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Die instrumentelle Samenübertragung beim Pferd hat in
den letzten Jahren einen deutlichen Aufschwung erfahren.
Ein wesentlicher Grund hierfür ist darin zu sehen, daß die
Trächtigkeitsresultate nach Üb.rt.rgrrng von flüssigkon-
serviertem Samen höher als nach der natürlichen Paarung
waren (Kkg, 1987). Darüber hinaus konzentrierten sich
zahlreiche Arbeiten darauf, die Konservierungsfähigkeit
von Hengstsperma durch Verbesserung der Verdünner, der
Kühl- und Transporttechnologie sowie Optimierung der
Lagerungstemperaturen auf einen möglichst großen Zeit-
raum auszudehn en (Kennq et al., L975; Demick et al., L976;
Palmer, 1984; Kreider et al., 1985; Varner et al., 1988). Tat-
sächlich scheint heute der Einsatz flüssigverdünnten
Hengstspermas mehrere Tage nach seiner Gewinnung
möglich zu sein. Hauptsächlich werden glycinhaltige oder
Magermilchverdünner verwendet (Douglas-Hamilton et al.,
1984 und 1987; Heiskanen er al., t987 de Vries, 1987; Tekin
er al., 1989).
ZieI der vorliegenden Arbeit ist es, die Konservierungs-
fahigkeit eines glycinhaltigen Verdünners,Dimitropoulos
ll" (van der Holst, 1984; Rasbecb,1984) sowie eines Mager-
milch-Glukose-Verdünners (Kennq et al., 1975) unrer ver-
schiedenen Zentrifugations- und Temperaturbedingungen
bei Hengstsamen zu beurteilen.

Material und Methoden

Für die Llntersuchungen standen drei im \Tarmblutryp ste-
hende, fertile Hengste (4 und 4 sowie 10 Jahre alt) zur Ver-
fügung, von denen während eines Monats wöchentlich
zwei Ejakulate mittels künstlicher Scheide an einer rossen-
den Stute gewonnen wurden. Direkt nach Beurteilung der
Bewegungsaktivität wurden die Ejakulate gesplittet und
folgendermaßen behandelt (Übersicht 1): Je ein Teil wurde
bei + 37 "C im Verhältnis 1 : 1 mit Magermilchverdünner
(Kennqt et al., L975) bzw. dem glycinhaltigen Verdünner
Dimitropoulos 11 (van der Hokt, 1984; Rasbech, 1984;
Tekin et a1.,1989) vermischt (Übersicht 2). Nach lOminüti-
ger Anpassung bei Raumtemperatur wurden die verdünn-
ten Samenproben wiederum geteilt. Eine Hälfte blieb un-
behandelt, die andere wurde 10 Minuten bei 800 g zentrifu-
giert. Der Überstand der zentrifugierten Proben wurde

möglichst vollständig dekantiert und das Sediment mit dem
jeweiligen Verdünner auf das Ausgangsvolumen resuspen-
diert. Von den unterschiedlich behandelten Proben wur-
den lO-ml-Aliquots in Glasröhrchen bei Kühlschrank-
(+5 "C) sowie Raumtemperatur aufbewahrt.
Bei der Beurteilung der Bewegungsaktivität (Phasenkon-
trastmikroskop mit Heiztisch [+38'C], 128f.ache Vergrö-
ßerung) wurde unterschieden zwischen der Gesamtmotili-
tät (der Anteil aller in irgendeiner Form beweglichen Sa-
menzellen) und dem prozentualen Anteil vorwärtsbewegli-
cher Spermien.
Die Bewegungsaktivität wurde beurteilt: f . im unverdünn-
ten Samen direkt nach der Samenentnahme , 2. in den ver-
dünnten, nicht zentrifugierten Samenproben nach 10minü-
tiger Anpassung, 3. in den zentrifugierten Proben 10 Minu-
ten nach der Resuspension, 4. in allen verdünnten Raum-
temperatur- und Kühlschrankproben 6;24;48 und 72 Stun-
den nach der Ejakulatgewinnung.
Objekrträgerpräparate für die Spermac@-Färbung (Oettle,
1986) wurden von den verdünnten Samenproben nach
lOminütiger Anpassung sowie von allen Raumtemperatur-

