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SAMMANFATTNING

Hastaveln ér inriktad pd prestation vilket medfor att det &dr stor variation pa
spermakvaliteten och fertiliteten hos de hingstar som anvinds i avel. Den 0kade
anvindningen av kyld transportsperma vid artificiell insemination har resulterat i
sjunkande draktighetsresultat. Detta gor att det finns ett behov av att utviardera och
utveckla nya metoder for att kvalitetsbedoma samt kvalitetssdkra hingstsperma
avsedd for semin. Denna studie &r en del av ett storre forskningsprojekt med just
detta dndamal. Projektet drivs av SLU med bland annat Flyinge AB som
samarbetspartner. Tio hingstar stationerade pa Flyinge ingick 1 studien och frin
vardera hingst togs tre ejakulat. Ejakulaten analyserades totalt tio ganger vid olika
tidpunkter, forvaringstemperatur samt med eller utan selektion. Selektion skedde
genom Single Layer Centrifugering. Metoden som anvédndes vid analys av
sperman var datoriserad fluorometri med Hoechst 33258 som fargmarkor.
Syftet med studien var att

e utvdrdera spermiernas viabilitet med respektive utan selektion av

spermierna, vid olika tidpunkter och vid olika férvaringstemperatur.
e utvdrdera om det finns ndgon korrelation mellan viabilitet och subjektiv
motilitet.

Resultaten 1 denna studie vad giller selektionsmetoden é&r intressanta. Den
selekterade sperman har en hdgre motilitet och viabilitet ver tid, framfor allt efter
48h, dn den oselekterade sperman (P<0,0001). Metoden att analysera viabiliteten
hos hingstsperma med hjilp av datoriserad fluorometri dr dock tveksam.
Resultaten dr ojimna och korrelation med motiliteten r totalt sett stark (r=-0,59,
P<0,0001) men saknas helt vid vissa tidpunkter och vissa behandlingar.

ABSTRACT

There is considerable variation between stallions in semen quality and fertility due
to the fact that selection of stallions for breeding is not based on fertility or semen
quality but on performance. The increasing use of cooled semen for artificial
insemination has resulted in decreasing pregnancy rates. Therefore the equine
breeding industry needs new methods for evaluation and development of sperm
quality and fertility. This study is a part of such a project and is performed by
SLU in cooperation with Flyinge AB. Ten stallions at the Flyinge National Stud
were used in the study and three ejaculates were collected from each stallion. The
ejaculates were analyzed ten times under different conditions, such as time,
storing temperature and with/without selection. The selection was carried out by
Single Layer Centrifugation. The method for analysis of the spermatozoa was
computerized fluorometry of Hoechst 33258-stained semen samples. The
objective of the study was to:

e evaluate the viability with/without selection, at different times and at

different storage temperatures.

e cvaluate if there is correlation between viability and subjective motility.
The results of the selection experiments were interesting. Selected spermatozoa
had a higher motility and viability after storage, especially after 48 h, than the
unselected spermatozoa (P<0,0001). The method to evaluate stallion spermatozoa
viability by computerized fluorometry showed various results and correlation
between viability and motility was over-all significant (r=-0,59, P<0,0001) but not
significant under certain conditions.



INLEDNING

Avel i Sverige idag — artificiell insemination

Inom svensk héstavel, framfor allt inom raserna svenskt halvblod och varmblodig
travare, anvands artificiell insemination (Al) 1 stor utstrackning. Enligt ASVH
(avelsforeningen for den svenska varmblodiga hésten) anvindes Al till 92 % av
alla betdckta svenska halvblodsston 1 Sverige ar 2006. Motsvarande siffra fran
STC (svenska travsportens centralforbund) betriffande varmblodiga travarston
var 94 %. Fordelarna med Al &r manga, man minskar risken for skador vid
betickning samt risken for smittspridning eftersom hédstarna inte behover tréffas.
Dessutom kan man utnyttja en populér hingst till fler ston &n vad som &r mojligt
vid naturlig betickning. Al gors antingen direkt med farsk spadd sperma, med
kyld transportsperma inom ett cirka dygn efter samling (TAI) eller med fryst
sperma som kan fOrvaras en ldngre tid innan upptining och insemination. De tva
sista alternativen medfor dessutom att man slipper transportera stoet nadgon langre
strdcka samt att man kan anvénda hingstar fran andra ldnder. De senaste dren har
anvindningen av TAI okat. Ar 1995 inseminerades 30 % av de svenska
halvblodsstona, enligt ASVH, och 23 % av travarstona, enligt STC, med kyld
transportsperma och motsvarande siffror &r 2006 var 63 % respektive 33 %. I takt
med denna Okning har man sett sjunkande driktighetsresultat. De sjunkande
driktighetsresultaten kan ha flera orsaker, dels att den kylda spermans kvalitet
forsdmras over tid men dven felaktig hantering av sperman och forseningar vid
transport. Dessutom kan inseminationen ske vid en icke optimal tidpunkt 1 stoets
brunst dd spermasamlingen vanligtvis sker varannan dag. Manga hingststationer
har som rutin att samling sker mandag, onsdag, fredag vilket gor att sperman
endast finns tillgénglig for insemination tisdag, torsdag och loérdag.

