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SAMMANFATTNING

En stor del av den svenska halvblodsaveln utfors idag med artificiell insemination
(AD). Kvalitetskontrollen bestar i den subjektiva motilitetsbedomning som gors
efter samling. Har finns ett behov av att pa ett sdkrare sitt kunna uttala sig om
viabiliteten hos sperman. I den hér studien jamfordes fluorometri med
flodescytometri. I studien ingick tre hingstar stationerade pa Markebédcks Gérd,
Askersund. Hingstarna samlades tre génger under v 15 och under v 34 2008.
Proverna analyserades vid 4 och 24 timmar. Studien ar en del i ett storre
forskningsprojekt inom SLU for att utveckla alternativa metoder for
kvalitetsanalyser samt att hoja viabiliteten och Gverlevnadstiden pa sperma med
hjélp av selektering, sé kallad Single Layer Centrifugering. Studiens syfte var:

* att jimfora fluorometri med flodescytometri nér det giller kvalitetsbedomning
av oselekterad och selekterad hingstsperma

« att jAmfOra viabilitet hos tre hingstar fore och efter seminsidsong

Resultaten visar inte ndgon signifikant skillnad pd spermiernas viabilitet fore och
efter sdsong. De tvd analysmetoderna korrelerade béttre vid analys av oselekterad
sperma én med selekterad. Fluorometriresultaten visade genomgéiende pa for hog
viabilitet hos spermier av simre kvalitet. Fluorometri som metod verkar fungera
béttre pa sperma av mycket bra kvalité. Selektering har god effekt pa sperma av
samre kvalité, framfor allt forbattras lagringsegenskaperna.

ABSTRACT

Most Swedish Warmbloods are bred by artificial insemination (AI). Quality
control of the semen consists of the subjective evaluation of motility. There is a
need for a more accurate and objective method of rating the semen. In this study
we compared fluorometry with flowcytometry as a method for evaluating sperm
viability. Semen was collected from three stallions, stationed at Markebacks Gard,
Askersund, three times during week 15 and week 34, 2008. The semen was
analyzed at 4 hour and 24 hour. This study is a part of a larger project at SLU to
evaluate alternative methods for semen quality analysis and ways to improve
viability and time of survival for semen by selection, so called Single Layer
Centrifugation. The purpose of this study was:

* to compare two methods, fluorometry with flowcytometry in unselected and
selected stallion semen

* to compare viability of the semen of three stallions before and after the breeding
season

The result does not show any significant difference in sperm viability before and
after the season. The two methods correlated better for unselected semen than for
selected. With fluorometry the viability result was too high in semen of inferior
quality. In this study, fluorometry as a method works better when analyzing
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semen of high quality. There is a good outcome of centrifugation with semen of
inferior quality after 24 hours.

INLEDNING

Halvblodsaveln idag

Hastaveln i Sverige idag utfors framfor allt med artificiell insemination (AI). Bade
farsk sperma (AI) och kyld transportsperma (TAI) anvidnds. Detta innebér att
hingstar tappas pa sperma och stoet semineras samma dag pa
hingst/seminstationen, alternativt skickas sperman kyld med postpaket ver natten
till en mottagarstation dér stoet semineras dagen efter. Idag tillimpas ett system
dir hingststationerna samlar sperma fran sina hingstar mandag, onsdag och
fredag. Det gor att transporterad sperma levereras tisdag, torsdag och 16rdag. Idag
skickas sperma inte bara inom landet, &ven importsperma frdn Holland, Belgien,
Tyskland och Danmark anvinds. Fryst sperma (FAI) anvédnds ocksa. Fryst
spermas héllbarhet 4r mycket lang men livsldngden efter upptining ar kortare &n
for farsk sperma (Soderquist et al, 2004). Detta kraver mer nar det géller transport
av sperma 1 kérl med flytande kvéve och stiller dessutom hogre krav pa frekvens
och kunnande vad det géller undersokning och insemineringstidpunkt for stoet.
Sammantaget leder det till att anvdndandet av fryst sperma é&r dyrare for
stodgarna, trots detta &r anvdndandet av fryst sperma relativt vanligt pa
travarsidan, 18% 2007 (A-M Dalin, personligt meddelande). Vad det giller
halvblod #r det dock fortfarande avel med kyld sperma som ir vanligast. Ar 2007
var totalt 216 hingstar aktiva inom halvblodsaveln 1 Sverige. Av dessa gick 26 pa
naturlig betdckning (12%). Totalt betdcktes 5560 ston med halvblodshingstar
2007, 477 av dessa ston betdcktes naturligt (8,6%). Det innebir att 91,4% av alla
ston 1 avel 2007 inseminerades med farsk eller transporterad kyld sperma
alternativt fryst sperma (www.asvh.se). Att andelen Al ston &r sa pass hog ér inte
anmarkningsvirt, vinsterna med Al Overstiger vida eventuella fordelar med
naturlig betdckning. Al ger bittre hygien och didrmed minskad risk for
smittspridning mellan hingst och sto och dven mellan ston som beticks med
samma hingst. En och samma hingst kan anvindas till fler ston om ett ejakulat
spdds och fordelas. Skaderiskerna for bade stoet och personalen minskar avsevirt
med Al istdllet for naturlig betdckning. En hingst 1 full tdvlingskondition kan
betjdna ston under pédgdende tdvlingssdsong, detta dr knappast mojligt om
hingsten ska beticka naturligt varannan dag. Stodgarna behdver heller inte
transportera sina ston till hingsten utan kan kora dem till ndrmaste mottagarstation
vilket underlattar for bade sto och stodgare. P4 detta sitt frimjar man aveln i
omrdden ddr det inte dr lika hasttétt. Det dr inga problem att anvénda en hingst i
sodra Skane dven om stoet befinner sig langt mer norrut i landet. En eventuell
nackdel med Al &r att variationen pa avelsmaterialet minskar da en och samma
hingst 1 praktiken kan betjdna 6ver 200 ston péd en sdsong. Inom travet har man en
begrinsning pa 150 ston per hingst for att undvika dveranvéndning.

