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SANTRAUKA

Darbo tikslas — nustatyti atskiry skiediklio komponenty kiekybine jtakq spermatozoidy
fiziologiniams rodikliams kriokonservuotoje spermoje.

Paimta ir jvertinta sperma (spermatozoidy judrumas ne mazesnis kaip 7 balai —
70% judriy spermatozoidy, koncentracija ne mazesné kaip 0,8 min.) buvo praskiesta
skiedikliu. Sperma buvo skiedZiama du kartus. Pirmq kartq 27+1°C skiedikliu santykiu
1:1 ir vésinama 15 min 19£1°C temperatiiroje. Po to skiedZiama 19+1°C skiedikliu iki
reikiamos spermatozoidy koncentracijos. Sperma buvo fasuojama i 0,25 cm’ polipro-
pileno Siaudelius spermos isfasavimo ir uzkim§imo automatu.. Siaudeliai iSdéstymo
liniuote buvo sudedami | rémelius, kurie vésinti Saldytuve 4+1°C temperatiiroje, iSal-
domi ant jSaldymo jrenginio-skydo saugykloje KV6202. Spermai jSaldyti naudotas lak-
tozés-glicerino-kiausinio trynio skiediklis susidedantis is 11,5 g laktozés, 5 cm’ glice-
rolio, 20 ¢cm? kiausinio trynio ir 100 cm® distiliuoto vandens (kontrolé-bazinis skiedik-
lis), taip pat ruosti skiedikliai su 8, 9, 10, 10,5, 11,5 (kontrolé), 12 g laktozés — kiti
skiediklio komponentai isliko tie patys. Sumaisyti buliaus ejakuliatai buvo dalijami ir
skiedziami atitinkamu laktozés kiekiu skiediklyje. Toliau sperma buvo fasuojama, atve-
sinama ir Saldoma pagal tuos pacius technologinius procesus ir rezimus. Nustacius
tinkamiausiq laktozés kieki skiediklyje, iSaldant spermgq, isfasuotq lietuviskuose
Siaudeliuose, papildomai buvo idéta 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 mg natrio
citrato. Nustatéme, kad geriausias spermatozoidy judrumas jSaldant spermaq, isfasuotq
i 0,25 cm? polipropileno Siaudelius, buvo spermoje, praskiestoje skiedikliv su 10 ir
10,5 g laktozés /100 cm?. Lyginant su kontrole, Sis rodiklis buvo atitinkamai 5,9%
(P<0,025) ir 3,9% (P>0,1) didesnis. Gyvy spermatozoidy 11% (P<0,005) maziau ap-
tikta skiediklyje su 12 g laktozés (lyginant su kontrole). DidZiausias spermatozoidy su
nepazeistomis akrosomomis skaicius buvo spermoje, kriokonservuotoje panaudojant
skiediklius su 10 ir 10,5 g laktozés/ 100 cm’, — atitinkamai 55,0+7,8 ir 53,4+11,9%,
kontroliniame skiediklyje su 11,5 g laktozés — 51,8+7,1%. Spermatozoidy gyvybingu-
mas po 5 h laikymo 38+0,5°C temperatiroje buvo didziausias spermoje, praskiestoje
su 10, 5 g laktozés — 2,9+1,2 balo, su 10 g laktozés — 2,8+1,6 balo, t.y. atitinkamai 26%
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(P<0,005) ir 21,7% didesnis, lyginant su kontrole. Siekdami pagerinti spermos fizio-
loginius rodiklius, | skiediklj su 10,5 g laktozés papildomai jvedéme nuo 50 iki 400 mg
natrio citrato, intervale kas 50 mg. Nustatéme, kad natrio citratas turi jtakos sperma-
tozoidy judrumui ir iSgyvenimo trukmei, taciau neturi didesnés jtakos akrosomy issau-
gojimui. Geriausias spermatozoidy judrumas po spermos iSaldymo-atsildymo buvo tuo
atveju, kai skiediklyje buvo 200 mg natrio citrato — 5,7+0,1 balo arba 35,7% (P<0,001)
didesnis, gyvy spermatozoidy nustatyta 12,6% (P<0,001) daugiau, lyginant su kon-
trole.
RaktaZodiiai: sperma, skiediklis, komponentai, kriokonservavimas

IVADAS

Spermos kokybinius rodiklius didele dalimi apsprendzia reproduktoriaus $érimo ir lai-
kymo salygos [2, 14], aplinkos ir genetiniai faktoriai [20]. Dél Siy priezasc¢iy ne visada
pasiseka gauti geros kokybés sperma, todél stengiamasi mazinti spermatozoidy kieki
s¢klinimo dozéje [5, 22].

