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1 UvoD

Zagita domaih Zivali pred kuznimi boleznimi je eden od temeljehranjanja genetske
pestrosti domah zivali. Zgodovina nasdy, da lahko kuzne bolezni in ukrepi, ki jih ob
izbruhu takih bolezni izvajamo, M0 ogrozijo posamezne pasme, Se zlasti,je
populacija majhna, reje pa koncentrirane. V Sloveedimo Sest tradicionalnih in eno
avtohtono pasmo kokoSi. Tradicionalne pasme redenaa eni lokaciji in vse pasme
ohranjamo samo v obliki zivih zivali. Vsaj delnoSzigo omenjenih pasem v primerih
izbruha epidemij bi bilo moge doseéi s krioprezervacijo (globokim zamrzovanjem)
njihovega genetskega materiala. V perutninarstve) (e poznamo metode, ki bi
omogaala uspesno globoko zamrzovanje Zenskih spolnie ogiroma zarodkov. Edina
opcija zato ostaja globoko zamrzovanje semenaeifatika je Ze wekot 60 let predmet
Stevilnih raziskav in v temasu so raziskovalci predstavili Stevilne tehnike¢pmer so za
vsako od njih zna@lne dolaiene specifike v pogledu uporablienega razegdlca,
rediitvenega razmerja, hitrosti in &iaa ohlajanja, uporabljenega krioprotektorja, pegoj
zamrzovanja, n@na pakiranja semena, postopkov tajanja pred osewemem in n&nov
osemenjevanja kokoSi. Pomemben korak v postopkbo§kga zamrzovanja semena je
izbira in uporaba krioprotektorja. V preteklostihdo uporabljenih ve& krioprotektorjev,
kot na primer glicerol, dimetilsulfoksid, dimetig@mid, metilacetamid itnCe kokosi
osemenimo z zadostnim Stevilom spermijev, lahkgarabo kateregakoli krioprotektorja
dosezemo zadovoljivo oplojenost jajc (Tselutin iad.s 1999). Pomembna dodatha
spremenljivka postopka globokega zamrzovanja seneendin pakiranja semena.

Skupni imenovalec vseh doslej znanih tehnik glogakeamrzovanja petelinjega semena
je velika variabilnost in slaba ponovljivost reantiv. Kar nekaj tehnik zahteva uporabo
sofisticirane laboratorijske opreme (npr. napravppatopno programirano zamrzovanje,
naprav za polnjenje semena v slamice, naprav zbza@entrifugiranje semena z

namenom odstranitve glicerola pred osemenjevanjéa), podaljSa postopek njegove
priprave, obenem se zaradi daljSe priprave f@vpogostnost poskodb semena in

posledéno poslabSa njegova oploditvena sposobnost.
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Z raziskavo, ki je opisana v pujocem diplomskem delu smo Zeleli testirati uporabnost
nekaterih doslej opisanih tehnik globokega zamravaemena v pogojih farmske reje,
brez zatekanja v laboratorij in uporabe drage optenestirali smo Stiri krioprotektorije,
dva n&ina pakiranja semena in dva rénk temperaturna profila zamrzovanja. S
testiranjem razéinin metod smo zeleli ugotoviti, katera bi bila kjsvoji enostavnosti in
robustnosti najbolj uporabna za shranjevanje sermslewanske avtohtone in tradicionalnih

pasem kokosi.



Simenc I. Vpliv krioprotektorja in ... petelinjega rsena na oplojenost in valilnost kokogjih jajc.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehrk& fakulteta, Odd. za zootehniko, 2012 3

2 PREGLED OBJAV

2.1 ZGODOVINA GLOBOKEGA ZAMRZOVANJA SEMENA

Globoko zamrzovanje spolnih celic perutnine je ®d&u zanimanja znanstvenikov ze
ve¢ kot sto let. Luyet in Gehenio (1940, cit. po Bleish 2006) v svoji monografiji
navajata najpomembnejSe znanstvene doseZzke nacpod#rmbiologije kokosjih jajc v
letih od 1736 do 1936. Po letu 1936 je sledilo giath obdobje, ko je bilo na spolnih
celicah perutnine opravljenih malo raziskav. Le®1 so Shaffner in sodelavci (cit. po
Blesbois, 2006) dokazali, da je m@g® osemenjevanjem kokosi z zamrznjenim semenom
priti do oplojenih jajcceprav se v njihovem poskusu ni izvalil nobercanec. Po spletu
nakljwij so leta 1949 Polge in sodelavci odkrili Z&i§o viogo glicerola pred Skodljivimi
ucinki nizkih temperatur. Petelinji spermiji razgeshi z 20% raztopino glicerola in
zamrznjeni na -7% po korganem postopku hitrega tajanja niso kazali slabSkivgisti od
spermijev v nezamrznjenih vzorcih (Blesbois, 200&)skus Polge-ja in sod. iz leta 1949
predstavlja temeljni mejnik v razvoju globokega raovanja semena (Donoghue in
Wishart, 2000). Od tega leta naprej je bilo openilp neSteto raziskav s ciljem izboljSanja
in poenotenja metod za dolgotrajno shranjevanjeesanstevilnih vrst dongé Zivali. Pri
perutnini je bilo najvé tovrstnih Studij opravljenih na kokoSih in puratedijo Se race,
gosi in pegatke (Blesbois, 2006). Od Sestdesetil20e stoletja osemenjevanje rutinsko
izvajajo le v komercialninh matnih jatah pur. Velika razlika v telesni masi medlsp
zrelim samcem (cca 33 kg) in spolno zrelo samica @ kg) ne omog@a, da bi naravno
parjenje zagotavljalo dobro oplojenost jajc, zarsaliar je osemenjevanje pri purah nuja.
Jajcevoda gosi ali race ni magoizvrniti na nain, kot je to mozno storiti pri kokosi ali
puri. To dejstvo in manjSe komercialne potrebe ane@ razsirjenost osemenjevanja gosi
ali rac (Donoghue in Wishart, 2000). Kljub velikimloZzkom raziskovalne skupnosti v
raziskave na podiqu krioprezervacije semena, se v komercialnem peratstvu globoko
zamrznjenega semena ne uporablja prav pogosto.odrazka to sta dva. Ptyi
osemenjevanje, ki sta ga prpisala Burrows in Quinn leta 1937 (Donoghue irsh¥irt,

2000; Floote, 2002) se pri udodemih vrstah perutnine v glavhem ne Koristi.
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Osemenjevanje s svezim semenom je naslo SirSo lupdeagri reji pur in pegatk, manj se

koristi pri kokoSih, goseh, racah, prepelicah, maj emujih.

Drugi¢, uspeh postopkov globokega zamrzovanja semeregespremenljiv in odvisen od
vrste perutnine. StroSki priprave, skla@isja in uporabe zamrznjenih ejakulatov ostajajo v
primerjavi s trznimi cenami dan starih gasicev relativno visoki (Blesbois, 2006).

2.2 POMEN GLOBOKEGA ZAMRZOVANJA SEMENA

Pomen globokega zamrzovanja perutninskega semeneelile, saj zajema Stevilna
podraija. V svojih razpravah avtorji izpostavljajo njegpomen za ohranjanje biotske
raznovrstnosti (Fulton, 2006; Blesbois in sod., 2Z0Blesbois, 2007; Blesbois in Brillard,
2007; Lariviére in Leroy, 2008), shranjevanje/olmaje genskih virov (mutantiiste,
selekcionirane ter specializirane linije, pritlilain okrasne pasme, avtohtone ter redke
pasme) (Fulton, 2006; Blackburn, 2006; Blackburmsad., 2009; Woelders in sod., 2006;
Blesbois in sod., 2007; Blesbois in Brillard, 20@3lozzi in sod., 2011), shranjevanje
bioloSkega materiala za primere pojava nevarnilkezwlin epidemij (ptija gripa, kokosja
kuga, limfoidna levkemija idr.) (Fulton, 2006; Bbess, 2007; Blesbois in sod., 2007;
Santiago-Moreno in sod., 2009), intenziviranje injegje genetskega napredka (Blesbois,
2007), zagotavljanje perspektive v perutninskolgkii industriji (Fulton, 2006),
ohranjanje ljubiteljske reje (Fulton, 2006) in vaanje genskega materiala posameznih
vrst v primeru neske(poZzari, neurja idr.) (Fulton, 2006). Ohranjangngtske variabilnosti
pri dom&ih Zivalih je osnova za trajnostno pridobivanjert@aza upravljanje z zemkis
ter SirSe za ohranjanje biotske raznovrstnosti. lagedbah Dohnerja (2001, cit. po
Blesbois in sod., 2007) je obstoj priblizno pol@/jgasem kokoSi ogrozen. Vzroki za to so
razlicni, od strukturnih sprememb na podeZelju, komendiakahtev intenzivne prireje
jajc/mesa in izpostavljenosti boleznim. Krioprezaya semena predstavlja enega od
natinov za ohranjanje genskih virov v perutninarst¥gglutin in sod., 1999). Ker so pri
pticah samice heterogametne (spolna kromosomaV¥)jrsamci pa homogametni (samo
spolni kromosom Z), z zamrzovanjem semena ohrangamo genom samca. Do
prvotnega genotipa pridemo po 1-6 generacijah poNr&rizanj (Blesbois in sod., 2007).
Z zamrzovanjem zarodkov in zenskih spolnih celmc(t) bi ohranili spolni kromosom W,
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vendar omenjenih postopkov pri pticah (Se) ni ndegaspesno izpeljati. Glavne tezave pri
globokem zamrzovanju j&ih celic in zarodkov so povezane s spénii zgradbo j&ne

celice in z njeno zgodnjo delitvijo v jajcu, Ze grenesenjem slednjega.

Ohranitev celotnega genoma je mozno dopse zamrzovanjem celic blastoderma,
embrionalnih zarodnih celic ali primordialnih gemainih celic (Petitte, 2006). Postopek

rekonstitucije (obnovitve) neke pasme/linije penugnpoteka v dveh korakih (sliki 1 in 2).

SUBGERMINALNA VOTLINA
(Tu vbrizgamo celice dajalca!) Epiblast
Blastocel Hipoblast

Slika 1: Prerez blastodiska (prirejeno po Teld#dci., 2012)
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Kultiviranje celic iz Globoko
dajaléevega zarodka zamrzovanje

)
252

Blastodermalne celice,

@5_;)@ na gojiscu celic

MY

Embrionalne zarodne celice, Tajanje in
Primordialne germinalne celice ozivljanje
celic
Pridobivanje in reja
spolnih himer
Vbrizgavanje celic dajalca Pregled genotipa
v prejemnigki zarodek potomstva
Slika 2: Diagram korakov pri obnovitvi dalene pasme/linije perutnine z uporabo himernih

osebkov (prirejeno po Petitte, 2006)

Celice blastoderma, embrionalne zarodne celicpratiordialne germinalne celice dajalca
najprej odtajamo in vbrizgamo v prejemniski zaradeglice dajalca morajo biti vbrizgane
v prejemniski zarodek na isti stopnji razvoja. Takdimo himerni osebek, to je osebek, ki
je sestavljen iz genetsko razlih celic (celic dajalca + celic prejemnika). Hinzem se
lahko odraZa tako v somatskih celicah kot tudi magah.Ce himerizem zajame gonade,
govorimo o spolnih himerah, ki lahko proizvajajaditidajateve spolne celice in tako
prenasajo dajaéve gene na potomstvo (Petitte, 2006). V drugerakionastale moske in
Zenske himerne osebke parimo med seboj in dobimonmme, ki imajo genotip dajalca
(prvotne pasme/linije)Ceprav je opisani postopek izvedljiv, metoda ni dpusginkovita,
predvsem pa je njena izvedba predraga za rutingkwabo. Edini tinkovit n&in za
krioprezervacijo bioloSkega materiala v perutniharszato ostaja zamrzovanje semena
(Blesbois in sod., 2007).
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2.3 SEME V REPRODUKCIJSKEM TRAKTU KOKOSI

Spermiji lahko v reprodukcijskem traktu (slika 3ansic perutnine prezivijo e dni
oziroma tednov in oplojujejo j&pe celice (Bakst, 1993, cit. po Donoghue in Wishart
2000). V velikem jajcevodu ter na prehodu iz noénic maternico so prisotna tako
imenovana »gnezda spermijev« oziroma Zleze imerwahranjevalke spermijev, kjer
se po opravljeni kopulaciji oziroma osemenjevargms skladi& in dalj ¢asa ohranja
oploditveno sposobnost (Mosenene, 2009). Pri tetesmperaturi 41C obdrzijo petelinji
spermiji gibljivost vé& dni ali celo vé tednov po ejakulaciji. Kako spermiji vstopijo,
prezivijo in izstopajo iz shranjevalk spermijevamano. Znano je le, da se v shranjevalke
spermijev naselijo samo vitalni spermiji (MoseneB@09). Zadnje raziskave kazejo, da
poteka sprafanje shranjenih spermijev epizodrieprav je najprej obstajalo prefanje,
da poteka v povezavi z znesenjem jajca (ovipolicigpermiji se po jajcevodu kokosSi
pomikajo zahvaljujd blagim misénim kontrakcijam in/ali delovanju migetalk.
Akumulirajo se v mukoznih gubah v spodnjem delukeg)a jajcevoda (Hafez B in Hafez
ESE, 2000, cit. po Mosenene, 2009). Spermiji sesghtezivijo v reprodukcijskem traktu
samic relativno kratekas, za razliko od spermijev petelina, ki ostanejajeevodu kokosi
sposobni oploditve do 32 dni, spermiji purana gajeevodu pure tudi do 70 dni (Hafez B
in Hafez ESE, 2000, cit. po Mosenene, 2009).

