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Virtaussytometrisesti lajitellun sonnin sperman laatu alkiotuotannossa
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Lypsykarjalla sperman sukupuolilajittelulla on monta etua: nuorten sonnien testityttdrien tuottaminen
pienemmilld siemennysmaéérilld, huippusonnien X-sperman kéyttd parhaille lehmille ja lihasonnien Y-
sperma keskitason lehmille. Tehokkain tapa varmistaa naudan alkioiden ja niistd syntyvien vasikoiden
sukupuoli on kiyttdd X- ja Y-fraktioihin lajiteltua spermaa hedelmoityksessa, jolloin ldhes kaikki tuo-
tetut alkiot ovat haluttua sukupuolta. Lajittelemattomalla spermalla tuotetuista alkiosta haluttua suku-
puolta on teoriassa noin puolet. Yhdysvaltalaisen XY Inc.:n kehittdmé ja patentoima virtaussytometri-
noa, joka on kaupallistettu. Lajiteltua spermaa voidaan myos pakastaa, mikd on suuri etu sperman
logistiikan kannalta.

Maa- ja metsdtalousministerion ja jalostus- ja elintarviketeollisuuden rahoittamassa tutkimus-
hankkeessa selvitettiin XY Inc.:n patentoimalla menetelmélld lajitellun sperman laatua ja lajitteluun
kéytettyjen sonnien vilisid eroja alkioiden laboratoriotuotannossa ja alkiohuuhtelusiemennyksissé.
Kokeissa kdytetty holstein-friisildissonnien sperma ostettiin Cogent Ltd:1td Englannista.

Laboratoriossa lajitellun sperman sulatuksen jélkeinen eldvyys oli silmédmaéréisessa tarkastelus-
sa lajittelematonta spermaa heikompi. X-sperma penetroi munasoluja heikommin ja X-spermalla he-
delmditetyt munasolut jakautuivat lajittelemalla ja Y -spermalla hedelmditettyjd munasoluja heikom-
min. Y-sperma tuotti eniten ja laadullisesti parhaita siirtokelpoisia alkioita. X- ja Y-spermalla tuote-
tuista siirtokelpoisista alkioista keskimadrin 10% oli vadraa sukupuolta.

Hiehoilla ja lehmilla tehdyissd alkionhuuhteluissa verrattiin lajittelematonta ja X-spermaa. Vain
X-spermalla siemennetyistd luovuttajista 10ydettiin hedelmoityméttémid munasoluja. Siirtokelpoisten
tai kehityksessd pysdhtyneiden alkioiden osuuksissa ei lajittelemattoman ja X-sperman valilla ollut
vastaavaa eroa.

Vastaavana ajanjaksona tilatasolla yhteensd 30 karjanomistajaa kéytti kolmen Englannista tuo-
dun sonnin lajiteltua X-spermaa hiehojen ja lehmien alkionhuuhtelusiemennyksissd. Myo0s téssd ai-
neistossa X-spermalla saatiin lehmilld vihemmaén siirtokelpoisia alkiota ja enemmén hedelmoitymaét-
tomid munasoluja kuin vastaavana ajanjaksona suomalaisilla holstein-friisildissonneilla tehdyissa
huuhteluissa. Alkiontuotantotuloksissa oli myos sonnien vilisid eroja.

Tulokset osoittavat, ettd XY Inc.:n kehittima lajittelumenetelma on erittiin luotettava.
Lehmille tarvittanee useampia siemennyksii ja/tai isompia siemennysannoksia kuin hichoilla. Keino-
siemennyssonnien soveltuvuus lajitteluun on arvioitava yksilokohtaisesti.

