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riokonserwacja nasienia jest metoda po-

wszechnie wykorzystywana w programach
hodowlanych przezuwaczy, szczego6lnie bydia,
jak réwniez w programach zachowania biordz-
norodnosci do tworzenia rezerwy genetycznej
zagrozonych gatunkow i ras zwierzat. Mrozenie
nasienia pozwala w pelni wykorzysta¢ poten-
cjal sztucznej inseminacji, poniewaz moze ono
by¢ uzyte do unasieniania niezaleznie od czasu
i miejsca jego pozyskania. Dzigki postepowi, jaki
dokonat si¢ w ostatnich kilkudziesieciu latach
w technologii mrozenia nasienia, jego jakos$¢ po
rozmrozeniu znacznie poprawita sig.

Uzyskanie tej poprawy bylo mozliwe,
miedzy innymi, dzigki wykorzystaniu wlasciwosci
ostaniajacych zottka jaja kurzego i mleka, ktore
staly si¢ powszechnie stosowanymi skladnikami
rozcienczalnikow do mrozenia nasienia. Jednakze,
w zwiazku z tym, ze coraz wieksza uwage przy-
wigzuje sie do kwestii bezpieczenstwa biologicz-
nego 1 ryzyka rozprzestrzeniania si¢ chorob zwia-
zanych z migdzynarodowym transportem nasienia,
rozcienczalniki zottkowe zaczely by¢ postrzegane
jako potencjalny nosnik patogendow. Drobnoustro-
je, takie jak Escherichia coli, Staphylococcus,
Streptococcus, Pseudomonas, Haemophilus, Sal-
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monella, Avian influenza, Campylobacter, Listeria
oraz Mycoplasma moga by¢ bowiem przenoszone
przez z6ltko (Thibier i Guerin, 2000). Za wyeli-
minowaniem komponentéw zwierzecych z roz-
cienczalnikow 1 potrzeba opracowania wolnych
od patogendw, alternatywnych rozcienczalnikow
o SciSle zdefiniowanym sktadzie chemicznym
przemawiajg nastepujace argumenty:

1. Zottka jaj stanowig ryzyko skazenia
bakteryjnego lub ksenobiotycznego,
a co za tym idzie rozprzestrzeniania si¢
chorob poprzez dystrybucje nasienia
w kraju i na Swiecie;

2. Endotoksyny wytwarzane przez pato-
geny obecne w zo6ttku zmniejszaja zdol-
no$¢ zapladniajgcg plemnikow (Bous-
seau i in., 1998; Aires i in., 2003);

3. Obecnos$¢ wakuoli lipidowych 1 innych
drobnych czastek w rozcienczalniku
zOltkowym zaktoca ocen¢ mikrosko-
powa oraz analizy biochemiczne i me-
taboliczne rozcienczonego nasienia
(Amirat i in., 2004; Singh i in., 2012;
Singh i in., 2013);

4. Zroznicowana i zmienna kompozy-
cja drobnych czastek wystepujacych
w z6ttku jaja utrudnia kontrole jakosci
rozcienczalnikéw na bazie zo6ttka (Bo-
usseau i in., 1998);

5. Rozcienczalniki na bazie zottka jaja
i mleka moga zaburza¢ integralno$c¢
strukturalna i funkcjonalna plemnikow
po rozmrozeniu (Cheng i in., 1998;
Mostl i in., 2001; Pugliesi i in., 2012).
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Obiecujacym substytutem sktadnikow
pochodzenia zwierzgcego w rozcienczalnikach
stosowanych do mrozenia nasienia okazaly si¢
produkty uzyskiwane z soi, zwlaszcza lecytyna
sojowa. Ta substancja ostaniajaca pochodzenia
ro§linnego moze skutecznie zastepowac zottko
jaja, zachowujac zdolno$¢ zaptadniajaca plemni-
kéw po rozmrozeniu, minimalizujac jednocze$nie
ryzyko przenoszenia chorob.

