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JOHDANTO

Hevosten riskialttius loukkaantumisille astutusten ja kuljetus-
ten yhteydesséd sek# kustannustason nousu on her&ttdnyt kiinnos-
tuksen keinosiemennykseen. Kiinnostusta on lisdnnyt myds arvok-
kaiden jalostusoriiden sperman jakamis- ja varastointimahdolli-

suus samoin kuin kansainvdlinen spermakauppa.

Astutuksessa oriin siittidt ovat useita vuorokausia hedelmdit-
tdmiskykyisid. Pakastuksen tai pitkdaikaisen tuoresdilytyksen
yhteydessid on todettu siittididen tiinehdyttd@miskyvyn alenevan
eikd en#dd voidakaan puhua vuorokausien vaan muutamien tuntien
elinidstd tamman sukuelimissd@. Mm. t&m&n vuoksi hedelmdittyminen
keinosiemennykselld on ep3varmaa. Siemennyksen on osuttava 1l&-
helle ovulaaticajankohtaa, jonka maarittdmistd vaikeuttavat tam-
man pitk#d kiima ja yksildlliset erot kiiman kestossa ja follik-
kelien kehityksessd. Lisdantymistoimintojen tarkka tunteminen

on perusedellytys keinosiemennyksen onnistumiselle.

Tdssd tydssd on pyritty selvittdmdan hedelmdittymiseen vaikut-
tavia fysiologisia ja biokemiallisia tekijoitd sekd@ tuore- ja
pakastesiemennyksen mahdollisuuksia ja niihin vaikuttavia teki-

joitd.



KIRJIALLISUUSOSA

1. LISAANTYMISELINTEN FYSIOLOGIA

1.1 Tamman lisd&ntymiskierto

Hevosen lisééntymistoiminnaf ovat voimakkaasti vuodenajasta riip-
puvia (V0SS ja PICKET 1976). Luonnollinen lis#d#dntymiskausi on
kevddlld ja kesdlld, jolloin valon m8&rd on suurin. Kiimaton
kausi (anestrus) on vuoden pimeimp&nd aikana ja kest#d 2 - 6 kk
(V0SS ja PICKET 1976). T&and aikana lisddntymiskd@yttdytyminen ja'
kierto ovat ep8s@dnntllisid; osa tammoista on kiimassa ja ovuloi,

osa tammoista ovuloi vaikkakaan ei nd@ytd ulkoista kiimaa (EVANS

1977).
"llllll'

Proestrus
2 vrk

Anestrus

seuraavaan

KUVA 1. Tamman lisd&ntymiskierto



tddn 2 - 10 vrk. HUGHES (1975) on saanut ‘keskiarvoksi 5.6 vrk

(1 - 24). Kiiman pituus helmi-maaliskuussa oli 7.6 vrk ja huhti-
toukokuussa 4.8 vrk (1 - 19)(U.S.A.), mikd kuvaa hyvin vuoden-
ajan vaikutusta kiiman pituuteen. Varsakiimassa tammat ovat 7 -
12 vuorokauden kuluttua synnytyksestad 73-prosenttisesti. Yhdek-
sdntend p#ivand synnytyksestd oli kiimassa 26 % tammoista (EVANS
1977).

KEET§529529_£§Z5}9§2' Kiimakierron pituus sykluksen alusta seu-
raavan alkuun on 50 - 60 prosentilla tammoista 21 - 23 vrk (EVANS
1977). Myds V0SS ja PICKETT (1976) ovat saaneet samansuuntaisen

tuloksen, 21.5 vrk (13 - 37) samoin HUGHES (1975) esittdd pituu-

deksi 20.6 vrk (13 - 34).

Taulukko 1. Tammojen kiimakierron pituuden vaihtelu (HUGHES ym.

1972).
18 vrk 18-25 wvrk 26-36 vrk 37-48 vrk 48 vrk
% 49 % 15 % 13 % 16 %

Kiimav8li. Keskim#érin kiimavali (aika kiiman lopusta seuraavan
alkuun) on 14 - 16 vrk. HUGHES ym. (1972) ovat saaneet diestruk-
sen, johon sisdltyy metestrus, pituudeksi 15.4 vrk (16 - 25).
Metestrus alkaa ovulaatiolla. Tamman kdyttdytymisen muutos siir-
ryttdessd estruksesta diestrukseen tapahtuu verrattain nopeasti.
HUGHES ym.(1972) ovat saaneet tuloksen, ettd 80 % tammoista oli
48 tunnin kuluttua ovulaatiosta diestrus-vaiheessa ja 50 % jo

24 tunnin kuluttua. -

Kiimakierron ep&s#inndllisyyteen vaikuttavat tekijat. HUGHES ym.

(1972) havaitsivat, ettd kuuma s#i voi katkaista estrussykluksen.

Hiljainen kiima, jolloin tamma ei ndytd ulkoisia merkkeja,



tulkitaan usein kiiman ep&sddnndllisyydeksi, vaikka monesti on

kysymys kiimantarkkailun puutteellisuudesta ja tulkintavirheisti.

Myds ovulaatiomddrdssd esiintyy vaihtelua johtuen vuodenajasta.
Talvikuukausien aikana ovulaatic tapahtuu usein ilman ulkoista
kiimaa. Ovulaatio-% on suurin kes#kuukausina. Siirryttiessi

inaktiivista anestrus-kaudesta siitoskauden alkuun, voivat tam-

mat ndyttdd kiimaa, mutta eivdt kuitenkaan ovuloi.
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KUVA 2. Vuodenajan vaikutus ovulaatioprosenttiin Australiassa (Sydney).
Pylvédt kuvaavat siitoskauden ajoittumista. (ROSSDALE 1975).

Ovarisyklukseen kuuluu follikkelin muodostuminen ja sen puhkea-
minen. Tilalle muodostuu keltarauhanen, joka surkastuu 15 - 17
vrk:n kuluttua. Ominaista ovarin toiminnalle on sen sein&min
voimakas verentungos (hyperemia), mistd seuraa, ettd perdsuolen
kautta tamman munasarjoja tutkittaessa on vaikea havaita niissi
tapahtuvia muutoksia tai tiet&3 kiiman vaihetta, mik&li tutki-
musta ei suoriteta riittdv#n usein, varsinkin kiiman loppuvai-
heessa (RAJAKDSKI ja. TANHUANPAA 1973).



Ennen ovulaatiota follikkelin sein#m#d on voimakkaasti hyperemi-
nen. Follikkeli on ldpimitaltaan 3 - 6 cm ja t&ytt#d ovulaatio-
kuopan. Ovulaatiocajan ldhestyess8 follikkeli tuntuu rektaali-
sesti pehmedltd (RAJAKOSKI ja TANHUANPAR 1973). On huomioitava
mybs se, etteivdt kaikki follikkelit tule pehmeiksi ennen ovu-
laatiota (HUGHES 1975). Kypsynyt follikkeli ovuloituu ja follik-
kelineste valuu ovulaatiokuopan l&pi ulos ja ontelo alkaa tdyt-
tyd verenvuodosta, mik# syntyy hyperemisen seinémén repeilysta.
Tamma aristaa rektaalisesti koetettaessa ovuloitunutta follik-
kelia. Painauma t#yttyy 10 - 12 tunnin kuluttua verihyytymdllad
(RAJAKOSKI ja TANHUANPAA 1973).

1.2 Sperma ja sen kemiallinen koostumus

Oriin siemenneste poikkea muiden eld@inten spermasta alhaisen
fruktoosipitoisuuden vuoksi. Siemennesteestd voidaan erottaa
plasmaosa (geeli), jonka muodostamiseen osallistuu sitruunahap-
po (LIITE 1).

Hevonen kuuluu monivaiheisesti ejakuioiviin eldimiin. TISCHNER ym.
(1974) ovat tutkineet oriin astumiskdyttBytymistd avoimen keino-
emidttimen avulla. Astumiskdyttdytyminen on ldhes vakio kaikilla
oriilla. Ejakulaatioon (siemnsydksyyn) tavitaan keskimddrin seit-
semdn emdttimen sisdistd tyontdd. Ejakulaatio tapahtuu 5 -~ 10
fraktiossa, joista kolmessa ensimmidisess# (ei huomioitu vesihera-
maiseta ensimmd@ista fraktiota) on TISCHNERin ym. (1974) mukaan

B0 % siittidistd. KOSNIAX (1975) on saanut vastaavat tuloksen
kolmesta ensimmédisestd fraktiosta, joissa siittidistd oli 76 %,
GPC:sta 70 %, samoin ndissd fraktioissa oli suurin pitoisuus
ergotioniinia ja fruktoosia. GPC (glyserylfosforylkoliini) on

emds, jota erittyy epididymiksest&.
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Taulukko 2. Oriin ejakulaation eri fraktioiden siittidtiheys ja
ja kemiallinen koostumus (21 ejakulaatiota, joista on
tutkittu 132 fraktiota, on kerdtty neljélté eri
tyyppiseltd ja eri ikdiseltd oriilta)(KOSNIAK 1975).

Fraktion Ndytteiden Fraktion Siittis- _______ Pitoisuudet _______
n:o lkm ti%gz?us tigeys Fruk- Ergoti- ape
(10°/ml) toosi oniini

1 21 8.3 528.9 11.2 16.0 . 77.5

2 21 6.6 425.6 10.4 15.0 88.3

3 21 7.7 307.8 2.3 12.4 80.5

4 21 4.8 205.0 7.3 12.1 60.7

5 21 4.1 120.1- 7.3 8.0 33.3

6 14 5.1 85.1 9.2 5.5 29.7

7 9 3.9 58.3 11.3 4.8 14.3

8 4 k.7 88.7 10.2 3.8 19.7
Yht. 132 45,2

GOTZE (1949) on jakanut oriin ejakulaation kolmeen pd#vaihee-
seen. Kussakin ndistd vaiheista on erotettavissa tiéttyjé suku-
rauhaseritteitd (mm. LAMBERT ja McKENZIE 1940). Ensimmdisessi
vaiheessa (esifaasissa), joka tapahtuu kitkaliikkeiden kanssa
samanaikaisesti, virtaa siittidvapaata vesiheramaista:eritettd
Cowperin rauhasesta ja uretaalirauhasesta (ANDERSSON 1945).
Ensimméisessad p#dafaasissa tulee suurin osa siemensoluista sekoit-
tuneena prostata-eritteeseen. V&littomdsti toisessa pddfaasissa
tyhjenee limainen rakkularauhasten erite (clandula vesicularis-
erite) ja bulbourethraalirauhaserite (ANDERSSON 1945). Lisdsuku-
puolirauhaseritettd on koko ejakulaatiossa 50 % (BERLINER 1947).

1.3 Siittidn morfologia

Siittididen (spermatozoa) rakenne on koko eldinkunnassa varsin
yhdenmukainen. Tyypillistd oriin siittidlle on, ett& sen kaulassa
sijaitsee mikrotubuleita. Siittidn p&d on epdsymmetrinen, siitidn
hd&nndn asento ei mydsk&dn ole akselinsuuntainen (BIELANSKI ja
KACZMARSKI 1979). '



A ja B Pad eri suunnilta
katsottuna

a) Padn pituus
b) Pain leveys
c) Kaula ja keskiosa
d) Varsinainen h@nta

e) Hénndn loppuosa

KUVA 3. Oriin siittisn kaavakuva (BIELANSKI ja KACZMARSKI 1979).

1.4 Siittididen biokemiaa ja fysiologiaa

Siittidn kolme osaa: pid#, keskikappale ja h#nti ovat.kemialliselta
koostumukseltaan erilaisia. TdmA vaikuttaa osien toimintaan;
keskiosa ja hant#d tuottavat aineenvaihdunnallaan (glykolyysi ja
hengitys) siittidn tarvitsemaa energiaa, p&én tehtdvd on munaso-

lun hedelmdittdminen ja geneettisen informaation siirto.

Sokerin hajoaminen ja hengitys, jotka tuottavat energiaa siittioi-
den liikkumista varten, tapahtuu keskiosassa ja hdnndssd hapet-
tomissa olosuhteissa. Kyseiset reaktiot tarvitsevat orgaanisia.
happoja ja alkoholia. Ei ole pystytty selvittémd@n, miten kemial-
linen energia muuttuu mekaaniseksi energiaksi. On havaittu, etta
on olemassa selvd suhde siittididen liikkuvuuden ja ATP-varasto-
jen valill&a; jos ei ole ATP:ta, ei ole myBsk&&n liikkuvuutta.
Korrelaatio ATP:n ja ADP:n pitoisuuksien ja liikkuvien siittidi-
den prosentuaalisen osuuden vd1ill& on 0.89 (p < 0.05). Yhtd
selvidd korrelaatiota ei ole:siittifiden aineenvaihdunnan ja hedel-
mdllisyyden vdlill#d (SMIDT ja ELLENDORF 1970).

