).

Ocena jakoéci tuszy, oprécz innych cech, dotyczy takze
konsystenciji i barwy ttuszczu, gtéwnie okrywowego (podskor-
nego). Pod pojeciem szeroko rozumianej konsystencji (w lite-
raturze francuskiej uzywa sie wieloznaczacego stowa ,tenue”
[7], w ktérym zawiera sig wlasciwo$¢ krzepliwosci w wyniku
chtodzenia w takim stopniu, zeby tuszka byla pokryta zwartg
jedrna warstwg tluszczu). Wadg jest wiec ttuszcz migkki na
catej lub nawet pewnej partii tuszy. Palce fatwo $lizgaja sie,
a powierzchnia tuszy moze byé nawet lepka, oleista, pozosta-
wiajgc wyrazne $lady na palcach.

Barwa tluszczu (nie nalezy myli¢ z barwa migsa) powinna
by¢ biatopertowa, opalizujgca. Moze jednak pod wptywem
réznych czynnikéw przybraé barwe zoétta, w roéznych odcie-
niach az do czerwonobrunatnej. Zdecydowanie zétta wyste-
puje rzadko i powinna byé przedmiotem uwagi kontroli wete-
rynaryjnej jako objaw zéttaczki. Juz w 1975 r. Kirton i wsp. [7]
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zwrdcili uwage na fakt, ze u czesci tusz wystepuje zétte za-
barwienie luszczu, nie majace jednak ujemnego wptywu na
smak migsa. Moze ono jednak powaznie zahamowac popyt.
Wady konsystencji i barwy wystepujg czesto tacznie, chociaz
nie jest to reguta [5]. Wptywajg one ujemnie zwlaszcza na
odczucia estetyczne. Oprécz tego majg wptyw, chociaz
znacznie mniejszy, na warto$¢ technologiczng (tab.), gdyz
utrudniajg precyzyjny podziat na wyreby ($lizganie sie migsni)
i powodujg silniejszy specyficzny zapach (smak) baraniny [2].
Nie stwierdzono natomiast ujemnego wptywu na przechowy-
wanie migsa w normalnych warunkach chtodzenia (0-2°C).

Nalezy jednak nadmieni¢, ze wedtug poczynionych obser-
wacji konsumenci zwracajg mniejsza uwage na kolor i kon-
systencje ttuszczu, wiekszag natomiast na ilos¢ ttuszczu, kolor
migsa, wielkosé i swiezos¢ przygotowywanych w sklepach
samoobstugowych porcji, a takze cene [7].

Przyczyny tworzenia si¢ tuszczu migkkiego, a nawet ole-
istego, nie sg jeszcze zupetnie poznane. Wydaje sig, ze jedng
z nich mogg byé zmiany w funkcjonowaniu zwacza, np.
przyspieszenie przechodzenia dawki pokarmowej ze wzgledu
na brak lub niedostateczng ilo§¢ wiékna przy nadmiarze skro-
bi, a takze zbyt duzy udziat nienasyconych kwaséw ttuszczo-
wych. W rezultacie osadzona tkanka tluszczowa zawiera zre-
dukowang ilo§¢ kwaséw ttuszczowych nasyconych o parzy-
stej liczbie wegla, na korzy$é kwaséw ttuszczowych nienasy-
conych, o rozgatezionych tancuchach i o nieparzystej liczbie
atomoéw wegla. Kwasy te wptywajg na niski punkt topnienia
i silne powinowactwo chemiczne z wodg [5, 7).

Nie jest takze znana przyczyna brgzowoczerwonego za-
barwienia ttuszczu. W przypadku jednoczesnego wystgpienia
wad barwy i konsystencji uwaza si¢, ze zmiana skiadu thusz-
czu i obecno$é wolnych rodnikéw (pobieranie pasz z zawar-
toscig zwigzkow trujgcych, dawki o obnizonym poziomie biat-
ka, nadmierny wysitek fizyczny i inne czynniki stresowe) t3-
czy sie z ostabieniem bton czerwonych ciatek krwi, ktére tat-
wo pekaja, a zawarty w nich barwnik odktada si¢ w ttuszczu
[7, 9]. Ponadto duze nasycenie ttuszczami przyspiesza zja-
wiska utlenienia, przyczyniajac sie do zabarwien, ktore
w miare czasu brunatnieja. Nie bez znaczenia jest takze fakt,
Tabela

Wplyw wad jako$ci ttuszczu na zapach i smak miesa (klatka pier-
siowa), w punktach natezenia intensywnosci, wg Jabet [2]

Tuszka z ottuszczeniem

Cecha bialym, jedinym  lekko zabarwionym mocno zabarwionym
i lekko migkkim i bardzo migkkim

Zapach 35,2 53,9 52,1

Smak 43,1 57,0 65,1

Natezenie intensywnosci w pkt.: 0 — brak, 100 — maksymalnie
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