KONSERWACJA
NASIENIA SAMCOW
ZWIERZAT
DOMOWYCH
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Konserwacja nasienia — jest to
takie postepowanie z ejakulatem
lub jego czescia, w wyniku ktorego
uzyskujemy mozliwosc jego
wykorzystania w Innym miejscu |
czasle bez znaczgcych strat dla jego
wartoscl zapladniajace]




Sposoby konserwacji nasienia:

® w stanie plynnym

m w stanie glebokiego zamrozenia (- 196°C)

X



Zestaw do przygotowywania
schtodzonego nasienia

—
CLONE CHILLED SEMEN PREPARATION |
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Cechy dobrego rozrzedzalnika

m zapewnia ochrone plemnikow podczas
konserwacji 1 dlugotrwalego
przechowywania

m stanowi zrodlo energii dla plemnikow

m zapewnia odpowiednie pH (kwasowosc),
osmolarnos¢ i sile jonowa plazmy
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Substancje dodawane do rozrzedzalnikow
utrzymujace state pH (okoto 7,0):

1) Bufor fosforanowy
2) Zobltko jaja kurzego
3) Bialko mleka

4) Bufory komercyjne

Lipoproteiny zoéltka jaja kurzego o niskiej gestosci (LDL) i
fosfolipidy sa skladnikami chronigcymi plemniki przed
zjawiskiem szoku chlodowego poprzez oplaszczanie blony
komorkowej plemnika, modyfikujac wymiane dyfuzyjng
pomiedzy sSrodowiskiem wewnatrz- i zewnatrzkomorkowym.
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Kenney Skim Milk Equine Semen
Extender with Amikacin Sulfate
Store at 40°F to 50F
Contents: 1 Kit
See Product Insert for Method of Use
NDC 58613-01 522 05/03B
Product #: 001(?122

Made in the USA For Lot #:

P 0. Box 39, Spring Valley, Wi saret
Poane 1-800-872-1741




Konserwacja nasienia buhaja




Konserwacja przez zamrozenie
w cleklym azocie:

1) wstepne rozrzedzenie

rozcienczalnikiem I w stosunku
1:1

2) ochlodzenie do temperatury
£%C
3) ponowne rozrzedzenie 1:1 tym

rozrzedzalnikiem ale z
dodatkiem rozrzedzalnika I1

4) pozostawienie nasienia w tym
srodowisku przez 6 h




Ekwilibracja
(proces rownowazenia) — zmiany
osmotyczne zachodzace we wnetrzu
plemnikow w wyniku przenikania
glicerolu
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¢ Rozrzedzalnik I: ¢ Rozrzedzalnik 11:
= Roztwor podstawowy = Roztwor podstaowy

= \Woda redestylowana = Glicerol (w tej samej

= Z06ltko jaja kurzego objetosci co woda w
rozrzedzalniku I)

= 7Z0ltko jaja kurzego




Sposoby mrozenia nasienia:

B zamrazanie w kulkach
B Zamrazanie w stomkach



Schemat mrozenia nasienia w kulkach:

Fobranie nasienia i ocen wstepna

ozrzedzenie wstepne, temp. 22-23 °C,
Bez dodatku glicerolu

. B 4
l?ozrzedzenie ostateczne w temp. 5°C

Z dodatkiem 4% glicerolu
130-90 min. ekwilibracji
Mrozenie na tafli suchego lodu 10 min.
|\Mrozenie w parach ciektego azotu (— 140°C) - 10 min.
l\/lrozenie | przechowywanie w Ciem

Rozmrozenie w 2,5 ml soli fizjologicznej 37 °C



Schemat mrozenia w stlomkach

| Pobranie nasienia i ocen wstgpna

Rozrzedzenie wstepne, temp. 22-23 °C,
l Bez dodatku glicerolu

Rozrzedzenie ostateczne w temp. 5°C
Z dodatkiem 4% glicerolu

} 30-90 min. ekwilibracji

Nape’rnianie stomek rozrzedzonym nasieniem,
| Mrozenie w parach ciektego azotu (— 140°C) - 10 min.
| Mrozenie i przechowywanie w ciektym azocie (- 196 °C)

| Rozmrozenie w tazni wodnej 37 °C



Konserwacja nasienia knura




Nasienie w stanie ptynnym

1 Stosowane czescie)

1 Lepsze wyniki zaptadnialnosci niz
nasieniem mrozonym

1 Rozrzedzanie 1:1 do 1:5, gdyz nasienie
knura ma duzg koncentracje plemnikow

1 Chtodzimy do 5°C
1 Nasienie zachowuje zywotnosc do 3 dni
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Konserwacja nasienia knura