Kartu su spermatozoidais iSskiriamas lytiniy liauky sekretas neigiamai veikia sper-
matozoidus, mazindamas jy gyvybinguma bei iSgyvenimo trukmg. Spermatozoide dau-
giausiai vyksta katabolitiniai procesai, i$siskiria pieno rugstis, kuri yra viena i§ pagrin-
diniy spermatozoidy zuvimo priezaséiy. Todél vienas i§ svarbiausiy uzdaviniy kriokon-
servuojant sperma — sukurti skiediklius, kurie ne tik padidinty spermos turi, bet ir
apsaugoty spermatozoidus nuo neigiamy faktoriy spermos praskiedimo, atvésinimo bei
iSaldymo—atsildymo metu [15]. Kaip komponentai, | skiediklio sudéti jeina neelektro-
litai, elektrolitai, fosfolipidai, tiek gyvulinés, tiek ir augalinés kilmés [1, 4, 6, 8] antibio-
tikai. Visi komponentai turi biiti netoksiski, apsaugoti spermatozoidus nuo Sal¢io smi-
gio ir agliutinacijos, i§laikyti pastovy pH ir osmosini slégi [3, 5, 6, 7, 16, 18, 21, 25].
Daugelio skiedikliy sudétis nezinoma (Laicipfos 478, Biociphos PLUS, TRILADYL
Konzentrat). Jie pateikiami vartotojui, nurodant tik ju paruosimo badus. Sie sitilomi
skiedikliai palyginti brangis, didina ruosSiamos spermos savikaina [8, 12]. Yra rekomen-
duojama eilé skiedikliy, kuriy sudétis zinoma, taciau daznai jie susideda i§ daugelio
komponenty, — tai apsunkina skiediklio paruoSima, be to, jiec neduoda laukiamo efekto
[13, 17, 23, 24 ]. Itakos tam turi tai, kad skiedikliai kuriami pasirinktai spermos krio-
konservamo technologijai ir spermos iSfasavimo formai, todél misy darbo tikslas —
nustatyti atskiry skiediklio komponenty kiekybing itakq buliy spermatozoidams, iSaldant
sperma polipropileno $iaudeliuose.

TYRIMU SALYGOS IR METODAI

Darbas atliktas LVA Gyvulininkystés instituto Gyviiny reprodukcijos skyriuje bei AB
»Marijampolés regiono veislininkysté*“. Bandymams naudota sperma, kurioje spermato-
zoidy judrumas — ne mazesnis kaip 7 balai (70%), koncentracija — ne mazesné kaip 0,8
mlrd./cm®. Bandymo metu buvo naudojami sumaisyti ir padalinti to paties buliaus eja-
kuliatai.

Spermai atvésinti buvo naudojamas termostatas, susidedantis i§ korpuso ir elektrinés
dalies. [ korpusa istatomas stovas ir palaikoma 27+1°C temperatiira. [ termostata ide-
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dama 500 cm? kolba su skiedikliu, naudojamu pirminiam spermos praskiedimui. Sper-
ma buvo praskiedziama du kartus. Pirma karta — 27+1°C skiedikliu santykiu 1:1 ir
laikoma 15 min 19£1°C temperatiiroje (aplinkos temperatiira). Po to praskiedziama
19£1°C skiedikliu iki reikiamos spermatozoidy koncentracijos.

Sperma buvo fasuojama | 0,25 cm® Siaudelius spermos iSfasavimo ir uzkim§imo
masina. Siaudeliai i§déstymo liniuote buvo sudedami { rémelius, kurie vésinti $aldytuve
240 min. 4+2°C temperatiiroje, iSaldomi ant iSaldymo irenginio-skydo saugykloje KV
6202. Sickiant geriau stabilizuoti temperatiira spermos i§aldymo metu i$aldymo irengi-
nys buvo pagamintas i§ vario. Prie§ {Saldyma nuo saugyklos buvo nuimamas dangtis ir
prie Sono tvirtinamas metalinis stalelis, ant kurio i§déstomos i§ Saldytuvo iSimtos dézu-
tés su rémeliais. Ant saugyklos KV 6202 {Saldymo jrenginio vienu metu buvo sudedama
iki 8 rémeliy su 1144 Siaudeliais. Temperatiira spermos iSaldymo metu saugyklose,
iSaldymo {renginyje ir Siaudeliuose buvo kontroliuojama elektroniniais termometrais
TE-200 M arba ST-200 [19].

Laktozés kiekio jtaka spermos fiziologiniams rodikliams. Spermai jSaldyti nau-
dotas laktozés-glicerino skiediklis, susidedantis i§ 11,5 g laktozés, 5 cm? glicerolio, 20
cm’® kiauSinio trynio ir 100 ¢m? distiliuoto vandens(kontrolé).Skiedikliui ruosti imta 8,
9, 10, 10,5, 11,5 (kontrolé), 12 g laktozés, kiti skiediklio komponentai ir juy kieckybiné
sudétis iSliko tie patys. SumaiSyti buliaus ejakuliatai buvo dalijami ir skiedziami su
atitinkamu laktozés kiekiu skiediklyje. Toliau sperma buvo fasuojama, atvésinama ir
iSaldoma pagal tuos pacius technologinius procesus ir rezimus.

