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Stirim bikom &érnobele pasme, ki so bili stari od 30 do 33 mesecev, smo isti dan z umetno
vagino odvzeli dva ejakulata. Delez progresivno gibljivih semencic v svezih in v ejakulatih
po razredcCitvi je bil od 70 do 75 %. Seme smo globoko zamrznili v 0,5 ml slamicah. V
dozi semena je bilo po bikih 40,8; 35,6; 43,2 in 41,6 x 10° semencic. V kriogeno posodo s
semenom smo nalili 7 cm tekoCega dusika. Petnajsti dan poskusa v kriogeni posodi ni bilo
ve¢ dusika. Prvi dan poskusa je bila temperature na dnu posode — 194,7 °C, 14. dan —180,0
°C in 15.dan — 150,0 °C, 20. dan se je dvignila nad — 100 °C (na — 77,3 °C). Vsak dan
poskusa smo iz kriogene posode odvzeli in odtajali po 5 slamic semena vsakega bika. Po
odtajanju in po 24-tih urah skladi$¢enja semena pri 4 °C smo v semenu izmerili delez
progresivno gibljivih semencic. Nivo tekoCega dusika in zviSevanje temperature v kriogeni
posodi do 18. dne poskusa (- 133,0 °C) nista vplivala na izmerjeni delez progresivno
gibljivih semencic ne po odtajanju in ne 24 ur po tem. V izmerjenih vrednostih delezev
progresivno gibljivih semenéic po odtajanju in po 24. urah hranjenja pri 4 °C v vzorcih
semena Stirth bikov med biki do 18. dne poskusa ni bilo statisticno znacilnih razlik.
Semenu bika 1 je delez progresivno gibljivih semencic po odtajanju padel pod 50 % 19.
dan poskusa, pri semenu bikov 3 in 4 20. dan in pri semenu bika 2 21. dan. Delez
progresivno gibljivih semencic, izmerjen v semenu istih slamic po 24 urah, je padel pri
vseh bikih pod 40 % en dan kasneje.
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With artificial vagina two sets of ejaculates were taken from four Black and White bulls,
aged from 30 to 33 months. The share of spermatozoa progressive motion in fresh and
diluted ejaculates was 70 to 75 %. The semen was frozen in 0.5ml straws. In the first set of
straws there was 40.8 x 10° spermatozoa from the first bull, 35.6 x 10° from the second
bull, 43.2 x 10° and 41.6 x 10° from the third and fourth bull respectively. 7cm of liqud
nitrogen was added to the cryogenic container with semen. On the 15" day of the test all
the liquid nitrogen evaporated. On the first day of the test the temperature at the bottom of
the container was -194 °C. On the 14" day the temperature was -180 °C and on the 15"
day it was -150 °C. On the 20" day of the test the temperature was over -100 °C (-77.3 °C).
We took 5 frozen straws of semen of each bull from the cryogenic container every day of
the test. After the semen was thawed and refrigerated at 4 °C for 24h, the share of
spermatozoa progressive motion was measured. The level of liqud nitrogen and the rise of
temperature in cryogenic container did not have any influence on the share of spermatozoa
progressive motion immediately after thawing and after refrigerating straws for 24h untill
the 18" day of the test. The measures of thawed straws and the ones refrigerated for 24h
did not show statistical difference between bulls untill the 18th day of the test. In the
semen of the first bull the share of spermatozoa progressive motion fell under 50 % after
thawing already on the 19" day of the test, of the second and third bull that happened on
the 20" day and of the fourth bull on the 21* day of the test. The share of spermatozoa
progressive motion in the same straws fell under 40 % after they were refrigerated for 24
hours in all bulls one day later.
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1 UVOD

Po postopku razredCevanja in globokega zamrzovanja semena bikov, doze semena v
osemenjevalnih centrih hranijo v kriogenih posodah, ki so napolnjene s teko¢im dusikom.
Temperatura v posodah je stalno okrog — 190 °C. Tudi ob pravilnem ravnanju s posodami in
semenom Vv njih dusik postopno izhlapeva. Nivo tekocega dusika v posodi redno kontrolirajo
in duSik po potrebi dodajajo. Globoko zamrznjene doze semena posameznih bikov (po eno
dozo vsake serije) je potrebno po predpisanem postopku odtajati in preveriti kakovost semena
z oceno deleza progresivno gibljivih semencic. Po Pravilniku o pogojih oploditvene
sposobnosti semena domacih zivali (2005) mora biti v vzorcu najmanj 50 % progresivho
gibljivih semencic takoj po odtajanju in najmanj 40 % progresivno gibljivih semencic 24 ur

kasneje. Seme ustrezne kakovosti je pripravljeno za umetno osemenjevanje.

Osemenjevalci prihajajo v osemenjevalne centre po seme, ki ga potem hranijo v svojih
terenskih kriogenih posodah. V praksi se dogaja, da duSik iz posod pospeSeno hlapi,
osemenjevalec pa zamudi s potrebnim dodajanjem tekocega dusika. Dogaja se tudi, da dusik iz
posode po nesreci izteCe. Zaradi tega se v posodi temperatura zvisa, kar neugodno vpliva na

kakovost semena in s tem na oploditveno sposobnost semencic.

Kakovost svezega semena bikov, ki smo ga uporabili v poskusu za pripravo diplomske naloge,
smo ocenili s predpisanimi postopki. Izmerili smo volumen ejakulatov, koncentracijo
semencic v ejakulatu, valovanje, delez progresivno gibljivih semencic in delez vitalnih
semencic. V nadaljevanju smo preverili kako se v kriogeni posodi spreminja temperatura v
odvisnosti od nivoja tekofega duSika v njej in spremljali spremembe v kakovosti po
standardnih postopkih ocenjevanja globoko zamrznjenega semena po odtajanju, ki so se
dogajale tekom zviSevanja temperature v kriogeni posodi, ko v posodo nismo dodajali

tekocega dusika.

Ugotoviti zelimo, pri kateri temperaturi v kriogeni posodi seme ni ve¢ uporabno za umetno
osemenjevanje in koliko Casa traja obdobje, v katerem brez dolivanja ves tekoci dusSik izhlapi
in kdaj se temperatura v posodi dvigne do kriticne vrednosti. Preverili smo ali lastnosti

svezega semena in gibljivost semencic po razredCitvi sveZzega semena posameznega bika
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vplivajo na dogajanja ob zviSevanju temperature zaradi zniZzevanja nivoja tekocega dusika v

kriogeni posodi in na kakovost globoko zamrznjenega semena po odtajanju.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ZGODOVINA UMETNEGA OSEMENJEVANIJA PRI GOVEDU

Zacetki umetnega osemenjevanja naj bi segali v 14. stoletje, ko je neki arabski poglavar
umetno osemenil kobilo. V klob¢i¢ dlak je ujel seme znamenitega Zzrebca in ga prenesel v

rodila svoje kobile, ki mu je zrebila Zeleno zrebe (Pavsic, 1963b).

Leta 1780 (sto let po Leuwenhoekovem odkritju semencic) je italijanski znanstvenik Lazaro
Spallanzani najprej umetno oplodi Zabja jajceca, kasneje je uspesno osemenil tudi psico

(Mo¢nik, 1975).

Za Spallanzanijem sta Francoza Dumas in Prévost odkrila pravi pomen semencic pri oploditvi.
Ponovila sta Spallanzanijev poskus na zabjih jajéecih in opazovala, kako semencice prodirajo
skozi sluz, ki obdaja ikre. Ugotovila sta, da je oploditvena sposobnost semencic mocno
odvisna od njihove gibljivosti. Ruski veterinar Ilija Ivanovi¢ Ivanov je leta 1900 zacel umetno
osemenjevati kobile, govedo, ovce, perutnino in insekte. Raziskoval je razred¢evanje in
transport semena in se zavzemal za praktino uporabo umetnega osemenjevanja. Pri svojem
delu je vedno bolj izpopolnjeval tehniko odvzemanja semena, njegovo razredCevanje in
konzerviranje, predvsem pa globlje prodiral v bistvo reprodukcijskih procesov (Pavsic,

1963b).

Po izdelavi umetne vagine (leta 1931), jajénega razredCevalca in kasneje po odkritju tehnike
zamrzovanja semena, se je umetno osemenjevanje zacelo hitro Siriti po vsem svetu (Mocnik,

1975).

V Sloveniji je z umetnim osemenjevanjem zacel prof. dr. Marjan Pavsi¢. Poskusno so prvih
sto govejih plemenic osemenili na podro¢ju Logatca Ze leta 1942 in 1943. Tam je bila prva
osemenjevalna postaja v Sloveniji. Umetno osemenjevanje se je v zadnjih 50. letih zelo
razsirilo, saj poleg genetskega napredka v reji zivali omogoca tudi kontrolo in izkoreninjenje

kuznih bolezni, ki se prenasajo pri naravnem pripustu (Ambrozi¢, 2000).
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2.2 ZGODOVINA GLOBOKEGA ZAMRZOVANJA SEMENA

Raziskovalci v mnogih dezelah so iskali reagent, ki bi semencicam omogocil prezivetje v
razmerah kot so zamrzovanje in odtajanje ob velikih temperaturnih spremembah. Razvoj in
uspeh globokega zamrzovanja sta bila pogojena z odkritjiem pozitivnih uéinkov glicerola,
dodanega semenu. Angleski znanstvenik Polge je leta 1949 (cit. po Foote, 2002)
razred¢enemu petelinjemu semenu dodal glicerol. Ugotovil je, da glicerol §¢iti celi¢no
membrano in semencici omogoca prezivetje ob velikem temperaturnem nihanju pri

zamrzovanju in odtajanju.

2.2.1 Metoda globokega zamrzovanja in shranjevanja semena v steklene ampule

Prvo shranjevanje globoko zamrznjenega semena so uporabljali s steklenimi ampulami z
volumnom Iml. Svezemu semenu so dodali polovico vsega (za dolocen ejakulat namenjenega)
razredcevalca, ki je bil segret na 25-30 °C in ni vseboval glicerola. Razred¢eno seme so dali za
2 uri v hladilnik na 5 °C. Po dveh urah so dodali Se preostanek razred¢evalca z glicerolom,
ohlajenega na 5 °C. Do konca razredéeno seme je 6 ur pocivalo v hladilniku (potekla je
ekvilibracija — izmenjava snovi preko celicne membrane). Sledilo je polnjenje razredéenega
semena v ampule. Napolnjene ampule je bilo potrebno dobro zapreti. Zaprte ampule so
nalozili na Zi¢nato mreZo, ki je bila pritrjena 4 cm nad nivojem tekocega dusika. Zamrzovanje
semena je potekalo v hlapih tekoc¢ega dusika. Ampule je bilo potrebno obracati, da je seme
zamrznilo enakomerno, po celotni prostornini ampule. Metoda zamrzovanja semena v ampule
je bila v uporabi le kratek cCas, saj steklene ampule niso bile odporne na nihanje temperature

(Paufler in sod., 1974).

