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Schweiz. Arch. Tierheilk. 123, 515-522, 1981

Aus der Besamungsstation Neuenburg des
Schweizerischen Verbandes für künstliche Besamung

Auftauzeit von Rindersamen in feinen Pailletten und Nonreturnrate1

von H. Kupferschmied2 und C. Gaillard

Einleitung

In den letzten 10 bis 12 Jahren ist eine ansehnliche Reihe von Laboruntersuchungen

veröffentlicht worden, die sich mit den Auswirkungen des Vorgehens beim
Auftauen von tiefgefrorenem Samen auf die Morphologie und Beweglichkeit der Spermien

befassen (Übersicht siehe zum Beispiel bei Senger, 1980). Daraus geht hervor,
dass die Auftauergebnisse von zahlreichen Faktoren wie Verdünnerart, Glyzeringehalt,

Abkühlgeschwindigkeit vor dem Einfrieren, Äquilibrationszeit, Abpackung,
Einfrier- und Auftaugeschwindigkeit, Temperatur und Aufbewahrungsdauer nach
dem Auftauen beeinflusst werden.

Nur wenige Autoren haben versucht, die Laborbefunde mit Besamungsversuchen
zu ergänzen. Die uns zugänglichen Berichte über derartige Erhebungen sind in
Tabelle 1 zusammengestellt. Es wurden dabei nur Untersuchungen berücksichtigt, die
sich auf Samen in Kunststoffröhrchen beziehen und die sich mit den Auftauzeiten,
nicht aber mit den Auftautemperaturen befassen. Obschon die Differenzen statistisch
nicht immer oder nur knapp abgesichert sind, brachten die längeren Auftauzeiten in
allen aufgeführten Versuchen tendenzmässig höhere Besamungsergebnisse.

Die Vorteile des raschen Auftauens - unter praktischen Verhältnissen die
Verwendung von Wasserbädern mit einer Temperatur von 35 bis 40 °C - sind heutzutage
hinreichend bewiesen. Angesichts der spärlichen für feine Pailletten vorhegenden Daten

schien es uns dagegen angebracht, zwei Auftauzeiten unter den eigenen
Routinebedingungen an einem umfangreichen Zahlenmaterial zu überprüfen.

Material und Methode

Die Samendosen wurden während vollen 12 Monaten (1.7.1979 bis 30.6.1980) alternierend
während 8 oder 25 s aufgetaut. Das Vorgehen musste halbtäglich oder täglich gewechselt werden.
Die Zeitmessung erfolgte mit einer Stoppuhr. Zum Auftauen der Dosen standen in der Regel
elektrisch geheizte und thermostatisch geregelte Wasserbäder zur Verfügung. Die täglich mit einem
Thermometer zu kontrollierende Wassertemperatur sollte 38 °C (± 2 °C) betragen. Es durfte nur
eine Paillette auf einmal aufgetaut werden.

Insgesamt wurden 87 486 Erstbesamungen durchgeführt, die sich anteilmässig wie die übrigen
Besamungen oder diejenigen der Vorjahre auf die 12 Monate des Jahres verteilten. In jedem Monat
waren die beiden Auftauzeiten weitgehend zu gleichen Teilen vertreten.

1 Herrn Hans Maurer, Direktor des Schweiz. Verbandes für künstliche Besamung, zu seinem
60. Geburtstag gewidmet

2 Adresse: Besamungsstation, Postfach 1680, CH-2002 Neuenburg
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Am Versuch beteiligten sich 43 Besamer (36 vollamtliche Techniker und 7 nebenamtliche
Tierarzte), deren Nonreturnrate als gut, durchschnittlich oder unterdurchschnittlich bekannt war Sie

repräsentierten 4 geographische Regionen (R1 Bern, R2 Freiburg, R3 Waadt, R4
Neuenburg-Jura) Im Mittel machten die Besamer 2034 Erstbesamungen (Extremwerte 191 und 3455)
In den Regionen R1 und R2 wurden je etwa 30% der Erstbesamungen vorgenommen, m den beiden
anderen je 20%

Es kamen Dosen von insgesamt 373 Stieren zum Einsatz (1 bis 4141 Erstbesamungen pro
Stier) Der in feine franzosische Pailletten (0,25 ml) abgefüllte Samen stammte zu rund 82% aus der
Besamungsstation Neuenburg, wo ein Trisverdunner verwendet wird (Kupferschmied, 1976) Diese
Dosen enthielten in der Regel 20 bis 25 X 106 Spermien total Der Rest der eingesetzten Portionen
stammte aus den Stationen Butschwil und Mulhgen, sie waren mit einem Milch- bzw einem Na-
tnumzitratverdunner aufbereitet worden Das Alter der Dosen betrug wenige Wochen bis mehrere
Jahre