Da selekteringen av avelshingstar frimst gors utifran formaga och teknik inom

gingarter eller hoppning, exteriér och prestationer, antingen i form av egna

tavlingsmeriter eller i en vdlmeriterad stamtavla, och inte utifran fertilitet kan

kvalitén pd sperman variera mycket. Det enda som kontrolleras innan hingsten gar
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in 1 aveln &r att testiklarna vid klinisk undersékning dr utan anmérkning. Det gors
ingen analys pd spermiemorfologi eller spermieviabilitet. Innan avelssdsongen
borjar tas spermaprover for CEM (contagious equine metritis) och EVA (equine
viral arteritis). Dessa prov ska vara negativa for att hingsten skall fa anvéndas 1
avel (wWwww.sjv.se).

Spermahanteringen pé stuteri

Efter samling kontrolleras gelfri volym, koncentration och initial motilitet. Utifrdn
koncentration och initial motilitet riknas sedan dosvolymen ut, det vill sdga den
volym spiddd sperma med ritt méngd motila spermier per dos. Vid anvindning av
transportsperma ska man skicka >1x10° motila spermier per dos. Vid seminering
p4 station (firsk sperma) skall dosen innehalla >0,5x10° motila spermier. D& man
viger in den subjektivt bedomda motiliteten 1 dosberdkningen ar det av vikt att
den bedoms sé riktigt som mojligt. Att lara sig bedoma motilitet pd ett bra sétt tar
tid och kraver mycket trining. Efter att analyserna pa rasperman ér gjorda spads
sperman med en speciell spiddningsvitska innehdllande bland annat glukos,
mjolkpulver och antibiotika, for att skapa en god miljo och forldnga dverlevnaden
hos spermierna. Det &r viktigt att temperaturkurvan sjunker successivt. Nar
berdkningar och spddning dr gjorda stdlls sperman morkt och i rumstemperatur
innan seminering eller packning for transport, allt for att optimera miljon for
spermierna (Soderquist et al, 2004).

Fertilitet

I hingstkalendern anges hingstens fertilitetsresultat som féljande, 100/80, diar den
forsta siffran anger antal betickta ston och den andra siffran anger antal fodda fol
aret efter dvs folningsprocent. Detta sidger givetvis en del om hingstens fertilitet
men hdr skall ocksd stoets fertilitet, kondition, handhavande av sperma,
seminstationsrutiner och inte minst veterindrens kompetens végas in. Utifran detta
kan man forstd att det &r svart for stodgare att skapa sig en rittvis bild av hur bra
sperma en viss hingst har. Spermakvalité bor vara en viktig parameter i val av
hingst da det ofta dr kostsamt att under en hel sdsong skicka och seminera med
sperma av dalig kvalité. D4 man idag néstan uteslutande anvander sig av Al stills
storre krav pa spermans kvalité &n vid naturlig betdckning.