2.2.2 Metoda globokega zamrzovanja semena v suhem ledu

Metodo globokega zamrzovanja v suhem ledu je leta 1964 uvedel raziskovalec Nagose.
Semenu je dodal segret razredcevalec, ki ni vseboval glicerola. Razred¢eno seme je za 2-6 ur
postavil v hladilnik, na 5 °C. V tem Casu je potekla ekvilibracija. Suhi led (ogljikov dioksid) je
bil narejen v obliki plosce. V to plosco so s kovinsko matrico naredili luknjice. V luknjice so

vstavili pilulo, v katero so nakapljali razred¢eno seme. Razredéenemu semenu so neposredno
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pred polnjenjem dodali glicerol ohlajen na 2 °C. Razredeno seme v pilulah se v nekaj
minutah ohladi na -79 °C, na temperaturo suhega ledu. Po 5. minutah lahko plos¢o suhega ledu

s semenom potopimo in shranimo pilule semena v tekocem dusSiku na -196 °C. To metodo je

izpodrinila metoda shranjevanja semena v plasti¢nih slamicah (Paufler in sod., 1974).

Slikal: Plosca suhega ledu, v katero so nakapljali razred¢eno bikovo seme (Paufler in sod.,

1974).
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2.2.3 Metoda globokega zamrzovanja in shranjevanja semena v plasti¢nih slamicah

Danski znanstvenik Serensen je veliko razmiSljal o bolj enostavni metodi shranjevanja
semena, kot je shranjevanje v suhem ledu. Leta 1956 je na rojstnem dnevu svoje hcere
opazoval otroke, ki so srkali pijaco s celofanastimi slamicami. Porodila se mu je ideja, da bi
seme napolnil v slamice, ga globoko zamrznil in shranil v teko¢em duSiku. Leta 1964 je
Francoz Cassou posodobil Serensenovo slamico in zacel proizvajati komercialne slamice za
osemenjevanje. Izdelal je tudi aplikator za osemenjevanje s slamicami. Ta metoda je do danes
ostala v praksi. Slamice se polnijo z avtomatsko polnilko semena, ki slamice tudi zapira in
nanje natisne vse pomembne podatke o biku. Slamice z razredCenim semenom se nato za
nekaj ur razporedi v hladilnik na 4 °C. Takrat poteCe ekvilibracija. Ob pomoci racunalnisko
krmiljene skrinje za globoko zamrzovanje se slamice postopno zamrzne in potopi v tekoci
dusik. Seme v slamicah, ki je potopljeno v teko¢i dusik je shranjeno na -196 °C in nima

omejenega roka uporabe (Foote, 2002).

2.3 UMETNO OSEMENJEVANIJE KRAV IN TELIC V SLOVENIJI

2.3.1 Statisti¢ni podatki o umetnem osemenjevanju krav in telic v Sloveniji

V letu 2004 je bilo v Sloveniji 182.106 prvih osemenitev. Leta 2004 je pri nas osemenjevalo
250 osemenjevalcev. Indeks osemenitev (IO) je razmerje med Stevilom vseh osemenitev in

Stevilom prvih osemenitev. V letu 2004 je ta indeks v povprecju znasal 2,10 doze semena.

V Sloveniji redijo na vseh treh osemenjevalnih centrih (Preska, Ptuj, Murska Sobota) v
povprecju 20 plemenskih bikov rjave pasme, 55 plemenskih bikov lisaste pasme, 16
plemenskih bikov ¢rnobele pasme in povprecno 7 bikov mesnih pasem (limousin, belgijsko
beloplavo govedo, charolais). UspeSnost osemenitev ocenjujejo s podatkom o delezu

plemenic, ki do 90. dne po osemenitvi niso bile ponovno osemenjene (non return 90).
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Preglednica 1: Uspeh osemenitev (non-return (NR) na 90 dni) po pasmah bikov v ljubljanski
regiji od 1.1.2004 do 30.10.2004 (Porocilo o delu Osemenjevalnega centra Preska v letu 2004,
2005).

pasma NR v %
rjava 69,1
lisasta 69,2
érno-bela 59,8
mond beliar 66,6
rdece cikasta 79,6
mesne 69,5
skupaj 67,5
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2.4 POSTOPEK PRIDOBITVE SEMENA

Pri odvzemu semena bik dajalec semena sko¢i na drugega bika, ki stoji fiksiran v stojnici.
Seme se odvzema v segreto umetno vagino, ki ima na koncu epruveto, v katero stece ejakulat.
Epruveta se takoj oznaci z imenom bika in uro skoka. V dnevni protokol odvzema semena se
zabelezi zaporedna Stevilka skoka v letu, ime, rodovniska Stevilka bika, pasma, ura odvzema,
dnevni skok, koli¢ina, koncentracija, valovanje in gibanje semencic v odstotkih. Seme mora

ustrezati Pravilniku o pogojih oploditvene sposobnosti semena domacih Zivali (2005).

Slika 2: Odvzem semena (arhiv Osemenjevalnega centra Preska)
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2.5 OCENE KAKOVOSTI SVEZEGA SEMENA

Takoj, ko pride epruvetka z ejakulatom v laboratorij, laborant izvede makroskopski pregled

seémena.

2.5.1 Makroskopski pregled semena

Makroskopski pregled zajema:

- volumen, ki naj znasa najmanj 2 ml,

- barva naj bo slonokos¢ena, rumenkasta ali mlecna,
- konzistenca kot mleko,

- vonj je vrstno specificen,

- pH: 6,5-6,9

pH vpliva na presnovo v moski spolni celici in s tem vpliva na ohranitev oploditvene

sposobnosti semencice (Lake in Ravie, 1979).

Makroskopskemu pregledu sledi mikroskopski pregled semena.

2.5.2 Mikroskopski pregled semena

Po Pravilniku o pogojih oploditvene sposobnosti semena domacih zivali (2005) je kakovost
semena primerna e je:

- progresivna gibljivost semencic najmanj 70 %,

- gostota: 0,6 milijona semen¢ic v mm’,

- valovanje: dobro,

- delez mrtvih semencic: do 20 %,

- delez patoloskih semencic: do 20 %.
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2.5.3 Supravitalno barvanje bikovih semencic

Za supravitalno barvanje bikovih spolnih celic potrebujemo sveze nativho seme, eosin in
nigrosin. Po navodilih Pavsica (1963a) eno kapljo semena zmeSamo z dvema kapljama 5 %
raztopine eosina in dodamo vec¢jo kapljo 10 % vodne raztopine nigrosina. Vse skupaj
preme$amo. Iz te meSanice naredimo razmaz, podobno kot s krvjo. Zive semenéice so
neobarvane, mrtve pa so rdeCe z rjavkasto Skrlatnim ozadjem. Semencice, ki imajo pol
pobarvano glavo Stejemo k rde€im. Pomembno je, da so seme, barva in vsa steklovina enake
temperature, sicer se pojavijo artefakti. Supravitalno barvanje nam sluzi za morfolosko oceno

in za oceno deleza nezrelih semencic v ejakulatu.

2.6 RAZREDCEVANIJE SEMENA

Nativno seme ustrezne kakovosti 10 minut po odvzemu razred¢imo v razmerju 1:1 razred¢i se
s komerciano izdelanim razredCevalcem za razredCevanje bikovega semena. Razredcevalec
mora biti segret na 29 °C. V naslednjih 80. minutah razred¢enemu semenu Se dvakrat ali trikrat
dodamo na sobno temperaturo segret razredcevalec (v razmerju 1:1), dokler ne dosezemo
kon¢ne razredc¢itve. Koncno razred¢itev semena dolo¢imo na podlagi volumna in Stevila
semencic v ejakulatu, v 0,5 ml slamici pa mora biti najmanj 40 milijonov semencic, od tega

najmanj 20 milijonov progresivno gibljivih (Snoj, 2004).

Najmanj 90 minut po odvzemu seme Se enkrat pregledamo. Kakovost razred¢enega semena
mora ustrezati Pravilniku o pogojih oploditvene sposobnosti semena domacih zivali (2005),

drugace seme zavrzemo.

Seme z uporabo polnilke za seme polnimo v slamice z volumnom 0,5 ml. Slamica predstavlja
dozo za osemenjevanje. V eni slamici mora biti po zahtevah Osemenjevalnega centra Preska
minimalno 40 milijonov progresivno gibljivih semencic. Polnjenje slamic poteka pri sobni
temperaturi. Na vsaki slamici mora biti natisnjeno ime bika, pasma, rodovniska in Zivljenjska
Stevilka plemenjaka, serija proizvodnje semena (dan v letu), kraj in registrska Stevilka
osemenjevalnega centra, kjer je bilo seme proizvedeno. Seme v slamicah nato zavijemo v

termo izolacijsko tkanino in poloZimo v hladilno skrinjo, ohlajeno na 4 °C. Temperatura
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semena se mora postopno znizevati s sobne na temperaturo skrinje. Seme mora biti
izpostavljeno temperaturi 4 °C najmanj tri ure. V tem ¢asu potece promet snovi med celico in
razredCevalcem na molekularnem nivoju (Cas ekvilibracije), kar semencicam omogoci

prezivetje ob zamrzovanju (Snoj, 2004).

Pomembna je sestava razred¢evalca in njegov vpliv na obnaSanje celic v procesu hlajenja in

zamrzovanja (Sukhato in sod., 2001).

Sledi globoko zamrzovanje. Slamice s semenom nalozimo v za to pripravljene posode
(gobeleje) in potopimo v tekoci dusik. Po dolocilih pravilnika mora zamrznjeno seme Cakati
30 dni v karanteni. Ce se v tem &asu pri zivali dajalki semena ne pojavi kuzna bolezen ali sum
na kuzno bolezen, je seme z zdravstvenega staliS¢a primerno za uporabo. V ¢asu karantene je

treba preveriti tudi kakovost semena (Snoj, 2004).