Die Besamungen verteilten sich zu 56% auf Betriebe mit einem Vertrag fur die Nachzuchtpru-
fung von Besamungsstieren und zu 44% auf solche ohne Vertrag, was ziemlich genau den üblichen
Anteilen der Besamungsstation entspricht Von den besamten Tieren waren 27,0% Rinder und
73,0% Kuhe, was recht gut mit den mehrjährigen Werten der Station übereinstimmt (25,2% zu
74,8%, Kupferschmied, 1980) Aufgrund dieser Angaben darf angenommen werden, dass die
Versuchsverhaltnisse fur die praktischen Gegebenheiten der Station repräsentativ waren

Die Auftauzeit wurde auf dem Besamungsschein kodifiziert festgehalten Die Berechnung der
Nonreturnrate (NRR) nach Erstbesamung erfolgte über EDV nach vollen 75 und 120 Tagen

Die statistische Auswertung wurde mit dem Least-Squares-Verfahren (LSQ-Verfahren, Har
vey, 1976) nach folgendem Modell vorgenommen

Y,jkimno P + M, + Rj + Bjk + Ff + Tm + A„ + b (Xljklmno — X) + eljktano

wobei

Yijidmno Besamungsergebnis des ijklmno-ten Tieres
(Nonreturn 1, Return 0)

M, Einfluss des l-ten Besamungsmonates
Rj Einfluss der j-ten Region
Bjk Einfluss des k-ten Besamers innerhalb der j-ten Region
H, Einfluss der l-ten Betriebsgruppe

(Betrieb mit oder ohne Vertrag fur Nachzuchtprufung)
Tm Einfluss der m-ten Tierkategorie (Rind oder Kuh)
A„ Einfluss der n-ten Auftauzeit (8 der 25 s)

b Regressionskoeffizient
X.jkimno mittlere NRR des Stieres, dessen Samen auf

das ijklmno-te Tier eingesetzt worden ist
X mittlere NRR aller eingesetzten Stiere
eijkimno Resteffekt des ijklmno-ten Tieres

Mit Ausnahme des Resteffektes wurden alle Emflussfaktoren des Modells als fix angenommen

Anhand eines reduzierten Modells wurde ausserdem die Interaktion zwischen Besamer und
Auftauzeit untersucht

Resultate

Die Ergebnisse der Varianzanalysen gehen aus Tabelle 2 hervor. Mit Ausnahme
der Auftauzeit haben alle Faktoren einen hoch signifikanten Einfluss auf das

Besamungsresultat. Die Durchschnittsquadrate der NRR nach 75 Tagen stimmen recht
gut mit denjenigen nach 120 Tagen uberem.
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Besamungsmonat: Die Schwankungen der monatlichen NRR stimmen tendenz-
mässig mit den langjährigen Werten der Besamungsstation überein (Kupferschmied\
1974). Die besten Ergebnisse wurden im Juni und Oktober, die tiefsten im März, Juli
und Dezember erzielt. Die Differenzen zwischen der NRR des höchsten und der

NRR des tiefsten Monates betragen 3,02 bzw. 2,61%'.
Region: In der Region 4 liegt die NRR am höchsten, in der Region 3 am tiefsten.

Die Unterschiede von 2,95 bzw. 2,56% dürften zum Teil auf verschiedenartige
Betriebsstrukturen zurückzuführen sein: Region 4 vorwiegend Betriebe mit Graswirtschaft,

Region 3 mehrheitlich Ackerbaubetriebe.
Besamer innerhalb Region: Die NRR der Besamer variieren zum Teil sehr stark

innerhalb der Regionen. Die Streuungen der NRR der Besamer innerhalb der Regionen

sind von Region zu Region verschieden (Tabelle 2).

