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1 EINLEITUNG

Die hohe Variabilitdt der Superovulationsergebnisse stellt immer noch einen
erfolgslimitierenden Faktor in Embryotransferprogrammen beim Rind dar.
Zahlreiche Studien in den letzten Jahren, die sich mit dieser Problematik
befaldten, hatten zum Ziel, die Ursachen der Variabilitat der Ovarreaktion zu
erforschen.

Im kommerziellen Embryotransfer stellen eine geringe Gesamtzahl
gewonnener Embryonen und eine schlechte Embryonenqualitat ein grofRes
wirtschaftliches Problem dar.

Die Ursachen fir unbefriedigende Superovulationsergebnisse sind viel-
gestaltig und in ihrem gesamten Umfang noch nicht endgultig erforscht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, potentielle Einflul3faktoren auf die
Gesamtzahl gewonnener Embryonen und die Qualitat derselben zu unter-
suchen.

Auf der Embryotransferstation des Vereins ostfrisischer Stammviehziichter in
Georgsheil wurden im Beobachtungszeitraum von April 1991 bis Mai 1999
Uterusspulungen nach einer Superovulationsbehandlung bei Deutschen
Holstein-Friesian  Spenderkihen vorgenommen. Das umfangreiche
Datenmaterial aus 1934 ET- Protokollen liegt dieser Arbeit zugrunde.
Statistisch analysiert wurden mogliche Einflisse seitens der Donorkuh und
ihrer Umwelt, des eingesetzten Besamungsbullen, des zur Superovulations-
induktion verwendeten Gonadotropins und des Besamungsschemas auf die
Gesamtgewinnungszahl von Eizellen/ Embryonen sowie die Anzahl transfer-
tauglicher Embryonen.

Besondere Beriicksichtigung fand dabei die vergleichende Untersuchung der
Eignung des ovinen FSH (Ovagen®) zur Superovulationsinduktion des
Rindes, bei dem es bislang sehr selten eingesetzt wurde.

AulRerdem galt in der vorliegenden Arbeit besonderes Interesse dem Einsatz
verschiedener Besamungstypen und vor allem einer Doppelbesamung mit
zwei verschiedenen Bullen zur Verbesserung der Gesamtzahl und Qualitat
der gewonnenen Embryonen im Rahmen eines kommerziellen ET-
Programmes.

Des weiteren wurde ein mdglicher Zusammenhang zwischen der Non-
Return-Rate eines Bullen und seiner Fruchtbarkeit im ET gepruft.

Schlie3lich sollte eine potentielle paternale Beeinflussung auf das
Geschlechterverhaltnis der Nachkommen untersucht werden.
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2 SCHRIFTTUM

2.1 MISCHSPERMABESAMUNG

In der kiinstlichen Besamung (KB) im Nutztierbereich dominiert bis heute die
sogenannte homosperme Insemination. Dies gilt auch fir die Besamungen
der Empfangertiere im Rahmen von Embryotransferprogrammen in der
Rinderzucht.

Homosperme Insemination ist die Besamung eines weiblichen Tieres mit
dem Sperma eines mannlichen Tieres innerhalb einer unbeeinfluf3t
ablaufenden, natirlichen Brunst oder, wie im Embryotransfer Ublich, nach
induzierter Superovulation. Dabei sind Doppelbesamungen, also zwei
Besamungen innerhalb eines Ostrus, vor allem im Embryotransfer durchaus
Ublich (BUNGARTZ und NIEMANN 1994, KOHRAM et al.1998, OIKAWA et
al.1998, SUGANO und SHINOGI 1999). Auch Dreifachbesamungen sind
maoglich (GRASSO et al.1989).

Im Gegensatz zur homospermen Insemination steht die heterosperme
Insemination.

Die heterosperme Insemination ist definiert als eine Besamung, bei der ein
weibliches Individuum innerhalb einer kurzen Zeitspanne um die Ovulation
mit dem Sperma zweier oder mehrerer mannlicher Individuen besamt wird,
so dafl’ eine Mischung ihrer Spermien zur Befruchtung verfligbar ist (DZIUK
1996). Diese Bedingung kann auf zwei unterschiedlichen Wegen erflllt
werden.