Ceprav v zvezi s podaljanim zadrZzevanjem spermijeshranjevalkah spermijev Se
marsikaj ostaja nepojasnjeno, Tabatabaei in sdifl92navajajo, da pride v tetasu do
povratnega zavrtja dihanja in gibljivosti spermijkat tudi do stabilizacije plazmatske
membrane in ohranjanja akrosoma. Spermiji z&gosS shranjevalke spermijev in
oplojujejo ovulirane jajne celice v enakomernikasovnih intervalih (Mauldin, 2000, cit.
po Mosenene, 2009). Po sprostitvi iz shranjevalkkpdmjo za gibanje spermijev po
jajcevodu navzgor kontrakcije jajcevoda in giblpt@permijev v precejsnji meri izgubi na
pomenu. V petih do desetih minutah po ovulacijirspg doseZejo podrgje zarodnega
diska na povrsSini jgne celice (Mosenene, 2009). Prednji del glave sperpokriva
akrosom, ki ima posebno vlogo pri oploditvigaga. Akrosom izléa tripsinu podoben

encim akrosin, ki hidrolizira perivitelinsko plast¢ne celice in s tem omogooploditev
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jajéne celice. Teoratno oplodi jagno celico en sam spermdgprav je bilo v perivitelinski
plasti kokoSje jajne celice opazenih wehidroliziranih odprtin, kar kaze na polispermijo
(Hafez B in Hafez ESE, 2000, cit. po Mosenene, 2009

dozorel rumenjak {Folikel) ?
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Slika 3: Oploditev Zenske spolne celice v jajcavidkosi (prirejeno po What ..., 2012)

2.4 TEHNIKE OSEMENJEVANJA PERUTNINE

Leta 1937 sta v ZDA dva znanstvenika (Burrows ininQucit. po Mosenene, 2009)
opisala enostavno incinkovito metodo za pridobivanje petelinjega semekketoda
temelji na masazi dotenih delov telesa, kar spolno vzdraZi plemenjakaripelje do
ejakulacije. Za jemanje semena sta potrebna dvgemaicloveka: eden, ki drzi Zival in
izvaja masazo ter drugi, ki mu pomaga in v trendjakulacije prestreze spermo v posebe;j
oblikovano epruveto. Seme se izliva v kloako, kger kortuje tudi prebavni trakt in
seevod. Ker je kloaka skupno izvodilo za blato; seseme, je treba pri jemanju semena
paziti, da se mu ne primeSajo ostankiisted (blata, uratov, krvi) (Lukaszewicz, 2002).
Osemenjevanje kokoSi izvajamo v popoldanskasu, ko jih véina Ze znese jajce. Jajce

nam lahko namkeseme mehansko potisne iz jajcevoda. Pri osemarmjjekakosi morata
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biti prisotna dva izurjengloveka. Eden drzi kokoS naslonjeno na levem bolad (levo
pazduho) in s pritiskom roke na trebuh in kloakovzveci izvrnjenje zadnjega dela
jajcevoda. Tedaj pontaik potisne osemenjevalno pipeto (tuberkulinskadp) priblizno
2-3 cm globoko v levi jajcevod, priblizno do mestger se nahajajo shranjevalke
spermijev (Donoghue in Wishart, 2000). Preden gaizeme mora tisti, ki drzi zival,
popustiti s pritiskom na trebuh, da se vagina wrmermalen polozaj. V kolikor tega ne
stori je mozno, da se seme iz jajcevoda zlije \aktn Jajca so oplojena drugi dan po
osemenjevanju (Martin, 2004, cit. po Mosenene, 2008 z&etku kokoSi osemenimo
dvakrat (dva dneva) zaporedoma, kasneje jih doseieem enkrat tedensko. Za
zadovoljivo enotedensko oplojenost kokoSjih jajdreloujemo 100 do 200 milijonov
vitalnih spermijev (Gordon, 2005, cit. po Mosene2@)9).

Poleg osemenjevanja z vbrizgavanjem semena v rmZzpmznamo tudi osemenjevanje
neposredno skozi trebusno votlino (Long in Kulkar@D04). Pri tej tehniki z iglo
prebodemo trebusno votlino, nato skozi nastalo touprpotisnemo ceico in po njej
spustimo seme v podfje lijjaka jajcevoda. Omenjena tehnika osemenjevargadaje

predvidljivih rezultatov in se jo koristi predvsenposkusne namene (Mosenene, 2009).

2.5 OSNOVNI PRINCIPI GLOBOKEGA ZAMRZOVANJA

Krioprezervacija je postopek, pri katerem posame=liee ali celotna tkiva ohranimo na
nain, da jih ohladimo na zelo nizke temperature {ajmo na -198C kar je vrelige
tekatega dusSika). Pri tako nizkih temperaturah ustaviwsekrSno bioloSko aktivnost,
vklju¢no z biokemijskimi reakcijami, ki vodijo v cého smrt (Ozkavukcu in Erdemli,
2002). Blesbois (2007) opisuje krioprezervacijo kafizioloSko metodo, ki od celic
zahteva veliko prilagajanja, saj te dasu procesa zamrzovanja dozivijo osmotski in
temperaturni Sok. PoSkodbe, do katerih pride medrzavanjem in tajanjem, v nagje
meri prizadenejo celne membrane kar vpliva na oploditveno sposobnostnseyv in
njeno trajanje. Kritini mejniki z vplivom na cetino strukturo in njen metabolizem so
nain shranjevanja semena, temperaturna krivuljla zewanga/tajanja in &inek

krioprotektorja v blazitvi temperaturnega stresdegBois, 2007, 2011). Ko govorimo o
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globokem zamrzovanju alajno mislimo na zamrzovanje v telem dusSiku pri -196°C,
vendar Morris (2007) navaja, da je uspesSno zamrgevaozno Ze pri temperaturi nizji od
-150°C. Preptian je, da je shranjevanje bioloSkega materialee lazpporabo posebnih
zamrzovalnikov kot v tekeéem duSiku. Pri zamrzovanju v telem duSiku Morris (2007)
omenja nevarnost onesnazenja vzorcev in kot visimgigenja navaja tako pripotke za

zamrzovanje kot teko dusik sam.

2.5.1 Razredéevalci semena

Razredevalci so puferske raztopine soli, katerih sesti@raelji na biokemijski sestavi
petelinjega oziroma puranjega semena (Donoghueishakt, 2000). Obstaja ¥e&azlicnih
razredevalcev, nekega standardnega ni. Znanstvenikragsfposamezne razr&sl/alce v
razlicnin pogojih ¢as in pogostnost osemenjevanja, globina osemengvaporabljena
koncentracija semena), zato je tezko izdvojiti piesdi posameznega razéedalca. Kljub

temu velja, da vsi razrédvalci vsebujejo tri skupne komponente (Mosene@@9p

- sestavine za vzdrzevanje ustreznega pH semena
- sestavine za ohranjanje osmolarnosti

- sestavine, ki zagotavljajo vir energije za spermije

Kislost oziroma baznost (pH) razretkvalca vpliva na metabolizem in gibljivost
spermijev. Nizek pH zmanjSuje gibljivost, nastaganjle&ne kisline in potrebe spermijev
po kisiku medtem ko visok pH metabolizem pospedeydti vsebujejo meSanico kisline in
njene konjugirane baze vzdrzujejo pH v sprejentijigkvirih. Obiajno pufri sestojijo iz
meSanic fosfatov, citratov in/ali organskih zwitberskih molekul kot so nprN,N-bis_2-
hidroksietil-2-aminoetan sulfonska kislina - BES MTris hidroksimetil-2-aminoetan
sulfonska kislina - TES. S trajanjem skla@iSja semena nastaja @ kislina, ki znizuje
pH. Petelinji in puranji spermiji tolerirajo pH vazponu od 6,0 do 8,0 (Donoghue in
Wishart, 2000).

Perutninsko seme lahko ohranja oploditveno spossibnoazredevalcih z osmolarnostjo
v mejah od 250 do 460 mosM/kg.®. Ce damo spermije v raztopino z nizko

osmolarnostjo, bo voda prehajala v spermije in ddd nabreknili. V hiperosmotski
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raztopini spermiji izgubljajo vodo in sedjo (Bakst, 1980, cit. po Donoghue in Wishart,
2000). V hipoosmotskih razmerah se pojavlj&jeesStevilo spermijev z ukrivljenimi
vratovi. Gre za okvaro, na katero je mdg@ogosto naleteti v razr&ghem petelinjem ali
puranjem semenu in nastopa v negativni korelacgptojenostjo jajc (Bajpai in Brown,
1964, cit. po Donoghue in Wishart, 2000; Clark wmd.s 1984, cit. po Donoghue in
Wishart, 2000).

Razredevalci morajo spermije z&§ti pred hladnim Sokom véasu zamrzovanja,
zagotavljati potrebna hranila za metabolizem spesmiter vsebovati penicilin in
streptomicin, ki zavirata mikrobioloSko rast v seme Pri razvoju razregvalcev in
sistemov shranjevanja perutninskega semena je tplodtevati fizioloSke razlike v
metabolnih zahtevah spermijev r&mih vrst perutnine (Mosenene, 2009). Petelinji
spermiji so metabolno aktivni v aerobnih in anaerblpogojih in vitro. V nasprotju z
njimi zahtevajo puranji spermiji za prezivetje kelikisika. Aerobni metabolizem zahteva
zraenje purjega semena, kar se v praksi doseze ¢ig, it seme v odprti stekleki
stresamo na stresalniku. Poskusi z osemenjevanjekosk z globoko zamrznjenim
semenom so zastavljeni razlo, vendar je iz razinih poskusov moge sklepati, da se
odstotek oplojenih jajc giblje okrog 40-50 % (Dohag in Wishart, 2000).

2.5.2 Krioprotektor;ji

Krioprotektor je substanca, ki jo uporabimo zac#aSbioloskih tkiv pred posSkodbami
zaradi zamrzovanja oziroma tvorbe ledenih kristg@zkavukcu in Erdemli, 2002). Znano
je, da v telesih Zuzelk, rib, dvozivk in plazilcei, Zivijo v arkticnih podra@jih ter na
Antarktiki nastajajo krioprotektorji, ki jih v mridl zimskih obdobjih obvarujejo pred
podkodbami tkiv. ZuZelke kot krioprotektorje najpsteje koristijo sladkorje, arktie
Zabe glukozo, arkithemu mderadu kot krioprotektor sluzi glicerol, ki nastajanjegovih
jetrin. Krioprotektorji delujejo na principu po¥#evanja koncentracije raztopljenih snovi v
celici. Klaskni krioprotektorji so glikoli (alkoholi z vsaj dvemnhidroksilnima skupinama)
kot so npr. etilenglikol, propilenglikol in glicero(Ozkavukcu in Erdemli, 2002).
Etilenglikol uporabljajo v avtomobilskih hladilniikot antifris, propilenglikol uporabljajo

za omejevanje nastajanja ledu v sladoledih. Vselkadipe, ki se raztapljajo v vodi seveda
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niso krioprotektorji. Dobri krioprotektorji morajbiti ne le topni v vodi, temwve tudi
ucinkoviti v znizevanju tali§a vode, ne smejo precipitirati (se obarjati) ozieotaoriti
hidratov, zlahka morajo prodirati v celice in zam@ smejo biti strupeni (Wowk, 2007).
Vsi krioprotektorji tvorijo vodikove vezi z vodo. @ odkritja glicerola kot prvega
krioprotektorja leta 1949, je bilo za krioprotek®razglasenih ze priblizno 100 spojin,
ceprav se jih v kriobiologiji rutinsko uporablja [ge£ica. NajboljSi in najbolj pogosto
uporabljeni krioprotektorji sodijo v razred tako emovanih predirajbh (penetracijskih)
krioprotektorjev. Gre za majhne molekule, ki zlahkadrejo skozi cethe membrane. Z
vstopom v celice jih zavarujejo pred rastjo krigtain pred pretirano dehidracijo dasu
zamrzovanja (Wowk, 2007).