Konserwacja w stanie plynnym

Usuniecie frakcji galaretowatej

Wstepne obnizenie temp. lazni wodnej 32-35 °C

Ocena nasienia

Rozrzedzenie:
a) jednostopniowe

do koncowej objetosci

pakowanie

dwustopniowe

rozrzedzenie 1:3 lub 1:6

pakowanie

koncowe rozrzedzenie przed inseminacjq



Rodzaje rozrzedzalnikow dla
Knura:

< rozrzedzalnik CO, (ITV) do
przchowywania nasienia w temp.
pomieszczenia

< rozrzedzalnik zawierajacy w skladzie
EDTA (rozrzedalnik Kiev, Gueldph,
Zorlesco, Modena, Androhep) do
przechowywania w temp. 5°C

<»rozrzedzalnik Bestville do przechowywania
w temp. 20 °C lub 16 °C




Konserwacja nasienia w niskich
temperaturach

1 Mrozenia stosowane gtownie przy
eksporcie

1 Uzycie w praktyce ograniczone
1 Pracochtonne

1 Kosztowne

1 Gorsze wyniki zaptadnialnosci

1 Nasienie knura zle znosi zamrazanie |
rozmrazanie



1 Nasienie knura wrazliwe na szok
temperaturowy

1 Obnizenie temperatury powoduje
— Ubytek jonow potasu | magnezu
— Wzrost jonow sodu | wapnia

1 Plemniki pobierajg jony wapnia do wnetrza
| zmieniajg ultrastrukture



<+ Konserwacja nasienia w stanie
zamrozenia:

Usuniecie frakcji galaretowate;j

Rozrzedzenie do 180-240 ml (z EDYTA)

Ocena koncentracji ruchliwych plemnikow
Powolne ochladzanie do 15°C

Wirowanie 10 min. 1900g

Rozrzedzenie (laktoza 11% + zottko 20%)
Oziebienie przez 1,5 h do 5°C

Rozrzedzenie koncowe (laktoza + zolttko + glicerol 6%
+ pasta Orvus 1,5%)

9. Napelnienie stomek 5 ml (moga tez by¢ stomki o
pojemnosci 2 mli 0,5 ml)

10. Zamrazanie 20 min. w parach cieklego azotu
11. Przechowywanie w cieklym azocie
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Rozrzedzalniki do mrozenia

nasienia knura:

» TES-NaK

> TEST

> Bestville (BF3, BF5)

> TRIS-Fruktoza-EDTA

> Zoltkowo-glukozowy

> Laktozowo-zoltkowy-LEY

< Zawieraja w swoim skiladzie:
- cukry (glukoze, fruktoze lub laktoze)
- biatka lub proteiny (zo6ltko jaja kurzego, mleko lub kazeine)
e bufory (TES, TRIS, cytrynian sodu)
 glicerol



Glicerol

14-8% zapewnia maksymalng ruchliwosc
plemnikow, ale negatywny wptyw na
jakosc akrosomu

10,05-1% mniejsza ruchliwosc plemnikow.

Najczescie| stosujemy stezenie 1-4%



Konserwacja nasienia tryka




Przechowywanie nasienia

1 Konserwacja w stanie ptynnym
— 0.5°C lub 10-15°C

1 Konserwacja w stanie zamrozonym
—-196 °C



Przykladowy sklad najbardziej
przydatnych rozrzedzalnikow:

> Laktoza 9%, dekstran 5%, EDTA — Na 0,135%, Tris
0,105%, z0ltko 20%, glicerol 14% (wlaczony w
drugie rozrzedzenie) oraz antybiotykKi

> Sacharoza 9%, EDTA 0,84%, antyoksydant DTBK
0,5%, z0ltko 10%, glicerol 5%, antybiotyki

> Metoda Kaznitio: sacharoza 10%, EDTA 0,8%,
fosforan potasu 1%, octan a-tokoferolu 0,2-0,6%,
z0ltko 20%, glicerol 4%