2.7 KRIOGENA POSODA

Danes so na trgu dostopne kriogene posode razli¢nih proizvajalcev. Kriogene posode se med
seboj razlikujejo po velikosti in prostornini, Stevilu kanistrov, materialu iz katerega so kanistri
narejeni (plastika, kovina), Stevilu nivojev za gobeleje, obliki in barvi emajla. Pri
osemenjevalcih v Sloveniji najveCkrat sreamo kontejnerje francoskega proizvajalca Air

Liquide in ameriSkega proizvajalca Taylor-Wharton.

Kriogena posoda je narejena iz aluminijaste notranje in zunanje posode. Posoda je na notranji
strani izolirana z veCplastnim izolacijskim materialom, prav tako pa je tudi vakuumsko

izolirana (Navodila za uporabo kriogenih posod).

V posodi je namescenih najveckrat Sest plasticnih ali kovinskih kanistrov, ki jih lahko
dvignemo in zataknemo na vrat kontejnerja. V vsak kanister lahko vstavimo gobelet, v
katerem hranimo doze semena. Kontejner pokriva pokrov, ki preprecuje hitro izhlapevanje
dusika (The GT range, 2003).

Znano je, da vecje kriogene posode zadrzujejo nizko temperaturo dalj ¢asa. V Avstraliji so

primerjali kako vpliva temperatura okolja na prostornino (volumen posode) in temperaturo
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(v posodi). Raziskava je pokazala, da so vecji kontejnerji manj obcutljivi na razlicne (skrajne)
zunanje temperature, kot kontejnerji z manjSo prostornino. Vecji kontejnerji se namrec
pocasneje segrevajo in s tem omogocajo optimalne pogoje za seme dalj Casa (Effect of

ambient temperature..., 2005).

2.7.1 Znaki, ki nakazujejo, da kriogena posoda ni ve¢ uporabna

Ce pride do mehanske poskodbe in se posoda popolnoma zasnezi, pomeni, da ni ve¢
vakuumske izolacije med stenami posode in da tekoéi dusik hitro izhlapeva. Ce so v posodi
shranjeni biologki preparati, jih je potrebno nemudoma preseliti v drugo posodo. Ce pa se
pojavijo sledi ledu oziroma snega le na nekaterih manjSih mestih, je potrebno preveriti porabo
tekoCega dusika v posodi v naslednjih dneh in preveriti, ¢e posoda ni mehansko poskodovana.

V primeru moc¢nej$ih in hitrih poskodb posode oziroma hitrega poslabSanja lastnosti posode ne

uporabljamo ve¢ (Navodila za uporabo kriogenih posod).

2.8 POSTOPEK TAJANJA GLOBOKO ZAMRZNJENEGA SEMENA

Seme se odtaja tako, da dozo semena vzamemo iz kriogene posode, v kateri je seme shranjeno
v tekocem dusiku. Dozo semena primemo s peanom ali pinceto ter jo takoj potopimo v vodno
kopel na 37,5 °C za 15 sekund. Slamico po 15. sekundah vzamemo iz vodne kopeli in jo
obriSemo z bombazno krpo ali papirnato brisao. Odtajana doza semena je primerna za

osemenitev ali nadaljnje laboratorijske preiskave (Snoj, 2004).

Pravilna metoda odtajanja je pomembna za ohranitev gibljivosti in oploditvene sposobnosti
semencic. Vse kaze, da odtajanje in procesiranje semena pri temperaturi 37 °C prepreci nastop
osmotskega Soka in ohrani celicno membrano semencic celo. Ob 37 °C je membrana celice
bolj tekoc¢a, kot pri nizjih temperaturah. To pomeni, da je difuzija intracelularnega glicerola
(razredCevalec) pri tej temperaturi hitrejSa in bolj u€inkovita pri zasciti celiéne membrane

(Correa in sod., 1996).

Glede na Cas odtajanja in temperaturo, pri kateri zanemo seme odtajati, so bili dosezeni boljsi

rezultati pri odtajanju na vi$ji temperaturi za manj ¢asa. Kot primer: gibljivost in prezivetvena
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sposobnost celic je boljsa pri odtajanju na 60 °C za 15 sekund, kot pri 40 °C za 1 minuto

(Dhami in sod., 1996).

Na osemenjevalnih centrih v Sloveniji redno preverjajo kakovost (odstotek progresivno
gibljivih semencic po odtajanju) globoko zamrznjenega bikovega semena. Po dolocilih
Pravilnika o pogojih oploditvene sposobnosti semena domacih zivali (2005), je potrebno pred
1zdajo semena po eno dozo vsake serije vsakega bika pregledati na delez progresivno gibljivih
semencic. Analizo opravimo z racunalniS$ko obdelavo mikroskopske slike, ki jo omogoca
CMA (Cell Motion Analyser). CMA racunalniski program nam izra¢una odstotek progresivno
gibljivih semencic. Takoj po odtajanju (po zgoraj opisanem postopku) mora biti v vzorcu
najmanj 50 % progresivno gibljivih celic. Ce rezultat ne ustreza dolo¢ilom pravilnika, je
potrebno pregledati $e eno slamico semena. Ce je rezultat ponovno neustrezen, celo serijo
semena dolo¢enega bika zavrzemo. Ce rezultat po prvi ali drugi meritvi ustreza dolo¢ilom
omenjenega pravilnika, se vzorec odtajanega semena za 24 ur shrani v hladilniku pri
temperaturi 4 do 8 °C in ponovno pregleda (Miilerjev rezistencni test). Da je seme uporabno,
mora biti v vzorcu najmanj 40 % progresivno gibljivih semen¢ic. Ce ne ustreza zahtevam
pravilnika, odtajamo in pregledamo Se eno slamico, ki jo za 24 ur shranimo v hladilniku in
ponovno pregledamo. Ce ne ustreza dolo¢ilom pravilnika, seme celotne serije dolodenega bika
zavrzemo, ¢e pa ustreza pravilniku, je seme primerno za skladisS¢enje oziroma za izdajo. Seme
skladis¢imo v velikih kriogenih posodah. Te posode se nahajajo v posebnem prostoru —
skladisc¢u. Poskrbeti je potrebno za evidenco, kje v posodi se seme doloenega bika nahaja in

za optimalen nivo tekocega dusika v posodi (Snoj, 2004).
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2.9 TAJANJE SLAMIC Z GLOBOKO ZAMRZNIJENIM BIKOVIM SEMENOM NA
TERENU, PRI POSTOPKU UMETNEGA OSEMENJEVANJA KRAV IN TELIC

Pripravimo posodo s toplo vodo (35 do 39 °C), v katero lahko potopimo celo slamico.
Temperaturo vode kontroliramo s termometrom. Posodo s slamico z globoko zamrznjenim
semenom Zelenega bika (kanister) dvignemo v vrat kontejnerja tako, da slamice ne segajo iz
njega. Ce traja postopek pri odvzemu dlje ¢asa, kanister na dovoljeni viini pritrdimo in nato
opravimo, kar smo Zzeleli. Izbrano slamico primemo s pinceto in jo vzamemo iz kanistra.
Kanister nato takoj, vendar pocasi, spustimo nazaj v kontejner. Izbrano slamico nekajkrat
rahlo otresemo, tako da je konec s spodnjim dvojnim ¢epom obrnjen navzdol. S tem iz
praznega dela med vrhom slamice in zaCetkom Cepa odstranimo ostanke tekocega dusSika.
Otreseno slamico ¢imprej spustimo v toplo vodo (35 do 39 °C), kjer jo pomikamo sem ter tja,
da se seme enakomerno odtaja. Po 13. do 15. sekundah jo vzamemo ven in osu$imo s Cistim
papirjem ali brisa¢o. Ponovno se prepri¢amo, da smo res odtajali seme Zelenega bika (Sketa,

2000).

Globoko zamrznjeno bikovo seme je mozno tajati tudi v ledeni vodi. V posodo z vodovodno
vodo damo nekaj kosov ledu in po¢akamo, da se voda ohladi. V ledeno vodo damo slamico,
po okoli 6 minutah je pripravljena za uporabo. V ledeni vodi lahko odtajano seme prenesemo
tudi v hlev. Ta nacin je priporocljiv pri zelo nizkih oziroma visokih zunanjih temperaturah, da

ne pride do ponovne ohladitve oziroma pregrevanja odtajanega semena (Sketa, 2000).

S prepogostim, Se posebej pa previsokim dvigovanjem kanistra s semenom iz kontejnerja se
skrajSuje zivljenjska doba semena pa tudi slamice pogosteje pokajo. PoSkodovane slamice in
tiste z necitljivim napisom vrnemo proizvajalcu semena. Odtajano bikovo seme moramo takoj
uporabiti. Pred ohladitvijo ga zaS¢itimo tako, da slamico zavijemo v papirnato brisaco ali
damo pod obleko. Zamrznjeno goveje seme je bolj obcutljivo na temperaturne spremembe

pred odtajanjem kot potem, ko je Ze odtajano (Sketa, 2000).

V ZDA so izvedli raziskavo v kateri so primerjali ucinek temperature na prezivitveno
sposobnost bikovih semencic pred in po odtajanju. V prvem poskusu so zamrznjene doze

semena izpostavili na 22,5 °C in -18 °C za 1,2,3,4 in 5 minut. V drugem poskusu pa so seme
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dali na 20 °C in 5 °C za 3 minute. Na koncu so vse doze semena iz prvega in drugega poskusa
dali v vodno kopel na 37 °C. Isto¢asno so izvedli tudi kontrolni poskus, tako da so dozo
zamrznjenega semena takoj dali v vodno kopel na 37 °C. V obeh primerih so ugotovili da je
akrosom (celost akrosomalne membrane) bolj obcutljiv (prizadet), kot sama gibljivost
semencic. V poskusu so ugotovili, da so razredceno in globoko zamrznjeno bikovo seme bolj
obcutljivo na nihanje temperature pred in med odtajanjem, kot po odtajanju (DeJarnette in
sod., 2000).
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3 MATERIAL IN METODE DELA

Poskus o vplivu sprememb v temperaturi ob skladis¢enju globoko zamrznjenega semena bikov
v kriogeni posodi na kakovost odmrznjenega semena smo izvedli na Osemenjevalnem centru

Preska, Kmetijsko gozdarska zbornica Slovenije, Cesta v Bonovec 1, 1250 Medvode.

Na osemenjevalnem centru Preska redijo in izkoris¢ajo v povprecju 40 do 45 plemenjakov,
odvisno od programa vkljucevanja bikov v osemenjevanje in programa izlo€anja bikov.
Pripravljajo globoko zamrznjeno seme bikov rjave, ¢rnobele in mesnih pasem. Te bike vsako

leto potrjuje Republiska delovna skupina za odbiro plemenskih bikov za posamezne pasme.

