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\ΚΛΠΟΝ l i l l i Λ \ Κ I UN 1 ΤΑΙΡΕΙΑΣ, 1978, T. 29, τ. I 

ΕΞΑΚΡΙΒΩΣΙΣ TOY ΑΡΙΣΤΟΥ ΧΡΟΝΟΥ ΕΕΙΣΟΡΡΟΠΗΣΕΩΣ ΤΗΣ 
ΓΛΥΚΕΡΙΝΗΣ ΕΙΣ ΤΟ ΣΠΕΡΜΑ ΤΟΥ ΤΑΥΡΟΥ 

Ύπό 

XP. Δ. ΚΟΥΤΣΟΥΡΗ· και ΑΔ. ΝΙΚΟΛΑΪΔΟΥ-ΒΑΡΕΛΛΑ* 

DETERMINATION OF OPTIMUM GLYCEROL EQUILIBRATION TIME 
OF BULL SEMEN 

By 
CH. D. KOUTSOURIS· and AD. NIKOLAIDOU-VARELLA* 

SUMMARY 

A total of 320 semen samples from 64 sires of the Br. Swiss, Holstein, Charolals and Sim-
mental breed, aged 2 - 1 0 years, were examined for the purpose of determining the optimum gly
cerol equilibration time. 

The semen to the above bulls was frozen And the percentage of spermatozoa revival was esti
mated, after an equilibration time of 0, 1, 3, 5, *7, 9, 11, 13, and 24 hours. 

The results obtained can be summarized as follows: 
1. There was a significant difference (P<0.05) in the percentage of revival, after equilibration 

at various time intervals. 
2. The optimum glycerol equilibration time fluctuated and varied between 7 - 1 3 hours 

(8.7+2,58). 
3. The fluctuation of the optimum glycerol equilibration time, both among breeds and among 

bulls of different age, was not significant 
Determination of optimum glycerol equilibration time of the semen of the bulls of the station 

may serve as a criterion for their classification in groups, which will ultimately result in obtaining 
batches of frozen semen of better quality and higher conception rate. 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Δια τήν κατάψυξιν του σπέρματος απαραίτητος τυγχάνει ή παρουσία της γλυκερίνης. Ά μ α 
τη προσθήκη της γλυκερίνης είς το σπέρμα αδτη διεισδύει εντός των σπερματοζωαρίων και ε
ξέρχεται έξ αυτών ύδωρ. Τούτο συνεχίζεται μέχρις επιτεύξεως της αυτής πυκνότητος γλυκερί-

* Σταθμός Έρεύνης Κτηνοτροφίας Διαβατών - Θεσσαλονίκης. 
* Animal Breeding Research Station, Diavata - Thessaloniki, Greece. 
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νης εντός και έκτος τών σπερματοζωαρίων. Το φαινόμενον τοΰτο καλείται έξισορρόπησις της 
γλυκερίνης, ό δέ απαιτούμενος χρόνος, «χρόνος έξισορροπήσεως». 

Όσον άφορφ εις τήν διάρκειαν τοΰ χρόνου έξισορροπήσεως της γλυκερίνης αί γνώμαι τών 
διαφόρων ερευνητών διίστανται μεγάλως. Οΰτω, ή άναγκαιότης εξευρέσεως ενός αορίστου 
χρόνου έξισορροπήσεως της γλυκερίνης αναφέρεται ύφ' δλων σχεδόν τών ερευνητών ανεξαρ
τήτως τών χρησιμοποιουμένων αραιωτικών μέσων, του τρόπου καταψύξεως τοϋ σπέρματος 
κλπ. 

Ό Williams (15), δστις έμελέτησεν τήν έπίδρασιν διαφόρων χρόνων έξισορροπήσεως της 
γλυκερίνης έπί της γονιμότητος τοΰ κατεψυγμένου σπέρματος παρετήρησεν δτι, το ποσοστόν 
άναβιώσεως τών σπερματοζωαρίων, μετά από έξισορρόπησιν της γλυκερίνης έπί 6 ώρας ήτο 
κατά 10% χαμηλότερον εκείνου μετά άπό έξισορρόπησιν 18 ωρών. Τό ποσοστόν γονιμότητος 
δμως έδειξεν τό άντίθετον αποτέλεσμα. ΕΙς τό αυτό συμπέρασμα κατέληξεν και ό Romanowski 
K.Ö. (12). 

