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STRESZCZENIE

Wplyw modyfikacji wybranych etapéw technologii kriokonserwacji nasienia knura
na wlasciwosci biologiczne plemnikéw

Stowa kluczowe: knur, plemniki, frakcjonowana plazma nasienia, biatka, kriokonserwacja

Niniejsza praca obejmowata trzy doswiadczenia (Dosw. 1, Dosw. 2 oraz Dogw. 3)
oparte na modyfikacjach protokotu zamrazania nasienia. W Dosw. 1 zbadano wplyw réznych
dlugoterminowych rozcienczalnikow na wasciwosci biologiczne plemnikow po 24-godzinnym
okresie przechowywania nasienia w temperaturze 10°C. Nastepnie dokonano oceny
przezywalno$ci plemnikow przechowywanych z dodatkiem frakcjonowanej plazmy nasienia
zarowno przed zamrozeniem (Dosw. 2), jak i po rozmrozeniu (Dosw. 3). Wtym celu
zastosowano rozne warianty okresu przechowywania nasienia z dodatkiem rozcieficzalnikow
dtugoterminowych (2 godz./17°C, HT 1; 24 godz./10°C, HT 2). W Dosw. 2 proby schtodzonego
nasienia inkubowano w obecnosci frakcjonowanej plazmy nasienia uzyskanej po sgczeniu
molekularnym (SP 1 > 40 kDa i SP 2 < 40 kDa), pelnej plazmy nasienia (WSP) oraz
rozcienczalnika Beltsville Thawing Solution (BTS). Dosw. 3 polegato na dodatku frakeji
opisanych w Dosw. 2 do préb zamrazanych-rozmrazanych plemnikéw (PT) pochodzacych
od knuréw produkujacych ejakulaty o dobrej i stabej przydatnosci do kriokonserwacji. Znaczne
r6znice w parametrach ruchliwosci plemnik6w obserwowano zaré6wno przed zamrozeniem jak
i po rozmrozeniu nasienia w zalezno$ci od wariantu HT. Wartosci charakterystyki
kinematycznej ruchu kriokonserwowanych plemnikéw byly istotnie wyzsze w okresie
optaszczania HT 2. Uzyskano takze wyzszy odsetek plemnikéw PT z nienaruszonymi blonami
plazmatycznymi w okresie oplaszczania HT 2. Analiza SDS-PAGE wykazala zmiany w
profilach elektroforetycznych biatek membranowych kriokonserwowanych plemnikow
pomiedzy grupami HT. Réznice migdzyosobnicze w przezywalnosci plemnikow uwidaczniaty
si¢ w probach z dodatkiem SP 1 lub SP 2. W Dos$w. 3 wykazano, 7e dodatek frakcji SP 1 lub
SP 2 po rozmrozeniu istotnie obnizyt podatnos¢ plemnikéw na uszkodzenia w poréwnaniu z
probami przechowywanymi z BTS. Przeprowadzone badania dowodza, ze przedtuzone w
czasie schtadzanie rozcieficzonego nasienia zwieksza kriotolerancje plemnikéw. Stwierdzono
ponadto, ze interakcje sktadnikéw plazmy nasienia z plazmolemg plemnikéw podczas
kriokonserwacji zwigkszaja przezywalnos¢ tych komérek po rozmrozeniu. Uzyskane w
niniejszej pracy wyniki moga by¢ przydatne w udoskonalaniu technologii kriokonserwacji
nasienia knura.
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ABSTRACT
Effect of modifications of cryopreservation protocol of boar semen
on sperm quality characteristics

Keywords: boar, spermatozoa, fractionated seminal plasma, proteins, cryopreservation

In this study three experiments (Exp. I — Exp. III), based on the modifications of the freezing
protocol, were performed to improve the quality of post-thaw (PT) boar semen. Exp. I was
performed to investigate the effect of different long-term extenders on PT semen quality
following a 24-h holding time (HT) period, whereas the other two experiments were based on
the assessment of PT sperm survival following the supplementation of fractionated seminal
plasma (SP) to pre-freeze and frozen-thawed semen (Exp. II and Exp. III, respectively). Prior
to freezing, semen was diluted in long-term extenders and held at different time periods and
temperatures (2h/17°C, HT 1; 24h/10°C, HT 2). Fractionated SP obtained by gel filtration
chromatography (SP 1 > 40 kDa and SP 2 < 40 kDa), whole seminal plasma (wSP) and
Beltsville Thawing Solution (BTS) were added to the pre-freeze semen at the initial stage of
the freezing protocol (Exp. II). In Exp. Il fractionated SP was added to frozen-thawed semen
from boars with different sperm freezability. Sperm quality characteristics were monitored in
the pre-freeze and PT semen. Wide variations in motility characteristics were observed among
boars in the pre-freeze and PT semen, irrespective of the HT group. Sperm motility
characteristics were significantly higher in the HT 2 group after freezing-thawing. Likewise,
higher proportions of frozen-thawed spermatozoa with intact membrane integrity were
observed in the HT 2 group. SDS-PAGE analysis of FT spermatozoa showed variations in the
amounts of sperm membrane proteins between the HT groups. In Exp. II it was found that boar
and treatment were the main sources of variations in PT semen quality. Consistent boar
differences in frozen-thawed spermatozoa with intact membrane integrity and viability were
more marked in the SP1- and SP2-treated samples. In the third experiment treatment of frozen-
thawed semen with either SP 1 or SP 2 significantly improved the sperm survival compared
with BTS-treated semen. The results of this study showed that prolonged cooling of extended
semen increases the sperm cryo-tolerance. Furthermore, it has been confirmed that the
interactions of the SP components with the plasma membrane of spermatozoa, prior to freezing
or after freezing-thawing, enhance sperm cryo-survival. The results of this study are useful to

improve the cryopreservation of boar semen.
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