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Kriokonserwacja nasienia trykow i koztéw cieszy sie du-
zym zainteresowaniem szczegolnie w krajach europej-
skich, gdzie dgzy sie do poprawy produkcyjnosci owiec
i k6z poprzez doskonalenie genetyczne wybranych po-
pulacji zwierzat. Zastosowanie w inseminacji nasienia
mrozonego eliminuje bariery geograficzne, wspiera za-
chowanie zagrozonych ras i chroni réznorodno$¢ biolo-
giczng [1]. Potrzeba wykonywania sztucznego unasie-
niania w diuzszych okresach czasu i w réznych porach
roku stymuluje badania nad kriokonserwacjg nasienia
tych gatunkéw zwierzat. Jednak pomimo wieloletnich
badan w tej dziedzinie nadal stwierdza sie, ze proces
zamrazania i rozmrazania nasienia trykéw i koztéw po-
woduje uszkodzenia biochemiczne i strukturalne plem-
nikéw, co prowadzi do znacznego obnizenia ich przezy-
walnosci, zaburzenia funkcjonowania in vitro i in vivo,
a w konsekwencji do spadku zdolnos$ci zaptadniajgcej
nasienia. Wykazano, ze stosunkowo wysoki odsetek
(40-60%) plemnikow tryka zachowuje ruchliwos¢ po za-
mrozeniu i rozmrozeniu nasienia, jednak tylko okoto
20-30% w petni zachowuje funkcje biologiczne [11]. Po-
wszechnie stosowang praktyka, w celu poprawy jakosci
nasienia po rozmrozeniu, jest selekcja ejakulatéw prze-
znaczonych do kriokonserwacji. Zmiennosc¢ i podatnos$é
nasienia na kriokonserwacje zalezy bowiem w duzej
mierze od doboru samca. Taki dob6r samcoéw moze by¢
realizowany, gdy mamy do czynienia z duzg populacjg
osobnikéw. Gdy jednak dotyczy to matych populacji, np.
gatunkéw zagrozonych lub zwierzat hodowlanych obje-
tych programem zachowania bioréznorodno$ci, takie
rozwigzanie nie moze by¢ brane pod uwage. Dlatego
tez nalezy stosowac alternatywne strategie w przypad-
kach, gdy wazne jest zachowanie zmiennosci genetycz-
nej. Badania wskazuja, ze nie ma jednego optymalnego
protokotu zamrazania nasienia dla wszystkich samcoéw.
W przypadku niektorych osobnikéw niska jakos¢ nasie-
nia poddanego kriokonserwacji z uzyciem wybranego
rozciehczalnika i protokotu ulega poprawie po zastoso-
waniu innego rozcienczalnika i/lub niewielkiej korekcie
protokotu. Dlatego tez istnieje potrzeba stosowania zin-
dywidualizowanych protokotéw mrozenia nasienia w od-

niesieniu zaréwno do trykow, jak i koztéw, a nie takich
samych dla catej populacji.

W przypadku przezuwaczy opracowano i przetesto-
wano z réznym powodzeniem szereg rozcienczalnikow
do mrozenia nasienia, zawierajgcych cukry, elektrolity,
bufory, zéttko jaja, mleko, lecytyne sojowa, krioprotek-
tanty. Pierwszymi rozcienczalnikami stosowanymi do
kriokonserwacji nasienia trykéw byty rozcienczalniki cy-
trynianowo-weglowodanowe, z powodzeniem stosowa-
ne wczesniej do mrozenia nasienia buhaja. Oprécz cy-
trynianu i cukru w sktad tych rozcienczalnikow wchodzi-
ty najczesciej: zottko jaja, glicerol i antybiotyki. W krio-
konserwacji nasienia tryka szerokie zastosowanie zna-
lazt rozcienczalnik cytrynianowo-zottkowo-fruktozowy.
Podobnie jak przy konserwacji nasienia w stanie ptyn-
nym, zastosowanie znalazty réwniez rozcienczalniki
przygotowywane w oparciu o petne lub chude mleko
w proszku. Ich sktad byt najczesciej uzupetniany gluko-
zg lub innym cukrem i zéttkiem jaja [21]. W wielu krajach
stosowana jest opracowana we Francji metoda mroze-
nia przy wykorzystaniu rozcienczalnika laktozowego.
W metodzie tej rozrzedzanie nasienia przebiega w 2 eta-
pach. W pierwszym etapie, w temperaturze 30°C do na-
sienia dodawany jest rozcienczalnik sktadajacy sie w 80%
z roztworu laktozy i w 20% z z6ttka jaja, a w drugim
etapie, w temperaturze 4-5°C dodawany jest 11% roz-
twor mleka w proszku z dodatkiem antybiotykow i sulfo-
namidow, zawierajgcy 10% glicerolu. Koncentracja konh-
cowa glicerolu wynosi 4%, a nasienie przy koncentracji
plemnikéw na poziomie 0,9x10%ml jest poddawane
dwugodzinnej ekwilibracji i zamrazane w stomkach w pa-
rach ciektego azotu [4].