Fluorometri

Fluorometri &r en teknik som anvinds for att objektivt beddma viabiliteten hos
sperma. Metoden fOr att mdta membranintegritet innebdr att med hjilp av
fluorometer méta fluorescensen efter tillsats av en firg som markdr for icke viabla
spermier. Fargen som anvidnds dr Hoechst 33258. Féargen kan inte penetrera
intakta cellmembran och binder didrmed inte in till normala viabla spermier.
Féargen fluorescerar nir den binder till DNA vilket 4r mojligt 1 skadade och doda
celler vars membran &r trasigt. Kontrollproverna bestod av kéinda koncentrationer
med doda spermier. Kvalitetsbedomning av sperma med hjélp av fluorometri har
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tidigare gjorts pa tjursperma (Januskauskas et al, 2000) samt pa hingstsperma
under ett EEF-projekt pa SLU (Bjork, 2007). Den forra studien visade att
fluorometri var en tillforlitlig teknik och ett bra komplement till andra metoder for
bedomning av spermakvalit¢ medan den senare studien inte kunde stodja detta.
Fluorometri dr en enklare och billigare analysmetod dn flodescytometri.
Instrumentet som anvédnds dr av bérbar storlek och skulle déarfor kunna nyttjas
praktiskt ute pa stuterierna om den visar sig vara palitlig som metod for
viabilitetsanalyser.

Flodescytometri

Metoden liknar den for fluorometri. Plasmamembranintegriteten méts genom att
cellerna fargas in med tva olika typer av fargmarkdrer. Dessa farger fluorescerar
nir de binder in till nukleinsyran i DNA i cellen. Detta kan mitas med en
flodescytometer. Fiargerna som anvéinds & SYBR-14 och Propidiumjodid (PI).
SYBR-14 penetrerar membranet pa intakta levande celler och tranger in i kérnan
dér fargen binder till nukleinsyra i DNA. Vid bindning till DNA fluorescerar
firgen gront. Aven propidiumjodid binder in till DNA men kan inte penetrera
intakta cellmembran, cellen maste vara dod och déirigenom ha ett trasigt
cellmembran for att firgen ska kunna binda in. Vid bindning till DNA
fluorescerar Propidiumjodid rétt. Metoden har anvints for att utvirdera relationen
mellan motilitet och viabilitet hos hingstsperma (Love et al, 2003).

Single Layer Centrifugering

Ett sétt att forbéttra spermakvaliteten och dirmed oOka forutsédttningen for
draktighet ar att selektera ut de levande och befruktningsdugliga spermierna innan
seminering. [ ett ursprungligt ejakulat dr de levande och friska spermierna
blandade med d6da och ddende spermier, seminalplasma samt celler av andra
slag. Aktiva och rorliga spermier i rumstemperatur har en hog metabolism. Den
stora energidtgangen resulterar i en 0kning av metaboliska produkter som 1i sin tur
leder till en pH-sdnkning i seminalplasman. Ett sdnkt pH paverkar spermierna
negativt. Spiddningen med spddningsvétskan dr en del 1 att motverka detta. Genom
att selektera ut de viabla spermierna fran de icke viabla kan man 6ka livslangden
hos de viabla spermierna och dédrmed 6ka chansen till draktighet (Morrell et al,
2008 a, Morrell et al, 2008 b). Selekteringen gors genom sa kallad single layer
centrifugering. Spermierna centrifugeras genom en kolloid som endast later motila
spermier med normalt DNA passera, dessa hamnar i pelleten. Déda eller onormala
spermier samt celler av annat slag kan inte passera kolloiden. De kan efter
centrifugering avldgsnas tillsammans med kolloiden. Kvar i pelleten blir viabla
spermier med normalt DNA. Metoden single layer centrifugering har utvirderats 1
en jaimforande studie med en densitetsgradient som selektionsmetod (Morrell et
al, 2008 b).

Malsattningen med den hér studien var 1) att utvérdera fluorometri som alternativ

till den mer sdkra flodescytometrin som metod for att analysera viabilitet hos

oselekterad och selekterad hingstsperma. 2) att jamfora spermakvaliteten géllande

viabilitet hos tre hingstar fore och efter seminsdsong. Att jamfora sperman fore
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och efter sdsong kan vara av intresse for att se eventuella skillnader 1 kvalitén och
om det kan vara av betydelse nidr pd sdsongen man ldmnar sitt sto for
inseminering. Studien &r en del 1 ett storre projekt for att utvirdera och
vidareutveckla metoder for kvalitetsbedomning av hingstsperma. Detta projekt
finansieras med forskningsmedel fran Stiftelsen Svensk Héstforskning.

