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Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, den Ein-
fluss von verschiedenen Zentrifugationsmethoden
auf Spermienverlust und Gefriersamenqualität
abzuklären. Dazu wurden je drei Ejakulate von
8 gekörten Warmbluthengsten des Nationalgestüts
Avenches gewonnen, und zur Entfernung des
Seminalplasmas nach drei verschiedenen Metho-
den zentrifugiert. Bei Methode I (Referenz-
methode) erfolgte die Zentrifugation bei einer
relativen Zentrifugalbeschleunigung von 600�g
während 10 Minuten. Bei Methode II wurde bei
1000�g während 2 Minuten und bei Methode III
bei 2000�g während 2 Minuten zentrifugiert.
Nach der Zentrifugation wurden jeweils 90% des
Überstandes abpipettiert und darin die Anzahl
Samenzellen (Spermienverlust) bestimmt. Nach
Resuspension mit Gefrierverdünner erfolgte die
Bestimmung der funktionellen Membranintegrität
mittels HOS-Test sowie die Beurteilung der
Motilität. Im aufgetauten Samen prüften wir die
Motilität, die Vitalität (SYBR-14/PI), die funk-
tionelle Membranintegrität (HOS-Test) und den
Akrosomstatus mit dem Chlortetracyclinassay
(CTA). Unsere Ergebnisse zeigen, dass der durch-
schnittliche Spermienverlust (I, 1.9%; II, 8.7%; III,
3.7%) bei allen drei Zentrifugationsmethoden
signifikant (P < 0.05) verschieden war. Bei den
Samenqualitätsparametern im aufgetauten Samen
konnten wir nur im HOS-Test bei Methode III
(52.1%) signifikant schlechtere Werte als bei den
Methoden I (55.5%) und II (55.3%) feststellen.Der
zur Bestimmung des Akrosomstatus durchgeführte
CTA zeigte, dass bei allen drei Methoden im auf-
getauten Samen mehr als 70% der Spermien kapa-
zitiert und rund 25% kapazitiert und akrosom-
reagiert waren.Aufgrund unserer Ergebnisse kann
gefolgert werden, dass sowohl der Spermienverlust
wie auch die funktionelle Membranintegrität
(HOS-Test) im aufgetauten Samen von der Zentri-
fugationsmethode signifikant beeinflusst wird.
Deshalb soll der Hengstsamen vor der Kryokonser-

The influence of centrifugation on quality and
freezability of stallion semen

The aim of the present study was to investigate the
influence of various centrifugation methods on
sperm loss and quality of frozen-thawed semen.
From at a total of 8 Warmblood stallions of the
National Stud Farm in Avenches, 3 ejaculates each
were collected and seminal plasma was removed
using 3 different centrifugation regimes. In method
I (reference method) centrifugation occurred by a
speed of 600�g during 10 minutes. In method II
1000�g was used during 2 minutes while in
method III centrifugation was performed by
2000�g during 2 minutes. After centrifugation
90%,of the supernatant was removed and sperm loss
calculated. After resuspension of the pellet with
freezing medium, functional membrane integrity
was evaluated by HOS-test and motility deter-
mined.In frozen-thawed semen motility,viability as
well as functional membrane integrity (HOS-test)
and acrosome status using chlortetracyclinassay
(CTA) were assessed. Our results demonstrate that
mean sperm loss (I,1.9%;II,8.7%;III,3.7%) was sig-
nificantly (P<0.05) different between the three
centrifugation regimes.Regarding semen quality of
frozen-thawed semen, HOS in method III (52.1%)
was significantly lower than in methods I (55.5%)
and II (55.3%). Evaluation of the acrosome status
by CTA showed that more than 70% of sperm cells
were capacitated and 25% capacitated and acrosome
reacted. From our results we conclude that sperm
loss and functional membrane integrity (HOS-test)
in frozen-thawed semen were significantly influ-
enced by the centrifugation regime. Therefore,
stallion semen should be centrifuged at 600�g
during 10 minutes before freezing in order to
obtain low sperm loss and a good quality of frozen-
thawed semen.
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Kryokonservierung von Hengstsamen