Kyld transportsperma

Efter samling forsdmras spermakvaliteten snabbt och om man inte spédder
ejakulatet dor spermierna inom ett par timmar. Ska sperman inte insemineras
direkt utan transporteras kyls den ocksd ned for att forlinga &verlevnaden.
Kylningen &r inte helt oskadlig for spermierna och kylforvaringen leder ofta till
nedsatt fertilitet (Demick et al., 1976). Om hanteringen av sperman vid samling,
kylning och transport gors pa ritt sitt kan TAI dock fungera lika bra som Al med
farsk spadd sperma (Katila et al., 1997). Dock tal vissa hingstars sperma
kylningen sémre &n andras (Jasko et al., 1991) och dessa kan dé vara svéra att fa
att fungera med TAI. Andra metoder som provats for att forlinga 6verlevnaden
hos kyld sperma &r bland annat att centrifugera sperman (Sieme et al., 2004).
Seminalplasmans inverkan pd spermiernas Overlevnad har ocksd diskuterats
eftersom den till viss del kan ha en negativ effekt. Brinsko ef al. (2000) menar att
det dr mest fordelaktigt att ta bort stora delar av seminalplasman men att inte
avlidgsna den helt. En koncentration pd mer dn 20 % seminalplasma forsdmrar
spermiekvalieten (Jasko ef al., 1991). De rutinmédssiga spddningen, samt olika
centrifugerings-tekniker resulterar i en sankt seminalplasmakoncentration.

Fertilitet

Inom histaveln finns inte fertilitet med som ett huvudsakligt avelsmal, till skillnad
fran i aveln med lantbrukets djur. Histaveln bygger i stillet pd prestation och



exterior vilket gor att det foreligger stor variation mellan olika hingstars fertilitet
(Malmgren, 1997). Aven individer med ligre fertilitet in kanske dnskvirt anvinds
1 aveln om deras prestationer och fenotyper anses vara tillrackligt viardefulla att
avla péd (Colenbrander ef al., 2003). I beddmningen av en hingsts fertilitet anvénds
statistik fran en betdckningssdsong 1 form av till exempel procentandel levande
fodda fol eller konstaterade dréktigheter per sdsong. Nackdelen med denna
statistik dr att den till viss del beror pd stonas fertilitet samt pa skotsel och
hantering av stona under driktigheten. Anvinder man sig i stéllet av driktighet
per brunst far man ett sdkrare matt pd hingstens fertilitet &ven om andra
paverkande faktorer inte helt uteslutits eftersom stoets fertilitet fortfarande spelar
in (Colenbrander et al., 2003). Denna beddmning av fertilitet forutsitter att
hingsten redan satts in i avel och det optimala vore att pd forhand kunna bedéma
en hingst fertilitet. Fertiliteten hos en hingst beror pd en mingd olika faktorer
sasom hingstens libido, hantering av hingsten, om den anvinds vid naturlig
betdckning eller via insemination, hur ofta den betidcker och kanske framfor allt
spermakvaliteten (Malmgren, 1997).