Syfte

Syftet med den hér studien var

* att jimfora fluorometri med flodescytometri géllande kvalitetsbedomning av
oselekterad och selekterad hingstsperma

* att jimfora kvalitet géllande viabilitet hos sperma fran tre hingstar fére och efter
seminsdsong



MATERIAL OCH METODER

Hingstar och spermasamling

I studien ingick sperma fran tre hingstar mellan 10 och 19 ar gamla,
halvblodshingstarna Lasandos och Friendship och lippizzanerhingsten Maestoso
Romida. Hingstarna var stationerade pa Markebicks Gard, Askersund. Hingstarna
samlades pa sperma under v 15 och v 34 pa méndag, onsdag och fredag morgon i
en tappningshall i1 direkt anslutning till hingststallet. Fantomen som hingstarna
hoppade pa kliddes med plast, ny for varje hingst. Den artificiella vagina som
anvédndes var av typen “Colorado” (Animal Reproduction Systems, Chino, CA,
USA). Vaginan fylldes med 2 liter kokvatten samt 2 liter varmvatten direkt fran
kranen. En sidrskild engings “liner” i1 plast anvdndes till varje hingst. Inuti
smorjdes vaginan med vitt vaselin. Ejakulatet passerade ett filter innan det
samlades upp 1 en forvirmd plastflaska. Filtret var ett rorformat mjolkfilter
(mjo6lkfilter, Euro Farm 320x58 mm, sydda kanter). Flaskan holls varm med hjélp
av en isolerande hétta. Efter samling placerades flaskan i varmeskap och gelfri
volym avléstes och noterades. Initial motilitet bedomdes i ljusmikroskop med
rasperma. En droppe placerades pa objektsglas med tickglas. Koncentrationen av
sperman kontrollerades med “Spermacue” (Minitiib Abfiill- und Labortechnik,
Tiefenback b. Landshut, Tyskland). Efter analyserna spdddes sperman 1:1 med
Inra 96, en “ready to use” spiddningsvitska innehallande bland annat penicillin,
gentamicin och amphotericin B (fungicid) (imv Technologies, L Aigle Cedex,
Frankrike). Efter spddning fordelades sperman frdn varje hingst pa fyra 20 ml
sprutor. Tva av sprutorna placerades i en transportlada utan kylklamp och tva i en
transportldda med kylklamp. Detta gav spermaprover i rumstemperatur som vid
anvindning av farsk sperma pa seminstation samt spermaprover kylda dver natten
som vid transporterad sperma. Ladorna kordes sedan direkt till SLU, Uppsala, for
analyser under eftermiddagen samma dag (4 h) samt formiddagen pafoljande dag
(24 h). Uppgifter med klockslag for tappning, initial motilitet och koncentration
bifogades varje hingsts spermaprover.

Bild 1. Spermasamling fran Lasandos 922 i tappningshallen, Markebacks Gard.
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Experimentell design

Varje hingsts ejakulat analyserades vid fyra tillfdllen. Ett prov med oselekterad
sperma samt ett med selekterad sperma, bada rumstempererade, analyseras samma
dag som samling (4 h). Ett prov med oselekterad sperma samt ett med selekterad
sperma som varit kyld under natten analyseras morgonen efter samling (24 h).

Single Layer Centrifugering

Kolloiden som anvéndes var en silantidckt silikatkolloid i buffrande saltlosning
(Androcoll-E™, SLU; patent applied for). 4 ml av kolloiden pipetterades till ett
centrifugror. Ovanpa kolloiden pipetterades 1,5 ml spddd sperma innehdllande
<100x10° spermier/ml. Réret centrifugerades i 300 g under 20 minuter. Efter
centrifugering sogs supernatanten och det mesta av kolloiden bort. Kvar blev
pelleten med de framselekterade spermierna, denna spdddes sedan med 1 ml
INRA 96. (Morrell et al, 2008).

Fluorometri — selekterad och oselekterad sperma

Féargmarkdren som anviandes var Hoechst 33258 (Invitrogen Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) i koncentrationen 1 mg/ml spddd i destillerat vatten och
sterilfiltrerad genom ett 0,22 um filter. Fargmarkoren forvarades i ljusskyddad
behéllare 1 kylskdp. Varje dag spdddes fargmarkoren till en arbetslosning med
koncentrationen 2 pg/ml i tricitratfruktosbuffert (500 ml destillerat vatten,
trishydroxymetylaminometan 15,14 g, citrat 8,5 g, fruktos 625 g,
dihydrostreptomycin (D-7253) 0,5 g, benzylpenicillin 0,4 g). Bufferten férvarades
1 kylskép efter upptining. Arbetslosningen forvarades i ljusskyddade 12 ml ror i
rumstemperatur under arbetsdagen.