V kriobiologiji velja zamrzovanje posameznih celic primerjavi z zamrzovanjem
tkiv/organov za enostavnejSe, kajti v primeru posamih celic moramo upoStevati samo
fizikalno-kemijske lastnosti enega tipa celic. Resalno je dejstvo, da so spermiji
oziroma oocite sicer posamezne celice, vendar duXaijtljive na krioprezervacijski stres.
Verjetno je to povezano z njihovo visoko speciaimb strukturo in funkcijo rekonstitucije

celotnega organizma z zlitiem dveh celic (Wowk, 200

Zamrzovanje v tekeem duSiku zagotavlja vitalnost bioloSkega matersidaraj neomejeno
dolgo. Dokaz za to je najstarejSi vzorec bikovegeena, ki tudi po 60-ih letih
skladi€enja v tekdem duSiku ne kaze manjSe vitalnosti. S krioprez@jwg@ovezani stresi
niso mutageni: milijoni goved izhajajo iz osememyepa z globoko zamrznjenim semenom
pri ¢emer je pogostnost okvar idemta kot pri tistih, ki izhajajo iz uporabe

nezamrznjenega semena.

Najvetkrat uporabljeni krioprotektorji pri zamrzovanju tpnjega semena so glicerol,
dimetilsulfoksid (DMSO), dimetilacetamid (DMA), digtilformamid (DMF), etilenglikol
in propilenglikol (Surai in Wishart, 1996). DMSO seliko uporablja kot alternativo
glicerolu. Ima pufersko kapaciteto, zelo hitro grads celice spermijev in jecinkovit pri
pocasnem zamrzovanju semena. Hkrati je zelo koristen dehidracijsko sredstvo. V

meSanici DMSO in razrégvalca se gibljivost spermijev ohranja, v koliker seme pred
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globokim zamrzovanjem postopno ohladi n&@@5Rezultati kazejo, da je raztevalec z
10% vsebnostjo DMSO cinkovitejSi v kriozas8iti spermijev od preostalih
krioprotektorjev (Han in sod., 2005). Nagkeat uporabljeni krioprotektor v
krioprezervaciji semena je glicerol. Je standakdimiprotektor pri globokem zamrzovanju
semena v govedoreji. Njegovi poglavitni odliki sfgosobnost vezave vode ter zniZzevanje
zmrzi&ne take raztopine. Glicerol prodre v celico spermija,dgino dehidrira ter na ta
natin zmanjsa tveganje zaradi kristalizacije vode (Bea in sod., 2004, cit. po Mosenene,
2009). Na gibljivost in prezivetje spermijev tmo vpliva njegova kotna koncentracija,
ki je odvisna od uporabljenega raztedalca.Ce razredevalec vsebuje citrat iz jajega
rumenjaka ali polnomastno mleko je optimalna 7 %demtracija, v primeru uporabe
posnetega mleka je boljSa 10 % koncentracija glleerJagni rumenjak vpliva na
ucinkovitost glicerola zaradi¢esar kolkina dodanega rumenjaka narekuje &alb
uporabljenega glicerola. ¥g@ kot je koncentracija japega rumenjaka v razréesvalcu,

vecjo koli¢ino glicerola mu je potrebno dodati (Maule, 1962, mo Mosenene, 2009).

Pri perutnini ima glicerol kontracepcijski¢inek in posledino ga je treba po tajanju
odstraniti iz semena (Long in Kulkarni, 2004). Melzem kontracepcijskega delovanja
glicerola Se ni docela razjasnjen. Na&womnev gre v smeri osmotskega Soka in poskodb
membran spermijev, do katerih pride v reprodukeisktraktu kokoSi wasu hitrega
izhajanja glicerola iz spermijev. Znano je dejstwg spermiji, katerim je bil kot
krioprotektor dodan glicerol ne naseljujejo shraajk spermijev v reprodukcijskem traktu
kokoSi (Long in Kulkarni, 2004). HistoloSke preiskaso potrdile odsotnost spermijev v
shranjevalkah po opravljenem intravaginalnem osggmanju s puranjim semenom.
Obstaja preptianje, da glicerol posSkoduje celice spermijev inupdiva na sposobnost
shranjevalk spermijev za skladi&hje spermijev (Westfall in Howarth, 1977, cit. [pang

in Kulkarni, 2004). Raziskovalci so préavali moznost »obvoza« shranjevalk spermijev z
aplikacijo semena v zgornji del jajcevoda. Na t&imao se izognili spodnjemu delu
jajcevoda (shranjevalkam spermijev) in pri tem @dise3 do 70 % oplojenost jajc (Bacon
in sod., 1986, cit. po Long in Kulkarni, 2004). Gze kirurSki poseg, ki ga na posamezni
kokoSi ni mogde uporabiti vékrat, zato se ta tehnika ne prip&aoza preseganje

kontracepcijskega dinka glicerola. Pogosteje se uporabljajo tehnikentgfugiranje,
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dializa), ki slonijo na odstranitvi glicerola izreena pred zstkom zamrzovanja. Poleg
glicerola in DMSO obstajajo Se drugi krioprotekigmjimerni za za&to semena perutnine.
V raziskavi Tselutina in sod. (1999) je bila ob tgdm DMA pri hitrem zamrzovanju
semena v obliki peletov oplojenost jajc boljSa 7734,0 %) kot pri uporabi glicerola. Isti
avtorji so testirali tudi pgasno zamrzovanje semena v slamicah, kjer je datrgli boljSe
rezultate (57,4-67,4 % oplojenost jajc) od DMA. &asn sod. (2010) so kot krioprotektor

uspesno uporabili N-metilacetamid (MA).

2.6 FIZIKA KRIOPREZERVACIJE

2.6.1 Zamrzovanje in posSkodbe celic

Ko voda zamrzuje se Siri, vendar razSirjanje vod® mamrzovanjem ni razlog, zaradi
katerega bi prihajalo do posSkodb celic. Tisto, kijansko povzra poskodbe, je
ociS¢evanje vode Wasu njenega zamrzovanja (Wowk, 2007). Voda zamrkajgista
substanca in pri tem izkifuje vse ostalo. In prav omenjeni izikdgvalni proces je vzrok
za poskodbe celic. Voda med zamrzovanjem ne ostgjio, ki bi molekulam Zzivljenja
omogaalo, da se znotraj nje prosto mesSajo tenge med zamrzovanjem zgaSv
kristale, pri cemer vse ostalo potiska ven (slika 4). Zamrzovggezraa dve vrsti
posSkodb: a) mehatne posSkodbe, ko ledeni kristali deformirajo celioeb) poskodbe
zaradi kemijskih in osmotskih¢iunkov koncentriranih raztopljenih snovi v preostank
nezamrznjene vode med ledenimi kristali (Wowk, 200V nasprotju s klagnim
misljenjem, izziv s katerim se sxgejo celice véasu globokega zamrzovanja ni v njihovi
sposobnosti, da vzdrzijo sklad&hje pri nizkih temperaturah tentvge zanje najbolj
smrtonosna vmesna temperaturna cona (od -15 dtC}6®&i jo mora celica prkati
dvakrat — enkrat Wasu zamrzovanja in drugiv ¢asu tajanja (Ozkavukcu in Erdemli,
2002).
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Slika 4: Celice pred zamrzovanjem (A) in celicegzamrzovanju (B)Celice so po zamrzovanju
stisnjene med ledene kristale in izpostavljendr&takoncentracijam soli. Zaradi
naragajoce koncentracije soli v nezamrznjeni téko, ki celice obdaja, le te dehidrirajo
(Wowk, 2007).

2.6.2 Krioprotektorji in zas ¢ita celic

Krioprotektorje se uporablja v koncentracijah o#o5do 15 %. Slika 5 prikazuje bistven
koncept krioza&ite v ¢casu zamrzovanja celic. Z znizevanjem temperatureasti led
zgo¥a oziroma stiska celice v zmeraj manjSe Zepke nezgeme tekodine. Prisotnost
krioprotektorja omogéa, da so ti Zepki pri katerikoli temperaturi¢jie kot bi bili ob
njegovi odsotnosti. Celice se nahajajo v nezamrahjgepkih, kjer so z&gene pred
mehanénimi poSkodbami ledu in poSkodbami zaradi previlikoncentracij soli (Wowk,
2007).
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Brez krioprotektorja Z krioprotektorjem

15 % krioprotektor

— glass transition ——

celice stisnjene v majhen vedji nezamrznjeni volumen
volumen
Slika 5: Osnovni koncept kriozége celic (prirejeno po Wowk, 2007)

2.6.3 Vitrifikacija kot alternativa zamrzovanju

Zamrzovanje bolj poskoduje neko tkivo, sestavljenaazlicnih celic, kot posamezne
celice kot so npr. spermiji. Za razliko od raztopepovezanih celic, tkivo nima prostora
za rast ledenih kristalov in se tudi ne more odid@fiolirati) v nezamrznjene Zepke med
ledene kristale. Za poSkodbe zaradi zamrzovan@asti dovzetni organi. Da bi nek organ
po tajanju zopet pridobil prvotno funkcijo morajeevnjegove celice preziveti v velikem
Stevilu. Priblizno 25 % prezivetje celic, kar je i&djen rezultat pri zamrzovanju
posameznih celic, pri zamrzovanju organov ni doviWowk, 2007). Zato je za
krioprezervacijo organov potreben drdga pristop kot za krioprezervacijo posameznih
celic. Leta 1984 so Fahy in sod. predlagali vitafiijo kot pristop v krioprezervaciji.
Beseda vitrifikacija pomeni proces spreminjanjaenskovi v steklo ali steklu podobno
snov. Gre za postopek, pri katerem se vodo oltddi hitro, da ledeni kristali ne morejo
nastati. V izogib nastanka ledu je treba pri Vikatiji tkivo oziroma organ zaloZiti z

veliko koli¢ino krioprotektorja.
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Z vitrifikacijo se izognemo velikim poskodbam, kate smo préa pri klas€énem
zamrzovanju. Cena, ki jo za to {pdeno so poSkodbe zaradi toksosti krioprotektorja
(Wowk, 2007).

Globoko S
zamrzovanje Vitrifikacija

15 % krioprotektor ' 60 % krioprotektor

glass transition

Slika 6: Shematska primerjava globokega zamrzavemyitrifikacije (prirejeno po Wowk, 2007)

Pri krioprezervaciji bodisi s klagiim zamrzovanjem bodisi z vitrifikacijo, ¥ekot
polovico vode znotraj celic nadomestijo molekul@pgrotektorjev. Na krioza#o lahko
gledamo kot na postopek zamenjave molekul vodeugichi molekulami, ki ne morejo
zamrzniti (Wowk, 2007). Mehanizmi toKsiosti krioprotektorjev so Se vedno slabo
raziskani. Pri klagnem zamrzovanju dodajamo krioprotektor v sorazmemmghnih
koncentracijah (cca. 10 %) in v enem koraku. Ddd&igoprotektorja povzré klasicen
ucinek krtenja-nabrekanja, pri katerem se celice zaradi oenmagpre] skfijo (visoka
koncentracija raztopljenih snovi zunaj celice) nptozaradi prodiranja krioprotektorja v
celico nabreknejo. Nekaj minut zatem se koncenir&goprotektorja znotraj in zunaj
celice izenaita (Cas ekvilibracije) in celice dobijo volumen, ki galdca razredevalec.

Celice so sedaj pripravllene na zamrzovanje. Pwajanju krioprezervacije z
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zamrzovanjem, poteka ohlajanje postopno¢ahb okrog $C/minuto. To zagotavljéas,
da voda z ohlajevanjem zagasScelice in koncentracija krioprotektorja znotraglic
naraga vzporedno s koncentracijo zunaj celic, kar zgearmotranjost celic pred
zamrzovanjem. Raztopine za vitrifikacijo vsebujkjmprotektor v koncentraciji okrog ali
preko 50 % (Wowk, 2007). Takih raztopin ne morenodati v enem koraku, saj bi bilo
zaetno keenje zaradi osmoze preveliko. Zato jih pri tempeiabkrog CC dodajamo v
ve¢ korakih. Pri krioprezervaciji z vitrifikacijo sehtajanje in taljenje izvaja kar se da
hitro. Za razliko od posameznih celic so organivpl&i, da bi lahko zadostno kdélho
krioprotektorja absorbirali samo z namakanjem v tapino krioprotektorja. Pri
krioprezervaciji organov se krioprotektorje dodajaprezemanjem (perfuzijo) (Wowk,
2007). Gre za postopek, pri katerem krioprotektozkskozi krvne Zile na enak ¢ia kot
se skozi organ pretaka kri. Na tatimani nobena celica za véot par celic stran od stika z
raztopino krioprotektorja. Krioprotektorje se oa@str v obratnem vrstnem redu kot se jih
dodaja. UspesSna vitrifikacija je bila doslej opjamkh na smih zaklopkah, hrustancu,
rozenici in jagnikih misi (Wowk, 2007) .