Spermakvalitet

Spermakvaliteten 1 ett ejakulat bedoms med avseende pd kvalitativa och
kvantitativa egenskaper sdsom totalvolym, spermiekoncentration, totalantal
spermier och procentandel motila spermier. Man kan ocksd bedoma
spermiemorfologin, hur linge spermierna dr motila och bakteriologisk status
(Malmgren, 1997). En hingst med dalig spermakvalitet enligt denna bedémning
har ocksa en lag fertilitet men en hingst med bra spermakvalitet behdver inte
nodvindigtvis ha en god fertilitet (Voss et al., 1981, Colenbrander et al., 2003).
Bland dessa faktorer ér det framfor allt motiliteten som anvénds i1 praktiken for att
bedoma kvaliteten pd sperman. Det gors 1 ett faskontrastmikroskop diar man tittar
pa droppe spiddd sperma och bedémer hur stor andel av spermierna som ror sig
progressivt. Det blir darfor en subjektiv bedomning vilket gor att trdning krivs
och att den inte ar helt tillforlitlig. Metoder for att méita motiliteten objektivt finns,
bland annat CASA (computer-assisted semen motility analysis), men det ror sig
om dyra och avancerade mitinstrument som det kanske inte &r realistiskt att
anvinda i praktiken ute pé hingststationerna. En ny variant av CASA for att méta
motiliteten objektivt dr Qualisperm som bestar av ett faskontrastmikroskop
kopplat till en kamera och en dator. Denna metod &r fortfarande pa
utvecklingsstadiet. Andra metoder for kvalitetsbedomning av spermier &r
membranintegritet métt med flodescytometri och sperm chromatin structure assay
(SCSA). Menmbranintegritet mitt med flodescytometri gar ut pa att man tillsétter
olika fluorescenta fargdmnen till sperman och sedan miter fluorescensen. Férger
som anvinds dr bland annat SYBR-14 som féargar in levande spermier och
fluorescerar gront samt propidiumjodid (PI) som férgar in spermier vars
membranintegritet gitt forlorad och fluorescerar rott (Garner ef al., 1994). SCSA
anvinds for att bedoma andelen spermier med normalt respektive skadat kromatin
i ett ejakulat. Kromatinet finns i spermiekdrnan och innehéller spermiens DNA
som normalt skall vara dubbelstrangat men vid kromatinskador dr enkelstrangat.
Aven hir anvinds en infirgning, acridin-orange, som firgar in DNA och
fluoroscensen méts sedan med hjilp av en flodescytometer (Morrell et al., 2008).
Flodescytometern dr en dyr och avancerad utrustning som inte ar mdjlig att
anvinda rutinmissigt 1 falt. Héstaveln skulle behova fler och enklare metoder for



att kunna bedoma och forbittra spermiernas kvalitet och didrmed hingstarnas
fertilitet.

Datoriserad fluorometri

SLU driver ett forskningsprojekt som finansieras av Stiftelsen for svensk
héstforskning dér syftet dr att fa fram bra kvalitetssédkringsmetoder. Detta EEF-
arbete dr en del av detta projekt och i studien utvédrderades spermieviabilitet med
hjilp av datoriserad fluorometri. Analysen liknar flodescytometri och bygger pa
att man med hjilp av en fluorometer méter fluorescensen 1 provet efter tillsats av
en fargmarkor, Hoechst 33258. Direfter jimfors den med fluorescensen i
kontrollprover med avdddade spermier och pa sd sétt kan andelen levande
spermier riknas ut. Firgmarkoren som anvénds fluoroscerar nir den binder till
DNA. Den kan inte penetrera intakta membran utan firgar endast in om
membranet dr skadat eller cellen dod. Kontrollproverna bestér av sperma i olika
koncentration som avdddas genom frysning. Fluorescensen mits sedan samtidigt i
provet och kontrollproverna varefter fluorescensviardena anvindes for utrikning
av viabilitet. Denna metod har tidigare anvénts till tjursperma (Januskauskas et
al., 2000). D4 jaimfordes viabiliteten fran fluorometern med viabiliteten beddmd
pé infargad sperma i1 mikroskop vilka visade sig korrelera vil samt ha ett gott
samband med fertiliteten. Detta indikerar att metoden é&r tillforlitlig och ett bra
komplement till andra bedomningsmetoder. Att med hjilp av fluorometri bedoma
viabiliteten hos hingstsperma har tidigare gjorts i ett annat examensarbete vid
SLU (Sundén, 2003). Resultat fran detta visade att det fanns ett signifikant
samband mellan viabilitet och motilitet vid analys direkt efter samling.

Single Layer centrifugering

I studien ingick ocksé att utvdrdera en metod for selektion av spermier. Denna
selektion skedde genom Single Layer centrifugering (Morrell, 2006). Metoden
bygger péd att spermierna centrifugeras genom en kolloid vilket resulterar i en
selektion dir endast motila spermier med normalt DNA och normal morfologi tar
sig igenom gradienten och samlas i pelleten. Onormala spermier, dvriga celler,
seminalplasma med dess innehall samt mikroorganismer tar sig inte igenom utan
sugs bort tillsammans med kolloiden efter centrifugeringen. Liknande metoder
anviands pd fertilitetskliniker inom humanmedicinen med gott resultat (Morrell,
2006).

