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Sammanfattning av slutrapporten

Projektet ”Kvalitetshedémning av hingstsperma for semin” genomférdes aren 2006-2008 i syfte
att utvardera olika analysmetoder for farsk-, kyld- samt fryst-tinad hingstsperma, inklusive en ny
vid SLU framtagen teknik for spermieselektering ("Single-Layer Centrifugation, SLC”). Malet
var att kunna forbattra rekommendationerna vid praktisk hantering och kvalitetskontroll av
hingstsperma i Sverige. Projektet, som genomfordes i ndra samarbete med Flyinge AB samt ett
par andra vélkontrollerade stuterier i mellansverige, tillimpade bade rutin- och avancerade
spermaanalysmetoder och protokoll, vilka senare utvdrderades for rutinanvandning vid
stuterierna. Ett nytt, forenklat datoriserat motilitetsanalys-system samt undersdkning av
spermiernas karn-(DNA)-integritet, jdmte morfologin, var de mest anvandbara analysmetoder,
for deras indirekta samband med fertilitet. SLC-selektionsmetoden separerade
befruktningsdugliga spermierna fran det annars heterogena ejakulatet. Denna spermieanrikning
fungerade bast hos ejakulat med sub-optimal spermabild. SLC-metoden kunde da sérskilja de
basta spermierna fran ett helt ejakulat, exvis for framtagning av transport (kylda) semindoser fran
hingstar vars sperma &r kansliga for kyla, eller for att minska antalet spermier per dos for de
flesta avelshingstar, med bibehallen fruktsamhet.

Bakgrund

Artificiell insemination (Al, semin) anvéands i hog utstrackning vid avel inom halvblods-
(93%, 2007) och varmblodiga travare (95%, 2007) i Sverige. Inom halvblodsaveln var det ar
2007 framfor allt kyld (transport) sperma som anvéandes (63 %), medan 25% av stona
inseminerades med farsk sperma och endast en liten andel av stona med fryst sperma (5%). Inom
aveln med varmblodiga travare var fordelningen annorlunda; 46% av stona inseminerades med
farsk-, 32% med kyld- och hela 18% av stoma med fryst hingstsperma.

Kylning och frysning utsatter spermier for olika typer av hantering (spadning, kylning,
frysning, upptining) som kan negativt paverka deras vitalitet och 6verlevnad (Rodriguez-Martinez,
State of the art in farm animal sperm evaluation, Reprod Fertil Dev 2007 19: 91-101). Eftersom hingstavel
dessutom bygger pa prestationsresultat har inte alla avelshingstar god (eller till och med
acceptabel) spermakvalité, vilket ar vél kant. Med andra ord, hingstar med hog avelsvarde kan ha
sub-optimalt spermakvalité, exempelvis med farre &n 50% levande (rorliga) spermier och/eller
med onormal form (morfologiskt onormala). Ofta tal inte heller deras spermier den ovan namnda
hanteringen, i synnerhet kylning, vilket ar en forutsattning for anvandning av semin med
transportsperma, och som darmed begrénsar dessa hingstar anvandbarhet. Den metod som
anvands idag for att bedéma hingstarnas fruktsamhet och spermakvalitet ar en subjektiv okular
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bedémning av spermiernas progressiva rorlighet (spermiemotilitet), ett matt som inte i tillracklig
grad dverensstammer med hingstens befruktningsduglighet, da ibland synes hingstar med lag
spermierdrlighet men med acceptabel fruktsamhet och sadana med bra rérlighet men med lag
fruktsamhet. Denna individuella variation speglas ocksa i spermabilden som, i varierande grad
mellan ejakulat och mellan hingstar, betecknas av en stor heterogeneitet vad géller spermiernas
morfologi, rorlighet och vitalitet. Denna heterogeneitet bland spermierna inom ejakulat syns hos
alla husdjur, dock i hogre grad hos de djurslag som ej varit specifik selekterade for
spermakvalité.