2.7 TEHNIKE GLOBOKEGA ZAMRZOVANJA SEMENA PERUTNINE

V primerjavi z drugimi vrstami zivali ima seme ptide zlasti tistih iz reda kur
(Galliformes), nekatere specifne fizioloSke karakteristike, ki vplivajo na njegov
shranjevanje (Donoghue in Wishart, 2000). Sperr@menjaka perutnine, podobno kot
spermij drugih vrst zivali, sestoji iz glave, tedes repa (slika 7). Akrosomwsebuje enega
ali vec proteolitcnih encimov potrebnih pri razgradnji cglega obrda (perivitelinske
membrane) ovuliranega jajca - Zenske spolne celidelesu spermija se nahaja priblizno
30 mitohondrijev z vlogo v njegovem energetskemafelizmu. Telo skupaj z repom

deluje kot gibalni mehanizem spermija.
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mitohondriji
bicek centriole akicacin
rep telo glava
Slika 7: Morfologija spermija (prirejeno po Male 2012)

Za razliko od spermija bika, ovna, Zrebca ali msgaje glava ptjega spermija valjaste

oblike in nima bistveno Wgega premera od premera repa (ccapdb (slika 8).

Slika 8: Spermiji petelina in Zrebca (Parrish, 201

ManjSi volumen glave pomeni, da lahko vanjo proch@nj krioprotektorja, kar je lahko
eden od razlogov za slab3o prezivitveno sposolspesinijev \asu zamrzovanja.
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Rep ptéjega spermija je zelo dolg, pri dolzini 90-106 je priblizno osemkrat daljSi od
glave (pri spermiju bika je rep dolg cca. |5®), kar je lahko tudi eden od razlogov za
poSkodbe spermijev ¥asu zamrzovanja (Thurston and Hess, 1987, cit. @aoBhue in
Wishart, 2000). Pg&ji spermiji so celice s sorazmerno zelo veliko gavo plazmatskih
membran. PoSkodbe #asu zamrzovanja in tajanja semena prizadenejoi atatne
membrane (plazmatske in mitohondrijske), v najgab%rimeru tudi jedro (Mosenene,
2009). Poskodbe vplivajo negativho na plodnost jeno trajanje, kar je pri pticah,
predvsem zaradi dolgega obdobja shranjevanja senvershranjevalkah spermijev
pomemben vidik reprodukcijske&inkovitosti.

V obilici raziskav na temo globokega zamrzovanjenaea perutnine so raziskovalci
prouwtevali vplive raznoraznih parametrov v postopku @@ semena na zamrzovanje ter
postopke samega zamrzovanja in tajanja semenaeiaipreno sposobnost spermijev.

Najve pozornosti so namenjali naslednjim parametrom:

- uporablijenemu razrédvalcu in reditvenem razmerju;

- uporabljenemu krioprotektorju in njegovi kam koncentraciji;
- n&inu pakiranja semena,

- hitrosti zamrzovanja semena do kna vrednosti -196C;

- hitrosti in n&inu tajanja semena;

- tehniki osemenjevanja kokosi.

Proces globokega zamrzovanja séneaze z zbiranjem semena. &fe znanstvenikov
(Tselutin in sod., 1999; Long in Kulkarni, 2004; figa in sod., 2005; Dubos in sod.,
2006; Partyka in sod., 2010, 2011a, 2011b; Makhafolsod., 2009; Purdy in sod., 2009;
Long in sod., 2010; Sasaki in sod., 2010) je zazedv semena plemenjakom perutnine
uporabila dokaj enostavno metodo trebusne masazt o leta 1937 opisala Burrows in
Quinn. V poskuse globokega zamrzovanja je bilo ejosljvekrat vkljuteno seme
petelinov (Tselutin in sod., 1999; Long in Kulkarr2004; Blesbois in sod., 2005;
Makhafola in sod., 2009; Purdy in sod., 2009; Lamgod., 2010; Partyka in sod., 2010;
Sasaki in sod., 2010; Gliozzi in sod., 2011; Patyk sod., 2011a), manj Stevilne so

raziskave na semenu gosakov (Partyka in sod., 2@D14b), racakov (Han, 2005; Dubos
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in sod., 2006), puranov (Long in Kulkarni, 2004g8&bois in sod., 2005; laffaldano in sod.,
2011) pegatk (Blesbois in sod., 2005) in fazanoer(era in sod., 2005). Pred globokim
zamrzovanjem je treba seme raziBdn mu dodati krioprotektor. Za rédnje petelinjega
semena je bil v veliko raziskavah uporabljen takeenovani »Lakeov« razréelvalec
(Tselutin in sod., 1999; Long in Kulkarni, 2004;rBy in sod., 2009; Long in sod., 2010;
Gliozzi in sod., 2011), s katerim so semecied razmerju 1:1 (Tselutin in sod., 1999;
Long in Kulkarni, 2004; Purdy in sod., 2009; Lomgsiod., 2010). Kot krioprotektor je bil
uporabljen glicerol s kamo koncentracijo 11 % (Long in Kulkarni, 2004; Pyid sod.,
2009; Long in sod., 2011) ali DMA s kémo koncentracijo 6 % (Purdy in sod., 2009,
Gliozzi in sod., 2011). DMA s 6 % koncentacijo guotabili tudi Partyka in sod. (2010 in
2011a), le da so namesto »Lakeovega« réereddca uporabili EK razrégvalec. Blesbois
in sod. (2005) so seme @d z razredevalcem v razmerju 1:2 in kot krioprotektor
uporabili 6 % raztopino DMA. Makhafola in sod. (Z)Gso seme redi v razmerju 1:2,
kot razredevalec uporabili citrat japega rumenjaka, kot krioprotektor jim je sluzil&e4
raztopina DMSO. Sasaki in sod. (2010) so petelsgene redili z razredevalcem v
razmerju 1:1 in tej meSanici dodali krioprotektoAM konéni koncentraciji 9 %. Tselutin
in sod. (1999) so primerjalicinke treh krioprotektorjev (glicerol, DMA, DMSO) stirih
razlicnin korenih koncentracijah (4, 6, 8 in 11 %). Seme so gbvah v slamicah ter v
obliki peletov. Za konzerviranje v slamicah so s#odili tudi Purdy in sod. (2009),
Makhafola in sod. (2009), Long in sod. (2010) tas&ki in sod. (2010). Peletno metodo,
pri kateri se meSanico razteghega semena in krioprotektorja v obliki kapljicu&a
neposredno v teko duSik so uporabili Blesbois in sod. (2005), Hezein sod. (2005),
Partyka in sod. (2010) ter Gliozzi in sod. (201Mgkateri avtorji so vzorce semena pred
potopitvijo v tek@i dusSik izpostavili param tekega duSika na razhi visini in razlicno
dolgo. S tem so skuSali dé@sgostopnost v ohlajanju, saj je temperatura pkodega
duSika viSja (-80C) od temperature samega te&ga duSika (-19€). Purdy in sod.
(2009) so seme v slamicah ohlajali 10 minut v pae&lacega dusSika na viSini dobrih 6 cm
nad gladino tek&ega dusSika, medtem ko so Sasaki in sod. (2010iners@m napolnjene
slamice izpostavili param tekega dusSika za 30 minut v oddaljenosti 4-4,5 cmgiadino
tekatega duSika. Deset minutno izpostavitev paramdega dusSika so opravili tudi Long
in sod. (2010).
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Makhafola in sod. (2009) so vzorce semena v sldmazanrzovali postopno: najprej so
seme ohladili na -20°C, kasneje so ga za 5 miruasiavili param tekiega duSika pri

-180°C in Sele v zadnjem koraku shranili v t&sm duSiku pri -19%C.

V poskusih z globokim zamrzovanjem semena se gnglev tekédem dusSiku nahajalo
razlicno dolgo. Gliozzi in sod. (2011) so vzorce hraaili dan, Makhafola in sod. (2009)
en teden, Hererra in sod. (2005), Sasaki in sdlQPRter Long in sod. (2010) en alidve
mesecev. Tajanje globoko zamrznjenega semetiaoma poteka v vodnih kopelih pri
razlicnih temperaturah vode in raatio dolgo. V eni od raziskav so Purdy in sod. (2009)
ter Long in sod. (2010) vzorce zamrznjenega sentegah v vodni kopeli pri temperaturi
3-5°C za 2-5 minut, v drugi raziskavi so Purdy ads(2009) ter Gliozzi in sod. (2011)
zamrznjeno seme za 10-20 sekund spustili v vodneelke temperaturo vode 50-60°C.
Blesbois in sod. (2005) so namesto v vodni kopelete semena talili na kuhalni ptoS
segreti na 60°C. Sasaki in sod. (2010) so semjg, lilo shranjeno v slamicah odtajali v

slabih dveh minutah in sicer v vodi s temperatti©.5

2.7.1 Kakovost odtajanega semena

Za dola@tanje kakovosti odtajanega semena koristijo znansgtve

a) Mikroskopske analize (gibljivost spermijev, konaawcija spermijev, odstotek
mrtvih in patoloSko oblikovanih spermijev).

b) Test oploditvene sposobnosti (ugotavljanje hidmlinotranje perivitelinske
membrane, ugotavljanje oplojenosti jajc s pressedipnjem, valilnost pi&ncev).

Oploditvena sposobnost odtajanega semena je stabsaloditvene sposobnosti svezega
semena (Han in sod., 2005; Dubos in sod., 200@ld@no in sod., 2011). Primerjalno
slabSa oploditvena sposobnost semena perutninedmenpavi s semenom sesalcev je
deloma posledica g obkiutljivosti pti¢jih spermijev na postopke zamrzovanja/tajanja,
deloma pa posledica transporta in skléeiga semena v reprodukcijskem traktu kokosi.
Od skupnega Stevila spermijev, ki gdasu osemenjevanja vnesemo v spodnji del noznice,
jih le 1-2 % doseze shranjevalke spermijev na mesgioja noZnice in maternice
(Donoghue in Wishart, 2000).
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Podatki o oplojenosti jajc po osemenjevanju z @ai@ap semenom so od raziskave do
raziskave zelo razini, kar je ob upoStevanju raatih okoli&in v katerih so poskusi
potekali (razléni genotipi Zivali, uporabljene doze semena, pagmst osemenjevan;,
globina vnosa semena) tudi razumljivo. Zaradi nepehspreminjajéih sistemov
ugotavljanja oploditvene sposobnosti odtajanegealipggga semena se odstotek oplojenih
jajc, ki so jih znesle osemenjene kokosi gibljeagkali nad 50 % (Donoghue in Wishart,
2000). Tako npr. je bila po intravaginalnem vno80 &ilijjonov spermijev v prvem tednu
poskusa zabelezena 53 % oplojenost jajc (Lake ew&t, 1978, cit. po Donoghue in
Wishart, 2000), z vnosom 400 milijonov spermije\akss tri dni pa 80-94 % oplojenost
(Kurbatov in sod., 1984, cit. po Donoghue in Wish&000). Po dveh zaporednih
osemenjevanjih rac z odtajanim semenom je bilajeptst jajc 75-83 % (Tselutin in sod.,
1995, cit. po Han in sod., 2005), po dveh zapotedisiemenjevanjih pur 61 % (Sexton,
1981, cit. po Han in sod., 2005), po dveh zapotedsemenjevanjih gosi pa 68-95 % (Tai
in sod., 2001). Han in sod. (2005) so pri osemamgvrac z odtajanim semenom doseqgli
le 39 % oplojenost jajc. Vsi navedeni raziskovaleioplojenost jajc ugotavljali 2-9 dni po
osemenjevanjuCeprav je lahko oplojenost kokosjih jajc po osemesgu z odtajanim
semenom precej manjSa (npr. 20-40 %) kot se zahtewammercialnih pogojih reje
(> 90 %), mora globoko zamrznjeno seme ohraniti takkcionalnost, da se izognemo
prevelikim osemenjevalnim dozarr $00x16 spermijev) in pogostim osemenjevanjem
(3-4 krat tedensko) (Long in Kulkarni, 2004). Intrei metode doléanja oploditvene
sposobnosti spermijev (npr. gibljivost spermijesistotek mrtvih in patolosko oblikovanih
semedic, ugotavljanje hidrolize notranje perivitelinskeembrane j@ne celice) pogosto
precenijo slednjo za vsaj 1-2 %. In vitro metoderijpenamr& le enega izmed ¥e
dejavnikov, ki vplivajo na oploditveno sposobnogemsnijev, poleg tega ta parameter
merijo takoj po tajanju semena, v realnosti pa noalt@jano seme preziveti Se ne&aga v
reprodukcijskem traktu kokoSi preden izvrSi opleditjagne celice. Zaradi majhne
korelacije z oploditveno sposobnostjo se in vitehrikam za spremljanje poskodb
spermijev véasu zamrzovanja/tajanja ne pripisuje velikega p@{@onoghue in Wishart,
2000).
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2.8 1ZBOLJSAVE V METODAH GLOBOKEGA ZAMRZOVANJA SEMENA