Ejakulaatioon asti siittidt ovat lepotilassa (anabioosissa), '
jonka jdlkeen ne saavuttavat liikkuvuuden. Liikkuvuuden aiheut-
tavat kalvopotentiaalin muuttumisen aikaansaavat mekanismit.
TE118in K- ja Na®-suhde muuttuu, samalla tapahtuu siittididen
asmoottisen paineen vdheneminen sek# kalvojen (membraanien) 13-
piisykyvyn muutos (SMIDT ja ELLENDORF 1970).



2. HEDELMOITTYMINEN

2.1 Siittidn kulkeutuminen hedelmdittymispaikalle

Ori siementdd kohtuun. Huippukiiman aikana kohdunsuu on verra-
ten avoin ja astutuksen yhteydessd se avautuu lisda. (KNUDSEN
1971). Ovulaatiota edeltdvd estrogeenitason nousu lis## liman
mddrdd sekd vesi- ja suolapitoisuutta sukuelimissd, mikd aut-
taa siittién etenemistd (NIEMI 1975).

Siittid on ejakulaation jdlkeen vain lyhyen ajan kosketuksessa
siemenplasman kanssa. Suurin osa siemennesteestd j&i kohtuun,
josta tamma supistusfen avulla tyontd3d sen ulos viimeist&dan puo-
len tunnin kuluttua astutuksesta (KNUDSEN 1971).

Siittidt saapuvat munajohtimeen 5 - 10 min. kuluttua astutukses-
ta. Kokeellisesti on osoitettu, ettd. jos eliintd hairit#sn astu-
tuksen yhteydessd, jadvat siittititd munajohtimeen kuljettavat
supistukset pois. Siittist eivdt pHise pelkistdan oman 1iik-
keensd avulla munajohtimen ampullassa sijaitsevalle hedelmdit-
tymispaikalle (KNUDSEN 1971)

Siittidsolut voivat eldd munajohtimessa vdhintdin kaksi vuoro-
kautta, on kuitenkin tapauksia, jolloin ne ovat eldneet hedel-
moittédmiskykyisind huomattavasti kauemmin (KNUDSEN 1971).

2.2 Kapasitaatio

Naaraan sukupuolitiehyiss# tapahtuvia muutoksia, jotka tekevit
siittidn lopullisesti hedelmﬁityskykyiseksi, nimitetddn kapa-
sitaatioksi. Kapasitaatio on ehk# heikoimmin tunnettu hedel-

mittymiseen liittyvd tekij&, ja kuitenkin juuri sen voidaan



katsoa aloittavan tapahtumaketjun, joka johtaa hedelm8ittymiseen
(NIEMI 1975). Kapasitaation kestosta hevosilla tiedetd&n vé&hén,
mutta SALISBURY ja Van DEMARK (1961) arvioivat kapasitaation kes-

toksi sonnilla n. 6 tuntia.

SUOMINEN ja NIEMI (1972) ovat osoittaneet, ettd yleensd siemen-
plasmassa on akrosomin trypsiinin kaltaista entsyymid estdvi
tekijd, ns. dekapasitaatiotekijd. Tdm& on ilmeisesti yksi niistd
aineista, jotka poistuvat kapasitaation aikana. Kapasitaation
aikana siittidn pinta paljastuu munasolun ja sitd ymp&rdivien
solujen vaikutukselle. Kapasitoituminen merkitsee ainakin osaksi
siittién pinnan puhdistautumista pinta-aineista, varsinkin akro-
somin osalta (NIEMI 1975).

2.3 Akrosomireaktio

Hedelmtittasdkseen munasolun on siittidn l&paistdvd munakummusta
perdisin oleva corona radiata-solukko sekd zona pellucida-kerros.
Vaikka siittiditsd olisi paikalla jo heti ovulaation tapahtuessa,
ei hedelméitys ilmeisestik#&@n tapahdu heti. Muutaman tunnin
kuluessa munaa ympiardiva munakumpu k#y 1l8pi muutoksia, jolloin
granuloosasoluja irtoilee ja tuhoutuu, mikd vasta tekee mahdolli-

seksi siittitn tunkeutumisen munasoluun (NIEMI 1975).

Munan ja siittidn kohtaaminen ovat todenndkdisesti riippuvaisia
térmdyspinnan suuruudesta ja siittidn liikkeiden aktiivisuudesta
sekd siittididen lukumddrdstd. Tullessaan kosketukseen ensin
munakummun solujen ja sitten zona pellucidan solujen kanssa
menettd3d siittid vahin erin akrosominsa, tapahtuu akrosomireaktio.
Tdl1l6in siittidn solukalvo ja akrosomin ulkokalvo ensin pilkkou-
tuvat sekid synnyttavat yhdessd rakkuloita. Akrosomin sisdkalvo
sensijaan s#dilyy siittion p&ahan kiinnittyneend. T&mén rakku-
loitumisvaiheen aikana akrosomista vapautuu hyaluronidaasia.
Hyaluronidaasi pystyy irroittelemaan granulosasoluja toisistaan.
Ilmeisesti akrosomireaktio raivaa entysmaattisesti tietd siit-
tidlle munasolun laheisyyteen. Akrosomista ei ole akrosomireakti-

on jdlkeen jdljelld kuin sisdkalvo ja akrosomin tyvi (NIEMI 1975).
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3. TIINEHTYMISPROSENTTI JA SIIHEN VAIKUTTAVAT TEKIJAT

Eri hevosrotujen v&lilld on suuria eroja hedelmdllisyydessi.
Esimerkiksi monet ponirodut tiinehtyvat l&hes 100-prosettisesti.
Esim. Norjassa on saatu Dalahevosen tiinehdyttdmisprosentiksi
48.7 (aineisto kdsitti 91 oritta ja 7243 tammaa) ja vuonohevosen
tiinehdyttdmisprosentiksi 61.7 (aineisto k#sitti 39: oritta ja
3999 tamm?a)(AAMDAL 1979). Suomenhevosen keskim#dirdinen tiinehty-
misprosentti on astutuksessa 45, l&dmminverisilld ravihevosilla

saavutetaan hieman yli 10 prosenttiyksikkd&d parempi tulos.

PACE ja. SULLIVAN (1975) ovat osoittaneet oriiden hedelm#llisyy-
den vaihteluv&dliksi tuoresimennyksessd 50- - 80 prosenttia ja

pakastesiemennyksessd 0 - 60 prosenttia.

Oriin tiimehdytt&misprosentin on havaittu laskevan ldhes suora-
viivaisesti, mikali tammami#idrd siitoskauden aikana on kohonnut
yli 80 (MERKT ym. 1979). Sensijaan oriin i1#l114i ei ndytt#disi ole-
van vaikutusta hedelmditté@miskykyyn (MERKT ym. 1979).

Oriilla esiintyy hyvin harvoin t&ydellistd hedelmattomyyttd
(ROSSDALE 1975). Tavallisimpia syit# huonoon tiinehtymistulokseen
lienee se, ettei hevosen sukuelintoimintoja tunneta riittévian
hyvin (ROSSDALE 1975). Vadrid astutusajankohta ja oriiden liika-
kdytto kiireisimp@nid siitoskautena ovat tavallisia virheiti
(ROSSDALE 1975).

Mikdli spermassa on tavattu tavallista enemm#n epinormaaleja siit-
tititd, on havaittu tiinehdyttZmiskyvyn alenemista (ROSSDALE 1975,
AAMDAL 1979).



Tammojen hedelmdttdmyyteen ovat huonon kiimatarkkailun lisdksi
usein syynd munasarjojen toimintah#diritt sek# sukuelininfektiot.
Sen vuoksi on tullut yhd tdrkedmmédksi huomion kiinnittaminen
asfutushYgieniaan. Esimerkiksi saksalaiset ovat kohottaneet tdysi-
verihevosen varsomisprosentin viidess# vuodessa 54:std 80:een
tehostetun astutushygienian ja kiimatarkkailun avulla (MERKT ja
KLUG 1976 ).

3.1 Sikién varhaiskuolema

Sikitn varhaiskuolemaa, joka tapahtuu kymmenen ensimmdisen kanto-
viikon aikana, on todettu suomenhevosilla 16 % (MOBERG 1972).
§ikitn varhaiskuolemista on havaittu eniten tdysverihevosilla,

esim. irlantilaisilla tdysiverisilld (BADI ym. 1978).

Varhaiskuolemaa aiheuttavat hormonaaliset hdiridt sek&@ sukuelin-
ten infektiot (ROSSDALE 1975). Varhaisluomista aiheuttavia teki-
jBitd voivat-olla vitamiinien ja hivenaineiden puute sekd ruo-
kinnan alhainen energiataso (BELLONJE JA NIEREK 1975).

Kuudennella kantoviikolla tapahtuvat muutokset sikidn fysiologi-
assa voivat aiheuttaa varhaiskuolemaa. Td11l8in keltuaispussin
tehtiviat siirtyvédt rakkokalvolle, mik& voi aiheuttaa hapen puu-
tetta sikidlla (JONES 1973).

Varhaiskuoleman tapahduttua sikid ja sikidvesi imeytyvat eikd
ulkoisia merkkeja luomisesta voida havaita. Varhaiskuoleman j&l-
keen kohtu tulee kiintedksi ja putkimaiseksi kuten tiineella
tammalla, myds munasarjat ovat hyvin kehittyneet. Sikion jd&n-
teet pystyvit ylldpit&midn tiineyttd, eiks tamma tule useinkaan
enddn kiimaan kyseisend siitoskautena (BELLONJE ja NIEREK 1975).

Varsakiimaan astutetuilla tammoilla on havaittu eniten varhais-
kuolemia (mm. MERKT 1966). KLUG ym. (1979) ovat todenneet, ettd
vain kolmasosa tammoista, joilla oli varsa mukana ja jotka astu-
tettiin ensimmdiseen kiimaan, tiinehtyiv&t. Sensijaan varsatto-

mista tammoista tiinehtyi kaksi kolmasosaa.



Myds varsakiimaan pakastesiemenelld siemennetyilld tammoilla
havaittu kohonnut varhaiskuolemaprosentti. TISCHNER (1975) on
esittinyt, ettd kaikilla pakastesiemennetyilld tammoilla esiin-

tyy normaalia enemm8n sikidn varhaiskuolemia.

3.1.1 Tiineystarkastustusten vaikutus sikibn varhaiskuolemaan
Amerikkalaiset V0SS ja PICKETT (1975) ovat tutkineet kolmen

vuoden ajan jatkuvan tiineystarkastuksen vaikutusta varhaisluo-
miseen tuoresiemennetyilld tammoilla. Tammat oli jaettu kahteen
ryhmdén. Toisessa ryhmdssd olivat tammat, jotka tutkittiin perd-
suolen kautta pdivittdin viidenteenkymmenenteen tiineysvuorokau-
teen saakka (n = 46), toisessa ryhmdssd tammat tutkittiin aino-
astaan koetusoriin avulla (n = 24). Tiinehtyminen todettiin parem-
maksi (p < 0.025) j&lkimmdisessd ryhméssid, mikd osoittanee tam-
moille tulevaa mahdollista stressivaikutusta liian usein tehta-

vien tarkastusten vuoksi.

Vastoin edellistd mielipidettd esittdvat MERKT ym. (1978), ettd
varhaistiineyden tutkiminen kohottaa tiinehtymistd. Koska tar-
kastus ei mahdollista ainoastaan varhaistiineyden toteamista,
vaan sen yhteydessd voidaan havaita myds :mahdollinen uusi kiima,
joka johtaa nopeampaan astutuksen uusimiseen kuin tutkimattomilla

tammoilla.

IRVIN (1975) on tutkinut 487 tamman aineistolla tiineystarkas-
tuksen vaikutusta sikidn resorbtiocon. Tarkastukset on suoritettu
20., 24., 32. ja 42. kantovuorokauden aikana. Tarkastukset eiviat
aiheuttaneet varhaiskuolemien lisdéntymistd. Tutkittujen tammojen
tiinehtyminen parani, koska.tyhjiksi jddneet tammat tulivat

nopeammin uusinta-astutukseen.



4. SPERMAN LAATU JA TUOTANTO

4.1 Sperman laadun_.arvostelu

Sperman tiheys voidaan m8&arittdd mikroskooppisesti kaytt&mdlld
laskukammiota, opasitaatiomenetelm&#lls (vertaaminen standardi-
sarjoihin) ja fotometrimenetelm#lld (BIELANSKI 1975). Liikkuvuut-
ta (motiliteettia) arvioitaessa kdytetddn faasikontrastimikros—
kooppia. SiittiBiden morfologiset tutkimukset suoritetaan varjayk-
silld. El&vien siittididen madritti@misessd kdytetddn reduktaasi-

koetta ja eldvyyden mddritt#misessd resistenssikokeita.