Konserwacja nasienia ogiera




Przechowywanie nasienia w stanie
plynnym

Rozrzedzalnik wedlug Kenney’a 1 wsp.:

> sproszkowane 1 odtluszczone mleko krowie 2,4 g
> glukoza 4,9 g

> dwuweglan sodu (roztwor 7,5%) 2 ml

» gentamycyna 50mg/mli — 2 ml e
> woda redestylowana 92 ml B e
> osmolarno$¢ 365 mOsm/kg 2
> PH 6,99




Przechowywanie nasienia w cieklym
azocie

Rozrzedzalnik wedlug Naumienkowa 1
Romankoweyj:

> woda destylowana 100 ml

> laktoza 6,6 g

» mannitol 2,1 g

> EDTA 0,159

> cytrynian sodu 35,7% - 0,45 ml

> kwasny weglan sodu 4,2% - 0,35 ml
> zottko jaja kurzego 2,5 g

> glicerol 3,5 ml



SpPosob rozrzedzania i mrozenia
nasienia ogiera w modyfikacji Palmera

Rozrzedzalnik INRA-82:

> sterylne mleko UHT — 1 |

> roztwor (glukoza 50 g, laktoza 3 g, rafinoza 3 g,
cytrynian sodu 0,6 g, cytrynian potasu 0,82 g,
penicylina 100 tys. |.m., gentamycyna 100 mg) — 1 |

> zottko jaja kurzego 2%

> glicerol 2,5%




Technika mrozenia

RozrzedziC 1 cz. nasienia i 4 cz. roztworu INRA-82,
schtodzi¢ do temp. 4°C. Koncowa koncentracja
plemnikow powinna wynosic 100 min/ml, dokonac
1-godzinne] ekwilibracji w 4°C, nastepnie napetnic 0,5
ml stomki i zamrozi¢ w parach ciektego azotu.

Do inseminacji uzywa sie 8 stomek, ktore po wyjeciu z
ciektego azotu zanurza sie w tazni wodnej o temp.
37°C na 30 sek. Rozmrozone nasienie rozrzedza sie
w 16 ml rozrzedzalnika (INRA-82 bez dodatku
glicerolu) podgrzanego do temp. 37°C i dokonuje sie
unasienniania klaczy.



Konserwacja nasienia psa
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Sposoby postepowania z nasieniem
PSa.
% uzycie nasienia Swiezego bezposrednio po
pobraniu

< schlodzenie do temp.5-10°C i przechowywanie
przez 24 godz.

< rozrzedzenie i uzycie do inseminacji

< rozrzedzenie oraz schlodzenie do temp. okolo
4°C 1 przechowywanie przez kilka dni

< odpowiednie rozrzedzenie nasienia |
konserwacja poprzez zamrozenie w kulkach badz
stomkach.



Rodzaje rozrzedzalnikow dla nasienia psa:

» chude mleko po ogrzaniu do 92-94°C, przez 10
min. I schlodzone

> mleko UHT zawierajace 2% thuszczu

> Cytrynian sodu (2,9%) - 80%, zoltko — 20%

> Tris — zoltkowy zawierajacy 8% glicerolu i 20%
zOkka

» rozrzedzalniki komercyjne: Triadyl, Laiciphos,

Biociphos, Clone — sklad zastrzezony przez
producenta.




la kota

|a Nasienia

Konserwac




Konserwacja nasienia kota

Rozrzedzalnik zwykle zawiera: 20% zottka, 11% laktozy,
| 4% glicerolu oraz antybiotyki — penicyline 1000 j.m.,
streptomycyne 1000 ug/ml. Bezposrednio po pobraniu
nasienie jest rozrzedzane 200 pl 0,9% NaCl oraz 200 ul
rozrzedzalnika w temp. pokojowej. Nastepnie po
ekwilibracji trwajgcej 20 min. w temp. 5°C, nasienie jest
ponownie rozrzedzane 200 ul i zamrazane w formie
kulek na suchym lodzie lub w ciektym azocie. Najwyzszg
liczbe zywych plemnikow uzyskuje sie po szybkim
rozmrozeniu nasienia w temp. 37°C w ptynie o 0,154 mol
NaCl. DO inseminacji nasieniem mrozonym uzywa sie
dawki zawierajgcej 50 — 100 x 10° plemnikéw ruchliwych
w objetosci 0,1 ml.



Dziekuje za uwage.
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