IzboljSave v metodah shranjevanja semena omejupeapixanje temeljnega znanja o
biokemijskih mehanizmih, ki uravnavajo funkcije spgev v pogojih in vivo ter in vitro.
Lipidi imajo velik vpliv na strukturo in delovanjgpermijev. Petelinji spermiji vsebujejo
velik delez vékratnenasienih magobnih kislin, zaradtesar so zelo izpostavljeni lipidni
peroksidaciji, kar lahko pripelje do njihove degraie v shranjevalkah spermijev (Surai in
sod., 1998, cit. po Tabatabaei, 2011). Posledis&lalivhega stresa se kazejo v poSkodbah
lipidov membran, zmanjSani gibljivosti spermijev posledéno v nezadostnem Stevilu
vitalnih spermijev oziroma slabi oplojenosti jaRReaktivne kisikove spojine ali reaktivhe
kisikove zvrsti (angl. reactive oxygen species, RO&Vvisoko reaktivni prosti radikali, ki
vsebujejo kisikove ione ali perokside. Nastaneja ktranski proizvod normalnega
metabolizma kisika in imajo, vse dokler nastajajsprejemljivem obsegu, pomembne
fizioloSke vloge pri celinem signaliziranju dogodkov povezanih s kapacibasgermijev,
reakcijo akrosoma in zlitem spermija zgap celico (Aitken in Baker, 2004, cit. po
Tabatabaei, 2011). Ko keéine teh spojin zelo narastejo, powdjo obsezne posSkodbe
spermijev; tovrstno stanje imenujemo oksidativmest Za preprevanje prekomernega
nastajanja reaktivnih kisikovih spojin so organiznaizvili obrambne mehanizme, ki
obsegajo encimski obrambni sistem (superoksid dispa) katalaza, glutation transferaza,
glutation peroksidaza) in antioksidante (askork@gmin E, beta karoten) (Cotgreave in
sod., 1988, cit. po Tabatabaei, 2011; Tabatabasodh, 2011). Z dol@enim uspehom je
bilo zavrtje peroksidacije lipidov preko dodajaatioksidantov, ki blokirajo nastajanje
reaktivnih kisikovih spojin ali nevtralizirajo toksiost kisika dosezeno pri spermi
sesalcev. Askorbinska kislina, znana tudi kot vitar®, je vodotopen vitamin, zelo
pomemben za normalno delovanje telesa. Ze vrsteeléa vitamin povezuje s plodnostjo,
¢eprav njegova naténa fizioloSka vloga v reprodukciji Se ni znana. ataei (2011) je
dodajal vitamin C razrégnemu petelinjemu semenu in ugotavljal njegov vpla
gibljivost, vitalnost in morfoloSke okvare semenarazredenem semenu, kateremu je
dodal 1 % askorbinske kisline ter ga za 24 ur hraifC je zabelezil boljSo gibljivost in
vitalnost ter manj morfoloskih okvar spermijev \rperjavi s semenom v kontroli oziroma

semenom, kateremu je primesSal 0,5 %, 2 % in 3 %rhsiske kisline. Ali se dovzetnost
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membran spermijev za oksidacijski stres gaveed procesom globokega zamrzovanja so
ugotavljali Partyka in sod. (2011a). Njihove ugates so pritrdilne. Ugotovili so, da je
sveZe seme zaradi WKrejSega antioksidativnhega sistema manj izpostavljépidni

peroksidaciji kot seme, ki je dalasa globoko zamrznjeno.
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3 MATERIAL IN METODE DELA

V poskus smo Vkljeili kokoSi in peteline pasme slovenska rjava koldsgxasno smo v
individualne kletke trinadstropne baterije uhleR petelinov (starih 25 tednov) in 125
kokosi (starih 77 tednov). Zivali smo osvetljevpd klastnem osvetljevalnem programu
14 ur I&i + 10 ur teme. Na voljo so imele popolno krmno ame8o za kokoSi nesnice
(NSK) proizvajalca Jata Emona d. d. iz Ljubljangimo vodo. KokoSi smo razdelili v ve
poskusnih skupin, znotraj katerih so bile tri pobay (A, B, C). Ena skupina je sluzila za
kontrolo. KokoSi v tej skupini smo osemenjevalive Am, razredenim in nezamrznjenim
semenom. Po metodi trebusne masaze smo vsakemunpe&tdvzeli seme, ga vizualno
ocenili (barva, konsistenca, primesi) in semegkigdostilo vizualnim kriterijem kakovosti
takoj po odvzemu zdruzili v skupno stekl&w. Zdruzeno seme smo v nadaljevanju

rediili s tako imenovanim »Lakeovim« razkaxvalcem (preglednica 1) v razmerju 1 : 1.

Preglednica 1: Kemijska sestava »Lakeovega« régvetta (Pegg, 2007)

Sestavina Molarnost (M) g/100 ml
Natrijev glutamat (monohidrat) 0,103 1,92
Magnezijev acetat (tetrahidrat) 0,004 0,08
Kalijev acetat (brez vode) 0,051 0,50
Polyvinyl pyrrolidin (MW 10,000) 0,0003 0,30
Glukoza 0,044 0,80

Na zdruzenem semenu smo testirali: a) uporabnaitmén krioprotektorjev za z&go
semena preddinki globokega zamrzovanja, b) dvac¢imea shranjevanja semena (tubice,
peleti), c) razlkine temperaturne rezime zamrzovanja/tajanja semeénadtajanim
semenom smo osemenjevali kokoSi v posameznih s&ipinbirali valilna jajca in jih
tedensko vlagali v inkubatorje. Osemenjevanje koka%o izvajali v popoldanskih urah,
ko jih je ve&ina ze znesla jajce. Ob izvalitvi pagncev smo pobrali vse izvaljene q@gce,
neizvaljena jajca pa razbili in ugotavljali, ali bda oplojena ali ne. Poskus je potekal v
obdobju od 05. 12. 2011 do 23. 02. 2012 na farminkgerk, valjenja v valilnici na Rodici.

Ker pred za&etkom poskusa z globokim zamrzovanjem petelinjegaena nismo imeli
nikakrsnih praktinih izkusenj, smo testirali v literaturi opisanespmezne parametre. Na
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njihovi podlagi smo sami snovali postopke v posamtedelih poskusa. I1zjema sta le treji
del, kjer smo preizkusili metodo po Tselutinu ids¢1999) in Sesti del, kjer smo po
Makhafolu in sod. (2009) postopno ohlajali semeadglna rezultate, do katerih smo prisli
v ¢asu poskusa, smo sproti prilagajali posamezne mdranzamrzovanja. Poskus smo

smiselno razdeliti v Sest delov, ki so opisani daigvanju.

3.1 PRVI DEL — TESTIRANJE KRIOPROTEKTORJEV DIMETILACETMIDA
(DMA) IN METILACETAMIDA (MA)

Po odvzemu smo seme vseh v poskus vklih petelinov zdruzili v skupni plasti
steklenéki in ga takoj po zdruzitvi razdelili na tri enakaele (v tri steklerike)
(preglednica 2). Stekletke z zdruzenim semenom smo za 10 minut premesSikatio z
ledom, kjer se je seme ohladilo na priblizrf@€5nato pa semenu primesali enak volumen
na 5C ohlajenega »Lakeovega« raztedhalca (redenje seme : razrédvalec = 1 : 1).
MeSanico semena in razteyalca smo pustili stati na ledu za 25 mirsais(ekvilibracije -
cas, ki je potreben za vzpostavitev ravnotezja vckatraciji med notranjo vsebino
spermijev in raztopino, v kateri se nahajajo). Retgku ekvilibracijskeg&asa smo iz
Skatle z ledom vzeli prvo steklékb, meSanico semena in raztedalca razdelili v
plasténe tubice (epice) po 1,8 ml ter v epice ob konstmt blagem stresanju dodali
kapljico po kapljico krioprotektorja DMA, vse dokleismo dosegli kotne koncentracije
6 %. Sledila je ekvilibracija v trajanju 1 minutéato smo z ledu vzeli drugo steklgkn z
meSanico semena in razéeslalca, po 1,8 ml meSanice odpipetirali v epicesteako kot v
prvem primeru dodali postopno kapljico po kapljM@, vse dokler nismo dosegli kdne

koncentracije 9 %.

Sledila je ekvilibracija v trajanju 1 minute. V tjiesteklentki se je nahajala meSanica
semena in razreédvalca, brez krioprotektorja in ta nam je sluzil kontrolo. Epice s
semenom, pripravljenim za globoko zamrzovanje spustdi neposredno v tekpdusik in

se odpravili v kurnico. Po prihodu v kurnico smongevzeli iz tekéega dusSika, ga odtajali
v rokah (temperatura tajanja cca°@7Y in takoj po odtajanju vsako kokoS osemenili s

300l semena.
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Preglednica 2:  Razporeditev skupin in Stevilo FFira skupino v prvem delu poskusa

Poskusna skupina

Kontrolna DMA'(6 %) MAZ(9 %)

(seme+razretkvalec — brez (seme+razretbvalec+6 % DMA — (seme+razretkvalec+9 % MA —

zamrzovanja) zamrzovanje v LB zamrzovanje v Li)
K-A (n=14) DMA-A (n=14) MA-A (n=14)
K-B (n=14) DMA-B (n=14) MA-B (n=14)
K-C (n=14) DMA-C (n=14) MA-C (n=14)

> 42 > 42 242

'DMA = dimetilacetamid°MA = metilacetamid”LN, = teka:i dusik

3.2 DRUGI DEL — TESTIRANJECASA EKVILIBRACIJE IN KONCENTRACIJE
KRIOPROTEKTORJA

V drugem delu poskusa (preglednica 3) smo v odnusuprvi del poskusa vpeljali
naslednji dve spremembi:

a) Oba ekvilibracijskatasa (ob dodatku razr&slvalca ter ob dodatku krioprotektorja)
smo podaljSali na 30 minut.
b) Kon¢no koncentracijo DMA smo s 6 % paadi na 8 %.

V vseh ostalih zadevah je drugi del poskusa potpkatnakem protokolu kot prvi del

poskusa.

Preglednica 3:  Razporeditev skupin in Stevilo Eira skupino v drugem delu poskusa

Poskusna skupina

Kontrolna DMA' (8%) MAZ (9 %)
K-A (n=14) DMA-A (n=14) MA-A (n=14)
K-B (n=14) DMA-B (n=14) MA-B (n=14)
K-C (n=14) DMA-C (n=14) MA-C (n=14)

> 42 > 42 > 42

IDMA = dimetilacetamid°MA = metilacetamid
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3.3 TRETJI DEL — TESTIRANJE DVEH NAINOV SHRANJEVANJA SEMENA

V tretjem delu poskusa (preglednica 4) smo zdruiensemenu primesali enak volumen
na sobno temperaturo segretega »Lakeovega« taxadda (redenje seme
razredevalec = 1 : 1) in meSanico za 20 minut prestanlled. Po preteku dvajsetih minut
smo jo razdelili na tri volumsko enake dele v telkdenike. MeSanicama v prvih dveh
steklentkah smo dodali krioprotektorja DMA (prva stekl&m) oziroma MA (druga
steklenéka) na enak nan kot v prvem delu poskusa (8 % DMA oziroma 9 % Nik 1
minuta ekvilibracije), meSanica semena in raZeedlca iz tretje stekletke je sluzila za
kontrolo. Z uporabo avtomatske pipete smo odpigetBsO ul/80 ul meSanice semena,

razredevalca in krioprotektorja in posamezne kapljiceSspli

a) V epice, ki smo jih takoj zatem potopili v tekalusik.

b) Neposredno v teko dusSik, da so se tvorile zamrznjene kroglice (pele

Po prihodu v kurnico smo seme zamrznjeno v oblgtefov raztopili na plastni plo&i, ki
se je nahajala nad ogreto vodno kopel4%°C) in takoj po odtajanju pfreli z
osemenjevanjem kokoSi. V epicah zamrznjeno semeizsrnekaiega dusika prestavili na
led (cca. 8C) kasneje pa raztapljali pri temperaturi’@7 KokoSi smo osemenjevali dva
dni zaporedoma. Prvi dan osemenjevanja je doza re®medikost peletov znaSala
50 pl/kokos, drugi dan 8@il/kokos.