Οί Saroff και Mixner (13) έχρησιμοποίησαν τέσσαρες διαφορετικούς χρόνους έξισορροπή
σεως της γλυκερίνης (2,6,12, και 18 ώρας) και διεπίστωσαν δτι, αυξανομένου τοΰ χρόνου έξι
σορροπήσεως της γλυκερίνης αυξάνεται καί τό ποσοστόν τών προοδευτικώς κινουμένων σπερ
ματοζωαρίων μετά τήν άπόψυξιν τοΰ σπέρματος. 

Ot O'dell καί Hurst (11) αναφέρουν δτι μεταξύ τών ταύρων υφίστανται διαφοραί, δσον άφο-
pq. είς τόν χρόνον έξισορροπήσεως της γλυκερίνης. 

Οί Hahn καί Eibl (6) άνεΰρον δτι ό χρόνος έξισορροπήσεως της γλυκερίνης είς τό σπέρμα 
τών ταύρων, τοΰ κέντρου των, κυμαίνεται μεταξύ 6 - 22 ωρών μέ μέσον δρον τάς 15 ώρας. Οί 
αυτοί έρευνηταί αναφέρουν δτι, έκαστος ταΰρος έχει τόν άτομικόν του χρόνον έξισορροπήσεως 
της γλυκερίνης. 

Οί Wettewer (14) καί Heuke (7) καταψύξαντες σπέρμα ταύρου μετά άπό έξισορρόπησιν της 
γλυκερίνης είς διαφορετικούς χρόνους, διεπίστωσαν δτι ό χρόνος έξισορροπήσεως της γλυκερί
νης δέν είναι σταθερός. Κατά τόν Wettwer (14) είς τήν πλειονότητα τών ταύρων (60%), τό 
σπέρμα απαιτεί χρόνον έξισορροπήσεως της γλυκερίνης πέραν τών 4 ωρών. Ό Heuke (7) άνεΰ-
ρεν δτι υπάρχει ατομικός χρόνος έξισορροπήσεως της γλυκερίνης δι' ένα έκαστον ταΰρον καί 
δτι ό καλύτερος χρόνος έξισορροπήσεως της γλυκερίνης κυμαίνεται άπό 8 έως 22 ώρας. Ό αυ
τός ερευνητής διεπίστωσεν δτι δια τήν έξισορρόπησιν της γλυκερίνης είς τό σπέρμα τών ηλι
κιωμένων ταύρων απαιτείται μεγαλύτερος χρόνος παρά είς τους νεαρούς τοιούτους. 

Σήμερον ύπό τών περισσοτέρων κέντρων σπερματεγχύσεως καί ύπό τοΰ ημετέρου 'Ιδρύμα
τος ώς χρόνος έξισορροπήσεως της γλυκερίνης χρησιμοποιείται ό τοιούτος τών 6 - 8 ωρών. 

Ή παροΰσα έρευνα εϊχεν ώς σκοπόν τήν έξακρίβωσιν τοΰ αρίστου χρόνου έξισορροπήσεως 
της γλυκερίνης είς τό σπέρμα ενός έκαστου τών σπερματοδοτών ταύρων τοΰ 'Ιδρύματος καί 
τήν έπί τη βάσει τούτου κατάταξίν των είς ομάδας προς έπίτευξιν υψηλότερου ποσοστοΰ άνα
βιώσεως τών σπερματοζωαρίων καί υψηλότερου ποσοστοΰ γονιμότητος. 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

Ε{ς τον πειραματισμον τοΰτον έχρησιμοποιήθησαν 64 ταΰροι τοΟ 'Ιδρύμα
τος έξ ων 30 φυλής Br. Swiss, 27 φυλής Holstein, 5 φυλής Charolals καί 2 
φυλής Simmental, ηλικίας 2 - 1 0 ετών. Έξ έκαστου ταύρου έλαμβάνετο σπέρ
μα δια τοΰ τεχνητού κόλπου άπαξ τής εβδομάδος μέ δύο έκσπερματίσματα έ-
κάστην φοράν είς διάστημα 10 - 15', ατινα άναμιγνυόμενα άπετέλουν έν έκ-
σπερμάτισμα. 