Ze wzgledu na dobre wtasciwosci buforujgce i osmo-
tyczne oraz niskg toksycznos¢ przy wysokich steze-
niach, zastosowanie w mrozeniu nasienia tryka znalazty
réwniez rozcienczalniki zawierajgce tris [15]. W bada-
niach poréwnawczych stwierdzono, ze rozcienczalnik
zawierajacy tris korzystniej wptywa na jako$¢ mrozone-
go nasienia trykdw niz rozciehnczalnik cytrynianowo-
-zo6ttkowo-fruktozowy oraz laktozowy. Przeprowadzone
testy in vitro wykazaty, ze rozcienczalnik zawierajgcy
ten sktadnik najlepiej stabilizowat system bton akroso-
mu i wstawki plemnikow, a takze zapewniat najlepszg
zywotnos¢ plemnikéw.

Badania przydatnos$ci réznych krioprotektantéw, jak
np. glicerol, DMSO, glikol etylenowy, propandiol czy al-
bumina, w mrozeniu nasienia tryka wykazaty, ze najlep-
sze witasciwosci ostaniajgce posiada glicerol [18]. Bio-
ragc pod uwage przezywalnosc¢ i zdolnos¢ zaptadniajgcg
plemnikéw, za optymalne uznaje sie 4% stezenie glice-
rolu. Glicerol moze by¢ dodawany do nasienia jednora-
zowo lub w dwdch oddzielnych dawkach. R6zna moze
by¢ takze temperatura, w ktérej jest on dodawany
(30°C lub 2-5°C). W praktyce glicerol jest najczesciej
dodawany w temperaturze 4°C. Czas ekwilibracji w tej
temperaturze trwa zazwyczaj od 2 do 4 godzin, chociaz
niekiedy bywa skracany do 20-30 minut. Szybko$¢é
schtadzania nasienia w procesie zamrazania zalezy
w duzym stopniu od sktadu rozcienczalnika, zawartosci
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glicerolu oraz stosowanej metody konfekcjonowania za-
mrozonego nasienia. W licznych badaniach nad szybko-
Scig zamrazania nasienia wykazano, ze plemniki tryka
lepiej przezywajg, gdy proces schtadzania przebiega
szybko. Przy zamrazaniu nasienia w stomkach najlep-
sze wyniki uzyskano w zakresie 16-35°C/minute.

Podobnie jak w przypadku nasienia tryka, najcze$ciej
uzywanymi rozcienczalnikami do mrozenia nasienia ko-
zla sg te na bazie z6ttka jaja kurzego lub odttuszczone-
go mleka w proszku. Zauwazono jednak, ze takie roz-
cienczalniki mogg negatywnie oddziatywac na plemniki
kozta. Po rozcienczeniu nasienia obserwowano koagu-
lacje zottka i obumieranie plemnikow. Ustalono, ze zott-
ko jaja ulega koagulacji pod wptywem enzymu produko-
wanego w gruczotach opuszkowo-cewkowych kozta.
Enzym ten nazwano EYCE (enzym koagulujgcy zo6ttko
jaja) [14]. Zidentyfikowano réwniez biatko (SBUIII) po-
chodzgce z gruczotu opuszkowo-cewkowego, ktdre po-
woduje obnizenie przezywalnosci plemnikéw w schto-
dzonym lub kriokonserwowanym nasieniu kozta roz-
rzedzonym w rozcienczalniku na bazie mleka. Obec-
nos¢ tego biatka indukowata réwniez reakcje akroso-
mowg w rozcienczalniku mlekowym w temperaturze
37°C [12]. Metodg pozwalajgca unikngé szkodliwego,
wzajemnego oddziatywania pomiedzy osoczem nasie-
nia a zottkiem jaja lub mlekiem jest rozrzedzenie Swie-
zego nasienia w zbuforowanym rozcienczalniku (nie za-
wierajgcym zo6ttka i mleka), a nastepnie oddzielenie
plemnikéw od osocza poprzez wirowanie [7, 13, 19].
Zaobserwowano, ze zmiany w metodyce mrozenia pole-
gajace na uzyciu rozcienczalnika bez zoéttka jaja oraz
usuwaniu osocza nasienia poprzez dwukrotne rozrze-
dzanie i wirowanie wptywa korzystnie na efektywno$¢
mrozenia.