Ennen spermatogeneesi# tai spermatogeneesiss# tapahtuneet muutok-
set ovat priméd#risid. Ne ilmenevdt siittidn eri osissa esim.
taittumisina tai turpoamisina (BIELANSKI 1975). Jos prim##risia
muutoksia esiintyy enemm@n kuin 10 %, on hedelmdittdmiskyky
alentunut (BIELANSKI 1975).

Sekunddirisid muutoksia ovat spermatogeneesin jédlkeen tapahtu-
neet (BLOM 1949). Tyypillisid muutoksia ovat vammat h#ntdosassa
sekd siittidn akrosomin vaipan tai siittion p&&n irtoaminen se-
ki protoplasmapisaran esiintyminen (BIELANSKI 1975). Jos sekun-
didrisid muutoksia esiintyy esim. 30 %, ei hedelm#llisyys ole
aina alentunut (BIELANSKI 1975).



4.2 Keinoem#dttimet (artificial vagina = AV)

Lédhes joka maassa, jossa kdytetddn keinosiemennystd tai sitd
tutkitaan, on kehitetty oma AV-malli. Amerikkalaiset, jotka kayt-
tdvat ldhinna tuoresimennystd, ovat kehittdneet mm. Colorado-keino-
emdttimen, jossa suodatin asetetaan vaginaan jo keruuvaiheessa.
Quate-mallissa suodatointi suoritetaan keruun jilkeen, samoin
vendldisten kayttdmdssd AV-mallissa. Saksalaiset ovat kehittianeet

keinoemd@ttimen, jonka avulla voidaan sperma fraktioida.

Puolalaiset kayttdvidt avointa keinoemétintsd KRAKOW-72 (open arti-
ficial vagina), jossa ei ole kiinnitettdv#d keruuastiaa eik3 edes
muoviputkea em8ttimen p#issd (kuten saksalaisessa mallissa), vaan
keruu tapahtuu erillisilld astioilla. Ori tyontdd osan siittimes-
td ja terskan emdttimen l#pi. T&m& vaginamalli mahdollistaa sper-
man kerd&misentdysin eri fraktioina (TISCHNER ym. 1974). On luon-
nollista, ettd fraktioiduissa menetelmissd tapahtuu melko suuria
sperman h8viditd verrattuna kiinteisiin keinoem#tinmalleihin,

joissa myds jd& jonkun verran siittiBit#d keruuastioihin.

4.3 Sperman ker#&misasjankohdan vaikutus sperman tuotantoon ja

pakastuksenkestokykyyn

Vuodenajan ja astutuskdyton lisdksi vaikuttaa siementuotanto-
ominaisuuksiin yksil8llinen kyky. On hudmioitava, ett# varsinai-
sena parituskautena vaihtelee siementuotanto vahidn, mutta sen-
sijaan simenen ominaisuudet, kuten tiheys ja motiliteetti voivat
vaihdella suurestikin (KLUG 1977).

Oriin siementuotantoa s#d&dtelee mm. hypofyysi, Jjota sddtelee
hypothalamus, jonka toiminta on riippuvaista mm. valon md&rssta.
Tdm8n vuoksi on luonnollista, ettd siementuotannon huippu ajoit-
tuu alkukesd&dn ja kesd#n. Kuitenkin esim. Amerikassa kdytetdin
oriita siitokseen eniten ennen varsinaista siitoskautta (SULLIVAN
ja PICKETT 1975).



T ILAVUUS {ei ptasmaa) ML

Vuodenajan vaikutusta sperman pakastuskestdvyyteen ovat tutkineet
RAJAMAN ym. (1968) todeten sen olevan parhaan kevdslla ja kesdl-

14. Sensijaan NISHIKAWA (1975) on todennut, ettei keruuajalla

ole kovin suurta vaikutusta pakastuskest@vyyteen. Mm. Saksassa

on siirrytty k#ytédntddon, jossa sperma kerdatdidn joulu-tammikuussa,
koska oriit joutuvat t#m#n jdlkeen voimakkaaseen astutuskdyttdon,

eiks sperman laatu ole en#d pakastukseen kelpaavaa.
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KUVA 4. Keruukuukauden vaikutus ejakulaation a) tilavuuteen sekd b) siittis-
mairddn (plasmaosa ei ole mukana) (PICKETT ja V0SS 1973).

4.4 Sperman kerddmistiheys

9

Kivesten pdivittdinen siementuotanto on 8 x 107 siittidtd ja

paivittdinen siemenen ulossaanti on 7 x 109 (SWIERSTA ym. 1975).

Siementuotanto vakiintuu 5 - 7 vrk:n kuluessa ensimmiisestd sie-
menenotosta, mik&#li siemen ker#tddn pdivittain ja oritta kdyte-
tHdn sddnndllisesti. Ensimmidiset ejakulaatiot astutuskauden alus-

sa sisdltivat runsaasti epimuodostuneita siittidita.



Amerikkalaiset SULLIVAN ja PICKETT (1975) suosittelevat sperman-
ottorytmiksi pakastesiemennykseen kahta kertaa viikossa ja tuore-
siemennykseen joka toista p&aiv&Esd.

Varsinkin, jos oritta ei ole kdytetty pitk&in aikaan siitokseen,
suosittelee KLUG (1977) m##rdtynlaista sperman keruutiheytt#, joka
johtaa hyvdan tiheyteen ja motiliteettiin tuoreessa ja myts sula-
tetussa spermassa. Esim. talven jdlkeen kerdtddn siementd useita
kertoja lyhyelld aikavdlilld, jonka jdlkeen spermantuotannon anne-
taan vakiintua viikon. T@m&n jdlkeen kerdtd&n siementd madrdtylla
frekvenssilld, esim. 4-4-3-3-1-vuorokauden vidlein.
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KUVA 5. Erilaisten sperman keruuvdlien vaikutus ori Wedekind'in siemenen
madrddn, tiheyteen ja liikkuvuuteen (v. 1977), ensimmidinen ejaku-
laatti on kerdtty 150 vrk:n seksuaalisen lepotauon jalkeen (KLUG 1977):

Kuvasta voidaan havaita, ettd ensimmdisessid ejakulaatissa on

korkea siementiheys, mikd johtuu pienestd spermavolyymista. Siind



on myds alhainen liikkuvuus niin tuoreessa kuin sulatetussakin
siemenessid. Toisessa ja kolmannessa ejakulaatissa on havaittavis-
sa selvi siementiheyden aleneminen samalla, kun muut arvot,
paitsi sulatuksen jakeinen motiliteetti, nousevat. Vdliss&@ ole-
van lepokauden aikana tiheys ja tilavuus saavuttavat alkuperdiset
arvonsa samalla, kun tuoreessa ja sulatetussa spermassa on hyva
1iikkuvuus. T#m#n jélkeen saadaan useita erittdin kdyttokelpoisia
ejakulaatteja. Kun keruutiheyttd lis#dtddan, laskevat tibheys ja
sulatusarvot. Ndihin tutkimuksiin perustuen ovat saksalaiset
pystyneet pakastamaan korkealuokkaista spermaa, jonka tiheydeksi
on saatu 0.472 x 106/mm3 ja liikkuvuuden keskiarvoksi sulatuksen
jdlkeen 40 %. KLUG (1977) on todennut, ettd sulatuksen jadlkeinen

motiliteetti on yhteydessd hedelmd#llisyyden kanssa.

Tutkituista oriista tdytti edelld esitetyt laatuvaatimukset vain
n. 15 - 25 % (KLUG 1977), kuitenkin uudistetun pakastustekniikan
(makro-oljet) ansiosta voidaan kdyttdda n. 60 % kaikista oriista
pakastesiemennykseen (DARENIUS 1981).

Taulukko 3. Md#rdtylla keruufrekvenssilld otetun sperman laatu-
tiedot. Mukana on ollut- 11 oritta, joilta on otettu
32 ejakulaattia. (Tilavuus ei sis#dlld plasmaosaa)
(KLUG 1977).

Ominaisuus X s
Tilavuus (ml) 62.82 +21.0
Tiheys 10%/mm’ 0.472 +0.15
Liikkuvuus, eteenpdinr, % 52.0 +7.0

" yhteensi " 75.0 ;6.0
viariainesabsorbtiotesti’ 17.8 +4.7

Epdnormaalit siittidt, %:

- akrosomi irronnut 5.6 +3.7

- pdé irronnut 3.1 +1.7

- plasmapisara 9.6 +4.2
Yhteensd ’ 38.0 +10.0

Sulatuksen jdlkeinen

liikkuvuus, eteenpdin 40 30.0 - 60.0

" , yhteensi 52 40.0 - 70.0



5. SPERMAN PAKASTAMINEN

5.1 Plasman erottaminen

Oriilla ja karjulla on pystytty osoittamaan, ettd plasman pois-
taminen ennen syvijidddytystd (-196 °c) parantaa tuloksia. Plasma-
osan erottaminen on kohottanut siittisiden motiliteettia sulatuk-
sen jdlkeen (RAJAMAN ym. 1968). Oriin siemenplasmassa on runsaas-
ti Na-kloridia, mik&d selitté@nee plasmaosan heikentdvan vaikutuk-
sen siittididen motiliteettiin. On pystytty osoittamaan, ettd
vdliaineessa oleva korkea Na-kloridipitoisuus on vahingoittanut
siittiditd pakastuksen aikana (NISHIKAWA 1975).

Sperman viimeisen fraktion, joka sis&lt&d lisdrauhaseritettd,

on todettu olevan vahingollista siittitille (BADER ja HUTTENRAUCH
1966). Plasmaosa voidaan erottaa sperman keruuvaiheessa filt-
roimalla, fraktioidulla sperman keruulla tai sentrifugoimalla
sperma, jolloin kierrosnopeus sdddet&ddn viskositeetin mukaan
(NISHIKAWA 1975).

5.2 Soloun syvéjdddytys

Siittidsolu onnistuttiin pakastamaan ensimmdisen kerran 1950.
Solun sdilyminen -196 °C:n limpdtilassa ei ole ongelmallista,
vaikeuksia esiintyy solun saattamisessa tdh#n lampodtilaan va-
hingoittumattomana sekd sen sulattamiseen. Solun pit&isi sdilyd
kyseisessd lampdtilassa 3 000 - 10 000 vuotta. Jddtyminen joko
tappaa solun tai sdilytt&d sen tdysikuntoisena. On esitetty,

ettei jdddytyksen yhteydessd tapahdu mit&8n geneettisid muutoksia,
sensijaan fysiologiset muutokset, kuten esim. akrosomivahingot,
ovat mahdollisia (JOKINEN 1980).



Laimentamattomana 0 ®C:ssa oriin sperma el&d ainoastaan muutamia
tunteja (MERKT ym. 1978). Painvastoin kuin sonnin sperma, eldi
oriin sperma jopa yli +38 Oc:een lampdtilassa yli 30 min. (NISHI-

KAWA 1975).

Jadhdytyksen mydtd hidastuu siittididen hapetus-pelkistys-pro-
sessi ja elinilmidt. Neuvostoliittolaiset NAUMENKOV ym. (1977)
ovat osoittaneet, ettd pieniss# tilavuuksissa sperman ja laimen-
nusnesteen tasapainotusaikana hengitysintensiteetti vdheni sperma-
tozoilla 38 % hapen suhteen ja 36 % COZ:n suhteen (volyymi 50 ml).
Suurissa tilavuuksissa vdheni hapenotto 15 % ja COZ:n tuotanto

10 % (volyymi 300 ml). Todettiin, ettd ldmpdtilan hidas alenemi-
nen heikensi siittididen elinkyky&d, ja ettd on tdrkedtd, ettd

jadhdytys tapahtuu nopeasti ja tasaisesti.

Solunsisdisten jaikiteiden syntymisen estimiseksi lisdt#&n gly-
serolia. BIELANGSKI ja KACMARSKI (1971) ovat tutkineet glyserolin
vaikutusta ja havainneet, ett# jos pakastus suoritetaan ilman
glyserolia, akrosomin ulkokerros turpoaa, tulee ryppyiseksi ja
irtoaa. Mik#li ei tehty glyserolilisdyst#d, havaittiin my8s
postnucklear-cap-osan (tuman takana sijaitsevaylin osa) kaksin-
kertaistuvan. Mik#dli lis#ys tehtiin, ei voitu havaita eroa nor-
maaliin siittisdn. Samoin tutkittaessa 3 kk pakastettuna ollutta

spermaa, ei eroja ultra-struktuurissa voitu todeta.

PACE ja SULLIVAN (1975) ovat kuitenkin todenneet, ettd glyse-
rolilla on myds siittididen elinkyky# heikentdvd vaikutus. He
saivat tuloksen, ettd glyserolim#sridn alentaminen 7 prosentista
2 prosenttiin paransi hedelmditystulosta (p« DiOS). Myds sioilla
on todettu, ettd glyseroli tuhoaa siittidn akrosomin ja siten
alentaa hedelmdittdmiskykyd (JOKINEN 1980).