Einleitung

Die Bedeutung der künstlichen Besamung (KB) in der
Pferdezucht hat in den letzten Jahren deutlich zuge-
nommen.Vor allem die lange Haltbarkeit und gute
Transportmöglichkeit des Gefriersamens steigerten
das Interesse der Züchterschaft an dieser Technik. Ein
zusätzlicher Vorteil von tiefgefrorenem Samen liegt
darin, dass er für die Zucht auch nach dem Tod des
Hengstes verfügbar bleibt. Dies sind Gründe weshalb
heute immer mehr Stuten, besonders solche aus dem
Sport,künstlich besamt werden.In der Schweiz macht
die künstliche Besamung mit Gefriersamen bereits
20% aller Belegungen bei Warmblutstuten aus und die
Tendenz, Gefriersamen von Leistungshengsten aus
dem Sport zu verwenden, nimmt stetig zu. Die trai-
nings- und wettkampfbedingte Abwesenheit dieser
Hengste von der Station schränkt die Bereitstellung
von Frisch- und Kühlsamen während der Zuchtsaison
stark ein. Deshalb wird die Produktion von Gefrier-
samen immer öfters während der sportfreien Winter-
monate angestrebt. Als Nachteile der KB mit Tief-
gefriersamen müssen im Vergleich zur Frischsamen-
übertragung der höherer Arbeitsaufwand hinsichtlich
Samenproduktion und Stutenmanagement sowie eine
geringere Trächtigkeitsrate in Kauf genommen wer-
den. Als Ursache für die schlechtere Fruchtbarkeit
werden vor allem die bei der Samenverarbeitung her-
vorgerufenen Membranschädigungen angenommen,
welche die Vitalität und Befruchtungsfähigkeit der
Spermien deutlich mindern (Blach et al., 1988;
Watson, 2000). Dies hat zur Folge, dass im Vergleich
zu Kühl- oder Frischsamen die Trächtigkeitsrate pro
Zyklus geringer ist (30–40% vs. 50%) und die Stuten
deshalb oft mehrmals besamt werden müssen. Unter
günstigen Bedingungen,wie gute Samenqualität nach
dem Auftauen sowie eine geschlechtsgesunde Stute
und ein optimaler Beamungszeitpunkt, können aber
mit Gefriersamen am Ende der Zuchtsaison ebenfalls
Trächtigkeitsraten von mehr als 80% erreicht werden
(Samper et al., 1995).
Aufgrund der grossen individuellen Variabilität der
Samenqualität produzieren nur etwa 25% alle Zucht-
hengste Samen, der nach Gefrieren und Auftauen zu
ähnlichen Trächtigkeitsraten pro Saison führt wie nach

Frischsamenbelegungen (Amann und Pickett, 1987).
Einige Autoren (Amann und Pickett,1987; Samper et
al., 1994) berichten sogar, dass sich gewisse Hengste
unabhängig von der Qualität des Frischsamens für den
Gefrierprozess besser eignen (good freezers) als andere
(poor freezers). Als weitere Einflussfaktoren auf die
Kryokonservierbarkeit gelten Dichte und Motilität im
Frischsamen (Samper et al., 1994), die Samenkonfek-
tionierung, die Einfriergeschwindigkeit sowie Dauer
und Temperatur beim Auftauen (Cochran et al., 1984;
Blach et al.,1989;Pickett et al.,1993;Borg et al.,1997).
Hengstsamen wird vor der Kryokonservierung routi-
nemässig zur Entfernung des Seminalplasmas zentri-
fugiert. Damit werden mögliche negative Effekte des
Seminalplasmas auf die Spermien während des Tief-
gefrierens gemindert (Corteel,1980; Jasko et al.,1991;
Samper und Morris, 1998). Jasko et al. (1991) zeigten,
dass trotz Entfernung des Seminalplasmas die Moti-
lität der Spermien erhalten bleibt. Als Nachteile der
Zentrifugation sind jedoch Spermienverlust und
Samenzellschädigungen zu nennen, die sowohl von
der Zentrifugationszeit wie auch der Zentrifugations-
stärke abhängen.

Da kontrollierte Studien über die Nachteile der Zen-
trifugation von Hengstsamen fehlen, bestand das Ziel
der vorliegenden Arbeit darin, den Einfluss von drei
verschiedenen Zentrifugationsmethoden auf Sper-
mienverlust und Gefriersamenqualität genauer abzu-
klären.

Tiere, Material und Methoden

Tiere

Für die vorliegenden Untersuchungen standen 8 in
der Schweiz gekörte Warmbluthengste des National-
gestüts Avenches zur Verfügung. Die Hengste waren
zwischen 8 und 21 Jahre alt und wurden während des
ganzen Jahres auf dem Gestüt gehalten.Die Fütterung
bestand aus Heu (zweimal täglich 3 kg), Hafer (drei-
mal täglich 1–2 Liter) sowie Pellets (täglich 1–2 Liter)
und einmal pro Woche Mash.Wasser stand ad libitum
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vierung bei 600�g während 10 Minuten zentri-
fugiert werden, da mit dieser Methode der Sper-
mienverlust am geringsten und die Samenqualität
nach dem Auftauen am besten waren.

