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ZASTOSOWANIE ZWIĄZKÓW OSŁANIAJĄCYCH  
W KRIOKONSERWACJI NASIENIA KNURA*  * 

M a g d a l e n a  B r y ł a ,  M o n i k a  T r z c i ń s k a

Instytut Zootechniki Państwowy Instytut Badawczy, Dział Biotechnologii Rozrodu Zwierząt,  
32-083 Balice k. Krakowa

Celem przeprowadzonych badań było przygotowanie modyfikacji składu rozcieńczalnika 
stosowanego do mrożenia nasienia knura w oparciu o różne stężenia roztworu soli sodowej 
kwasu hialuronowego (HA) oraz wybranych antyoksydantów: katalazy (CAT) i/lub dysmu-
tazy ponadtlenkowej (SOD). Nasienie (frakcja gęsta) pochodzące od 5 knurów (30 ejaku-
latów) mrożono według metody własnej (Trzcińska i in., 2013). Plemniki rozcieńczano przy 
użyciu następnych rozcieńczalników: (I) żółtkowo-laktozowy z 9% glicerolem (LEYG), 
jako kontrola, (II) LEYG zawierający 0,5 mg/ml HA, (III) LEYG + 1 mg/ml HA, (IV) LEYG 
+200 IU/ml CAT, (V) LEYG + 400 IU/ml CAT, (VI) LEYG+ 150 IU/ml SOD, (VII) LEYG+ 
300 IU/ml SOD, (VIII) LEYG+ 200 IU/ml CAT +150 IU/ml SOD, (IX) LEYG + 400 IU/ml 
CAT +300 IU/ml SOD. W wyniku badań stwierdzono, że najlepsze właściwości osłaniające 
nasienie knura przed uszkodzeniami kriogenicznymi wykazuje rozcieńczalnik żółtkowo-lak-
tozowy z dodatkiem 1% roztworu soli sodowej kwasu hialuronowego oraz rozcieńczalnik 
żółtkowo-laktozowy z dodatkiem 200 IU/ml katalazy oraz 150IU/ml dysmutazy ponadtlen-
kowej. Jednocześnie wykazano, że proces kriokonserwacji nie indukuje fragmentacji DNA 
plemnikowego w badanych modyfikacjach rozcieńczalników mrożeniowych.

Słowa kluczowe: kriokonserwacja, związki osłaniające, antyoksydanty, nasienie knura, 
apoptoza

Dotychczasowe badania nad kriokonserwacją nasienia knura pozwalają na uży-
cie nasienia mrożonego na poziomie poniżej 1% ogólnej liczby wykonywanych za-
biegów inseminacyjnych i uzyskania  około 20% niższych wskaźników rozrodczych  
w stosunku do nasienia konserwowanego w stanie płynnym oraz o 1–2 prosięta mniej-
sze mioty. 

Obecnie prowadzone badania mają na celu uzyskanie stałego wskaźnika zapład-
nialności na poziomie 65–75%, przy użyciu nasienia większości knurów, przy liczbie 
plemników w dawce inseminacyjnej nie większej jak 3 mld plemników. Niskie wskaź-