Zwigzkiem ostaniajagcym najcze$ciej stosowanym
w rozcienczalnikach do mrozenia nasienia kozta jest
— podobnie jak u tryka — glicerol. Dodanie glicerolu od-
bywa sie 1-, 2- lub 3-etapowo w temperaturze 37°C lub
5°C [8, 13, 20]. Stwierdzono, ze po zastosowaniu glice-
rolu odsetek plemnikéw ruchliwych po rozmrozeniu byt
wyzszy w poréwnaniu do nasienia mrozonego z dodat-
kiem glikolu etylenowego lub DMSO [6]. Glicerol moze
wprawdzie powodowac uszkodzenie plemnikow wsku-
tek zmian osmotycznych zachodzgcych w komérce, jed-
nak plemniki kozta sg bardzo odporne na takie zmiany
i ich tolerancja w tym zakresie jest bardzo duza.

Dotychczas podjeto wiele staran w celu optymalizaciji
rozciehczalnikdw oraz protokotéw kriokonserwacji dla
plemnikéw tryka i kozta, jednak wyniki wcigz nie sg sa-
tysfakcjonujgce. W Zaktadzie Biotechnologii i Kriokon-
serwacji 1Z PIB podjeto réwniez takie badania. Ich ce-
lem jest poprawa efektywnosci kriokonserwacji nasienia
trykéw i koztéw poprzez modyfikacje sktadu stosowa-
nych juz rozcienczalnikéw, wprowadzenie do sktadu
rozcienczalnika nowych substancji o charakterze osta-
niajgcym oraz modyfikacje protokotdw mrozenia. Bada-
nia moggq sie przyczyni¢ do opracowania strategii po-
zwalajgcych na efektywng kriokonserwacje nasienia
0 obnizonej jakosci od samcoéw ras objetych progra-
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mem zachowania bior6znorodnosci zwierzat hodow-
lanych ex situ. Jednym z podjetych zagadnien byta oce-
na przydatnosci alternatywnych rozcienczalnikow za-
wierajgcych substancje ostaniajgce pochodzenia roslin-
nego. Nasienie trykdw zamrazano w rozciehczalniku
mlekowym i rozciefnczalniku na bazie tris, ktérych sktad
zostat zmodyfikowany. Modyfikacja polegata na zasta-
pieniu zo6ttka jaja kurzego lecytyng sojowg — substancjg
ostaniajgcg pochodzenia roslinnego. Rozcienczalniki na
bazie soi byty juz wykorzystywane do mrozenia nasie-
nia trykow i koztéw, a uzyskiwane wyniki jakosci na-
sienia po rozmrozeniu i ptodnosci byty poréwnywalne
[9, 10, 16] lub lepsze [2, 3, 17] niz przy zastosowaniu
rozcienczalnikow zoéttkowych. Ponadto, w przypadku na-
sienia koztdbw uzycie rozcienczalnika na bazie soi po-
zwolito na zrezygnowanie z wirowania nasienia celem
usuniecia osocza. Wyeliminowano w ten sposoéb przy-
padki obserwowane po zastosowaniu rozciehczalnika
z6ttkowego, kiedy po dodaniu rozcienczalnika nastepo-
wat gwattowny spadek ruchliwosci plemnikoéw jeszcze
przed mrozeniem. Jest to efekt braku niekorzystnej inte-
rakcji pomiedzy lecytyng sojowg a enzymami obecnymi
w 0soczu nasienia koztéw.

W doswiadczeniu przeprowadzonym w Instytucie
Zootechniki — PIB zamrozono tgcznie 20 ejakulatéw od
4 trykéw rasy wrzosowka. Po rozmrozeniu oceniano ak-
tywno$¢ ruchowg plemnikéw przy wykorzystaniu kom-
puterowego systemu analizy nasienia typu CASA, inte-
gralnos¢ bton komorkowych metodg cytometryczng po
barwieniu jodkiem propydyny i SYBR oraz strukture
chromatyny plemnikowej metodg SCSA (Sperm Chro-
matin Structure Assay) [5]. Zastgpienie zottka jaja lecy-
tyng sojowg w rozcienczalniku mlekowym uzytym do
mrozenia nasienia spowodowato poprawe odsetka
plemnikéw ruchliwych, parametru VCL (predkosc¢ plem-
nikow po torze rzeczywistym) i odsetka plemnikow z nie-
uszkodzong btong komérkowg po rozmrozeniu. W przy-
padku rozcienczalnika na bazie tris zastosowana mody-
fikacja spowodowata istotny spadek odsetka plemnikow
ruchliwych po rozmrozeniu. Najwyzszg jakoScig charak-
teryzowato sie nasienie zamrozone w rozcienczalniku
mlekowym z lecytyng sojowg oraz w rozcienczalniku na
bazie tris z dodatkiem zottka (tab.). W celu oceny zdol-
nos$ci zaptadniajgcej plemnikéw zamrozonych w dwdch
wyzej wymienionych rozcienczalnikach po przeprowa-
dzeniu synchronizacji rui zainseminowano 28 owiec. Na
14 samic zainseminowanych nasieniem zamrozonym
w rozciehczalniku mlekowym z lecytyng sojowg wykoci-
to sie 6 (42,9%), a na 14 samic zainseminowanych na-
sieniem zamrozonym w rozciehczalniku na bazie tris
z dodatkiem zottka jaja wykocity sie 4 (28,6%) — tabela.