Schlüsselwörter: Hengst, Kryokonservierung, Samen-
qualität, Zentrifugation

Key words: stallion, cryopreservation, semen quality,
centrifugation
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zur Verfügung. Die Hengste wurden täglich bewegt
oder konnten auf die Weide.Während der Decksaison
(März bis Juni) standen die Hengste im Zuchteinsatz.
Vor Versuchsbeginn wurden die extragonadalen Sper-
mienreserven durch Samenentnahmen an fünf auf-
einanderfolgenden Tagen minimiert und die Tiere an
das Phantom gewöhnt.Während des Versuchs wurden
die Hengste jeweils am Montag, Mittwoch und Frei-
tag abgesamt und insgesamt 24 Ejakulate untersucht
und kryokonserviert.

Untersuchungen im Frischsamen

Unmittelbar nach der Samengewinnung wurde die
gelfreie Fraktion des Ejakulates ins Wasserbad (37°C)
gestellt,das Volumen in einem Messzylinder abgelesen
und die Spermienkonzentration mit einer modifizier-
ten Zählkammer nach Neubauer gemäss Richtlinien
der WHO (WHO-Laborhandbuch, 1999) überprüft.
Anschliessend wurde das Ejakulat mit INRA 82-
Hepes +2% Eigelb auf 100 Mio. Spermien/ml ver-
dünnt. Die Bestimmung der progressiven Motilität
erfolgte mit einem Mika Motion Analyzer (Cell
Motion Analyzer SM-CMA-1074, MTM, Mon-
treux). Dazu wurden 3 Tropfen à 6 �l des verdünnten
Ejakulates auf einen erwärmten (37°C) Objektträger
gegeben, mit Deckgläsern (24 mm � 24 mm) ver-
sehen und je 4 Felder pro Tropfen ausgewertet.
Dies ergab 12 Messungen, wobei jeweils mindestens
500 Spermien beurteilt wurden.

Zentrifugation

Der verdünnte Samen wurde bei Raumtemperatur in
drei gleiche Aliquote aufgeteilt, in 50 ml Zentrifugen-
röhrchen gegeben und nach drei verschiedenen
Methoden bei freiem Auslauf zentrifugiert (Hermle
Zentrifuge ZK 380, E. Renggli AG, Rotkreuz,
Winkelrotor 6�50 ml, Radius 10.5 cm).Als Metho-
de I (Referenzmethode) wurde das französiche
Verfahren (Vidament et al., 2001) gewählt. Dabei
wurde das verdünnte Ejakulat bei einer relativen
Zentrifugalbeschleunigung von 600�g während
10 Minuten zentrifugiert. Bei Methoden II wurde
bei 1000�g während 2 Minuten und bei Methode III
bei 2000� g während 2 Minuten zentrifugiert. Nach
der Zentrifugation wurden jeweils 90% des Über-
standes abpipettiert und darin die Spermiendichte
bestimmt. Das Produkt aus Volumen und Dichte im
Überstand wurde als Spermienverlust definiert. Das
Spermienpellet wurde mit dem Gefrierverdünner
(INRA 82-Hepes +2% Eigelb + 2.5% Glycerin) auf
100 Millionen Spermien/ml resuspendiert. An-
schliessend wurde zur Ermittlung der funktionellen
Membranintegrität der HOS-Test (Jeyendran et al.,
1984; Neild et al., 2000) durchgeführt und die pro-
gressive Motilität gemessen.

HOS-Test
Zur Durchführung des HOS-Tests wurden 1 ml
HOS-Lösung (Lactose 50 mmol/l) und 100 ml
Ejakulat während 30 Minuten bei 37°C inkubiert
(Neild et al., 2000) und davon ein 5 ml grosser Trop-
fen auf einen Objektträger gegeben,mit einem Deck-
glas (24 mm�24 mm) versehen und bei 400facher
Vergrösserung im Phasenkontrastmikroskop insge-
samt 200 Spermien beurteilt.Aufgrund der morpho-
logischen Veränderungen des Spermienschwanzes
konnte der prozentuale Anteil geschwollener Sper-
mien (HOS-positiv) bestimmt werden.