5.3 pH:n vaikutus siittidihin

pH:n noustessa lisd8ntyy siittididen liike, sitdvastoin alhainen
pH vdhent#dd siittididen liikettd. Mik&li sperma laimennetaan
emdksiselld laimentimella, kuluttavat siittidt O °C:ssa energiaa
ja niiden elinvoima heikkenee. Lievdsti happamissa liuoksissa
ovat siittidot anabiosissa lampGtilan ocllessa O OC (NAUMENKOV ym.
1977).



6. TAMMAN SIEMENNYS

6. Siemennysajankohta

Tarkka ja usein suoritettu follikkelikontrolli on véltt&@mdtdnta
oikean siemennysajankohdan selvittédmiseksi (KLUG 1977). Pakaste-
spermaa kdytettdessd on siemennyksen osuttava ldhelle ovulaatio-
ajankohtaa. HUGHESin (1975) mukaan tammoista ovuloi 78 % klo

16 ja 8 vdlilld. Myds WITHERSPOON (1972) on saanut samansuuntai-

sen tuloksen.

Qvulaatio

Keinosiemennys Kai'nosiemennvs

KUVA 6. Pakastespermasiemennyksen on tapahduttava l&helld ovulaatiota, jotta
saavutetaan hyvd tiinehtymistulos (KLUG 1977).

MERKT ja KLUG (1976) suorittivat ravisiittolassa pakastesiemennys-
kokeen, jossa 33 tammaa siemennettiin ennen ja jdlkeen ovulaation.
Ndista tiinehtyi 24 eli 73 %. MARTIN ja KLUG (1979) siemensivit

19 tammaa kuuden tunnin sis&118 ovulaatiosta, jolloin tiinehtyi

12 tammaa ensimmiisestd siemennyksesta, mikd todistaa, etta
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myds ovulaation jdlkeen tapahtuvalla siemennykselld on tiimehdyt-
tdmismahdollisuus. Amerikkalaiset PACE ja SULLIVAN (1975) tutki-
vat pakastespermasiemennyksen optimaalista ajankohtaa ja saivat
parhaan tuloksen, kun siemennys suoritettiin 12 tunmnnin sis&lld

ovulaatiosta ja 24 tunnin vdlein.

6.2 Kiiman ja ovulaatioajankohdan synkronointi

Huomattavan suuret vaihtelut kiima-ajan pituudessa ovat aiheutta-
neet vaikeuksia keinosiemennyksen ajoittamisessa. Kiiman synkro-
nointikokeissa on havaittu, ettd yhteen kiimaan suoritettujen

siemennysten lukum&dr#dd on voitu vahentdd, mikali kiima on synk-

ronoitu.

Kiiman synkronointia voidaan kdyttda siitoskauden alussa ongelma-
tammoille anestruksen lopettamisen takia sekd normaalisti toi-
miville tammoille aiheuttamaan estrusta. Kiiman synkronointi
tapahtuu progesteroniyhdisteiden avulla. Prostaglandiini an
on kiytetty luteolyysin aikaansaamiseksi tammoilla, samoin kuin
prostaglandiini-analogeja. On myds havaittu, ettd ihmisen chorion-
gonadotropin- (HCG) hormoni kdytettynd toisena kiimap&divénd, tai
kun follikkeli on l&pimitaltaan 35 mm, aiheuttaa ovulaation 48
tunnin sisd11d (HYLAND ja BRISTOL 1979).

6.3. Siemennysannoksen siittioméddrd ja tilavuus

Saksalaiset sisdllyttdvat siemennysannokseen 200 mil joonaa siit-
tidotda. Neuvostoliittolaiset.suosittelevat n. 300 miljoonan siit-
tidn annosta. Annoksen tilavuutta eivdt V0SS ja PICKETT (1975)
pidéd oleellisena. Erddssd kokeessa saatiin sama tulos kdytettd-
essd 2.5 ml:n (100 milj. siittidté/annos) annosta kuin 12.5 ml:n
annoksella, joka sis@lsi 500 milj. siitti6td. Tavanomaisessa
amerikkalaisessa siittolarutiinissa, jossa k#ytet#dn runsaasti

tuoresimennyst#@, vaihtelee annos 1 - 5 ml (ALLEN ym. 1976).



Jopa 0.6 ml:n annos tuoresiementd on johtanut kohtalaiseen tii-
neystulokseen (PICKETT ja V0SS 1975). Saksalaisten kayttama
annostilavuus on 4 ml, neuvostoliittolaiset kdytt#vat n. 25 ml:n

annoista pakastesiemennyksessd.

Siemennys voidaan suorittaa joko kohtuun n. 10 cm:n syvyyteen,
toiseen munasarveen tai munajohtimen suulle, kuten esim. saksa-
laiset ovat tehneet (KLUG ym. 1978).



7. TUDRESIEMENEN KAYTTO

7.1 Laimentamattoman tuoresiemenen kayttd

Tuoresiemennystd kdytettiin runsaasti sosialistisissa maissa
toisen maailmansodan aikana est@m#dn hevosten tarttuvia sukuelin-

sairauksia (esim. dourine)(BANE 1976).

Spermasta‘erdtetaan plasmaosa suodattamalla tai fraktiocimalla

se ja siittifrikkain osa kdytetddn siemennykseen. Siemennysannok-
sen tilavuus vaihtelee millilitrasta yl8spdin ja annos sis#lt#i
tavallisesti vdhint&3n 100 miljoonaa el#vdd siittittd. Siemen
sdilytetdsdn +30 - 35%:n lampdtilassa ennen siemennystd. T#1l6in
sdilytysaika voi olla korkeintaan muutama tunti. Usein siemen-
nys suoritetaan ldhes vdlitt&médsti sperman oton jilkeen (ALLEN
ym. 1976).

Hyvéssd kiimakontrollissa olleilla tammoilla on saatu 50 - 60 %:n
tiinehtyminen ensimmdiseen kiimaan ja yli kolmeen kiimaan sie-

mennetyilld tammoilla on saatu 85 - 92 %:n tulos (ALLEN ym. 1976).
Pohjois-Amerikassa on nykyisin siirrytty suurimmissa siittoloissa

léhes 100-prosenttisesti tuoresperma- tai laimennettuun tuore-

spermasiemennykseen (ALLEN ym. 1976).

7.2 Laimennetun tuoresiemenen kiytts

Sperma voidaan laimentaa, jolloin sitd voidaan sdilyttdad kauemmin
kuin tuoretta siementd. Samoin, mik#li siittidtiheys on korkea

ja sperman tilavuus pieni, sit# voidaan jakaa useammille tammoille.



Laimennettu siemen jdihdytet##dn hitaasti, 1 - 4 tunnissa, +4%C:n
ldmpdtilaan, jossa sitd voidaan sdilytt#d puolesta vuorokaudesta
jopa kolmeen vuorokauteen. lLaimennussuhde vaihtelle riippuen
tiheydests, tavallisesti se on 2:1. Laimentimet jakaantuvat kah-
dentyyppisiin aineisiin, toiset sis@lt#&vdt eri pitoisuuksia kanan-
munankeltuaista, glukoosia, fruktoosia tai laktoosia, toiset
perustuvat maitotuotteisiin (kuorittu maito tai kerma), joihin

on usein lis#itty gelatiinia (ALLEN ym. 1976).

NISHIKAWA (1975) on verrannut kolmea erilaista laimennusnestettd
tuoreen sperman s#ilytt@misessd. CGH-27-laimennin osoittautui
kokeissa parhaaksi verrattuna Baken-II- ja 5 %:een glukoosiliuok-

seen.
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KUVA 7. Siittididen liikkuvuus eri laimennusnesteissid sdilytysajan vaih-
dellessa 0 - 72 h. CGH-27 ( ), Baken-1I (—— —), 5 %:n
glukoosilaimennus (----- ) (NISHIKAWA 1975).




Laimennettu sperma, jota oli sdilytetty 24 tai 48 h +4%C:n
lampttilassa ja ldmmitetty uudelleen +380C, sai takaisin liikku-
vuuden yhdessd minuutissa, kun oli kdytetty CGH-27-laimennusnes-
tettd. Sensijaan muita laimentimia kdytettdessd ei saavutettu

kuin osa liikkuvuudesta 8 - 10 min. kuluttua.
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KUVA 8. Sdilytysajan (a = 24 h, b = 48 h) vaikutus liikkuvuuden palautumi-
seen eri laimennusnesteissd. CGH-27 ( ), Baken-1I (— ——),
%:n glukoosiliuos (~- --)(NISHIKAWA 1975).

Kun spermaa on sdilytetty laimennusnesteessd 2 - 8 tuntia +4°C:n
lampdtilassa, on saatu tiinéhtymistulos, joka on ollut vertailu-
kelpoinen astutuksessa saadun tuloksen kanssa. Vuosina 1961-65
on tiinehtymistulos ollut 67.3 %. Tiinehtymistulos on alentunut
huomattavasti, kun s&ilytysaika on pidentynyt 24 - 48 tuntiin
(NISHIKAWA 1975).
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Taulukko 4. Tuorespermalla, joka on laimennettu CGH~27-1laimenti-
mella, saavutettu tiinehtymistulos, kun s#ilytysaika
ennen siemennystd on ollut 2 - 8 tuntia (NISHIKAWA

1975).

. - Sdilytys- Siemennettyjen Tiinehtyneiden ‘s .
Vuosi aika, h tammojen luku tammojen luku Tiinehtymis-%
1961 6 43 37 86.1
1963 3 7 5 71.4
1965 2 20 18 90.0
1965 2-8 337 214 63.5

Yht. 2-8 407 274 67.3

Taulukko 5. Saavutettu tiinehtymistulos, kun siementd on s#ilytet-
ty 24 - 48 tuntia CGH-27-laimentimessa ennen siemen-
nystd (NISHIKAWA 1975).

Sdilytys- Siemennettyjen Tiinehtyneiden

aika, h Farmi Vuosi tammojen luku tammojen luku Tiineht.-%
24-30 0 1964 10 6 60.0
H " 6 0 ol
H 1965 11 0 . 33.3
T " 6 2 11.1
48 0 " 9 1 0
0 1964 4 0 0
H " 6 0 0

1) Keinosiemennys on suoritettu vain yhteen kiimaan

PICKETT ja V0SS (1975) vertasivat Tris- ja kerma-gelatiini-lai-
mennusnesteilld saatuja tiinehtymistuloksia ilman laimennusta

tehtyihin tuoresiemennyksiin. Siemennykset suoritettiin tunnin



sisdl1ld sperman keruusta. Siemennysannos sisdlsi 500 milj. siit-
tidtd. Siemennysannoksen tilavuus oli laimennetulla spermalla

11.6 - 11.8 ml ja laimentamattomalla vain 1.5 ml.

Kerma-gelatiini-laimennuksella saavutettiin hieman parempi tulos
kuin laimentamattomalla tuoresiemennykselld. Ero ei ollut kui-
tenkaan tilastollisesti merkitsevd. Sensijaan kerma-gelatiini-
laimennus osoittautui hyvin merkitsevédsti paremmaksi kuin Tris-

laimennus.

Taulukko 6. Tris-2.4 %- sekd kerma-gelatiini-laimennuksella
saadut tiinehtymistulokset verrattuna toisiinsa seka
vastaaviin laimentamattomalla tuoresiemennykselléd
saatuihin tuloksiin (PICKETT ja V0SS 1975).

Laimennettu_siemen Laimentamaton siemen
TRIS Kerma-gelatiini
. Tiin./ ‘s , Tiin./ ‘. " Tiin./ s s o
Sykli. siemenn. Tiineys-% siemenn. Tiineys-% siemenn. Tiineys-%
1 9/24 37.5 18/24 75.0 18/24 75.0
5/13 38.5 4/5 80.0 4/6 66.7
4/7 57.1 1/1 0/1 0
Yht.  18/24 75.0%)  23/24 95.8°)  22/24 91.7%)

a) ja b) Ero tilastollisesti hyvin merkitsevd



8. PAKASTESIEMENEN KAYTTO

8.1 Pakastesiemennystoiminnan kehitys

Johtuen ongelmakentdn laajuudesta ovat pakastesiemennyskokeista
saadut tulokset vaikeasti vertailtavissa. Myds koejarjestelyt
ovat erilaisia. N#htdvdsti osin kaupallisten sovellutusten sekd
eri maiden tutkijoiden vdlisen "kilpailun" vuoksi ei aina pyri-
tdk&dan julkaisemaan kovin seikkaperdisi#d koejdrjestelyjid ja

tuloksia.