Natrio citrato kiekio jtaka spermos fiziologiniams rodikliams. [ laktozés-glice-
rolio-kiausinio trynio skiedikli papildomai buvo idéta 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350,
400 mg natrio citrato. Bandymui buvo naudojami sumaiSyti ir padalinti ejakuliatai,
praskiesti skiedikliu su atitinkamu natrio citrato kiekiu. Po spermos iSaldymo-atSildymo
buvo vertinami spermatozoidy fiziologiniai rodikliai. Taip pat iSbandyti skiedikliai su
ivairiais laktozés ir natrio citrato kiekiais, esant vienodam glicerolio ir kiausinio trynio
kiekiui (1 lentelé). Nustatytas optimalus laktozés bei natrio citrato kiekis skiediklyje,
iSaldant sperma, iSfasuota i 0,25 cm?® §iaudelius.

1 lentelé¢ Laktozés ir natrio citrato kiekio jtaka spermos kokybiniams rodikliams
Table 1. The effects of lactose and sodium citrate on semen quality

Kiekis
Content
Laktozé g
Lactose, g
10 10 10 10,25 1025 10,5 10,5 10,5 11 11 11 11,25 11,5 11,5 11,5
Natrio citratas mg
Sodium citrate mg
- 100 200 — 200 - 100 200 - 100 200 — - 100 200

Tyrimo duomeny biometrinis jvertinimas. Duomeny sisteminimui ir analizei buvo
naudotas biometrinis metodas. Sudarant imtj tyrimams buvo siekiama, kad ji baty tipiné
ir reprezentatyvi, atspindinti populiacija (generaling visuma). Imties statistikai iSreiksti
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buvo apskaiciuoti biometriniai pozymiy rodikliai. Parametry ir statistikos skirtumams
ivertinti buvo nustatytos imties paklaidos.

Biometriniams rodikliams apskaiciuoti buvo naudota skaiciuoklée EXCEL bei LVA
Gyvulininkystés instituto skai¢iavimo centre sukurta biometrinés analizés programa.
Pagal tyrimy tikslus atskiriems poZymiams buvo apskaiéiuotos tokios biometriniy ro-
dikliy grupés:

* poslinkio charakteristikai — paprastas aritmetinis vidurkis ir moda;

* sklaidos charakteristikai — variacijos rodikliai (maksimalios bei minimalios pozy-
miy reikSmés, variacijos amplitudé, vidutinis kvadratinis nuokrypis bei variacijos koe-
ficientas);

* tyrimuose gauty rezultaty reprezentatyvumui jvertinti — aritmetinio vidurkio pa-
klaida bei dviejy im¢iy aritmetiniy vidurkiy skirtumo patikimumas.

Atliekant atrankinius steb¢jimus, tyrimuose gautos statistinés paklaidos daugumoje
atvejy nuo vidurkio skyrési ne daugiau kaip 5%. Tai irodo, kad bandymai buvo atlikti
metodiskai teisingai.

Dviejy im¢iy tam tikro rodiklio vidurkio skirtumo patikimumui nustatyti buvo ap-
skaiCiuotas tikimybinis kriterijus t:

kur d = x, - x, — vidurkiy skirtumas;

md = /m3$ + mZ — vidurkiy skirtumo paklaida.

Skirtumas d laikomas statistiskai patikimu, jei tikimybé P < 0,05. Ji jvertinta skai-
¢iuoklés EXCEL TTEST funkcijos pagalba.

Tyrimy duomenys lentelése ir paveiksluose yra pateikiami, nurodant pozymiy arit-
metinj vidurki (M) bei jo paklaida (m ). Kiti biometriniai rodikliai yra komentuojami
bandymy medziagos analizéje.

REZULTATU APTARIMAS

Paimtus ejakuliatus po jvertinimo mai$éme ir dalinome i 6 dalis, kurias skiedéme skie-
dikliu su 8, 9, 10, 10,5, 11,5 (kontrol¢), 12 g laktozés/100 cm® skiediklio. Geriausias
spermatozoidy judrumas buvo spermoje, praskiestoje skiedikliu su 10 ir 10,5 g laktozés
/100 cm?® (2 lentelé).