Malsattning

Syftet med detta EEF-arbete var att
e utvdrdera spermiernas viabilitet hos de olika hingstarna utan respektive
med selektion (centrifugering genom en kolloid) av spermierna, vid olika
tidpunkter och vid olika férvaringstemperatur.
e utvirdera om det finns nadgon korrelation mellan viabilitet och subjektiv
motilitet.



MATERIAL OCH METODER

Djurmaterial

I studien ingick sperma frdn nio halvblodshingstar samt fran en ponnyhingst.
Hingstarna var mellan 4 och 23 ar gamla och var stationerade pa Flyinge. Varje
hingst samlades tre till fyra ganger under en period om tvé veckor i juni 2007. Tre
ejakulat per hingst anvéindes sedan i studien. Varje hingst kodades med en
bokstav. Etiskt tillstdnd fran den forsoksdjursetiska ndmnden hade erhallits innan
forsoket paborjades.

Experimentell design

Varje ejakulat analyserades med fluorometri vid tre tillfdllen, direkt efter samling
dvs 0 h, efter 24 h och efter 48 h. Efter samlingen spdddes ejakulatet med
Kenneys 16sning (100 ml sterilt vatten, 4,9 g glukos, 2,4 g mjolkpulver, 0,15 g
dihydrostreptomycin, 0,15 g penicillin)(Kenneys et al., 1975) och delades sedan
upp, hélften av det centrifugerades och den andra hilften var obehandlad. Vid 0 h
analyserades alltsd 2 prover per ejakulat. Dessa 2 prover delades sedan upp varav
hilften forvarades i1 kyl (4°C) och hélften i rumstemperatur (RT). Vid analyserna
efter 24 h och 48 h analyserades dirfor 4 prover per ejakulat. Se figur 1 nedan.
Totalt analyserades 10 prover per ejakulat, 30 prover per hingst samt 300 prover i
hela studien. Koncentrationen i varje ejakulat rdknades manuellt 1 en Biirker-
kammare. Motiliteten bedomdes subjektivt i ett faskontrastmikroskop av en och
samma person for varje prov vid varje analystillfille, samt dven objektivt med
ovan ndmnda Qualisperm-utrustning Resultaten vad géller Qualisperm redovisas i

ett annat EEF-arbete (Strutz, 2007).

Tid Oh [ Ocentrifugerad ] [ Centrlfugerad
Tid 24h RT 4° RT
v
Tid 48h RT 4° RT
A B C D

Figur 1. Flodesschema for analys av ett ejakulat

Centrifugering

Kolloiden som anvéndes var en silantickt silikatkolloid i1 buffrande saltlosning
som tillverkades av Jane Morrell, forskare vid SLU. Av denna pipetterades 4 ml i



ett centrifugrér varpa 1,5 ml spddd sperma pipetterades ovanpa.
Spermiekoncentrationen var ca 100 x 10°/ml. Efter centrifugering vid 300 g i 20
min pipetterades kolloiden och sddesvétskan bort och sperma-pelleten spaddes
sedan i I ml Kenneys 1 ett nytt ror.

Fluorometri

Fargmarkoren, Hoechst 33258 (Invitrogen Molecular Probes, Eugene, OR, USA),
var utblandad i destillerat vatten i koncentrationen 1 mg/ml och steriliserad genom
filtrering genom ett 0,22 um filter. Den forvarades 1 kylskap i en ljusskyddad
behallare. Varje dag spidddes fargmarkoren till en arbetslosning. Denna bestod av
Hoechst och en buffert, triscitratfruktos (Tris) (500 ml destillerat vatten, tris-
hydroxymetylaminometan 15,14 g, vcitrat 8,5 g, fruktos 6,25 g,
dihydrostreptomycin (D-7253) 0,5 g, benzylpenicillin 0,4g) 1 forhallandet 1:25.
Trisbufferten forvarades ocksd i1 kylskdp. Vid analyserna var arbetslosningen
rumstempererad. For avdddning av spermier till kontrollproverna pipetterades
250-300 pl av det aktuella provet over i ett eppendorfror. Detta sdanktes sedan ned
1 flytande kvéve 1 ca 5 sekunder varefter det direkt virmdes upp under rinnande
ljummet (~37°C) vatten. Detta upprepades totalt 3 gdnger for att sikerstilla att alla
spermier 1 provet skadats och dott. Provet med spermier och provet med avdddade
spermier fordelades i brunnar pa en fluorometerplatta (Costar Black Opaque, 96
brunnar, No. 13300030, Corning Incorporated, NY, USA) enligt foljande. Av
provet med levande spermier pipetterades 50ul ner i tre brunnar. Av provet med
avdodade spermier pipetterades ocksd 50 pl ner i tre brunnar men dessutom
pipetterades dven 25 pl ner i tre brunnar. Till dessa pipetterades dven 25 pl Tris
vilket gav en halverad koncentration. Detta for att kunna fa en enkel
standardkurva. Ytterligare 3 brunnar fylldes med 50 pl Tris, en sé kallad blank,
for att fa ett viarde pa bakgrundsfluorescensen att relatera till. Pipettspetsar byttes
mellan de olika proverna men inte mellan respektive tre brunnar med samma
innehéll. Till alla brunnarna tillsattes sedan 150 pl arbetslosning.