Preglednica 4:  Razporeditev skupin in Stevilo FFira skupino v tretjem delu poskusa

Poskusna skupina

Kontrolna DMA' (8 %) MA? (9 %)

K-A (n=14) DMA-A-€* (n=7) DMA-A-p* (n=7) MA-A-e (n=7) MA-A-p (n=7)

K-B (n=14) DMA-B-e (n=7) DMA-B-p (n=7) MA-B-e (n=7) MA-B-p (n=7)

K-C (n=14) DMA-C-e (n=7) DMA-C-p (n=7) MA-C-e (n=7) MA-C-p (n=7)
> 42 >21 >21 >21 >21

'DMA = dimetilacetamid?MA = metilacetamid;’e = seme zamrznjeno v pla@stih epicah (tubicah))p =
seme zamrznjeno Vv obliki peletov (krogljic)
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3.4 CETRTI DEL - TESTIRANJE KRIOPROTEKTORJEV DIMETILSULBKSIDA
(DMSO), GLICEROLA IN DIMETILACETAMIDA (DMA)

V cetrtem delu poskusa (preglednica 5) smo seme nalyeeli po ustaljenem postopku in
mu dodali enak volumen »Lakeovega« razeslca. MeSanico smo razdelili na tri enake
dele in jih za 20 minut prestavili v Skatlo z ledoda se je ohladila na pribliznd®. V
nadaljevanju smo mesSanicam semena in ré&exedca dodali tri krioprotektorje (glicerol,
DMSO in DMA) in sicer po naslednjem protokolu:

a) Glicerol. Iz Skatle z ledom smo vzeli steki&ho z meSanico semena in
razredevalca ter ji ob konstantnem blagem stresanju dquzEbvico volumna
ohlajenega »Lakeovega« raztedalca, ki je vseboval 24 % glicerola. Na t&ina
smo dosegli, da je kéna koncentracija glicerola v semenu znaSala 8 &dilal je
30 minutna ekvilibracija na ledu. V vsako od predinm ohlajenih epic smo
odpipetirali 0,5 ml meSanice semena, razeedlca in krioprotektorja in epice
potopili v teka@i dusSik.

b) DMSO. MeSanici semena in raztedalca smo dodali polovico volumna
ohlajenega »Lakeovega« raztedalca, ki je vseboval 24 % DMSO. Korma
koncentracija DMSO v semenu je torej znaSala 8 dedilda je 15 minutna
ekvilibracija na ledu. Po tem koraku smo v ohlajepce odmerili po 0,5 ml
mesSanice semena, raztedalca in krioprotektorja in epice spustili v tékdusik.

c) DMA. MeSanici semena in razr&elalca smo postopno, kapljico po kapljico

dodajali DMA, vse dokler nismo dosegli 6 % koe koncentracije.
Sledila je ekvilibracija wasu 1 minute. S poni pipete smo seme po kapljicah 50 ul)
spugali v tekai dusik, kjer so se tvorili peleti.
Priprava semena pred osemenjevanjem kokosi je @latgl naslednjih postopkih:

a) Seme z glicerolom oziroma DMSO. Epice smo vzetekaxiega duSika in potopili

v mlatno vodo segreto na okrog 45 Osemenjevanje kokosi je potekalo dva dni
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zaporedoma. Prvi dan smo vsako kokoS osemenil0gi¥4drugi dan pa s 490l
odtajanega semena. Pred osemenjevanjem glicerséanzna nismo odstranili.

b) Seme z DMA: S pinceto smo iz telega duSika zajeli pet do Sest peletov, jih
premestili v epico in epico potopili v ndlao vodo segreto na okrog 45 Doza
uporabljenega semena po kokoSi je bila enaka kmimeru uporabe glicerola in

DMSO. Kontrolne skupine tokrat nismo viiji.

Preglednica 5:  Razporeditev skupin in Stevilo Eira skupino Wetrtem delu poskusa

Poskusna skupina

DMA® (6 %) Glicerol (8 %) DMSO(8 %)
DMA-A-p? (n=10) G-A (n=9) DMSO-A (n=9)
DMA-B-p (n=10) G-B (n=9) DMSO-B (n=9)
DMA-C-p (n=10) G-C (n=9) DMSO-C (n=9)

> 30 > 27 > 27

'DMA = dimetilacetamid;’p = seme zamrznjeno v obliki peletov (krogljiipMSO = dimetilsulfoksid

3.5 PETIDEL - TESTIRANJE TEMPERATURNEGA PROFILA ZAMRATANJA

V petem delu poskusa (preglednica 6) smo kot katgiktor uporabili le DMSO, kaijti le ta

je v predhodnih etapah poskusa dal dei® pozitivne rezultate. Seme vseh petelinov smo
zdruzili v skupno stekletko, takoj zatem razdelili na Stiri volumsko enaladeg v Stiri
steklenéke, pustili za 10 minut na ledu in semenu prime&aak volumen na°&

ohlajenega Lakeovega raztedalca. Sledila je 25 minutna ekvilibracija na ledu

V nadaljevanju smo seme pred osemenjevanjem kgkagiavili po naslednjih Stirih

postopkih:

a) Ohlajevanje semena na <Z0 MeSanici semena in razteyalca smo primesali
polovico volumna ohlajenega »Lakeovega« razeedica, ki je vseboval 24 %
DMSO. Kortna koncentracija DMSO v semenu je znaSala 8 %. ilSlgd
ekvilibracija v trajanju 15 minut, razdelitev meg&sn v posamezne epice in

skladi€enje tako pripravljenega semena za eno uro v zamhzicskrinji na -20C.
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b) Ohlajevanje semena na <ZD + teka@i duSik. Postopek je potekal enako kot
postopek opisan pod alinejo a) s to razliko, da pmenournem ohlajanju na <ZD
epice s semenom premestili iz zamrzovalne skrimgesodo s tekom dusikom.

c) Sveze seme brez zmrzovanja. MeSanici semena ied@xalca smo primesali
polovico volumna ohlajenega »Lakeovega« razedica, ki je vseboval 24 %
DMSO. Sledila je 15 minutna ekvilibracija na leduosemenjevanje kokosi.

d) Kontrola = razreeno seme: V jajcevod vsake kokoSi smo vbrizgali esem

razredeno z »Lakeovim« razrédvalcem. Seme ni bilo zamrznjeno.

Zamrznjeno seme smo tajali v vodni kopeli ogretiaca. 45°C. Osemenitvena doza po
kokosi je bila prvi dan v vseh skupinah 380drugi dan 41Qu v skupinah Kjer je bilo
seme zmrznjeno, 364 kjer je bil semenu dodan le krioprotektor in 180v kontrolni
skupini. Tretji dan smo osemenitveno dozo po kokosali. V skupinah z zamrznjenim
semenom je znaSala 500 v skupini s svezim semenom brez zamrzovanja 4,70

kontrolni skupini pa 33@l po kokosi.

Preglednica 6: Razporeditev skupin in Stevilo Fira skupino v petem delu poskusa

Poskusna skupina

Kontrolna DMSO (8 %)

K-A (n=9) DMSO-A sV (n=10) DMSO-A -20°C? (n=9) DMSO-A LN,? (n=9)

K-B (n=9) DMSO-B sv (n=10) DMSO-B -20°C (n=9) DMSO-B LN, (n=9)

K-C (n=9) DMSO-C sv (n=10) DMSO-C -20C (n=9) DMSQO'-C LN, (n=9)
> 27 > 30 > 27 > 27

krioprotektor dodan svezemu semenu brez zamrzoyagme zamrznjeno le na &0 *seme zamrznjeno

najprej na -26C, nato pa prestavljeno v tefausik (LN,) na -196C; “DMSO = dimetilsulfoksid

3.6 SESTI DEL — TESTIRANJE POSTOPNEGA ZAMRZOVANJA V TEXEM
DUSIKU

V Sestem delu poskusa (preglednica 7) smo semeapilippo enakih postopkih kot v
petem delu poskusa, le da smo pri vzorcih, ki sihozamrzovali v tekéem duSiku,
predhodno ohlajevanje opravili v dveh stopnjah.pxgj smo seme za eno uro hranili v

zamrzovalni skrinji na -2, sledilo je tri minutno ohlajanje nad parami &ga duSika
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priblizno 5-6 cm nad gladino te&kega dusSika in v tretjem koraku spagje v tekdi dusik.
Uporabljene doze semena po kokoSi so bile naslegvgz vzorec z DMSO 43d, vzorec
shranjen v skrinji in vzorec dodatno shranjen \otekn dusiku 48Ql, v kontrolni skupini

je vzorec meril 42Qul.

Preglednica 7:  Razporeditev skupin in Stevilo Eira skupino v Sestem delu poskusa

Poskusna skupina

Kontrolna DMSO (8 %)

K-A (n=7) DMSO-A sV (n=10) DMSO-A -20°C? (n=9) DMSO-A LN,? (n=9)

K-B (n=7) DMSO-B sv (n=10) DMSO-B -20°C (n=9) DMSO-B LN, (n=9)

K-C (n=7) DMSO-C sv (n=10) DMSO-C -20C (n=9) DMSO-C LN, (n=9)
Y21 > 30 > 27 > 27

! krioprotektor dodan sveZzemu semenu brez zamrzayasgme zamrznjeno le na °25) *seme zamrznjeno
najprej na -20C, nato v parah tekega dusika in na koncu prestavljeno v tékadusik (LN,) na -196C;
*DMSO = dimetilsulfoksid

V c¢asu petega in Sestega dela poskusa so bile temmgerataka v kurnici zelo nizke
(cca. 6-8C), v zadnjih dneh Sestega dela poskusa so cele padkrog 4C. Prvi piganci

SO se iz semena zamrznjenega Vv teko dusiku izvalili v petem ter Sestem delu poskusa.

Podatke iz omenjenih dveh delov poskusa smo staiistovrednotili. Za potrebe
statisttne obdelave smo podatke najprej pripravili guralniskim programom Excel za
Windows in v nadaljevanju obdelali s statistm paketom SAS (SAS/STAT, 2003).
Osnovne statistne parametre smo iznanali s pome¢jo procedure MEANS. Statistio

analizo smo izpeljali po metodi najmanjsih kvadvasoproceduro GLM (General Linear
Models). Pri obdelavi podatkov smo analizirali veliposkusne skupine, ponovitve in

valjenja.

Statisttni model (1), po katerem smo ovrednotili podatkperega in Sestega dela poskusa

je bil nasledni:

Yik =+ S+ P+ Vit g (1)
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kjer je:
Yijkikm = oOpazovana lastnost
VI = srednja vrednost populacije
S = vpliv i-te poskusne skupine (i = Stiri skupine)
P = vpliv j-te ponovitve (j = tri ponovitve)
Vi = vpliv k-tega valjenja (k = Stiri valjenja)
€k = ostanek

Odstotek valilnosti/oplojenosti smocimali glede na Stevilo v inkubatorje vlozenih jajc.



Simenc 1. Vpliv krioprotektorja in ... petelinjega reena na oplojenost in valilnost kokosjih jajc.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehrk& fakulteta, Odd. za zootehniko, 2012 35

4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 TESTIRANJE KRIOPROTEKTORJEV DIMETILACETAMIDA (DMA) IN
METILACETAMIDA (MA)

Iz globoko zamrznjenega semena, kjer smo kot koi@torja koristili DMA in MA se ni
izvalil noben piganec, niti ni bilo nobeno jajce oplojeno ob prefseanju

(preglednica 8).

Preglednica 8:  Oplojenost jajc in valilnost po tgim krioprotektorjev DMA in MA

Poskusna Stevilo Stevilo Stevilo zamrtih | Stevilo izvaljenih %

skupina vloZenih jajc | neoplojenih jajc zarodkov pi&ancev valilnosti
DMA™-A 74 74 0 0 0,0
DMA-B 65 65 0 0 0,0
DMA-C 75 75 0 0 0,0
MAZ-A 90 90 0 0 0,0
MA-B 85 85 0 0 0,0
MA-C 76 76 0 0 0,0
K3-A 77 5 4 54 70,1
K-B 61 24 2 27 44,2
K-C 61 8 3 40 65,5
Skupaj: 664 jajc

IDMA = dimetilacetamid°MA = metilacetamid®K = kontrola

Osemenjene kokoSi so bile Ze na koncu prve nessensgzaradéesar jih je veliko neslo
jajca s tankimi (krhkimi) lupinami. Nekaj teh jaje med valjenjem p#lo in smo jih ob
presvetljevanju izlali iz inkubatorja. To je razlog, zaradi kateregastevek izvaljenih
pis¢ancev, zamrtih zarodkov in neoplojenih jajc iz koite skupine ne ustreza Stevilu
vloZenih jajc (preglednica 8). Povpra valilnost v kontrolni skupini je znaSala 59,9 %.
Krioprotektor DMA je v svojih raziskavah uporabil@¢ avtorjev (npr. Tselutin in sod.,
1999, Purdy in sod., 2009). Zaradi razlik winéh zamrzovanja, pakiranja in tajanja
semena kot tudi zaradi razlik vdmaih ugotavljanja oploditvene sposobnosti spermpev

tajanju, izsledke omenjenih raziskav zelo tezkmpriamo z rezultati naSega poskusa.
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V nobeni od omenjenih raziskav namrpisancev niso valili temve so oploditveno
sposobnost spermijev ugotavljali posredno (gibivespermijev, odstotek mrtvih in
patolosko oblikovanih spermijev) oziroma s pregeetinjem jajc, ko so se le ta nekaj dni
nahajala v inkubatorju. MA so kot krioprotektor getelinje spermije uporabili le Sasaki in
sod. (2010). V naSi raziskavi ni 2&#8 spermijev, poleg tega je delo z njim teZaveaj se

pri sobni temperaturi nahaja v kristatinem (trdnem) stanju (tati8 ima pri 27-3€C).