8.2 Eri maissa suoritetuista pakastesiemennyskokeista

8.2.1 Pohjois-Amerikka

PACE ja SULLIVAN (1975) ovat verranneet erilaisten laimennusnes-
teiden vaikutusta hedelmdittymiseen sek#d erilaisia pakkausmene-
telmi#. Parhaiksi laimennusnesteiksi osoittautuivat TCA325 ja
TCA39D'
saatiin TCA325—1aimentimella parempi tulos ampullimenetelm&lld,
kun taas TCA

maksi.

Tutkittaessa ampulli- ja pilleripakastuksen paremmuutta,

390—laimennuksessa osoittautui pilleripakkaus parem-

8.2.2 Japani

NISHIKAWA (1975) on suorittanut 1966-73 lihes 600 tamman siemen-
nyskokeen HF-20-laimennusnestettd kdyttden. Vuosina 1966-68 tam-
mat siemennettiin ainoastaan yhteen kiimaan, vuodesta 1969 on
siemennyksid tehty myds toiseen ja kolmanteen kiimaan, mik# se-

litt#4d parantuneen tiinehtymistuloksen n#&in# vuosina.



NISHIKAWAn (1975) mukaan Japanissa on saatu vertailukelpoiset
tulokset tuore- ja pakastesiemennykselld vuosina 1966-73. Edel-
14 selostetussa kokeessa on kdytetty osin viisi vuotta vanhaa
syvdjddhdytettyd spermaa eikd siemenen laadun ole todettu hei-
kentyneen sdilytyksen aikana. Sopivimmaksi laimennusnesteen
glyserolipitoisuudeksi on saatu 4 - 5 %. Glyserolin vaikutus-
ajalla ennen pakastusta ei ole todettu olevan merkitsev@d vaiku-
tusta sperman sulatuksen jdlkeiseen liikkuvuuteen. NISHIKAWA ym.
(1972) suosittelevat 4 - 5 tuntia. Hyvd tulos on saatu myts 30
sekuntia ennen pakastusta tehdylld glyserolilisdykselld. NISHI-
KAWA (1972) on todennut, ettd oriin sperman pakastuskestidvyys on
parempi kuin sonnin sperman, mutta yksildiden vdliset erot ovat

suuria.

Taulukko 7, HF-20-laimennusnesteelld saadut tiinehtymistulokset
vuosina 1966-73 (NISHIKAWA 1975).

Siemennettyjen Tiinehtyneiden

Vuosi Oi;;den taTﬂﬁjen taTEgjen T;igzgﬁzzis

1966 1 6 3 50.0,

1967 4 105 ' 50 47.6

1968 3 162 76 46.9

1969 3 35 _ 21 _ 60.0

1970 1 40 26 65.0

1971 2 73 49 67.1

1972 3 61 40 65.6

1973 A . 20 . R 63.3 ...
Yht. 572 322 56.3

Sulatuksen jdlkeen tutkittiin 73 oriin sperma, yli 80-prosentti-
sesti siittididen liikkuvuus palautui 49 oriilla. Sensijaan 10

oriilla 21:td tutkitusta palautui liikkuvuus 60-prosenttisesti.



8.2.3 Saksa

Saksalaiset ovat raportoineet jatkuvasti kohoavia tiinehtymis-
tuloksia pakastesiemennyksistd viime vuosina. Siemennykset on suo-
ritettu Cellen keinosiemennyskeskuksessa, johon otetaan hoidetta-
vaksi runsaasti myds ns. ongelmatammoja, jonka vuoksi tammamate-
riaali on tuloksissa jaettu viiteen eri luokkaan (I - Vv) tiineh-

tymisennusteen perusteella (LIITE 2).

Vuonna 1978 siemennetyist# tammoista tiinehtyi kaikkiaan 50 %
ja luokissa I ja Il siemennetyistd tammoista 60 %. Hyvd tulos
johtuu osittain siit#d, ett#d ns. ongelmatammojen osuus oli pie-

nempi kuin edellisind vuosina, nyt vain n. 40 % (KLUG ym. 1979).

Taulukko 8. Cellessid vuonna 1978 pakastesiemennettyjen tammojen

varhais- ja lopulliset tiinehtymisprosentit (KLUG y.

1979).
i jd iineitéd 7ia  Varhaisluomisia
Tiinehtymis- Siemennettyjd Tiineita Tyhjid
luokka lkm % lkm % 1km % lkm %
I 76 36.9 44 57.9 19 25.0 13 17.1
II . 53 25.7 26 49.0 26 49.0 1 2.0
I1I 56 27.2 16 28.6 31 53.3 9 16.1
v 6 2.9 2 33.4 L 66.6 - -
v 15 7.3 8 53.3 7 46.7 - -
Yht. 206 100.0 96 46.6 87 42.2 23 11.2

MARTIN ja KLUG (1979) raportoivat saksalaisten kokeilemasta
laimentimesta, jolla on saatu 63.2 %:n tiinehtymistulos. Aineis-
to kdsitti 19 tammaa, jotka siemennettiin yhteen kiimaan. Siemen-

nys suoritettiin ovuloivan munasarjan puoleiseen sarveen.

-



8.2.4 Neuvostoliitto

Neuvostoliitossa kehitettysd LCCY-laimennusnestettd (NAUMENKOV ja
ROMANKOVA 1970) on kokeiltu useissa Itid-Euroopan maissa (LIITE 3).
Saadut tulokset ovat toisistaan poikkeavia. Jugoslavialaiset ja
puclalaiset ovat saaneet suuren sikidn varhaiskuolemisprosentin.
Sensijaan neuvostoliittolaiset ilmoittavat verrattain hyvi#d varso-

mistuloksia.

PLATOV ym. (1974) raportoivat eri siittoloissa vuosina 1968-72
suoritetuista siemennyskokeista, joissa on kdytetty LCCY-menetel-
mdd. Tammaryhmid, joiden koot ovat vaihdelleet 1 - 41, on ollut
18. Ryhmiss&, joissa tammam#@&rd on ollut v&hint#in 16 tammaa,
tiinehtymistulokset ovat vaihdelleet 0 - 76 %. Vuosina 1970-71
saatiin 35 - 67 %.n tiinehtymistulos. Paras tulos (67 %) on saa-
vutettu, kun siittiom&&rd siemennysannoksessa on ollut 700 x 106
ja 35 %:n tulokseen on pddsty 35 x 106 siittidm&&réan sisdltdvdlla

annoksella.

ALIEV (1975) on siementdnyt LCCY-laimennuksella 30 tammaa, joista
on tiinehtynyt 80 %. NAUMENKOW ja ROMANKOVA (1978) ovat verran-
neet pilleri- ja alumiiniputkipakkausmenetelmia. Pilleripakastus
johti 53 %:n tiinehtymistulokseen ja alumiiniputkipakkaus 63 %:n
tulokseen. Kaikkiaan siemennettiin 117 tammaa, joista tiinehtyi

ensimmd@iseen kiimaan 67 %.

Puolalainen TISCHNER (1975) on k#ytt#nyt LCCY-laimennusta ja
saanut 51 %:n tiinehtymistuloksen kuuden viikon kuluttua siemen-
nyksestd, lopullinen varsomisprosentti on ollut vain 28. Siki#n
varhaiskuolemia ja luomisia on esiintynyt normaalia enemm#n

pakastesiemennysten yhteydessd.

PLATOV ym. (1975) raportoivat uudesta UNIIK-3-laimennusnesteestd,
joka muistuttaa LCCY-laimenninta. Alustavassa tammojen siemennys-

kokeessa on tiinehtynyt kuusi tammaa kymmenesti.

PLATOV ja MURAV'EVA (1974) vertasivat UNIIK-3- sekd LCCY- lai-
mennusnesteilld laimennettujen spermandytteiden sulatuksen jdl-

keistd liikkuvuutta. Kdytettdessd UNIIK-3-laimenninta, on 46.2



prosentilla oriista sperman liikkuvuus ollut 41 - 80 %:n vdlilld,
ja 80 prosentilla oriista 20 - 80 %:n valilld. Sperman liikkuvuus
on LCCY-laimennuksella ollut alle 20 % 71.2 prosentilla oriista.
Yhdenk#in oriin sperman liikkuvuus ei kohonnut yli 41 prosentin.

Tutkittuja ejakulaatteja oli 46 kpl.

8.3 Sperman laadun ja pakastuksen vaikutus tiinehtymiseen sekd

alkion_kokoon

TISCHNER (1979) tutki 36 oriin 200 ejakulaattia. Laimennusnesteend
kdytettiin modifioitua NAUMENKOVin ja ROMANKOVan (1970) kehitta-
misd menetelm#d (LCCY). Sperma kerdttiin avoimella keinocemattimelld
(Krakow-72). Suoritetuissa siemennyskokeissa testattiin viiden

eri oriin hedelmdittamiskykyd. Hedelmbittyminen tutkittiin

7 - 9 vyrk:n kuluttua siemennyksestd tai astutuksesta huuhtele-
malla tamman kohdun sarvet. Tammoja pakastesiemennettiin 44 .
Nailtd 1Oytyi 14 alkiota. Kun samoista tammoista tuoresiemennet-
tiin ja astutettiin yhteens& 21, havaittiin alkiocita 11. Pakaste-

siemennykselld tulos -jdi siis 20 prosenttiyksikk6d heikommaksi.

Léydetyt alkiot olivat normaaleja, rappeutuneita yksilditd ei
18ydetty. Alkioiden lédpimitoissa havaittiin suuria eroja. Pakas-
tesiemennyksellsd aikaansaadut alkiot olivat 7 - 9 vrk:n idssi
ldpimitaltaan keskimAdrin 390 um (120 - 660 um), tuoresiemennyk-
selld keskimadrin 598 um (508 - 722 um). '

Alkion kokoon vaikuttavia tekijditd on vaikea tiet#dd,; toteaa

MAURER (1976), joka on tehnyt tutkimuksia kaneilla. On kuiten-
kin ilmeistd, ettd jaAdytykselld on vaikutus alkion entsyymi-
aktiivisuuteen samoin kuin ravinnon saantiin. T&t& voitaisiin
perustella siittidn liikkuvuuden alentumisella ja lyhyemm&lla

elinajalla sek# alkion hitaammalla kehityksellsd.



9. YHTEENVETO

Tuoresiemen s#dilyy hedelmditt&@miskykyisend korkeintaan muutaman
tunnin ker&&@misen jélkeen, mik#1li laimenninta ei lis#td (ALLEN ym.
1976).

Laimennettua tuoresiment# voidaan s#ilytt#d 2 - 8 tuntiin

+ 4 %C:een ldmp8tilassa ennen siemennyst#. Tiinehtymistulos on
ollut vastaavan suuruinen astutustulosten kanssa. Tiinehtymistu-
los on alentunut huomattavasti, kun sdilytysaika on ollut 24 - 28
tuntia (NISHIKAWA 1975).

Pakastamisen yhteydessd suosittelevat PACE ja SULLIVAN (1975)
glyserolipitoisuudeksi 2 % ja NISHIKAWA (1975) &4 - 5 %.

Glyserolin vaikutusajalla ei ole todettu olevan erikoista merki-
tystd sperman sulatuksen jdlkeiseen liikkuvuuteen (NISHIKAWA
1975).

Kuusi tuntia ovulaation jilkeen suoritetut siemennykset ovat
vield johtaneet tiinehtymiseen (MARTIN ja KLUG 1979).

Pakastesiemennyksessd on havaittu korkeampi sikidn varhaiskuolema-
prosentti kuin astutuksessa (TISCHNER 1975)(laimennus LCCY-mene-
telmdlld).

Alustavissa tutkimuksissa on havaittu, etta pakastesiemennetty jen
tammojen alkioiden koko on keskim#drin pienempi kuin astutettu-
jen tammojen alkioiden koko (TISCHNER 1979).

Ns. ongelmatammojen osuuden on havaittu vaikuttavan simennystulok-~
seen (KLUG ym. 1979).



OMAT TUTKIMUKSET

Suomessa on alustavia hevosten keinosiemennystutkimuksia suori-
tettu vuodesta 1965 Valtion hevosjalostuslaitoksella. Muutamille
tammoille suoritettiin onnistuneita tuorespermasiirtoja. Vuonna
1967 on tehty oriin sperman pakastamiskokeita, t&11l8in on kui-
tenkin rajoituttu tutkimaan siittididen liikkuvuutta eri laimen-
nusnesteissd pakastamisen j&lkeen. Pakastespermalla on tehty
vain joitakin tuloksettomia tamman siemennysyrityksid (SOINTU
1968).

T#man tutkimuksen pHitarkoituksena oli selvitt&d pakastesiemen-
nyksen onnistumismahdollisuuksia Suomen olosuhteissa. Tuloksia
verrattiin astutustuloksiin niin siittola- kuin kenttdolosuhteis-
sakin. Ohessa tehtiin havaintoja myds tuoresiemennyksen kaytto-
mahdollisuuksista ja oriin sperman laadusta ja m8&rédsta. Tarkeim-
min osan aineistosta muodostivat Valtion hevosjalostuslaitoksen

hevoset.