1. Heterosperme Insemination im engeren Sinne (HI)
Heterosperme Insemination (HI) ist die Applikation von gemischtem
Sperma verschiedener Vatertiere, sogenanntem Mischsperma. Das
bedeutet, daR die Ejakulate der maéannlichen Tiere zur Zeit der
Insemination, also aul3erhalb des weiblichen Genitaltraktes, bereits
gemischt vorliegen (BEATTY 1957, HESS et al. 1958, STEWART 1974,
NELSON 1975, REVELL 1993). Es besteht die Mdglichkeit anstelle von
Mischsperma aus den Ejakulaten zweier Bullen, auch die Ejakulate von
drei oder vier Bullen zu mischen (NELSON 1975).
Im internationalen Schrifttum werden auch Versuche beschrieben, in
denen die Spermienfraktion eines mannlichen Tieres nach Abtrennung
der Seminalphase mit dem Seminalplasma eines anderen mannlichen
Tieres gemischt und diese Mischung dann inseminiert wurde (HENAULT
und KILLIAN 1996).
Geht man von einer gleichen Anzahl von fertilen Spermien aus, die im die
Verhaltnis 1 : 1 gemischt wurden, so haben sie theoretisch die gleichen
Bedingungen und gleichen Chancen, jeweils 50% der Nachkommen zu
zeugen (BERGER 1995). Das ist in praxi jedoch fast nie der Fall.
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2. Doppelte Paarung mit zwei Bullen oder auch Doppelbesamung mit zwei
Bullen
Unter einer Doppelbesamung wird im Schrifttum die Besamung oder auch
die naturliche Anpaarung eines weiblichen Tieres mit zwei oder mehr
mannlichen Tieren innerhalb einer Brunstperiode verstanden. Die
Vermischung der Spermien geschieht erst im Genitaltrakt des weiblichen
Tieres ( COLE und DAVIS 1914 zit.nach DZIUK 1996, HAMMOND 1934,
DZIUK 1965, SHARMA und HAYS 1975, MARTIN und DZIUK 1977).
Diese Form der Doppelpaarung kommt in der Natur bei einigen Spezies
regelméfig vor und sichert so letztlich das Fortbestehen der Art. Soziale
Dominanz und eine starke Libido sind nicht gleichbedeutend mit hoher
Fertilitat, so dal3 es sinnvoll fur das weibliche Tier ist, sich mit mehreren
Geschlechtspartnern anzupaaren (DEWESBURRY 1984, GIBBS et
al.1990).
Die Doppelbesamung dagegen ist die gezielte Besamung mit dem
Sperma zweier unterschiedlicher Vatertiere innerhalb einer Brunst.
Hierbei liegt immer eine mehr oder weniger lange Zeitspanne zwischen
den Besamungen, so dal der Zeitfaktor als wichtiges Kriterium in die
Beurteilung der Befruchtungsergebnisse mit einbezogen werden muf3
( DZIUK 1996).

Eine Doppelbesamung mit zwei Bullen und eine heterosperme Insemination
sind folglich in keinem Fall gleichzusetzen, auch wenn zwischen ihnen in der
Literatur nicht immer klar unterschieden wird.

Im Folgenden wird dennoch versucht, die Entwicklungen und Ergebnisse
dieser Versuche anhand der Literatur getrennt voneinander darzustellen.

2.1.1 VATERSCHAFTSNACHWEISE

Um Versuche mit Mischsperma nach Doppelbesamung oder HI auswerten zu
kénnen, ist es von entscheidender Bedeutung, die aus den Versuchen
hervorgegangenen Nachkommen eindeutig einem Vater zuzuordnen. Bei
unklarer Herkunft kbnnen sie nicht in eine Statistik aufgenommen werden
(DZIUK 1996).

In frihen Experimenten wurden die Nachkommen auf Grund ihres Phénotyps
einem Vater zugeordnet. Die eingesetzten ménnlichen Probanden mufiten
sich deutlich in ihrem &uf3eren Erscheinungsbild voneinander unterscheiden,
dieses war z.B. mit einem Albino als einem der potentiellen Vater méglich
(HAMMOND et al.1934 zit. nach DZIUK 1996).

Spater ging man dazu Uber, die Nachkommen in Bezug auf ihre Blutgruppen
zu typisieren (STEWART et al.1974, SAACKE et al.1980 b,c ). Diese
Methode ist aber nicht immer hundertprozentig eindeutig.
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Auf Grund der schnellen Fortschritte in der Gentechnik ist es heute ublich,
die Vaterschaftsnachweise mittels Genanalysen durchzufiihren (BURKE et
al.1998, GIBBS et al.1990, VANKAN u. FADDY 1999). Diese Methode ist
von hochster Genauigkeit, aber auch entsprechend aufwendig.