4.2 DRUGI DEL — TESTIRANJECASA EKVILIBRACIJE IN KONCENTRACIJE
KRIOPROTEKTORJA

Cas, ki potée od trenutka, ko smo semenu primesali krioprote#to trenutka, ko smo
priceli z globokim zamrzovanjem, imenujenias ekvilibracije. V tentasu krioprotektor
vstopa v spermije in istasno iz njih izstopa voda. Optimalno trajanje ekvécije se

doloca empiréno.

Preglednica 9:  Oplojenost jajc in valilnost po tgdm krioprotektorjev DMA in MA ob podaljSanetasu

ekvilibracije

Poskusna Stevilo Stevilo Stevilo zamrtih | Stevilo izvaljenih %

skupina vloZenih jajc | neoplojenih jajc zarodkov pi&ancev valilnosti
DMA™-A 27 27 0 0 0,0
DMA-B 15 15 0 0 0,0
DMA-C 16 16 0 0 0,0
MAZ-A 27 27 0 0 0,0
MA-B 17 17 0 0 0,0
MA-C 20 20 0 0 0,0
K3-A 23 2 7 14 60,8
K-B 19 0 10 9 47,3
K-C 14 2 5 7 50,0
Skupaj: 178jajc

IDMA = dimetilacetamid°MA = metilacetamid®K = kontrola

Ker je lahko krioprotektor tok&en za spermije, ekvilibracijskias ne sme biti predolg. V

raziskavah na semenu perutnine so raziskovalcialgiorazlicne ekvilibracijsketase, od
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0 pa vse do 120 minut (Han in sod., 2005). V pndafu poskusa nismo dobili Zelenega
pozitivnega rezultata, zato smo v drugem delu psalalcas ekvilibracije pri obeh
krioprotektorjih. Predvidevali smo, da je ldhs ekvilibracije v prvem delu prekratek in
krioprotektorja nista mogla ustrezno &#f spermijev pred letalnimi &inki globokega
zamrzovanja. V drugem delu poskusa smo z oziromrviadel poskusa ekvilibracijskias
podaljSali z ene minute na trideset minut. Sprenseslvilibracijskegaasa ni vplivala na
oplojenost jajc, saj ni bilo tudi v drugem delu kosa po uporabi odtajanega semena
nobeno jajce oplojeno (preglednica 9). Povpeevalilnost v kontrolni skupini je v drugem

delu poskusa znaSala 52,7 %.

4.3 TRETJI DEL — TESTIRANJE DVEH NAINOV SHRANJEVANJA SEMENA

Ko optimiramo krioprezervacijsko metodo jecmapakiranja semena eden od pomembnih
dejavnikov. Perutninsko seme lahko globoko zamraojes slamicah, plastinih tubicah
(epicah) ali pa meSanico semena, razedlca in krioprotektorja preprosto spustimo v
tekati dusik, da se tvorijo kroglice (peleti).

V tretjiem delu raziskave smo kot krioprotektorjavéelno uporabljali DMA in MA, le da
semena nismo shranjevali samo v epicah téntudi v obliki peletov. O &nkovitem
zamrzovanju semena petelinov v obliki peletov pajo Tselutin in sod. (1999). Kot
krioprotektorja so uporabljali glicerol in DMA. Ppkeina oplojenost jajc je v njihovem
poskusu znaSala 92,7 % (DMA, peleti) oziroma 26,[D¥MA, slamice).
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Ob uporabi krioprotektorjev DMA in MA ter dveh &anov shranjevanja semena v naSem

poskusu ni bilo nobeno jajce oplojeno (pregledriiGd. Povpréna valilnost v kontrolni

skupini je v tretjiem delu poskusa dosegla vredA8% % (preglednica 10).

Preglednica 10: Oplojenost jajc in valilnost p@rabi krioprotektorjev DMA in MA ter ob dveh &iaih
pakiranja semena

Poskusna Stevilo Stevilo Stevilo zamrtih | Stevilo izvaljenih %

skupina vloZenih jajc | neoplojenih jajc zarodkov pi&ancev valilnosti
DMA'-A-e 10 10 0 0 0,0
DMA-B-e 5 5 0 0 0,0
DMA-C-e 10 10 0 0 0,0
DMA-A-p 10 10 0 0 0,0
DMA-B-p 11 11 0 0 0,0
DMA-C-p 6 6 0 0 0,0
MAZ-A-e 10 10 0 0 0,0
MA-B-e 12 12 0 0 0,0
MA-C-e 8 8 0 0 0,0
MA-A-p 10 10 0 0 0,0
MA-B-p 7 7 0 0 0,0
MA-C-p 9 9 0 0 0,0
KA 18 3 7 8 44,4
K-B 16 2 5 6 37,5
K-C 20 3 7 10 50,0
Skupaj: 162jajc

'DMA = dimetilacetamid’MA = metilacetamid’K = kontrola;’e = seme v epicPp = seme v obliki peleta
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4.4 CETRTI DEL - TESTIRANJE KRIOPROTEKTORJEV DIMETILSULBKSIDA
(DMSO), GLICEROLA IN DIMETILACETAMIDA (DMA)

V cetrtem delu poskusa smo poleg krioprotektorja DMgorabili Se glicerol in DMSO.
Oplojenost jajc smo ugotavljali peti dan valjenja n&in, da smo jajca, ki so ob
presvetljevanju nakazovala razvoj zarodka, razi@liravno povrsino. Ob tej priliki smo v
skupini, kjer smo kot krioprotektor koristili DMS@asli tri oplojena jajca, v preostalih
dveh nobenega (preglednica 11).

Preglednica 11: Oplojenost jajc in valilnost pargbi krioprotektorjev DMSO, glicerol in DMA

Poskusna Stevilo Stevilo Stevilo zamrtih | Stevilo izvaljenih %

skupina vloZenih jajc | neoplojenih jajc zarodkov pi&ancev valilnosti
DMSO™A 31 30 1* 0 0,0
DMSO-B 37 35 2* 0 0,0
DMSO-C 31 31 0 0 0,0
Glicerol 37 37 0 0 0,0
DMAZpeleti 37 37 0 0 0,0
Skupaj: 173jajc

'DMSO = dimetilsulfoksid°DMA = dimetilacetamid; *dejansko so bili to Zivi ime zamrti zarodki

Pri primerjanju dinkovitosti posameznih kemikalij kot krioprotekteyy oziroma pri
ugotavljanju njihove tokgnosti za spermije perutnine je treba upoStevatidejavnikov

kot na primer koncentracijo krioprotektorjgas in temperaturo ekvilibracije, ¢a in

hitrost zamrzovanja in postopke s semenom med ira@mju. Praktino se nikoli ne
zgodi, da bi bili vsi naSteti parametri med posamm@z raziskavami izengeni, zaradtesar

je tudi rezultate raziskav med seboj tezko printerjlavkljub tej nekonsistentnosti
Donoghue in Wishart (2000) navajata, da je najmahnpkovit in najbolj toksten

krioprotektor za petelinje spermije DMSO, najboljinkovit in najmanj toksien pa

glicerol, ¢eprav, irontno, je to edini krioprotektor, ki po tajanju delufg@a spermije
kontracepcijsko.
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4.5 PETIDEL - TESTIRANJE TEMPERATURNEGA PROFILA ZAMRAANJA

Na osnovi rezultatov izetrtega dela poskusa, smo se v petem delu ost@datgolj na
uporabo krioprotektorja DMSO. Zanimala nas je toksst omenjenega krioprotektorja za
nezamrznjene spermijec¢inek njegove zaste v primeru shranjevanja semena na°0
oziroma na -198C. Povpreéna valilnost v kontrolni skupini je znaSala 43,2 oskupini
svezega semena ob dodatku DMSO 26,3 %, v skupmersg zamrznjenega na <20

9,1 % in v skupini semena zamrznjenega na&kiin-196C 1,1 % (preglednica 12).

Preglednica 12: Oplojenost jajc in valilnost pargbi krioprotektorja DMSO

Poskusna Stevilo Stevilo Stevilo zamrtih Stevilo % valilnosti
skupina vloZenih jajc | neoplojenih jajc zarodkov izvaljenih
pi&ancev

K-A 66 11 28 27 40,9
K-B 44 5 17 22 50,0
K-C 49 9 21 19 38,8
DMSO-A sV 78 49 15 14 17,9
DMSO-B sv 58 26 13 19 32,8
DMSO-C sv 53 25 13 15 28,3
DMSO-A
20°C2 60 52 2 6 10,0
DMSO-B
20°C 41 33 4 4 9,8
DMSO-C
20°C 67 56 6 5 7,5
DMSO-A
LN, o1 49 2 0 0,0
DMSO-B
LN, 61 60 0 1 1,6
DMSO-C
LN, 58 56 1 1 1,7
Skupaj: 686jajc

IsveZe (nezamrznjeno) seme ob dodatku krioprotekwimetilsulfoksida (DMSO)? seme zamrznjeno na
-20°C ob dodatku DMSO® seme zamrznjeno najprej na 220 kasneje na -196 ob dodatku DMSO

Teoreténe simulacije kazejo, da na tvorbo ledenih kristalo spermijih perutnine ne
vplivajo hitrosti zamrzovanja do par tisstopinj celzija na minuto¢eprav izsledki v
praksi izpeljanih raziskav nakazujejo, da je zaedasje boljSe oplojenosti jajc ohlajanje
semena po stopnjah°&/min, -7C/min oziroma -10C/min winkovitejSe od pdasnejSega

ohlajanja (2C/min) (Donoghue in Wishart, 2000). Ista avtorjalita, da postopno
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zamrzovanje semena od “€5 do -35C ohranja viSje nivoje adenozin trifosfata kot
trenutno ohlajanje na -196, kar se zgodi v primeru, ko seme spustimo neposre/

tekati dusik.

4.6 SESTI DEL — TESTIRANJE POSTOPNEGA ZAMRZOVANJA V TEXEM
DUSIKU

V Sestem delu poskusa smo Zeleli dose ve&jo postopnost ohlajevanja semena do
koncnih -196'C kot v petem delu, zato smo v eni od poskusnitpiskeeme z dodanim

krioprotektorjem DMSO najprej ohlajali na 2D, nato v parah tekega dusSika priblizno

Preglednica 13: Oplojenost jajc in valilnost pargbi krioprotektorja DMSO in ob ohlajevanju semena
parah tekdega dusika

Poskusna Stevilo Stevilo Stevilo zamrtih | Stevilo izvaljenih %

skupina vloZenih jajc | neoplojenih jajc zarodkov pi&ancev valilnosti
K-A 35 3 18 14 40,0
K-B 23 2 2 19 82,6
K-C 25 8 9 8 32,0
DMSO-A sV 47 29 5 13 27,7
DMSO-B sv 46 19 9 18 39,1
DMSO-C sv 27 10 8 9 33,3
go“fgzo'A i 27 24 2 1 3,7
go“fgo'B ) 27 25 0 2 7,4
go“fgo'c ) 42 39 2 1 2,4
E['\\l"fo'A 20 19 0 1 5,0
E,'\\IAZSO'B 33 33 0 0 0,0
EII\\I/IZSO-C 34 34 0 0 0,0
Skupaj: 386jajc

'SveZe (nezamrznjeno) seme ob dodatku krioprotekwifetilsulfoksida (DMSO)’Seme zamrznjeno na
-20°C ob dodatku DMSOSeme zamrznjeno najprej na 220 kasneje v parah tet@ga dusika na -8C in
na koncu na -19&€ ob dodatku DMSO

5-6 cm nad njegovo gladino, da bi ga nazadnje ploteptekoci dusik na -196C. V

absolutno izrazenih vrednostih se valilnost medgusma ni razlikovalageprav je treba
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poudariti, da gre za majhne absolutne vrednostpetém delu poskusa sta se naimve
skupini s tek¢im duSikom izvalila le dva p&nca, v Sestem delu pa le eden

(preglednici 12 in 13).