Tva eller fyra olika spermaprover preparerades pa samma platta innan den fordes
in 1 fluorometern. Dér inkuberades proverna i 5 min 1 37°C innan de skakades for
en jamn fordelning av innehallet i brunnarna. Dérefter pdborjades avldsningen.
Fluorometern som anvéndes var en BioTek FL600 fluorescent plate reader (Boule
Nordic AB, Stockholm). Den dr automatiserad och datoriserad med programmet
KC4 (version 2,6, Bio-Tek Instruments, Inc) och skapar ett kvantitativt protokoll
for varje prov. Instéllningarna som anvéndes var foljande: optisk avldsning fran
toppen, “static sampling”, 0,35 sekunders fordrojning, 10 avldsningar per brunn,
sensitivitet 60, bandbredd pa exciteringsfiltret var 360/40 nm och pé
emissionsfiltret 460/40 nm.

Viabiliteten berdknades sedan utifran ett medelvirde frén respektive prov och
kontrollprovs tre brunnar. Frdn dessa védrden drogs sedan medelvérdet for
blankproverna. Det levande provets virde relaterades sedan bade till det avdodade
provet med 100 % spermier och det med 50 % spermier genom linjdr regression
for att pa sa sitt fi fram ett virde pa procent skadade/doda spermier och i
forldngningen pa procent viabla spermier.

Statistisk analys

Data fran studien analyserades statistiskt med hjélp av SAS (Statistical Analysis
Systems package, SAS institute incorporated, Cary, NC, USA, 1989). Analysen



inkluderade en variansanalys (the Mixed procedure) av effekt av behandling (ej
selekterad/selekterad sperma samt fOrvaring i rumstemperatur/i kyl 4°C) och
effekt av tid. Dessutom gjordes en korrelationsanalys (Spearman, the CORR
Procedure) av viabilitet och motilitet.

Signifikans foreligger om p < 0,05. Den statistiska analysen utfordes av docent
Nils Lundeheim, inst. for husdjursgenetik, SLU.

RESULTAT

Motilitet

I tabell 1 redovisas medelvirdet for de olika provernas subjektivt beddmda
motilitet per hingst. Genomgéende ses att motiliteten inom varje behandling sjonk
over tid. Skillnad mellan de olika behandlingarna sdgs, redan vid 24 h men
framfor allt vid 48 h, d& den selekterade sperman forvarad i1 kyl (d) var
overldgsen de andra behandlingarna och fortfarande hade en relativt hog motilitet.
Virt att notera ar ocksé att den oselekterade sperman forvarad 1 kyl efter 24 h (b,
motsvarar transportsperma) hade sdmre motilitet &n den selekterade sperman
forvarad 1 rumstemperatur (c) for de flesta hingstarna, samt att den hade mycket
samre motilitet jamfort med den selekterade sperman forvarad i kyl (d) for
samtliga hingstar.