Avainsanat: lehma, alkio, sukupuolilajittelu, X-sperma, Y-sperma
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Johdanto

Maa- ja metsdtalousministerion ja jalostus- ja elintarviketeollisuuden rahoittaman tutkimushankkeen
yhtend tavoitteena oli arvioida téll4 hetkelld ainoalla kaupallistetulla, yhdysvaltalaisen XY Inc.:n pa-
tentoimalla menetelmalld lajitellun (Johnson 2000) sonnin sperman kayttokelpoisuutta koeputkialkio-
tuotannossa laboratoriossa (in vitro) ja alkionhuuhtelusiemennyksissd (in vivo) seka lajitteluun kiytet-
tyjen sonnien vélisid eroja alkiontuotannossa. Lajitteluun kéytettyjen sonnien hedelmdityskyvyssa in
vitro on havaittu eroja (Lu & Seidel Jr. 2004) ja lajitellulla spermalla tuotettujen koeputkialkioiden on
raportoitu kehittyvén lajittelemattomalla spermalla tuotettuja verrokkialkioita hitaammin (Lu ym.
1999). My®ds alkionhuuhteluissa lajiteltu sperma on hedelmdittényt munasoluja lajittelematonta sper-
maa heikommin (Schenk ym. 2005).

Munasolujen hedelméitys X- ja Y-fraktioihin lajitellulla spermalla on tehokkain tapa varmistaa
naudan alkioiden ja niistd syntyvien vasikoiden sukupuoli, silld tilldin l&hes kaikki tuotetut alkiot ovat
haluttua sukupuolta. Vaikka alkion sukupuoli voidaan méérittdd myds ennen siirtoa alkiosta otetusta
ndytepalasta (Peura ym. 1991), on lajittelemattomalla spermalla tuotetuista alkioista haluttua suku-
puolta teoriassa vain noin puolet. Lisdksi, ndytepalanotto ja sen jidlkeinen pakastus alentaa alkion elin-
kykya kokonaisiin alkioihin verrattuna, mikd on havaittavissa alkioiden tiinehdyttdvyyden laskuna
(Gustafsson ym. 1994, Shea 1999, Hasler ym. 2002). Sonnin sperman sukupuolilajittelulla on monta
etua maitotiloilla. Tarvittava mééra nuorten sonnien testityttarid saadaan pienemmaélld siemennysméaa-
rdlld. Toisaalta huippusonnien X-spermalla voidaan siementda karjan parhaat lehmit karjan keskimié-
rdisen jalostusarvon parantamiseksi. Lihasonnien Y-spermaa voidaan puolestaan kéyttda karjan keski-
tason lehmille lihantuotannon tehostamiseksi.

Aineisto ja menetelmiit

Alkioiden laboratoriotuotanto
Laboratoriotutkimuksissa selvitettiin lajitellun holstein-friisildissonnin, Picston Shaker FFF93568B,
X- ja Y-sperman eldvyyttd, hedelmoityskykya sekd tuotettujen alkioiden lukumaiirad, kehitysaikatau-
lua ja laatua P. Shakerin lajittelemattomaan spermaan ja kontrollisonniin verrattuna. Kokeessa kéytetty
pakastettu sperma ostettiin Englannista (Cogent Ltd). Alkioiden laboratoriotuotannossa munasolut
kerattiin teurasmunasarjoista. Kunkin teurastamoerdn munasolut jaettiin satunnaisesti kolmeen koe-
ryhméén, joissa ne hedelmditettiin erilaisella spermalla (X-, Y- ja lajittelematon sperma). Hedelmdi-
tyksen jidlkeen muodostettiin neljds koeryhma (X+Y), jossa samaan viljelyryhméén laitettiin yhtd mon-
ta X- ja Y-spermalla hedelmoéitettyd munasolua. Viljelyn lopuksi, kaikkien tuotettujen alkioiden su-
kupuoli tarkistettiin (Bredbacka & Peippo 1992) lajitellun sperman puhtausasteen méaarittelemiseksi.
Aineisto analysoitiin satunnaistettujen tdydellisten lohkojen koeasetelman mukaisesti, jossa teu-
rastamoerd oli lohkotekijéni ja X, Y, X+Y ja lajittelematon verrokki muodostivat neljd kasittelyryh-
mad. Analysoidut muuttujat (Taulukko 1) noudattivat binomijakaumaa, mistd johtuen ne analysoitiin
kéayttden ehdollista logistista regressiota (Collett 2003; CYTEL Software Corporation 2002). Tilastol-
liset mallit sovitettiin LogXact 5:114 (CYTEL Software Corporation, Cambridge, MA, USA).

