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1. Einleitung und Fragestellung

1. EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

1.1. Bedeutung der kiinstlichen Besamung beim Pferd

Die Bedeutung der kiinstlichen Besamung (KB) in der Pferdezucht hat in den
letzten Jahren deutlich zugenommen. Grinde dafir sind vor allem die hohen
Anforderungen in Bezug auf die Leistungsfahigkeit der Hengste im
Sportbereich sowie die eingeschrankte Verfugbarkeit der Hengste wahrend
der Zuchtsaison. Die Nachfrage nach Samen von in- und auslandischen
Hengsten mit sehr guten Sportleistungen ist besonders in der Warmblutzucht
gestiegen. In Schweiz wird die kinstliche Besamung vor allem beim
Schweizer Warmblut und einigen, in der Schweiz wenige verbreiteten
Pferderassen wie Araber, Achal Tekkiner, Friese und Quarter Horse,
durchgefuhrt. Sofern mdglich, wird Kihl- oder Frischsamen verwendet, da im
Vergleich zu Tiefgefriersamen hohere Trachtigkeitsraten erzielt werden
konnen. Aufgrund intensiver Betreuung weisen die mit Frisch- oder
Kihlsamen belegten Stuten haufig sogar bessere Befruchtungsergebnisse
auf als im Natursprung gedeckte Stuten.

Das erste Fohlen von einer mit tiefgefrorenem Samen belegten Stute wurde
1957 in Kanada geboren. In der Schweiz fanden erste KB-Versuche in den
60-er Jahren am Nationalgestit Avenches statt und die Geburt des ersten
Fohlens aus einer Gefriersamenubertragung erfolgte 1969. Aufgrund der
damals schlechten Trachtigkeitsergebnisse stagnierte das Interesse an der
Kryokonservierung von Hengstsamen wahrend langerer Zeit, hat aber in den
letzten Jahren im In- und Ausland immer mehr an Bedeutung zugenommen.
Grunde dafur sind vor allem die weitgehend geographische und zeitliche
Unabhangigkeit bezlglich Hengst- und Stutenstationierung. Dies ermoglicht
eine grossere Anzahl Stuten an gleichzeitig verschiedenen Orten besamen

zu kénnen, ohne dass diese unter Stresseinwirkung Uber langere Distanzen
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transportiert werden mussen. Zudem erlaubt der Einsatz von Gefriersamen
eine bessere Selektion und zuchthygienische Uberwachung wertvoller
Hengste und bedeutet letztlich auch eine erhéhte Sicherheit fir Mensch und
Tier. Heute werden in der Schweiz rund zwei Drittel der Zuchtstuten durch KB
gedeckt, ein Drittel davon mit Gefriersamen. Als Nachteil beim Einsatz von
Tiefgefriersamen muss im Vergleich zur Frischsamenibertragung der héhere
Arbeitsaufwand fir die Follikelkontrollen sowie eine geringere
Trachtigkeitsrate in Kauf genommen werden. Hauptgrund fur die
schlechteren Konzeptionsraten nach Gefriersamenibertragung sind vor allem
die durch das Einfrieren und Auftauen hervorgerufenen
Membranschadigungen, welche Vitalitat und Befruchtungsfahigkeit der
Spermien deutlich mindern. Unter gunstigen Bedingungen kdénnen aber am
Ende der Saison ebenfalls Trachtigkeitsraten von mehr als 80% erreicht
werden (Samper, 1995). Glnstige Bedingungen bedeuten eine gute Qualitat
des aufgetauten Samens sowie eine geschlechtsgesunde Stute, die unter
Follikel- bzw. Ovulationskontrolle zum richtigen Zeitpunkt besamt wird. Da die
Trachtigkeitsrate pro Zyklus mit Gefriersamen in der Regel geringer ist als mit
Kahl- oder Frischsamen (30-40% vs. 50%), mussen die Stuten pro Saison oft
mehrmals besamt werden.

Die Kryokonservierbarkeit des Samens schwankt individuell sehr stark. Nur
ca. 25% der Hengste erreichen mit Gefriersamen Trachtigkeitsraten, die mit
einer Frischsamenbelegung vergleichbar sind (Amann und Picket, 1987).
Entscheidend fir das Tiefgefrieren sind die Qualitdt des Frischsamens
(insbesondere die Motilitat und Dichte) und eine moglichst optimale

Samenverarbeitung (Zentrifugation und Gefrierprozess).
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1.2. Einflussfaktoren auf die Samenqualitat

Aus zahlreichen Untersuchungen wissen wir, dass unterschiedliche Faktoren
die Samenqualitat beim Hengst beinflussen kénnen. Besonders wichtig ist
das Management der Hengste, d.h. gute Haltungsbedingungen, eine
adaquate Futterung sowie genigend Bewegung und Pflege. Auch frequente
und regelmassige Deckeinsatze bzw. Samenentnahmen wirken sich in der
Regel positiv auf die Samenqualitat aus. Diese wird ebenfalls von der Rasse
beeinflusst, den es ist bekannt, dass zum Beispiel Friesenhengste
(Colenbrander et al., 1992) haufig eine schlechte Samenqualitat aufweisen
und viele Samenqualitatsparameter von der Rasse abhangig sind (Dowsett
und Knott, 1996).

Neben Managementfaktoren wird die Fortpflanzungsfunktion beim Hengst
auch durch jahreszeitliche Ver&nderungen der Lichtdauer (Photoperiodik)
beeinflusst. Aus mehreren Untersuchungen (Irvine und Alexander, 1982; Clay
und Clay, 1992) geht deutlich hervor, dass bei zunehmenden
Tageslichtlangen (Langtage) die Hodenfunktion und damit auch die
Konzentrationen testikularer Hormone (Testosteron, Oestrogene, Inhibin) im
Blut zunehmen. Dies fihrt zu einer Steigerung von Libido und
Spermatogenese  sowie  einer  Stimulation  der  akzessorischen
Geschlechtsdrisen (Harris et al., 1982). Da dieser photoperiodische Effekt in
unseren Breitengraden im ersten Halbjahr stattfindet, wird das Pferd zu den
frihjahrsbrinstigen Tieren gerechnet. Bei herbstbriinstigen Tieren, wie Schaf
und Ziege, liegen die Verhéltnisse gerade umgekehrt, da die
Gonadenaktivitat durch eine Abnahme der Lichtdauer (Kurztage) stimuliert
wird (Thun, 1995).

Waéhrend Uber jahreszeitliche Schwankungen der endokrinen Hodenfunktion
beim Hengst umfangreiche Studien vorliegen (Harris et al., 1982; Byers et al.,
1983; Nagata et al., 1998; Hoffmann und Landeck, 1999; Gerlach und Aurich,
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2000), lassen sich bezuglich Samenqualitat nur sparliche und zum Teil
widersprichliche Angaben (Johnson und Thompson, 1983; Magistrini et al.,
1987, Jasko et al., 1991) finden. Hinsichtlich Qualitatseigenschaften spielt bei
der Kuhl- und Gefriersamenproduktion die Individualitat des einzelnen
Hengstes eine entscheidende Rolle. Obwohl einige Autoren (Amann und
Pickett, 1987; Samper et al., 1994) berichten, dass sich gewisse Hengste
unabhéngig von der Qualitdt des Frischsamens fur den Gefrierprozess
besser eignen (good freezers) als andere (poor freezers), ist allgemein
bekannt, dass beim Frischsamen vor allem die Dichte und Motilitat auf die
Qualitat des Gefriersamens grossen Einfluss haben kdnnen (Samper et al.,
1994). Der verwendete Verdunner soll nach Pickett und Amann (1992) die
Gefrierbarkeit von Hengstsamen verbessern, wahrend Samper und Morris
(1998) dies in ihren Untersuchungen nicht bestatigen konnten. Weiter sind
die Konfektionierung, die Geschwindigkeit und die Dauer der Zentrifugation
sowie die Einfriergeschwindigkeit als wesentliche Einflussfaktoren schon
langer bekannt (Cochran et al., 1984; Blach et al., 1989). Beim Auftauen
verdienen Dauer und Temperatur sowie Material und Grosse der Pailletten
besondere Beachtung (Pickett und Amann, 1993; Borg et al., 1997).