Zusammenfassung

In Konservierungsversuchen mit Hengstsperma wurden ein glycin-
haltiger und ein Magermilchverdünner eingesetzt und der Einfluß
von Zentrifugation sowie von Lagerung bei Raum- und Kühl-
schranktemperatur auf Spermienmotilität und -morphologie über-
prüft. Bei einer 6stündigen Konservierungsdauer zeigcen sich keine
signifikanten Unterschiede in der Gesamtmotilität, wohl aber in der
Vorwärtsbeweglichkeit zugunsten der Lagerung bei +5"C nach
vorausgegangener Zentrifugation. Nach +8 und 72 Stunden Lage-
rungsdauer bestanden bezüglich des Prozentsatzes vorwärtsbewegli-
cher Samenzellen zwischen den verschiedenen Samenbehandlungen
keine statistisch signifikanten lJnterschiede mehr. Ab einer 24stün-
digen Lagerung ergaben sich Unterschiede auch bezüglich der Ge-
samtmotilität zugunsten der zentrifugierten und bei +5 oC aufbe-
wahrten Proben. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Verdünnern traren im direkten Vergleich der verschiedenen Be-
handlungsmethoden zu keinem Untersuchungszeitpunkt auf. Auf
die Spermienmorphologie nach 0 und 24 Stunden hatten weder Ver-
dünner noch Lagerungstemperatur und Zentrifugation einen Ein-
fluß.

Influence of storage temperature, centrifugation and extender
on stallion semen viability

The aim of this study was to value the preserving capacity of a gly-
cin-containing and a skim milk extender under different centrifug-
ation and temperature conditions. Concerning total motility there
were statisticaly signifi."trt diff.r.nces between treatments {rom a
storage time of 24 hours onwards to 72 hours. Samples stored at
+ 5 'C and previously centrifuged were superior to the samples sto-
red at room temperature and having not been submitted to centri-
fugation. As to the progressive motility there were significant diffe-
rences already 6 hours after semen collection. Here, too, centrifug-
ation and storage at * 5 oC were superior to the other treatments.
Up from 48 hours on the differences in this parameter were not sig-
nificant any more because of the low absolute values. The type of
extender did not significantly influence motility parameters within
treatment groups. Acrosome morphology after 0 and 24 hours was
influenced neither by the type of extender nor storage temperature
nor centrifugation.
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Übersicht 1: Versuchsptan Samen, nativ
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und Kühlschrankproben nach 24stündiger Konservierung
angefertigt.
Das Zahlenmaterial wurde in einer Zeitreihenanalyse (Pro-
gramm MZ\7EIF) auf der Rechenanlage des Institutes für
Statistik und Biometrie der Tierärzrlichen Hochschule
Hannover statistisch ausgewertet.

Ergebnisse und Diskussion

Gesamtmotilität
In der Gesamtmotilität bestehen nach 6 Stunden keine Un-
terschiede zwischen den Verdünnern und den verschiede-
nen Behandlungen.
Nach 24 Stunden weisen beim Glycinverdünner die ohne
Zentrifugation bei Raumtemperatur aufbewahrten Proben
die schlechtesten Ergebnisse auf; die übrigen Behandlungen
unterscheiden sich nicht signifikant.
Nach 48 und 22 Stunden ergibt sich bei den mit Glycinver-
dünner konservierten Proben eine überlegenheit der bei
+ 5 oC gelagerten Proben gegenüber den Raumtemperatur-
proben; vorherige Zentrifugation verstärkt diesen positi-
ven Effekt.
Beim Magermilchverdünner weisen nach 24 Stunden die
bei Raumtemperatur ohne vorherige Zentrifugation aufbe-

Übersicht 2: Zusammensetzuno der Verdünner

Glyci nhalt i  ger Verdu nner
, ,Dimitropoulos 11"

Magermilch-Gl u kose-Verdü nner

wahrten Proben ebenfalls die niedrigsten Gesamtmotilitäts-
raten auf, wohingegen sich die übrigen Behandlungen nicht
signifikant unterscheiden.
Nach 48 und 72 Stunden sind beim Magermilchverdünner
die zentrifugierten Kühlschrankproben allen anderen Be-
handlungsverfahren deutlich überlegen.
Im direkten Vergleich der verschiedenen Behandlungsme-
thoden unterscheiden sich die beiden Verdünner nicht sig-
nifikant.