1. ASTUTUKSEN JA PAKASTESIEMENNYKSEN VERTAILU SIITTOLAOLOSUHTEISSA

1.1 Aineisto ja menetelmédt

1.1.1 Oriit

Vuosina 1973-79 kerdttiin Valtion hevosjalostuslaitoksella sper-
maa 25 suomenhevos- ja 6 l#mminverioriilta. Tutkittuja sperma-
annoksia o0li yhteensd 100 kpl. Suurin osa spermasta kerdattiin
kdyttamdlld keinoemdtintd, jonka toiseen pddhdn on kiinnitetty

kokoojapullo. Osa oriiden n:o 18, 19 ja 20 (Taul. 9) spermasta



kerdttiin avoimella keinoemdttimelld (fraktiointimenetelmi).
Keruuvdlit olivat sattumanvaraisia. Mukana olleista oriista oli

osa Valtion hevosjalostuslaitoksen ja osa yksityisten omistamia.

Taulukko 9. Sperman keruu- ja kdyttdtiedot pakaste- ja tuore-
siemennyksiin vuosilta 1973, 1974 ja 1979. Alle-

viivatut oriit olivat mukana vertailukokeessa.

Pakastesie~ Tuoresie-
mennyksiin  mennyksiin
synt. otto- pakastus-  kaytettyja' kidytettyja

Oriin Sperman

n:o nimi rotu vuosi kertoja kertoja ¢ erid eria
1 Uskoton sh 1954 10 6 5 4
2 Pyrdys sh 1967 12 - 11 7 0
3 Erilo sh 1950 12 10 6 1
4 Vetori sh 1963 3 3 3 0
5 Syrius v 1967 6 2 2 4
6 Gerry Hannover lv 1959 9 2 1 5
7 Vekkuli sh 1964 4 0 0 g
8 Ohjus sh 1966 2 - - 1
9 Ponte sh 1967 2 - - 2

10 Poika-Puhe sh 1971 1 - - 1

11 Fligth Song 1v 1956 2 2 1 -

16 Vieteri sh 1967 2 2 2 -

17 Uski sh 1971 4 4 2 -

18 Vesku sh 1972 3 460 6 1 3

19 Saari sh 1969 3% 3 2 -

20 Jonne sh 1960 3.3 1 1 2

x) Fraktioidusti kerdtty sperma

1.1.2 Sperman laadun arvostelu

Sperman ottamisen jdlkeen poistettiin siiviloimdlla sideharso-
taitoksen avulla limainen plasmaosa, jonka jdlkeen mitattiin
ejakulaation tilavuus. Tiheys tutkittiin vuosina 1973-74 vertaa-
malla spermandytettd standardisarjoihin silmimdirdisesti.
Vuonna 1979 on tiheyden md&drittédmisessd kdytetty Thoma-Neu-

laskukammiota.



Liikkuvuus arvioitiin +35 - +37 °C:n limpotilassa ennen pakastusta
ja laimennusta sekd sulatuksen jdlkeen mikroskopoimalla. Sperma
pakastettiin LCCY-menetelmédlld (LIITE 3). Sperman laatutiedoista

laskettiin keskiarvot ja hajonnat.

1.1.3 Tammat

Valtion hevosjalostuslaitoksen tammoista saatiin kokeeseen kaikki-
aan 35, joista vuonna 1973 siemennettiin pakastespermalla 17 ja
astutettiin 15. Seuraavan vuonna astutus- ja siemennysryhmét
vaihdettiin. T#118in astutettiin 16 ja siemennettiin 18 tammaa.

Pakagtesiemennyksié tehtiin siis yhteens&d 35 tammalle.

Alunperin tamma-aineisto jaettiin neljdn oriin (1, 2, 3, 7) kes-
ken niin, ettd kaikille tuli sek#& astutus- ettd siemennysryhma.
N&m& piti seuraavana vuonna vaihtaa kesken&dén. Kuitenkin oriin

n:o 7 sperma ei sopinut pakastettavaksi alhaisen siittidtiheytensa
vuoksi. Koska oriilla oli jo ehditty astuttaa koetammoja, joudut-
tiin koejirjestelyj& muuttamaan niin, ettd mydskin sen siemennys-
ryhmén tammat astutettiin. Seuraavana vuonna kaikki oriilla n:o 7
astutetut tammat siemennettiin sen tilalle valitulla oriilla n:o 4.
Toisin sancen, oriin 7 ainoa koeryhmd on vuoden 1973 astutusryhmi

ja oriin 4 ainoa ryhm# on siemennysryhmd vuodelta 1974.

Koska kokeeseen pyrittiin saamaan mahdollisimman suuri tamma-
aineisto, jouduttiin kokeeseen ottamaan kaikki mahdolliset hevﬁs—
jalostuslaitoksen siitostammat. T&std oli seurauksena, etta n.

1/3 tammoista olikin vaikeasti tiinehtyvid eli ns. ongelmatammoja.
Tdmd vaikeutti kokeen teknistd suoritusta sekd tulosten kdsittelya.
Tulosten tarkastelua varten on tamma-aineisto jdlkeenpdin luoki-
teltu viiteen eri luokkaan; i#n, aikaisempien tiinehtymisten ja

sukuelintoimintojen perusteella seuraavasti:

Luokka la: Terveet tammat, ika 5 - 18 v
n 1b: Terveet, imettiv&at tammat, ika 5 - 18 v

" 2: Nuoret, aikaisemmin astuttamattomat tammat,
ikd 4 v
" 3: Vanhat tammat, ika yli 18 v

" 4: Sairaat ja kliinisesti tai bakteriologisesti
epdilyttavdt tammat



Ryhmien 3 ja 4 tammoja voidaan pit## ns. ongelmatammoina. Ryh-
md 2 tammojen munasarjatoiminta oli hyvin ep#sd#nndllista

Jjohtuen niiden nuoresta i#sti.

Aineiston pienuudenlis#@ksi vaikeutti kokeen suorittamista se,
ettei tammoja osattu luokitella aikaisempia tiinehtymistietoja

hyvédksi kdyttden.

Taulukko 10. Tammojen jakaantuminen eri tiinehtymisluokkiin

pakastesiemennys- ja astutusryhmissi vuosina 1973

ja 1974.
Luokka Pakastesiemennysryhmi Astutusryhmi

1973 1974 Yht. 1973 1974 Yht.

la 7 5 12 2 10 12
1b 3 6 9 8 3 11

2 5 0 5 1 0 1
3 0 2 2 1 0 1

4 2 5 7 4 2 6
Yht. 17 18 35 16 15 31

Lukuunottamatta luokkaa 2 ovat tammat jakaantuneet tasaisesti eri
luokkien sis#ll4d astutus- ja pakasteryhmissd, vuosien v#1illi

sensijaan on suuria eroja.

Kiimaisten tammojen munasarjat tutkittiin pdivittdin, kiiman
loppuvaiheessa kaksi kertaa p#ivissd (aamulla ja illalla) oikean
siemennysajankohdan mddrittamiseksi seki siemennyksen j#lkeen
ovulaation toteamiseksi. Asutusryhmiss#d ei kiimakontrolli ollut
yhtd tarkka. Kiimatarkkailu perustui ulkoisiin havaintoihin Jja
mik&li epdselvyyttd esiintyi, suoritettiih joskus rektaalitutkimus

kiiman alkuvaiheessa, tavallisesti kuitenkin vasta loppuvaiheessa.



Positiivisen tiinehtymisennusteen sai siemennys, joka oli suori-
tettu korkeintaan 16 tuntia ennen tai eninté&@én kuusi tuntia
ovulaation jalkeen edellyttden, etta siemennys oli onnistunut

myds teknisesti.

1.2 Tulokset ja tulosten tarkastelu

Siemennyksi#d suoritettiin 35 tammalle kaikkiaan 102 kpl, keski-
mairin 2.9 siemennystd/tamma. Ensimm#iseen kiimaan siemennettiin
tammat keskimairin 1.9 kertaa (35 tammaa), toiseen kiimaan 1.8

kertaa (15 tammaa) ja kolmanteen 1.5 kertaa (yksi tamma).

Astutuksia suoritettiin vastaavasti samoille 31 tammalle yhteen-
sd 76 (X = 1.7) Ensimmiiseen kiimaan astutettiin tammat keski-
masrin 1.7 kertaa (31 tammaa), toiseen kiimaan 1.8 kertaa (13

tammaa) ja kolmanteen yhden kerran (yksi tamma) .

1.2.2 Positiivisen tiinehtymisennusteen_saaneet pakasteryhmin

Suoritetuista 35 tamman siemennyksistd epdonnistui 11. Némd ei-
vit saaneet positiivista ennustetta. Kyseisistd tammoista seit-
semdn ei ovuloinut siemennyksen jdlkeen, kaksi tammaa siemennef—
tiin liian aikaisin ja kaksi siemennystd ei onnistunut tekni=.
sesti. Koetammamateriaalista on 24 tammalla ainakin yhteen kii-
maan suoritettu positiivisen ennusteen saanut siemennys, ts. n.

2/3 tammoista sai positiivisen tiinehtymisennusteen.(Taul. 11).

Vuosina 1973-74 siemennetyistd 35 tammasta varsoi kuusi ja astu-
tetuista 31 tammasta varsoi 15. Varsomisprosentti siemennysryh-

midssd oli 17 ja astutusryhmidssd 48.



Taulukko 11 . Positiivisen tiinehtymisennusteen saaneiden pakaste-

ryhm&n tammojen jakaantuminen eri tiinehtymisluokkiin.

Pakastesiemennysryhmd

Tiinehtymisluokka

1973 1974 Yht.

la 6 L 10

1b 2 5 7

2 2 0 2

3 0 1 1

4 2 2 4

Yht., 12 12 24

Kaikista siemennetyistd tammoista sai positiivisen tiinehtymis-
ennusteen 24 tammaa, joista varsoi kuusi eli 25 %. Kun samoista

tammoista astutettiin 22, varsoi niistid kahdeksan eli 36 %.
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KUVA 9 . Varsomisprosentti pakaste- (ksp) ja astutusryhmissd (ast) koko
aineistossa (A) ja positiivisen tiinehtymisennusteen saaneiden
tammojen ryhmdss@ (B) sekd vastaavien astutettujen tammojen
ryhmdssd (C). )



Kaikista luokassa la ja lb olleista 21 pakastesiemennetystd tam-
masta varsoi 6 (29 %) ja astutetuista 20 tammasta varsoi 12

(60 %). Positiivisen tiinehtymisennusteen saaneista 17 tammasta
varsoi 6 (35 %) ja samoista astutetuista 14 tammasta varsoi 7

(50 %).
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KUVA 10. Luokissa la ja 1b saavutetut varsomisprosentit astutus- ja siemennys-—
ryhmisséd (A) sekd positiivisen tiinehtymisennusteen saaneiden tam-
mojen varsomisprosentti (B) ja vastaavien astutettujen tammojen
varsomisprosentti (C).

Pakastesiemennetyistd 12 varsattomasta tammasta, jotka kuuluivat
luokkaan la, varsoi neljd tammaa. Samaan luokkaan kuuluneista 11
astutetusta tammasta varsoi 6. Positiivisen tiinehtymisennusteen

saaneista varsattomista 10 pakastésiemennetystd tammasta varsoi 4.

Pakastesiemennetyistd yhdeks#st& varsallisesta tammasta, jotka
kuuluivat luokkaan 1b, varsoi vain kaksi. Luokkaan 1lb ryhmite-

tyistd astutetuista yhdeks&dstd tammasta varsoi kuusi. Positiivisen



tiinehtymisennusteen saaneista pakastesiemnnetyistd luokan 1b

seitsemdstd tammasta varsoi kaksi.
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KUVA 11 . Pakastesiemennyksessd ja astutuksessa saatuja varsomistuloksia koko
tamma-aineiston luokissa la (A) ja lb (C) seki positiivisen tiineh-
tymisennusteen saaneiden pakastesiemennettyjen tammojen varsomis-
tuloksia luckissa la (B) ja 1b (D).

Vuoden 1973 pakastesiemennysryhmissid havaittiin neljd sikidn
varhaiskuolemaa, n#distd kaksi tapahtui luokassa la, yksi luo-

kassa 1b ja yksi luokassa 4.

Vastaavasti vuoden 1974 astutusryhmissd todettiin n&illi samoilla
nelj&118 tammalla ja lis#ksi yhdell# muulla tammalla siki®n var-
haiskuolema. Luokassa la todettiin neljéd tapausta ja luokassa

4 yksi sikitn varhaiskuolema.



Vaikka varhaiskuolemaprosentti (11) on alle suomenhevosilla havai-
tun keskimddrdisen luvun (16 %) (MOBERG 1972), on mahdollista,
ettsd ainakin osassa tapauksia on kysymyksessd tulkintavirhe tiine-
yden varhaistoteamisessa. Tdllainen on voinut aiheutua esim.  tam-
mojen sukuelinten sairaalloisesta tilasta. Tdh#dn viittaa tapaus-

ten toistuminen.