Alkionhuuhtelut

MTT:n Pohjois-Savon tutkimusasemalla Maaningalla holstein-friisildis-hiehoilla ja -lehmilld tehdyissa
alkionhuuhteluissa verrattiin 16ydettyjen alkioiden lukumiéraa ja laatua P. Shakerin, lajittelemattomal-
la ja X-spermalla spermalla tehtyjen huuhtelusiemennysten vélilla.

Lisdksi, yhteensd 30 karjanomistajaa siemensi hichoja ja lehmid kolmen Englannista tuodun
sonnin (Picston Shaker FFF93568B, Cogent Courier FFF93588C, Overside Dreamer FFF93796B) X-
spermalla alkionhuuhteluissaan. Tdmén osatutkimuksen vertailuaineisto koostui vastaavana aikana 35
suomalaisella holstein-friisildissonnilla tehdyisté alkionhuuhteluista.

Lajiteltu X-sperma-annos sisélsi 2 miljoonaa siittiotd ja kukin alkionluovuttaja siemennettiin
kohdunsarveen 2-3 kertaa kdyttden yhteensd 2-4 lajiteltua sperma-annosta. Lajittelemattomat sperma-
annokset sisélsivdt 10-15 miljoonaa siittiotd ja kukin alkionluovuttaja siemennettiin kohdun runko-
osaan 2-3 kertaa kdyttden yhteenséd 2-3 sperma-annosta.
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Tulokset ja tulosten tarkastelu

Alkioiden laboratoriotuotanto (Taulukot 1 ja 2)
Silmadmadrdisessd mikroskoopilla tehdyssd tarkastelussa lajitellun sperman X- ja Y-fraktioiden sula-
tuksen jélkeinen eldvyys (30%) oli lajittelematonta spermaa (50%) heikompi.

In vitro -aineisto koostui 9 teurastamoeristi ja yhteensi 4569 hedelmoitetystd munasolusta. He-
delmoityksessd X-sperma penetroi munasoluja muita ryhmid huonommin ja X-spermalla hedelmdite-
tyt munasolut jakautuivat muita ryhmid heikommin. Tutkituista ryhmistd Y-sperma tuotti eniten siirto-
kelpoisia alkioita. Myds alkioiden laatu oli paras Y-spermalla tuotetussa ryhmaésséd. X- ja Y-spermalla
tuotetuista siirtokelpoisista alkioista keskimdarin noin 10% oli vdirad sukupuolta.

Vastaavanlaisella koeasetelmalla, mutta tuorespermaa kdyttden Beyhan ym. (1999) havaitsivat,
ettd sperman penetraatiofrekvenssi poikkesi merkitsevésti vain lajittelemattoman ja X-sperman valilld
eikd eroa havaittu X- ja Y-spermojen vililld. My0s téssd tutkimuksessa seké lajittelemattomalla etti
Y-spermalla hedelmditetyt munasolut jakautuivat kuitenkin X-spermalla hedelmditettyjd paremmin.
Lisdksi, siirtokelpoisten alkioiden osuus hedelmditetyistd munasoluista oli sekd X- ettd Y-spermalla
lajittelematonta spermaa pienempi.

Taulukko 1. Alkioiden laboratoriotuotanto virtaussytometrisesti lajitellulla Picston Shaker FFF93568B sonnin
spermalla.

Sperma Penetraatio | Normaaleja Jako-% | Siirtokelpoisia I laatuluokkaa | Uroksia siirto-
(%) hedelméityksid alkioita siirtokelpoisista | kelpoisista

(%) munasoluista (%) | alkioista (%) | alkioista (%)

X 58,0 73,3 65,5 27,3 31,0 12,6

Y 89,8 59,7 81,4 32,8 40,0 89,0

Lajittelematon

verrokki 90,0 61,5 74,8 28,9 19,4 46,2

Verrokki

sonni " 83,3 67,6 84,6 34,0 6,2 -

1) Eimukana tilastollisissa analyyseissé

Taulukko 2. Tilastolliset merkitsevyydet alkioiden laboratoriotuotannossa virtaussytometrisesti lajitellulla Pics-
ton Shaker FFF93568B sonnin spermalla.