Rola rozcienczalnika w konserwacji na-
sienia polega na przedluzeniu zdolnosci zaptad-
niajacej plemnikéw — w przypadku kriokonser-
wacji na czas nieokreslony oraz zwiekszeniu ob-
jetosci ejakulowanego nasienia, co pozwala na
lepsze wykorzystanie potencjatu genetycznego
wybranych samcow na drodze sztucznej inse-
minacji (wigksza liczba dawek). Rozcienczalnik
musi przede wszystkim zapewni¢ odpowiednie
$rodowisko dla komorek plemnikowych. Glow-
ne wymagania, jakie musi spetni¢ rozcienczal-
nik, to: utrzymanie odpowiedniego ci$nienia
osmotycznego, odczynu pH z wlasciwym bufo-
rowaniem i dostarczenie substratow wykorzy-
stywanych w metabolizmie plemnikoéw (Sala-
mon i Maxwell, 2000). W przypadku zamrazania
nasienia niezbedne jest dodanie krioprotektanow
— substancji, ktére chronig plemniki przed uszko-
dzeniami na skutek szoku chtodowego podczas
schadzania nasienia do temperatury zblizonej do
0°C oraz uszkodzeniami spowodowanymi two-
rzeniem si¢ krysztatkow lodu wewnatrz plemni-
kéw podezas zamrazania.

W przypadku nasienia przezuwaczy opra-
cowano i przetestowano z ré6znym powodzeniem
szereg rozcienczalnikow zawierajacych takie
sktadniki, jak: cukry, elektrolity, bufory, zo6ttko
jaja, mleko, lecytyna sojowa i krioprotektanty.
Najbardziej typowe rozcienczalniki do zamraza-
nia plemnikéw zawieraja: krioprotektanty pene-
trujace, czyli zdolne do przenikania przez btong
komorkowa (najczesciej glicerol), krioprotektan-
ty niepenetrujace (mleko lub jego produkty, zott-
ko jaja lub jego pochodne, takie jak lipoproteiny
lub fosfolipidy), bufor organiczny (najczesciej tri-
s-hydroksymetyloaminometan), cukry jako sub-
strat energetyczny i dla zapewnienia odpowied-
niego cisnienia osmotycznego (glukoza, fruktoza,
laktoza, rafinoza, sacharoza lub trehaloza), sub-
stancje zapewniajace odpowiednie pH i osmo-

larno$¢ (cytrynian sodu, kwas cytrynowy) oraz
antybiotyki. Rozcienczalniki oparte na zottku jaja
i glicerolu byly pierwszymi, ktore pozwolity na
uzyskanie odpowiedniej ruchliwosci i zdolnosci
zapladniajacej plemnikéw po rozmrozeniu. Dzig-
ki temu metoda kriokonserwacji nasienia buha-
jow jest powszechnie stosowana od lat i odniosta
komercyjny sukces (Gebauer i in., 1970).

Pierwszymi rozcienczalnikami stosowa-
nymi do kriokonserwacji nasienia trykow byly
rozcienczalniki cytrynianowo-weglowodanowe,
z powodzeniem stosowane wczesniej do mroze-
nia nasienia buhajow. Oprocz cytrynianu sodu
i cukru w ich sktad wchodzily najczgsciej: zot-
ko jaja, glicerol i antybiotyki. Podobnie jak przy
konserwacji nasienia w stanie plynnym, zastoso-
wanie znalazty rowniez rozcienczalniki przygoto-
wywane z petnego lub chudego mleka w proszku.
Ich sktad byt najczgséciej uzupetniany glukoza lub
innym cukrem i z6ltkiem jaja oraz glicerolem lub
innym zwigzkiem ostaniajagcym (Zamfirescu i in.,
1980). Pozytywnie na przezywalno$¢ plemnikow
wptywat dodatek Tris i1 laktozy. Szereg rozcien-
czalnikéw opracowano z uzyciem laktozy, czesto
stosowanej z zoltkiem jaja.

Metodyka stosowana z powodzeniem do
mrozenia nasienia trykow okazala sie nie w pel-
ni przydatna w kriokonserwacji nasienia koztoéw.
Stwierdzono bowiem, ze rozcienczalniki na ba-
zie z6ttka jaja kurzego lub odtluszczonego mle-
ka w proszku mogg negatywnie oddziatywac
na plemniki koztow. Po rozcienczeniu nasienia
obserwowano koagulacje zottka i spadek ruchli-
wosci plemnikow. Ustalono, ze zottko jaja ulega
koagulacji pod wplywem enzymu produkowane-
go w gruczotach opuszkowo-cewkowych koziow.
Enzym ten nazwano EYCE (enzym koagulujacy
z6ltko jaja) (Roy, 1957). Zidentyfikowano row-
niez inny enzym (BUSgp60), pochodzacy z gru-
czolu opuszkowo-cewkowego, ktory negatyw-
nie wpltywa na plemniki koztéw rozcienczone
w rozcienczalniku mlekowym (Iritani i Nishika-
wa,1963; Pellicer-Rubio i in., 1997). Obecnos¢
tego enzymu indukowala reakcje akrosomowa
1 powodowata spadek ruchliwosci plemnikéw
inkubowanych w rozcienczalniku na bazie mleka
(Pellicer-Rubio i in., 1997). Enzym EYCE dziata
jak katalizator, ktory hydrolizuje lecytyne zottka
jaja do kwasow tluszczowych i lizolecytyny. Po-