3.1 BIKI

Za poskus smo uporabili seme Stirih bikov ¢rnobele pasme.

Biki, ki so bili vkljuCeni v poskus, so potomci bikovskih mater (elitnih krav), ki so bile
osemenjene s semenom elitnih bikov (veCinoma je seme iz drugih, Zivinorejsko razvitih
drzav). Biki so bili priblizno enako stari, starostna razlika med njimi je manj kot $tiri mesece.
Na osemenjevalnem centru so do zacetka naSega poskusa opravili priblizno isto Stevilo

skokov. V ¢asu izvedbe poskusa so bili v razredu ¢akajocih bikov.

3.1.1 Bik 1

Bik 1 je bil star 30 mesecev. Je potomec bika ameriske linije. Pri zadnjem merjenju je bil v
vihru visok 155 cm in je tehtal 760 kg (Katalog bikov, 2005). Do poskusa je na
osemenjevalnem centru opravil 150 skokov. Za osemenjevanje je bilo izdanih 1363 doz

njegovega semena (Arhiv podatkov, 2005).

3.1.2 Bik 2

Bik 2 je bil prav tako kot bik 1 star 30 mesecev. Njegov oce prihaja iz ZDA. Ob licenciranju je

tehtal 772 kg in je meril v vihru 152 cm (Katalog bikov, 2005). Na osemenjevalnem centru je
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do poskusa opravil 150 skokov. Za osemenjevanje je bilo izdanih 866 doz njegovega semena

(Arhiv podatkov, 2005).

3.1.3 Bik 3

Bik 3 je bil star 33 mesecev. Je polbrat bika bika 2 po oc¢etu. Na dan licenciranja je tehtal 790
kg in je meril v vihru 152 cm (Katalog bikov, 2005). Na osemenjevalnem centru je do poskusa
opravil 179 skokov. V preteklem letu je bilo za osemenjevanje izdanih 1007 doz njegovega

semena (Arhiv podatkov, 2005).

3.1.4 Bik 4

Bik 4 je bil star 29 mesecev. Ob licenciranju je tehtal 775 kg in dosegel viSino vihra 145 cm
(Katalog bikov, 2005). Do poskusa je na osemenjevalnem centru opravil 156 skokov. Za

osemenjevanje je bilo izdanih 1059 doz njegovega semena (Arhiv podatkov, 2005).

3.2 RAZREDCEVALEC

Na osemenjevalnem centru uporabljajo komercialni razred¢evalec Andromed. Razredcevalec
Andromed je proizvod nemSkega podjetja Minitub. Ne vsebuje jajénega rumenjaka in nima

dodanih nobenih snovi zZivalskega izvora. V razred¢evalcu so antibiotiki.

V casu ekvilibracije (seme v pajetah je v hladilni skrinji na +4 °C) snovi iz razredcevalca
prodro v semencice. Antibiotiki uni¢ijo morebitne bakterije, glicerol pa omogoc¢i intaktnost
celicne membrane med zamrzovanjem. RazredCevalec na osemenjevalnem centru uporabljajo

v skladu z navodili proizvajalca.
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3.3 KRIOGENA POSODA

Uporabili smo kriogeno posodo francoskega proizvajalca Air Liquide, model GT7.

Splosni podatki za kriogeno posodo GT 7:

uporabna prostornina je 7,1 1,

- premer vratu posode je 50 mm,

- teza prazne posode je 7,2 kg,

- teza polne posode je 12,9 kg,

- zunanji premer posode je 308 mm,

- celotna visina posode je 480 mm,

- dnevno izhlapevanje dusika je 0,11 1/dan (podatek je podan pri temperaturi 20 °C in
tlaku 1013 mb). Pri enakih pogojih velja, da posoda v mirujo¢em stanju zadrzi ustrezne
pogoje 65 dni,

- Cas, ko posoda na terenu (dinamic¢no stanje) zadrzuje ustrezne pogoje je 41 dni (podana
vrednost je odvisna od ¢asa polnjenja),

- najvecje Stevilo kanistrov v posodi je 6,

- uporabljeni so lahko plasti¢ni (v nasem poskusu) ali kovinski kanistri,

- premer kanistra je 38 mm,

- viSina kanistra je 120 mm,

- Stevilo nivojev (stopenj) gobeletov v kanistru je 1,

- najvecje Stevilo 0,25 ml slamic je 1560,

najvecje Stevilo 0,50 ml slamic je 720

(The GT range, Air Liquide).

Posoda mora biti polnjena, vzdrzevana in uporabljana po navodilih proizvajalca.
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3.4 TEKOCI DUSIK

Osemenjevalnemu centru Preska tekoci duSik dostavlja podjetje Messer Slovenija. Tekoci
dusik pripeljejo z avtocisterno. Po specifikaciji je teko¢i dusik 99,999 vol. %. Od necisto¢
vsebuje: kisik <2,0 vpm, vlaga <3,0 vpm in ogljikovodiki <0,1 vpm (specifikacija tekoCega

dusika Messer).

3.5 OCENE KAKOVOSTI SVEZEGA SEMENA

Ritem odvzema semena je bil za vse Stiri bike v poskusu enak. Seme smo jim jemali enkrat do
dvakrat na teden. Na dan odvzema je vsak bik skocil dvakrat, njegova ejakulata pa smo v

laboratoriju zdruzili.

Vrednosti za oceno lastnosti svezega semena smo takoj po pregledu ejakulata zapisali v

poseben protokol za dnevni odvzem semena.

V dnevni protokol najprej zapiSemo ime bika in njegovo rodovnisko Stevilko, nato Stevilo
dnevnih zaporednih skokov. Kakovost svezega (nativnega) semena podajamo s slede¢imi
parametri:

-koli¢ino semena odc¢itamo na skali, ki je natisnjena na epruveti. Volumen (koli¢ino) semena
vedno podajamo v ml,

-koncentracijo semena smo izmerili z laboratorijskim fotospektrometrom,

-valovanje smo ocenili subjektivno, tako da smo vzorec semena opazovali pod mikroskopom
(20 x povecava). Stopnja gibljivosti se kaZe v valovih, ki so posledica aktivnosti semencic in

nastopajo zaradi masovnega gibanja semencic.

Valovanje semena smo ocenili po stopnjah:
stopnja 1-brez gibljivosti,

stopnja 2-slaba gibljivost,

stopnja 3-dobra gibljivost brez valovitega gibanja,
stopnja 4-valovito gibanje,

stopnja 5-mocno valovito gibanje.
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-gibanje izrazamo v odstotkih. Ocena je subjektivna in podaja odstotek progresivno gibljivih
semencic.

-kon¢na razredcitev se vedno doloca v ml. Koncno razredCitev smo izracunali iz gostote in
koli¢ine ejakulata. V dozi semena smo zagotovili okrog 40 milijonov semencic.

Preden smo razredceno seme polnili v slamice, smo ga Se enkrat pregledati in Se enkrat

dolocili odstotek progresivno gibljivih semencic po razred¢itvi.

3.6 IZVEDBA POSKUSA

Stirim bikom ¢rnobele pasme smo z umetno vagino odvzeli seme. Takoj po tem smo seme
pregledali in dolocili njegovo koli¢ino, koncentracijo in delez progresivno gibljivih semencic
nativnega in razredCenega semena. Z metodo supravitalnega barvanja celic smo dolo¢ili

odstotek vitalnih semencic v ejakulatu vsakega bika.

Seme smo embalirali v 0,5 ml slamice in ga po rutinskem postopku globoko zamrznili. Po 125
slamic semena vsakega bika smo navpi¢no poloZili v kriogeno posodo GT7 (proizvajalec Air
Liquide), ki je bila napolnjena s teko¢im dusikom. Dusik je dnevno hlapel in njegov nivo se je
nizal. Z merjenjem smo zaceli, ko je dusik segal do vrha slamic. Vsakih 24 ur smo izmerili
nivo dusika (v cm) in temperaturo na vrhu in na dnu kanistra, v katerem je bilo seme. Vsak
dan smo iz kriogene posode vzeli po 5 slamic od vsakega bika, jih po predpisanem postopku
odtajali in dolocili progresivno gibljivost semencic. Progresivno gibljivost semencic v vzorcih
smo dolocili takoj po odtajanju in po 24.urah (Millerjev rezistencni test). DoloCitev
progresivne gibljivosti semencic smo izvedli z raCunalniSko obdelavo mikroskopske slike, ki

jo omogoca racunalniSki program CMA (Cell Motion Analyser).

Odtajanje doz semena in ocene kakovosti smo ob ponavljanju meritev temperature in merjenja
nivoja dusika v posodi ponavljali 22 dni, ko ocene kakovosti semena niso veC ustrezale

Pravilniku o pogojih oploditvene sposobnosti semena domacih Zivali (2005) v RS.
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3.7 ODTAJANIJE IN OCENA KAKOVOSTI ODTAJANEGA SEMENA

Globoko zamrznjeno seme bikov smo odtajali v vodni kopeli, na 37,5 °C. Vsak dan poskusa
smo 5 slamic semena vsakega bika eno po eno prijeli s pinceto ali peanom in jo iz kriogene
posode takoj dali v vodno kopel. Po 15. sekundah smo odtajano slamico obrisali do suhega in
jo na zgornjem delu odrezali (tik nad nivojem semena). Zgoraj odrezani slamici smo odrezali
Se spodnji del (Cep). Seme je izteklo v plasticno epruvetko za enkratno uporabo. Na segreto
predmetno stekelce (prilagojeno obdelavi s CMA programom) smo kanili kapljico odtajanega
semena in jo pokrili s krovnim stekelcem. Preparat smo pogledali pod mikroskopom (200x
povecava z negativnim faznim kontrastom). Epruvetko s semenom in ostankom slamice smo
dali za 24 ur v hladilnik na 4 °C. Naslednji dan smo epruvetke ponovno segreli na 37,5 °C. V
kapljici semena iz epruvetke smo po zgoraj opisani metodi zopet dolocili progresivno

gibljivost semencic.

Kakovost semena po odmrzovanju smo ocenjevali z racunalniSkim programom CMA (Cell
Motion Analyser), ki je proizvod podjetjia MTM, Switzerland. Kamera omogoca da je
mikroskopska slika vidna na racunalniSkem zaslonu. Racunalnik poda vrednost za odstotek

progresivno gibljivih semencic.