Tabell 1. Medelvirden %- andel motila spermier per hingst. Behandling a var
ocentrifugerad sperma forvarad i rumstemperatur (RT), behandling b var ocentrifugerad
sperma forvarad i kyl, behandling c var centrifugerad sperma férvarad i RT och
behandling d var centrifugerad sperma forvarad i kyl

t=0 . t=24 . t=48

Hingst a c a b c d a b c d

G 47 58 22 38 38 68 5 10 16 35
J 48 88 12 43 70 80 0 3 33 72
K 58 83 3 30 50 72 0 5 24 65
L 77 87 30 63 60 82 7 33 18 73
P 48 83 18 25 50 73 2 7 15 57
Q 65 78 32 58 53 78 15 25 33 68
R 57 87 5 35 42 78 0 3 8 68
S 53 88 12 40 55 75 1 12 17 58
A% 58 82 11 37 62 75 0 13 12 60
Y 72 87 13 55 63 83 0 40 15 70




Fluorometri

I tabell 2 redovisas de olika provernas medelviarde av %-andel doda/skadade
spermier per hingst matt med fluorometri. Genomgaende ses att andelen
doda/skadade spermier 6kade med tiden. Efter 48 timmar 1 rumstemperatur utan
selektion (a) var andelen levande spermier mycket 1ag. Vissa virden avvek
eftersom de over tid forbéttrades vilket inte dr rimligt. Skillnaden mellan de olika
behandlingarna dr hér inte lika enhetlig och tydlig som f6r motiliteten i tabell 1.

Tabell 2. Medelvirden %-andel doda/skadade spermier per hingst mdtt med fluorometri.
Behandling a var ocentrifugerad sperma forvarad i rumstemperatur (RT), behandling b
var ocentrifugerad sperma forvarad i kyl, behandling c var centrifugerad sperma
forvarad i RT och behandling d var centrifugerad sperma férvarad i kyl

Hingst a Cc a b c d a b Cc d
53,1+ 66,9+ 94,0+ 68,7+ 81,5+ 773+ 94+ 88,9+ 76,7+ 759+

G 9,3 8,7 10,4 7.3 4,8 9,8 9,6 10,0 4,0 3,8
65,7+ 69,6+ 100+ 742+ 844+ 763+ 100+ 925+ 777+ 762+

J 7,1 6,4 0 52 4,6 8,5 0 5,0 6,4 33
77,1+ 63,64 91,9+ 76,1+ 719+ 682+ 955+ 86,1+ 739+ 68,1+
K 8,0 6,3 8,2 5,6 63 105 7.9 3,5 6,9 5,0
632+ 59,9+ 948+ 677+ 658+ 644+ 996+ 805+ 71,9+ 64,5+
L 0,5 6,6 42 52 4,6 6,0 0,7 190 65 134
69,8+ 793+ 784+ 799+ 940+ 879+ 940+ 882+ 90,7+ 894+
p 8,7 5,5 6,6 104 438 3,6 36 106 13,1 67
62,4+ 70,1+ 84,7+ 70,7+ 75,0+ 714+ 938+ 846+ 80,1+ 713+
Q 2,8 8,1 7,6 5,5 72 21,7 64 112 143 09
71,1+ 756+ 923+ 808+ 773+ 807+ 98,6+ 923+ 764+ 76,0+
R 61 106 109 7.0 2,8 2,4 2,4 7,0 6,5 6,3
797+ 81,5+ 943+ 92,0+ 883+ 71,6+ 993+ 937+ 89,1+ 91,0+
S 123 79 9,9 8,5 21 251 12 5,9 3,9 72
75,6+ 73,7+ 89,8+ 864+ 874+ 764+ 945+ 90,1+ 862+ 92,5+
\Y% 4.4 4,7 8,3 74 72 8,4 6,0 98 123 78
66,5+ 71,9+ 94,1+ 663+ 769+ 693+ 984+ 43+ T42+ 68,6+
Y 2,6 47 3,1 1,6 6,1 7,7 2,4 2.4 3,7 6,1

En variansanlys av medelvérden for alla hingstar, vilka redovisas 1 figur 2, visade
pa en signifikant effekt av behandling och tid. I analysen jamfordes de olika
behandlingarnas vdrden med varandra vid de olika tidpunkterna. Inom samma
behandling jamfordes ocksd virdena vid de olika tidpunkterna. I tabell 3 och 4
redovisas de signifikanta skillnaderna i figur 2.