Auch morphologische Unterschiede zwischen den Spermien verschiedener
Vatertiere ermdglichen eine Zuordnung. So benutzten MUNKITTRICK et al.
(1992) in einer Studie Uber akzessorische Spermien mit zwei verschiedenen
Bullenspermienpopulationen individuelle Kopfformunterschiede der Spermien
zu ihrer Unterscheidung.

Bedeutung haben aber auch Markersubstanzen wie z.B. Fluorochrome, mit
denen eine Spermienfraktion eindeutig gekennzeichnet wird (PARRISH und
FOOTE 1985, HENAULT et al.1995).

Welche dieser Mdglichkeiten in den einzelnen Versuchen ihre Anwendung
findet, mul® im Einzelfall unter Berilicksichtigung der Gegebenheiten ent-
schieden werden.

2.1.2 DOPPELPAARUNG MIT ZWEI BULLEN ODER DOPPELBESAMUNG MIT ZWEI
BULLEN

Berichte Uber Doppelbesamungen mit zwei verschiedenen Bullen sind im
Schrifttum sehr selten, so daR die folgende Ubersicht zu diesem Thema im
vor allem andere Tierarten bertcksichtigen mul3.

Erste Berichte Uber Doppelpaarungsversuche finden sich in der Literatur um
1914 (COLE und DAVIS 1914 zit. nach DZIUK 1996), es handelte sich dabei
um Versuche mit Ratten. Eingesetzt wurden Albinos und normal gefarbte
Vatertiere, die nach Doppelpaarung weiblicher Tiere Nachkommen im
Verhaltnis 24:190 zeugten. In den Ergebnissen wurden diese
Dominanzphanome eines Vatertieres erwahnt, Grinde hierfir aber nicht
genannt.

In den dreil3iger Jahren wurden Besamungen mit zwei Vatertieren bei Kanin-
chen (HAMMOND 1934) und Schweinen (ROBERTS und CARROLL 1939)
durchgefuhrt, die Autoren beobachteten ebenfalls FertilitAitsunterschiede
zwischen den eingesetzten Tieren. Erste Vermutungen waren, dal3 in diesem
Besamungssystem die Zeit eine wichtige Rolle spielen konnte, da ein
gunstigerer Besamungszeitpunkt fir eines der beiden Vatertiere evitl.
vorliegende, leichte Fertilititsmangel ausgleichen koénnte.

Zu diesen Ergebnissen kamen auch weitere Autoren bei anderen Tierarten,
so zum Beispiel bei Kaninchen (DZIUK 1965), Schweinen (SUMPTION 1961,
DZIUK 1970) und Schafen (SLEE 1964, DZIUK 1970).

DZIUK (1970) kam nach Versuchen mit Schweinen zu der Erkenntnis, daf3
der gunstigste Zeitpunkt fur die Besamung ca.12 Stunden vor der Ovulation
und nicht zur Zeit der Ovulation liegt und somit der Eber, der zu diesem
Zeitpunkt im Zuge eines Doppelbesamungsversuches eingesetzt wurde, eine
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gréRere Anzahl von Nachkommen zeugte, auch wenn er im direkten Frucht-
barkeitsvergleich nicht Giberlegen war.

Diese Studien sind zwar auf Grund der oftmals nicht standardisierten Be-
dingungen vorsichtig zu bewerten, zeigen aber alle deutliche Unterschiede in
der relativen Fruchtbarkeit in Abh&ngigkeit zum Zeitpunkt der Besamung
(DZIUK 1996).

Einen anderen Aspekt der Doppelpaarung mit verschiedenen Vatertieren
untersuchte MUSIALEK (1969).

Er bewies im Mauseversuch, daf} soziale Dominanz und eine starke Libido
nicht zwangslaufig positiv mit einer hohen Fertilitdt korreliert sind, diese
Tatsache aber in einem natirlichen Mauseverband dadurch maskiert sein
kann, daf3 sich das ranghétchste Tier am haufigsten paart.