Im Nationalgestit Avenches wird Hengstsamen aus organisatorischen
Grunden vor allem wahrend der Wintermonate Dezember bis Februar
tiefgefroren, dies obwohl die physiologische Fortpflanzungsperiode beim
Pferd in die Monate April bis November fallt. Da eingehende Untersuchungen
tber jahreszeitliche

Schwankungen der Samenqualitat bei

Warmbluthengsten in der Schweiz fehlen, ist das Ziel der vorliegenden Studie

Supprimé : Routinemassig

! werden vor allem folgende,
/| schon oben erwéhnte,
I'| Spermaparameter erhoben:

Volumen (gelfrei), Dichte,
progressive Motilitat. 1
Ublicherweise wird
Hengstsperma bei uns, aus
organisatorischen Griinden,
vor allem im Winter
(Dezember, Januar, Februar)
kryokonserviert. Saisonale
Qualitatsschwankungen
kdnnten daher fir die
Kryokonservierung interessant
sein. Es werden vor allem die
Spermaparameter Volumen,
Dichte und progressive
Motilitat verwendet. Es
bestehten jedoch jedoch nur
wenige Korrelationen zwischen
den meisten
SpermaqulitatsPparametern
und der Fruchtbarkeit eines
Hengstes (Lena Malmgren,
1997). In Untersuchungen
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und Dichte der Ejakulate eines
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saisonaler Einfluss auf die
progressive Motilitat, die
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Samenanalyse (CASA)

‘\ ermittelt wurde, beobachtet
1| (D.J. Jakob,D.H. Lein, R.H.
|| Foote, 1990).1

Mise en forme : Puces et
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1. die Qualitdt von Frisch- und Gefriersamen bei Schweizer

Warmbluthengsten wahrend der Dauer eines Jahres zu verfolgen und

2. den optimalen Zeitpunkt fur die Kryokonservierung festzulegen.

- _ - Supprimé : <#>Bestehen
N7 Zusammenhange zwischen
M den erhobenen
Samenqualitatsparametern
v und der Fruchtbarkeit?{

| Mise en forme : Puces et
numéros
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2. TIERE, MATERIAL UND METHODEN
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2.4. Samenverarbeitung

Das gefilterte, unverdinnte Ejakulat wurde unmittelbar nach der Gewinnung
zur Bestimmung von Volumen und Spermienkonzentration in ein Wasserbad
(37°C) gestellt. Anschliessend wurde der Samen auf eine Konzentration von
100 Mio. Spermien/ml vorverdinnt (V1), wobei das Verdinnungsverhaltnis
mindestens 1:1 betrug. Es folgte die fur jeden Hengst individuelle
Zentrifugation des Samens bei Raumtemperatur (1000 x g, 80-105 Sek.).
Nach Entfernung des Uberstandes wurde dieser durch Zugabe des Gefrier-
bzw. Endverdinners (V2) auf die Endkonzentration von 300 Mio.
Spermien/ml verdinnt. Das Abkihlen des verdinnten Samens auf +4°C
erfolgte wahrend mindestens 20 Minuten (Rock'n Roller, Minitib).
Anschliessend fand die Konfektionierung (MRS1 Cassou, Frankreich) in 0.5
ml Pailletten sowie das Tiefgefrieren (Minidigitcool 700 ZB 290, IMV) mit
einer Abkuhlgeschwindigkeit von 60°C/ Minute von +4°C auf —100°C und von

30°C/ Minute bis —140°C statt. Die tiefgefrorenen Pailletten wurden im

/{ Mis en forme

- { Supprimé : -
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P { Supprimé : 1

_ - Supprimé : Protokoll
Samengefrierung:

Frischsamen
2
Vorverdinnung

(Konzentration: 100 x 10° Spermien/ml)

\

_ { Supprimé : ieren

Zentrifugation bei Raumtemperatur /
(1000 x g, 80-105 Sek.)
J
Entfernen des Uberstandes
3
Endverdinnung
(300 x 10° Spermien/ml)

d
Abkihlung

P { Supprimé : mind. 20 Min

77777777777777777777777777777777777777777777777777 - { Supprimé : ung auf +

2
Konfektionierung in 0.5 ml Pailletten

\

Tiefgefrieren
(+ 4°C bis —100°C, 60°C/Minute; -100°C bis —140°C, 30°C/Minute)

Abb. 1. Samenverarbeitung von der Gewinnung bis zum Tiefgefrieren.
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2.5. _Untersuchungen im Frischsamen

2.5.1.

Vliesstoff, 250 x 57 mm, Flawa, Flawil) wurde_das Volumen in einem

graduierten Messzylinder bestimmt.

25.2. pichte

Die Spermienkonzentration des Frischsamens wurde mit Hilfe eines Spektro-
Minitlb, BRD)

Spermien/ml Ejakulat gemessen.

photometers  (Spermacue®, Landshut, in  Millionen

2.5.3. Gesamtspermienzahl

Die Gesamtspermienzahl (Ausbeute) stellt die absolute Anzahl Spermien im

Ejakulat dar und ist das_ Produkt von Volumen und Dichte.

«
\

Zur subjektiven Bestimmung der Motilitat wurden 6 ul des verdinnten
Samens auf einen vorgewarmten Objekttrager (Heiztisch bei 37°C) gegeben,
mit einem Deckglas 24 x 24 mm versehen und bei 200facher Vergrosserung
im Phasenkontrast unter dem Lichtmikroskop (Axiolab, Zeiss) beurteilt. Zur
objektiven Bestimmung der Motilitét diente ein Cell Motion Analyzer (SM-
CMA-1074, MTM, Switzerland; Software fur Microsoft Windows 95 & NT 4.0

\Volumen

/

254. Motilitat . A

, Supprimé : 1
1

Mise en forme : Puces et
numeéros

_ - Supprimé : Fluoreszenzmikro
skopische
Vitalitdtsuntersuchung und
HOST-Test kénnen nicht mit

\ dem frischen Ejakulat
durchgefiihrt werden, weil die
Untersuchungen unmittelbar
nach der Ejakulatentnahme

\ | durchgefiihrt werden mussten

‘| und relativ zeitaufwendig sind.q

\{
N
{
|

Mise en forme : Puces et
numeéros

Supprimé : Das Volumen des
filtrierten Ejakulates

\
\
\

Supprimé : <#>1

Mlse en forme : Puces et

‘[Supprlme n

o o A )

Supprimé :

Supprimé : <#>47

;| <#>Volumen|

/ <#>Das Volumen Nach einer
Filtrierung des filtrierten
Ejakulates
(Milchfilterschlauche fur
Rohrmelkanlagen) wurde
das Volumen in einem
graduierten Messzylinder

\ | bestimmt.{

{

/

Mise en forme : Puces et
numéros

Supprimé : von MTM,
Schweiz
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- die zum System gehodrenden speziellen Kammern (Mika Chamber MTM

AG) mit einer Tiefe von 0.01 mm wurden mit dem vorverdiinnten Samen
beschickt

- Uber eine am Mikroskop angeschlossene Videokamera wurden die zu
messenden Objekte erfasst

- die von der Kamera aufgenommenen Bilder wurden anschliessend von
der Computersoftware digitalisiert und als Sequenz im Speicher abgelegt.
Das Videobild wurde auf dem Computerbildschirm in einem eigenen
Fenster eingeblendet. Nach erfolgter Analyse wurden die Messergebnisse

angezeigt und auf der Festplatte gespeichert.

Messkammer und mindestens 500 Spermien ausgewertet. Die Proben
wurden mit folgenden fir Hengstsamen standardisierten Einstellungen
ausgewertet:

ANALYSEEINSTELLUNGEN | WERT |EINHEIT |
Anzahl der Bilder 32

Minimale Flache des Objektes 20 pix

Maximale Flache des Objektes 299 pix
Geschwindigkeitsgrenze unbewegliche|9 | um/s |
Objekte

Geschwindigkeitsgrenze  ortsbewegliche |15 | wm/s |
Objekte

vorbereitetAm Mikroskop war
eine Videokamera
angeschlossen, welche direkt
mit dem Computer (Programm
MTM fiir Windows)verbunden
war.

‘ _ - Supprimé : am Mikroskop

- { Supprimé : |

P { Mis en forme

-

P { Mis en forme

-

P { Mis en forme

-
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Mit dem CMA kann sowohl die Motilitat (unbewegliche, ortsbewegliche und

vorwartsbewegliche Spermien) als auch die Geschwindigkeit (lineare und
nicht lineare Geschwindigkeit) gemessen werden. In unserer Studie wurde
nur die Vorwartsbeweglichkeit der Spermien (progressiv motile Spermien)
beriicksichtigt.