3.8 STATISTICNA ANALIZA

Za statisticno analizo izmerjenih vrednosti o progresivni gibljivosti semencic neposredno po

odtajanju in po 24-tih urah hranjenja pri 4 °C smo podatke razdelili v $tiri skupine:

- obdobje od 1. do 14. dne poskusa, ko je bil v kriogeni posodi nivo tekocega dusika Se
0,1 cm.

- obdobje od 15. do 18. dne posode v katerem v kriogeni posodi tekocega dusika ni bilo
vec.

- obdobje od 1. do 18. dne poskusa; v tem obdobju je bila temperatura pod -130 °C
(progresivna gibljivost semencic v vzorcih semena vseh bikov takoj po odtajanju Se

nad 50 %).
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- obdobje od 19. do 22. dne poskusa; temperatura se dvigne nad -101 °C (v tem obdobju
je pri vseh Stirih bikih delez progresivno gibljivih semencic v odtajanih dozah semena
padel pod 50 %. Zadnji dan poskusa v odtajanih dozah semena ni bilo ve¢ progresivno

gibljivih semencic).

Za lastnost delez progresivno gibljivih semencic izmerjeno v dozah semena takoj po odtajanju
in 24 ur po tem (od 1. do 18. dne, od 1. do 14. dne, od 15. do 18. dne in od 19. do 22. dne
poskusa), smo z analizo variance razlik med aritmeti¢nimi sredinami za obravnavano lastnost
(ANOVA, enosmerna klasifikacija, dvostranska alternativha domneva, F-test; Snedecor in

Cochran, 1989), preverili naslednje vplive:

e vpliv zivali (bik 1..4);
e vpliv zaporedne meritve (1.-14. dan vs. 15.-18.dan in 1.-18. dan vs. 19.-22. dan);

e vpliv ¢asovnega intervala odtajanja (neposredno po odtajanju vs. 24 ur po tem).

Pri vseh analizah smo upostevali vpliv kot statisticno znacilen (p < 0,05), kot teznjo (p < 0,10)

ali kot statisticno neznacilen (p > 0,10).
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4 REZULTATI

4.1 TEMPERATURA V KRIOGENI POSODI

Preglednica 2 prikazuje rezultate meritev nivoja tekoCega dusSika in temperatur v kriogeni
posodi. V posodo smo nato€ili 7 cm tekocega dusika. To je viSina, ki sega do zgornjega roba
kanistra s semenom v slamicah. V isti posodi smo najprej merili obe vrednosti brez dodanih
doz semena v kanistre in nato z dodanimi dozami semena.

Preglednica 2: Prikaz nivoja dusSika in temperature v kriogeni posodi po dnevih pri poskusu, ki

je bil izveden brez semena in pri poskusu s semenom v kanistrih

zaporedna poskus brez semena poskus s semenom
meritev
(dan) nivo N, (cm) T (°C) spodaj nivo N, (cm) T (°C) zgoraj T (°C) spodaj
1 7,0 -186,2 7,0 -191,0 -194,7
2 5,5 -188,5 6,8 -191,0 -194,2
3 4,4 -188,5 6,2 -189,6 -191,0
4 3,7 -188,5 5,5 -189,3 -190,8
5 3.3 -187,8 53 -188,4 -190,7
6 2,9 -187,3 5,0 -189,0 -189,4
7 2,0 -188,0 4,7 -188,0 -190,0
8 1,5 -187,3 3,5 -187,2 -189,0
9 1,0 -187,2 3.3 -187,2 -189,1
10 0,1 -185,0 2,8 -187,0 -189,0
11 0,0 -173,8 2,3 -187,0 -189,1
12 0,0 -134,8 1,9 -186,8 -189,0
13 0,0 -106,2 1,2 -185,0 -188,4
14 0,0 -83,2 0,1 -176,3 -180,0
15 0,0 -52,4 0,0 -147,1 -150,0
16 0,0 -29.3 0,0 -141,0 -144,0
17 0,0 -9,2 0,0 -130,2 -131,0
18 0,0 53 0,0 -130,0 -133,0
19 0,0 12,5 0,0 -101,1 -103,1
20 0,0 16,7 0,0 -76,1 -717,3
21 0,0 19,2 0,0 -45.3 -45,6
22 0,0 19,8 0,0 -25,0 -25,3
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V posodi brez semena se je koli¢ina dusSika znizevala za 0,4 do 1,5 cm na dan, 11. dan v
posodi ni bilo vec tekocega dusika. V posodi s semenom v kanistrih se je nivo duSika znizeval
pocasneje (od 0,2 do 1,1 cm na dan), ves tekoci dusik je izhlapel 15. dan, §tiri dni kasneje, kot
v posodi brez semena. Verjetno je masa semena v posodi vplivala na izhlapevanje tekocega
dusika. V poskusu s semenom v kanistrih smo merili temperature na zgornjem in spodnjem
robu kanistra, ki je bil polozen na tla posode. Razlike v temperaturah zgoraj in spodaj
izmerjene na isti dan tekom poskusa niso bile velike. Na zgornjem robu kanistra so bile do 18.
dne poskusa za 0,4 do 3,7 °C nizje, kot na spodnjem robu. Po 18. dnevu poskusa so se razlike
zmanjSale do 0,3 °C 22. dan poskusa. Temperatura na dnu posode je bila v poskusu brez
semena na zacetku — 186,2 °C 10. dan, ko je bilo v posodi $e 0,1 cm tekocega dusika pa Se
vedno — 185,0 °C. Enajsti dan poskusa se je temperatura dvignila za 11,2 °C, 12. dan za 39,0
°C in do 17. dne poskusa, ko se je temperatura dvignila na — 9,2 °C za 20,1 do 30,8 °C na dan.
18. dan poskusa je bila temperatura nad 0 °C (5,3 °C). V poskusu s semenom je bila
temperatura na dnu posode prvi dan — 194,7 °C, 14.dan, ko je bilo v posodi $e 0,1 cm tekoCega
dusika, pa Se vedno -180,0 °C. Petnajsti dan se je temperatura dvignila za 30,0 °C. Do 18. dne
se je temperatura dvigovala pocasi, Sele po 19. dnevu hitreje. Tudi ob koncu poskusa je bila v
posodi temperatura $e vedno pod ledis¢em (- 25,3 °C). Razlike v vrednosti med temperaturami
v prazni posodi in v posodi s kanistri in semenom nastanejo verjetno zaradi mase semena, ki

zadrzuje zviSevanje temperature v kanistru.
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4.2 KAKOVOST SVEZEGA SEMENA

Preglednica 3 prikazuje ocene kakovosti vseh ejakulatov. Vsi §tirje biki so v poskusu skocili
(ejakulirali) dvakrat. Povprec¢en volumen prvih ejakulatov je bil 3,95 ml (od 2,4 do 5,4 ml) in
drugih 5,85 ml (od 4,2 do 8,4 ml). Pri vseh bikih je bil volumen ejakulata vecji v drugem
skoku. Obratno pa je bilo s koncentracijo semencic v ejakulatih.. Povprec¢na koncentracija
semenéic v prvem ejakulatu je bila 1,45 x 10°/ml (od 1,18 do 1,71 x 10°/ml) in v drugem 0,95
x 10°/ml (od 0,50 do 1,25 x 10°/ml). Bik 4 je imel v obeh ejakulatih primerljiv volumen in
primerljivo koncentracijo semencic. Volumen ejakulata in koncentracija semencic sta
primerljiva s podatki, ki jih navajajo Ores$nik in sod. (1984) za bike ¢rnobele pasme na
osemenjevalnem centru Preska v letu 1983. Tega leta je bil povprecen volumen ejakulata 3,80
ml, koncentracija je bila 1,15 x 10°/ml, povpre¢no $tevilo semenéic v ejakulatu je bilo 4,37 x
10°. Bik 1 je na dan poskusa ejakuliral 18,37 x 10’ semen¢ic, bik 4 13,33 x 10°, bik 3 9,06 x
10° in bik 2 5,70 x 10°. Ocena valovanja je bila najslabsa (3 in 2) pri biku 2 z najmanjsim
skupnim volumnom ejakulatov in z najredkejSim semenom in najboljSa pri biku 1 z
najboljSima vrednostima. Ta bik je imel tudi najvecji delez vitalnih semencic po supravitalnem
barvanju (76 %). Najmanjsi delez vitalnih semencic je bil v ejakulatih bika 4 (68 %). Ocene
gibljivosti semencic v svezem in razredéenem semenu (70 in 75 %) opisujejo dobro kakovost
semena, ki smo ga uporabili za poskus. V globoko zamrznjeni dozi razred¢enega semena je
bilo pri biku 1 40,8 x 10° semencic, pri biku 2 35,6 x 10° , pri biku 3 43,2 x 10° in pri biku 4

41,6 x 10° semendic.
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Preglednica 3: Lastnosti svezega semena
bik | dnevni | koli¢ina | Koncen- skupno valovanje | progresivno konéna progresivno %
skok | semena tracija Stevilo (stopnja gibanje razredCitev gibanje vitalnih
(ml) (x10°/ml) | semencic | gibljivosti) | semencic (ml) semencic | semencic
v (%) (%) pri
ejakulatu po supra-
(x 10%) razredCitvi | vitalnem
barvanju
bik 1 4,6 1,71 7,87 4 75 225 75 76
! 2 8,4 1,25 10,50 4 75
bik 1 2,4 1,50 3,60 3 70 80 70 72
2 2 4,2 0,50 2,10 2 75
bik 1 3.4 1,40 4,76 4 75 105 75 74
3 2 5,0 0,86 4,30 3 75
bik 1 5.4 1,18 6,37 3 70 160 70 68
4 2 5,8 1,20 6,96 3 75
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4.3 PROGRESIVNA GIBLJIVOST SEMENCIC PO ODTAJANJU

Tekom poskusa smo vsak dan odtajali po pet slamic od vsakega bika. Izmerili smo
progresivno gibljivost semencic takoj po odtajanju, doze shranili v hladilniku pri 4 °C 24 ur in
ponovno izmerili progresivno gibljivost semencic. Tekom poskusa smo za seme vsakega bika
zbrali 220 podatkov (skupaj 880). V preglednici 4 so predstavljene izra¢unane povprecne
vrednosti meritev v semenu iz petih slamic. Kot neuporabno ocenjujemo po dolocilih
Pravilnika o pogojih oploditvene sposobnosti semena domacih zivali (2005) seme, pri katerem
dva dni zapored deleZ progresivno gibljivih semencic neposredno po odtajanju ne doseze 50 %

in je po 24 urah na 4 °C pod 40 %.

