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Streszczenie. Celem badan byta proba glebokiej konserwacji nasienia jenotow hodowlanych
przy uzyciu rozrzedzalnika o réznych st¢zeniach glicerolu. Nasienie pozyskiwano metodg ma-
nualng. Zastosowano zmodyfikowany rozrzedzalnik EDTA dla lisow z 4% (RI); 6% (RII) i 10%
(RIII) dodatkiem glicerolu jako czynnika kriogennego. Nasienie po ekwilibacji konfekcjono-
wano w stomkach MINITUB, schtadzano w oparach azotu przez 15 min a nastgpnie wkladano
stopniowo do kontenera z cieklym azotem. Przebieg procesu mrozenia i rozmrazania nasienia
kontrolowano oceniajac ruchliwo$¢ oraz morfologi¢ plemnikéw. W plazmie $wiezego i roz-
mrozonego nasienia okre§lano aktywno$¢ AspAT oraz akrosyny, Z testowanych rozrzedzalni-
kow najlepsze wlasciwosci kriogenne posiadal rozrzedzalnik RIII z 10% dodatkiem glicerolu.
Uzyskane wyniki wskazuja na mniejszg przydatno$¢ rozrzedzalnika EDTA do rozcienczania na-
sienia samcow tego gatunku.
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WSTEP

Od kilku lat obserwuje si¢ duze zainteresowanie skorami jenotéw hodowlanych pota-
czone z wysokimi cenami uzyskanymi na $wiatowych aukcjach futrzarskich. Sytuacja ta trwa
juz od paru lat [Helle i Kauhala 1995]. Pomimo to przy tak wielkim popycie ilo$¢ skor pro-
dukowanych na polskich fermach zmniejsza si¢ z roku na rok [Fortunska i Barabasz 2002].
Przyczyna tego stanu sa obnizajaca si¢ ptodnos¢ i plenno§¢ samic hodowlanych. Nie-
zbe¢dne staje si¢ zatem, wprowadzenie nowoczesnych metod biotechnologicznych.
Nie mozna juz prowadzi¢ nowoczesnej hodowli bez zastosowania na szeroka skale inse-
minacji. Zabieg ten, poza zmniejszeniem ryzyka chordb zakaznych, umozliwia pelne wy-
korzystanie potencjatu rozrodczego samcow, ostrzejsza selekcje jak 1 migdzynarodowa
wymiang nasienia [Jarosz 1996]. Konieczne jest jednak opracowanie metody glebokiego
mrozenia nasienia, co nie jest tatwe, pomimo zblizonej budowy i wymagan srodowisko-
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wych plemnikéw. Waznym problemem, podczas kriokonserwacji nasienia jest uniknigcie
szoku chtodowego, prowadzacego do trwatego uszkodzenia plemnika, utraty jego ruchli-
wosci i potencjatu biologicznego [Nizanski 1994]. W Akademii Rolniczej w Krakowie
od 1994 roku prowadzone sg badania nad pozyskaniem i oceng nasienia od samcow tego
gatunku. Udoskonalono metody pozyskiwania nasienia jak rowniez kontynuowano bada-
nia nad jego rozrzedzaniem [Niedbata i Szeleszczuk 2003, 2004] i [Szeleszczuk i in. 2004].
Nastepny etap to kriokonserwacja nasienia, ktora rozpoczeto od opracowania rozrzedzal-
nika i krioprotektora.

Celem niniejszej pracy byla proba mrozenia nasienia jenota przy uzyciu rozrzedzalnika
EDTA o roznym dodatku glicerolu.

MATERIAL I METODY

Badania wykonano na 10 jednorocznych i starszych samcach jenotow hodowlanych.
Zwierzeta zywione karmg fermowg wedlug norm zalecanych dla tego gatunku, byty w do-
brej kondycji zdrowotnej i rozptodowe;.