Med denna bakgrund genomfardes, under aren 2006-2008 vid SLU, och i nara samarbete
med Flyinge AB samt ett par andra stuterier i Uppland respektive Narke, ett forskningsprojekt
("Kvalitetsbeddmning av hingstsperma for semin: Utveckling av metodik for hantering och
diagnostik”) med medel fran SSH (SSH-0547119), vars mal var att etablera dels:

- metoder som kunde optimera hantering och mojliggora kvalitetskontroll av kyld och fryst
sperma fran svenska hingstar avsedda for semin,

- en vid SLU framtagen teknik for selektion av spermie ifran nyligen ejakulerade (farska)
eller processade (kylda, frysta) spermier, oavsett ejakulatets ursprungliga kvalité.

Projektet genomfordes i stort sett enligt planerna. De hittills erhallna resultaten har redovisats,
for-granskade, vid internationella kongresser, alternativt blivit publicerade/accepterade for
publicering i internationella tidskrifter med “pre-review" system (se Publikationslistan:
Forteckning Over de av sokanden hittills producerade arbetena inom projektet), sammanlagt 20
vetenskapliga publikationer. Dartill foreligger en del resultat i manuskript form (som kan
redovisas vid behov). Dessutom har totalt 9 veterindrstudenter genomfort sina
examensarbeten med uppgifterna inom projektet (se Forteckning 6ver examensarbeten som
genomfordes inom ramen for det nu redovisat projekt).

Samarbetspartners

Arbetet har varit mojligt att genomfora tack vare ett omfattande samarbete mellan
avdelningen for reproduktion, Inst for kliniska vetenskaper och enheten for cellanalys, Inst for
anatomi, fysiologi och biokemi, vid SLU, rérande de flodescytometriska studierna. Essentiellt
for projektet har varit det exceptionella goda samarbete som etablerats med Flyinge AB, samt
det valvilliga deltagandet av de olika stuterier som bidrog med material till, framfor allt,
examensarbeterna. Dartill har ett internationellt samarbete kommit igang, primart med Ledns
Universitet i Spanien, varifran en forskarstuderande (vet F Tejerina) deltagit 2006 inom vissa
delstudier av projektet som rorde utvardering av ett nytt datoriserad system for analys av
spermiemotilitet (Qualisperm™) avsedd for rutinverksamhet [19]. Samarbete med Ghent
Universitet i Belgien mojliggjorde oberoende utvérderingar av ”Single-Layer Centrifugation,
SLC”-selektions metodik [20].

Det internationella samarbetet utokades 2007-2008 till Extremaduras Universitet, Caceres,
Spanien (Prof Fernando Pefia och medarbetare), rorande oberoende utvardering av
selektionsmetoden pa farsk- respektive fryst sperma 1-3]. En av deras forskarstuderande (vet C
Ortega Ferrusola, medforfattare i publikationer [1-3 samt 15-17]) vistades under 3 manader
under HT-2008 vid SLU, och trdnades med validering av metodik inom flédescytometrin.
Samarbetet med Biophos AG, Schweiz, som utvecklade den nya data-baserade instrumentet
for spermiemotilitets-undersokningar ”QualiSperm™”, har lett till nya djurlags-specifika
versioner av den analytiska mjukvara, den ena specifikt for hingstsperma. Darutéver har ett
integrerat fluorescens mikroskop fér bedémning av spermiekoncentration- och viabilitet
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(NucleoCounter SP-100, Chemometec, Danmark) som anvander propidium jodid som
fluorescerande markor, utvarderats i ar.