Lyginant su kontrole, $is rodiklis buvo atitinkamai 5,9% (P<0,025) ir 3,9% (P>0,1)
didesnis. Skiediklyje su 8 ir 9 g laktozés judrumas didesnis 1,9% (P<0,4), o skiediklyje
su 12 g laktozés — 11,8% (P>0,001). Gyvu spermatozoidy 11% (P <0,005) maziau
aptikta skiediklyje su 12 g laktozés (lyginant su kontrole). Didziausias spermatozoidy
su nepazeistomis akrosomomis skai¢ius buvo spermoje, kriokonservuotoje panaudojant
skiediklius su 10 ir 10,5 g laktozés / 100cm® — atitinkamai 55,0+7,8 ir 53,4+11,9%,
kontroliniame skiediklyje su 11,5 g laktozés — 51,8+7,1%. Spermatozoidy gyvybingu-
mas po 5 h iSlaikymo 38+0,5°C temperatiiroje buvo didziausias spermoje, praskiestoje
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straws (n=40)

2 lentelé. Laktozés kiekio jtaka j 0,25 em’ polipropileninius Siaudelius (n = 40) isfasuotos spermos
fiziologiniams rodikliams
Table 2. The effect of lactose content on physiological responses of semen packaged into 0.25 cm®

Spermatozoidy rodikliai po atsildymo Spennatozc;lgfor (;d:ghtaeg;ef;t;ﬂ?kymo prie
Llili(f:l(ziz::s Sperm indicators after thawing Sperm indicators after 5 h exposure at 38+0.5°C
/100cm’ Gyvy Nepazeisty | Judru- Gy
gL Judrumas | spermatozoi- | akrosomy | mas e . Absoliutus
actose balais dy % % balais | SPermatozoidy |Gyvybingu- gyvybingumas
content, o : . % Live mas .
/100cm’ Motility, Live Intact Motili- spermatozoa Survival Absoliute
g points spermatozoa, | acrosomes, ty, P % ? survival
% % points ¢
8 5,2+0,9 58,0+£2,7  46,7£11,9 2,119  27,0+5,6 5,9+0,3 19,6+0,1
9 5,2+0,6 57,7+2,3 51,0+6,1 2,6+14  33,8+4,1 6,2+0,3 22,8+0,1
10 5,4+0,7% 57,2+1,9 55,0+7,8 2,8+1,6  33,8+#3,9  7,3+0,3%*%* 28,6+0,1%***
10,5 5,3+0,8 56,5£2,8  534+12,0 2,9+1,2  36,3+4,2  7,5+0,6%**%  253+0,1
11,5
(kontr.) 5,1+1,0 55,7+3,7 51,8+7,1 2,3%1,3 26,5+5,8 6,9+0,2 20,8+0,1
(Control)
12 4,5£1,2%%%% 44 T4 2¥F* 429452  2.3+1,5 30,0+5,8 6,7+0,8 21,4+0,1

*P<0,025; ¥***%P<0,005; ****P<0,001.

su 10,5 g laktozés — 2,9+1,2 balo, su 10 g laktozés — 2,8+1,6 balo; tai atitinkamai 26
ir 21,7% (P<0,005) daugiau, lyginant su kontrole. Ilgiausiai spermatozoidai iSgyveno
skiediklyje su 10,5 g laktozés — 7,5 h tai 8,7% ilgiau lyginant su kontrole. Pagal
absoliuty gyvybinguma geriausi spermatozoidy rodikliai buvo skiediklyje su 10 g lak-
tozés — 35,7% (P<0,001) didesni nei kontroléje. Siekdami pagerinti spermos fiziologi-
nius rodiklius, i skiedikli su 10,5g laktozés papildomai jvedéme natrio citrata nuo 50
iki 400 mg intervale kas 50 mg (3 lentelé).

Nustatéme, kad natrio citratas turi itakos spermatozoidy judrumui ir iSgyvenimo
trukmei, taciau neturi didesnés itakos akrosomy iSsaugojimui. Geriausias spermatozoidy
judrumas po spermos jSaldymo-at$ildymo buvo tuo atveju, kai skiediklyje buvo 200 mg
natrio citrato — 5,7+0,1 balo, 35,7% (P<0,001) didesnis, gyvy spermatozoidy nustatyta
12,6% (P<0,001) daugiau, lyginant su kontrole. I skiedikli idéjus 250 mg / 100 cm?
natrio citrato, spermatozoidy judrumas sumazéjo 7,0% (P<0,01), lyginant su spermos,
praskiestos skiedikliu su 200 mg natrio citrato, rodikliais, ir 26,2% (P<0,001) padidéjo,
lyginant su kontrole (skiedikliu be natrio citrato). Akrosomos geriausiai iSsisaugojo
skiediklyje su 250 mg /100 cm® natrio citrato — 58,2+0,78 %, taCiau skirtumas buvo
statistiStikai nepatikimas, lyginant su kontrole. Po 5 h laikymo 38+0,5°C temperatiroje
spermatozoidy judrumas spermoje, kriokonservuotoje panaudojus skiedikli su 10,5 g
laktozés ir 200 mg natrio citrato, buvo du kartus didesnis nei kontroléje ir sieké 3,1+
0,1 balo.