*Praca wykonana w ramach projektu badawczego własnego nr N N311 524840.
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niki rozrodu uzyskiwane po inseminacji loch nasieniem mrożonym wynikają głównie  
z faktu, iż błona komórkowa plemników knura charakteryzuje się dużą podatno-
ścią na uszkodzenia kriogeniczne (Groβfeld i in., 2008). Plemniki knura są bardziej 
wrażliwe na czynniki związane z zamrażaniem niż plemniki innych zwierząt gospo-
darskich. Stres osmotyczny, szok chłodowy oraz tworzenie się wewnątrz komórek 
kryształków lodu powodują uszkodzenia błon plazmatycznych i innych organelli 
komórkowych plemników knura. Procedura konserwacji nasienia w dużym stop-
niu narusza działanie systemu endogennych antyoksydantów, czemu mają przeciw-
działać niektóre komponenty rozcieńczalników o działaniu antyoksydacyjnym. Do  
grupy egzogennych związków wykazujących zdolność neutralizowania wolnych  
rodników należą m.in.: witaminy A, C, E, karotenoidy (α i β-karoten, luteina), ksan-
tofile, egzogenny koenzym Q10 i polifenole. Nadmiar RTF wytworzonych podczas 
procesu kriokonserwacji może być zminimalizowany poprzez dodanie związków  
o działaniu antyoksydacyjnym do rozcieńczalników stosowanych w procedurze  
mrożenia nasienia. Celem przeprowadzonych doświadczeń było przygotowanie  
modyfikacji składu rozcieńczalnika mrożeniowego poprzez dodatek do rozcień- 
czalnika mrożeniowego antyoksydantów oraz roztworu soli sodowej kwasu hialu-
ronowego i jego zastosowanie w procedurze mrożenia nasienia knura. Opracowanie 
modyfikacji rozcieńczalnika mrożeniowego miało na celu uzyskanie dobrej jakości 
nasienia po procedurze zamrażania-rozmrażania, co pozwoli na szersze zastosowanie 
kriokonserwowanego nasienia knura w praktyce inseminacyjnej

Materiał i metody

Doświadczenie przeprowadzono na nasieniu 5 knurów (6 ejakulatów/knura) stan-
dardowo wykorzystywanych do inseminacji w Stacji Eksploatacji Knurów w Kleczy 
Dolnej. Nasienie po pobraniu (frakcja gęsta) transportowano do Działu Biotechnolo-
gii Rozrodu Zwierząt IZ PIB w celu dalszych badań. Ocenę ruchliwości, koncentra-
cji i morfologii przeprowadzono przy zastosowaniu systemu CASA. Nasienie świe-
że pochodzące od wszystkich knurów wykazywało ruch postępowy powyżej 85% 
oraz ponad 80% plemników o prawidłowej morfologii. Nasienie kriokonserwowane 
oceniano w kierunku zmian apoptotycznych przy zastosowaniu  dwóch metod flu-
orescencyjnych. Wizualizację stanu akrosomów plemników knura przeprowadzono 
przy zastosowaniu barwienia lektyną z orzeszków ziemnych sprzężoną z fluoresceiną 
(FITC-fluorescein isothiocyanate). W celu identyfikacji plemników martwych do-
datkowo znakowano plemniki jodkiem propydyny (PI) (Memon i in., 2011). Ocenę 
stopnia fragmentacji DNA plemników przeprowadzono przy użyciu  metody TUNEL 
(Marchetti i in., 2002). Ocenę jakości nasienia przeprowadzano w mikroskopie epi-
fluorescencyjnym na podstawie oceny odsetka plamników żywych z integralnym 
akrosomem (FITC-PNA–/PI–) oraz odsetka plemników wykazujących fragmentację 
DNA (TUNEL+). Wszystkie analizy przeprowadzono na 200 plemnikach z każdej 
próbki. 

Procedurę mrożenia nasienia knura przeprowadzono według metody własnej 
opracowanej przez Trzcińską i in. (2013). Nasienie (frakcja gęsta) po pobieraniu roz-
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cieńczano w stosunku 1:1 przy użyciu rozcieńczalnika Biosolwens Plus, a następnie 
schładzano do temperatury +15°C przez 60 minut. Po tym czasie nasienie wirowano 
przy 800 g przez 25 minut w temperaturze +15°C, celem oddzielenia plemników od 
osocza i rozcieńczalnika. Uzyskany po wirowaniu osad plemników rozcieńczano przy 
użyciu następujących rozcieńczalników: 

I. 	 żółtkowo-laktozowego (80 ml 11% roztworu laktozy + 20 ml żółtka jaja ku-
rzego) – Kontrola

II. 	 Kontrola z dodatkiem 0,5% roztworu soli sodowej kwasu hialuronowego 
(HA)

III. 	 Kontrola z dodatkiem 1% HA
IV. 	 Kontrola z dodatkiem 200 IU/ml katalazy (CAT)
V. 	 Kontrola z dodatkiem 400 IU/ml CAT
VI. 	 Kontrola z dodatkiem 150 IU/ml dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)
VII. 	 Kontrola z dodatkiem 300 IU/ml SOD
VIII. 	 Kontrola z dodatkiem 200 IU/ml CAT oraz 150 IU/ml  SOD
IX. 	 Kontrola z dodatkiem 400 IU/ml CAT oraz 300 IU/ml SOD.