Samentiefgefrierung

Die Kühlung des Samens auf 4°C erfolgte während
einer Stunde in der Kühlvitrine auf einem Mischgerät
(Rock’n Roller, Minitüb, Landshut, Deutschland).
Anschliessend fanden die Konfektionierung in 0.5 ml
Pailletten (MRS1 Cassou, IMV, Aigle, Frankreich)
sowie die Samentiefgefrierung (Minidigitcool 700 ZB
290, IMV, Aigle, Frankreich) mit einer Abkühlge-
schwindigkeit von 60°C/Min.von +4°C bis –100°C
und 30°C/Min. von –100°C bis –140°C statt. Die
tiefgefrorenen Pailletten wurden im Flüssigstickstoff
bei –196°C gelagert.

Untersuchungen im aufgetauten Samen

An der Klinik für Fortpflanzungsmedizin wurden von
jedem Ejakulat jeweils zwei Pailletten im Wasserbad
bei 37°C während 30 Sekunden aufgetaut und zu-
sammengegeben. Im aufgetauten Samen wurden der
HOS-Test, die progressive Motilität sowie die Vitalität
(strukturelle Membranintegrität) und der Akrosom-
status bestimmt.

Vitalität

Zur Bestimmung der Vitalität wurde eine DNA-Dop-
pelfärbung durchgeführt (LIVE/DEAD Sperm Viabi-
lity Kit, Molecular Probes Europe, Leiden, Nieder-
lande). Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR-14 zeigt eine
hohe Affinität zur DNA lebender und toter Zellen,
während Propidiumjodid (PI) nur die Zellmembran
toter Zellen zu durchdringen vermag (Garner et
al., 1994). SYBR-14 (Komponente A) wurde mit
DMSO 100% in einem Verhältnis von 1:10 verdünnt
(Komponente AL). Propidiumjodid (Komponente B)
wurde in der Form verwendet, wie sie von der Firma
geliefert wird. Zu 500 �l aufgetautem, auf 37°C
gewärmtem Samen wurde 1 �l der Komponente B
zugegeben und während 3 Minuten bei 37°C in-
kubiert. Nach 3 Minuten wurde 1 �l der Kompo-
nente AL dazugegeben und während einer weiteren
Minute bei 37°C inkubiert. Dann wurden 5 �l des
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gefärbten Samens auf einen Objektträger pipettiert,
mit einem Deckglas (24 mm�24 mm) versehen und
bei 400facher Vergrösserung unter dem Mikroskop
(Olympus BX50 U Plan Apo 40�0.85 mit Fluores-
zenzeinrichtung, U-MWIB-Filtermodul, Hoch-
druck-Hg-Lampe) betrachtet. Über eine am Mikro-
skop angeschlossene Videokamera (Color CCD
Camera, SANYO VCC-2972) konnten die emittier-
ten Fluoreszenzen auf einen SONY Trinitron Video
Monitor (PVM-1440 QM) projiziert und 200 Sper-
mien ausgezählt werden.

Akrosomstatus

Die Bestimmung des Akrosomstatus erfolgte mittels
Chlortetracyclinassay (CTA). Dabei können je nach
Fluoreszenzmuster des Spermienkopfes nicht kapazi-
tierte von kapazitierten akrosomintakten und akro-
somreagierten Spermien unterschieden werden.
Nicht kapazitierte, akrosomintakte Spermien (CTC-
F) zeigen eine uniforme Fluoreszenz über den ganzen
Spermienkopf,kapazitierte,akrosomintakte Spermien
(CTC-B) sind durch ein fluoreszierendes Akrosom
und eine fehlende Fluoreszenz im postakrosomalen
Bereich gekennzeichnet. Kapazitierte, akrosomrea-
gierte Spermien (CTC-AR) zeigen hingegen keine
Fluoreszenz im Akrosombereich, können aber in der
postakrosomalen Region fluoreszieren (Wang et al.,
1995; Maxwell und Johnson, 1997; Hewitt und Eng-
land, 1998; Parker et al., 2000; Rathi et al., 2001;
Schembri et al., 2002). Die Reagenzien für den CTA
wurden gemäss Angaben von Maxwell und Johnson
(1997) hergestellt. Zu 20 �l Samen, der auf 37°C
erwärmt war, wurden 20 �l CTC-Lösung hinzu-
gegeben und gemischt. Dazu kamen 5 �l Fixier-
Lösung und 50 �l DABCO-Lösung.Die Komponen-
ten müssen strikt im Dunkeln zusammen gegeben
und gemischt werden.Ein 2 �l grosser Tropfen wurde
auf einen Objektträger gegeben und mit einem 24 �
24 mm Deckglas versehen. Unter dem Mikroskop
(Olympus BX50 U Plan Fl 100�/1.30 Oil Ph3

mit Fluoreszenzeinrichtung, U-MSWB-Filtermodul,
Hochdruck-Hg-Lampe) wurden bei 1000facher
Vergrösserung 200 Spermien ausgewertet.

Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit
dem Programm StatView 5.0 (SAS Institut, Düben-
dorf). Der Einfluss der Zentrifugationsmethode und
des Hengstes auf den Spermienverlust und die
Samenqualitätsparameter wurden mit einer multi-
variaten Varianzanalyse geprüft. Die graphische Dar-
stellung der Parameter erfolgte mit Boxplots.Zur Be-
rechnung der Unterschiede zwischen den Zentrifuga-
tionsmethoden wurden die Ergebnisse dem Fisher’s

PLSD post hoc Test unterzogen. Die Signifikanz-
schwelle wurde auf 0.05 festgelegt.

Ergebnisse

Die Ergebnisse über den Einfluss der Zentrifugations-
methode sowie des Hengstes auf den Spermienverlust
und die Gefriersamenqualität sind in Tabelle 1 zu-
sammengefasst. Daraus ist klar ersichtlich, dass die
Zentrifugationsmethode einen signifikanten (P <
0.05) Einfluss sowohl auf Spermienverlust und funk-
tionelle Membranintegrität (HOS-positiv) bei aufge-
tauten Samenzellen hatte.Der Hengst zeigte einen sig-
nifikanten (P < 0.05) Einfluss auf die Motilität, den
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Parameter Hengst Methode Interaktion
P P P

Spermienverlust (%) > 0.05 < 0.0001 > 0.05

Motilität End-
verdünnung (%) > 0.05 > 0.05 > 0.05

HOS positiv End-
verdünnung (%) > 0.05 > 0.05 > 0.05

Motilität aufgetaut (%) < 0.0001 > 0.05 > 0.05

HOS positiv
aufgetaut (%) < 0.0029 < 0.0418 > 0.05

Vitalität aufgetaut (%) < 0.0001 > 0.05 > 0.05

CTA-F (%) > 0.05 > 0.05 > 0.05

CTA-B (%) > 0.05 > 0.05 > 0.05

CTA-AR (%) > 0.05 > 0.05 > 0.05

Parameter Methode Methode Methode
I II III

(x- ± sx-) (x- ± sx-) (x- ± sx-)

Spermienverlust (%) 1.9a±0.3 8.7b±1.0 3.7c±0.4

Motilität End-
verdünnung (%) 72.2±3.7 70.6±3.6 69.6±4.6

HOS positiv End-
verdünnung (%) 72.1±2.6 69.1±3.7 74.2±2.0

Motilität aufgetaut (%) 44.8±3.9 44.6±4.2 42.3±3.9

HOS positiv
aufgetaut (%) 55.5a ±2.2 55.3a ±2.1 52.1b ±2.0

Vitalität aufgetaut (%) 58.8±3.3 60.4±2.9 61.4±3.2

CTA-F (%) 1.2±0.1 1.1±0.2 1.4±0.2

CTA-B (%) 71.9±2.4 74.1±2.2 71.6±2.3

CTA-AR (%) 26.9±2.5 24.9±2.3 26.5±2.3

a,b,c Werte mit unterschiedlichen Indizes sind signifikant
verschieden (P < 0.05)

Tabelle 1: Einfluss von Hengst, Zentrifugationsmethode sowie
Interaktion Hengst�Zentrifugationsmethode auf Spermienverlust
und Samenqualität.

Tabelle 2: Spermienverlust und Samenqualität (x– ± sx–) von je
24 Ejakulaten bei 3 verschiedenen Zentrifugationsmethoden
(I: 600�g, 10 Min.; II: 1000�g, 2 Min.; III: 2000�g, 2 Min.).
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HOS-Test sowie auf die Vitalität im aufgetauten Sa-
men.Die Unterschiede des Spermienverlustes und der
Samenqualitätsparameter zwischen den einzelnen
Zentrifugationsmethoden sind in Tabelle 2 angege-
ben. Deutlich zeigt sich, dass der durchschnittliche
Spermienverlust an Samenzellen zwischen den drei
Zentrifugationsmethoden signifikant (P < 0.05) ver-
schieden war.Am geringsten war der Verlust bei Me-
thode I (1.9%) und am höchsten bei Methode II
(8.7%).
Die minimalen bzw.maximalen Spermienverluste ge-
hen aus Abbildung 1 hervor und schwankten bei Me-
thode I von 0.3 bis 7.2%, bei Methode II von 2.1 bis
21.3% und bei Methode III von 0.6 bis 9.1%.
Beim HOS-Test im aufgetauten Samen zeigte Me-
thode III signifikant weniger HOS-postive Spermien
als Methoden I und II. Der minimale und maximale
Anteil an HOS-positiven Spermien bewegte sich bei
Methode I zwischen 33.5 und 70.5%, bei Methode II

zwischen 38.0 und 69.5% und bei Methode III zwi-
schen 30.0 und 63.0% (Abb. 2).