Μετά τήν σπερματοληψίαν έγένετο μακροσκοπική (όγκος, χρώμα, σύστα-
σις.) καί μικροσκοπική (ζωτικότης, κινητικότης) έξέτασις τοΰ σπέρματος. Ή 
πυκνότης έμετρατο δια τοΰ φωτομέτρου καί το ΡΗ δια χάρτου βάμματος τοΰ 
ηλιοτροπίου. Συνολικώς έξητάσθησαν 320 έκσπερματίσματα (5 άνά ταΰρον). 

Τα χρησιμοποιηθέντα έκσπερματίσματα εΪχον κατά μέσον δρον τα κάτωθι 
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στοιχεία: Όγκος 10,0 κ.έκ., Ζωτικότης 66,4%, Πυκνότης 1.089 Χ ΙΟ6 σπερ
ματοζωάρια / κ.έκ., ΡΗ 6,4. 

Ώ ς άραιωτικον μέσον έχρησιμοποιήθη τό τοιούτον μέ βάσιν το Tris τοΰ 
Οίκου Merck. ΤοΟτο άπετελείτο άπο δύο μέρη. Το πρώτον (Άραιωτικον Α) 
περιεΐχεν 2,42 γρμ. Tris (Hydroxymethyl) Aminomethan, 1,36 γρμ. κιτρικον ο
ξύ, 1,0 γρμ. φρουκτόζην, 20% κρόκον ώοΰ όρνιθος, 80,0 κ.έκ. δισαπεσταγμέ-
νον ύδωρ και αντιβιοτικά (1.000 Δ.Μ. κρυσταλικής πενικιλλίνης και 1.000 
μβ στρεπτομυκίνης / κ.έκ.). Το δεύτερον (Άραιωτικον Β), δμοιον καθ' δλα μέ 
το πρώτον περιεΐχεν έπί πλέον γλυκερίνη ν άποστειρωμένην και χημικώς κα-
θαράν, είς άναλογίαν 14% είς τρόπον ώστε μετά τήν τελική ν άραίωσιν ή ανα
λογία αυτής να είναι 7%. 

Ή άραίωσις του σπέρματος έλάμβανεν χώραν είς δύο στάδια και είς τήν 
θερμοκρασίαν του δωματίου. Κατά το πρώτον στάδιον ήραιώνετο το σπέρμα 
κατά το ήμισυ τής τελικής άραιώσεως μέ τό άραιωτικον Α (άνευ γλυκερίνης) 
και έν συνεχεία ήκολούθη το δεύτερον στάδιον μέ το άραιωτικον Β (μετά 
γλυκερίνης). Τό άραιωτικον Β προσετίθετο στάγδην τή βοήθεια πιπέττας καί 
ύπό συνεχή άνάδευσιν είς διάστημα 2 - 3'. 