Die Bedeutung des Besamungszeitpunktes in Bezug zur Ovulation ist fur die
Durchsetzung der Spermien eines Partners im Doppelbesamungsversuch
von grof3er Bedeutung und war Gegenstand weiterer Untersuchungen an
Ratten (SHARMA et al. 1975), Huhnern (MARTIN et al.1974, MARTIN und
DZIUK 1977), Schweinen (MARTIN und DZIUK 1977) und Hamstern (HUCK
1989).

Es wurde darauf geachtet, dal3 sich die Ejakulate der beteiligten Tiere
makroskopisch und mikroskopisch nicht wesentlich unterschieden (MARTIN
und DZIUK 1977). In diesen Versuchen stellte sich heraus, daf? der Zeitpunkt
der Besamung in Bezug zur Ovulation fir das Nachkommensverhaltnis im
Doppelpaarungsversuch entscheidend ist (HUCK 1989, DZIUK 1996).
Wichtig ist auch das Verhdltnis der Spermienanzahl der konkurrierenden
mannlichen Tiere. Unter den Versuchsbedingungen im
Doppelpaarungsversuch bei Huhnern erwiesen sich dabei das Alter der
mannlichen Tiere, die Jahreszeit, die Rasse des weiblichen Tieres und die
absolute Spermienzahl als vernachlassigbar (MARTIN et al. 1974).

Die in den Doppelbesamungsversuchen aufgestellte Fruchtbarkeitshierarchie
unter den beteiligten mannlichen Tieren stimmte mit der Hierarchie nach
homospermer Insemination Uberein. Diese Versuchsform war somit ein
einfacher Test, um die relative Fertilitdt innerhalb einer Gruppe mannlicher
Tiere zu ermitteln (MARTIN und DZIUK 1977). Ohne standardisierte Bedin-
gungen ist diese These jedoch nicht haltbar.

In einer Studie mit 12 Bullen der Rasse Aberdeen Angus untersuchten
LUNSTRA und LASTER (1982) sowie LUNSTRA (1985) die
Trachtigkeitsraten (60 Tage) nach drei verschiedenen Anpaarungsschemata.
Die erste Gruppe der eingesetzten Farsen wurde einmal mit einem Bullen,
die zweite Gruppe dreimal mit dem selben Bullen und die dritte Gruppe mit
drei verschiedenen Bullen angepaart. Dabei stellten sich bezlglich der
Trachtigkeitsrate zwischen einer Einzelpaarung bzw. einer Dreifachpaarung
mit dem selben Bullen keine signifikanten Unterschiede heraus. Die
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Tréachtigkeitsrate nach dem Einsatz von drei verschiedenen Bullen erwies
sich jedoch mit 74,0 % der Rate nach dem Einsatz eines einzigen Bullen in
Gruppe 2 (62,9 %) als statistisch signifikant Uberlegen (P< 0,05.). Die
Autoren sahen eine mogliche Ursache furt dieses Ergebnis darin, daf3 durch
den Einsatz von mehreren Bullen Fruchtbarkeitsméngel subfertiler Bullen
durch andere Bullen kompensiert werden kdnnen.

DETTERER et al. (1997) fuhrten eine Studie an Tieren der Rasse Holstein-
Friesian durch. Es handelte sich dabei um Doppelbesamungsversuche im
Rahmen eines kommerziellen Embryotransferprogrammes. Superovulierte
Spendertiere unterschiedlichen Alters wurden zweimal im Abstand von 12
Stunden mit dem Sperma des selben Bullens oder mit zwei verschiedenen
Bullen besamt. Die Embryonengewinnung erfolgte sieben Tage post
inseminatonem. Die Autoren beobachteten nach der Besamung mit zwei
Bullen leicht verbesserte Ergebnisse der Gesamtzahl gewonnener
Embryonen und der Embryonenqualitét .

In einem Versuch mit Hamstern (HUCK 1985) wurden Doppelbesamungen in
wechselnden Zeitabstanden zur Ovulation durchgefiihrt, und im Extremfall
zeugte ein fertiler Hamster keine Nachkommen. Der Autor postulierte
daraufhin, dal} die Zeit in diesen Versuchen einen vorhandenen
Fertilitatsvorteil zum Teil oder sogar ganz maskieren kann. Unter diesen
Umstanden ware eine aufgestellte Hierarchie nicht gultig.