Material och metoder

Sammanlagt studerades 174 ejakulat som samlades enligt praxis (artificiell vagina) fran
31 avelshingstar. Hingstarna var stationerade pa SLU, pa Flyinge och vid tva vl kontrollerade
stuterier. Sperman undersoktes bade fore och efter en egendesignad centrifugering genom en
artspecifik kolloid 16sning, antingen i form av en tathetsgradient eller en enkellager av kolloid
(den sk "Single-Layer Centrifugation”, SLC). Sperman undersoktes med avseende pa graden av
renandeeffekt av centrifugering samt for flera spermieparametrar med dokumenterad betydelse
for befruktning (antal, motilitet, morfologin, membranintegritet, membranstabilitet och kromatin
[karnans DNA-integritet]). Sperman studerades ocksa fore och efter spadning for saval kyld
kortidsforvaring (0-48 t) som djupfrysning. Inverkan pa spermakvalité av spadningsmedierna
som inte inneholl komponenter av animaliskt ursprung studerades ocksa, i saval kylda- som
frysta prov. Sperman spaddes med olika spadningsmedier, exempelvis INRA-96, Kenneys,
Equipro och Andromed-E™ (det sistndmnda innehdllande vegetabiliskt lecitin, det vill séga
utan animaliekomponenter). Spermadoserna preparerades alltid som split-samples” for att
kunna jamfora samma sperma under olika forhallanden.

Spermieantalet registrerades med hjalp av fotometer (SpermaCue), Nucleocounter samt
Birker kammare (manuell rdkning). Spermiemorfologin studerades med géngse metodik vid
SLUs spermalaboratoriet (landets andrologiskt referenslaboratoriet). Spermiemotilitet
analyserades subjektivt (okular bedomning med hjélp av mikroskop) samt med tva olika dator-
baserade motilitets analysatorer, den ena en konventionell CASA (SM-CMA) som -genom
digitalisering av upprepade bilder- detaljregistrerar spermiernas rorelsemonster och hastigheter,
och den andra ett ny utvecklade instrument (Qualisperm™) som registrerar enstaka variabler
(totalantalet motila spermier, dess medelhastighet- och andelen spermier med linjar rorelse).
Spermie plasmamembran integritet undersoktes dels med hjalp av en automatiserad
fluorescensmatare (fluorometri, BioTek FL600, Boule Nordic AB, Stockholm), dels med
flédescytometri (LSR flodescytometer, Becton Dickinson, San José, CA, USA). SYBR-14 och
propidium jodid (PI) har anvants som fluorescerande markorer for flodescytometrin medan
Hoechst 33258 har anvénts for fluorometrin. Kartldggning av membran instabilitet
(kapacitations-liknande forandringar) méttes med Annexin-V-PI medan kromatinintegriteten
testades med SCSAs metoden (akridin-orange), ocksa med flodescytometri. Tester med andra
markorer genomfordes ocksa, men tillampades fullt ut i och med att de delvis 6verlappade med
andra metoder. Samtliga de ovan ndmnda tekniker ar dock nu fullstandig etablerade vid SLU.

Resultat och diskussion

Nedan redovisas svar pa de fragestallningar som projektet amnade att besvara (med referens
till publicerade resultat som siffror inom parentes, enligt bifogad publikationslistan).

Finns det nya metoder for bedémning av spermakvalité hos hingst som kan tillampas
rutinmassigt?

Projektet har studerat flera spermieundersokningsmetoder for att sakrare, an med den
vanliga i rutin anvanda subjektiva motilitetbedémningen (spermierdrelse), kunna utvardera
spermiernas viabilitet och potentiella befruktningsduglighet [6,7,9,4]. Exempel pa analysmetoder
som anvants ar membranintegritet och membranstabilitet, vilka ar avgérande vid Kkylning,
eftersom man darmed kan beddma om spermier skadats innan deras rérlighet paverkas.
Bedomning av membranintegriteten &r hogst relevant, eftersom det beskriver cell viabiliteten och
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kan undersokas med hog sakerhet. Dessa metoder kommer, & andra sidan, inte att kunna
anvandas rutinmassigt sa lange utrustningen (som exempelvis NucleoCounter, fluorometrar eller
portabla flodescytometrar) ar dyra och komplicerade, speciellt inte pa hingststationer med fatal
hingstar. For storre hingstationer kan dock en “personal flow cytometer” vara ett alternativ, da i
forsta hand for att pa ett objektivt satt snabbt kunna avlasa membranintegriteten.

