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Podstatou spésobu zmrazovania podla vy-
nélezu je, Ze odobraty ejakulat sa po ekvi-
libraénej dobe odstraiiuje pri otdckach 2800
aZ 3000 min."! po dobu 5 min., po kterych
sa semennd plazma oddeli, predriedi riedi-
dlom a ochladi sa na 5 °C. Do riedidla sa
pridajia 2 % glycerinu a t§ymto sa po vychla-
deni predriedenej spermy doriedi. Po dorie-
deni sa zmrazuje v suchom lade a v teku-
tom dusiku, priCom pred insemindciou sa
rozpusti v rozmrazovacej tekutine.

Vynéalez je moZné vyuZit na uchovanie
kanfej spermy pre insemindciu oSipanych
bez &asového a priestorového obmedzenia
tak, ako je to u hovddzieho dobytka.
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Vynalez rieS§i spdsob Kkonzervdcie a u-

skladnenia kanéej spermy pre neobmedzené
fasové a priestorové pouZitie.

Doterajsie spracovanie a konzervécia kan-

gej spermy sa uskutoliiuje pri beZnych fy-

ziologickych teplotdch, o neumoZiinje je-

ho konzervaciu a uskladnenie pre neobme-
dzené Casové pouZitie. Tieto metédy v pod-
state predstavuji len riedenie Cerstvej kan-

¢ej spermy s moZnostou pouZitia do 5 dni

po jeho odobrati od plemennikov. Si zndme
pokusy zmrazovania kanéieho spermatu pri-

spOsobenim met6édy zmrazovania bytieho
spermatu. Pri tomto spOsobe sa dosiahli

dost dobré vysledky v motilite 25 aZ 30 %,

avSak zabrezdvanie bolo velmi nizke 20 aZ

25 %. Je zndma i metéda zmrazovania kan-

gieho spermatu v polyamidovych trubid-
kdch. Pri tejto metéde sa ziskalo zabreza-
vanie 38 b, motilita 30 aZ 35 %, a 55 aZ 60
percent normélnych akrozomov. Uvedené
metody Kkonzervdcie kandej spermy maji
nevyhody v nizkej prasnosti a plodnosti

prasnic, ¢oho ddésledkom je nizka efektiv-
nost pri zabezpetovani reprodukcie v cho-
ve oSipanych, o brani vyuZivaniu v Sirokej
plemendrskej praxi.

Uvedené nedostatky odstrafiuje spdsob
zmrazovania kancej spermy podla vynélezu,
ktorého podstatou je, Ze prefiltrovany a od-
stdaty ejakuldt sa odstredi pri ota¢kach 2800
aZ 3000 min."! po dobu 5 min., po ktorych
sa oddeli semennd plazma a ¢&istd koncen-
trovand sperma sa predriedi riedidlom, pri-

pravenym homogenizdciou vajetného Zitka,

TES — N — TRIS pozostdvajiceho z hydro-

xymetylu, metyl-2-aminoetanu, Kyseliny si-
rovej, THIS pozostdvajiceho z aminocetanu

a hydroxymetylu, glukézy, glycerinu a na-
triumlaurylsulfatu s redestilovanou vodou,
riedidlo sa odstredi pri otackach 10000
min.~! a priddva sa v mnoZstve 5 ml na 1
inseminatni ddvku, ochladi sa na 5 °C, pri-

om sa do riedidla pridd glycerin s podie-
lom 2 % hm. a tymto sa dorieduje po kvap-

kdch v mnoZstve 5 ml na 1 inseminaéni
davku za stdleho mieSania, po ktorom sa
zmrazuje v suchom lade a tekutom dusiku.

MnoZstvo riedidla na predriedenie kon-
centrovanej spermy sa vypod&ita podla vzta-
hu
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priom
— podet davok

na odstredenie
aktivita v % &erstvého ejakulatu

— koncentrdcia v tis. spermii &erstvého

ejakulatu
— percento pathologickych spermii
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Zmrazovanie sa vykondva na suchom la-
de, v ktorom sa predtym vyhlbili jamky na
pilulky, pritom nakvapkédvanie sa vykondva

— objem d{erstvého ejakuldtu pouZitého
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na velkost 0,2 ml. Po zmrazeni sa pilulky
presypd do tekutého dusika, kde m6Zu byt
skladované neobmedzene dlha dobu.