2.5.5. Morphologie

Fur die Morphologie wurden 5 Tropfen Frischsamen in 2 ml Hancock Lésung
fixiert. Davon wurden einige Tropfen auf einen Objekttrager pipettiert und
anschliessend zum Trocknen senkrecht auf ein Ldschblatt gestellt. Die
anschliessend an der Luft getrocknet. Zur morphologischen Beurteilung
wurden die so erhaltenen Ausstriche mit einem kleinen Tropfen Wasser
versehen, ein Deckglas dartbergelegt und mindestens 200 Spermien bei
1000facher Vergrosserung im Phasenkontrast-Mikroskop ausgezahlt. Die
Protokollierung der abweichenden Formen erfolgte gemass

Klassifikationsschema des andrologischen Labors (s. Appendix), wobei der

Prozentsatz an normalen Spermien, Hauptdefekten, Vakuolen und

Akrosomdefekten berechnet wurde.

2.6. Untersuchungen im aufgetauten Samen

Fir die Untersuchungen im aufgetauten Samen (Motilitat, Vitalitat, HOS-Test)
wurden je 3 Pailletten im Wasserbad aufgetaut (37°C, 30 Sek.) und zu 3 ml

vorgewarmtem Vorverdunner (V1) gegeben.

[ Supprimé : 1

[ Supprimé : <#>1

{ Supprimé : ab

— - { Supprimé : <#>Morphologie ]

J
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2.6.1. Motilitat

Zur Bestimmung der Motilitat im aufgetauten Samen (Auftaurate) wurde wie

unter 2.5.4 vorgegangen.

2.6.2. Vitalitat

Zur Bestimmung der strukturellen Membranintegritdit wurde eine DNA-
Doppelfarbung durchgefihrt (LIVE/DEAD Sperm Viability Kit, Molecular

die Zellmembran und bindet sich an die DNA lebender und toter Zellen. Der

zweite Fluoreszenzfarbstoff Propidiumjodid (Pl) kann die Plasmamembran

dazugegeben und wahrend weiteren 5 Minuten inkubiert. Danach wurden

zweimal je 5 ul des gefarbten Samens auf einen Objekttrager pipettiert, mit

dem Mikroskop (Olympus BX50, U Plan Apo 40x/0.85 mit

Fluoreszenzeinrichtung, Filtermodul FITC, Hochdruck-Hg-Lampe) untersucht.

Uber eine am Mikroskop angeschlossene Videokamera_(Color CCD Camera,

SANYO VCC-2972) konnten die emittierten Fluoreszenzen auf einen Monitor

(SONY Trinitron Color Video Monitor, PVM-1440 QM) projiziert werden. Bei

P { Supprimé : Oregon

_ { Supprimé : Haugland, 1996;

- { Supprimé : Thomas

- { Supprimé : 8

L U A

_{ supprime :).

-

- { Supprimé : .

- { Supprimé : wurde

_ - 7| Supprimé : Form verwendet,
wie sie

\& : ‘[ Supprimé : t

\ \?\ {Supprimé sir
\ \

k“\ \ {Supprimé : Ein

\ ' N
\\{ Supprimé : 1

‘. | Supprimé : einer
\ | Samenmenge von
\

{Supprimé 15

- { Supprimé : 2

o A A U U A )
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einer Excitation durch sichtbares Licht (480 nm) liegen die maximalen
Fluoreszenzemissionen fur die_Farbstoffe SYBR_(griin) und PI (orange) bei
Wellenlangen von 516 nm bzw. 617 nm.

Durch Verschieben des Objekttragers wurden verschiedene Bildsequenzen

auf einer Videokassette aufgezeichnet. Mit abwischbaren Boardmarkern

wurden pro Samenprobe mindestens 500 Spermien auf dem Monitor rot und

grun markiert. Der prozentuale Anteil an grin fluoreszierenden Spermien

wurde der Vitalitat gleichgesetzt.

2.6.3. Hypoosmotischer Schwelltest (HOS)

Zur  Ermittlung der funktionellen  Membranintegritdt  wurde

(HOS) durchgefihrt.

erlauben den Austausch von lonen und Flussigkeit zwischen intra- und

hypoosmotische Schwelltest Intakte Membranen

extrazellularem Raum. Werden Samenzellen in ein hypotones Milieu

gegeben, schwellen sie bei intakter Membran aufgrund des
Flissigkeitseinstromes zur Erhaltung des osmotischen Gleichgewichtes an.
Die Schwellung der Spermien ist durch typische morphologische

Verdnderungen des Spermienschwanzes (Aufrollen und Schlingenbildung)

erkennbar.

Zur Durchfuhrung des Tests wurden_100 ul des aufgetauten Samens zu 1 ml

vorgewarmter (37°C) HOS-Losung (s. Appendix) gegeben und wahrend 30

Minuten bei 37°C inkubiert. Zwei Tropfen a je 5 ul wurden auf einen

Objekttrager gegeben, mit Deckgldser 24 x 24 mm_versehen und bei

400facher Vergrosserung im Phasenkontrast untersucht. Nach Beurteilung

von mindestens_ 200 Spermien wurde aufgrund der morphologischen

\
7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777 4
\

der

““‘ Anteil an griin fluoreszierenden

oy

Supprimé : Die laufenden
Videosequenzen wurden auf
eine Videokassette
aufgezeichnet. Dazu wurde am
Mikroskop durch schnelles
Drehen an der
Mikrometerschraube die
jeweilige Position des
Objekttragers und damit die
Einstellung immerzu geéandert.
Dies fuhrt zu stérkerer
Excitation und dadurch zu
intensiverer
Fluoreszenzemission. Das
Aufzeichnen auf Videoband
erlaubt ein Einfrieren der Bilder
und somit eine Auszéhlung
von Hand. Mit abwischbaren
Boardmarkern wurden nun pro
Samenprobe 500 Spermien
auf dem Monitor rot und griin
markiert. Der prozentuale

Spermien wurde der Vitalitat
gleichgesetzt.q

' numéros

Supprimé : Hypoosmolaritéat

Mise en forme : Puces et J
stest (HOST }




17
2. Tiere, Material und Methoden

Verdnderungen des Spermienschwanzes__ der prozentuale Antelil

2.7. Statistik

P { Mis en forme

- { Mis en forme

Supprimé : In 1ml HOST-
Lésung (auf 37°C vorgewarmt)
wurden 100ul Samen
gegeben. Bei 37°C wurden die

Die Datenerfassung wurde auf einem Power Macintosh (FileMaker Pro 4.1,
FileMaker Inc.) vorgenommen und die statistische Auswertung mit dem
Programm StatView 5.0 (SAS

Institute) durchgefuhrt. Die graphische
Darstellung der

verschiedenen Samenqualitatsparameter erfolgte mit
Boxplots. Der Einfluss des Zeitpunktes (Jahreszeit) der Samengewinnung

und des Hengstes (random effect) wurde mittels multivariater Varianzanalyse

(whole-model-test) gepruft. Zur Berechnung saisonaler Schwankungen

wurden die Ergebnisse dem Fisher's PLSD post-hoc Test unterzogen. Als
Fruhling wurden die Monate Marz, April und Mai definiert, als Sommer die
Monate Juni, Juli und August, als Herbst die Monate September, Oktober,
November und als Winter die Monate Dezember, Januar und Februar.
Abschliessend wurden die verschiedenen Samenqualitatsparameter auch |

einer Korrelationsanalyse unterzogen. Die Signifikanzschwelle wurde auf
0.05 festgeleqgt.

Proben wahrend 30 Minuten
inkubiert (Caiza de la Cueva et
al., 1996). 2 Tropfen zu 5pl
wurden auf einen Objekttrager
gegeben, mit Deckglaser
24x24mm versehen und bei
400facher Vergrésserung
untersucht. Pro Tropfen
wurden jeweils 200 Spermien
ausgezahlt.{

Es gibt drei Gruppen sich
verschieden verhaltender
Spermien:q
<#>geschwollen-aktiv{
<#>geschwollen inaktivy
<#>nicht geschwollen{

In dieser Studie wurde der
Prozentsatz der geschwollen
aktiven Spermien (HOST-
aktive) bestimmt.q

1

Blutentnahmef

E I E ]

<#>Fruchtbarkeitsparameterf
Stuten: Name, Besitzer, Alter,
Status (mit / ohne Fohlen bei
Fuss)T

Diese Daten erhaielten wir mit
den Belegkarten{
Belegungen: Datum, Zeit (in
Zusammenarbeit mit den
Hengsthaltern)

Anzahl Springe und Anzahl
belegte Zyklen pro Hengst{
TrachtigkeitErstbelegungserfo
Ig und Nonreturn-Rate auf 30
Tage (in Zusammenarbeit mit
den Hengsthaltern).