Papildomai {Saldéme sperma, praskiesta skiedikliais su 10-11,5g laktozés ir 100 bei
200 mg natrio citrato bei be jo (4 lentelé).

Skiediklis su 11,5 g laktozés / 100 cm?® skiediklio néra tinkamiausias praskiesti ir
{Saldyti sperma, i$fasuota { 0,25 cm? polipropileno $iaudelius. Siuo atveju po isaldymo-
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3 lentelé. Natrio citrato kieko jtaka spermos fiziologiniams rodikliams, jSaldant j 0,25 cm®
Siaudelius (n = 12) i§fasuotg sperma su 10,5 g laktozés

Table 3. The effect of sodium citrate on semen physiological responses at semen freezing with
10.5 g lactose packaged into 0.25 cm® straws (n = 12)

Spermos fiziologiniai rodikliai
Sperm physiological responses

Natrio Po atgildymo Po 5 h i§laikymo 38+0,5°C

citrato After thawing After 5 h exposure at 38+0.5°C

Kiekis Gyvy Sveiky Gyvuy Sveiky . Absohgtus
mg Gyvybin- gyvybin-

> |Judrumas | spermato- | akrosomy |Judrumas | spermato- | akrosomy
Sodiu . . . . gumas gumas
balais | zoidy % % balais | zoidy % % . .

m o - e . Survival Absoliute
. Motility Live Intact | Motility Live Intact o

citrate . . survival

points | sperma- | acroso- | points |spermatoz| acroso-
conten
tozoa, % | mes, % oa, % mes, %

t, mg

kontr.

(Cont- 4,2+0,1 46,7+1,5 56,3+1,6 1,5+03 20,6+1,3 32,6+1,1 18,6+1,0 6,7+0,3
rol)
50 5,003 528+1,0 56,2+1,1 1,8+0,2 18,1+0,3 324+1,3  21,6%1,5 7,2+0,2
100 5,002 52,2+0,9 57,7¢1,3 2,0+0,3 28,0+0,8 33,5+1,0  22,5+1,6 7,8+0,3
150 52403 57,1x1,7 579+1,6 23+0,2 284+0,7 31,2#0,7  25,0+1,2 8,3+0,3

5,7 3,1 339 10,0
200 £0, 1555 59,3+1,1 57,4+0,9 +0, 1 Frr 32,7+1,0 31,1+0,8 IREESEI P
250 +0 ?ix* 56,0£0,7 58,2+0,8 2,7+0,1 24,2+0,9 28,7+0,6  26,4+0,9 9,0+0,2
300  4,8+1,1 51,9+0,7 55,6+0,7 2,0+0,2 214+1,1 26,7+0,9  21,7+1,6 8,0+0,4
350 4,5+0,0 46,908 55.8+1,3 1,7+0,2 20,7+1,5 28,7+0,7 18,1+0,9 6,8+0,3
400 4,502 46,8+1,1 53,6+1,5 1,302 13,4+0,7 26,9+0,6 16,5+0,5 6,7+0,5
#HHEP<0,001.

4 lentelé. Spermos, jSaldytos su jvairiais laktozés ir natrio citrato Kiekiais, fiziologiniai rodikliai
Table 4. Physiological responses of semen frozen with various contents of lactose and sodium
citrate

Skiediklio sudétis (n=24) Spermatozoid
Diluent composition (n=24) . P u
—— Spermatozoidy | judrumas po 5h .
Natrio citrato . . o Absoliutus .
N L. judrumas po | laikymo 38+0,5°C . | Gyvybingu-
Laktozes kiekis | kiekis mg/100 < o gyvybingumas
3 5 atSildymo temperatiiroje - mas
g/100 cm cm P Absoliute .
e . . Post-thaw Sperm motility . Survival
Lactose content,| Sodium citrate L survival
/100 cm®  |content, mg/100 sperm motility | after 5 h exposure
g C;n3 at 38+0.5°C
10 - 4,8+0,6 3,0+0,1 32,109 10,2+0,1
10 100 5,1+0,1 2,9+0,6 32,4+0,7 10,3+0,2
10 200 5,0+0,7 3,4+0,1 36,1+0,6 10,6+0,2
10,25 - 4,8+0,1 2,8+0,1 31,7+0,6 10,8+0,4
10,25 200 5,0+0,1 3,6+0,3 39,1+0,8 11,5+0,2
10,5 - 4,9+0,1 3,2+0,1 34,1+0,6 11,2+0,1
10,5 100 5,1+0,1 3,4+0,1 38,7+0,9 11,7£0,2
10,5 200 5,5£0,1%* 3,9+0,1%%* 44,1£]1,1%%%% 12,940, ] ***
11 - 4,6+0,1 2,8+0,1 29,9+0,9 9,4+0,2
11 100 5,2+0,6 3,1+0,2 33,9+1,2 10,1+0,2
11 200 4,7+0,1 3,5+0,1 27,9+0,7 9,2+0,2
11,25 - 4,5+0,2 2,1+0,1 24,2+0,8 8,1+0,2
! l(go(nkt‘r’gg ) . 4,5+0,1 2,1+0,1 23,9+0,4 8,4+0,2
11,5 100 4,4+0,1 2,3+0,1 25,5+1,1 8,8+0,2
11,5 200 4,5+0,1 2,0+0,1 24,7+0,6 8,5+0,2