Nasienie pozyskiwano metoda manualng po uprzednim przyzwyczajeniu samcoOw do
pomieszczenia i osoby pobierajacej. Podczas tego etapu wyselekcjonowano grupe samcow,
od ktorych pozyskiwano nasienie w pozniejszych etapach doswiadczenia. Nasienie po-
bierano do ogrzanych szklanych zbiornikdw i przetrzymywano w temperaturze 37°C
w elektrycznym podgrzewaczu. Oceng i wstgpne rozcienczanie nasienia przeprowadzono
W pomieszczeniu ogrzanym i przy uzyciu ogrzanego sprzetu.

Wszystkie pozyskane ejakulaty poddane zostaty ocenie wstepnej (makroskopowej)
i szczegolowej (mikroskopowej). Oceny tej dokonano wykorzystujac metodg opracowang
i stosowana do oceny nasienia lisow polarnych [Jarosz i in. 1991].

Do dalszych etapoéw rozcienczania, ekwilibracji i mrozenia kwalifikowano nasienie
cechujaca sie, co najmniej: objetoscia 0,3 cm?, barwie biatej lub biatawej, konsystencji
mlecznej lub $mietany, zapachu swoistym, gestosci SD 1 50% udziale plemnikoéw o ruchu
postepowym. Nasienie rozrzedzano do uzyskania koncentracji w dawce inseminacyjne;j
150 mln. plemnikéw. Nasienie rozcienczano zmodyfikowanym rozrzedzalnikiem EDTA
dla liséw z nastepujacym dodatkiem glicerolu (v/v): RI —4%; RII — 6%; RIII — 10%.

Pozyskane nasienie dzielono na 3 porcje. Do kazdego z nich dodawano potowe prze-
widywanej ilo$ci rozrzedzalnika. Tak rozcienczone nasienie schtadzano w temperaturze
pokojowej i po kilku minutach rozcienczano do koncowej koncentracji, nastgpnie pod-
dano godzinnej ekwilibracji w temperaturze chtodni. Po okresleniu ruchliwosci wyko-
naniu rozmazu, nasienie konfekcjonowano w stomach MINITUB. Schtadzano je
w oparach cieklego azotu przez okoto 15 min, a nast¢gpnie wktadano stopniowo do kon-
tenera z cieklym azotem.

Stomki rozmrazano bezposrednio po wyjeciu z kontenera, w wodzie o temperaturze
70°C przez 7-8 s, lub 37°C przez 30—40 s. Przebieg procesu mrozenia i rozmrazania na-
sienia kontrolowano oceniajac ruchliwos$¢ oraz morfologi¢ plemnikéw. W plazmie §wie-
7ego i rozmrozonego nasienia okreslano aktywnos$¢ AspAT oraz akrosyny. Aktywno$¢
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aminotransferazy asparaginowej oznaczano metoda kinetyczng przy uzyciu zestawu firmy

Alpha Diagnostics, Warszawa, natomiast akrosyny metodg Kennedyego i in. [1989].
Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu wieloczynnikowej analizie

wariancji. Obliczenia statystyczne wykonano za pomoca zestawu Statistica [Stanisz 1998].

WYNIKI I DYSKUSJA

Badania nad pobieraniem, oceng i konserwacja nasienia jenotdw rozpoczeto stosun-
kowo niedawno, bo dopiero pod koniec ubiegltego wicku. Badania te prowadzili w Fin-
landii Heikkilla i in. [2000] oraz w Polsce juz w 1994 roku [Rudnik 1996]. Pierwsze proby
pobierania nasienia od samcow jenotow byly nieefektywne, co by¢ moze wynikato z r6z-
nic w budowie anatomicznej pracia jenotow. Wstepne wyniki badan jasno wykazaty, ze
zwierzgta te, pomimo przynaleznosci do rodziny psowatych, wymagaja opracowania spe-
cyficznej dla tego gatunku metody pozyskiwania nasienia. Szukajac rozwigzania opraco-
wano wlasng, specyficzng metode pozyskiwania nasienia, ktorg dopracowano w latach
nastepnych [Niedbata 2003] oraz [Szeleszczuk i in. 2004].