Resultaten visade att vid tid 0 och tid 24 skiljde sig inte centrifugerad sperma frdn
ocentrifugerad kyld, oavsett forvaringstemperatur. Forvaringstemperaturen
paverkade dock signifikant de bada centrifugerade proven efter 24 timmar. Vid tid
48 skiljde sig den centrifugerade sperman frdn den ocentrifugerade oavsett
forvarings-temperatur.
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Figur 2. Medelvirden av %- andel doda/skadade spermier for alla hingstar. Behandling
a var ocentrifugerad sperma forvarad i rumstemperatur (RT), behandling b var
ocentrifugerad sperma forvarad i kyl, behandling ¢ var centrifugerad sperma forvarad i

RT och behandling d var centrifugerad sperma forvarad i kyl

Tabell 3. Signifikanser vid jamforelser mellan behandlingar vid de olika tidpunkterna.
*=<0,05 **=<0,01 och *** =<0,001

t=0 t =24 t=48
ajfrb ns ok ok
ajfrc ns ok ok
ajfrd ns ok ok
bjfrc ns ns ok
bjfrd ns ns ok
cjfrd ns ok ns




Tabell 4.Signifikanser vid jamforelser mellan tidpunkterna inom de olika
behandlingarna. * =<0,05, **=<0,01 och ***=<0,001

a b C d
OJfr 24 skkk kkk kkk ns
24 jfr 48 Hadok Hadok ns ns

Korrelation viabilitet-motilitet

I tabell 5 visas korrelationen mellan %-andel doda/skadade och den subjektivt
beddmda motiliteten for de olika behandlingarna och tidpunkterna samt for alla
behandlingar och tidpunkter tillsammans.

Tabell5. Korrelation mellan %-andel déda/skadade och subjektivt bedomd motilitet

beh t=0 t=24 t=48 alla t
a 0,04™ (-)0,17™ (-)0,17™ (-)0,77%**
b (-)0,50* (-)0,80%** (-)0,79%*
c 0,03™ (-)0,06™ 0,04™ (-)0,28%*
d (-)0,02™ (-)0,56*%* (-)0,28*
alla beh 0,12™ (-)0,48***  (-)0,66%** (-)0,59%**

Den negativa korrelationen mellan %-andel doda/skadade och subjektivt bedomd
motilitet var totalt hog (r = -0,59, P < 0,0001) vilket betyder att en lag andel
doda/skadade ger en hog motilitet medan en hdg andel doda/skadade ger en lag
motilitet. Dock var det ingen signifikant korrelation inom behandling vid vissa
tidpunkter, framfor allt direkt efter samling och vid 24 timmar.

DISKUSSION

I denna studie har en selektionsmetod av sperma utvérderats genom metoden att
analysera spermaviabiliteten med hjilp av automatiserad datoriserad fluorometri .
Fluorometri dr endast anvénd pa hingstsperma i ett tidigare forsok (Sundén, 2003)
men beddémdes dé tillforlitlig vid analys direkt efter samling/uppackning. Den har
tidigare anvints pa tjursperma (Januskauskas et al., 2000, Alm et al., 2001) med
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gott resultat. Januskauskas et al jimforde fluorometerbeddmd viabilitet med
viabilitet bedomd via mikroskop samt fertilitet enligt non return rates (icke
omldpning) och fick fram ett signifikant samband. Alm et al jaimforde viabiliteten
med fertilitet (ocksa enligt icke oml&pning) och fick fram ett 1dgt men signifikant
samband. Vidare har den anvénts i forsok med baggar (Martinez-Pastor et al.,
2004) d& man fick ett mycket varierat resultat och ingen korrelation till de andra
parametrarna som beddmdes. Ar 2005 anvindes metoden i ett forsok med
galtsperma (Sutkeviciene et al.) dir man jamforde ett antal parametrar med non
return rates och kullstorlek som ett matt pa fertilitet och resultatet var att den enda
av spermaparametrarna som korrelerade signifikant med fertiliteten var
fluorometerbeddmd viabilitet hos sperma som lagrats i sju dagar.

Resultaten 1 denna studie avviker delvis frdn det forvidntade. Procentandelen
doda/skadade celler var hog redan vid tid 0 vilket var ovéntat. I studien gjord av
Januskauskas et al (2001) pa tjur erhdlls liknande hoga vérden péd %-andel
doda/skadade celler men dédr gjordes studien pa tinad fryst sperma. Viabiliteten
borde Overensstimma med motiliteten vilket den inte gjorde enligt
korrelationsanalysen. Totalt sett och efter 48h fanns en korrelation men inte vid 0
och 24 h. Detta skiljer sig ocksa fran resultatet Sundén fick (2003). Eventuellt
skulle det kunna forklaras om spermier, med lindrigt skadat cellmembran, vilket
gor att de fargas in, fortfarande kan vara motila. I takt med att de dér av och
motiliteten sjunker sd korrelerar den med vérdet for andelen skadade/doda. Jamfor
man resultaten med resultat fran ett annat EEF-arbete (Strutz, 2007) som
genomfordes samtidigt och med samma sperma sa fanns skillnader. I den studien
analyserades sperman med hjilp av Qualisperm (se avsnittet spermakvalitet 1
inledningen) och den objektivt beddmda motiliteten jimfordes med den subjektivt
bedomda motiliteten med goda resultat. Dar sdgs storre skillnader mellan den
selekterade sperman och den oselekterade sperman och redan vid tid 0.