Osad plemników po odwirowaniu i usunięciu osocza oraz rozcieńczalnika schła-
dzano do temperatury +40°C przez 90 minut. Po schłodzeniu próbkę mieszano w sto-
sunku 2:1 z odpowiednim rozcieńczalnikiem (spośród w/w) zawierającym dodatkowo 
9% glicerol, tak by końcowa koncentracja plemników wynosiła 1×109 plemników/ml, 
a koncentracja glicerolu 3%. Zawiesinę plemników w rozcieńczalniku umieszczano  
w słomkach o objętości 0,5 ml i zamrażano w parach ciekłego azotu (temperatura oko-
ło –120°C). Po 15 minutach słomki przenoszono do ciekłego azotu. Ogółem zamro-
żono 1080 słomek (4 słomki na każdy wariant zmodyfikowanego rozcieńczalnika). 
Rozmrażanie słomek i przeniesienie ich zawartości do rozcieńczalnika Biosolwens 
Plus odbywało się w temperaturze +37°C.

Uzyskane wyniki dotyczące jakości nasienia poddano analizie statystycznej za 
pomocą pakietu statystycznego SAS. Poziom istotności szacowano testem Duncana 
(Duncan Multiple Range Test). 

Wyniki

Uzyskane średnie wyniki oceny jakości nasienia kriokonserwowanego w zmody-
fikowanych rozcieńczalnikach od I do IX przedstawiono w tabeli 1. W rozcieńczal-
niku kontrolnym żółtkowo-laktozowym stwierdzono najniższy odsetek plemników 
ruchliwych (45,6±5,2%) w stosunku do pozostałych rozcieńczalników. Wysokie sta-
tystycznie różnice w ruchliwości plemników (P<0,001) w stosunku do rozcieńczal-
nika I wykazano w rozcieńczalnikach III, IV, V, VIII, IX. Jednocześnie w rozcień-
czalniku kontrolnym uzyskano najniższy odsetek plemników żywych z integralnym 
akrosomem (43,6±4,2). Natomiast najwyższy odsetek plemników ruchliwych i od-
setek plemników żywych z integralnym akrosomem (FITC-PNA–/PI–) uzyskano w 
rozcieńczalniku VIII (69,9±3,0 vs. 71,9±3,7). Poziom fragmentacji DNA plemników 
wahał się pomiędzy 0,9% a 1,3%.
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Jednocześnie nie wykazano istotnych statystycznie różnic w fragmentacji DNA 
plemników  w rozcieńczalniku laktozowo-żółtkowym a badanymi wariantami roz-
cieńczalników mrożeniowych.

Omówienie wyników

Procedura konserwacji nasienia knura w dużo większym stopniu niż u innych ga-
tunków zwierząt narusza działanie systemu endogennych antyoksydantów i stabil-
ność plazmolemmy plemników. Dlatego w celu doskonalenia technologii kriokonser-
wacji nasienia tego gatunku wprowadza się do składu rozcieńczalnika mrożeniowego 
komponenty o działaniu antyoksydacyjnym i o właściwościach osłaniających błony 
plazmatycze plemników. Z przeprowadzonych badań wynika, że dodatek  związków 
osłaniających do rozcieńczalnika mrożeniowego powoduje poprawę jakości nasienia 
knura w porównaniu ze standardowym rozcieńczalnikiem żółtkowo-laktozowym. Po-
równując wpływ różnych stężeń (0,5% i 1%) roztworu soli sodowej kwasu hialurono-
wego na jakość nasienia podczas kriokonserwacji stwierdzono, że wyższe stężenie HA 
ma lepsze właściwości osłaniające plemniki przed uszkodzeniami kriogenicznymi co 
potwierdzają przeprowadzone przez nas badania (Bryła i Trzcińska, 2012). Jednocze-
śnie Peña i in. (2004) również zaobserwowali, że wyższe stężenie HA ma właściwości 
osłaniające błony plemników knura i poprawiające ich ruchliwość po procedurze za-
mrażania-rozmrażania. Zastosowanie antyoksydantów: 200  i 400 IU katalazy lub 150 
i 300 IU dysmutazy ponadtlenkowej powoduje statystycznie istotną (P<0,001) popra-
wę jakości nasienia w stosunku do rozcieńczalnika kontrolnego. Uzyskane wyniki  
ruchliwości plemników są porównywalne z uzyskanymi  przez Roca i in. (2005) na 
kriokonserwowanym nasieniu knura w rozcieńczalnikach z dodatkiem katalazy i/ lub 
dysmutazy ponadtlenkowej. W porównaniu z rozcieńczalnikami uzupełnionymi róż-
nymi stężeniami katalazy lub dysmutazy ponadtlenkowej  zastosowanie  równocze-
śnie katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej w różnych wariantach  stężeń (rozcieńczal-
nik VIII i IX) pozwoliło na uzyskanie najwyższego odsetka plemników ruchliwych  
i żywych z integralnym akrosomem. 