"Η άραίωσις έγένετο κατά τοιούτον τρόπον ώστε είς έκάστην δόσιν νά εμ
περιέχονται 50 χ ΙΟ6 σπερματοζωάρια. Αμέσως μετά τήν άραίωσιν τό σπέρ
μα έτοποθετεϊτο εντός πλαστικών σωληναρίων (Paillettes) μεσαίου τύπου χω-
ρητικότητος 0,5 κ.έκ. χωρίς νά σφραγίζηται τό ελεύθερον άκρον αυτών. Τά 
πλαστικά σωληνάρια είχον σημανθή μέ τους ύπό έξέτασιν χρόνους έξισορρο-
πήσεως τής γλυκερίνης ήτοι: 0,1,3,5,7,9,11,13, καί 24 ώραι. Τά φέροντα τήν 
ένδειξιν Ο πλαστικά σωληνάρια κατεψύχοντο αμέσως μετά τήν πλήρωσιν αυ
τών (θερμοκρασία δωματίου) είς ατμούς ύγροΰ αζώτου κατά τήν εφαρμοζόμε
νη ν είς τό έργαστήριον μέθοδον, ένφ τά υπόλοιπα έτοποθετοΰντο είς ψυκτι-
κόν χώρον θερμοκρασίας 5°C καί κατεψύχοντο μετά άπό εξισορρόπησαν τής 
γλυκερίνης είς 1,3,5,7,9,11,13 καί 24 ώρας κατά τόν αυτόν ώς άνω τρόπον. 

Ή έξέτασις του σπέρματος έγένετο μικροσκοπικώς έπί θερμαινόμενης τρα
πέζης τήν έπομένην τής καταψύξεως, τοϋ σπέρματος άποψυχομένου εντός ύ-
δατολούτρου θερμοκρασίας 38 - 40°C έπί 15". 

Ώ ς κριτήριον δια τόν άριστον χρόνον έξισορροπήσεως τής γλυκερίνης είς 
τους ύπό έξέτασιν χρόνους, έλαμβάνετο ή εκάστοτε αντίστοιχος υψηλότερα 
τιμή του ποσοστού άναβιώσεως τών σπερματοζωαρίων μετά τήν άπόψυξιν 
τοΰ σπέρματος. 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Έ τής αναλύσεως τής παραλλακτικότητος τοΰ ποσοστοΰ άναβιώσεως τών 
σπερματοζωαρίων είς δείγματα σπέρματος μέ διαφόρους χρόνους έξισορροπή
σεως τής γλυκερίνης, διεπιστώθη δτι υπάρχουν σημαντικοί διαφοραί. 

Έκ τών 9 χρόνων έξισορροπήσεως τής γλυκερίνης διαφέρουν σημαντικώς 
δια μέν τους ταύρους φυλής Simmental οί χρόνοι 0,1,3 καί 5 ωρών, δια δέ 
τους ταύρους φυλής Charolais, Br. Swiss καί Holstein οί χρόνοι 0 καί 1 ωρών 
(Ρ<0.01) (πιν. 1). 
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Ό άριστος χρόνος έξισορροπήσεως τής γλυκερίνης έκυμάνθη μεταξύ 7 -
13 ωρών (8,7 ± 2,58). Άναλυτικώτερον, οί άριστοι χρόνοι έξισορροπήσεως 
τής γλυκερίνης ήσαν δια 27 (42,1%) ταύρους 7 ώραι, δια 23 (35,9%) ταύρους 
9 ώραι, δια 10 (15,6%) ταύρους 11 ώραι και δια 4 (6,2%) ταύρους 13 ώραι 
(πιν. 2). 

Όσον άφορα είς τον άριστον χρόνον έξισορροπήσεως τής γλυκερίνης κα
τά φυλήν, ούτος ήτο διά μέν τους ταύρους φυλής Br. Swiss 8,4 ± 1,87, δια 
τους ταύρους φυλής Holstein 9,0 ± 1,76, δια ταύρους φυλής Charolais 8,6 ± 
2,63 και διά τους ταύρους φυλής Simmental 9,0 ± 2,44 ώραι. ΑΙ υφιστάμενοι 
διαφοραί μεταξύ των φυλών δέν υπήρξαν σημαντικοί (πιν. 2). 

Ό άριστος χρόνος έξισορροπήσεως τής γλυκερίνης κατά ήλικίαν ήτο δια 
μέν τους ταύρους ηλικίας 2 - 4 ετών 8,7 ± 1,76, διά τους ταύρους ηλικίας 5 -
6,5 ετών 8,7 ± 2,10 και διά τους ταύρους 7 - 10 ετών 8,6 ± 1,66 ώραι. Έκ 
τής συγκρίσεως τών ώς άνω στοιχείων προέκυψαν δτι δέν υφίστανται διαφο
ραί μεταξύ των (πιν. 3). 