Prvi pi&anci so se iz semena zamrznjenega vd@kodusiku izvalili v petem ter Sestem
delu poskusa. V preglednici 14 so prikazani retuktatisttne obdelave podatkov iz

petega in Sestega dela poskusa.

Odstotek oplojenih jajc je bil najig v kontrolni skupini (84,74 %). V skupini, kjemso
svezemu semenu primeSali DMSO je bila oplojenoskilmo manjSa in je znaSala
57,58 %.

Preglednica 14: Odstotki oplojenosti in valilnos8tirih poskusnih skupinah petega in Sestegaptetausa

Odstotek oplojenih jajc glede na Stevilo jajc vioiev inkubator

Poskusna skupina Oplojenost (%) SE Vplivi dejavnikov vkljgenih v modéel
Kontrola 84,74 Vpliv poskusne skupine p = 0,0001**4
DMSO® (nezmrznjeno seme) 57%8 Vpliv ponovitve p=0,7178
DMSO (-20C) 19,9% £32l Vpliv valjenja p = 0,0017**
DMSO (-20C+LN," 2,61

Valilnost glede na Stevilo jajc vloZenih v inkubato

Poskusna skupina Valilnost (%) SE Vplivi dejavnikov vkljgenih v modéel
Kontrola 39,84 Vpliv poskusne skupine p = 0,0001**4
DMSQ? (nezmrznjeno seme) 31/28 Vpliv ponovitve p=0,1793
DMSO (-20C) 13,22 #3929 Vpliv valjenja p =0,1643
DMSO (-20C+LN," 1,748

“Vrednosti znotraj stolpca z rasiima nadpisoma se ztilmo razlikujeta (50,05). Vrednosti za posamezne
lastnosti so izrazene v obliki ocenjenih srednjiiednosti (LSM).;?*** p <0,001 statistino zelo visoko
zn&ilna razlika, ** p<0,01 statistino visoko znéilna razlika, * p<0,05 statistino zn&ilna razlika, p>0,05
statisttno neznailna razlika; SE = standardna napaka océBISO = dimetilsulfoksid;"LN, = tekasi
dusik
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Iz tega sklepamo, da je dodatek krioprotektorj@wdal tokséno na sveze seme in zmanjsal
njegovo oploditveno sposobnost. Izmed skupin, ateikh smo v seme primeSali DMSO je
bila najslabSa oplojenost jajc zabeleZzena v skupitek@im dusikom (2,61 %), boljSa v
skupini, kjer smo seme zmrznili le na °€0(19,93 %) in najboljSa v skupini, kjer smo
semenu sicer dodali DMSO, vendar ga nismo zamrZhbili,58 %) (preglednica 14).
Razlike med omenjenimi skupinami so bile statrsti zn&ilne. Vsem skupinam smo
primeSali enako katino krioprotektorja, zato razliko v oplojenosti gapojasnjujemo z
znizevanjem temperature shranjevagja.predvidevamo, da je z znizevanjem temperature
shranjevanja oplojenost jajc padala linearno, pojiil omenjeni padec pri prehodu iz
+4°C na -20C 1,56 % na vsako stopinjo Celzija [(57,58-19,98)2 = 1,56], pri prehodu
iz -20°C na -198C pa 0,09 % na vsako stopinjo Celzija [(19,93-2626°C = 0,09].
Spermiji so potemtakem doziveligjeSok pri prehodu iz +4C na -20C (absolutna razlika
24°C), kot pri prehodu iz -AT na -196C (absolutna razlika 176).

Odstotek valilnosti je v kontrolni skupini znasal,84 %, v skupini s svezim,
nezamrznjenim semenom s primeSanim DMSO pa 31,2&ftb znailno boljsi
oplojenosti jajc v kontrolni skupini kot v skupisi svezim, nezamrznjenim semenom s
primeSanim DMSO, v valilnosti razlika med omenjeairskupinama ni bila zgdna.

Razlog za to gre iskati v odstotku zamrtih zarodigmeglednica 15).

Preglednica 15: Odstotki zamrtih zarodkov v Stpdskusnih skupinah petega in Sestega dela poskusa

Odstotek zamrtih zarodkov glede na Stevilo jaj@elth v inkubator
Poskusna skupina Zamrti zarodki (%4) SE Vplivi dejavnikov vkljgenih v modéel
Kontrola 44,90 Vpliv poskusne skuping  p = 0,0001
DMSQ? (nezmrznjeno seme) 2630 Vpliv ponovitve p = 0,4710
DMSO (-20C) 6,76 £ 25 Vpliv valjenja p = 0,0065
DMSO (-20C+LN,? 0,86

Wrednosti znotraj stolpca z rasima nadpisoma se ztilo razlikujeta (g0,05). Vrednosti za posamezne
lastnosti so izraZene v obliki ocenjenih srednjilednosti (LSM);?** p <0,001 statistino zelo visoko
zn&ilna razlika, ** p<0,01 statistino visoko znéilna razlika, * p<0,05 statistino zndilna razlika, p>0,05
statisttno neznailna razlika; SE = standardna napaka océBISO = dimetilsulfoksid;"LN, = tekai
dusik
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Glede na Stevilo vlozenih jajc v kontrolni skupiei odstotek zamrtih zarodkov znasSal
44,90 %, kar je bilo zrdno (p<0,001) vé kot v skupini s nezmrznjenim semenom in
primeSanim DMSO, Kjer je ta vrednost znaSala 28¢3(preglednica 15). NajverjetnejSi
vzrok za veéje Stevilo zamrtih zarodkov v kontrolni skupini porozne jajne lupine. V
casu petega in Sestega dela poskusa so bile kakogi&2-85 tednov, torej za priblizno 2
meseca starejSe od klase amortizacijske dobe za enoletne nesnice, kiazakg 72-76
tednov. Zaradi poroznejSih §aih lupin starejSih kokosSi, jajca med valjenjem ideinajo

in pi&kanci se ne izvalijo temeened valjenjem zamrejo. Ob oblikovanju poskusnitngsi
smo sicer posamezne kokoSi vanje wdvali po sistemu naklfinega izbora, vendar kljub
temu se je lahko zgodilo, da je bil v posameznipgkiudelez kokosi, ki so nesle jajca s

tanko lupino veéji kot v drugi skupini.
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5

SKLEPI

Na osnovi raziskave, v kateri smo ugotavljali vplive krioprotektorjev, dveh ri@nov

pakiranja semena in treh temperaturnih profilova@nja na oploditveno sposobnost

petelinjih spermijev, moremo napraviti naslednjiepk:

a)

b)

f)

9)

Ob shranjevanju semena v plasih tubicah (epicah) in njegovem takojSnjem
ohlajanju na temperaturo -198, nobeden od treh uporabljenih krioprotektorjev
(DMA, MA in glicerol) ni zagitii semena pred letalnimi ¢inki globokega
Zamrzovanja.

Razlien n&in shranjevanja semena (epice/peleti) ob uporampkuotektorjev
DMA oziroma MA ni izboljSal oploditvene sposobnospermijev — v nobenem
primeru se ni izvalil noben pidnec.

Krioprotektor MA ni zasitil semertic pred winki globokega zamrzovanja, poleg
tega je rutinsko delo z njim tezavno, saj se pibnsotemperaturi nahaja v
kristalini¢ni obliki.

DMSO je bil edini od Stirih krioprotektorjev, ki jpetelinjim spermijem zagotovil
doloceno zasdito pred posSkodbami ¥asu zamrzovanja.

Dodatek krioprotektorja DMSO je deloval tokso na sveze seme in zilao
zmanjSal njegovo oploditveno sposobnost.

Z znizevanjem temperature hranjenja semena seaf@ram zmanjSevala oplojenost
jajc. Najboljsa je bila v skupini, kjier smo semesicer dodali DMSO, vendar ga
nismo zamrznili (57,58 %), zB#gno manjSa v skupini, kjier smo seme zmrznili le
na -20C (19,93 %) in najslabSa v skupini, kjer smo semaaifi v tekaiem dusiku
na -196C (2,61 %).

Zaradi slabe valilnosti, v nasi raziskavi testiranetode niso primerne za rutinsko
zamrzovanje petelinjega semena. V prihodnjin ramiak bi veljalo dodatno
testirati krioprotektor DMSO ob hkratnem spremifandrugih parametrov
(razlicne koncentracije, programi zamrzovanja,cina pakiranja semena), Ki
vplivajo na uspeh globokega zamrzovanja petelingggaena. Za potrebe krajSega
trajanja skladi&nja bi bilo koristno ugotoviti, kako se &som spreminja

oploditvena sposobnost spermijée,seme hranimo pri -2G.
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6 POVZETEK

V literaturi je bilo opisanih Ze veliko tehnik glokega zamrzovanja perutninskega semena.
Cilj diplomske naloge je bil, da bi iz niza opidantehnik izbrali tiste, ki so v
eksperimentalnih pogojih dale dobre rezultate ieverili njihovo uporabnost tudi v
»farmskih« pogojih reje. V raziskavi smo poskugaiiti so enostavne, dinkovite in
robustne metode shranjevanja petelinjega semenansNavi dosedanjih znanj na tem
podraiju smo skusSali izdvojiti metodo, ki bi ob minimamevlozku dela in materialnih
sredstev ter ob minimalni logigtii podpori dala dobre rezultate in bi jo kasnejerapili

kot refereno metodo za shranjevanje semena slovenskih Idkphsem kokoSi.

Poskus smo izvedli na kokoSih pasme slovenska rjakoS. V individualne kletke
trinadstropne baterije smo uhlevili 32 petelinoart 25 tednov in 125 kokoSi starih 77
tednov. KokoSi smo razdelili v ¥eposkusnih skupin, znotraj katerih so obstajale tri
ponovitve. Ena skupina kokosi je skozi celotnoatingg poskusa sluzila za kontrolo. KokoSi
v tej skupini smo osemenjevali s svezim, razesiim vendar nezamrznjenim semenom. Po
metodi trebuSne masaze smo vsakemu petelinu ocsele, ga vizualno ocenili in seme,
ki je zadostilo vizualnim kriterijem kakovosti tgk@o odvzemu zdruzili v skupno
steklenéko. Zdruzeno seme smo t@dz razredevalcem vedno enake kemijske sestave.
Na zdruzenem semenu smo testirali uporabnost Skiribprotektorjev (MA, DMA,
DMSO, glicerol) za za%$to petelinjega semena pred Skodljivimginki globokega
zamrzovanja. Ker na oploditveno sposobnost glolmkoznjenega semena vplivacima
shranjevanja semena, smo se oilldestirati dva ndina shranjevanja semena in sicer
shranjevanje v plastiih epicah (tubicah) in v obliki peletov. Na predije spermijev ima
doloen vpliv tudi temperatura zamrzovanja, tajanja @mperatura pri kateri seme
hranimo. V ta namen smo seme izpostavili g temperaturam (-2C, -196C)
shranjevanja in raazinim temperaturnim profilom zamrzovanja (postopno -d86°C,
nenadno na -19€). Z odtajanim semenom smo osemenjevali kokoSiosameznih
skupinah, zbirali valilna jajca in jih tedensko g#di v inkubatorje. Ob izvalitvi smo
pobrali vse izvaljene pi&nce. Neizvaljena jajca smo razbili in ugotavljali so bila

oplojena ali ne.
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Ob uporabi krioprotektorjev DMA, MA in glicerol nbilo nobeno jajce oplojeno in
posledéno se ni izvalil noben ptainec. S podaljSanjem ekvilibracijske¢msa iz ene na
trideset minut se pri krioprotektorjin DMA in MA zaltat ni izboljSal, niti ni k izboljSanju
prispeval na&in pakiranja semena (epice, peleti). 1z zamrznjanggmena So se {PEC
valili, ko smo kot krioprotektor uporabili DMSQGeprav naj bi bil ta krioprotektor, po
podatkih iz literature izmed vseh uporabljenih rajinwinkovit v zagiti spermijev in
najbolj toksten zanje. Tokghost DMSO za petelinje spermije se je potrdila tudiasi
raziskavi. Ob dodatku DMSO k sveZzemu petelinjemmesas se je oplojenost jajc v
primerjavi s svezim semenom brez DMSO poslabsSdkedésna vei odstotek izvaljenih
pis¢ancev pri skladig&nju semena na -20, bi v prihodnje veljalo preveritidinkovitost te
metode za kratkotrajnejSe (enoletno) shranjevaejmesa slovenskih lokalnih pasem
kokosSi. Kratkotrajno shranjevanje semena v zamindg&rinji je enostavno in stroSkovno

ugodnejSe od shranjevanja v té&m dusSiku.
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