V orw är t s be w e glic h h e it
In der Vorwärtsbewegung erweisen sich die mit Glycinver-
dünner konservierten Proben bereits nach 6 Stunden Lage-
rung bei +5"C den bei Raumtemperatur aufbewahrten
Proben überlegen; dieser günstige Effekt ist durch vorheri-
ge Zentrtfugation noch zu verstärken.
Für eine 24stündige Au{bewahrung in Glycinverdünner
eignen sich nur die zentrifugierten Kühlschrankproben.
Bei mehr als 48stündiger Lagerung des mit Glycinverdün-
ner konservierten Samens haben weder die Aufbewah-
rungstemperatur noch dieZentrifugation einen Einfluß auf
diesen Parameter.
Bei den mit Magermilch konservierten Proben läßt sich zu
den Zeitpunkten 6 und 24 Stunden die beste Erhaltung der
Vorwärtsbeweglichkeit durch Zentrifugation und Lage-
rung bei + 5 'C erzielen. Auch beim letztgenannten Ver-
dünner haben nach 48stündiger Lagerung weder Aufbe-
wahrungstemperatur noch Zentrrfugation einen Einfluß.
Die beiden Verdünner unterscheiden sich im direkten Ver-
gleich der verschiedenen Behandlungsmethoden nicht sig-
nifikant.

Spermienmorpbologie
Für den Gesamtpr ozentsatz morphologisch abweichender
Samenzellen (MAS) und die Kopfkappenintegrität beste-
hen zum Zeitpunkt 0 und nach 24stündiger Konservierung
keine signifikanten lJnterschiede zwischen den Verdün-
nern, den Lagerungstemperaturen und den Vorbehandlun-
gen (Zentrifugation).

Lösung I
Glukose
Fruktose
Aqua bidestillata

Lösung l l
Natriumcitrat
Glycin
Sulfani lamid
Aqua bidesti l lata 1000 ml
Herstel lung des Endverdünners

Trockenmilch
Glukose
Aqua bidestillata
Natriumbikarbonat
(8,40/oige Lösung)
Gentamycinsulfat

12g
12g

600 ml

20,0 g
9,4 g
3,5 g

24g
499

960 ml

16 ml
1g

Hühnereidotter 200 ml

Lösung I
Lösung l l

Penic i l l in
Streptomycin

300 ml
500 ml

1x106 lE
1g
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Tab, 1: Gesamtmotilität (i+s) in Prozent von Hengstejakulaten bei Anwendung verschjedener Verdünner, Konservierungstemperaturen und
ZentriJugationsverfahren; n = 30

Zeit (Stunden): 7224

75,0
+2,8

(a)

(b)

80,5
+ 1,8

79,5
+22

81,3
+2,5

71,5
+2,8

79,5
-+-. i  A

72,8
+2,9

56,5
-+?Q

34,3
+ B,B

67,3
+-ÄO

27,2
+ 10,7

7,1
+3,9

14,5
+ÄA

2,4
+2,9

37,2
!9,7

21,0
+ 5,4

Glycin-Verdünner

48,5
+ 10,3

30,6
+7,B

49,8
+ 5,5

79,5
!2,2

(d)
5"C

MZ (c)

mZ (e)

30,6
+ 10,2

(g)

81,7
t2,0

80,0
+ 3,8

81,5
+2,3

80,0
+2,8

74,5
+? 1

66,0
t  0,9

78,3
+2,3

71 R

44,8
+ 4,9

32,9
- rOf l

63,5
+ 10,9

45,2
t  8,0

21,0
r 10,1

11,0

44,5
+ 10,8

101

+ 3,4

11,9
+7,7

4,6
+ 4,5

RT

Magermilch-Verdünner

Vergleich verschiedener Behandlungsmethoden a bis h jeweils innerhalb eines Unlersuchungszeitpunktes; es unterscheiden sich signifikant:
zum Zeitpunkt 24 Stunden: ab, al, bc, bd, bg, cd, ce, cf, ch, df, dg, fg, gh
zum Zeitpunkt 48 Stunden: ab, ac, af, ag, bc, bd, bg, cd, ce, cf, ch, dt, eg, fg, gh
zum Zeitpunkt 72 Stunden: ac, ag, bc, bd, bg, cd, c€, cf, ch, df, eg, tg, gh
mzloz = milohne Zentrifugation; RT = Raumtemperatur