Pri vseh bikih so se med poskusom Ze pred 19. dnem poskusa pojavile enkratne meritve z
vrednostjo pod 50 %, pri biku 1 15. in 17. dan, pri biku 2 8. in 13. dan, pri biku 3 13. dan in pri
biku 4 15. in 18. dan. Naslednji dan so bile vrednosti spet nad 50 %. V tem obdobju pri
nobenem biku povprec¢ne vrednosti za delez progresivno gibljivih semencic niso padle pod

50 %.

Pri biku 1 je bilo seme ocenjeno kot neuporabno 19. dan poskusa, 20. dan pri bikih 3 in 4 in
21. dan poskusa pri biku 2. Temperatura na zgornjem robu kanistra je bila 19. dan poskusa

-101,1 °C, 20. dan -76,1 °C in 21. dan -45,3 °C. Ko se je temperatura dvignila na -45,6 °C
(21. dan) so bili vsi rezultati takoj po odtajanju in 24 ur za tem pri vseh bikih pod mejno

vrednostjo. V kontejnerju od 15. dne naprej ni bilo ve¢ tekocega dusika.
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Preglednica 4: Povprecje progresivne gibljivosti semencic (%) v dozah semena po odtajanju

po posameznih bikih tekom poskusa.

Zapore- | Nivo | T zgoraj | T spodaj Ocena progresivne Ocena progresivne
dna N, (°O) (°C) gibljivosti (%) pri bikih: gibljivosti (%) po 24-
meritev | (cm) tih urah pri bikih:

1 2 3 4 1 2 3 4

1 7,0 -191,0 -194,7 58 52 | 54 | 54 | 53 | 48 | 47 | 51
2 6,8 -191,0 -194,2 57 51 | 55 | 53 | 48 | 46 | 49 | 47
3 6,2 -189,6 -191,0 51 55 | 58 | 53 | 46 | 51 | 49 | 47
4 5,5 -189,3 -190,8 52 58 | 54 | 52 | 46 | 51 | 52 | 44
5 53 -188,4 -190,7 53 58 | 55 | 56 | 46 | 51 | 53 | 53
6 5,0 -189,0 -189,4 54 50 | 54 | 51 | 46 | 48 | 48 | 46
7 4,7 -188,0 -190,0 51 53 | 53 | 56 | 46 | 49 | 47 | 48
8 3,5 -187,2 -189,0 54 49 | 55 | 52 | 49 | 42 | 51 | 48
9 33 -187,2 -189,1 57 50 | 54 | 52 | 47 | 41 | 48 | 50
10 2,8 -187,0 -189,0 54 52 | 54 | 53 | 45 | 45 | 48 | 5l
11 23 -187,0 -189,1 51 54 | 50 | 56 | 46 | 48 | 43 | 33
12 1,9 -186,8 -189,0 52 53 | 54 | 52 | 46 | 51 | 48 | 5l
13 1,2 -185,0 -188,4 53 46 | 45 | 55 | 51 | 42 | 41 | 54
14 0,1 -176,3 -180,0 51 50 | 59 | 51 | 43 | 42 | 52 | 43
15 0,0 -147,1 -150,0 47 53 | 55 | 49 | 44 | 49 | 47 | 44
16 0,0 -141,0 -144,0 50 54 | 53 | 51 | 43 | 50 | 46 | 48
17 0,0 -130,2 -131,0 49 59 | 53 | 53 | 46 | 53 | 50 | 51
18 0,0 -130,0 -133,0 54 52 | 52 | 47 | 53 | 52 | 44 | 48
19 0,0 -101,1 -103,1 48 58 | 53 | 54 | 45 | 56 | 44 | 52
20 0,0 -76,1 -71,3 45 53 | 42 | 38 | 36 | 45 | 44 | 37
21 0,0 -453 -45,6 14 22 | 16 | 21 0 0 0 0
22 0,0 -25,0 -25,3 0 0 0 0 0 0 0 0
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4.4 OSTALA OPAZOVANIJA

Tekom poskusa smo opazovali slamice semena, ki smo jih odtajali. Opazili smo, da se je pri
temperaturi -77,3 °C na slamicah pojavila obloga iz drobnih belih kristalckov. Pri temperaturi

-45,6 °C je bilo na slamicah teh kristalckov manj. Naslednji dan na slamicah ni bilo ve¢
nobene obloge. Nekaj doz semena na 21. in 22. zaporedni dan (temperatura na dnu kanistra je
bila med -77,3 in -45,6 °C) smo ponovno potopili v teko¢i dusik ter e enkrat preverili delez
progresivno gibljivih semencic. Rezultati so pokazali, da je kakovost semena ostala

nespremenjena — seme je bilo neuporabno.

4.5 STATISTICNA ANALIZA IZMERJENIH VREDNOSTI V POSKUSU

V statisticno analizo smo vkljucili izmerjene vrednosti za izmerjeno progresivno gibljivost
semencic v odtajanih dozah semena Stirih bikov od prvega do 18. dne poskusa. Do 18. dne
poskusa je bilo v odtajanem semenu vseh bikov nad 50 % progresivno gibljivih semencic.
Seme je bilo do tega dne Se uporabno za osemenjevanje. Zanimalo nas je, ali v tem obdobju
obstajajo razlike v progresivni gibljivosti semencic v dozah po odtajanju med biki. V
izmerjenih vrednostih delezev progresivno gibljivih semencic po odmrznitvi in po 24- tih urah
hranjenja pri 4 °C v semenu §tirih bikov med biki do 18. dne poskusa statisti¢no znacilnih

razlik nismo ugotovili (preglednici 5 in 6).

Do 14. dne poskusa je bil v kriogeni posodi Se teko¢i dusik in temperatura na dnu posode pod
— 180 °C, po tem se je temperatura v posodi dvigovala, 18. dan je bila — 130,0 °C. V
preglednicah 5 in 6 so predstavljeni izracuni, ki dokazujejo, da tudi v treh obdobjih poskusa
(od 1. do 14. dan, 15. do 18. dan in 19. do 22.dan) med biki v delezih progresivno gibljivih
semencic takoj po odtajanju in po 24-tih urah hranjenja pri 4 °C nismo ugotovili statisti¢no

znacilnih razlik.
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Preglednica 5: Delezi progresivno gibljivih semencic v semenu posameznih bikov po

odmrznitvi v razliénih ¢asovnih intervalih

Bik Vpliv zivali
Lastnost 1 2 3 4 F-vrednost
P-vrednost
Delez progresivno Povprecje 53,5 52,3 53,8 53,7
g‘blf)‘d"t‘;}:%‘ﬁ’ghc po| SD 5,0 8,5 4,7 5.5 0,95
1.-14. dne Kv 9.4 162 8.7 102 04154
— 0,
(n=70) (%) SE 0.6 1,0 0.6 0.7
Delez progresivno Povprecje 50,1 54,3 53,5 50,2
glbljl\./lh'semencw po SD 7.8 7.0 6.6 9.4 1.56
odtajanju — od 15.— KV 0.2050
18. dne 15,6 12,9 12,4 18,7 ’
— 0,
(n =20) (%) SE 1.7 1.6 1,5 2.1
Delez progresivno | LOVPTeU€ | 557 52,7 53,7 53,0
g1b1J}V1l} semencic po SD 5.9 8.2 5.1 6.6 0,45
odtajanju — skupaj od KV 07151
1.—18. dne (n =90) 11,2 15,5 9,6 12,6 ’
0
(%) SE 0.6 0.9 0.5 0.7
Delez progresivno Povprecje 26,9 33,5 28,0 28,1
gibljivih semencicpo | SD 21,9 248 2.4 216 0,34
odtajanju — skupaj od KV 0.7938
19.-22. dne (n = 20) 81,5 74,1 80,2 77,0 ’
0,
(%) SE 4.9 5.5 5.0 48
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Preglednica 6: Delezi progresivno gibljivih semencic v semenu posameznih bikov 24 ur po

odtajanju v razli¢nih ¢asovnih intervalih

Bik Vpliv zivali
Lastnost 1 2 3 4 F-vrednost
P-vrednost
Delez progresivio | | OVPTede 46,9 46,6 48,3 49,0
gibljivih semencic — SD
24 h po odtajanju — KV 4.7 9.9 6.4 7.2 011’341‘2
od 1.-14. dne 10,1 21,2 13,3 14,6 ’
(n=70) (%) SE 0.6 1.2 0.8 0.9
Delez progresivno | LOVPTed® | 466 512 46,6 477
gibljivih semencic — SD
24 h po odtajanju — od 7.2 2,5 11,2 8,2 012’32 ]
15.—18. dne 15,5 10,7 24,0 17,1 ’
(n =20) (%) SE 1,6 1.2 2.5 1.8
Delez progresivno Povpredje 46,9 47,7 479 48,7
gibljivih semencic — SD
24 h po odtajanju — od v 3.3 2,2 7.7 74 004’221%4
1. do 18. dne 11,4 19,4 16,0 15,1 ’
(n=90) (%) SE 0.6 1,0 0.8 0.8
Delez progresivino | LOVPTe%e | 903 254 21,9 2.4
gibljivih semencic — SD 223 26.6 233 24.9 015
24 h po odmrznitvi — KV 2 2 2 > 0 9’273
od 19. do 22. dne 110,1 105,0 106,7 111,0 ’
(n =20) (%) SE 5.0 6.0 52 5.6

S statisti¢no primerjavo podatkov iz meritev, opravljenih v obdobjih od 1. do 14. dne in od
15. do 18. dne, smo ugotovili, da razlike med biki v progresivni gibljivosti semencic takoj po

odtajanju in 24 ur po tem med obdobjema niso statisti¢no znacilne (preglednica 7).
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Preglednica 7: Delez progresivno gibljivih semencic bikov po ¢asovnih intervalih zaporednih

meritev
Vpliv Casovnega
Casovni interval intervala
Lastnost
1.-14. dan 15.-18. dan F-vrednost
(n =280) (n=80) p-vrednost
Povprecje 53,3 52,0
Delez progresivno
i : SD 6,1 7.9 2,45
gibljivih semencic
o KV 11,5 15,1 0,1180
po odtajanju (%)
SE 0,4 0,9
Delez progresivno Povprecje 47,7 48,0
gibljivih semencic SD 7,3 8,3 0,09
24 ur po KV 15,3 17,4 0,7611
odtajanju (%) SE 0,4 0,9

Temperatura na dnu posode je 19. dan dosegla — 103,1 °C, 20. dan — 77,3 °C, 21. dan — 45,6
°C in 22. dan — 25,3 °C. V tem obdobju so se vrednosti za progresivno gibljivost semencic po

odtajanju spustile pod 50 %.

