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Pomimo wieloletnich prac z zakresu memia  glukoz lub innym cukrem iz6itkiem jaja oraz
nasienia trykow i koztow, efektyw§éd  glicerolem lub innym zwizkiem ostaniajcym
opracowanych metod wgi nie jest zadowalaj  (Zamfirescu i in., 1980). Pozytywnie na pige
ca. Kriokonserwacja nasienia tych gatunkéwwalngs¢ plemnikéw wptywat dodatek Tris i lak-
zwierzmt powoduje uszkodzenia biochemicznetozy. Szereg rozciezalnikbw opracowano
i strukturalne komérek plemnikowych, co pro- z wzyciem laktozy, cgsto stosowanej zottkiem
wadzi do znacznego olneinia ich przeywalno-  jaja. Ze wzgédu na dobre wkxiwosci buforuj-
§ci, zaburzenia funkcjin vitro i in vivo,a w kon-  ce i osmotyczne oraz nigktoksyczné¢ przy
sekwencji do spadku zdolfm zaptadniagcej.  wysokich sgzeniach, szerokie zastosowanie
Ponadto, uzyskanie zadowalgjch i powtarzal- w mrazeniu nasienia tryka znalazlty rozeiezal-
nych wynikbw wymaga znacznej selekcji sam-niki zawieragce Tris (Molinia i in., 1994; Sala-
cow i ejakulatow pod dtem przydatnéci do  mon i Maxwell, 2000).
zamraania. W zwizku z tym, koniecznegdal- Rozciexczalniki laktozowozéitkowe uzu-
sze badania w celu optymalizacji rozaiealni-  petiano take innymi komponentami, np. rafi-
kow oraz protokotow kriokonserwacji, tak by noz, cytrynianem sodu, EDTA, gumarabsk
umazliwi ¢ efektywne zamranie nasienia, row- czy dwuetyloamin, co zazwyczaj pozytywnie
niez takiego, ktoére obecnie okda sk jako  wplywalo na ich wiaciwosci krioostaniajce
mniej podatne na zams@nie, bez konieczroi (Salamon i Maxwell, 2000). W wielu krajach
ostrej selekcji samcow i ejakulatdw. Ma to jest obecnie stosowana, opracowana we Francji
szczegblne znaczenie w odniesieniu do ras-obj metoda mreenia przy wykorzystaniu rozdie
tych programami zachowania biar@rodndgci. czalnika, opisywanego wgj jako laktozowo-
Pierwszymi rozcigczalnikami, stoso- zOttkowy. W metodzie tej rozciezanie nasienia
wanymi do kriokonserwacji nasienia trykow by- przebiega w 2 etapach. W pierwszym etapie,
ly rozcienczalniki cytrynianowo-wglowodano- w temperaturze 30°C do nasienia dodawany jest
we, z powodzeniem stosowane ware] do  rozcieiczalnik, skladajcy sk z roztworu laktozy
mrozenia nasienia buhajéw. Oprocz cytrynianui 20% zoéttka jaja. W drugim etapie, w tempera-
i cukru w sktad tych rozciezalnikbw wchodzi- turze 4-5°C dodawany jest 11% roztwor mleka
ly najczsciej: zottko jaja, glicerol i antybiotyki. w proszku z dodatkiem antybiotykow i sulfona-
Najszersze zastosowanie znalazt razcz@lnik  midow, zawierajcy 10% glicerolu. Koncentracja
cytrynianowozottkowo-fruktozowy. Podobnie koncowa glicerolu w rozcigczonym nasieniu
jak przy konserwacji nasienia w stanie ptynnym,wynosi 4%. Nasienie przy koncentracji plemni-
zastosowanie znalazty rowaierozcigiczalniki k6w na poziomie 0,9xPOml jest poddawane
przygotowywane z petnego lub chudego mlekadwugodzinnej ekwilibracji i zamgane w stom-
w proszku. Ich skiad byt najegciej uzupetniany  kach w parach cieklego azotu (Fiser i in., 1987).
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Badania przydatrigi roznych zwiazkdéw
ostaniajcych, takich jak np. glicerol, DMSO,
glikol etylenowy, propandiol czy albumina,
W mrozeniu nasienia tryka wykazatye najlep-
sze wldciwosci ostaniajce posiada glicerol (Si-
lva i in., 2012). Z uwagi na przgwalnasé
i zdolngs¢ zaptadniagca plemnikow, za opty-
malne uznaje 8i4% stzenie glicerolu. Glicerol

sci na poziomie okoto 50%. Do doniesjemo-
wigcych o ptodnéci na poziomie 50-75% lub
wyzszej naley podchodat z dwa ostraznoscia
(Salamon i Maxwell, 2000).