Kaikista siemesnnetyistd tammoista sai positiivisen tiinehtymisen-
nusteen kaksi kolmasosaa (24/35), néist#d vield kolmasosa kuului
‘huorten tai ns. ongelmatammojen joukkoon (7/24). Ndinollen

17 tammalla arvioitiin olevan hyvdt tiinehtymismahdollisuudet.
Kuitenkin n#distd varsoi vain kuusi tammaa (35 %). Samoista tam-
moista astutettiin 14 ja n#ist#d varsoi puolet. Tdmd osoittaa,
ettd pakastesiemennykselld saavutettiin huomattavasti huonompi
varsomistulos kuin astutuksella, vaikka tamma-aines olikin valit-

tua.

Koko aineistossa oli varsomisprosentti pakastesiemennysryhméssd
17 ja astutusryhmédssd 50, t&m& kuvannee pakastemenetelmén ep&dvar-
muutta, vaikka aineiston pienuuden vuoksi tulokset ovatkin epa-

varmoja.

Téssid tybss#d osoittautuivat heikoimmin tiinehtyviksi nuoret tam-
mat, joiden sukuelintoiminnat eivit olleet vakiintuneet seka yli-

ikdiset ja sairaat tammat.

Jotta voitaisiin vAlttyd turhalta tysltd, jota juuri ns. ongelma-
tammat aiheuttavat, pitdisi tammojen valinnassa kdytt#da hyvidksi
niiden aikaisempia tiinehtymistietoja. Jo s#&nn&llisen kiiman
omaavat tammat vaativat tarkan ja tydl&dn follikkelikontrollin
optimaalisen siemennysajankohdan ldytdmiseksi, ja silti tulos

niidenkin kohdalla on ep&@varma.
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1.2.8 Sperman_laatuominaisuudet

Koko aineistosta saadut tilavuus-, tiheys- ja liikkuvuusarvot
vastaavat niitd keskiarvoja, joita kirjallisuudessa on esitetty
(Taulukko 12).

Suomenhevosen ja lamminverihevosen sperman tiheys ja liikkuvuus
ovat keskim&ddrin saman suuruiset, ainocastaan sperman tilavuudessa
ja siitd@ johtuvassa siittitiden kokonaismd#ridssé/ejakulaatio on
eroa (Taulukot 12 ja 13). Kuitenkin suuret hajonnan arvot osoit-

tavat, ettd aineisto on ollut heterogeeninen.

Taulukko 12. Vuosina 1973-79 suomenhevosoriilta kerdtyn sperman

laatuarvostelutiedot (21 oritta, ottokertoja kaikki-

aan 73).

Ominaisuus Keskiarvo Hajonta Min. - Max.
Tilavuus, ml 101 62 20 - 450
Tiheys, milj./ml 121 101 5 - 500
Liikkuvuus, % 45 17 5 - 80
Elavid siittisita, milj./ml 56 47 2 - 180
Elavid siittidita 9

koko ejakulaatissa, x 10 6 8 0 - 63

Taulukko 13. Vuosina 1973-79 lamminverioriilta kerdtyn sperman

laatuarvostelutiedot (6 oritta, ottokertoja kaikki-

aan 15).
Ominaisuus Keskiarvo Hajonta Min. - Max.
Tilavuus, ml 57 21 20 - 90
Tiheys, milj./ml 123 . 111 10 - 400
Liikkuvuus, % 51 13 20 ~ 70
Eldvid siitticitd, milj./ml 63 57 4 - 175

Eldvid siittioita ) 9
koko ejakulaatissa, x 10 4 4 0 - 11



Fraktiointimenetelmdllsd kerdtyn sperman tilavuus on pienentynyt
ja tiheys kohonnut verrattuna sperman arvoihin, jotka on saatu
kdyttam#lld keinoemdtintd, jonka p&dh#dn kokocojapullo on kiinni-
tetty (Taulukot 12 ja 14). Saadut alustavat tulokset osoittavat,
ettsd fraktioimalla sperma ja kiinnitt@m&ll& huomiota sperman

keruutiheyteen, voidaan sperman tiheyttd huomattavasti parantaa.

Taulukko 14. Vuonna 1979 fraktioidusti kerdtyn sperman laatu-

arvostelutiedot kolmelta suomenhevosoriilta, otto-

kertoja 12.

Ominaisuus Keskiarvo Hajonta Min. - Max.
Tilavuus, ml 32 15 10 - 60
Tiheys, milj./ml 250 210 5 - 580
Liikkuvuus, % 31 19 5 - 50
Eldvis siittioitd, milj./ml 55 57 2 - 180
Elavid siittidité 9

koko ejakulaatissa, x 10 2 3 0] 11

Eri oriyksildiden kuten my8s oriin omassa spermantuotantokyvyssé
esiintyvit suuretkin vaihtelut johtuvat oletettavasti osaksi ulkoi-
sista tekijdistd kuten astutus- ja siemenenottotiheydestd sekd

myds ruokinnasta ja liikunnasta (Taulukko 15). Saadut arvot kuvan-
nevat siti keskim##rdistd vaihtelua sperman mé#éréssid ja laadussa,

jota esiintyy astutuskauden aikana.

Laatuarvostelussa korkein siittidtiheys oli oriilla n:o 4 ja 5
(Taulukko 16), ja sulatuksen jdlkeinen liikkuvuus oli my8s hyvé.
Kyseisten oriiden pakastespermalla siemennettiin yhteensd 13
tammaa, joista positiivisen tiinehtymisennusteen sai seitseman,

yksik##&n tamma ei kuitenkaan tiinehtynyt.
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Taulukko 15. Pakastesiemennyskokeessa mukana olleiden oriiden

sperman laatuarvostelu.

Oms . Ori n:o

minaisuus 1 2 3 4 5 6 % s
Tilavuus (siivildity) 160 107 81 102 68 73 99 34
Tiheys, milj./ml 111 138 43 233 250 68 141 82
Liikkuvuus ennen

pakastusta, % 60 46 38 53 60 20 46 23
Elavid siittiditd ennen

pakastusta x 10" /ml 66 71 16 123 150 34 77 51
Liikkuvuus sulatuksen

jédlkeen, % 30 25 21 30 20 .33 27 5

Eldvid siittiditd sula-

tuksen jdlkeen, x 10°/ml 37 20 20 12 50 40 30 21
Eldvid siittiditd koko

ejakulaatis§a ennen pakas-

tusta, x 10 13 7 1 12 10 3 8 5

Taulukko 16. Pakastesiemennyskokeessa mukana olleiden oriiden
pakastukseen kdytetyn sperman laatuarvostelutiedot
vuosilta 1973-74. Suluissa olevilla oriilla ei ole

astutusryhmig.

Ominaisuus 0ri n:o -

1 2 3 4 (5) (6) X s
Tilavuus (siivildity) 130 118 64 102 68 70 92 29
Tiheys, milj./ml 135 150 61 233 250 100 155 74
Liikkuvuus, ennen
pakastusta, % 39 47 39 53 60 20 46 45
Eldvia siittiﬁité ennen
pakastusta, x 10 /ml 77 © 78 24 123 150 20 79 44
Liikkuvuus sulatuksen -
jélkeen, % 28 20 31 30 20 40 28 14
Eldvid siittisita suga—
tuksen jalkeen, x 10°/ml 36 30 14 70 50 40 40 25

Varsomis-% pakastesiem. 11 27 29 0 0 20
Varsomis-% astutuks. 44 58 40 40
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Alhaisin siittidtiheys oli oriilla n:o 3 (Taulukko 16), sulatuk-
sen jdlkeinen liikkuvuus oli kuitenkin hyvd. Lis#ksi liikkuvuuden
aleneminen sulatuksen jdlkeen oli pieni, vain 8 %. Ko. oriilla

siemennetyistd seitsemdstd tammasta sai positiivisen tiinehtymis-

ennusteen neljd tammaa, joista kaksi tammaa varsoi (Taulukko 17).

Niiden tulosten perusteella ndyttédd siltd, ettei tdssid mitatuilla
laatuominaisuuksilla olisi vaikutusta LCCY-menetelmdlld pakaste-
tun sperman hedelmoittdmiskykyyn. Aineiston pienuuden vuoksi

tulos on erittdin epévarma.

Taulukko 17. Pakastesiemennettyjen tammojen varhais- ja lopulli-

set tiinehtymiset orikohtaisesti.

Ori n:o

Ominaisuus 1 2 3 A 5 P
Siemennettyjd tammoja 9 13 7 6 7 5
Siemennetyt tammat, jotka
ovat saaneet posit. ennust 6 9 5 1
Tiinehtyneet tammat 4 4 0 1
Sikidn varhaiskuolemia 3 1 - - - -
Syntyneitd varsoja 1 3 2 0 0 1

Verrattaessa eri oriiden varsomisprosentteja koko aineistossa
pakasteryhméss#d on prosentti vaihdellut 0 - 29 ja vastaavasti

astutusryhmdssd on 40 - 58 prosentin vdalilld (Taulukko 16).

Luokissa la ja lb koko aineistossa pakasteryhmédss@ on varsomis-

prosentti ollut 0 - 67 ja astutusryhmidssd 33 - 70.

Positiivisen tiinehtymisennusteen saaneista tammoista varsoi 1973

pakastesiemennyksestd 33 % ja vuonna 1974 18 %. Vastaavasti vuonna



1973 samoille tammoille tehdyist#d astutuksista johti varsomiseen
55 % ja vuonna 1974 18 %. Tiineysprosentin voidaan havaita alen-
tuneen myds niillé kokeeseen kuulumattomilla tammoilla, jotka

0li astutettu koeoriilla. Vuonna 1973 oli koeoriiden tiinehdytti-
misprosentti astutuksessa 55 (astutettuja tammoja 117), vuonna
1974 samojen oriiden tulos oli 30 % (tammoja 151).

Vuosien v&lilld olevan eron syyksi voidaan epdills sattuman li-
sdksi myds mm. hevosjalostuslaitoksessa vallinnutta hevosinflu-
enssaa kuin myds lisd@&ntynyttd tydpainetta (kiimakontrollissa

0li mukana liian v#dhd@n henkildkuntaa). Joidenkin oriiden astutus-

rasitus oli ehkd myGs liian suuri.



2. MUUT SIEMENNYSKOKEET

2.1 Kenttdolosuhteissa suoritetut pakastesiemennykset

Valtion hevosjalostuslaitoksen toimesta tehtiin vuoden 1974 aika-
na 40 pakastesiemennystd kentdlld yksityisten omistamille tam-
moille. Suomenhevostammoja siemennettiin 28 ja ldmminverisia 12.
Siemennykset suoritettiin neljén suomenhevosen (n:ot 1, 2, 3, 4)
ja kahden l#mminverihevosen (n:ot 5 ja 6) spermalla. Ts. oriit

olivat samoja kuin pakastesiemennyskokeessa kaytetyt (Taulukko 9).

Tammojen munasarjat tutkittiin rektalisoimalla, ja ne, jollla oli
kimmoisa tai pehme#d, keskisuuri tai suuri (3 - 5-asteinen) follik-
keli, saivat positiivisen tiinehtymisennusteen. On kuitenkin to-
denndktistid, ettd korkeintaan 1/3 n#éistd tammoista on saattanut
ovuloida edes vuorokauden sisdll#. Koska tammojen omistajat jou-
tuivat maksamaan matkakustannukset, lédhes kaikki tammat joudut-

tiin siement#m#in, vaikka tamma ei ollut hyvéssa kiimassa.

Kokeessa mukana olleet tammat siemennettiin keskimddrin 1.1 ker-

taa/kiima. Ts. samaan kiimaan suoritettiin harvoin uusinta.

2.1.2 Varsomistulokset

Siemennetyista 40 tammasta sail positiivisen tiinehtymisennusteen
18, joista varsoi kolme tammaa. Ts. koko aineiston varsomispro-
sentti oli 7.5 ja positiivisen ennusteen saaneiden tammojen varso-.
misprosentti oli 16.7.Tulos vastasi siittolassa saatua kaikkien
tammojen tiinehtymistulosta. T&m& osoittanee, ettei pakastesie-

mennys onnistu samalla lailla kenttdolosuhteissa kuin siittolassa.



Suurin syy t#hdn lienee huonossa kiimakontrollissa ja siitd ai-
heutuvassa vd#r#ssd siemennysajankohdassa. MERKT ja KLUG (1976)
ovat todenneet, ettid tammojen on kentt#olosuhteissakin oltava
vahintd8n pdivittdisessd follikkelikontrollissa toivotun tuloksen

saavuttamiseksi.