Diskussion

Vor dem Tiefgefrieren von Hengstsamen ist die Zen-
trifugation ein routinemässig durchgeführter Schritt.
Mit der teilweisen Enfernung des Seminalplasmas soll
dessen schädigender Einfluss auf die Spermien wäh-
rend der Kryokonservierung gemindert und die
Spermiendichte nach Resuspension des Pellets erhöht
werden. Als Nachteile der Zentrifugation müssen
Spermienverluste und Membranschädigungen der
Samenzellen genannt werden, was die Vitalität und
Befruchtungsfähigkeit der Spermien stark beeinträch-
tigen kann (Blach et al., 1989;Watson, 2000). Um das
Ausmass dieser negativen Auswirkungen abzuklären,
wurden in der vorliegenden Studie drei verschiedene
Zentrifugationsmethoden miteinander verglichen.
Unsere Ergebnisse zeigen, dass sowohl der Spermien-
verlust wie auch die funktionelle Membranintegrität
(HOS-Test) im aufgetauten Samen von der Zentri-
fugationsmethode signifikant beeinflusst werden. Bei
Methode I, die in Frankreich entwickelt wurde und
heute weit verbreitet zur Anwendung kommt, wird
bei einer relativen Zentrifugalbeschleunigung von
600�g während 10 Minuten zentrifugiert. Ein
Vergleich zu den Methoden II (1000�g, 2 Min.) und
III (2000�g, 2 Min.) zeigt, dass bei einer Erhöhung
der g-Zahl mit gleichzeitiger Reduktion der Zentri-
fugationsdauer auf 2 Minuten der Spermienverlust
deutlich erhöht wird. Da der Verlust bei Methode II
(8.7%) verglichen mit den Methoden I (1.9%) und III
(3.7%) am höchsten war, kann gefolgert werden, dass
bei einer Zentrifugationsdauer von 2 Minuten die
g-Zahl über 2000 erhöht werden muss, um den Sper-
mienverlust gering zu halten. In diesem Zusammen-
hang muss jedoch berücksichtigt werden, dass mit
einer Erhöhung der Zentrifugalbeschleunigung auch
die Membranschädigungen (HOS-Test) der Samen-
zellen nach dem Auftauen signifikant ansteigen. Nach
Aitken und Clarkson (1988) sollen die nach der Zen-
trifugation menschlicher Ejakulate beobachteten
Membranschädigungen irreversibel und auf soge-
nannte «reactive oxigen species» (ROS) zurückzufüh-
ren sein. Dabei soll die Zentrifugationszeit eine grös-
sere Rolle spielen als die Zentrifugalbeschleunigung
(Shekarriz et al., 1995).

Angaben aus der Literatur zeigen, dass nach der Zen-
trifugation von Ejakulaten bezüglich Spermienverlust
und Spermienschädigung tierartliche Unterschiede
bestehen. So haben Carvajal et al. (2001) gezeigt, dass
nach Zentrifugation von Eberejakulaten bei 2400�g
während 3 Minuten die Vitalität und in vitro Penetra-
tion homologer Oozyten der aufgetauten Spermien
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Abbildung 1: Boxplot-Darstellung des Spermienverlustes von je
24 Ejakulaten bei 3 verschiedenen Zentrifugationsmethoden (I:
600�g, 10 Min.; II: 1000�g, 2 Min.; III: 2000�g, 2 Min.).

Abbildung 2: Boxplot-Darstellung der HOS-positiven Spermien
im aufgetauten Samen von je 24 Ejakulaten bei 3 verschiedenen
Zentrifugationsmethoden (I: 600�g, 10 Min.; II: 1000�g,
2 Min.; III: 2000�g, 2 Min.).
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besser waren als bei 800�g während 10 Minuten (Re-
ferenzmethode, Westendorf et al., 1975). Allerdings
wurde bei Anwendung der Referenzmethode beim
Eber ein Spermienverlust zwischen 19 und 25%
(Erikson et al., 2002) gefunden, was im Vergleich zu
Hengstsamen (1.9%) bei einer Zentrifugalbeschleu-
nigung von 600�g während 10 Minuten deutlich
höher ist.Anders als beim Eber, aber ähnlich wie beim
Hengst wird bei der Konservierung von Rüdensamen
eine Zentrifugation bei 720�g während 5 Minuten
empfohlen. Mit dieser Methode betrug der Sper-
mienverlust nur 2.3% und die Vitalität der konser-
vierten Spermien war deutlich besser als bei höheren
g-Zahlen (Rijsselaere et al., 2002).