Pred pouZitim sa pilulky rozmrazia v roz-
mrazovacej tekutine, ktord sa pripravi roz-
pustenim chelatonu IV, glukézy, hydrouhli-
Citanu sodného a citrdtu sodného v redesti-
lovanej vode pri 38 °C. Na rozmrazenie jed-
nej inseminacnej davky, t. j. 50 piluliek sa
pouZije 70 ml rozmrazovacej tekutiny 50 °C
teplej. ’ :

Vyhodou navrhovaného spdsobu podla
vynélezu je, Ze umoZiluje spracovanie, kon-
zervaciu a uskladnenie kandej spermy s
moZnostou rozmrazovania pri vykone inse-
mindcie prasnic, o umoZiiuje vyuZivat in-
semindciu oSipanych bez fasového a prie-
storového obmedzenia tak, ako je to u ho-
védzieho dobytka. Pritom dosiahnuté vysled-
ky plodnosti zmrazenou spermou predsti-
huja vysledky plodnosti dosiahnuté &erst-
vou spermou. Zmrazovanie spermy umoZiiu-
je podstatné zdokonalenie realizdcie pripa-
rovania a tym i uplatnenie dosial nemoz-
nych metéd plemenitby a Slachtenia oSipa-
nych.

V nasledujicej asti je vyndlez objasne-
ny prikladom pripravy ejakuldtu pred zmra-
zovanim a insemindciou, ktorym sa samo-
zrejme jeho rozsah nevyerpéava, ani. inak
neobmedzuje.

Priklad prevedenia

Ejakulat odobraty rufnou metédou do
500 ml skleneného odberného valca umiest-
neného v umelej vagine vytemperovanej
teplou vodou v plasti vaginy na 37 °C sa
preleje cez dvojity filter sterilnej gazy do
odmerného valca o obsahu 500 ml.

Z mnoZstva ziskaného ejakuldtu sa odo-
berie 10 ml pre ucely laboratérneho vyse-
trenia. Sperma v odmernom valci sa pone-
cha odstat 30 aZz 60 min., o je ekvilibracna
doba, pri laboratérnej teplote. Pofas tejto
doby sa prevedie laboratorne vysetrenie e-
jakuldtu. Zisti sa pH acidimetrom, pri¢om
hodnoty maji byt v rozmedzi 6,8 aZ 7,2. Ak-
tivita sa zisti mikroskopicky, najnizSia hod-
nota 70 %. Koncentrdcia sa zisti fotokolo-
rimetricky, alebo na Bilirgerovej komorke;
najniz8ia hodnota 250 tis. na ml. Morfolo-
gické zmeny sa zistia metédou podla Farel-
lyho, pripustné morfologické zmeny sia do
20 %, z toho nezrelych spermii s protoplaz-
matickou kvapkou do 10 %.

Dalej sa pripravi riedidlo, ktoré pozosta-
va z
TES—N—TRIS (hydroxymetyl, metyl-2-ami-

noetan, kyselina sirovd) v mnoZstve 1,1 g
TRIS (hydroxymetyl, aminoetan]) v mnoZ-

stve 2,2 g
glukézy 3,2 g
glycerolu 3 %, t.j. 3,3 g
vajetného Zitku 22 ml
natrium-lauril-sulfdtu 0,5 ml
natriumlaurylsulfatu 0,5 ml
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Riedidlo sa pripravi tak, Ze vajetny ZItok
po pridani 10 ml redestilovanej vody sa ho-
mogenizuje mixerom po dobu 5 min. Medzi
tym sa dalSie komponenty: TES—N—TRIS,
TRIS a glukdza rozpustia v 50 ml redesti-
lovanej vody 40 °C teplej. Po rozpusteni
komponentov a ddékladnej homogenizécii sa
ZItok vleje do rozpustenych Gasti riedidla.
Po premie3ani sa ohsah doplni redestilova-
nou vodou 35 °C teplou na 100 ml. V dal-
"Som sa pridd 0,5 ml natriumlaurylsulfdtu a
3,3 ml glycerinu. Takto pripravené riedidlo
sa odstreduje v skimavkdch s obsahom 8
mililitrov na odstredivke po dobu 8 min. pri
otdtkach 10000 min.”l. Po odstredeni sa
tekuty obsah riedidla preleje do odmerné-
ho valca s obsahom 150 ml, sediment sa zo
skiimaviek odstrdni a v dalSom sa nepo-
uZiva.