For kontrollproverna pipetterades 400 pl sperma i ett eppendorfror. Denna sperma
avdodades genom att roret sdnktes ned i1 flytande kvive i cirka fem sekunder for
att sedan tinas upp under fingervarmt rinnande vatten. Denna procedur
upprepades fyra ganger for att sdkerstdlla att alla spermier dott. Provet med de
avdodade och levande spermierna pipetterades sedan ut pa 96-halsplatta i triplikat
(Costar Black Opaque, 96 brunnar, No 13300030, Corning Incorporated, NY,
USA) enligt foljande schema: Brunn 1-50 pl trisbuffert (blank). Brunn 2-5 ul
avdodat prov samt 45 pl trisbuffert (10 % ddda). Brunn 3-12,5 pl avdodat prov
samt 37,5 pl trisbuffert (25 % doda). Brunn 4-25 p avdodat prov samt 25 pul
trisbuffert (50% doda). Brunn 5-50 pl avdddat prov (100% doda). Brunn 6-50 pl
levande prov (provet som ska avlédsas). Till alla brunnar tillsattes sedan 150 pl
farglosning. Plattan inkuberas 1 5 minuter 1 37 °C 1 fluorometern innan avlésning.
Fluorometern som anvéndes var en BioTek FL600 fluorescent plate reader (Boule
Nordic AB, Stockholm). Fluorometern dr automatiserad och datoriserad med
programmet KC4 (version 2,6, Bio-Tek instruments, Inc) och skapar ett
kvantitativt protokoll for varje prov. Foljande instéllningar anvéndes: optisk
avldsning frdn toppen, ”static sampling”, 0,35 sekunders fordrojning, 10
avldsningar per brunn, sensitivitet 60, bandbredd pa exciteringsfiltret var 360/40
nm och pa emissionsfiltret 460/40 nm. Viabiliteten berdknades genom att
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medelvérdet fran de tre brunnarna med levande prov sattes in 1 ekvationen for den
kurva som fatts genom de avdodade provens kinda koncentrationer.

Flodescytometri

En fiargkombination av SYBR-14 och Propidiumjodid (PI) (Live/Dead® Sperm
Viability Kit L-7011; invitrogen™, Inc., Eugene, OR, USA) anvéndes. Fran varje
spermaprov overfordes 300 ul spadd sperma till olika typer av plastror. SYBR-14
16sningen spdddes med Cellwash 1 proportionerna 1:50. 1,5 ul av denna 18sning
samt 1,5 pl av Propidiumjodid tillsattes till varje prov. Proverna inkuberades i i
morker under 10 minuter 1 37 °C. Efter inkubation forvarades proverna i morker i
rumstemperatur (22 °C) till dess att analysen gjordes (1-30 minuter).
Flodescytometeranalys gjordes 1 en LSR flodescytometer utrustad med
standardoptik (Becton Dickinson, San José, CA, USA). Gron (FL1) och réd (FL3)
fluorescens mattes for varje spermie. FL1 &r ett matt pd SYBR-14-positiva
spermier och FL3 ett mitt pa Pl-positiva spermier. Genom den hér
infargningskombinationen kan spermierna delas in i tre grupper; levande celler
(SYBR-14 +/ PI - ), doende celler (SYBR-14 + / PI +) samt doda celler (SYBR-
14 - / PI + ). Upp till 50 000 spermier analyserades fran varje prov. Resultaten
presenterades i procent av totalantalet analyserade spermier.

Statistisk analys

Resultaten fran projektet analyserades statistiskt med hjdlp av SAS — programmet
(Ver. 9, Statistical Analysis System, SAS institute incorporated, Cary, NC, USA).

Viabiliteten mitt med fluorometri och flodescytometri analyserades med hjélp av
variansanalys. I den statistiska modellen inkluderades de fixa virdena av hingst,
samlingsmanad (april eller augusti), behandling (selektering eller ej), provtidpunkt
(4 eller 24 timmar), samt samspel mellan behandling och provtidpunkt. Dartill
inkluderades i1 den statistiska modellen den slumpmaissiga effekten av ejakulat
(inom hingst). Signifikans ansags foreligga om p<0,05. Dirtill berdknades
korrelation mellan de tvd matten pa spermans viabilitet. Den statistiska
bearbetningen utfordes av docent Nils Lundeheim, Institutionen for
husdjursgenetik, SLU.



RESULTAT

Jamforelsen mellan april och augusti gillande spermans viabilitet hos de tre
hingstarna som ingick i projektet visade inte pad nagon signifikant skillnad fore
och efter seminsdsong.

Diagram 1, 2 och 3 visar medelvirdet av viabiliteten frdn fluorometri och
flodescytometrianalyserna vid tid 4 h och 24 h hos oselekterad och selekterad
sperma for var och en av hingstarna i projektet.

Diagram 1.