Podjeto, zatem nastgpny etap badan, ktorych celem byta proba gigbokiej konserwacji
nasienia jenotow hodowlanych przy uzyciu rozrzedzalnika EDTA o r6znych stezeniach gli-
cerolu. Przygotowanie samcoéw rozpoczeto 10 lutego, ale dopiero od 23 lutego pozyski-
wano pelne ejakulaty. Z 10 grupy zwierzat do dalszych badan wybrano jedynie 4 samce,
ktore oddawaty nasienie odpowiedniej jakosci. Od pozostalych 6 samcow nie uzyskano na-
sienia. Otrzymywano tylko pierwsza jego frakcje, byly zbyt agresywne, aby mozna byto
pobiera¢ od nich nasienie. Z powodu wady anatomicznej pracia od jednego osobnika row-
niez nie pobrano nasienia.

W sumie pobrano 66 ejakulatow. Srednia objeto$¢ uzyskanego nasienia wynosita 0,58 cm?,
z wahaniami od 0,1 do 1,5 cm3. Pozyskane nasienie miato gtéwnie barwe biata lub bia-
lawa, a wyeliminowane z dalszego wykorzystania mialo barwe szarg lub zottawa. Kon-
systencja nasienia byla od wodnistej do mlecznej, w kilku tylko przypadkach otrzymano
nasienie o konsystencji $mietany. W ejakulatach tych mozna byto zauwazy¢ falowanie
masy plemnikow, co $wiadczylo o bardzo duzej koncentracji i ruchliwosci plemnikow.
Poza dwoma przypadkami, kiedy to nasienie bylo zanieczyszczone moczem, zapach na-
sienia okreslano jako swoisty 1°. Koncentracja plemnikow wahata si¢ od 670 do 1305 tys.
plemnikéw na mm?3, $rednio 515,877 tys. na mm?. W wiekszo$ci pozyskanych ejakulatow
gestos¢ okreslono jako gesta D (Densum) lub srednio-ggsta SD (Semidensum).

Do mrozenia zakwalifikowano jedynie 30 ejakulatow, co stanowito 45,45% wszystkich
pozyskanych. Ruchliwo$¢ plemnikéw po koncowym rozcieficzeniu obnizyta si¢ najmniej w na-
sieniu rozrzedzonym RIII (z 10% dodatkiem glicerolu) $rednio o 11%. Spadek ruchliwo$ci
w pozostatych probach byt nieco wyzszy (tab. 1). Te réznice w ruchliwosci plemnikow po-
migdzy testowanymi rozrzedzalnikami utrzymaty si¢ rowniez w nasieniu, ktore ekwilibro-
wano. Najwigcej ruchliwych plemnikow (37,14%) i tym razem obserwowano w rozrzedzalniku
z 10% dodatkiem glicerolu. Po rozmrozeniu we wszystkich probach nastapit drastyczny spa-
dek ruchliwosci plemnikéw do srednio 10,83% w RI, 10,56% w RIT i 14,29% w RIIL
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Tabela 1. Ruchliwo$¢ plemnikéw podczas mrozenia i rozmrazania nasienia jenotow
Table 1. Sperm motility in raccoon dog semen during freezing/thawing

e . . . - . Po ekwilibracji s
Nasienie swieze  Rozcienczenie I ~ Rozcienczenie 11 Po rozmrozeniu
i Fresh semen I dilution 1T dilution After After thawin;
Eotzrzgdzalmk equilibration e
xtender
$rednia SD $rednia SD $rednia SD $rednia SD $rednia SD
mean mean mean mean mean
RI 50 19,54 43 7,87 41,11 13,63 34,44 14,88 10,83 6,65
RIT 50 19,54 44 8,52 41 13,70 33,34 13,46 10,56 1,68
RIIT 50 19,54 46 7,98 44,29 11,34 37,14 14,68 14,29 4,5

Badania morfologiczne (tab. 2) rozmazoéw nasienia metodg Bloma [1981] wykazaly
spadek odsetka plemnikéw niezmienionych z 59,05% w nasieniu §wiezym do 54,33%
w RI, 51,44% w RII i do 54,56% w RIII. Wstepne badania wskazuja, ze szczegolnie po-
datne na uszkodzenia podczas procesu mrozenia — rozmrazania sa wstawka i czapeczka.