Subjektiv spermiemotilitetsbeddmning forblir, i synnerhet hos hingststationer, det enklaste
och billigaste séttet att indirekt utvardera viabilitet, en generell princip som galler andra husdjur
(Rodriguez-Martinez, 2007). Metoden, trots att den ar beroende av understkarens erfarenhet, ar
enkel, snabb och billig och kan déarmed anvéndas i stor sett dverallt. Man undersoker en droppe
av en spermiesuspension med lagom antal spermier i ett ljusmikroskop med en uppvarmd platta
och faskontrastoptik. Undersokaren beddmer andelen (i 10% enhets intervall) av spermier med
framatriktade, rektilinjar, snabb rorelse. Eftersom den méanskliga 6ga kan som bast bedéma c:a
20-30 spermier per félt, undersoks flera olika falt for att ta fram ett medelvarde. Tyvérr varierar
resultat mellan personer som gor beddmningen och antal spermier som beddms ar lagt (ca 20 —
30 per synfalt). Darmed ar sambandet med fertilitet varierande. Pa grund av dessa begransningar
borjade man att ta fram for cirka 15 — 20 a&r sedan, nya instrument som kan analysera ett storre
andel spermier genom att filma deras rorelse, digitalisera bilderna och berdkna, genom speciella
data program, dess forflyttning inom en viss tid, deras hastighet, distans som técktes, samt typ av
rorelse (rorelse monster). Dessa instrument kallas generiskt CASA (Computer-Assisted Sperm
Analysis) och ger ett enormt antal varden, bl.a. andel spermier som ror sig, de immotila, typ av
rorelsemaonster (gungande, cirkuléra, kryssande eller linjar framat), och deras olika hastigheter...
En del av dessa vérden, som ar primara, ej-omraknade data (exempelvis andel linjara spermier,
och dess hastighet) ar viktiga for att fa en uppfattning om spermans kvalité, medan andra resultat
beréknas i efterhand av datorn ur dessa ursprungliga varderna, och brukar anvéandas i framforallt
forskningssyfte. Ett stort problem med CASA, som anses vara mer “objektiv”’ som metod &n en
visuell analys undersokningar och som ger mera data an Ogat kan uppfatta ar att andelen
spermier som analyseras &r fortfarande lag, ofta inte mer &n 200 per prov. Darmed sjunker
metodens attraktiva “sakerhet”. Om man anvander fér manga spermier per prov kan det (sésom
det hander vid visuella undersokningar) leda till att andelen motila spermier dverskattas eftersom
det bildas flera lager av spermier (vissa i fokus och andra inte) som kan kollidera med varandra
och dérmed rubba instrumentets prestanda. CASA-instrumenterna ar fortfarande dyra, kraver en
viss grad av kalibrering och validering samt en bra programmering for varje djurslag som
undersoks.

Alternativa system har testats som arbetar med nya principer, exempelvis genom att
bestdamma antal partiklar (spermier) som Kkorsar olika falt och ger en regression fluktuation
algoritm av spermieantalet och dess forflyttning. Metoden mojliggér matningar av flera tusen
spermier per prov, vilket okar sikerheten i matningarna. A andra sedan, métts endast de
grundlaggande vérden, det vill sdga spermiernas hastighet som definierar olika spermieklasser
samt rorelsetyp. Med andra ord, spermier som ror sig mycket fort & de som har ett linjart
monster. Under detta projekt, har vi testat en ny utrustning (QualiSperm™; Biophos, Pfaffikon,
Switzerland; http://www.biophos.com) som baseras pd dem ovan ndamnda princip och som
ansags intressant for rutin eftersom den var enkel att anvanda [19] och det har validerats for
andra djurslag (Tejerina, Buranaamnuay, Saravia, Wallgren & Rodriguez-Martinez, Assessment of motility of
ejaculated, liquid-stored boar spermatozoa using computerized instruments. Theriogenology 2008, 69: 1129-1138).
Fordelen med QualiSperm™ gentemot visuell undersdkningen ar bade det storre antal spermier
som undersoks samt tillgang till en parameter som inte kan undersokas visuellt, d.v.s.
spermiehastigheten (i pm/sekund). Detta, tillsammans med den lagre kostnad som instrumentet
har i kontrast med konventionella CASA gor att det kan bli attraktivt for rutin anvandning i
storre stuterierna om dess kostnad halls 1ag och dess effektivitet uppgraderas kontinuerligt.
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Dérutdver har vi funnit intressanta samband mellan motilitet (mé&tt med Qualisperm™,
[18]) och fertilitet (efter semin av ett fatal ston) (se Figur nedan). Ytterligare studier, med ett
mycket hogre antal undersokta ston maste genomféras for att bekrafta denna tendens mellan
motilitet och fertilitet.