In unseren Untersuchungen haben wir neben der
Beurteilung der funktionellen Membranintegrität
mittels HOS auch den Akrosomstatus mit Hilfe des
Chlortetracylinassays (CTA) genauer abgeklärt. Das
in diesem Test eingesetzte Chlortetracylin besitzt die
Eigenschaft nach Bindung mit freien Kalzium-Ionen
zu fluoreszieren. Da die intrazelluläre Zunahme freier
Kalzium-Ionen zur Auslösung von Kapazitation- und
Akrosomreaktion von entscheidender Bedeutung ist,
können mit dem CTA nicht kapazitierte von kapazi-
tierten akrosomintakten und akrosomreagierten Sper-
mien unterschieden werden. Der CTA wurde schon
früher bei verschiedenen Spezies wie Maus (Sailing
und Storey, 1979), Schwein (Wang et al., 1995), Rind
(Fraser et al., 1995), Schaf (Gillan et al., 1997), Ziege
(Kaul et al., 1997), Pferd (Varner et al., 1987; Rathi et
al., 2001; Schembri et al., 2002), Hund (Hewitt und
England, 1998) und auch beim Menschen (Lee et al.,
1987) erfolgreich angewendet. Nach Vergleich aller
drei Zentrifugationsmethoden konnten wir keine sig-
nifikanten Unterschiede im Akrosomstatus feststellen.
Unerwartet war für uns die Beobachtung,dass im auf-
getauten Samen bei allen drei Methoden mindestens

70% der Spermien kapazitiert und rund 25% kapazi-
tiert und akrosomreagiert waren. Dieses Ergebnis
deckt sich mit demjenigen von Schembri et al. (2002),
die rund 65% kapazitierte und über 30% akrosomrea-
gierte Spermien im aufgetauten Hengstsamen fanden.
Diese Autoren zeigten ausserdem,dass im Frischsamen
mehr als 90% nicht kapazitierte Spermien vorhanden
waren und dass die nach Kryokonservierung beob-
achteten Akrosomveränderungen hauptsächlich auf
die Entfernung des Seminalplasmas und anschlies-
sende Resuspension des Pellets mit Verdünner zurück-
zuführen waren. Der erhöhte Anteil an kapazitierten
und akrosomreagierten Spermien nach Zentrifuga-
tion könnte ein weiterer Grund für die reduzierte
Fruchtbarkeit nach Gefriersamenübertragung sein.
Bei der Produktion von Tiefgefriersperma sollte
deshalb nicht der ganze Ejakulatüberstand entfernt
werden, doch ist nicht genau bekannt welche Rest-
menge Seminalplasma im Gefriermedium verbleiben
sollte.Nach Amann und Pickett (1987) wird empfoh-
len nach der Zentrifugation rund 90% des Überstan-
des zu verwerfen.

Wie schon aus früheren Untersuchungen (Janett et al.,
2000, 2003a, 2003b) bekannt ist, konnten wir auch in
dieser Studie einen signifikanten Einfluss des Hengstes
auf Motilität, HOS und Vitalität des aufgetauten
Samens nachweisen.Eine Interaktion von Hengst und
Zentrifugationsmethode war jedoch nicht vorhanden.
Dies zeigt einmal mehr,dass bei der Gefriersamenpro-
duktion der Hengst die grösste Variable darstellt.

Zusammenfassend erlauben unsere Ergebnisse die
Schlussfolgerung,dass bei der Kryokonservierung von
Hengstsamen die Zentrifugation bei 600�g während
10 Minuten hinsichtlich Spermienverlust und Qua-
lität des aufgetauten Samens den grössten Erfolg ver-
spricht.
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Influence de la méthode de centrifugation sur
la qualité et la cryoconservation de semence
d’étalon