Bei Nutztieren existiert ein optimaler Besamungszeitpunkt, der ungefahr 12
Stunden vor der Ovulation liegt. Um diesen Zeitpunkt herum liegt eine Zeit-
spanne von wahrscheinlich weniger als acht Stunden, die dem Optimum
nahekommt. In dieser Zeitspanne kénnen leichte Fruchtbarkeitsmangel ganz
oder teilweise abgeschwacht werden. Die zwischen Spermienfraktionen
unterschiedlicher Probanden variierende benotigte Zeit fur Kapazitation und
Penetration der Ooyzyte muf3 zum Besamungszeitpunkt in Relation gesetzt
werden (DZIUK 1996).

Die praktische Bedeutung der Doppelbesamung mit verschiedenen
Vatertieren soll in der groBeren Chance liegen, ein Vatertier von hoher
Fertilitat unter den Probanden zu haben und so die tatséchliche
Befruchtungsrate insgesamt zu steigern (MARTIN und DZIUK 1977).

Die Erkenntnisse aus diesen Versuchen zeigen aber auch, dal3 bei allen
Auswertungen von Versuchen mit heterospermer Insemination der Einflul3
des Zeitpunktes der Insemination in Bezug zur Ovulation nicht aufl3er acht
gelassen werden darf, da ansonsten in den Versuchen ermittelte Frucht-
barkeitshierarchien unter Vatertieren einer genaueren Prifung nicht
standhalten.
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2.1.3 HETEROSPERME INSEMINATION (HI)

Erste Berichte Uber die Anwendung von Mischsperma stammen aus der
ehemaligen U.d.S.S.R (ABDULJHANOV 1951 bei Schafen, RADNABA-
ZARON 1951 bei Rindern, zitiert nach KUSHNER 1954). Aus ihnen ging der
Vorteil einer Besamung mit Mischsperma gegeniber einer Einzelbesamung
hervor. Bei der heterospermen Insemination war den Autoren zu folge von
einer erhohten Trachtigkeitsrate, gréReren Wuirfen und einem hdheren
Geburtsgewicht der Nachkommen auszugehen. Der Vorteil der HI wurde
damals auf einen ,vigor heterospermicus” zuriickgefihrt. Die Ergebnisse
konnten jedoch in den folgenden Jahren nicht in ihrer Gesamtheit bestatigt
werden.

So konnten FRAPPEL und WILLIAMS (1956) und BEATTY (1957) in ihren
Studien an Kihen bzw. Kaninchen keine Steigerung der Konzeptionsraten
feststellen.

HESS et al. (1958) stellten fest, dal3 Mischsperma im Vergleich zu Mono-
sperma eine verbesserte Motilitat und Uberlebensrate aufwies. Sie verbes-
serten aul3erdem durch HI in einem Versuch mit 1422 Kihen die Non-
Return-Rate (NRR) nach 16 Wochen um 11,5% bei Holstein-Bullen und um
10% bei Guernsey-Bullen.

Eine leichte Verbesserung der NRR um 2,6% nach heterospermer Inse-
mination gelang auch BEATTY et al.(1969). Sie konnten jedoch keine Mo-
tilitatssteigerung nach Mischung der verschiedenen Ejakulate feststellen.
Letzteres gelang auch nicht in einem Versuch mit Tiefgefriersamen
(NELSON et al.1975).

Eine gesteigerte Befruchtungsrate nach HI konnte von weiteren Autoren in
den folgenden Jahren nachgewiesen werden (STEWART et al.1974).
BEATTY (1960) stellte in Untersuchungen an Kiihen ein weiteres Phanomen
fest: War ein Bulle nach homospermer Besamung nicht in der Lage
Nachkommen zu zeugen, so konnten nach HI nachweislich einige Nach-
kommen von ihm gezeugt worden sein. Der Autor bezeichnete dieses als
.assisted fertility*. Eine Art Heterosiseffekt durch die Mischung mehrerer
Ejakulate wurde ebenfalls diskutiert (LEVIS 1976, GROOTEN 1988 beim
Schwein).

In einer dreijahrigen Studie mit Mischsamen von drei Bullen wurden sowohl
Disperma- als auch Trispermakombinationen getestet (NELSON et al. 1975).
Die Befruchtungsrate lie3 sich nach HI mit Disperma leicht, jedoch nicht
statistisch signifikant, steigern. Nach Trispermabesamung liel3 sich die
Befruchtungsrate um 7,3% signifikant erhdhen.