Tabelle 2: Varianzanalysen

Variabilitätsursache FreiheitsDurchschnittsquadrate

grade NRR nach 75 Tagen NRR nach 120 Tagen

Besamungsmonat 11 0,557** 0,623***
Region 3 2,598*** 2,239***
Besamer innerhalb R1 12 2,110*** 1,880***
Besamer innerhalb R2 11 ^ 127 *** 4 207***
Besamer innerhalb R3 8 2 439 *** 2,478***
Besamer innerhalb R4 8 R600*** 1 482***
Betriebsgruppe 1 21,010*** 2R734***
Tierkategorie 1 45,173*** 55,330***
Auftauzeit 1 0,652 a 0,434b
Regression 1 111,714*** 116,864***
Rest 87428 0,203 0,213

*** p<o,001 ** P<0,01 a PCO,08 b P<0,16

Betriebsgruppe: In Betrieben mit Prüfvertrag liegen die NRR um 3,47 bzw. 3,53%

signifikant tiefer als in Betrieben, die sich nicht an der Nachzuchtprüfung beteiligen.
Die Feststellung, wonach in züchterisch interessierten Betrieben oft eine tiefere NRR
erzielt wird als in züchterisch weniger aktiven stimmt mit den Beobachtungen anderer

Untersucher überein (van Dieten, 1968; Oltenacu und Foote, 1976).

Tierkategorie: Die Rinder weisen im Mittel eine um 5,20 bzw. 5,76% höhere NRR
auf als die Kühe. Dies entspricht ziemlich genau der an einer grossen Zahl von Tieren

aus dem Stationsgebiet ermittelten Differenz (Kupferschmied1980).

Besamungsstier: Die Regression (Tabelle 2) zeigt, dass der Samenspender die

NRR entscheidend beeinflusst.

1 Erste Zahl: NRR nach 75 Tagen. Zweite Zahl: NRR nach 120 Tagen
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Tabelle 3: Besamungsresultate nach einer Auftauzeit von 8 bzw. 25 s

Auftauzeit

(s) Erstbesamungen (n)

1,2
Nonreturnrate
nach 75 Tagen (%)

Differenz
(%)

1,2
Nonreturnrate
nach 120 Tagen {%)

Differenz
(%)

8

25

43927
43559

71,96
72,50

0,54
69,25
69,70

0,45

1: LSQ - Mittelwerte
2: Der Standardfehler aller vier NRR beträgt 0,26%

Auftauzeit: Die Zahl der Erstbesamungen und die nach einer Auftauzeit von 8

oder 25 s erzielten Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengestellt. Die NRR erscheinen

relativ hoch, da es sich um LSQ-Mittelwerte handelt. Die längere Auftauzeit
bringt um 0,54 bzw. 0,45% höhere NRR, doch sind die Unterschiede nur schwach bis
sehr schwach gesichert (Tabelle 2: P < 0,08 bzw. < 0,16).

Nach einer Auftauzeit von 25 s fällt die NRR von 75 bis zu 120 Tagen um 0,09%
mehr ab als nach 8 s. Dieser geringe Unterschied liegt innerhalb des Standardfehlers
und kann anderswie nicht erklärt werden.

Ergänzend ist darauf hinzuweisen, dass die NRR nach 75 Tagen (nach 120 Tagen
nicht berechnet) nach einer Auftauzeit von 25 s in 9 von 12 Monaten höher lag als
nach 8 s. Die längere Auftauzeit brachte sowohl in den kalten Monaten Januar und
Februar wie in den warmen Monaten Juli und August mindestens so gute Ergebnisse
wie die kürzere.

Die mit Hilfe des reduzierten Modells durchgeführten Varianzanalysen lassen
keine signifikante Interaktion zwischen Besamer und Auftauzeit nachweisen. 21

Besamer erzielten mit der kurzen Aüftauzeit bessere Resultate, 22 mit der längeren.

Diskussion

Um einen Kälteschock im Anschluss an das Auftauen zu vermeiden, wird
verschiedentlich empfohlen, den Samen durch zeitliche Beschränkung des Vorganges
nur auf 5 °C zu erwärmen (Koos et al., 1974; Rodriguez et al., 1975; Berndtson et al.,
1976; De Abreu et al., 1979)'. Dem widersprechen die Laborbefunde von Senger et al.
(1976), wonach einerseits rasch auf 35 °C aufgewärmter Samen anschliessend nur
unter extremen Bedingungen einen Kälteschock erleidet und andererseits auf nur
5 °C gebrachtes Sperma durch plötzliche Temperaturerhöhungen ebenfalls geschädigt

werden kann.
Nach Jondet und Rabadeux (1977) erreicht der Samen in feinen Pailletten die

Temperatur des Wasserbades von 35 °C nach 21 s. Bei unseren eigenen Messungen
war die Temperatur des Samens spätestens nach 25 s auf diejenige des Wasserbades
von 38 °C angestiegen.