Varfor dessa resultat fds kan man bara spekulera i. Binds kemiska d@mnen i
fluorescensfargen, Hoechst 33258, till nadgot annat i proverna, dr ndgon ingaende
analyskomponent skadlig for spermierna eller &r metoden inte tillrdckligt kinslig?
Att Hoechst 33258 skulle kunna binda till andra celler &r mojligt men de borde
finnas 1 samma koncentration i prov respektive kontrollprov sé att ingen paverkan
pa resultatet fids. Vad giller skadlig inverkan pa spermierna sd finns inget
beskrivet i litteraturen vad giller Hoechst 33258. Firgen dr anvénd i en studie pa
hingst 1997 av Papaioannou ef al. Dir jimfordes viabiliteten bedomd 1 mikroskop
efter fargning med Hoechst 33258 med viabiliteten frdn flodescytometri efter
fargning med propidiumjodid (PI) och ett signifikant samband sdgs. I den studien
anvandes dock en ldgre koncentration av Hoechst 33258 &@n 1 mitt forsok. Hoechst
33258 ar ocksd anvdnd i en annan studie (Neild et al 2003) pd hingst dar
membranfordndringar under frysforvaring studerades. Viabiliteten beddomdes 1
mikroskop och jamfordes med andra infdrgningar, bland annat chlortetracycline
(CTC), med bra resultat. Vad giller 6vriga ingaende komponenter, TRIS och
Kenneys, sd dr dessa vilbeprovade. Metodens kénslighet kan dock diskuteras.
Under studien gjordes en upprepad analys av samma sperma. Atta ginger
analyserades sperman och resultatet varierade mellan 61 % och 75 %
doda/skadade celler vilket indikerar ett ojamnt analysresultat. Trots detta finns
statistisk signifikans som gor att man kan dra vissa slutsatser av studien.
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Transportsperma motsvaras av behandling b 1 denna studie. Resultaten 1
variansanalysen av medelvédrdena visar pa att den selekterade sperman &r viabel
langre tid dn den oselekterade sperman. Detta 6ppnar for mojligheter att dels klara
av forseningar vid transport och dels att béttre kunna optimera tidpunkten for
insemination till ovuleringstidpunkten. Det vore intressant med vidare studier pa
viabilitet over tid hos single-layer-centrifugerad sperma, vid exempelvis 72 och
96 timmar efter samling. Att den selekterade sperman som fOrvarats 1
rumstemperatur inte skiljde sig statistiskt frdn den selekterade sperman som
kylforvarats var ett intressant resultat. Detta skulle kunna innebéra att man med
hingstar diar kylningen &r ett problem, och man darfor bara tillimpar farsk
insemination, skulle kunna skicka transportsperma utan kylning. Man skulle ocksa
kunna ténka sig att sinka semindoserna om man skickar selekterad sperma vilket
kanske skulle kunna fa ejakulatet att racka till fler ston.

Denna studies resultat tyder pad att datoriserad fluorometri var en tveksam metod
for bedomning av viabilitet hos hingstsperma. Metoden tycks inte vara tillrdckligt
kanslig och analysresultaten dr ojimna. Dock skulle den kanske kunna fylla en
funktion, om man vet om dess svagheter, eftersom den ir relativt enkel och billig
jamfort med andra tillgdngliga metoder for analys av membranstabilitet.
Ytterligare studier betrdffande vilken koncentration av Hoechst 33258 man bor
anvanda kan vara av vérde.

Vad giller metoden att selektera spermier genom en tdthetsgradient s var
resultaten mycket intressanta. Den skulle kunna innebéra en kvalitetshdjning av
sperman med béttre dréktighetsresultat som f6ljd, framfor allt for hingstar med 14g
fertilitet. Dock skulle man behdva utviardera metoden med storre volymer for att
det skulle vara praktiskt genomforbart och dessutom skulle man behdva folja upp
dréktighetsresultat.
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