Jednocześnie z przeprowadzonych badań wynika, że procedura kriokonserwacji 
zarówno w rozcieńczalniku kontrolnym, jak i w rozcieńczalnikach zmodyfikowanych 
nie indukuje fragmentacji DNA w plemnikach knura. Identyczny wynik uzyskali 
Chanapiwat i in. (2010), przeprowadzając również badania na kriokonserwowanym 
nasieniu knura oraz Martin i in. (2004, 2007) analizując mrożone nasienie buhajów. 

Podsumowując, można stwierdzić, że zastosowanie związków osłaniających  
w rozcieńczalnikach mrożeniowych badanych przez autorów pracy powoduje popra-
wę parametrów jakości nasienia po procedurze zamrażania-rozmrażania. Najlepsze 
właściwości osłaniające nasienie knura przed uszkodzeniami kriogenicznymi wyka-
zuje rozcieńczalnik żółtkowo-laktozowy z dodatkiem 1% roztworu soli sodowej kwa-
su hialuronowego oraz rozcieńczalnik żółtkowo-laktozowy z dodatkiem 200 IU/ml 
katalazy oraz 150 IU/ml  dysmutazy ponadtlenkowej.
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Zatwierdzono do druku 7 V 2014

Magdalena Bryła, Monika Trzcińska 

Use of protective additives in the cryopreseravtion of boar semen

summary

The aim of this study was to determine the effects of different concentrations of hyaluronan (HA) 
and the antioxidants catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) in freezing extender on post-thaw 
quality of boar semen. The sperm-rich ejaculate fractions collected from 5 crossbred boars (n=30) were 
divided into 9 aliquots: (I) diluted with lactose egg yolk extender with 9% glycerol (LEYG), as control, 
(II) LEYG containing 0.5 mg/ml HA, (III) LEYG containing 1 mg/ml HA, (IV) LEYG containing 200 IU/
ml CAT, (V) LEYG containing 400 IU/ml CAT, (VI) LEYG containing 150 IU/ml SOD, (VII) LEYG con-
taining 300 IU/ml SOD, (VIII) LEYG containing 200 IU/ml CAT +150 IU/ml SOD, (IX) LEYG contain-
ing 400 IU/ml CAT +300 IU/ml SOD. The semen was cryopreserved using our own protocol (Trzcińska 
et al., 2013). The effectiveness of freezing extenders on total sperm motility (CASA), acrosome integrity 
(FITC-PNA staining) and DNA fragmentation (TUNEL) was assessed at 15 min post-thaw. 
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In conclusion, the supplementation of 1 mg/ml HA and a combination of 200 IU/ml CAT and  
150 IU/ml SOD in the LEYG extender improved total motility and acrosome integrity of the post-thawed 
semen. These components of the extender protect sperm plasma membranes against cryogenic damage. 
The present study shows that cryopreservation procedure does not induce DNA fragmentation in boar 
spermatozoa.

Key words: cryopreservation, antioxidants, protective additives, boar spermatozoa, apoptosis