Preglednica 8: Delez progresivno gibljivih semencic v odtajanih dozah semena bikov po

casovnih intervalih zaporednih meritev

Casovni interval Vpliv ¢asovnega
intervala
Lastnost
1.-18. dan 19.-22. dan F -vrednost
(n=360) (n=80) p-vrednost
Povprecje 53,0 29,1
Delez progresivne
) SD 6,6 22,4 297,43
gibljivosti semencic
o KV 12,4 77,1 < 0,0001
po odtajanju (%)
SE 0,4 2,5
Delez progresivne | Povprecje 47,8 22,5
gibljivosti semencic SD 7,5 23,9 280,05
24 ur po KV 15,8 106,6 <0,0001
odtajanju (%) SE 0,4 2,7
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Iz analize podatkov, ki je predstavljena v preglednici 8 je razvidno, da so razlike v progresivni
gibljivosti semencic po odtajanju in 24 ur po tem med obdobjema 1. — 18. dan in 19. — 22. dan
poskusa statisticno visoko znacilne. Kakovost odtajanega semena bikov, ocenjena z deleZem
progresivno gibljivih semencic se je v povprecju poslabsala v obdobju po 18. dnevu poskusa.

Pri biku 1 se je to zgodilo 19. dan, 21. dan pri biku 2, pri bikih 2 in 3 pa 20. dan.

Enaindvajseti dan poskusa je bilo v sveZe odtajanem semenu pri posameznih bikih Se 14 — 22
% progresivno gibljivih semencic, po 24-tih urah v tem semenu ni bilo ve¢ gibljivih semencic.
Dvaindvajseti dan v semenu nobenega bika takoj po odtajanju ni bilo ve¢ gibljivih semencic

(preglednica 9).

Preglednica 9: Primerjava delezev progresivno gibljivih semencic bikov po odmrznitvi in 24

ur po tem
Vpliv meritve
Lastnost Meritev
F-vrednost
Po odtajanju | 24 ur po tem p-vrednost
Delez progresivno | Povprecje 53,3 47,7
gibljivih semencic SD 6,1 7,3 96,39
(%) od 1. do 14. KV 11,5 15,3 < 0,0001
dne (n = 280) SE 0,4 0,4
Delez progresivno | Povprecje 52,0 48,0
gibljivih semendic SD 7.9 8,3 9,76
(%) —od 15. do KV 15,1 17,4 0,0021
18. dne (n = 80) SE 0,9 0,9
Delez progresivno | Povprecje 53,0 47,8
gibljivih semendic SD 6,5 7,5 99,01
(%)skupaj od 1.do KV 12,4 15,8 <0,0001
18. dne (n = 360) SE 0,3 0,4
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Delez progresivno gibljivih semencic je bil v odtajanem semenu neposredno po odtajanju
statisti¢no znacilno vegji kot v istih dozah semena po 24. urah hranjenja pri 4 °C. V povpredju
se je v 24 urah zmanjsal za 5,2 % (relativno za 9,8 %), v prvih 14. dneh za 5,6 % (10,5 %) in
od 15. do 18. dne za 4,0 % (7,7 %). Sklepamo, da nivo duSika in temperatura v kriogeni
posodi do 18. dne poskusa nista vplivala na prezivitveno sposobnost semencic v obdobju, ko

je bilo seme po odtajanju hranjeno 24 ur pri temperaturi 4 °C.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V kriogeni posodi s semenom v kanistrih, v katero nismo dolivali tekocega dusika, se je
temperatura pocasi dvigovala. Sele po tem, ko v posodi ni bilo ve¢ tekodega dusika, se je le-ta
dvigovala hitreje. Do 14. dne poskusa je bil v kriogeni posodi Se tekoc¢i duSik in temperatura
na dnu posode pod — 180 °C, nato se je temperatura dvigovala hitreje, 18. dan je bila
zabeleZzena temperatura — 130,0 °C, 19. dan — 103,1 °C, 20. dan — 77,3 °C, 21. dan — 45,6 °C
in 22. dan — 25,3 °C.

Razlike v izmerjenih delezih progresivno gibljivih semencic v odtajanih dozah semena takoj
po odtajanju in po 24-tih urah hranjenja pri 4 °C med posameznimi biki v vseh analiziranih
obdobjih (od 1. do 18. dne, od 1.do 14. dne, od 15. do 18. dne in od 19. do 22. dne poskusa)

niso bile statisti¢no znacilne.

Delez progresivno gibljivih semencic je bil v odtajanem semenu neposredno po odtajanju
statisti¢no znacilno veéji (53,0 %) kot v istih dozah semena po 24-tih urah hranjenja pri 4 °C
(47,8 %). V povprecju se je v 24-tih urah zmanjSal za 5,2 %, v prvih 14-tih dneh za 5,6 % in
od 15. do 18. dne poskusa za 4,0 %. Sklepamo, da nivo duSika in temperatura v kriogeni
posodi do 18. dne poskusa nista vplivala na prezivitveno sposobnost semencic takoj po
odtajanju in ne po 24-tih urah hranjenja pri 4 °C. Tudi lastnosti semena posameznega bika na

prezivitveno sposobnost semencic v tem obdobju verjetno niso vplivale.

Kakovost odtajanega semena, ocenjena z delezem progresivno gibljivih semencic se je
poslabsala v obdobju po 18. dnevu poskusa, ko se je temperatura v kriogeni posodi zviSala nad
— 130 °C, pet dni po tem, ko v posodi ni bilo ve¢ teko¢ega dusika. V obdobju od 19. do 22. dne
poskusa je bil povprecni deleZ progresivno gibljivih semencic po odtajanju 29,1 % in 24 ur po

odtajanju 22,5 %.

Pri semenu posameznih bikov pa smo ugotovili, da se je vrednost za progresivno gibljivost

semencic zniZala pod 50 % pri biku 1 Ze 19. dan, pri bikih 3 in 4 dan kasneje (20. dan) in pri
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biku 2 Sele 21. dan. Pri vseh $tirih bikih je delez progresivno gibljivih semencic, izmerjen v
semenu istih slamic po 24-tih urah, padel pod 40 % en dan kasneje. Kljub temu, da v delezu
progresivno gibljivih semencic po odtajanju med biki nismo ugotovili statisticno znacilnih
razlik, bi iz te ugotovitve lahko sklepali, da lastnosti semena posameznega bika vplivajo na
prezivitveno sposobnost semencic v postopku globokega zamrzovanja in odtajanja semena.
Zanimivo je, da je imel bik 1 najvedji volumen in gostoto ejakulatov s skupno 18,37 x 10’
semenéic in bik 2 najmanj§i volumen in gostoto ejakulatov s skupno 5,70 x 10° semengic. V
razredeni dozi semena bika 1 je bilo 40,8 x 10° semencic in pri biku 2 manj — 35,6 x 10°
semencic. Te razlike in njihov vpliv na prezivitveno sposobnost semencic bi verjetno lahko
proucevali s poglobljeno statisticno analizo podatkov iz opravljenega poskusa in z dodatnimi

raziskavami.

Na podlagi rezultatov poskusa ne moremo z gotovostjo trditi, da pride do kriticne temperature
vedno po petih do sedmih dneh od popolne izgube dusika iz kriogene posode. Poskus smo
izvajali z novo kriogeno posodo, v laboratorijskih (in vitro) pogojih, na sobni temperaturi (22
°C). Posoda dnevno ni bila odprta ve¢ kot 5-7 minut (merjenje nivoja dusika in temperature in
odvzemanje posameznih slamic semena). V posodi je bilo v S$tirih kanistrih skupaj 500 doz
semena. Glede na poskus, ki smo ga izvedli s kriogeno posodo, v katero nismo dodali semena,
lahko sklepamo, da koli¢ina globoko zamrznjenega semena v njej vpliva na spremembe v
temperaturi. Zamrznjeno seme v posodi, upocasni dvigovanje temperature v kriogeni posodi.
V praksi se kriogena posoda navadno nahaja v razli€nih razmerah, ki lahko spreminjajo
intenzivnost izhlapevanja dusika in spremembe v temperaturi. Zanesljivo pa lahko sklepamo,
da ostanejo temperature v kriogeni posodi dan ali dva, morda celo dlje, po tem, ko v posodi
zmanjka tekocega duSika, Se vedno tako nizke, da omogocajo preZivitev semencic oziroma
delez progresivno gibljivih semencic po odtajanju nad 50 %. Osemenjevalec ima zato dovolj
Casa, da potem, ko mu zaradi razli¢nih vzrokov v posodi zmanjka tekocega dusika, dusik v

posodo dolije in s tem zagotovi ustrezno kakovost semena za osemenjevanje.

Opazili smo, da so se ob kriti¢nih pogojih za kakovost (20. zaporedni meritveni dan, ko je bila
temperatura na dnu kanistra -77,3 °C) na slamicah semena pojavili drobni beli kristalcki.
Takrat postane kakovost semena vprasljiva. Verjetno je, da ob pojavu ledenih kristalc¢kov na

slamicah Se vedno obstaja moZnost, da takoj dolijemo dusik in ohranimo zahtevano kakovost
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semena. Ko se temperatura v kriogeni posodi dvigne nad -77,3 °C, ledeni kristal¢ki skoraj
izginejo, Skoda na semenu pa je nepopravljiva. Zanesljivo pa lahko sklepamo, da je
progresivna gibljivost semencic po odtajanju nad kriticno mejo takrat, ko je na dnu kanistra
temperatura pod — 100 °C in ko na slamicah ni ledenih kristal¢kov. Ta temperatura se vzdrZuje
v kriogeni posodi (odvisno od lastnosti posode in postopkov ravnanja z njo) Se nekaj dni po

tem, ko nivo tekocega dusika v njej pade na 0.

Ob opravljeni raziskavi moramo upoStevati Se dejstvo, da rezultati meritev progresivne
gibljivosti semencic ne opisujejo tudi oploditvene sposobnosti semencic. Za seme, ki je bilo v
naSih meritvah (in vitro) Se ustrezno, ne moremo trditi, da je tudi oploditveno sposobno.
Testirali smo le progresivno gibljivost semencic, ki je predpogoj za oploditveno sposobnost.
Ob zviSanih temperaturah v kriogeni posodi (nad — 190 °C) lahko prihaja v semenéicah do
sprememb, ki zmanjSajo njihovo oploditveno sposobnost. Da bi dokazali oploditveno
sposobnost semena hranjenega pri visjih temperaturah, bi morali s takim semenom osemeniti

goveje plemenice in spremljati rezultate uspesSnosti osemenitev.
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5.2 SKLEPI

1. V kriogeno posodo smo natocili toliko tekocega dusika, da je pokrival kanistre s
semenom (nivo 7,0 cm). Dusik iz posode, v kateri ni bilo kanistrov s semenom v
slamicah, je izhlapeval hitreje, kot iz posode v kateri so bili kanistri s semenom.