Aon

(h) 8,7
+17

Schlußfolgerungen

Für die Flüssigkonservierung von Hengstsperma empfiehlt
sich bereits für eine Konservierungsdauer von 6 Stunden
die Zentrifugation des Samens und Lagerung bei Kühl-
schranktemperatur.

Die Auswahl des Verdünners (Magermilch- oder glycinhal-
tiger Verdünner) spielt eine untergeordnete Rolle und be-
einflußt Spermienbeweglichkeit und -morphologie nicht
signifikant.

Tab.2i Vorwärtsbeweglichkeit (if s) in Prozent von Hengstejakulaten bei Anwendung verschiedener Verdünner, Konservierungstemperaturen
und Zentrifugationsverfahren; n = 30

Zeit (Stunden): 4824

mZ (a)

(c)

(d)

36,9
+47

32,5

37,0
+ 4,0

ö2, I

t  3,8

22,7
+41

18,0
10,5

7,7
+ 3,0

4,0

1B,B
a 6,8

4,9
+ 0,9

2,5
r  1, l

0,1
+0,2

6,6
+ 3,8

1,0
+ 0,9

0,1
+0,2

0,0
+ 0,0

2,3
+ 1,7

0,.1
+ 0,1

Glycin-Verdünner

50c

29,8
t  3,8

28,4

20,8
!2,3

(e)

(0
RT

35,9
- t -?7

32,3
+2,8

36,2
+-AA

31,7
+2,6

14,1
+ 0,4

28,2
+ 4,0

10 R

+ 1.6

+17

z,Y
r1Q

18,6
+Ä 1

7,4
!2,9

I ,Z

J 0,5

0,4
+ 0,6

B,B

0,9
t  0,1

0,1
t0,2

0,0
+ 0,0

2,5
+ 1,7

0,0
+ 0,0

Magermilch-Verdünner

Vergleich verschiedener Behandlungsmethoden a bis h jeweils innerhalb eines lJnlersuchungveitpunktes; es unterscheiden sich signilikanl
zum Zeitpunkt 6 Stunden: bc, bd, bg, cf, ch, df, t9
zum Zeitpunkt 24 Stunden: ac, ag, bc, bg, cd, ce, cf, ch, dg, eg, fg, qh
mzloz = millohne Zentrifugationt RT = Raumtemperatur

5'C

(g)

(h)
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Glycinverdünner

Abb. 1: Gesamtmotilitäten (i) in o/o von Hengstejakulaten bei Anwen-
dung verschiedener Konservierungstemperaturen und Zentrifugati-
onsverfahren.

Gesamtmot i l i tät  in %

Abb.2: Gesamtmotilitäten (X) in o/o von Hengstejakulaten bei Anwen-
dung verschiedener Konservierungstemperaturen und Zentr iufgati-
onsverfahren.
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Abb. 3: Vorwärtsbeweglichkeit (i) in o/o von Hengstejakulaten bei
Anwendung verschiedener Konservierungstemperaturen und Zentr i fu-
gationsverfahren.

Vorwärtsbewegl ichkei t  in 9o

Abb. 4: Vorwärtsbeweglichkeit (i) in o/o von Hengstejakulaten bei
Anwendung verschiedener Konservierungstemperaturen und Zentr i fu-
gationsverfahren.
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Abb.5: Prozentsätze formveränderter Samenzellen (x) in Hengsteja-
kulaten bei Anwendung verschredener Konservierungstemperaturen
u nd Zentrif ugationsverfah ren.
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Abb.6: Prozentsätze formveränderter Samenzellen ( i)  in Hengsteja-
kulaten bei Anwendung verschiedener Konservierungstemperaturen
und Zentr i f  ugationsverfah ren.
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