Metodyka przejta z mraenia nasienia
trykow okazata si tylko czsciowo przydatna
w kriokonserwacji nasienia koztéw. Podobnie
jak w przypadku nasienia trykalo mraenia

moze by dodawany do nasienia jednorazowo nasienia kozta najezciej & uzywane rozcié-

lub w dwdéch oddzielnych dawkach. @ mae

czalniki na baziedéttka jaja kurzego lub odttusz-

by¢ takze temperatura, w ktorej jest dodawany czonego mleka w proszku. Zauweao jednak,

(30°C lub 2-5°C); w praktyce jest to najécie]

ze takie rozciéczalniki mog negatywnie od-

4°C. Ekwilibracja w tej temperaturze trwa za- dziatywa na plemniki kozta. Po rozaiezeniu

zwyczaj od 2 do 4 godzin, chogiaiekiedy by-
wa skracana do 20-30 minut. Szybkschla-
dzania nasienia w procesie zapaaia zaley
w dwzym stopniu od skiadu rozdaiezalnika, za-

wartasci glicerolu oraz stosowanej metody prze-

chowywania zamrmonego nasienia. W licznych
badaniach nad szybkwa zamraania nasienia
wykazano,ze plemniki tryka lepiej przgwaja,

nasienia obserwowano koagukaciottka i spa-
dek ruchliwgci plemnikéw. W sytuacji, gdy
przed dodaniem rozaiezalnika usuwano o0so-
cze nasienia, ruchlivé plemnikébw byta za-
chowana.Ustalono,ze zéttko jaja ulega koagu-
lacji pod wplywem enzymu, produkowanego
w gruczotach opuszkowo-cewkowych kozta.
Enzym ten nazwano EYCE (enzym koagadyj

gdy proces ich schladzania przebiega szybkozoitko jaja) (Roy, 1957). Zidentyfikowano réw-
Przy zamraaniu nasienia w stomkach najlepsze niez inny enzym (BUSgp60), pochagtz z gru-
wyniki uzyskano w zakresie tempa schiadzaniaczotu opuszkowo-cewkowego, ktéry negatywnie

16-35°C/minu.

W procesie kriokonserwacji nasienia du-

73 podatné¢ na uszkodzenia wykazugwitasz-
cza btony akrosomowe plemnika, ktére ksar-
dziej wraliwe na oddzialywanie niekorzystnych
czynnikbw ni jadro komorkowe czy wstawka
(Nur i in., 2010). W mniejszym stopniu, w po-
réwnaniu ze zmianami morfologicznymi plem-
nikow, ograniczana jest ich ruchlié® Sgd tez,
stosowana powszechnie ocena ruchiovgplem-
nikbw nie mae by jedynym wyznacznikiem
jakosci nasienia mrzonego. Za gtéwne przy-
czyny obnionej ptodnéci owiec po inseminacji
nasieniem mraonym uwaa st spadekzywot-
nosci plemnikow i updledzenie ich transportu
w zenskich nargdach rozrodczych. Ponadto
przypuszcza gj ze glicerol wchodzcy w sktad
rozcienczalnika przyspiesza reakcpkrosomo-
wa, W wyniku czego plemniki zbyt szybko @si
gajp zdolng¢ zaptadniajca, jeszcze przed do-
tarciem do komorki jajowej. Dodatkowym czyn-
nikiem, obnkajgcym ptodndé owiec po insemi-
nacji nasieniem mimnym, mae by take
wzrost $miertelngci zarodkowej na skutek
uszkodzenia chromatyny plemnikowej
i Fairfull, 1984, 1986). Po ayciu mrazonego
nasienia trykow madiwe jest uzyskanie ptodno-

wplywa na plemniki kozta rozahezone w roz-
cienczalniku mlekowym (Iritani i Nishikawa,
1961, 1963; Pellicer-Rubio i in., 1997; Parkinson
i in., 2009). Obecni@ tego enzymu indukowata
reakcg akrosomow i powodowata spadek ru-
chliwosci plemnikow, inkubowanych w rozaie
czalniku na bazie mleka w temperaturze 37°C
(Nunes i in., 1982; Pellicer-Rubio i in., 1997).
Enzym EYCE dziata jak katalizator, ktory hy-
drolizuje lecytyr zéttka jaja do kwaséw ttusz-
czowych i lizolecytyny. Powstgfe produkty
uszkadzaj btore plemnikéw, indukuj reakcg
akrosomow i powodup dekondensag¢jchroma-
tyny (Upreti i in., 1999; Sawyer i Brown, 1995).
Lipaza BUSgp60 ma budanzblizong do lipazy
trzustkowejswin i podobnie jak EYCE jest od-
powiedzialna za hydroliztréjglicerydow, znaj-
dujacych sé w blonie plazmatycznej oraz
w mleku odtluszczonym. W efekcie, dochodzi
do produkcji kwasow ttuszczowychuzbittka oraz
kwasu oleinowego z mleka, ktére toksyczne
dla plemnikéw (Carriere i in., 1994; Pellicer-
Rubio i in., 1997; Pellicer-Rubio i Combarnous,
1998). Metod, pozwalagca unikmgé szkodliwe-