2. Dokler je bil v posodi s semenom v kanistrih $e prisoten tekoci dusik (nivo 0,1 cm) so
bile na dnu in na vrhu kanistra temperature pod — 180 °C.

3. Ko je dusik iz posode izhlapel, se je temperatura v Sestih dneh (od 23,0 do 39,0 °C na
dan) zviSala na — 76,1 °C na vrhu in 77,3 °C na dnu kanistra.

4. V izmerjenih delezih progresivno gibljivih semencic po odtajanju in po 24. urah
hranjenja pri 4 °C v semenu §tirih bikov v analiziranih obdobjih (od 1. do 14. dne, od
15. do 18. dne in od 19. do 22. dne poskusa) med biki nismo ugotovili statisticno
znacilnih razlik.

5. Nivo tekocega dusika in zviSevanje temperature v kriogeni posodi do 18. dne poskusa,
ko v posodi Ze 4 dni ni bilo ve¢ tekocega dusika in je bila temperatura na dnu posode
-133,0 °C, nista vplivala na izmerjeni deleZ progresivno gibljivih semenéic v semenu
ne po odtajanju in ne 24 ur po tem.

6. Kakovost odtajanega semena bikov, ocenjena z delezem progresivno gibljivih
semencic, se je poslabsala v obdobju po 18. dnevu poskusa, pet (5) dni po tem, ko v
kriogeni posodi ni bilo ve¢ tekocega dusika.

7. Pribiku 1 se je delez progresivno gibljivih semencic po odtajanju zmanjsal na vrednost
pod 50 % 19. dan poskusa, 20. dan poskusa pri bikih 3 in 4 in 21. dan poskusa pri biku
2.

8. Ce v kriogeni posodi zmanjka tekotega dusika, ima osemenjevalec nekaj dni ¢asa, da
tekoci dusik dolije in s tem obdrZi predpisano kakovost semena za osemenjevanje, ¢e

se v tem obdobju na slamicah niso pojavili ledeni kristal¢ki.
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6 POVZETEK

Po postopkih odvzema, razredCevanja in globokega zamrzovanja semena bikov hranijo v
osemenjevalnih centrih doze semena v slamicah v kriogenih posodah, ki so napolnjene s
teko¢im dusSikom. Nizka temperatura (okrog — 190 °C) zagotavlja prezivitveno in oploditveno
sposobnost semencic po odtajanju. V kriogeni posodi se temperatura spreminja v odvisnosti
od nivoja tekoCega duSika v njej. ZviSevanje temperature v posodi negativno vpliva na

prezivitveno sposobnost semencic. To je hipoteza, ki smo jo v diplomski nalogi preverjali.

Z analizami v opravljenem poskusu smo ugotavljali, pri kateri temperaturi v kriogeni posodi
seme po odtajanju ne ustreza ve¢ kriteriju kakovosti za umetno osemenitev, to je 50 %
progresivno gibljivih semencic neposredno po odtajanju in 40 % po 24-tih urah hranjenja pri
temperaturi 4 °C. Po standardnem postopku smo $tirim bikom isti dan odvzeli seme (dva
ejakulata) in ocenili njegovo kakovost, ga razred¢ili in globoko zamrznili. Za razredcitev smo
uporabili komercialni razred¢evalec Andromed (Minitub, Nemcija). Seme smo razredcili tako,
da je bilo v vsaki dozi (plasti¢ne slamice z volumnom 0,5 ml) okrog 40 x 10° semenéic. V
kriogeno posodo smo nalili 7 cm tekocega duSika tako, da je duSik pokrival vrh kanistra s
semenom in ga po izhlapevanju nismo dodajali. Vsak dan smo potem merili nivo tekocega
dusika v posodi in temperaturo na dnu in vrhu kanistra. Od zamrznjenih doz vsakega bika smo
vsak dan poskusa vzeli iz kanistrov po pet (5) doz (slamic, 0,5 ml) semena in v odtajanem
semenu ter v istem semenu, potem ko je bilo 24 ur hranjeno pri temperaturi 4 °C, izmerili
delez progresivno gibljivih semencic z racunalniskim programom CMA (Cell Motion

Analyser).

Seme bikov, ki smo ga uporabili v poskusu je bilo dobre kakovosti. Volumen prvega ejakulata
posameznega bika je bil manjsi, kot volumen drugega ejakulata, v prvem ejakulatu je bila
vecja koncentracija semencic, kot v drugem. NajmanjSi volumen obeh ejakulatov skupaj je
imel bik 2 (6,4 ml) in najvecjega bik 1 (13,0 ml). Povprecna koncentracija semencic je bila
najmanj$a v ejakulatih bika 2 (1,00 x 10°/ml) in najveéja v ejakulatih bika 1 (1,48 x 10°/ml).
Ocena valovanja je bila najbolj$a pri biku 1 (4 v obeh ejakulatih) in najslabsa pri biku 2 (3 in
2). Ta ocena je povezana z gostoto semena. Po razredcCitvi je bil delez progresivno gibljivih

semencic v semenu bika 1 boljse (75 %) kot v semenu bika 2 (70 %). Tudi delez vitalnih
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semencic, ugotovljen s supravitalnim barvanjem, je bil pri biku 1 najvecji (76 %). Ostala dva
bika sta po ocenah semena boljSa od bika 2 in slabsa od bika 1. Izjema je le najmanjsi delez
vitalnih semencic po supravitalnem barvanju, ki je bil pri biku 4 najmanjsi (68 %). Kljub tem
razlikam med biki je seme vseh Stirih bikov, ki smo ga uporabili v poskusu, ustrezalo

doloc¢ilom Pravilnika o pogojih oploditvene sposobnosti semena domacih zivali (2005).

V prazni kriogeni posodi, v katero smo natocili do nivoja 7 cm tekoci dusik, se je nivo dusika
znizeval od 0,4 do 1,5 cm na dan. Enajsti dan poskusa v posodi ni bilo ve¢ duSika.
Temperaturo smo vsak dan merili na dnu posode. Prvi dan smo izmerili v posodi — 186,2 °C in
10. dan — 185 °C. Po tem se je temperatura postopno zvi$evala in 18. dan presegla ledisce. V
nadaljevanju poskusa smo v isto kriogeno posodo natocili do nivoja 7 cm tekoci duSik in
vlozili kanistre s semenom v slamicah. Dusik je segal do zgornjega roba kanistra. Nivo dusika
se je znizeval v povprecju za 0,2 do 1,2 cm na dan. Petnajsti dan poskusa v posodi ni bilo ve¢
dusika. Temperatura, merjena na dnu posode se je dvigovala pocasneje, kot v posodi brez
semena. Stirinajsti dan je bilo v posodi $¢ vedno — 180 °C. Do 22. dne poskusa temperatura v

posodi ni dosegla ledisca.

V izmerjenih vrednostih delezev progresivno gibljivih semencic v vzorcih po odtajanju in po
24-tih urah hranjenja pri 4 °C v semenu §tirih bikov do 18. dne poskusa med biki ni bilo
statisticno znacilnih razlik. Ko smo primerjali progresivno gibljivost semencic v odtajanem
semenu med obdobjema 1. do 14. dan in 15. do 18. dan prav tako nismo ugotovili statisticno
znacilnih razlik. Delez progresivno gibljivih semencic je bil v odtajanem semenu neposredno
po odtajanju, statisticno znacilno vecji, kot v istih dozah semena po 24-tih urah hranjenja pri
temperaturi 4 °C. V povprecju se je do 18. dne v 24 urah zmanjSeval za 5,2 %, v prvih 14.
dneh za 5,6 % in od 15. do 18. dne za 4,0 %. Sklepamo, da nivo tekocega dusika in zviSevanje
temperature v posodi do 18.dne poskusa, ko v posodi Ze §tiri dni ni bilo vec tekocega dusika in

je bila temperatura na dnu posode -133,0 °C, nista vplivala na izmerjeni delez.

Delez progresivno gibljivih semencic je bil v odtajanem semenu neposredno po odtajanju
statistino znacilno vecji kot v istih dozah semena po 24-tih urah hranjenja pri temperaturi 4
°C. V povprecju se je do 18. dne v 24 urah zmanjseval za 5,2 %, v prvih 14. dneh za 5,6 % in

progresivno gibljivih semencic ne po odtajanju in ne 24 ur po tem.
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V semenu, ki smo ga tekom poskusa vsak dan pregledovali, se je delez progresivno gibljivih
semencic zmanjSal pod kriticno mejo (50 %) pri biku 1 Ze 19. dan poskusa pri temperaturi
101,1 °C, pri bikih 3 in 4 20. dan poskusa pri temperaturi — 76,1 °C in pri biku 2 21. dan
poskusa pri temperaturi — 45,3 °C. Verjetno je, da lastnosti semena posameznega bika
vplivajo na prezivitveno sposobnost semencic v postopku globokega zamrzovanja. Ta
hipoteza zahteva poglobljene statisti¢éne analize podatkov iz opravljenega poskusa in dodatne

raziskave.

Pri temperaturi — 77,3 °C na dnu kanistra so se na slamicah s semenom pojavili drobni beli
ledeni kristal¢ki. Primerjava dobljenih rezultatov meritev progresivne gibljivosti semencic s
pojavom teh kristalckov omogoca sklep, da je pojav teh kristalckov na slamicah znak, da seme

v slamicah ne ustreza vec kriterijem semena, ki je uporabno za umetno osemenjevanje.

Pri oceni vrednosti rezultatov raziskave moramo upostevati dejstvo, da smo proucevali vplive
sprememb v temperaturi v kriogeni posodi na progresivno gibljivost semencic. Ta je povezana
z oploditveno sposobnostjo semencic. Vendar pa lahko poviSevanje temperature ob
skladis¢enju prizadene tudi oploditveno sposobnost gibljivih semenéic. Ce bi hoteli preveriti
to hipotezo, bi morali opraviti usmerjen poskus z osemenjevanjem krav s semenom, ki je bilo
izpostavljeno visjim temperaturam v kriogeni posodi in je Se obdrzalo progresivno gibljivost

semencic.
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