Lasandos

100,00% 1
90,00%
80,00% -
70,00% -
60,00% -

%

g 50,00% -
40,00%
30,00%
20,00% -

10,00%

0,00% J
Ej selekterad tid 4 Selekterad tid 4 Ej selekterad tid 24 Selekterad tid 24

Diagram 1, Lasandos. Diagrammet visar medelvdrden av spermiernas viabilitet
vid tiden 4 h och 24 h samt hos oselekterad och selekterad sperma analyserad med
fluorometri B och flodescytometri Il .



Diagram 2.

Friendship

100,00% 1
90,00% -
80,00%
70,00%
60,00% -
g’S0,00% 1
40,00% -
30,00% -
20,00%

10,00% A

0,00% J
Ej selekterad tid 4 Selekterad tid 4 Ej selekterad tid 24 Selekterad tid 24

Diagram 2, Friendship. Diagrammet visar medelvdrden av spermiernas viabilitet

vid tiden 4 h och 24 h samt hos oselekterad och selekterad sperma analyserad med
fluorometri B och flodescytometri .
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Diagram 3.

Maestoso Romida

100,00% A9
90,00% 9
80,00%
70,00% A
60,00% -
%/050,00% 1
40,00%
30,00%
20,00%

10,00% A

0,00% T T
Ej selekterad tid 4 Selekterad tid 4 Ej selekterad tid 24 Selekterad tid 24

Diagram 3, Maestoso Romida. Diagrammet visar medelviarden av spermiernas
viabilitet vid tiden 4 h och 24 h samt hos oselekterad och selekterad sperma
analyserad med fluorometri [l och flodescytometri .

Flodescytometri

Viabiliteten var 1 medeltal for de tre hingstarna 75,5 % for oselekterad sperma vid
tiden 4 h. For selekterad sperma vid samma tidpunkt var medeltalet 80,5 %. Vid
24 h hade den oselekterade sperman en genomsnittlig viabilitet pd 67,3 %, medan
den selekterade hade en genomsnittlig viabilitet pa 77 %.

Fluorometri

Medelvérden hos de tre hingstarna tillsammans visade en viabilitet pa 84,6 % hos
oselekterad sperma vid tiden 4 h. Den selekterade sperman hade vid samma tid en
viabilitet pa 78,5 %. Vid 24 h lag den oselekterade sperman pd 75 % medan den
selekterade 1ag pé 81,2 %.

Tabell 1 wvisar dréktighetsresultaten for hingstarna 1 projektet under
seminsdsongen 2008. Noteras bor att Maestoso Romida endast hade étta ston
under sdsongen.
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Tabell 1.

Tot. antal ston 20 38 8

Antal DR ston 16 31 8

% DR tot 80,0% 81,6% 100,0%
% DR 1:a brunst [68,8% 74,2% 87,5%
% DR 2:a brunst |25,0% 19,4% 0,0%
% DR 3:e brunst |6,3% 6,5% 12,5%
Antal pa station |16 6 3

% DR station 93,8% 100,0% 100,0%
Antal ston skick |4 32 5

% DR skick 25,0% 78,1% 100,0%

Resultaten fran variansanalysen (tabell 2) visar att for de bagge viabilitetsmatten
hade hingsten hade en signifikant inverkan. Selektering och provtagningstidpunkt
hade en signifikant inverkan pé viabiliteten métt med flodescytometri. Samspelet
mellan selektering och provtagningstidpunkt var signifikant for viab-1 men ej for
viab-2.

Tabell 2.

Hingst 0,0009 <0,0001
Selekt 0,9143 <0,0001
Tid 0,1554 0,0001
tid*centr | 0,0065 0,1029

Korrelationen mellan viabiliteten métt med de tvd analysmetoderna fluorometri
och flédescytometri var i totala data (72 ejakulat) + 0,58. Korrelationen hos alla
prover vid tid 4 h lag pd 0,55 och motsvarande siffra vid 24 h var 0,57. Hos de
oselekterade proverna, alla tider, lag korrelationen pa 0,67. Motsvarande siffra hos
de selekterade proverna var 0,48. Hos de oselekterade proverna, tid 4 h lag
korrelationen pa 0,71. Hos samma prover, vid tiden 24 h var virdet 0,61. De
selekterade proverna tid 4 h hade en korrelation pé 0,57. Hos samma prover tid 24
h var siffran 0,42.
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DISKUSSION

I denna studie jdmfordes metoderna fluorometri och flodescytometri for
beddmning av spermakvalitén mitt som spermans viabilitet, vid olika hantering
av sperman samt vid olika tidpunkter. Oselekterad sperma jamfordes med
selekterad sperma vid tidpunkterna 4 timmar och 24 timmar. Spermaproverna
kom fran tre olika hingstar stationerade pa samma hingststation. Fluorometri som
metod att kvalitetsbeddma hingstsperma har anvints tvd génger tidigare vid
institutionen. Vid det forsta forsoket ansags fluorometri vara en tillforlitlig metod
for analys pa sperma 1 direkt anslutning till samling/uppackning (Sundén, 2003). I
den senaste studien (Bjork, 2007) visade dock resultaten en ovéntat hog andel
doda/skadade celler vid tid 0 h. En korrelation till motiliteten kunde endast ses vid

24 och 48 h.