(Fiser go oddziatywania pomadzy osoczem nasienia

azottkiem jaja lub mlekiem, jest rozdiezenie
swiezego nasienia w zbuforowanym rozgie
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czalniku, a nagpnie oddzielenie plemnikéw od

daxr nad popraw efektywndci kriokonserwacji

osocza poprzez wirowanie (10-15 min przynasienia jest wprowadzanie do rozczalnika
550-950 g) (Nunes iin., 1982; Ritar i Salamon,substancji o charakterze antyoksydacyjnym. Za-

1982; Memon i in., 1985; Singh i in., 1995; Le-
boeuf i in., 1998). Zaobserwowanzg zmiany
w metodyce mrgenia, polegajce na ayciu roz-
cienczalnika bezo6itka jaja oraz usugciu 0so-
cza nasienia poprzez dwukrotne rozcianie
i wirowanie go, wptywa korzystnie na efektyw-
nos¢ mrozenia (Corteel, 1974). Zdania gdnak
podzielone, gdy cze$¢ badaczy uwza, ze usu-

daniem tych substancji jest przeciwdziatanie pe-
roksydacji lipidow, wywotywanej przez reak-
tywne formy tlenu, powstage w procesie za-
mrazania/rozmraania  plemnikbw  ssakdw,
w tym takze plemnikow trykéw i koztow (Gogol
i in., 2007; Maia i in., 2010.) Przeprowadzone
badania wskazuaj ze dodanie antyoksydantéw
do rozci@éczalnika przed zamzaniem nasienia

niecie plazmy nasienia nie jest konieczne dlamoze korzystnie wplygé na parametry jako-

zachowania dobrej ruchliwoi plemnikéw i in-
tegralngci akrosoméw po rozmeeniu (Drobnis
i in., 1980; Ritar i Salamon, 1982; Memon i in.,
1985). Proponuje sirdwniez uzycie alternatyw-
nych rozciéczalnikbéw, ktérych skiad zapobie-
gnie wysgpieniu interakcji mgdzy lipazami
i plemnikami. Rozciaczalniki te mog zawierd
w swoim sktadzie inhibitory lipazy BUSgp60,
pozbawione lipidow mleko krowie czy mleko od
innych gatunkoéw zwiett, gdzie szkodliwe re-
akcje enzymatyczne nie zached4Pellicer-
Rubio i Combarnous, 1998).

Zwigzkiem ostanigicym, najczsciej
stosowanym w rozcfezalnikach do mrzenia

nasienia kozta jest — podobnie jak u tryka — gli-

cerol. Dodanie glicerolu odbywaesl-, 2- lub 3-

sciowe plemnikéw po rozmeeniu i ich zdol-
nos¢ zaptadniagca (Maia i in., 2010; Memon
iin., 2012; Saraswat i in., 2012).

Powszechnie stosowapraktyky w celu
uzyskania dobrej jakkoi nasienia po rozmee-
niu jest selekcja samcow, a tak ejakulatow,
przeznaczonych do kriokonserwacji. Podaéno
nasienia na kriokonserwgcjzalezy bowiem
w duwzej mierze od doboru samca i ejakulatu.
Dobér samcéw do meenia nasienia me by
realizowany, gdy mamy do czynienia zzglypo-
pulacp osobnikéw. Jednak, gdy dotyczy to ma-
tych populacji, np. gatunkéw zagmnych lub
zwierzt hodowlanych, oltych programami
zachowania biorthorodndci, takie rozwjzanie
nie mae by brane pod uwag Dlatego te

etapowo w temperaturze 37 lub 5°C (Corteel,w przypadkach, gdy szczegdlnie sme jest za-