2.2 Siittolassa ja kentt#olosuhteissa suoritetut tuoresiemennykset

2.2.1 Tamma-_ja oriaineisto

Valtion hevosjalostuslaitoksessa suoritettiin vuosina 1973 Jja
1974 kiireisimp&nd astutuskautena lihinn#d oriiden liikarasituksen
vélttémiseksi 16 tamman tuoresiemennys. Siemennetyisti tammoista
oli noin puolet ns. ongelmatammoja sukuelintoimintojensa tai
aikaisempien tiinehtymistietojensa perusteella. Spermaa siemen-
nyksid varten ker&ttiin neljé@lt#d oriilta (n:ot 1, 2, 6 ja 10)
(Taulukko 9).

Samoina vuosina suoritettiin my8s kentdlld yhdeks#n tuoresperma-
siemennystd. Sperma siirrettiin termospullossa jashdyttamatto-
m&nd ja laimentamattomana. Kuljetusaika oli n. tunti. Siementd
kerdttiin neljélt&d oriilta (n:ot 5, 6, B ja 9)(Taulukko 9).
Rektalisoimalla tutkitut tammat saivat positiivisen tiinehtymis-~
ennﬁsteen mik&li niilld oli 3 - 5-asteinen follikkeli, tai jos

follikkeli todettiin juuri puhjenneeksi.

2.2.2 Varsomistulokset
Hevosjalostuslaitoksella siemennetyist#d 16 tammasta sai positii-
visen tiinehtymisennusteen 10, joista varsoisviisi, eli 50 %.

Koko aineistossa varsomisprosentti oli siis 30 %.

Maakunnassa suoritetuista yhdeks#std siemnnyksestd johti varso-
miseen viisi, joten .varsomisprosentiksi saatiin 55. N#istd tam-
moista sai positiivisen tiinehtymisennusteen seitsemin, joista

varsoi viisi eli 71 %.



Taulukko 18. Tuoresiemnnyskokeista saadut tulokset siittola- ja

kenttdolosuhteissa vuosina 1973-74.

ori neg [EMmOSal D inchivmier  neite varsomte ¥
: ennusteen saa- tammoja Kaikki Posit.
neiden tammojen tammat ennust.
luku saaneet
siittolassa
1 8 0 3 38 75
2 2 2 1 50 50
10 1 1 1 100 100
6 5 3 0 0 0
Kenttidiolosuhtedissa
5 4 3 1 25 33
3 3 2 2 67 67
8 1 1 1 100 100
9 1 1 1 100 100

Yhteensd 25 17 10 40 53



JOHTOPAATOKSET

On ilmeist#d, ettei kaikilla tammoilla ole samoja mahdollisuuksia
tiinehtyd varsinkaan pakastesiemennyksest&. Tammojen aikaisempien
tiinehtymistietojen ja sukuelintoimintojen selvittdminen auttaa
karsimaan ns. ongelmatammat. T&m& helpottaa tystd ja parantaa

tiinehtymistulosta.

Astutettujen tammojen tuloksiin verrattuna pakastesiemennettyjen
tammojen varsomisprosentti j&#i alhaiseksi. Kentt#olosuhteissa
tulos o0li vield huonompi kuin siittolassa saavutettu. Timi osoit-
taa huolellisen kiimatarkkailun merkityksen pakastesiemennyksen

yhteydessi.

Tuoresiemennykselld (v#litdn siirto) saadut tulokset olivat yhti
hyvdt kuin astutustuloskin. Myds tunnin sis§lli suoritetut tuore-

sperman siirrot onnistuivat hyvin.

Sperman laadusta saadut tiedot vastasivat kirjallisuudessa esitet-
tyjé keskiarvoja. Saadut hajonnan arvot olivat suuria, mik# kuvan-
neekin suuria eroja oriiden v&lill3 sek# mydskin eroja oriyksi-
l16iden omassa spermantuotannossa. Erot johtunevat suureksi osaksi
ulkoisista tekijoist# kuten astutusras#tuksesta ja sperman keruu-

tiheydestsd.

Téssd tutkimuksessa arvioiduilla sperman laatuominaisuuksilla ei

havaittu olevan vaikutusta tiinehtymistuloksiin.

On huomioitava, ettd kaikki t#ssd tutkimuksessa kdytetyt aineistot
olivat pieni& ja hajanaisia, eiv&tkd oikeuta varmojen johtopadtos-
ten tekoon. Tuloksia voitanee kuitenkin k#yttasd apuna tulevien

kokeiden suunnittelussa.



KESKUSTELUA

Hyvin jérjestetylld ja valvotulla keinosiemennystoiminnalla on
ollut l#hes vallankumouksellinen merkitys jalostustytssa yleensd.
My6s hevosten keinosiemennyksen tutkimustoimintaa olisi kehitet-
tdva ja laajennettava voimakkaasti kaytdntodn soveltuvan mene-

telmédn kehittdmiseksi.

TA113 hetkelld ainocastaan muutamat yksityiset oriin omistajat
kiyttdvat keinosiemennystd tuoreen sperman jakamiseksi tammoille
14hinni infektiovaaran vidhentimiseksi. Soveltava keinosiemennys-

tutkimus on keskittynyt Valtion hevosjalostuslaitokselle.

Kdytanndn keinosiemennysorganisaation luominen meille lienee
ennenaikaista, koska pakastesiemennykselld saadut tulokset ovat
olleet huonoja koeolosuhteissakin eik& tuoresperman siirtomah-
dollisuuksia ole riittidvasti tutkittu. Kuitenkin lienee mahdol-
lista melko nopeasti kehitt#d toimiva organisaatio hevosten

keinosiemennystd varten.

Mik#li hevosia ei keinosiemennyksen teknisen toteuttamisen vuoksi
tarvitse koota yhteen, voitaisiin tutkia yhteistytmahdollisuuksia
nautakarjan keinosiemennysorganisaation kanssa. Tdydentdmslla
seminologien koulutusta hevosten lisddntymisfysiologialla ja
tammojen keinosiemennystekniikalla saataisiin nopeasti ammatti-
taitoista henkildkuntaa kenttdtydhén. Mik#li tammat tdytyy koota
isompiin ryhmiin keinosiemennyksen mahdollistamiseksi, voisi
vaihtoehto olla raviratojen yhteydessd toimivat vierastallit (kesd-

aika) ja klinikat eldinl#ddkdrihenkildkuntineen.



TIIVISTELMA

Tutkimuksen pddtarkoituksena oli selvittdd pakastesiemennyksen
onnistumista Suomen olosuhteissa (LCCY pakastamismenetelm#).
Saatuja siemennystuloksia verrattiin astutustuloksiin siittola-

ja kenttdolosuhteissa.

Valtion hevosjalostuslaitoksen siitokseen valituista 35 tammasta
17 siemennettiin ja 15 astutettiin vuonna 1973. Seuraavana vuonna
astutus- ja siemennysryhmét veihdettiin keskenﬁén, pyrittiin siis
vertailuryhmédn saamiseen. Td11l6in siemennettiin 18 tammaa ja

astutettiin 16 tammaa.

Pakastesiemennetyistd 35tammasta varsoi vain kuusi, sensijaan
astutetuista 31 tammasta varsoi noin puclet eli 15. THdm3# vas-

taakin likimain suomenhevosen keskim##dr#istd tiinehtymistulosta.

Vuonna 1974 suoritettiin kentt&olosuhteissa 40 pakastesiemennys-
td. Ndistd varsoi vain kolme. Kiimatarkkailun suorittaminen oli
puutteellista kentt&dolosuhteissa, mistd vield siittoclaolosuhteis-

sakin saatua alhaisempi tiinehtymistulos todenndkdisesti johtui.

Vuosina 1973-79 tutkittiin l&hes sata ejakulaattia (20 oritta).
Eri oriyksildiden v#1illd kuten myds oriin omassa spermantuo-
tannossa havaittiin suurta vaihtelua sek#d m#drdssd ettd laadussa.
Témén voidaan ajatella johtuvan l&hinn#d ulkoisista tekijoists,

kuten mm. astutusrasituksesta ja siemenen ker##mistiheydesti.

Kaikki ké@ytetyt aineistot olivat pienid ja hajanaisia eik#d nii-
den perusteella voida tehdd varmoja johtop&#ttksid. Kuitenkin
koe osoitti, ettd pakastesiemennysmenetelmén kdytta@minen on tys-
ldstd ja tulos on vield melko epdvarma. Pakastesiemennyksen tuo-
mat monet edut puolustavat kuitenkin menetelmi#n edelleenkehitté-

mistad.



KIITOKSET

TySni valmistuttua minulla on mieluinen tehtdvd kiittédd pro-
fessori Mikko Varoa, jonka aloitteesta agronomi Osmo Aalto,

MMK Matti Ojala ja allekirjoittanut pa&sivdt tieteellis-teknisen
yhteistydn puitteissa vierailemaan Neuvostoliitossa v. 1973.
UNIIK'n hevostutkimuslaitoksella oli mahdollisuus tutustua he-
vosen pakastesiemennykseen. Samana kevd&na aloitettiin Ypé&-
jalla Valtion hevosjalostuslaitoksella siemennyskokeet Neuvosto-

liitosta saadulla menetelmalld.

Kiitin myds professori Varoa ja professori Ulf Lindstrdmid saa-
mastani ohjauksesta sek# professori Ralph Mobergia opettavasta
yhteistydstd. Valtion hevosjalostuslaitokselle ja sen henkild-
kunnalle, erityisesti johtajille Osmo Aalto ja Leea Rauvala

sekd tallimestareille haluan esitt#d kiitokset saamastani avusta

ja tuesta.
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LIITE 1

Ominaisuus Mitta x
Tilavuus ml 70 (30 - 300)
siittisiden 1lkm . x 10° 120 (30 - 800)
Py 7.4

HZO g/100 ml 28

C02 ml/100 ml 24

Na mg/100 ml 70

K " 60

Ca ' " 20.

Mg " 3

CL " 270 (90 - 450)
P (yht.) " 19

N (" ) " 165

Fruktoosi n 2 (0 - 10X
Sitruunahappo " 50 (30. - 100)
(Jistymispiste) c® 0.60 (0.58 - 0.62)

x|

Ominaisuus Mitta

Ominaispaino g 1.012
Ergotioniini mg/ 100 ml 7.6
Sitruunahappo " 26
Fruktoosi " 15
Fosfori : . " 17
Maitohappo " 12

Virtsa-aine " 3



LIITE 2

Ensikertaiset ja kantavat tammat, joilla ei ole

kliinisid tai bakteriologisia l6ydéksia

Ryhmd 11

Vuoden tyhjédnd olleet tammat, joilla ei ole

kliinisi#d tai bakteriologisia l8yddksii

Ryhma III

Tammat, jotka ovat olleet tyhjind pitempdin
kuin yhden vuoden. Ei kliinisia tai bak-
teriologisia 18yddksia

Ryhma 1V

Tammat, joilla on kliinisid sairauksia suku-
elimissd tai ovat bakteriologisesti epdi-

lyttavia

Tammat, joilla on runsaasti kliinisid sai-
rauksia tai jotka jostain muusta syystd
(esim. yli-ik#isyys) ovat todenndkdisesti

hedelmdittymiskyvyttomia

70 -

50 -

25 -

ldhes

100

70

50

25

0
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%

os
70
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0
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LIITE 3

Aqua dest 100 ml
Laktoosi 11 g

~ EDTA 0.1 g
Na-bikarbonaatti 0.2 ml
Munankeltuainen 1.6-2.0 g
Glyseroli 3.5 ml
Penisilliini 50 IU
Sreptomysiini 50 mg
pH 6.45

Sperma on kerdtty fraktioidusti tai siitd on suodatettu siittié-

rikkaimmat osat.

Laimennussuhde on ollut tiheydest# ja eldvyydestd riippuen joko
1:3 tai 1:4.

Antibioottilisdystsd ei ole aina tehty. Tdssd tutkimuksessa ei

ollenkaan.

Jishdytysaika on ollut 2 - 2.5 h pienilld tilavuuksilla ja suu-
ria tilavauuksia laimennettua spermaa on pidetty 2 - 2.5 tunnin

lisdksi 0.5 h ja#dvedessd, loppulédmpdtila +4 °c.

Pakkauksena on k#dytetty ohuiksi puristettuja alumiiniputkia,

lapimitta 4 ~ 5 mm, pituus 120 - 125 mm ja tilavuus 12 - 15 ml.

Putket on pakastettu nestem#disen typen yl&puolella (1 em) pita-
malld niitd 6 - 10 minuuttia typen hiyryssd. Sdilytys on tapahtu-
nut nestemdisessd typessd.

o}

Siemennysannokset on sulatettu vesihauteessa (40 "C), jossa an-

nosta on pidetty kevyesti liikutellen 50 sekunttia.

Siemennysannoksen tilavuus on ollut keskimddrin 25 ml ja se on

sisdltdnyt n. 300 miljoonaa siittidté.
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