In unserer Untersuchung liegen die NRR nach einer Auftauzeit von 25 s um 0,54
bzw. 0,45% höher als nach 8 s. Obschon die Differenzen statistisch nur schwach bis
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sehr schwach gesichert sind, bestätigen unsere Resultate die Feststellungen anderer
Autoren (Tabelle 1) mindestens tendenzmässig, wonach längere Auftauzeiten - und
damit höhere Samentemperaturen - bessere Besamungsergebnisse zur Folge haben.
Dabei ist die Beobachtung interessant, dass keine gesicherte Wechselbeziehung
zwischen Besamer und Auftaumethode nachgewiesen werden konnte.

Im weiteren erganzen unsere Befunde die teilweise widersprüchlichen Laborresultate

dahin, dass der auf Körpertemperatur erwärmte Samen gegenüber verschiedenen

Umwelteinflüssen offenbar resistenter ist als der durch Limitierung der Auftauzeit

nur auf 5 °C angewärmte. Dies wird einerseits dadurch bekräftigt, dass in unserem

Versuch die längere Auftauzeit sowohl in kalten wie in warmen Monaten der

kürzeren mindestens ebenbürtig ist. Anderseits zeigen Jondet und Rabadeux (1980;
Tabelle 1), dass der beim Auftauen auf 35 °C gebrachte und bei dieser Temperatur
bis zu 70 min aufbewahrte Samen offenbar recht widerstandsfähig ist, da er nicht
schlechtere Resultate als der sofort verwendete brachte.

Aus unseren Untersuchungen folgern wir, dass beim Auftauen von Rindersamen
in feinen französischen Pailletten die Temperatur des Samens auf diejenige des

Wasserbades von 38 °C (± 2 °C) gebracht werden sollte. Wir halten daher die

Beschränkung des Auftauvorganges auf 8 s nicht für angezeigt, sondern empfehlen als

Richtgrosse eine Auftauzeit von 25 s.

Zusammenfassung

Rindersamen in feinen franzosischen Pailletten wurde wahrend 8 oder 25 s m einem Wasserbad

von 38 °C (± 2 °C) aufgetaut. Wahrend 12 Monaten führten damit 43 Besamer alternierend
87 486 Erstbesamungen durch. Die Besamungsresultate wurden hoch signifikant beemflusst durch
die Faktoren Besamungsmonat, Region, Besamer innerhalb Region, Betriebsgruppe (Betneb mit
oder ohne Prufvertrag), Tierkategorie (Rind oder Kuh) und Besamungsstier, nicht aber durch die

Auftauzeit.
Nach einer Auftauzeit von 25 s lag die Nonreturnrate nach 75 Tagen um 0,54% und nach 120

Tagen um 0,45% hoher als nach einer Auftauzeit von 8 s. Obschon diese Differenzen kaum signifikant

sind, bestätigen sie die Beobachtungen anderer Autoren. Zwischen Besamer und Auftauzeit
konnte keine signifikante Interaktion nachgewiesen werden.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse sollte beim Auftauen die Temperatur des Samens auf

die Temperatur des Wasserbades von 38 °C (± 2 °C) gebracht werden. Als Richtgrosse wird eine

Auftauzeit von 25 s empfohlen.

Resume

De la semence bovine en paillettes fines fran§aises a ete decongelee dans un bain d'eau ä 38 °C

(±2 °C) pendant 8 ou 25 s. 43 inseminateurs l'utihserent alternativement pendant 12 mois en ef-

fectuant 87486 inseminations premieres. Les resultats d'IA ont ete influences de maruere haute-

ment significative par les facteurs mois de l'IA, region, inseminateur ä l'interieur d'une region,

groupe d'exploitations (exploitations avec ou sans contrat de testage), categone d'ammal (gemsse

ou vache) et taureau d'IA, mais toutefois pas par la duree de decongelation.
Apres une duree de decongelation de 25 s, le taux de nonretour apres 75 jours se situait ä

0,54% et apres 120 jours ä 0,45% plus haut qu'avec un temps de decongelation de 8 s. Malgre que

ces differences soient ä peine significatives, elles confirment les observations d'autres auteurs. Au-

cune interaction significative n'a pu etre demontree entre inseminateur et temps de decongelation
Se basant sur ces resultats, la temperature de la semence lors de la decongelation devrait at-

teindre celle du bain d'eau ä 38 °C (± 2 °C). Comme ligne de conduite, ll est preconise une duree

de decongelation de 25 s
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Riassunto

Materiale seminale di bovino in fini paillette francesi e stato scongelato per 8 o 25 s in un
bagnomaria alla temperatura di 38 °C (± 2 °C). Per un periodo di 12 mesi 43 inseminatori hanno
eseguito con questo materiale 87 486 prime inseminazioni. I risultati delle inseminazioni sono stati
influenzati in modo altamente significativo da fattori quali il mese dell'intervento, la regione,
l'operatore all'interno della regione, il gruppo dell'azienda (azienda con o senza contratto di prova),
la categoria di animali (manze o vacche) e il toro donatore, non perö dal tempo di scongelamento.