##P<0,01; ***P<0,005; ****P<0,001.
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atSildymo bei po 5 h i§laikymo 38+0,5°C temperatiiroje gautas maZiausias spermatozoi-
dy judrumas, iskaitant absoliuty gyvybinguma ir gyvybinguma. Papildomai | skiedikli
su 11,5 g laktozés/100 cm® idéjus 100 arba 200 mg natrio citrato, spermos kokybiniai
rodikliai pakito nezenkliai. Geriausi spermos rodikliai buvo tuo atveju, kai sperma buvo
iSaldyta skiediklyje su 10,5 g laktozés ir 200 mg natrio citrato. Sitilomas skiediklis yra
ruoSiamas vartojimui sekancia tvarka:

[ Svaria sterilia, temperatiirai atsparia kolba ipilamas reikalingas kiekis vandens,
uzdengiama ir virinama 20 min. Po to j 90-95°C kar$ta vanden] suberiama ir i$tirpina-
ma laktozé, supilamas glicerolis, iSmaiSoma, kolba uzdengiama pergamentiniu popie-
rium ir vandens vonioje virinama 10-15 min. Po to tirpalas atvésinamas iki 28-30°C,
idedama sanuojanti medziaga, kiauSinio trynys, paskiausiai idedama 200 mg natrio
citrato. Sukant kolba, tirpalas kruopsciai iSmaiSomas.

Atlike karviy séklinimg kriokonservuota sperma, nustatéme, kad naujo skiediklio pa-
naudojimas, lyginant su baziniu, apie 4,5% padidino karviy apsivaisinima (panaudota
50 takst. v.v. spermosano—3 dozé 100 cm?® skiediklio) (5 lentelé).

5 lentelé. Karviy apsivaisinimo rezultatai priklausomai nuo panaudoto skiediklio
Table 5. Fertilization of cows depending on the extender used
. Sanuojanciy medziagy | Séklinta | Apsivaisino | Apsivaisini-
Skiediklis Sr;“e‘é‘;’f;‘“: kiekis tiikst. Karviy karviy mo %
Extender Deter 6%1 . v.v./100 cm’ skiediklio | No. of No. of Fecundation
& Amunt of detergent cows fertilized rate
LGK
(kontrolé¢) Spermosanas-3 50,0 222 116 52,3
(Control)
LGCK Spermosanas-3 50,0 192 109 56,8
ISVADOS

1. Geriausias spermatozoidy judrumas buvo spermoje, praskiestoje skiedikliu su 10 ir
10,5 g laktozés /100cm?®. Lyginant su kontrole, Sis rodiklis buvo atitinkamai 5,9 (P<0,025)
ir 3,9% (P>0.1) didesnis. Spermatozoidy gyvybingumas po 5 val. laikymo 38+0,5°C
temperattiroje buvo didziausias spermoje, praskiestoje su 10,5 g laktozés — 2,9+1,2 balo
arba atitinkamai 26% (P<0,005) didesnis, lyginant su kontrole. Ilgiausiai spermatozoi-
dai iSgyveno skiediklyje su 10,5g laktozés — 7,5 h, kas 8,7% daugiau, lyginant su
kontrole.

2. Natrio citratas turi itakos spermatozoidy judrumui ir i§gyvenimo trukmei, taciau
nepadeda iSsaugoti akrosomas. Geriausias spermatozoidy judrumas po spermos iSaldy-
mo-atSildymo buvo tuo atveju, kai | skiedikli su 10,5 g laktozés buvo idéta 200 mg
natrio citrato — 5,7+0,1 balo, arba 35,7% (P<0,001) didesnis, gyvu spermatozoiduy,
esant tam paciam laktozés kiekiui, nustatyta 12,6% (P<0,001) daugiau, lyginant su
kontrole.