W rozmazach wykonanych z nasienia §wiezego, odsetek plemnikdéw ze zmienionym
akrosomem wynosit $rednio 0,28%, a po rozmrozeniu zwigkszyt si¢ do 0,94% w nasieniu
rozrzedzonym z 10% dodatkiem glicerolu. Przy 4% dodatku glicerolu wzrost ten byt
znacznie wyzszy w RI i RII, odpowiednio zwigkszyt si¢ do 1,41 1,31%.

Tabela 2. Morfologia plemnikéw w procesie mrozenia i rozmrazania nasienia jenotow
Table 2. Morphology of spermatology in raccoon dog semen during freezing/thawing

Nasienie I 11 il v v VI VII
Semen
Swieze Srednia g4 5 9,68 15,24 431 5,56 0,28 1,29
Fresh mean
SD. 7,35 415 5,29 2,83 3,73 0,65 121
I rozciefczenie S:S:r'la 59,43 543 20,71 6,43 3,93 0,14 1,36
I dilution SD. 723 2,77 6,85 3,35 2,02 0,52 134
1l rozcieficzenie S:::I‘l'“ 57,00 2,50 24,19 9,00 4,88 0,13 1,00
II dilution SD 6,27 2,25 6,11 4,16 2,33 0,34 1,59
Srednia 55 56 1,38 2525 10,94 525 0,06 0,88
RI mean
SD 6,39 1,89 477 4,61 3,79 025 0,96
. .. srednia
Po ekwilibracji 54,64 1,14 26,00 10,79 5,29 0,21 1,36
P . RII mean
After equlibration SD 7,10 1,41 4,59 3,64 2,92 0,58 1,22
$rednia 50 06 1,94 24,13 11,38 2,88 0,00 0,81
RII  mean
SD 4,57 2,98 430 5,38 242 0,00 1,38
srednia
- e 54,33 1,00 22,87 15,67 3,60 1,40 1,07
SD 0,17 0,93 522 7,58 2,35 1,59 1,10
seni Srednia gy 1y 1,06 23,11 16,31 4,44 1,31 2,06
Po rozmro;emu RII mean ) B s - i) > 9!
After thawing SD. 9,59 224 5,19 6,94 3,74 1,54 2,29
Srednia g4 56 0,56 23,69 16,69 2,75 0,94 0,75
RIIT mean
SD 7,42 0,81 5,17 7,36 2,11 1,39 0,93

I — plemniki nieuszkodzone — intact sperm; II — z kropla protoplazmatyczna — with protoplasmatic
drop; 111 — z zapetlong witkg — bent tail; IV — ze zwinigta slimakowato witka — coilled tail; V — plem-
niki uszkodzone — damaged sperm; VI — ze zmienionym akrosomem — acrosomal damaged,;
VII — zlepione plemniki — agglutination spermatozoa.
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Niedostateczna ochrona plemnikéw podczas procesu mrozenia i rozmrazania wedhug
Christiansen 1 in. [1984], Aquire i in. [1987] powoduje uszkodzenie przede wszystkim
struktur gtowki (akrosomu) i witki (wstawki). Prowadzi to do ,,wycieku” znajdujacych si¢
w tych strukturach akrosyny i AspAT enzymow bardzo waznych dla procesu zaptodnienia.