For att bedoma hur vdl de tvd metoderna stdmmer Overens gjordes en
korrelationsanalys. De tre hogsta korrelationskoefficienterna mellan viabilitet-
fluorometri och viabilitet-flodescytometri hos de tre hingstarna tillsammans sigs
hos oselekterad sperma. Hogst var korrelationen hos oselekterad sperma vid 4
timmar (0,71). Det verkar alltsd som att de tvd metoderna stimmer bdst verens
nédr sperman dr obehandlad. Légst korrelation sdgs hos selekterad sperma vid 24
timmar (0,42). En tinkbar forklaring till att de tvd metoderna har hogre
korrelation vid analys av obehandlad sperma kan vara att koncentrationen hos den
selekterade sperman ej undersoktes i studien. Den kan ha varierat en del mellan
hingstarna och proverna. Detta kan ha lett till att resultaten frdn den selekterade
sperman blev ojimna och darfor korrelerar sémre én resultaten fran analyserna av
den oselekterade sperman.

Enligt diagrammen for varje enskild hingst tycks samstimmigheten mellan
viabilitet-fluorometri och viabilitet-flodescytometri vara bdst hos hingsten med
genomgdende hogst viabilitet pa sin sperma, Friendship.

Hos den hingst med genomgéende ldgst viabilitet pd sin sperma, Maestoso
Romida, stimmer de tvd metoderna sdmre Overens. Héar ligger viabilitet-
fluorometrivdrdet genomgaende hogre dn for viabilitet-flodescytometri.

Vid jamforelsen for total viabilitet for de tre hingstarna tillsammans mellan
flodescytometri och fluorometri som metoder kan noteras att viabiliteten for
oselekterad sperma vid tid 4 h enligt fluorometrianalysen 1&g markant hogre dn for
samma prov med flodescytometri. Den oselekterade sperman vid tid 0 h hade
dven hogre viabilitet 1 fluorometrianalysen dn den selekterade sperman vid 4 h i
flodescytometrianalysen. Av detta kan man dra slutsatsen att fluorometrivirdena
genomgdende var for hdga 1 analyserna. Da flodescytometri dr en séker och vl
beprovad metod i sammanhanget kan man utga fran att dessa viarden ar de mest
tillforlitliga. Varfor viabilitetvirdena fran samma prov blir hogre med
fluorometrimetoden, speciellt pd sperma av nagot lagre kvalité ar svart att
forklara. Detta gir tvért emot resultatet fran den senaste studien (Bjork, 2007).
Dar diskuterades det om fargen, Hoechst 33258, pa ndgot vis kunde vara skadlig
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for sperman. I denna studie ar problemet det omvédnda da andelen levande/viabla
snarare ligger for hogt jaimfort med samma prov i flodescytometern. En viktig
skillnad mellan Bjorks studie och den hér studien dr koncentrationen pa fargen.
Bjork anvinde en arbetslosning med koncentrationen 40 pg/ml for att farga in
cellerna med. I den hér studien anvidndes en koncentration pd 2 pg/ml. Bjork
diskuterade om fargen kunde vara toxisk for cellerna da viabiliteten var sa 14g. 1
denna studie kan det vara sa att firgen var for svag, den rickte inte for att farga in
allt DNA 1 proverna hos de skadade/ddda cellerna. Att det var speciellt tydligt i
sperma med hogre andel icke viabla celler (Maestoso Romida) stirker denna
hypotes. Om det sedan bara berodde pé fargkoncentrationen, fiargningstiden eller
en kombination av dessa tva dr svdrare att uttala sig om. D& fargningen verkar
fungera bra pé sperma av avsevirt god kvalité (Friendship) torde detta tyda pa en
vil avvagd fargkoncentration i just det fallet. For att fa fargen att fungera lika bra
pa sperma av sdmre kvalité bor tester med en nigot hdgre koncentration goras.
Forsok med en fargkoncentration pa 8 pg/ml har gjorts, 4ven denna koncentration
visade en onormalt hog andel doda och skadade celler. Fiargkoncentrationen
ansags fortfarande vara for hog. (A. Johannisson, personligt meddelande). Ett
forsok med en fargkoncentration pad 4 pg/ml kan vara en idé. Ett annat sitt att
paverka infirgningen kan vara att forlinga inkubationstiden. Oka dagens fem
minuter till sju eller tio minuter. En risk med detta &r dock att man péverkar
spermakvalitén negativt.