Po uplynuti ekvilibratnej doby sa ejaku-
14t v odmernom valci premieSa a rozdeli sa
do sktmaviek s obsahom 12 ml a odstredu-
je sa na odstredivke beZne pouZivanej pri
zistovani tukovosti mlieka pri otackach
1375 min.”! po dobu 20 min. Mé%u sa po-
uZit i otacky 2800 aZ 3000 min.~! po dobu
5 min. Po odstredeni sa semennd plazma zo
skiimaviek odsaje a v skimavke ostane Cis-
t& koncentrovanéd sperma. Teplote spermy
sa prispOscbi i teplota riedidla, ktoré sa do
jednotlivych sktmaviek pridd po kvapkéach
za stdleho mieSania v mnoZstve vypofita-
nom podla vzorca
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Na jednu inseminalni davku sa pouZije
5 m! riedidla.

Po ukondeni predriedenia sa predriedend
sperma vleje do flakonu urfeného pre in-
semindciu o3ipanych a takto pripravend sa
vloZi do vodného ktupela tak, aby teplota
kiipela a predriedenej spermy bola rovna-
ka. Schladzovanie prebieha postupne v
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chladnicke, ktord je nastavend na teplotu
+5°C. Schladzovanie na uvedeni teplotu
trvd 90 aZ 120 min. Zarovenl sa pripravi z
ostdvajicej Casti riedidla mnoZstvo na do-
riedenie po schladeni. PouZija sa tie mnoZ-
stvd riedidla, ktoré boli pouZité na predrie-
denie. Do pripraveného mnoZstva riedidla
sa pridd glycerin podielom 2 % hm., t. j.
3,3 ml a dobre premieSané sa vloZi do
chladni¢ky k schladeniu na --5 °C.

Po schladeni predriedenej spermy a rie-
didla sa pristiipi k doriedovaniu, ktoré sa
robi postupne po dvoch aZ troch kvapkéch
pomocou pipety za stdleho mieSania. Na
jednu inseminatnd dobu sa pouZije 5 ml
riedidla na doriedenie. Po doriedeni sa i-
hned zmrazuje.

Zmrazovanie prebieha v suchom lade, v
ktorom sa vyhlbili jamky na pilulky. Na-
kvapkavanie sa vykondva pipetou na vel-
kost 0,2 ml. Zmrazovanie na suchom lade
irva 7 min. Po zmrazeni sa pilulky presypi

cez lievik do mastoviek, v ktorych je teku-

ty dusik. Takto zmrazend sperma sa usklad-
nuje v kontajneroch, kde moéZe byt sklado-
vand v tekutom dusiku neobmedzeni dobu.

K rozmrazovaniu piluliek pred inseminé-
ciou sa pouZije rozmrazovacia tekutina, kto-
rd sa pripravi rozpustenim chelatonu IV
v mnoZstve 1,2 g, glukdézy v mnoZstve 60 g,
hydrouhli¢itanu sodného v mnoZstve 0,40 g
a citratu sodného v mnoZstve 1,5 g v 1000
mililitrov redestilovanej vody pri teplote
38 °C.

Jedna inseminand davka predstavuje 50
piluliek, ktoré sa vyberd z kontajnera a ne-
chaji sa odparit po dobu 60 aZ 90 sek. Po
odpareni sa pilulky postupne vysypi do
rozmrazovacej tekutiny ohriatej na 50 °C a
obsahu 70 ml. Rozmrazovacia tekutina je
ohrievand priamo vo flakone vo vodnej
kipeli. Takto pripravend inseminalna d4v-
ka sa ihned pouZije k inseminécii.

PREDMET VYNALEZU

Spbsob zmrazovania kanfej spermy v te-
kutom dusiku vyznadujtici sa tym, Ze sa o-
dobraty ejakuldt pri teplote 37 °C prefiltru-
je, nechd sa odstat na dobu 30 aZ 60 min,
po ktorej sa rozdeli do sktimaviek a odstre-
duje sa pri otdCkach 2800 aZ 3000 min~! po
dobu 5 min, po ktorych sa semennd plazma
oddeli a distd koncentrovand sperma sa
predriedi riedidlom, pripravenym homoge-
nizdciou vajetného #Itka, TES—N—TRIS po-
zostdvajiceho z hydroxymetylu, metyl-2-
-aminoetanu, kyseliny sirovej, TRIS pozo-

stdvajiceho z aminoetanu a hydroxymetyly,
glukozy, glycerinu a natriumlaurylsulfatu s
redestilovanou vodou, riedidlo sa odstredi
pri otad¢kach 10000 min~! a priddva sa v
mnoZstve 5 ml na jednu inseminatnd dav-
ku, ochladi sa na 5 °C, priCom sa do riedi-
dla pridd glycerin s podielom 2 % hm. a
tymto sa dorieduje po kvapkdch v mnoZ-
stve 5 ml na jednu inseminana dévku za“
stdleho mieSania, po ktorom sa zmrazuje v
suchom lade a tekutom dusiku.
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