Aktywno$¢ AspAT w plazmie nasienia $wiezego wynosita srednio 161,38 plU w ml.
Po rozmrozeniu aktywnos¢ tego enzymu wzrosta do 232 plU w ml w RI, 372 plU w ml,
w RILI a tylko do 170 pIU w ml w nasieniu z rozrzedzalnikiem z 10% dodatkiem glice-
rolu (RIII). Podobnie zmieniala si¢ aktywnos$¢ akrosyny (tab. 3). W nasieniu §wiezym wy-
nosita ona $rednio 24,74 mIU na 10° plemnikéw, po rozmrozeniu najwyzsza jej aktywnos$¢
stwierdzono w nasieniu rozrzedzonym RII (158,25 mIU na 10¢ plemnikéw) z 6% dodat-
kiem glicerolu, natomiast najnizsza, ale rownie wysoka — 121,38 (mIU na 10° plemni-
kéw) w nasieniu rozrzedzonym RIII z 10% dodatkiem glicerolu.

Tabela 3. Aktywno$¢é AspAT i akrosyny w nasieniach jenotow
Table 3. AspAT and acrosine activity in raccoon dog semen

Aktywno$¢ AspAT — AspAT activity Aktywno$¢ akrosyny — Acrosine activity
(WU w ml nasienia — pIU in ml semen) (uIU na 10° plemnikow — pIU per 10° sperm)

I(t::rcr?sa nasienie po rozmrozeniu nasienie po rozmrozeniu

Swieze after thawing Swieze after thawing

fresh fresh

semen RI RII RIII semen RI RII RIII
Srednia — Mean 161,38 232,00 372,96 170,24 24,33 137,03 158,25 121,38
SD 93,31 83,84 270,13 75,60 9,43 72,32 66,24 47,76
Minimum 21,33 109,74 153,95 76,41 15,89 51,17 105,05 75,42
Maximum 333,81 389,93 987,73 265,22 47,75 250,50 300,33 220,87

Wspotczynniki ~ $wieze — fresh  $wieze — fresh  §wieze — fresh  $wieze — fresh  $wieze — fresh  §wieze — fresh

korelacji —RI —RII —RIII —RI —RIT —RIII

Correlation 0,213 -0,276 0,044 -0,267 0,261 0,261

coefficients RI-RII RI-RIII RII - RIIT RI-RIIL RI-RIII RII - RIIT
0,218 0,177 0,351 0,305 0,001 —0,034

Uzyskane wyniki jasno wskazuja na wyjatkowa wrazliwo$¢ plemnikow jenota na szok
termiczny. Wskazuja rowniez na niedostateczng ochrone plemnikow przed szokiem ter-
micznym podczas procesu mrozenia i rozmrazania. W badaniach jako krioprotektor zos-
tal zastosowany glicerol, powszechnie uwazany za jeden z najlepszych $rodkow
kriochronnych. Optymalna zawarto$¢ glicerolu w rozrzedzalniku to kompromis migdzy
chronigcym a toksycznym jego dzialaniem [Jurka 1996]. Stopien toksycznego oddzialy-
wania glicerolu na plemniki zalezy od jego st¢zenia i czasu kontaktu z komorka, dotyczy
to glownie zmian przepuszczalno$ci plazmolemy wskutek denaturacyjnego dziatania tego
zwiagzku na kompleksy glikoproteinowe blony. W kompleksowych badaniach kriobio-
chemicznych nasienia buhaja, tryka i knura stwierdzono, ze juz w pierwszych minutach
kontaktu plemnikow z rozrzedzalnikiem zawierajacym glicerol obserwuje si¢ efekt glice-
rolowej aktywacji lub ,.efekt rozrzedzania”. Przejawia si¢ on intensywnym uwalnianiem
do srodowiska zewnetrznego komorki biatek enzymatycznych zwigzanych z plazmolema
lub zlokalizowanych w akrosomie i wstawce [Strzezek 1998].
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Zdolnos$¢ plemnika do zaptodnienia w duzej mierze zalezy wlasnie od enzymow akro-
somu [Bielanska-Osuchowska i Sysa 1998]. Funkcja biologiczna akrosyny polega na kata-
lizowaniu reakcji hydrolitycznego rozszczepiania glikoproteinowej ostonki przejrzystej Zona
pellucida komorki jajowej [Strzezek 1988]. Akrosyny wspomaga rowniez procesy fizjolo-
giczne zwigzane z transportem i metabolizmem plemnikéw w drogach rodnych samicy.
Przyspiesza on ruch plemnikoéw przez mukoproteinowy $luz szyjki macicy [Strzezek 1985].
Plemniki z powaznym uszkodzeniem plazmolemy nie poruszaja si¢ [Strzezek 1996]. Ba-
dana zalezno$¢ pomiedzy ruchliwoscia w poszczegolnych etapach mrozenia a aktywno-
$cig akrosyny w plazmie nasienia wykazata, ze wraz ze spadkiem ruchliwos$ci wzrastala
aktywnos¢ enzymu. Juz Froman i in. [1984] wykazali $ciste powigzanie jej aktywnos$ci ze
stopniem uszkodzenia plemnikow.