Ett annat syfte med studien var att undersdka eventuella skillnader i spermakvalité
(viabilitet) fore och efter seminsdsong. Hér sdgs ingen signifikant skillnad hos de
tre hingstarna i studien. Aven om ingen av hingstarna haft ston i méngden uppat
hundratalet sd& har sperma samlats fran tvd av tre hingstar, Lasandos och
Friendship, tre dagar i veckan under hela sdsongen med undantag for nagon vecka
1 slutet av sommaren. D& de tre hingstarna som ingick i den hér studien alla varit
stationerade pa Markebicks Gard sedan seminsdsongen 2007, det vill sdga att de
varit uppstallade pa samma stille och tillsammans i 6ver ett ar, kan man utgd fran
att alla eventuellt paverkande faktorer frin omgivningen varit densamma for alla
tre. Utgdngspunkten for studien ur ett fysiologiskt och miljomaissigt perspektiv
borde darfor vara optimal. En helt optimal kartliggning av spermans viabilitet
under sdsongen hade dven innefattat en analysvecka i bdrjan av juni, mitt under
hogsdsong. Men dé driktighetsresultaten var sd hoga, speciellt med avseende pa
draktighetsprocent per brunst, finns dock ingen anledning att tro att sperman
skulle varit annorlunda under den perioden.

Utifrdn diagrammen och flodescytometrianalyserna framgar att selektering av
sperma av normal och ndgot sdmre kvalit¢ forbéttar viabiliteten efter 24 timmar.
Hos Maestoso Romida dr skillnaden stor, oselekterad sperma vid 24 timmar hade
ett lagre viarde dn selekterad sperma vid samma tidpunkt. Har kan man tydligt se
att selekteringen hade effekt. Aven hos Lasandos sigs en forbittring vid 24
timmar med selektering. Att skillnaden blir storre hos Maestoso Romida beror pa
att hans sperma hade en lagre viabilitet att fran borjan, effekten blir dérfor mer
tydlig efter selektering. Detta forklarar ocksa varfor effekten helt uteblir hos
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Friendship. Hans sperma hade frdn borjan en viabilitet pd dver 90%. Denna héga
spermakvalité dr svart att forbdttra med hjdlp av selektering. Syftet med att
selektera sperma é&r att forbattra kvalitén och ddrmed fertiliteten hos hingstar med
sdmre viabilitet, darfor dr det inte intressant att sperma med mycket hog viabilitet
ej forbattras via selektering.

Resultaten i studien visar fordelarna med att selektera sperma fran hingstar med
nedsatt spermieviabilitet for att 6ka chanserna till draktighet, speciellt vad avser
transporterad sperma da transporten och tiden i sig ytterligare kan forsdmra
kvalitén.

Variansanalysen visade att for den vedertagna och sikra metoden flodescytometri
(med SYBR-14/PI) hade hingst, selektering och tid var for sig en signifikant
inverkan pé resultatet. Detta var vintat och visar varfor metoden ar pélitlig. For
fluorometrimetoden var siffrorna nigot annorlunda. Hingst hade &ven hir
signifikant inverkan pé resultatet, vilket var véintat. Med fluorometrianalysen sags
ingen paverkan av selektion och tid pd resultatet. Diremot sdgs en signifikant
inverkan av samspelet mellan tid och selektering, detta innebar att skillnaderna
mellan tiderna 4 h och 24 h var olika for oselekterad och selekterad sperma.
Fluorometri dr alltsd en mindre tillforlitlig metod.

Sammanfattningsvis kan sdgas att selektering av sperma med nedsatt kvalitet kan
gora relativt stora skillnader i viabilitet efter 24 timmar, samt att fluorometri som
metod inte &r tillforlitlig annat &n vid analys av mycket bra sperma. Metoden
behover omarbetas for att fungera pé alla typer av sperma. D& problemet troligen
ligger hos fargkoncentrationen bor nya analyser med en nagot hdgre koncentration
utforas. Far man fram en vél avviagd och icke toxisk fargkoncentration borde
korrelationen mellan flédescytometri och fluorometri 6ka och dven den senare kan
anses tillforlitlig.

Studien visar dven att viabiliteten i sperman hos de hingstar som ingick inte
fordndras avsevért under seminsdsongen. Mojligheten till dréktighet, utifran
hingsten, bor alltsd vara lika stor under hela sdsongen. Det statistiska underlaget i
den hér studien kan sjélvfallet ifragasittas di det bara ror sig om tre hingstar, dven
om antalet analyser pd dessa tre dr relativt hdgt. En optimal studie skulle ha
innefattat ett storre antal hingstar.
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