3. Naujas skiediklis, palyginti su baziniu, apie 4,5% padidino karviy apsivaisinima
(panaudota 50 tikst. v.v. spermosano—3 dozé¢ 100 cm® skiediklio).
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THE EFFECTS OF DILUENT COMPOSITION ON THE QUALITATIVE
INDICATORS OF BOVINE SEMEN
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R. Zebenkos str. 12, LT-82317 Baisogala, Radviliskis distr, Lithuania

Summary

The semen with the sperm motility of not lower than 7 points (70% motile spermatozoa) and
concentration not lower than 0.8 million was diluted two times. The first dilution was at a rate of
1:1 with a diluent of 27+1°C and cooled for 15 minutes at 19+1°C. Afterwards, the semen was
diluted with a diluent of 19+1°C up to the required sperm concentration. The semen was packaged
into 0.25 cm?® polypropylenic straws with the semen packaging and sealing machine. The straws
were placed into racks and cooled in a refrigerator at 4+1°C, then frozen on the freezing device-
shield in the container KV 6202. The lactose-glycerol-egg yolk extender was used for semen
freezing. The control extender contained 11.5 g lactose, 5 cm?® glycerol, 20 cm?® egg yolk and 100
cm’® distilled water. Also extenders with 8, 9, 10, 10.5 and 12 g of lactose were prepared with the
other extender components remaining unchanged. Mixed bull ejaculates were divided and diluted
with a corresponding lactose content in the extender. Afterwards, the semen was packaged, cooled
and frozen on the basis of the same technological processes and regimes. After determination of
the most suitable lactose content in the extender for semen packaging, 50, 100, 150, 200, 250, 300,
350 and 400 mg of sodium citrate was added. Our study indicated that the highest sperm motility
at semen packaging into 0.25 cm?® polypropylenic straws was found in the semen diluted with the
extender containing 10 and 10.5 g lactose / 100 cm?, and this result was 5.9% (P<0.025) and 3.9%
(P>0.1) higher in comparison with the control extender. The percentage of live spermatozoa was
11% (P<0.005) lower when the extender containing 12 g lactose was used. The highest number
of spermatozoa with intact acrosomes was found in the semen frozen with the extenders containing
10 and 10.5 g lactose / 100 cm’, this indicator was, respectively, 55+7.7% and 53.4+11.9% if
compared with 51.8+7.1% when the control extender was used. Sperm viability after 5 h storage
at 38+0.5°C was highest in the semen diluted with the extender containing 10.5 g lactose (2.9+1.2
points) and 10 g lactose (2.8+1.6 points). These results were, respectively, 26 (P<0.005) and
21.7% higher in comparison with the control extender. In order to improve the physiological
responses of semen, sodium citrate from 50 to 400 mg, at an interval of 50 mg, was added into the
extender containing 10.5 g lactose. Our study indicated that sodium citrate had influenced sperm
motility and survival time but had no significant influence on acrosome survival. The highest post-
thaw motility of spermatozoa was determined when the extender contained 200 mg sodium citrate
(5.740.1 points), 250 mg / 100 cm® sodium citrate addition reduced sperm motility by 7.0%
(P<0.015) in comparison with 200 mg / 100 cm® sodium citrate addition (P<0.001). However,
sperm motility was 26.2% higher (P<0.001) if compared with the control extender without sodium
citrate. The acrosomes were best preserved in the extender with 250 mg / 100 cm?® sodium citrate
(58.24+0.78%) but the difference was statistically insignificant. After 5 hour exposure at 38+0.5°C,
sperm motility in the semen frozen with the extender containing 10.5 g lactose and 200 mg sodium
citrate was twice higher than that with the control extender and made up 3.1£0.1 points.
Keywords: semen, extender, components, cryopreservation

! Corresponding author. Tel. +370 422 65383, e-mail: vidmantas@]gi.lt
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BJIMSAHUE COCTABA CPEIbI HA ®U3NOJOTMYECKHUE IMOKA3ATEJIN
CEMEHU BbIKOB

BugmanTac Iuiasinkac?

WHerutyT *%uBOTHOBONCTBA JIMTOBCKOIT BeTEpMHAPHOMN aKaJeMUH,
P. XKebenxoc yn. 12, LT-82317 baiicoeana, Paosuruwikckuii p-on, Jlumea

Pesrome

Jnis uccnenoBaHuil MCMOMb30BANIOCH CeMsi OBIKOB C TIOJBMKHOCTBIO CIICPMATO30H 0B
He MeHee 7 0amoB M MX KOHUEHTpaiueid He menee 0,8 mupa. B 1 M.

B cBsi3u ¢ TeMm, 4TO mMpUMEHsieMas JIaKTo30-IuiepuHo-kentounas (JIIK) cpena
MpeHa3HAYCHA JIJTs1 3aMOPAKMBAHUS CEMEHH B TPaHyJiaX, POBEIH UCCICIOBAHUS 110 €€
YCOBEPIICHCTBOBAHHUIO.

B ombiTax u3yueHoO BIMSHUE Pa3IMYHBIX KOJMYecTB Jiakto3sl: 8, 9, 10, 10,5, 11,5
(xoutpons) u 12 T Ha 100 cM® GUIMCTHIIMPOBAHHOW BOMABI Ha (DPU3HMOJIOTHUECKHE
MOKAa3aTeNll ceMeHU. Bo Bce cpefibl ¢ pa3uuHBIM KOJTMYSCTBOM JIAKTO3BI JOOABIISIH IO
5 mu munepuHa U 20 MJ1 KeNnTKa KypUHOTO siiila.