Mise en forme : Puces et
numeéros

i
”‘[ Mis en forme

\[ Mis en forme

[ Mis en forme
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3. Ergebnisse

3. ERGEBNISSE

3.1. Samenqualitat im Frischsamen

3.1.1. Jahreszeitliche Schwankungen

Die wéhrend eines Jahres alle 2 Wochen erhobenen Qualitatsparameter im
Frischsamen bei 10 Hengsten (26 Untersuchungen) sind in den Abbildungen
2-9 in Form von Boxplots graphisch dargestellt.

Wahrend der ganzen Versuchsdauer schwankten die Medianwerte des
Ejakulatvolumens zwischen 21 und 50 ml (Abb. 2), die der Spermiendichte
zwischen 208 und 348 Mio. Spermien pro ml Ejakulat (Abb. 3) und die der
Gesamtspermienzahl zwischen 7.3 und 10.6 Milliarden Spermien pro
Gesamtejakulat (Abb. 4). Mittels multivariater Varianzanalyse konnten bei
allen drei Parametern keine signifikanten (P > 0.05) Unterschiede (Tab. 2)
beobachtet werden. Allerdings war eine deutliche Tendenz zu hoheren
Volumina und kleineren Dichten in den Sommermonaten Juni, Juli und
August zu erkennen.

Bei allen Ubrigen Parametern (Abb. 5-9) variierten die Medianwerte der
Motilitat zwischen 60.4 und 85.8 %, beim Anteil morphologisch normaler
Spermien zwischen 20.9 und 37.4 % und zwischen 49.5 und 68.6 % bei den
Hauptdefekten. Bei den Akrosomdefekten und Kernvakuolen, die beide zu
den Hauptdefekten gehoren, schwankten die Medianwerte stets unterhalb
von 10%. Alle letztgenannten Parameter zeigten jahreszeitlich signifikante (P
< 0.05) Unterschiede (Tab. 2).
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3. Ergebnisse

100 7
90 7
80 1
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60 1
50 1
40 1

Volumen (ml)
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1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Jan Feb Mar Apr Mai  Jun  Jul Aug Sep Okt Nov Dez

Abb. 2. Boxplot-Darstellung des Ejakulatvolumens bei 10 Warmbluthengsten wéhrend

eines Jahres.

600 7
550 7
500 7
450 1
400 7
350 7
300 7 Q
250 1
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100 T
50

Dichte (Millionen/ml)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Jan Feb Mar Apr Mai  Jun  Jul Aug Sep Okt Nov Dez

Abb. 3. Boxplot-Darstellung der Samendichte bei 10 Warmbluthengsten wéhrend eines

Jahres.
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3. Ergebnisse

25000 1
22500
20000 T
17500
15000
12500
10000 T

7500

5000 7

2500 T

Gesamtspermienzahl (Millionen)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Jan Feb Mér Apr  Mai  Jun Jul Aug Sep Okt Nov Dez

Abb. 4. Boxplot-Darstellung der Gesamtspermienzahl bei 10 Warmbluthengsten wahrend

eines Jahres.

100 7
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70 1

60 1

Motilitat CMA (%)

50 1

40

30
1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Jan Feb Mar Apr  Mai  Jun  Jul Aug Sep Okt Nov Dez

Abb. 5. Boxplot-Darstellung der progressiven Motilitat (CMA) im Frischsamen bei 10

Warmbluthengsten wahrend eines Jahres.
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3. Ergebnisse
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Abb. 6. Boxplot-Darstellung morphologisch normaler Spermien im Frischsamen bei 10

Warmbluthengsten wahrend eines Jahres.
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Hauptdefekte (%)

1
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1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Jan Feb Mar Apr Mai  Jun Jul Aug Sep Okt Nov Dez

Abb. 7. Boxplot-Darstellung der Hauptdefekte im Frischsamen bei 10 Warmbluthengsten

wahrend eines Jahres.
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3. Ergebnisse
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Abb. 8. Boxplot-Darstellung der Akrosomdefekte im Frischsamen bei 10 Warmblut-
hengsten wéhrend eines Jahres.
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Abb. 9. Boxplot-Darstellung der Kernvakuolen im Frischsamen bei 10 Warmbluthengsten
wahrend eines Jahres.
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3. Ergebnisse

3.1.2. Individuelle Schwankungen

Die bei einzelnen Hengsten wahrend eines Jahres im Frischsamen
erhobenen Qualitdtsparameter sind in den Abbildungen 10-17 als Boxplots
graphisch dargestellt.

Die Medianwerte des Ejakulatvolumens einzelner Hengste schwankten
zwischen 16.5 und 52.5 ml (Abb. 10), die der Spermiendichte zwischen 128
und 350 Mio. Spermien pro ml Ejakulat (Abb. 11), die der
Gesamtspermienzahl zwischen 3.7 und 16.2 Milliarden Spermien (Abb. 12),
die der Motilitat zwischen 53.1 % und 89.9 % (Abb. 13), die des Anteils
morphologisch normaler Spermien zwischen 10.9 und 44.4 % (Abb. 14) und
die des Anteils an Hauptdefekten zwischen 44.6 und 84.3 % (Abb. 15).

Aus den Abbildungen 11 wund 17 ist ersichtlich, dass beztglich
Spermiendichte und Anteil Kernvakuolen die Unterschiede zwischen den

einzelnen Hengsten mit nur einer Ausnahme gering sind.
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3. Ergebnisse
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Abb.10. Boxplot-Darstellung des  Ejakulatvolumens bei 10 verschiedenen

Warmbluthengsten wahrend eines Jahres (n=26).
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Abb. 11. Boxplot-Darstellung der Samendichte bei 10 verschiedenen Warmbluthengsten
wahrend eines Jahres (n=26).
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Abb. 12. Boxplot-Darstellung der Gesamtspermienzahl bei 10 verschiedenen
Warmbluthengsten wahrend eines Jahres (n=26).
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Abb. 13. Boxplot-Darstellung der progressiven Motilitat (CMA) im Frischsamen bei 10

verschiedenen Warmbluthengsten wéahrend eines Jahres (n=26).
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Abb. 14. Boxplot-Darstellung morphologisch normaler Spermien im Frischsamen bei 10

verschiedenen Warmbluthengsten wahrend eines Jahres (n=26).
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Abb. 15. Boxplot-Darstellung der Hauptdefekte im Frischsamen bei 10 verschiedenen

Warmbluthengsten wahrend eines Jahres (n=26).
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3. Ergebnisse
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Abb. 16. Boxplot-Darstellung der Akrosomdefekte im Frischsamen bei 10 verschiedenen
Warmbluthengsten wahrend eines Jahres (n=26).

35

Hengst

Abb. 17. Boxplot-Darstellung der Kernvakuolen im Frischsamen bei 10 verschiedenen
Warmbluthengsten wahrend eines Jahres (n=26).
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3.1.3. Einfluss von Hengst und Zeitpunkt

Die Ergebnisse der multivariaten Varianzanalyse zur Uberpriifung des
Einflusses Zeitpunkt der Samengewinnung (P-Zeitpunkt) und Hengst (P-
Hengst) auf die Samenqualitat sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Daraus
ist klar ersichtlich, dass alle Parameter mit Ausnahme von Volumen,
Spermiendichte und Gesamtspermienzahl (P-Zeitpunkt > 0.05) wahrend der
Untersuchungszeit eines Jahres signifikante Unterschiede aufweisen. Der
Einfluss des Hengstes (Individualitat) auf alle Samenqualitatsparameter ist
hochsignifikant (P< 0.0001).

Tab. 2. Ergebnisse der multivariaten Varianzanalyse (P-Werte) fir die beiden
Einflussfaktoren Hengst und Zeitpunkt der Samengewinnung auf die Qualitdt des

Frischsamens bei 10 verschiedenen Warmbluthengsten wahrend eines Jahres.

Parameter P-Hengst P-Zeitpunkt
Volumen < 0.0001 0.5805
Spermiendichte < 0.0001 0.2552
Gesamtspermienzahl < 0.0001 0.6187
Motilitat CMA < 0.0001 0.0005
Normale Spermien < 0.0001 0.0005
Hauptdefekte < 0.0001 < 0.0001
Akrosomdefekte < 0.0001 0.0069

Kernvakuolen < 0.0001 < 0.0001
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3. Ergebnisse

3.2. Samenqualitat im aufgetauten Samen

3.2.1. Jahreszeitliche Schwankungen

Die wahrend eines Jahres alle zwei Wochen erhobenen Qualitatsparameter
im aufgetauten Samen sind in den Abbildungen 18-21 in Form von Boxplots
graphisch dargestellt. Wahrend der ganzen Versuchsdauer schwankten die
Medianwerte der Motilitat zwischen 23.3 und 54.4 % (Abb. 18), die der HOS-
positiven Spermien zwischen 33.8 und 57 % (Abb. 19) und die der Vitalitat
zwischen 49.9 und 63.1 % (Abb. 20).