Characteristics of stallion sperm motility measured by Qualisperm (median values) according to
outcome following Al (n=11 for no pregnancy, 23 for pregnancy groups)
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Vilka andra metoder visade storsta betydelse, och tillampbarhet?

De resultat erhallna med anvandning av fluorometri, av spermiemorfologi och av
QualiSperm™ wvar -till viss grad- samstdmmiga med dem som gavs av andra metoder
(flodescytometri, CASA, daven enkel mikroskopering). Datoriserad fluorometriska matningar
av spermier som laddas med fluorescerande markorer fér membranintegritet ar billigare &n
flodescytometriska undersokningar, vilket innebér att metoden kunde vara ett bra alternativ,
men kostnader for inkOp ar fortfarande hoga. Dé&rutover &r metodiken annu ej lampad for
rutinverksamhet ~ vid  stuterierna, likasa  flodescytometrin.  Spermiemorfologiska
undersokningar, som endast kan utféras pa specialiserade laboratorier som vid avd for
reproduktion, SLU, Uppsala visade sig ha stort vérde inom projektet. Det ar viktigt att komma
ihdg att vissa morfologiska avvikelser, ex.vis onormala svansformer kan resultera i felaktiga
spermierdrelser och en nedsatt motilitet. Andra avvikelser, exempelvis ett annorlunda format
spermiehuvud som visar sig som smal vid basen, och som relateras till en felaktg
kondensering av kromatinet under spermiogenesen i testikeln, kan val omdéjliggora en normal
befruktning eller vara tecken for ett felaktigt DNAt och darmed leda till tidig embryoddd.
Inom projektet kunde vi koppla nedsatt kromatinintegritet (DNA kvalitet), till sadana
morfologiska avvikelser hos spermiehuvudena (smala vid basen, spermier med kérnsackar)
och dérefter till fertiliteten [5,6,7,10,11]. Detta innebar att morfologiska undersékningar av
hingstars spermier bor rekommenderas foére betéackningssasong och om mdojlig- &aven
kombineras (kraver dock direkt frysning) med analys av kromatinintegritet [10, 11].

Dock ar spermiemorfologin tids- och kompetenskravande och darmed kanske inte en bra
ersattare for SCSA metoden, som ar billigare att genomfora men som kraver inte bara tillgang till
en flocescytometer utan dven teknisk kunnande pa grund av den speciella infargnings- och
analysmetodik som dr relativt tids-, kompetens- och arbetsintensiv. Darfér rekommenderas
insandning av frysta prover till specialiserade laboratorier. A andra sidan bérjar det finnas en del
datoriserade analysinstrument for spermiemorfologi (Automatic Sperm Morphology Analysis,
ASMA) som kan -sa smaningom- kanske ersatta den manuella morfologiska undersékningen.