1974; Salamon i Ritar, 1982; Tuli i Holtz, 1994;
Leboeuf i in., 2000). Kundu i in. (2000) stwier-

chowanie zmienriei genetycznej, naly sto-
sowa strategie alternatywne. Istotne jest, aby

dzili, ze po zastosowaniu glicerolu odsetek poprave jakosci plemnikbw po rozmreeniu

plemnikéw ruchliwych po rozme@niu byt wyz-
szy w poréwnaniu do nasienia momego z do-
datkiem glikolu etylenowego lub DMS@lice-
rol maze wprawdzie powodowa uszkodzenie

plemnikéw wskutek zmian osmotycznych, za-

chodzcych w komdrce, jednak plemniki kozta

uzyska poprzez zmiany protokotu kriokonser-
wacji, zmodyfikowanie ja stosowanych roz-
cienczalnikdw lub opracowanie nowych, ktore
pozwoh na zachowanie funkcji zaptadnjegj
plemnikéw po rozmrgeniu. Badania wskazjj

ze nie ma jednego optymalnego protokotu za-

sa bardzo odporne na takie zmiany i ich toleran-mrazania nasienia dla wszystkich samcow. Zau-

cja na jego obecr6 jest bardzo dia. Z kolei
préby, polegajce na stopniowym dodawaniu
glicerolu do nasienia, daty zde wyniki, zale-

nie od temperatury, w jakiej byt on dodawany.

wazono na przyktadze w przypadku niektorych
knuréw niska jaké¢ nasienia po kriokonserwaciji

Z wyciem wybranego rozchezalnika i protoko-

lu ulegata poprawie po zastosowaniu innego

Obserwacje te nie daly jednoznacznej odpowietozciexczalnika i niewielkiej korekcie protokotu.

dzi, jednak wydaje sj ze w przypadku mreenia
nasienia kozta dodanie glicerolu do rozcizal-
nika jednoetapowo jest wystarczeg. Ptodnéc

Dlatego te, szczegolnie w przypadku gatunkow
czy ras zwiergt, obgtych programami zacho-
wania bioré@norodndci, powinno s dobierg

uzyskiwana po inseminacji k6z w dwoch cy- protokoly mragenia nasienia odpowiednie dla

klach, przy ayciu nasienia mroonego, miéci
sie w granicach 50-66% (Kareta i Cegta, 1997).
Jednym z obiecagych kierunkéw ba-

poszczegdlnych samcow, a nie stostveen,
standardowy dla calej populacji.
Podniesienie jakwi nasienia kriokon-

120

Prace przegl adowe



Kriokonserwacja nasienia trykéw i koziow

serwowanego hie jest jedyrmozliwosciag po-  by¢ zastosowana, aby nasienie znalazip jak
prawy skuteczriwi sztucznej inseminaciji, wy- najblizej oocytu. Wykonywanie inseminacji do-
konywanej takim nasieniem. lanmozliwoscia ~ macicznej nasieniem mronym przy odpowied-
jest modyfikacja techniki inseminacji. Jakzju niej synchronizacji samicy jest stratggizeroko
wczesniej wspomniano, kriokonserwacja nhasie- stosowan u wielu gatunkow zwiert. Jest to
nia powoduje znaczne olirnie przeywalnaici rowniez jedna ze strategii bardzogsto stosowa-
plemnikéw oraz zaburza funkcjonowanie plem-nych w celu poprawy ptodioi kriokonserwo-
nikdw in vitro i in vivo. Obserwacja ta nasela ~ wanego nasienia trykow. Opisane technikjesl-
wniosek, ze nalgy inseminacj wykonywa nak bardzo pracochtonne i stosunkowo drogie,
w czasie wysipienia owulacji, jak rownig ze  dlatego nie $ one wykonywane na da skak,
nasienie powinno Ky deponowane gboko lecz tylko w warunkach dwaiadczalnych.
w drogach rodnych samicy. Taka technika — in-W przypadku ras obfych programami zachowa-
seminacja domaciczna lub do jajowodu —zmo nia bior&norodndci mog by¢ brane pod uwag
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CRYOPRESERVATION OF RAM AND BUCK SEMEN — POSSIBILIT IES FOR USING THE
METHOD IN BIODIVERSITY CONSERVATION PROGRAMMES

Summary

Despite many years of work in the field of freezg@men from rams and goats, the effectivenesseof th
methods developed is still not satisfactory. Crgsprvation of sperm from these species causesdriochl and
structural damage to sperm cells, which leadsdigificant reduction in their survivah vitro andin vivo dys-
function, and consequently a decrease in fertdjability. Thus, a protocol optimized for spermarfe species
might be inappropriate for sperm of other specidss review updates information relating to theopreserva-
tion of goat and ram semen, with emphasis on tloeljseities specific to the species. The topicxdssed in-
clude the effects of cryopreservation, sperm dilutifreezing methodologies, the components of agsgrva-
tion diluents, cryoprotectants and additives.

Research indicates that there is no single optsmiaden freezing protocol for all males. Therefospee
cially for species or breeds of animals participgiin biodiversity conservation programmes, semeezing pro-
tocols suitable for individual males should be @msather than using a standard protocol for thelevbopulation.
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