W przypadku nasienia kozta dodatek lecytyny sojo-
wej do rozcienczalnika mlekowego spowodowat obnize-
nie efektywnosci zamrazania nasienia. Stwierdzono
zmniejszenie udziatu plemnikéw ruchliwych po rozmro-
zeniu 0 19,3 punktéw procentowych. Z kolei modyfikacja
rozcienczalnika mlekowego polegajgca na dodaniu sub-
stancji o dziataniu antyoksydacyjnym — BHT, nie spowo-
dowata poprawy efektywnosci kriokonserwacji nasie-
nia. Udziat plemnikéw ruchliwych po rozmrozeniu nie



Tabela

Parametry jakosciowe oraz zdolnos¢ zaptadniajaca nasienia tryka kriokon-
serwowanego w rozcienczalniku mlekowym oraz w rozcienczalniku na ba-

zie tris o zmodyfikowanym sktadzie

and fertility of ram semen cryopreserved in
egg yolk and soybean lecithin supplement-
ed extenders. Polish Journal of Veterinary
Sciences 22, 177-179. 6. Kundu C.N.,
Chakraborty J., Dutta P., Bhattacharyya

Plemniki ., Plemniki Odsetek D., Ghosh A., Majumder G.C., 2000 — De-

Rozcienczalnik ruchliwe LZywe” samic velopment of a simple sperm cryopreserva-
(%) (Hm/s) (%) wykoconych tion model using a chemically defined me-

dium and goat cauda epididymal sperma-

Mlekowy z z6ttkiem 52,42 75,08 23,9° - tozoa. Cryobiology 40, 117-125. 7. Lebo-
Mlekowy z lecytyng sojowg 59,42 95,8° 27,32 42,92 (6/14) euf B., Manfredi E., Boue P., Piacere A.,
. L Brice G., Baril G., Broqua C., Humblot P.,
Tris z Zoltkiem 55,9° 78,6° 28,6°  28,6°(4/14)  Terqui M., 1998 — Artificial insemination of
Tris z lecytyng sojowg 41,90 77,62 27,22 - dairy goats in France. Livestock Production

*VCL — predkos¢ po torze rzeczywistym
a, b — roéznice statystycznie istotne (P<0,05)

réznit sie istotnie w grupie z dodatkiem i bez dodatku
BHT i wynosit odpowiednio 50,2 i 57,2%.

Na podstawie dotychczas przeprowadzonych badan
mozna stwierdzié, ze najwyzszg jakoscig charakteryzo-
wato sie nasienie trykéw kriokonserwowane w rozcien-
czalniku mlekowym z lecytyng sojowg. W przypadku
koztow nasienie zamrozone w rozcienczalniku mleko-
wym oraz rozcienczalniku na bazie tris z dodatkiem le-
cytyny sojowej charakteryzowato sie podobng jakoscig.
Zastosowane modyfikacje kriokonserwacji nasienia ko-
ztéw (dodatek lecytyny sojowej, dodatek substancji o dzia-
taniu antyoksydacyjnym — BHT) nie spowodowaty popra-
wy jakosci nasienia po rozmrozeniu.

Dalsze rozpowszechnianie w rozrodzie owiec i kéz
nasienia kriokonserwowanego, a takze koniecznosc¢
gromadzenia materiatu genetycznego w programach
zachowania bioréznorodnosci wymaga kontynuowania
badan nad optymalizacjg sktadu rozcienczalnikéw i tech-
nologii kriokonserwacji, w celu uzyskania bardziej satys-
fakcjonujgcych efektow.