Motilitat CMA (%)
B ul
o o

i,

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Jan Feb Mar Apr  Mai  Jun  Jul Aug Sep Okt Nov Dez

Abb. 18. Boxplot-Darstellung der progressiven Motilitdt (CMA) im aufgetauten Samen

(Auftaurate) bei 10 verschiedenen Warmbluthengsten wahrend eines Jahres.
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Abb. 19. Boxplot-Darstellung der HOS-positiven Spermien im aufgetauten Samen bei 10
Warmbluthengsten wahrend eines Jahres.
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Abb. 20 Boxplot-Darstellung der Vitalitat im aufgetauten Samen bei 10 Warmbluthengsten
wahrend der Dauer eines Jahres.
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3. Ergebnisse

3.2.2. Individuelle Schwankungen

Die bei einzelnen Hengsten wahrend eines Jahres erhobenen
Qualitatsparameter im aufgetauten Samen sind in den Abbildungen 21-23 als
Boxplots graphisch dargestellt.

Die Medianwerte der progressiven Motilitat (CMA) einzelner Hengste
schwankten zwischen 27.4 und 57.9 % (Abb. 21), die der HOS-positiven
Spermien zwischen 38.8 und 56 % (Abb. 22) und die der Vitalitat zwischen
47.1 und 81.3 % (Abb. 23).
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Abb. 21. Boxplot-Darstellung der progressiven Motilitdt (CMA) im aufgetauten Samen

(Auftaurate) bei 10 verschiedenen Warmbluthengsten wahrend eines Jahres (n=26).
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Abb. 22. Boxplot-Darstellung der HOS-positiven Spermien im aufgetauten Samen bei 10

verschiedenen Warmbluthengsten wahrend eines Jahres (n=26).
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Abb. 23. Boxplot-Darstellung der Vitalitdt im aufgetauten Samen bei 10 verschiedenen

Warmbluthengsten wéhrend eines Jahres (n=26).
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3. Ergebnisse

3.2.3. Einfluss von Hengst und Zeitpunkt

Die Ergebnisse der multivariaten Varianzanalyse zur Uberprifung des
Einflusses Zeitpunkt der Samengewinnung (P-Zeitpunkt) und Hengst (P-
Hengst) auf die Samenqualitat sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Daraus
geht hervor, dass alle Parameter wahrend der Untersuchungszeit eines
Jahres signifikante Unterschiede aufweisen. Der Einfluss des Hengstes
(Individualitat) ist bei allen Samenqualitatsparametern hochsignifikant (P <
0.0001).

Tab. 3. Ergebnisse der multivariaten Varianzanalyse (P-Werte) fir die beiden
Einflussfaktoren Hengst und Zeitpunkt der Samengewinnung auf die Qualitdt des

aufgetauten Samens bei 10 verschiedenen Warmbluthengsten wéhrend eines Jahres.

Parameter P-Hengst P-Zeitpunkt
Auftaurate CMA < 0.0001 < 0.0001
Vitalitat < 0.0001 0.0250

HOS-positiv < 0.0001 0.0002
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3.3. Saisonale Unterschiede und Korrelationen zwischen den

verschiedenen Samenqualitdtsparametern

Um die einzelnen Samenqualitdtsparameter auf saisonale Unterschiede zu
prufen, wurden dreimonatige Zeitabschnitte gebildet und die Herbst-, Winter-,
Frihlings- und Sommerdaten miteinander verglichen (siehe Material und
Methoden). Die Ergebnisse der Mittelwertsvergleiche der Qualitatsparameter
im frischen und aufgetauten Samen bei 10 Hengsten zwischen Herbst,
Winter, Fruhling und Sommer sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Daraus
kann entnommen werden, dass im Sommer die
Frischsamenqualitatsparameter Volumen, Gesamtspermienzahl und Motilitat
signifikant (P < 0.05) hohere Werte zeigten als im Winter und die Dichte im

Sommer signifikant (P < 0.05) niedriger war als in den tbrigen Jahreszeiten.

Bei den morphologischen Untersuchungen konnten signifikant (P < 0.05)
mehr normale Spemien im Herbst, Winter und Frihling als im Sommer
beobachtet werden. Der Anteil an Hauptdefekten war im Sommer signifikant

(P < 0.05) grosser als im Frihling und Herbst.

Im aufgetauten Samen erreichte die Motilitat (Auftaurate) in den
Herbstmonaten signifikant (P < 0.05) bessere Werte als im Frihling bzw.
Sommer und die Vitalitdt war im Sommer signifikant (P < 0.05) tiefer als in
den Ubrigen Jahreszeiten. Beim HOS-Test war der Anteil geschwollener
Spermien im Winter deutlich (P < 0.05) geringer als im Frihling, Sommer und
Herbst.



35

3. Ergebnisse

Tab. 4. Mittelwerte (§ £ Standardfehler) der verschiedenen Samenqualitdtsparameter bei

10 Warmbluthengsten im Herbst, Winter, Friihling und Sommer.

Parameter Herbst Winter Frahling Sommer
(E+sy) (E+sy) (E+sy) (E+sy)

Volumen (ml) 36.3 2 339 2 368 412 °
+20 +20 +18 +18

Dichte (Mio/ml) 3231 ? 3052 2938 ° 2700 °©
+97 +96 +86 +86

Gesamtspermienzahl 104502 95122 * 101181 * 105840 °
(Millionen) +412.1 +408.0 +367.1 +367.1

Motilitat Frischsamen (%) 741 % 702 ° 720 & 759 °
+13 +13 +12 +12

Motilitat aufgetauter 433 ° 424 *° 357 ° 399 °
Samen (%) +16 15 14 +14

Vitalitat (%) 589 @ 583 @ 58.1 2 55.0 °
+10 +1.0 +09 +0.9

HOS-positiv (%) 458 @ 422" 490 @ 489 @
+14 +14 +12 +12

Normale Spermien (%) 294 @ 289 @ 299 @ 261 °
+10 +1.0 +09 +0.9

Hauptdefekte (%) 589 @ 610 50.3 @ 634 °
+10 +1.0 +09 +0.9

Akrosomdefekte (%) 6.6 2 64 2 53° 64 2
+03 +0.3 +0.3 +0.3

Kernvakuolen (%) 93 2 87 75 ° 98 °
+06 +0.6 +05 +05

acMittelwerte mit unterschiedlichen Indizes sind signifikant verschieden (P < 0.05)
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In Tabelle 5 sind die Korrelationen zwischen den verschiedenen
Samenqualitatsparametern angegeben. Hohe gegenseitige
Abhangigkeiten zeigen Volumen und Gesamtspermienzahl, subjektive
und objektive Motilitat, die Motilitdt und der Anteil normaler Spermien,
die Motilitat des aufgetauten Samens und die Vitalitat sowie der Anteil
normaler Spermien und die Vitalitat. Eine geringe Korrelation (r =
0.31) konnte zwischen HOS-positiven Spermien und der Vitalitat

gefunden werden.



Tab. 5. Korrelationen zwischen verschiedenen Samenqualitadtsparametern.

Volumen 1.000

Dichte -0.4050 1.000

Gesamtspermienzahl 0.7011 0.2603 | 1.000

Motilitat subjektiv -0.3123 0.0997 |-0.3182 1.000

Motilitat CMA -0.3050 0.1335 |-0.2850 0.9440 1.000

Motilitat im aufgetauten | -0.0917 0.1193 |-0.1089 0.3993 0.4513 1.000

Samen CMA

Vitalitat -0.2971 0.1975 |-0.2874 0.4960 0.4883 0.5627 1.000

HOS -0.0425 0.1069 | 0.0501 0.2047 0.2100 0.3102 0.3123 1.000

Normale Spermien -0.1927 -0.0263 | -0.2688 0.6173 0.6406 0.4564 0.5804 0.3145 | 1.000

Hauptdefekte 0.1355 0.0607 | 0.1931 -0.5196 -0.5368 -0.2479 -0.3577 -0.2695 | -0.8664 1.000

Akrosomdefekte 0.1200 -0.4309 | -0.1557 -0.1051 -0.1485 -0.2352 -0.1452 -0.2483 |-0.1793 0.1365 1.000

Kernvakuolen -0.2581 0.4897 | -0.0534 0.2772 0.2874 0.3394 0.4581 0.1166 | 0.0960 0.1215 -0.2240 1.000
Volumen Dichte | Gesamt- Motilitat Motilitat Motilitét im aufgetauten | Vitalitat HOS Normale Hauptdefekte | Akrosomdefekte | Kernvakuolen

spermienzahl subjektiv. | CMA Samen CMA Spermien
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4. DISKUSSION

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass alle
Qualitatsparameter sowohl im Frischsamen wie auch im aufgetauten
Gefriersamen im Verlaufe eines Jahres deutliche Schwankungen aufweisen.
Werden die einzelnen im Abstand von 2 Wochen erhobenen Werte zu 3-
monatigen Jahreszeiten (Herbst, Winter, Frahling, Sommer)
zusammengefasst und miteinander verglichen, kénnen bei allen untersuchten

Parametern signifikante saisonale Unterschiede festgestellt werden.