Le but de cette étude était d’éclaircir l’influence de
diverses méthodes de centrifugation sur la perte en
spermatozoïdes et la qualité de la semence conge-
lée.Pour ce faire,on a recueilli 3 éjaculats provenant
de 8 étalons approuvés du Haras national d’Aven-
ches et on les a centrifugés pour séparer le plasma
séminal selon 3 méthodes différentes. Dans la
méthode I (méthode de référence), la centrifuga-
tion a eu lieu avec une accélération de 600 � G
pendant 10 minutes. Dans la méthode II, on a
appliqué 1000 � G pendant 2 minutes et dans la
méthode III, 2000 � G pendant 2 minutes. Après
centrifugation,90% du surnageant a été chaque fois
pipeté et on a déterminé son contenu en spermato-
zoïdes. Après resuspension avec le diluant de con-
gélation,on a observé l’intégrité fonctionnelle de la
membrane au moyen du test HOS et on a jugé de
la motilité. Dans les semences décongelées, on a
examiné la motilité, la vitalité (SYBR-14/PI), l’in-
tegrité fonctionnelle de la membrane (test HOS) et
le statut de l’acrosome avec le test à la chlorotétra-
cycline (CTA). Nos résultats montrent que la perte
en spermatozoïdes (I: 1,9%; II: 8,7%; III: 3,7%) est
significativement différente (p < 0,05) selon la mé-
thode de centrifugation. Pour ce qui est des para-
mètres de qualité de la semence décongelée, il n’a
été possible de constater des valeurs significative-
ment moins bonnes qu’avec la méthode III (52,1%)
par rapport aux méthodes I (55,5%) et II (55,3%).
Le CTA utilisé pour définir le statut de l’acrosome
a montré que,pour les 3 méthodes,plus de 70% des
spermatozoïdes étaient capacités et que 25% étaient
capacités et acrosomés. Sur la base de nos observa-
tions, on peut conclure qu’aussi bien la perte de
spermatozoïdes que l’intégrité fonctionnelle de la
membrane (test HOS) sont influencés de façon sig-
nificative par la méthode de centrifugation. Il con-
vient donc de centrifuger la semence d’étalon avant
cryoconservation à 600 � G pendant 10 minutes car
c’est cette méthode qui engendre la plus petite perte
en spermatozoïdes et conserve la meilleure qualité
de semence après décongélation.

Influsso del metodo della centrifugazione
sulla qualità e conservazione criogena del
seme degli stalloni

Scopo de presente studio è di chiarire l’influsso dei
differenti metodi di centrifugazione sulla perdita di
spermatozoi e sulla qualità dei semi congelati. Da
8 stalloni mezzosangue selezionati della stazione
di inseminazione di Avenches sono stati presi su
ognuno 3 eiaculati, e centrifugati con 3 differenti
metodi per estrarre il plasma seminale. La centri-
fugazione con il metodo I (metodo di referenza) è
avvenuta con una accelerazione centrifuga relativa
di 600�g durante 10 min, con il metodo II di
1000�g durante 2 minuti e con il metodo III di
2000�g durante 2 minuti.Dopo la centrifugazione
il 90% del supernatante è stato pipettato ed è stato
determinato il numero delle cellule seminali (per-
dita di spermatozoi).Dopo la risospensione con un
diluente per la congelazione sono state definite
l’integrità funzionale della membrana tramite test
HOS e la valutazione della motilità. Nei semi dis-
gelati sono stati esaminati la motilità, la vitalità
(SYBR-14/PI), l’integrità funzionale della mem-
brana (test HOS) e lo stato degli acrosomi con assay
della clorotetraciclina (CTA). I nostri risultati
rilevano che in media la perdita di spermatozoi
(I, 1,9%; II, 8,7%; III, 3,7%) in tutti e tre i metodi
di centrifugazione era significativamente differente
(P < 0.05). Per quel che concerne i parametri di
qualità dello sperma tramite test HOS abbiamo
riscontrato dei risultati peggiori nello sperma
disgelato soltanto nel metodo III (52,1%) e non nei
metodi I (55,5% e II (55,3%). La determinazione
dello stato degli acrosomi effettuato con CTA ha
mostrato che per tutti e tre i metodi con semi dis-
gelati più del 70% degli spermatozoi avevano effet-
tuato la capacitazione e all’incirca il 25% oltre alla
capacitazione erano in reazione con gli acrosomi.
Sulla base dei risultati ottenuti si può dedurre che
sia la perdita di spermatozoi sia l’integrità funzio-
nale della membrana (test HOS) in semi disgelati
sono significatamente influenzati dai metodi di cen-
trifugazione.
Perciò i semi di stalloni devono essere centrifugati
prima della conservazione criogena con 600�g
durante 10 minuti. Grazie a questo metodo la per-
dita di spermatozoi è minima e la qualità del seme
migliore dopo lo sgelamento.
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