Badania wykonano w ramach projektu ,Kierunki wyko-
rzystania oraz ochrona zasobow genetycznych zwierzagt
gospodarskich w ramach zréwnowazonego rozwoju”
wspotfinansowany przez Narodowe Centrum Badan
i Rozwoju w ramach Strategicznego programu badan
naukowych i prac rozwojowych ,Srodowisko naturalne,
rolnictwo i le$nictwo” — BIOSTRATEG.
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Cryopreservation of ram and goat semen — current technologies and possibilities of practical use
Summary

The use of frozen semen in artificial insemination eliminates geographical barriers, supports the conservation
of endangered breeds, and protects biodiversity. Numerous efforts have been made to optimize extenders
and cryopreservation protocols for ram and goat spermatozoa, but the results are still not satisfactory. At the
Department of Biotechnology and Cryopreservation of the National Research Institute of Animal Production,
research was carried out to improve the efficiency of cryopreservation of ram and goat semen by modifying the
composition of extenders already in use, introducing new cryoprotectants to the extender, and modifying freez-
ing protocols. One of the issues raised was assessment of the suitability of alternative extenders containing
protective components of plant origin. The semen of rams and goats was frozen in a milk extender and a tris-
based extender, whose composition was modified by replacing chicken egg yolk with soy lecithin, a protective
substance of plant origin. The research carried out to date indicates that ram semen cryopreserved in a milk
extender with soy lecithin had the highest quality. In the case of goats, semen frozen in a milk extender and
a tris-based extender with the addition of soy lecithin was of similar quality. Further dissemination of the use of
cryopreserved semen in sheep and goat reproduction, as well as the need to collect genetic material for biodi-
versity conservation programmes, requires further research on optimization of the composition of extenders and

cryopreservation technologies in order to obtain even more satisfying results.

KEY WORDS: ram, goat, semen cryopreservation, sperm quality, fertility
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Dopasowanie siodta polega na odpowiednim doborze,
tak aby jego konstrukcja pozwalata na réwnomiernie
roztozenie ciezaru jezdzca na grzbiecie konia, z catko-
witym wytgczeniem kontaktu z wyrostkami kolczystymi
kregow piersiowych kregostupa przez kanat siodta. Po-
nadto, prawidiowo lezgce siodto musi zapewni¢ swo-
bodny i elastyczny ruch konia, co zapobiega m.in. wy-
stgpieniu kulawizn, a takze pozwala jezdzcowi rozluznic¢
sie i pozosta¢ w rownowadze. Siodto powinno pozosta-
wac w tym samym miejscu we wszystkich chodach i ¢wi-
czeniach. Prawidtowo dopasowane siodto zapewnia
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komfort zaréwno dla konia, jak i jezdzca podczas tre-
ningu [4].

Brak dopasowania siodta skutkuje podraznieniem za-
konczen nerwow grzbietowych i urazami miesni przykre-
gostupowych, co prowadzi do stanéw zapalnych miesni
grzbietu, a ostatecznie do schorzenia kregostupa ujaw-
niajgcego sie czesto jako kissing spine syndrome [2].
Inne objawy to rany i obtarcia w okolicy ktebu, nadmierne
wytarcie wtoséw na grzbiecie oraz ogniskowe obrzeki
pod siodtem. Widocznym ich efektem jest biata siers¢
pojawiajgca sie w miejscach ucisku siodta [4].

Konie z bolesnoscig grzbietu bardzo czesto wykazujg
niesprzyjajgce zachowania, zaréwno podczas treningu,
jak i przy siodtaniu czy czyszczeniu. Z badan Wolinskiej
i wsp. [15] wynika, ze 39% koni rekreacyjnych wykazy-
wato negatywne zachowania, takie jak odwracanie sie
zadem lub préba ugryzienia, juz od momentu wejscia
cztowieka do boksu. Przy kolejnych czynnosciach, ta-
kich jak czyszczenie, wsiadanie, trening rekreacyjny,
wystepowanie niepozgdanych wzorcéw zachowan lub
wrecz agresji u koni wzrastato do odpowiednio 63%,
73%, 70%. Przejawianie takich zachowan przez konie
rekreacyjne sugeruje najczesciej duzy dyskomfort zwie-
rzecia, ktére poprzez doswiadczenie utworzyto nega-
tywne skojarzenia dotyczgce cztowieka. Wyttumacze-
niem takich zachowan moze by¢ bdl, ktéry kon odczuwa
na przyktad podczas czyszczenia obolatych miejsc,
nieumiejetnego wsiadania jezdzca czy podczas trenin-
gu w niedopasowanym siodle.

Dysfunkcje grzbietu mogg by¢ rowniez zwigzane ze
stabo wyszkolonym jezdZzcem, charakteryzujgcym sie
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