Die Gesamtspermienzahl und die Samendichte sind wichtige Faktoren bei
der Produktion von Gefriersamen. Eine hohe Spermienausbeute pro Ejakulat
senkt einerseits die Produktionskosten pro Besamungsdosis und
andererseits ist bekannt (Graham, 1996; Samper und Morris, 1998 ), dass
sich Ejakulate mit hoher Samendichte zur Kryokonservierung besser eignen
als solche mit einer geringen Spermienzahl. Hohe Gesamtspermienzahlen
wurden bei unseren Hengsten im Sommer und Herbst beobachtet, wobei die
Werte im Sommer signifikant héher waren als im Winter. Dies entspricht den
Ergebnissen von Picket (1976) und Jasko et al. (1991), welche die htchsten
Werte im Juli bzw. August und die niedrigsten im Januar bzw. Dezember
fanden. Hingegen konnten Magistrini et al. (1987) in ihren Untersuchungen

kein deutliches saisonales Muster der Gesamtspermienzahl feststellen.

Im Bezug auf die Samendichte zeigten unsere Hengste, analog zu den
Befunden von Magistrini et al. (1987), hochste Werte im Herbst und tiefste im
Sommer. Zu gegenteiligen Ergebnissen kamen jedoch Picket et al. (1976)
sowie Jasko et al. (1991), welche die héchste Samendichte im August und
die niedrigste im Dezember fanden. Wie schon in friheren Untersuchungen
beschrieben (Picket et al., 1976; Magistrini et al., 1987), verhielt sich das
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gelfreie Volumen umgekehrt zur Dichte und war im Sommer signifikant hoher
als im Winter. Magistrini et al. (1987) beobachteten héchste Volumenwerte im
Fruhling, wahrend Picket et al. (1976) und Jasko et al. (1991) hochste Werte
im July bzw. Marz und tiefste im August bzw. Dezember registrierten. Diese
teilweise voneinander abweichenden Ergebnisse durften einerseits auf der
unterschiedlichen geographische Lage, andererseits auf Abweichungen in
der Absamungsfrequenz beruhen. Die von uns wéhrend der Sommermonate
beobachtete Zunahme der Gesamtspermienzahl und des Volumens kann auf
den photoperiodischen Effekt zuriickgefuhrt werden. Beim Pferd wird mit
zunehmender Tageslichtdauer die endokrine Aktivitat der Geschlechtsorgane
(Harris et al., 1982; Johnson und Thompson, 1983; Hoffmann et al., 1999)
sowie die Sekretion der akzessorischen Geschlechtsdriisen stimuliert. Nach
Untersuchungen von Johnson (1985, 1991) st die erhdhte
Spermienproduktion mit einer signifikanten Zunahme der

Spermatogonienzahl wéhrend der Zuchtsaion verbunden.

Der Anteil an vorwartsbeweglichen Spermien im Ejakulat ist neben der
Gesamtspermienzahl und der Spermienmorphologie ein wichtiger Faktor zur
Beurteilung der Zuchttauglichkeit (Hurtgen, 1992). So ist bekannt (Jasko et
al.,, 1992), dass die Spermienmotiliat von Hengsten mit reduzierter
Fruchtbarkeit signifikant geringer ist als bei fertilen Hengsten. Die progressive
Motilitdt im Frischsamen zeigte in unseren Untersuchungen signifikant
hohere Werte im Sommer und Herbst als im Winter. Diese Ergebnisse
stimmen mit Beobachtungen von Magistrini et al. (1987) tberein, nicht aber
mit denjenigen von Picket et al. (1976) sowie Jasko et al. (1992), die keine
saisonalen Unterschiede bzw. lediglich eine Tendenz zu schlechteren
Motiltaten in den Wintermonaten beobachteten. Die Annahme, dass die

Vorwartsbeweglichkeit wahrend der natirlichen Decksaison (bei uns im
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Sommer) am hdchsten ist, liess sich in unseren Untersuchungen bestatigen.
In diesem Zusammenhang spielt auch der Einfluss des Seminalplasmas eine
wichtige  Rolle, dessen Zusammensetzung ebenfalls saisonale
Schwankungen aufweist (Gebauer et al., 1976). Zudem berichteten Picket et
al. (1975), dass die Spermienmotilitat sowohl durch zu hohe wie auch zu

geringe Mengen an Seminalplasma negativ beeinflusst werden kann.

Die am fixierten  Frischsamen  durchgefihrten  morphologischen
Untersuchungen haben gezeigt, dass der Anteil morphologisch normaler
Spermien im Sommer signifikant geringer war als in den tbrigen Jahreszeiten
und im Sommer deutlich mehr Hauptdefekte auftraten als im Frihling und
Herbst. Klare  Angaben  dber saisonale  Schwankungen  der
Spermienmorphologie bei Hengsten sind in der Literatur kaum vorhanden.
Lediglich Van der Holst (1975) berichtete, dass Spermienabnormalitaten
wahrend der Zuchtsaion (Marz bis August) weniger haufig auftraten als in
den Herbst- und Wintermonaten. Uber Zusammenhdnge zwischen
Morphologie und Fruchtbarkeit liegen Ergebnisse von Jasko et al. (1990)
sowie Love et al. (2000) vor, die eine negative Abhangigkeit zwischen Anzahl
Hauptdefekten und Fruchtbarkeit feststellen konnten. Hier gilt jedoch zu
beriicksichtigen, dass Hengste mit einem hohen Anteil abnormaler Spermien
(Teratozoospermie) nicht zwingend eine schlechte Fruchtbarkeit aufweisen
missen, da namlich eine grosse Gesamtspermienzahl viele Defekte zu
kompensieren vermag. Wird die Samendosis hingegen reduziert, wie dies im
Rahmen der kinstlichen Besamung angestrebt wird, kann sich die

Trachtigkeitsrate pro Zyklus deutlich verschlechtern.

Ahnlich wie im Frischsamen konnten wir auch im aufgetauten Samen bei

allen untersuchten Parametern jahreszeitliche Schwankungen feststellen. Ein
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deutlich saisonales Muster zeigte die Vorwartsbeweglichkeit, die als
wichtigstes Qualitatskriterium nach dem Auftauen gilt. Hochste Werte wurden
im Herbst und Winter gefunden, die tiefsten im Fruhling. Dieses Ergebnis
entspricht den Beobachtungen von Magistrini et al. (1987), dass der im
Winter gefrorene Samen nach dem Auftauen eine bessere Motilitat zeigte als
der im Sommer gefrorene, obwohl die Motilitat des Frischsamens im Sommer
hoher war als im Winter. Als mdgliche Ursachen fir die widersprichlichen
Ergebnisse zwischen der Motilitdt im frischem und aufgetautem Samen
kommen saisonale Veranderungen in Menge und Zusammensetzung des
Seminalplasmas sowie die damit verbundene Kryokonservierbarkeit (Picket
et al., 1975; Gebauer et al., 1976) in Frage.

Zur Beurteilung der Vitalitat (strukturelle Intaktheit der Zellmembran)
aufgetauter Spermien, haben wir eine DNA-Doppelfarbung mit SYBR-14 und
Pl vorgenommen. Hohe Werte fanden wir im Herbst, Winter und Frihling, die
schlechtesten im Sommer, obwohl hier die Vorwartsbeweglichkeit im
Frischsamen am hochsten war. Dies deutet darauf hin, dass die
Kryokonservierung in den Sommermonaten zu einem erhohten Anteil
membrangeschadigter Spermien gefuhrt hat, vermutlich wie bei der Motilitat,
als Folge saisonal bedingter Verdnderungen in Menge und

Zusammensetzung des Seminalplasmas (Gebauer et al., 1976).

Der hypoosmotische Schwelltest (HOS-Test) wurde zur Beurteilung der
funktionellen Membranintegritdt aufgetauter Samenzellen durchgefihrt. Der
Anteil an HOS-positiven Spermien war im Winter signifikant geringer als in
den 0Ubrigen Jahreszeiten und zeigte eine Korrelation zur Motilitat bzw.