Dopo un tempo di scongelamento di 25 s la percentuale di nonritorno dopo 75 giorni era
di 0,54% e dopo 120 giorni di 0,45% piü elevata che dopo uno scongelamento di 8 s. Sebbene tali
differenze siano statisticamente appena significative, esse confermano le osservazioni di altri autori.
Tra operatore e tempo di scongelamento non si e potuta evidenziare alcuna interazione significa-
tiva.

Sulla base di tali risultati, nello scongelamento la temperatura del materiale seminale dovrebbe
essere portata alla temperatura del bagnomaria di 38 °C (± 2 °C). Si consiglia un periodo di
scongelamento di 25 s.

Summary

Bovine semen packaged in French mini-straws was thawed for 8 or 25 s in warm water baths
(38 ± 2 °C). During 12 months 43 inseminators performed alternately 87486 first inseminations.
The nonreturn rate was highly significantly affected by month of insemination, area, inseminator
within area, herd with or without contract for progeny testing, age class (heifer or cow), and the
bull, but not by thawing time.

When the semen was thawed for 25 s, the 75-day nonreturn rate was 0.54% and the 120-day
nonreturn rate 0.45% higher than for 8 s. Though these differences were barely significant, they
confirm nevertheless the observations of other authors. No significant interaction was found
between thawing time and inseminator.

According to the results of this trial the semen temperature should be brought to the temperature

of the water bath (38 ± 2 °C) when thawed. A thawing time of 25 s is recommended.

Verdankung
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BUCHBESPRECHUNGEN

Taschenbuch der Fischkrankheiten von E Amlacher Gustav Fischer Verlag, Stuttgart 4 Aufl
1981, mit 474 Seiten, 254 teils farbigen Abbildungen, 20 Tabellen und 1 Farbtafel Preis

DM 39 —
Dieses preisgünstige Taschenbuch erscheint bereits in der 4 Auflage Sicher ein Beweis, dass

die gewählte Art der Darstellung von Fischkrankheiten der Nutz- und Zierfische des Susswassers,

einem weiten Bedürfnis entgegenkommt
In der 4 Auflage wurden einige Kapitel, wie Virologie, Hamatologie, Toxikologie, usw deutlich

erweitert Fur em Taschenbuch sind jedoch etwelche Abschnitte unausgewogen, viele durften
durch Straffung gewinnen (Tuberkulose mkl Bildserie, Infektiöse Bauchwassersucht, Bildsene über

CPE der verschiedenen Viren usw wahrend bei einzelnen Krankheitsbeschreibungen, wie bei der

bakteriellen Kiemenkrankheit, die in der Forellenzucht von grosser Bedeutung ist, allzuwenig
Information vorliegt Auch ist die neue Auflage nicht von Fehlern frei geblieben, nebst Druckfehlern,
so ist Aureomycin z B nicht ein Oxytetracyclin, oder wenn von Übereinstimmungen m Symptomatologie

und Pathohistologie der UDN mit VHS und IHN gesprochen wird
Das vorliegende Buch darf aber jedem, der ein übersichtliches und preisgünstiges Taschenbuch

über Fischkrankheiten sucht, empfohlen werden W Meier, Bern

Schlangen 2! Giftschlangen im Terrarium, von Ludwig Trutnau, Verlag Eugen Ulmer, Stuttgart
200 S 59 Abb Kst DM 38 —
Ergänzend zum 1 Band beschäftigt sich das vorliegende Buch, Schlangen 2, ausschliesslich mit

Giftschlangen Im einleitenden Teil werden die Unterschiede zwischen giftigen und ungiftigen
Schlangen eingehend beschrieben und Zusammensetzung und Wirkungsweise von Schlangengiften
diskutiert Weitere Kapitel befassen sich mit den speziellen Methoden beim Giftschlangenfang, den

Besonderheiten von Giftschlangenbehaltern und den ersten Sofortmassnahmen nach Giftschlangenbissen

Im ausführlichen 2 Teil des Buches werden über 100 einzelne Schlangenarten und ihre

Anforderungen, die sie an eine Gefangenschaftshaltung stellen, beschneben A Heldstab, Bern
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