Vertailu Penetraatio | Normaaleja Jako-% Siirtokelpoisia I laatuluokkaa
(%) hedelméityksid alkioita siirtokelpoisista
(%) munasoluista (%) | alkioista (%)
X _ Y skeksk * sksksk kek *
X — lajittelematon verrokki HAK 0 oA ok
Y — lajittelematon verrokki ok 0 oAk

Alkionhuuhtelut (Taulukot 3 ja 4)

MTT:n Pohjois-Savon tutkimusaseman aineistossa vain X-spermalla siemennetyistd huuhteluista 15y-
dettiin hedelmoitymittomid munasoluja. Siirtokelpoisten tai kehityksessd pysédhtyneiden alkioiden
osuuksissa ei tutkittujen ryhmien valilld ollut vastaavaa eroa.

Myo6s koko Suomen aineisto (sisdltden MTT:n huuhtelut) osoitti, ettd X-spermalla saadaan eten-
kin lehmilld vihemmain siirtokelpoisia alkiota ja enemmin hedelmoityméttoémid munasoluja kuin vas-
taavana aikana suomalaisilla holstein-friisildissonneilla tehdyissd huuhteluissa (Taulukko 3). Lisdksi
sonnien vililld on eroja alkiotuotantotuloksissa (Taulukko 4).
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Taulukko 3. Valtakunnalliset alkionhuuhtelutulokset virtaussytometrisesti lajitellulla X-spermalla.

Siemennys Huuhtelut kpl Alkioita / Siirtokelpoiset | UFO:t* Degeneroituneet
(0-huuhtelut' %) |huuhteluka | alkiot % % alkiot® %

Hiehot:

X-sperma’ 51(25.5) 6.1 54.1 27.9 18.0

Lajittelematon

sperma’ 129 (24.0) 7.4 66.2 16.2 17.6

Lehmiit:

X-sperma’ 21 (42.9) 10.3 27.2 52.4 20.4

Lajittelematon

sperma’ 81 (19.8) 8.4 67.9 16.7 15.5

Yhteeensa:

X-sperma’ 72 (30.6) 7.3 42.5 38.4 19.2

Lajittelematon

sperma’ 210 (22.4) 7.8 66.7 16.7 16.7

" huuhtelut, joista ei saatu yhtin siirtokelpoista alkiota

? hedelmditymittdmit munasolut (UnFertilised Oocytes)
? hedelméittyneet munasolut, joiden kehitys pysahtynyt jo alkuvaiheessa
* Picston Shaker FFF93568B, Cogent Courier ET FFF93588C, Overside Dreamer ET FFF93796 B
> kéytetty 35 suomalaisen holstein-friisildissonnin spermaa

Taulukko 4. Sonnikohtaiset valtakunnalliset alkionhuuhtelutulokset virtaussytometrisesti lajitellulla X-

spermalla.

Sonnit Huuhtelut kpl Alkioita / Siirtokelpoiset | UFO:t* Degeneroituneet
(0-huuhtelut' %) | huuhtelu ka | alkiot % % alkiot’ %

Picston Shaker 33 (30.3) 9.6 42.7 41.7 15.6

FFF 93568 B

Cogent Courier ET 31 (35.5) 5.8 43.1 34.5 22.4

FFF 93588 C

Overside Dreamer ET 8 (12.5) 3.7 48.6 24.3 27.0

FFF 93796 B

"huuhtelut, joista ei saatu yhtin siirtokelpoista alkiota
? hedelmditymittdmit munasolut (UnFertilised Oocytes)
3 hedelmbittyneet munasolut, joiden kehitys pysahtynyt jo alkuvaiheessa

Myds Schenk ym. (2005) raportoivat lajitellun sperman kayton alentavan alkiosaaliita huuhte-
luissa, jos kiytetty sperma-annos sisilsi vihemmain kuin 20 miljoonaa siittiota.

Johtopiatokset

Tulokset osoittavat, ettd XY Inc.:n kehittdma lajittelumenetelmd on erittiin luotettava. X-spermalla
lehmille tarvitaan kuitenkin useampia siemennyksid ja/tai isompia siemennysannoksia kuin hiehoilla.
Lisdksi suomalaisten keinosiemennyssonnien soveltuvuus lajitteluun on arvioitava sonnikohtaisesti
eldinten vélilld mahdollisesti olevien erojen vuoksi.
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