Kan man latt selektera de basta spermier ifran ett spermaprov?
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Anvandning av spermieselektionen genom centrifugering av sperma (antingen rasperma,
utspadd eller tom fryst-tinad sperma) forbattrade spermakvalitén (spermiemotilitet,
membranintegritet och stabilitet, samt kromatinintegritet) och darmed &Gverlevnadstiden hos
spermierna [8, 9, 12]. De spermier som selekterades/separerades ifran det ursprungliga provet
visade sig tala forvaring i kyld tillstaind mer an dubbel sa lang tid jamfort med oselekterad
sperma, viabla och hogmotila [9]. Sadana spermier kunde dven utvinnas fran frysta spermadoser
[9, 1, 3]. Selektionen minskade darmed skillnader mellan hingstar [13]. Metoden visade sig
naturligtvis vara béttre (i procent av hogkvalitativa spermier som selekterades) hos hingstar med
nedsatt spermakvalité_(forutsatt att det fanns motila spermier -&ven med nedsatt rorelse- inom
spermiesuspensionen), dn hos hingstar med bra sperma. Vissa spaddningsvatskor verkade
beframja denna selektion, exempelvis Andromed-E™, i och med att spermierna behaller sitt
viabilitet langre [14] i detta medium som ar fritt fran animaliska komponenter.

Den nyss utvecklade, forenklade metoden, “enkel-kolumn” centrifugering (SLC) skilde sig
knappast i sina resultat betraffande procent av separerade spermier (motilitet, morfologin,
membran integritet, och kromatinintegritet) fran “tva kolloid kolumn” metoden
(Tatthetsgradient, [8-10, 12]). Denna SLC metod kunde dock inte hantera stora volymer sperma
som behovs for hingstsperma. En serie “scale-up” forsok gjordes under tiden, och vi kan nu
konstatera att en sadan hantering ar fullt majligt. Darmed ar det ocksd majligt att anvanda
metoden for rutinméssig hantering vid seminstationer med manga hingstar. | ett mycket
begransad pilotforsok inseminerades tva ston med kyld, SCL-selekterad sperma fran en
“problem” hingst. Intressant nog, blev bada ston draktiga.

Kan man rutinmassigt beddma proportioner av viabla, hdg motila och till utseende normala
spermier i ejakulat hos hingstar med olika spermiekvalité/fertilitet efter semin med hjélp av
SLC-centrifugering?

Ett ejakulat bestar av spermier med olika egenskaper, suspenderade i sadesplasma.
Spermiernas utseende och rorlighet (bland andra parametrar) varierar darfor att de harstammar
fran olika generationer av spermier som produceras i testikeln dver en viss tid, en process som
ar mycket kanslig och dar avvikelser kan forekomma. Med hjélp av just morfometriska
parametrar och av rorlighet kan man separera olika sub-grupper av spermier inom ejakulatet,
de sk “sub-populationer” [15-17]. I och med att en betydande andel av spermierna i ett bra
ejakulat hor till den sub-population av mycket rérliga och snabba spermier med normal
morfologi finns det intresse att faststalla om denna population alltid & av samma storlek i
olika ejakulat och om det har ett samband med fertiliteten, nagot som tror sig vara fallet hos
andra djurslag. SLC-metodiken separerar de basta spermier ifran farsk, kyld och fryst-tinade
spermier [5, 1-3] lika bra, fast enklare, an andra metoder (exvis tatthetsgradienter)(Morrell &
Rodriguez-Martinez, Biomimetic techniques for improving sperm quality in animal breeding: a review, 2008).
Centrifugering via en enkel lager av kolloid (SLC) ar darfoér ett bra alternativ till andra
metoder for att selektera viabla, morfologiskt normala och hdg-motila spermiersom sannolikt
ar befruktningsdugliga. Tekniken &r enkel, billigare @n andra selektions metoder och kan
anvandas i rutin verksamhet for att faststalla proportionen av de basta spermierna per prov.

Kan man kombinera dessa resultat och fa en diagnostisk varde for SLC-separering?