Jlyumve OwoiorMYecKHE TOKa3aTeld CIIEPMATO30MIOB MOCJIEC 3aMOPaKUBAHUS
CEMEHU B COJOMHMHKax ObuIM mpH ucnosb3oBanuu cpex ¢ 10 m 10,5 r nakrossr:
COOTBETCTBEHHO MOABIXHOCTH crepmaro3oumoB (IIIIO) — 5,3+0,8 u 5,4+0,7 Gamna;
J03MHOTPHUIIATEIBHBIX CIIEPMAaTO30UA0B ObLIO 56,5+2.8 u 57,2+ 1,9%; ¢ Hemo-
BpexJIeHHOU akpocomoi — 53,4+12,0 u 55,0+7,8%. Ilocae 5-uacoBod BBIAEPKKH MPHU
38+0,5°C TIIIJ 6buto 2,8+1,6 u 2,9+1,2 Gamia, 03MHOTPHLIATEIBHBIX CIIEPMATO30H-
noB — 33,8+3,9 u 36,3+4,2%, moka3zarens aObCOMIOTHOM BhDKHBaeMocTH (S) — 25,3+0,1
u 28,6+0,1 yci. en., BEDKUBaeMOCTh B yacax (4) — 7,3+0,3 u 7,5+£0,6. DT nokasarenu
OBLIH BBIIIE 110 CPABHCHHUIO C KOHTPOJIEM COOTBETCTBEHHO Ha 3,9-5.9, 1,427, 3,1-6,2,
21,7-26,1, 27,5-37,0, 21,6-37,5, 5,8-9,7% (P> 0,5 — P< 0,001).

VYBenudeHue KOJIWUYECTBA JIAKTO3bl JIO 12 T MJIM K€ CHUXKEHHE ero 10 9 u
8 1/100 cM> BoIbl BEAET K CHIKEHUIO OMOJIIOIMYECKUX IIOKa3arelieil CeMEHHU.

B mocneayromux ompITaX W3yYEHO BIUSHUC Pa3HBIX J103 HATPHUS LUTpara Ha
OUOJIOTHYECKHE TMOKA3aTeNIM 3aMOPOKEHHOr0-0TTassHHOro cemenn. K 100 cm® cpenmpl
ontuMaabHOro Bapuanra (¢ 10,5 v makro3sr) podasmsmu 50, 100, 150, 200, 250, 300,
350 u 400 mr narpus nurpara. KoHtponem ciyxuia cpena 0e3 HaTpHs LUTpara.

Jlydiie OMoIorHYecKie MoKa3aTeIl CEMEHH MOCIE OTTauBAHUS ObLTH MIPH HUCTIONb-
30BaHuu cpensl ¢ 200 mr Hatpus nutpata. Ilo cpaBHEHUIO ¢ KOHTpoieM (IIPU HCIIOIb-
30BaHUU cpenbl 0e3 Harpus rurpara) I1I1J] 6suto Beime Ha 35,7% (P<0,001), 303u-
HOTPHIIATEIBHBIX CIIEPMATO30MI0B ObUTO Oombmie Ha 12,6% (P<0,005), ¢ HemoBpex-
JeHHo# akpocomoil — Ha 1,1% (P>0,5). Ilocne 5-uacoBoit Beiaepkku npu 38+0,5°C

2 Asrop mis nepenucku. Ten. +370 422 65383, e-mail: vidmantas@]lgi.lt
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MIT 6su10 BRIIIE B 2 pa3a, S03MHOTPHIIATENBHBIX CIIEPMATO30MA0B OBUTO OOJbIIE Ha
12,1% (P<0,005), S — na 82,3% u 4 — Ha 49,3% (P<0,001).

Ha ocHOBaHWM pe3yinbTaTOB NPOBEICHHBIX HCCIICAOBAHUN ObLIa NpEIIokKEeHA
JIAKTO30-TIIMIICPHUHO-ITUTpaTHO-kentoynas cpena (JIFTK), ans 3aMmopakuBaHus CeMEHI
OBIKOB B COJIOMHHKAX CIIEAYIOMIETO cocTaBa: jJakro3a — 10,5 T, murpar Hatpus — 0,2 T,
DIUIEprH — 5,0 M, JKeNTOK KypHHBIX suil — 20 cM?, Boma GmmuctrutapoBanast — 100 e’
Kak canmpyrommii mpemnapar npuMeHsuia criepmocan—3 B go3e 50,0 teic. EII/ 100 cm®
cpenpl.

KunioueBble ciioBa: cems OBIKOB, pa30aBHTENb, KOMIOHEHTHI, 3aMOPAKHBAHUE
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