58

Prace przegladowe



Rozcienczalniki z lecytyng sojowg w kriokonserwacji nasienia

wstajace produkty uszkadzaja btong plemnikow,
indukuja reakcje akrosomowa i powoduja dekon-
densacj¢ chromatyny (Sawyer i Brown, 1995;
Upreti i in., 1999). Lipaza BUSgp60, podobnie
jak EYCE jest odpowiedzialna za hydrolizg troj-
glicerydow znajdujacych si¢ w blonie plazma-
tycznej oraz w mleku. W efekcie dochodzi do
produkcji kwasow thuszczowych z zoltka oraz
kwasu oleinowego z mleka, ktore sa toksycz-
ne dla plemnikéw koztéw (Pellicer-Rubio 1 in.,
1997; Pellicer-Rubio i Combarnous, 1998). Me-
toda, pozwalajaca uniknaé niepozadanej reakcji
pomiegdzy osoczem nasienia a zottkiem jaja Iub
mlekiem, jest rozcienczenie §wiezego nasienia
w zbuforowanym rozcienczalniku, a nastepnie od-
dzielenie plemnikéw od osocza poprzez wirowa-
nie (Corteel, 1974; Memon i in., 1985; Singh i in.,
1995; Leboeuf i in., 1998). Zdania na ten temat
sa jednak podzielone, gdyz czgs¢ badaczy uwaza,
Ze usuniecie osocza nasienia nie jest konieczne
dla zachowania dobrej ruchliwosci plemnikow
i integralno$ci akrosomow po rozmrozeniu (Ritar
i Salamon, 1982). Proponuje si¢ réwniez uzycie
alternatywnych rozcienczalnikow, ktorych sktad
zapobiegnie wystapieniu interakcji migdzy lipa-
zami i plemnikami. Taka alternatywa moga by¢
rozcienczalniki na bazie sktadnikow roslinnych
a nie pochodzenia zwierzecego (z6ttko, mleko).
Lecytyna sojowa rézni si¢ od lecytyny z zottka
jaja sktadem lipidow i1 zawarto$cig kwasow tlusz-
czowych (le Grandois i in., 2009), dlatego inaczej
bedzie reagowa¢ w obecno$ci enzymow obec-
nych w nasieniu koziow.

W ostatnich latach przeprowadzono wie-
le badan dotyczacych przydatnosci alternatyw-
nych rozcienczalnikoéw zawierajacych substancje
ostaniajgce pochodzenia roslinnego, w tym takze
komercyjnych, jak Biociphos, Bioxcell, Andro-
med i inne. Hinsch i in. (1997) poréwnali komer-
cyjny Biociphos (bazujacy na ekstraktach sojo-
wych) z innym rozcienczalnikiem komercyjnym
— Triladyl (bazujacym na zottku jaja) poprzez
oceng zywotnos$ci, stanu akrosomow i ruchliwo-
sci plemnikow buhajow holsztynsko-fryzyjskich
oraz wskaznikow niepowtarzalnos$ci rui po inse-
minacji (60 i 90 dni). Nie stwierdzono istotnych
réznic w badanych parametrach pomiedzy roz-
cienczalnikami. W innym eksperymencie prze-
prowadzonym na nasieniu buhajow — Biociphos