STEWART et al. (1974) mischten Sperma von vier Bullen und erreichten so
eine Steigerung der Non-Return-Rate um 8,9%. ELLIOT (1974) ermittelte in
seinen Versuchen eine dhnlich signifikante Steigerung.
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Im internationalen Schrifttum gibt es eine Reihe von Verd6ffentlichungen Gber
den Mischspermaeinsatz in der Schweinereproduktion. Sie befassen sich mit
der Frage der Steigerung der Befruchtungsrate und speziell mit einer
Steigerung der Wurfgré3e durch Hl.

In Versuchen mit Mischsperma konnte eine statistisch abgesicherte
Anhebung der Ferkelzahl je besamte Sau um 13,2% und eine um 5,5%
erhohte Trachtigkeitsrate gegeniber Besamungen mit nur einem Vatertier
festgestellt werden (HEYDORN und PAUFLER 1976, HEYDORN und
HOBEIN 1977). Dieser Trend konnte jedoch von WEGMANN (1990) in seiner
Studie an Sauen nicht bestétigt werden.

Eine mdgliche Ursache fur die gesteigerte Fertilitdt nach heterospermer
Insemination soll in einer unterschiedlichen Kapazitations- und Uberlebens-
dauer der verschieden Spermien liegen (HEYDORN et al.1977, HEYDORN
und MEYER 1977).

Es ist davon auszugehen, dal’ in Mischsamenportionen die Wahrscheinlich-
keit steigt, Spermien von hoher Vitalitat zu beeinhalten.

Verschlechterungen in der Befruchtungsrate bei einigen Eberkombinationen
waren jedoch auch zu beobachten. Dieses Phanomen wurde von den
Autoren auf gegenseitige Hemmung der Spermienfraktionen evtl. auch auf
Agglutinationen der Spermienkdpfe zurtickgefuhrt.

GROOTEN (1988) berichtet Uber den Einsatz von Mischsperma beim
Schwein mit unterschiedlichen Ergebnissen. Insgesamt geht er jedoch von
einem Vorteil der Mischspermaanwendung in der Mastschweineproduktion
aus. Diese These konnte durch die Arbeit von BORTOLOZZO (1992)
bestétigt werden. Vor allem der Einsatz von HI in Betrieben mit schlechten
Abferkelraten und bei Jungsauen, deren Tréachtigkeitsraten gewohnlich
niedriger als bei Altsauen liegen, scheint angezeigt. In diesen Fallen konnte
in den Versuchen eine signifikante Erhohung der Trachtigkeitsraten und der
WurfgréRen nachgewiesen werden.

REVELL (1993) griff in jungerer Zeit den postulierten Vorteil der Trisperma-
besamung beim Rind auf.

In dem beschriebenen Versuch wurde auf moéglichst standardisierte Bedin-
gungen geachtet. Die drei eingesetzten Bullen einer Rasse wiesen jeder fur
sich im Besamungseinsatz befriedigende Fruchtbarkeitsergebnisse auf. Die
Samenportionen enthielten eine definierte Anzahl an Spermien.

Die Befruchtungsrate nach Trispermaeinsatz konnte in diesem Versuch nur
um 2,1% gesteigert werden. REVELL (1993) ging deshalb davon aus, daf3
die Ejakulate von Bullen verschiedener Rassen gemischt werden mif3ten,
um die Fruchtbarkeitsrate signifikant steigern zu kénnen. Dieses vermuteten
bereits NELSON et al. (1975).
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2.1.4 UNGLEICHE NACHKOMMENSVERHALTNISSE UND DER FERTILITATSINDEX

Nach heterospermer Insemination traten wiederholt ungleiche Nachkom-
mensverhaltnisse auf.

Hiertber wird bei verschiedenen Tierarten berichtet, so z.B. beim Kaninchen
(BEATTY 1960, O'REILLY 1972), bei Rindern (ELLIOT 1974, NELSON et al.
1975, SAACKE et al. 1980) und Hiihnern (MARTIN et al. 1974, MARTIN und
DZIUK 1977).

Nach BEATTY (1960) ist die ungleiche Nachkommensverteilung auf eine
unterschiedliche Spermienvitalitdt in den originaren Ejakulaten zurtickzu-
fuhren.