Vitalitdt im aufgetauten Samen (fur beide r = 0.31).
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Beim Hengst wurde der HOS-Test von verschiedenen Autoren sowohl im
Frischsamen (Van Buiten et al., 1989; Caiza del la Cueva, 1997; Neild et al.,
1999; Neild et al., 2000; Nie und Wenzel, 2001) als auch im aufgetauten
Samen (Van Buiten et al., 1989; Neild et al., 1999) durchgefuhrt, wobei die
Zusammensetzung der Testlésung nicht standardisiert waren. Die von uns
verwendete HOS-L6sung stitzte sich auf eine fir Humanspermien etablierte
Fruktose-Natriumzitratiésung (Jejendran et al., 1984) mit einet Osmolaritat
von 100 mOsm/L. Mit dieser Lésung, die auch fur aufgetaute Bullen- (Correra
und Zavos, 1994; Revell und Mrode, 1994) und Hengstspermien (Nie und
Wenzel, 2001) getestet wurde, schwankten die saisonalen Mittelwerte
zwischen 42% (Winter) und 49 % (Frahling). Diese Zahlen sind deutlich
hoher als diejenigen anderer Autoren (Van Buiten et al.,1989; Neild et al.,
1999), die mit einer Laktoselosung von 150 mOsmol und 50 mOsmol pro
Liter Werte von 36.4% bzw. 30.2% fanden. Aufgrund der unterschiedlichen
Samenqualitat und der verschiedenen HOS—-Ldsungen kdnnen die einzelnen
Ergebnisse kaum miteinander verglichen werden.

Die Bedeutung des HOS-Tests fir die Beurteilung der Hengstsamenqualitat
ist noch unklar. Neild et al. (2000) berichteten Gber eine geringe Abhangigkeit
(r = -0.40) zwischen dem Anteil geschwollener Spermien im Frischsamen und
der Anzahl Belegungen pro Trachtigkeit. Deshalb kdonnte der HOS-Test eine

wertvolle Erganzung zur Bestimmung der Samenqualitat sein.

Neben der Photoperiodizitat wird die Samenqualitat auch entscheidend von
der Individualitat der Hengste beeinflusst. Dies geht deutlich aus den
Tabellen 2 und 3 hervor, indem der Faktor Hengst auf alle untersuchten
Qualitatsparameter einen deutlich starkeren Einfluss austbte als der
Zeitpunkt der Samengewinnung. Diese Beobachtung, die mit den

Ergebnissen von Magistrini et al. (1987) Ubereinstimmt weist darauf hin, dass
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die Hengste fur einen erfolgreichen KB-Einsatz vorgéngig individuell gepruft
werden sollten. Weiter soll auch die Rasse die Samenqualitat entscheidend
beeinflussen (Colenbrander et al., 1992; Dowsett und Knott, 1996). In
Unserer Studie koénnen wir jedoch rassenbedingte Unterschiede
ausschliessen, da allein Schweizer Warmbluthengste untersucht wurden.
Inwieweit saisonale Veranderungen der Samenqualitdt von der Rassen

abhéngig sind, bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten.

Unter Bericksichtigung der saisonalen Schwankungen der von uns
erhobenen  Qualitatsparameter sowohl im Frischsamen wie auch im
aufgetauten Samen, lieferten die im Herbst gewonnenen und eingefrorenen
Ejakulate die beste Qualitat. Da in der Literatur verschiedene, zum Teile stark
voneinander abweichende Ergebnisse publiziert sind, erscheint eine
allgemeingultige Aussage uber das saisonale Muster der Samenqualitat beim
Hengst schwierig. Die unterschiedlichen Versuchsanordnungen machen aber
deutlich, dass neben Rasse, Fitterung und Haltung besonders die
Individualitdt der einzelnen Hengste aber auch die Saisonalitat auf die

Gefriertauglichkeit des Samens grossen Einfluss haben.

Aufgrund unserer Studie kann gefolgert werden, dass sich die Herbstmonate
(Oktober, November, Dezember) fur die Gefriersamenproduktion am besten
eignen und deshalb mit dem Tiefgefrieren von Hengstsamen trotz
organisatorischer Engpéasse, wenn moglich schon im September begonnen

werden sollte.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Studie war es, die jahreszeitlichen Schwankungen der
Samenqualitat bei Schweizer Warmbluthengsten zu untersuchen und den
optimalen Zeitpunkt fir die Kryokonservierung festzulegen. Dazu wurden
Ejakulate von 10 angekorten Hengsten alle 2 Wochen wahrend eines Jahres
(Januar bis Dezember 1999) am Nationalgestit in Avenches gewonnen,
untersucht und kryokonserviert.

Zur Berechnung saisonaler Unterschiede wurden je drei Monate des Jahres
als Herbst (September, Oktober, November), Winter (Dezember, Januar,
Februar), Fruhling (Méarz, April, Mai) und Sommer (Juni, Juli, August)
zusammengefasst. Von allen Ejakulaten wurden Volumen, Dichte, Motilitat
und die Morphologie (normale Spermien, Hauptdefekte, Kernvakuolen,
Akrosomdefekte) bestimmt. Im aufgetauten Samen erfolgte die Beurteilung
von Motilitat, Vitalitat (SYBR-14/Pl) sowie funktioneller Membranintegritat
(HOS-Test).

Alle von uns ermittelten Samenqualitdtsparameter liessen signifikante
saisonale Schwankungen erkennen. Ejakulatvolumen, Gesamtspermienzahl
und Motilitat im Frischsamen zeigten im Sommer signifikant (P < 0.05)
hohere Werte als im Winter, wahrend die Dichte in den Sommermonaten
signifikant (P < 0.05) niedriger war als in den tbrigen Jahreszeiten.

Bei der morphologischen Untersuchung zeigte sich, dass der Anteil
morphologisch normaler Spermien im Sommer signifikant (P < 0.05) geringer
war als in den Ubrigen Jahreszeiten und der Anteil an Hauptdefekten
wahrend der Sommermonate signifikant (P < 0.05) grosser war als im

Fruhling und Herbst.

Im aufgetauten Samen erreichte die Motilitdt in den Herbstmonaten
signifikant (P < 0.05) bessere Werte als im Fruhling und Sommer. Die

Vitalitatswerte waren im Sommer signifikant (P < 0.05) schlechter als in den
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ubrigen Jahreszeiten. Der HOS-Test ergab im Winter signifikant (P < 0.05)
mehr membrangeschadigte Spermien als im Frihling, Sommer und Herbst.

Aufgrund der hohen Samendichte, der grossen Gesamtspermienzahl, der
geringsten Anzahl an Hauptdefekten sowie der besten Motilitat und Vitalitat
im aufgetauten Samen empfehlen wir den Herbst (September, Oktober,

November) als besten Zeitpunkt zur Kryokonservierung von Hengstsamen.
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6. SUMMARY

The objective of this study was to investigate seasonal changes of stallion
semen quality and to determine the best time for semen cryopreservation.
Experiments were performed using 10 Swiss Warmblood stud stallions from
the Swiss National Stud Farm in Avenches. Ejaculates were collected every 2
weeks during one year from January to December 1999 and the volume,
concentration, motility and morphology (normal sperm, major defects,
vacuoles and acrosome defects) determined. In all frozen-thawed semen
samples the motility as well as the viability (fluorescence staining with
propidium iodide/SYBR-14) and the hypoosmotic swelling test (HOS) were
performed. To analyze seasonal differences 4 periods of 3 months each were
defined as autumn (September, October, November), winter (December,
January, February), spring (March, April, May) and summer (June, July,

August).

During the one-year experiment all semen quality parameters showed a clear
seasonal pattern. The volume, total sperm count and motility in fresh semen
were significantly (P < 0.05) higher in summer than in winter, while sperm
concentration was significantly lower in summer compared to the other
seasons. Regarding morphology, normal sperm was significantly (P < 0.05)
lower in summer than at any other time of the year and major defects showed
higher (P < 0.05) values in summer than in spring and autumn.