En retrospektiv analys av data genererade inom projektet visade signifikanta korrelationer
(r = 0.849, P<0.01) mellan spermieantalet efter SLC (dvs antal spermier som selekteras) och
spermiemotilitet, andel spermier med normal morfologi samt med intakt kromatin i den
ursprungliga spermaprovet (se figur nedan). Med andra ord, under standard hantering, andelen
SLC-selekterade spermier indikerar spermakvalitét av den ursprungliga ejakulatet. Normal
morfologin och kromatinintegritet relateras till fruktsamheten. Ergo, torde SLC kunna
diagnostisera fertiliteten.
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Effect of sperm motility, normal morphology and intact chromatin on sperm yield obtained after SLC
(n=32).
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En sadan indikation bor dock testas i falt, genom insemination (kylda och férhoppningsvis
aven frysta/tinade doser) pa ett tillrackligt stort antal ston, sa att sakra slutsatser kan dras och for
att metoden skall bli accepterad pa hingststationer och av stoagare.

Vilka rekommendationer/anvisningar skall ges for basta hantering och kvalitetskontroll av
hingstsperma for seminverksamhet i Sverige?

Hantering av sperma skall géras med beaktande av at det ar ett biologiskt material som bestar
av terminala celler, vars membraner ar programmerade for destabilisering och dér deras
metabolism och darmed &verlevnad beror pa vilken omgivning, temperatur och behandling vi
utsatter dem for. Rorande diagnostik, verkar spermiemotilitet & ena sidan vara den metod som
fortfarande haller sin plats, enkel, snabb och... uppenbar (“om de ror sig, da lever de...”).
Anvinding av okularbedomning kommer att kvarsta om inte de nya datoriserade
motilitetsanalysatorer utvecklas vidare, blir enklare, effektivare och billigare. Dérefter ar det
morfologin som forblir nummer tva, eftersom det gar att analysera den med enkla metoder,
for sitt samband med (rérande spermiehuvuden) kromatinintegritet, och... till fertilitet. Dock
behover vi komma ihdg att savdl membran- som kromatinintegritet ar parametrar med
relevans for fruktsamhet. Metoderna for att matta dessa ar relativ enkla, val definierade och
sikra. De &r billiga per prov och analyserar tusentals spermier inom en kort stund. A andra
sidan kravs det fortfarande tillgang till teknisk avancerade instrumentation. Instrumenterna
utvecklas kontinuerligt vilket gor att for storre hingststationer kan personliga flédescytometrar
och inskickning av prover for analys av kromatinintegritet bli vardeful.

Selektionen av spermierna med SLC-tekniken forstarker dessa tydliga samband mellan
kvalité och potentiell fruktsamhet och kan darutdver gora det mojligt att separera de
befruktningsdugliga spermierna fran den annars heterogena ejakulatet. Denna spermieanrikning
fungerar bast hos ejakulat med sub-optimal spermabild. SLC-metoden kan da plocka ur de basta
spermierna fran ett helt ejakulat, exvis for framtagning av transport (kylda) semindoser fran
hingstar vars sperma ar kéanslig for kyla, eller for att minska antalet spermier per dos for de flesta
avelshingstar, med bibehallen fruktsamhet.
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Formedling av resultat till ndringen

Resultaten har redovisats bade i internationell fackpress, i internationella kongresser, i
svenska hemsidor och informationstidskrifter (SSH) samt i kurser anordnade av SLU. Sadana
atgarder kommer forhoppningsvis att fortsatta genom fortbildning av personer som sysslar med
hastseminverksamhet (veterindrer och stuteripersonal) i Sverige. Forskningsresultaten bor dven
ligga till grund for diskussioner med svenska avelsorganisationer (STC, ASVH),
stuteriveterinarforeningen samt SJV om anvisningar/rekommendationer som galler hantering och
kvalitetsbedomning av hingstsperma (kyld och fryst). De forsknings- och utvecklingsresultat
som harstammar fran projektet anses direkt gagna hastnaringens nationella intressen, inte
minst via den lyckosamma medverkan i projektet av Flyinge AB.
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