Natomiast poziom aminotransferazy asparaginowej w plazmie nasienia §wiezego w po-
réwnaniu do poziomu enzymu w plazmie nasienia rozmrozonego jest stosunkowo wy-
soki. Co moze wskazywac na stabg podatnos$¢ na zamrazanie nasienia jenotow lub tez na
mniejsza rozrzedzalnika EDTA do rozcienczania nasienia samcow tego gatunku. Badania
Kosiniaka i in. [1992], Kosiniaka i Bittmar [1994] wykazaty, Ze mozna prognozowac przy-
datno$¢ nasienia psa do zamrazania w oparciu o wynik badania aktywnos$ci AspAT i po-
ziomu biatka. Enzym ten shuzy jako marker wskazujacy na stopien uszkodzenia aparatu
enzymatycznego plemnika, co wigze si¢ z jego wartoscig biologiczna.

WNIOSKI

Z testowanych rozrzedzalnikow najlepsze wtasciwosci kriogenne posiadat rozrze-
dzalnik RIIT z 10% dodatkiem glicerolu.

Uzyskane wyniki wskazujg rowniez na staba przydatnos¢ do zamrazania nasienia je-
notow hodowlanych lub tez na mniejsza przydatnos¢ rozrzedzalnika EDTA do rozcien-
czania nasienia samcow tego gatunku.

Celowym wydaje si¢ prowadzenie dalszych badan z zastosowaniem innych rozrze-
dzalnikow i krioprotektorow.

Praca wykonana w ramach projektu badawczego Nr 2 P06Z 046 26 finansowanego
przez KBN.
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THE TRIALS OF SEMEN FREEZING OF BREEDING RACCOON DOGS
BY USE OF DILUENTS OF DIFFERENT LEVELS OF GLYCEROL

Abstract. The aim of study was the trial of deep conservation of breeding raccoon dog semen
by use of EDTA diluent of different glycerol concentration. The semen was collected by man-
ual method after earlier males accustomed to the room and the person who collected semen. All
collected ejaculates were estimated macro- and microscopically. For further steps of dilution,
equilibration and freezing ejaculates of volume above 0.3 cm, mobility of 40—-60% of sperma-
tozoa of progressive motion were qualified. Modified EDTA diluent was applied of the content
4% (RI), 6% (RII) and 10% (RIII) of glycerol as cryogenic factor. The process freezing and
thawing of semen was controlled by mobility estimation as well as morphology of spermatozoa.
In plasma of fresh and defrosted semen AspAT and acrosine activity was tested. From 66 col-
lected ejaculates only 30 were qualified for freezing, what was 45.45% of all ejaculates. Sperm
mobility in fresh semen was 50% average, but after defrosting participation of a mobile sper-
matozoa decreased even up to 9.44% in semen with diluent RI with 4% glycerol addition. In this
diluent participation of damaged spermatozoa increased from 35.5% to 53%. AspAT activity in
fresh semen was 161.38 puIU-ml™! average. After thawing, activity of the enzyme increased to
232 wIU-ml! in R1, 372 uIU-ml! in RII and only up to 170 pIU-ml~! in semen with diluent with
10% glycerol addition (RIII). Similar correlations were observed in acrosine activity.

Key words: freezing, glycerol, kryoprotector, raccoon dog, semen
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