In frozen-thawed semen samples motility was significantly (P < 0.05) improved
when compared to spring and summer. Viability was lowest in summer and
differed significantly (P < 0.05 from other seasons. The HOS test revealed
significantly (P < 0.05) more membrane damaged spermatoza in winter than

during spring, summer or autumn.
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Our results demonstrate that significant seasonal differences of semen quality
parameters in fresh and frozen-thawed semen do occur and that deep freezing
of stallion semen should be done in autumn during the months of September,

October and November.
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7. APPENDIX

Vorverdinner V1

Der Vorverdinner besteht aus gleichen Teilen
Magermilch sowie 2% Eigelb

Glukose wasserfrei ( CeH1,06.)
Laktose-Monohyfrat (C1,H2,011, H,0O)
Raffinose-Pentahydrat (C1gH3,016, 5H,0)
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat (CsHsNazO7, 2 H,0)
Tri-Kaliumcitrat-Monohydrat (CsHsK307 H,0)

Hepes: N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2Ethansulfonséure

(CgH18N;04S)
ad 1 Liter Aqua ad injectionem

2. Herstellung der Eidotterldsung

Elektrolytldsung und

/ { Mis en forme

,
L { Mis en forme

3

04949
0.82 ¢

9.25¢9

P {Supprime’ 12

/ Magermilchlésung geben.

P {Supprimé 14

Haltbarkeit des Vorverdinners: max. 5 Tage bei 4°C (pH-Kontrolle)
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Endverdunpnerv2
Herstellung_von 100ml Endverdunner:
Lactoseldsung 11% 75ml
(Lactose (CgH»,011, H,0) in Aqua ad injectionem aufgeldst)
Eigelb 20ml
Glycerin wasserfrei, rein (C3HgOs) sml
Hancock-L6sung
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat (Na,HPQO,, 2 H,0) 6.199
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) 2549
Natriumchlorid (NaCl) 5.419
FormaldehydIésung 36-37% 125 ml
Aqua bidest. Ad 1'000 ml
HOS-L6ésung
Fructose 9.09
Trisodium Citrat 4949
Aqua bidest. _1'000 ml
Osmolaritat 100 mOsml/Liter

SYBR-14-L6sung

SYBR-14

10wl

DMSO 99.8%

90ul

’

. { Mis en forme

’

Supprimé : 1

7 | <#>V2 = Endverdinner,

AvenchesY
Lactoseldsung 11%
C12H220111 Hzoﬂ
Eigelb 20%9

\ | Glycerin 5%

A\
{Mis en forme

Supprimé : Lésungen

s | <#>Hancock-Lésung{

di-Natriumhydrogenphosphat
Dihydrat (Na;HPO,, 2 H,0) 6
a1
Kaliumdihydrogenphosphat

(KH,PO,) 2691
Natriumchlorid
(NacCl) 5.41 91
\ | Formaldehydlésung 36-
' | 37% 12.5mif
\ | Aqua bidest. ad
‘| 1'000 mif
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)
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Morphologie, Nativsperma fixiert

Untersucher:

Untersuchungsdatum:

Hauptdefekte Kopf

Identifikation:

Nebendefekte Kopf

1. | Unterentwickelte/Teratoide Formen 16. | Schmale Kopfe
(Schwanz um den Kopf, degenerierte Kopfe)
2. | Doppelformen 17. | Kleine normale Kopfe
(Mehrere Kopfe-, Mittelstiicke-, Schwénze-, akkzess. Schwénze)
3. | Akrosomdefekt 18. | Riesenkdpfe/kurze Kopfe
(Krater, Knopf) (gefaltete Kopfe, gerollte Képfe)
4. 19. | Lose normale Képfe
5. | Diademdefekt/Vakuolen 20. | Verlust/Loslésung Kopfkappe
6. | Birnenférmige Képfe 21.
7. | Schmale Kopfbasis Bemerkungen Kopf
(ausgestlpte Kopfbasis)
8. | Abnormale Kontur/Form
(lanzen-, kolben-, spatenférmige Képfe)
9. | Kleine abnormale Képfe
(Zwergkopfe)
10. | Lose abnormale Kopfe

Hauptdefekte Schwanz

Nebendefekte Schwanz

(Dag, Dag-ahnlich, Schnérkel, Notenschl., rudiment.)

11. | Korkenzieherdefekt 22. | Distaltropfen

12. | Andere Mittelstiickdefekte 23. | Schlingen
(tail stump, Kerben, Mitoch.-Verl., (Tropfen mit Verbiegung)
aufgespl., gefalt., verb., gebr., parax., Retrofl.)

13. | Proximaltropfen 24. | Am Ende aufgerollter Schwanz

(Ende um Tropfen gerollt)
14. | Pseudotropfen Bemerkungen Schwanz
15. | Gefaltete oder gekrimmte Schwanze

Normale Spermien

Fremdzellen (0 bis +++)

Spermaentwicklungs- Spindelformige- Medusa- Epithelzellen Erythrozyten Leukozyten
Beurteilung
Beurteilte Normale % normale Anzahl % Akrosom- % Akrosom- Vakuolen %
Spermien Spermien Spermien Hauptdefekte | Hauptdefekte defekte defekte Vacuolen

Supprimé : HOST-

LosungFructose
9.091

Trisodium

Citrat

Aqua

bidest.

mif

Osmolaritat = 100

mOsm/Liter

SYBR-14-L6sung

4997

1’000

SYBR-14 oplY
DMSO
99.8% 0ulT

( Mis en forme
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Von ursprunglich 113 Prifstieren der Besamungsstation Butschwil (SG)
standen 78 Stiere der Rassen Schweizer Braunvieh, Holstein und
Schweizer Fleckvieh im Alter zwischen 12 und 14 Monaten flur die
vorliegenden Untersuchungen zur Verfigung. Die restlichen Tiere
wurden aus Zuchttauglichkeitsgrinden oder mangels ungentigender
Paillettenzahl flr das Projekt nicht bertcksichtigt. Die Stiere wurden in
den Stallungen der Besamungsstation Butschwil in Einzelanbindung auf

Stroh gehalten und erhielten taglich Heu, Mais und wenig Kraftfutter;
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Samengewinnung

Page 9: [3] Supprimé Pentium P200 17.09.1998 14:06:00

Alle Versuchstiere wurden zwei- bis dreimal in der Woche mittels
kunstlicher Vagina (Scheideninnentemperatur 40°C-42°C) abgesamit.
Vor der Absamung wurden die Stiere im Sprungsaal sexuell stimuliert

(sog. Leerspriinge), wobei der Aufsprung in der Regel am....
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Hengste durch Samenentnahmen an 5 aufeinanderfolgenden Tagen
entleert und ans Phantom gewdhnt. Abgesamt wurden alle Versuchstiere
mittels einer kinstlichen Scheide Modell ,Avenches®, die auf 37°C
temperiert war. Die sexuelle Stimulation erfolgte Uber eine
ovarektomierte Freibergerstute, die mittels Oestrogenen in Oestrus
gebracht wurde. Auf den Hengststationen erfolgte die Absamung statt

auf dem Phantom auf dieser Stute.
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Phase 1: (14.10.1997 — 03.02.1998)
Ejakulate wurden in wdchentlichen Abstanden mittels Phantom

gewonnen, untersucht und kryokonserviert.



Phase 2: (17.03.1998 — 04.08.1998)

Die 15 beteiligten Hengste wurden auf den Stationen und im Gesttt mit
Hilfe der immer gleichen, ovarektomierten Stute alle 4 Wochen
abgesamt. Anschliessend wurden vor Ort die tUblichen Spermaparameter
untersucht. Zuséatzlich wurden Blutproben gewonnen, welche am
Tierspital Zurich auf den Testosterongehalt untersucht wurden.

Phase 3: (12.08.1998 — 01.09.1998)

Zu dieser Zeit befanden sich die Hengste im Eidgendssischen Gestiit
und wurden 4 mal in wochentlichen Abstanden mittels Phantom
abgesamt. Die Ejakulate wurden untersucht und kryokonserviert.

Phase 4: (22.09.1998)

Zum letzten Mal wurden die Hengste mittels Phantom abgesamt. Die
Ejakulate wurden untersucht und zusatzlich wurden wiederum

Blutproben gewonnen und untersucht.
Phase 1: (14.10.1997 — 03.02.1998)
Ejakulate wurden in wdchentlichen Abstanden mittels Phantom gewonnen,

untersucht und kryokonserviert.

Phase 2: (17.03.1998 — 04.08.1998)

Die 15 beteiligten Hengste wurden auf den Stationen und im Gestit mit Hilfe der
immer gleichen, ovarektomierten Stute alle 4 Wochen abgesamt. Anschliessend
wurden vor Ort die Ublichen Spermaparameter untersucht. Zusétzlich wurden
Blutproben gewonnen, welche am Tierspital Zurich auf den Testosterongehalt

untersucht wurden.

Phase 3: (12.08.1998 — 02.09.1998)
Zu dieser Zeit befanden sich die Hengste im Eigendssischen Gestut und wurden 4
mal in wochentlichen Abstanden mittels Phantom abgesamt. Die Ejakulate werden

untersucht und kryokonserviert.
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