ΣΥΖΗΤΗΣΙΣ -. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Κατά τήν παροΰσαν έρευναν έξητάσθησαν 9 διαφορετικοί χρόνοι έξισορ
ροπήσεως τής γλυκερίνης είς το σπέρμα, ήτοι 0,1,3,5,7,9,11,13 και 24 ώραι. 
Δέν συμπεριελήφθησαν οί χρόνοι μεταξύ 14^ και 23*!? ώρας. Τοΰτο δέν ήτο 
δυνατόν να ληφθή ύπ' Οψιν λόγω τών συνθηκών εργασίας του εργαστηρίου 
του 'Ιδρύματος. 

Βάσει τών μέχρι τοΰδε βιβλιογραφικών δεδομένων προκύπτει δτι το σπέρ
μα του ταύρου δύναται νά ύποβληθίί είς κατάψυξιν α) άνευ έξισορροπήσεως 
τής γλυκερίνης ή μετά άπό έξισορρόπησιν ταύτης έπί 8 - 30' τής ώρας 
(11,1,10 κ.ά.), β) μετά άπό έξισορρόπησιν τής γλυκερίνης έπί 5 - 12 ώρας 
(4,3,5 κ.ά.) και γ) μετά άπό έξισορρόπησιν τής γλυκερίνης έπί 12 - 24 ώρας 
(8,15,9 κ.ά.). 

Έκ τής παρούσης έρεύνης διεπιστώθη δτι αυξανομένου του χρόνου έξι
σορροπήσεως τής γλυκερίνης αυξάνεται και τό ποσοστόν άναβιώσεως τών 
σπερματοζωαρίων μέ ύψηλότερον ποσοστόν άναβιώσεως μεταξύ 7-13 ωρών 
συμφωνούντες ούτω μέ τους Saroff καί Mixner (13). 

Διεπιστώθη περαιτέρω δτι ό χρόνος έξισορροπήσεως τής γλυκερίνης είς 
τό σπέρμα τών ταύρων τοΟ Ιδρύματος διαφέρει άπό ταύρου είς ταΰρον. Δη
λαδή υπεισέρχεται ό παράγων «άτομικότης» τών ταύρων πράγμα τό όποιον έ
χει μεγίστην σημασίαν καί θά πρέπει νά λαμβάνηται σοβαρώς ύπ' Οψιν. Τούτο 
συμφωνεί έξ άλλου καί μέ τά δεδομένα έτερων ερευνητών (6,14,7,10). 

Ό άριστος χρόνος έξισορροπήσεως τής γλυκερίνης είς τό σπέρμα τών 
ταύρων τοΟ 'Ιδρύματος κυμαίνεται μεταξύ 7-13 ωρών. Τοΰτο είναι σύμφω-
νον κατά βάσιν μέ τά αποτελέσματα ερευνητών (4,3,5, κ.ά), οΓτινες συνιστούν 
ώς χρόνον έξισορροπήσεως τής γλυκερίνης τον τοιούτον τών 8 τουλάχιστον 
ωρών. 

Ό ίσχυρισμός ένίων ερευνητών (11,1,10) δτι Ô χρόνος έξισορροπήσεως 
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τής γλυκερίνης δέν παίζει σπουδαΐον ρόλον ή έχει μικράν μόνον έπίδρασιν ε
πί του ποσοστού άναβιώσεως τών σπερματοζωαρίων μετά τήν κατάψυξιν τοϋ 
σπέρματος, δέν κατέστη δυνατόν να έπιβεβαιωθή ύφ' ημών. 

Ή σύγκρισις του αρίστου χρόνου έξισορροπήσεως της γλυκερίνης είς τό 
σπέρμα τών ταύρων διαφορετικής φυλής έδειξεν δτι μεταξύ τών τεσσάρων έ-
ξετασθεισών φυλών δέν ευρέθησαν διαφοραί. 