wykazywat 56-dniowy wskaznik niepowtarzalno-
$ci rui, podobny jak rozcienczalnik na bazie zoltka
jaja i Tris (van Wagtendonk-de Leeuw i in., 2000).
Wyzsza ptodnos¢ natomiast (56-dniowy wskaznik
niepowtarzalnosci rui) uzyskano po uzyciu na-
sienia mrozonego w rozcienczalniku opartym na
lecytynie sojowej (Andromed) niz na zoltku jaja
w badaniach przeprowadzonych przez Aires i in.
(2003). Z kolei, lepsza przezywalno$¢ plemnikow
stwierdzono po mrozeniu nasienia w rozcienczal-
niku zoéttkowym (Biladyl) w pordéwnaniu do
rozcienczalnikow zawierajacych lecytyne sojowa
(Andromed, Biociphos Plus) (Muifio i in., 2007;
Arifiantini 1 Yusuf, 2010). W badaniach mikro-
biologicznych nie stwierdzono zanieczyszczen
w rozcienczalniku zawierajacym lecytyne sojowa
(Biociphos plus), podczas gdy zanieczyszczenia
bakteriologiczne wystepowaty w tych, ktére za-
wieraly zottka jaja (Triladyl) oraz zottka jaja i mle-
ko (Lacifos). Pomimo tego, nie wykazano roznicy
w zdolnosci zaptadniajacej pomigdzy badanymi
rozcienczalnikami (Bousseau i in., 1998).

Rozcienczalniki na bazie soi byly rowniez
wykorzystywane do mrozenia nasienia koztow
i trykow, a uzyskiwane wyniki jako$ci nasienia
po rozmrozeniu i ptodnosci byly porownywal-
ne (Salmani i in., 2013; Mata-Campuzano i in.,
2015; Masoudi i in., 2016 a,b) lub lepsze (Sarioz-
kan i in., 2010; Emamverdi i in., 2013; Chelucci
1in., 2015) w stosunku do rozcienczalnikow zott-
kowych. Ponadto, w przypadku nasienia koztow
uzycie rozcienczalnika na bazie soi pozwolito na
zrezygnowanie z wirowania nasienia celem usu-
nigcia osocza.

Wyeliminowano w ten sposob przypadki
obserwowane dla rozcienczalnika zoéitkowego,
gdzie po dodaniu rozcienczalnika nastgpowat
gwaltowny spadek ruchliwosci plemnikéw jesz-
cze przed mrozeniem. Jest to efekt braku inte-
rakcji pomigdzy lecytyna sojowa a enzymami
obecnymi w osoczu nasienia koztow. Przy stoso-
waniu uproszczonej procedury mrozenia (bez wi-
rowania) i rozcienczalnika na bazie soi uzyskano
znacznie wyzszy odsetek plemnikéw ruchliwych
po rozmrozeniu w pordwnaniu z procedurg obej-
mujaca wirownie nasienia i zamrazanie W roz-
cienczalniku zo6ttkowym (Roof'i in., 2012).

Reasumujac, badania nad wykorzysta-
niem substytutéw roslinnych biatek zwierzecych
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w kriokonserwacji nasienia wskazuja na wysoka
przydatno$¢ produktéw sojowych. Rutynowo
stosowane rozcienczalniki zawierajace sktadniki
pochodzenia zwierzgcego moga zostac zastapio-
ne rozcienczalnikami na bazie soi bez obnizania
jakosci nasienia i jego zdolnosci zaptadniajace;j
po rozmrozeniu. Takie rozcienczalniki, zawiera-

jace wylacznie sktadniki roslinne, eliminuja ry-
zyko rozprzestrzeniania patogendéw, jednak ich
szeroka akceptacja i dalsze rozpowszechnienie
w rozrodzie zwierzat wymaga kontynuowania
badan nad optymalizacja ich sktadu i technologii
kriokonserwacji w celu uzyskania jeszcze bar-
dziej satysfakcjonujacych efektow.
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USE OF SOYBEAN LECITHIN EXTENDERS FOR CRYOPRESERVATION OF BULL, RAM
AND BUCK SEMEN

Summary

The advances that have been made over the last few decades in semen freezing technology have
considerably improved post-thaw sperm quality. This improvement was ensured, among others, by the protective
effects of hen’s egg yolk and milk, which became commonly used as components of semen freezing extenders.
However, with the growing attention to biosecurity and control of diseases related to international semen transport,
yolk extenders are now seen as a potential carrier of pathogens. The growing concerns about the use of animal
derived components in semen extenders provided motivation for finding alternative extenders containing plant
cryoprotectants, which would be effective for viability and fertilizing capacity of spermatozoa while minimizing
the risk of disease transmission. Research with plant substitutes of animal proteins has shown the high suitability
of soybean products. The routinely used extenders containing animal components could be replaced with soybean-
based extenders without compromising semen quality and post-thaw fertilizing capacity. Such extenders, which only
contain plant components, eliminate the risk of spreading pathogens, but their broad acceptance and dissemination
in animal reproduction requires continued studies on optimizing their composition and cryopreservation technology
to obtain the highest fertilizing capacity of the semen post-thaw.
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