'Ωσαύτως, ή σύγκρισις του αρίστου χρόνου έξισορροπήσεως τής γλυκερί
νης είς το σπέρμα ταύρων διαφόρων ηλικιών έδειξεν δτι δέν υφίστανται δια
φοραί. Ούτως, ή άποψις του Heuke (7) δτι δια τήν εξισορρόπησαν τής γλυκε
ρίνης είς τό σπέρμα ταύρων μεγάλης ηλικίας απαιτείται μεγαλύτερος χρόνος 
έξισορροπήσεως δέν έπιβεβαιούται. 

Έκ τών ημετέρων αποτελεσμάτων προκύπτει δτι ό άριστος χρόνος έξισορ
ροπήσεως τής γλυκερίνης είς τό σπέρμα τών 64 ταύρων του 'Ιδρύματος κυ
μαίνεται μεταξύ 7Τΐζ - 13^ ώρας. Έπί πλέον ό άριστος χρόνος 
έξισορροπήσεως τής γλυκερίνης διαφέρει άπό ταύρου είς ταυρον. Ούτως, εί
ναι δυνατόν βάσει του αρίστου χρόνου έξισορροπήσεως τής γλυκερίνης ενός 
έκαστου σπερματοδότου ταύρου να καταταγούν ούτοι είς ομάδας, επιτυγχά
νοντες ούτω καλυτέραν ποιότητα κατεψυγμένου σπέρματος και κατ' έπέκτασιν 
ύψηλότερον ποσοστόν γονιμότητος. 

ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΑΙ 

"Απαντάς τους παρασκευαστάς του Εργαστηρίου του 'Ιδρύματος εύχαρι-
στουμεν θερμώς δια τήν πολύτιμον βοήθειάν των. 

ΠΕΡΙΛΗΨΙΣ 

Κατά τήν παροΰσαν έργασίαν έξητάσθησαν 320 δείγματα σπέρματος 64 
σπερματοδοτών ταύρων φυλής Br. Swiss, Holstein, Charolais και Simmental, 
ηλικίας 2 - 10 ετών, προς έξακρίβωσιν τοο αρίστου χρόνου έξισορροπήσεως 
τής γλυκερίνης. Τό σπέρμα τών ταύρων υπεβλήθη, μετά άπό έξισορρόπησιν 
τής γλυκερίνης είς χρόνους 0, 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 και 24 ωρών, είς κατάψυ
ξιν καί έν συνεχεία έξηκριβώθη τό ποσοστόν άναβιώσεως τών σπερματοζωα
ρίων. 

Τα αποτελέσματα δύνανται να συνοψισθούν ως κάτωθι: 
1) Τό ποσοστόν άναβιώσεως τών σπερματοζωαρίων μετά άπό έξισορρόπι-

σιν τής γλυκερίνης είς διαφόρους χρόνους διαφέρει σημαντικώς (Ρ<0.05). 
2) Ό άριστος χρόνος έξισορροπήσεως τής γλυκερίνης παρουσίασεν δια

κυμάνσεις, κυμαινόμενος άπό 7 έως 13 ώρας (8,7 ± 2,58). 
3) Ή διακύμανσις του αρίστου χρόνου έξισορροπήσεως τής γλυκερίνης, 
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τόσον μεταξύ των φυλών, δσον και μεταξύ των ταύρων διαφορετικής ηλικίας 
δέν ύπήρξεν σημαντική. 

Ή έξακρίβωσις τοϋ αρίστου χρόνου έξισορροπήσεως της γλυκερίνης είς 
τό σπέρμα των ταύρων του 'Ιδρύματος επιτρέπει τήν κατάταξιν τούτων είς ο
μάδας επιτυγχάνοντες ούτω καλυτέραν ποιότητα κατεψυγμένου σπέρματος 
καί κατ' έπέκτασιν ύψηλότερον ποσοστόν γονιμότητος. 
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