Saisonale Unterschiede beeinfluBten die Ergebnisse nicht (BEATTY et al.
1969, MARTIN et al. 1974, STEWART et al. 1974). Die Ergebnisse wurden
vorhersehbar und eine Fertilitatshierarchie bildete sich unter den Probanden
aus. Grunde fur das ungleiche Nachkommensverhaltnis liegen im Gegensatz
zu Doppelbesamungs- Versuchen nicht in dem direkten Zeitvorteil einer
Spermienfraktion, da die Ejakulate bereits vor der Besamung gemischt
vorlagen. Die Ursachen sind komplex und noch nicht endgultig erforscht.

Bei Tiefgefriersperma hangt es z.B. von der Widerstands- und Uber-
lebensfahigkeit der Spermien ab, die Kyrokonservierung zu uberstehen.
Diese Fahigkeit der Spermien zeichnet sich durch eine hohe, individuelle
Variabilitat bei den Bullen aus (STEWART et al. 1974, NELSON et al. 1975,
BEATTY et al. 1976, SAACKE et al. 1980 a,b,c).

ROBL und DZIUK (1988) stellten in ihren Studien bei Mausen fest, daf3 die
Nachkommensverhaltnisse im HI Versuch u.a. von der zwischen den
mannlichen Tieren variierenden Zeit abhing, die die Spermien zur
Wanderung durch den weiblichen Reproduktionstrakt zum Ort der
Befruchtung, sowie zur Anheftung und Penetration der Oozyte bendtigten.
Diese bendtigte Zeit scheint vor allem mit der Effektivitdt der Kapazitation
zusammenzuhangen und einer genetischen Fixation zu unterliegen (HOPPE
1980). DZIUK (1996) vermutete ebenfalls eine genetische Fixation und ging
davon aus, daR die Uberlebensfahigkeit der Spermien und ihre Fahigkeit zur
schnellen Anheftung und Penetration der Eizelle genetisch eng miteinander
gekoppelt sind und die Fertilitdt entscheidend beeinflussen.

Der Besamungszeitpunkt spielt bei der HI insofern eine Rolle, als dal3 es
individuell, fur die Spermien eines jeden Tieres, einen optimalen Zeitpunkt
zur Besamung gibt, da die Zeitdauer der Kapazitation differiert. Weicht der
tatsachliche Besamungszeitpunkt vom Optimum fur einen Bullen erheblich
davon ab, so wird sich das Nachkommensverhdltnis zu seinen Ungunsten
verschieben (DZIUK 1996).

Die in Versuchen mit heterospermer Insemination bei Kihen ermittelten
Fruchtbarkeitshierarchien unter den eingesetzten Bullen kdnnen praktisch
genutzt werden. BEATTY et al. (1969) entwickelten unter den
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Versuchsbullen nach HI einen Fertilitatsindex, der mit dem Index nach
homospermer Besamung Uberein- stimmte. Er war durch heterosperme
Insemination 170 mal genauer zu bestimmen.

MARSHALL et al. (1988) sahen eine enge Verbindung des Fertilitats- oder
auch Hl-Index mit Labortests, wie z.B. der Spermienmaotilitatsprifung, die zur
Beurteilung der Fruchtbarkeit herangezogen werden.

In den Studien von ROBL und DZIUK (1987,1988) wird deutlich, dal3 verbor-
gene, minimale Fertilitatsunterschiede in einer Gruppe méannlicher Proban-
den mit grofRer Sensibilitat durch Versuche mit HI aufgedeckt werden
konnen. Ein einmal eingestelltes Verhdltnis der Nachkommen Dbleibt
unabhangig von der Saison und der absoluten Spermienzahl konstant,
solange das Verhdltnis der Komponenten zueinander nicht verandert wird.
Drastische, fertilitatsbeeinflussende Maflinahmen am Tier oder direkt an den
Spermien, wie z.B. Umweltgifte, Radioaktivitdt oder aber unsachgemalie
Lagerung der Spermien, sind mittels HI- Versuchen mit grolRer
Empfindlichkeit und Genauigkeit nachzuweisen. Hier liegen praktische
Anwendungsmoglichkeiten dieser Versuche (DZIUK 1996).

2.1.5 ZUSAMMENFASSUNG MOGLICHER URSACHEN FUR FERTILITATSUNTER-
SCHIEDE BE|I DOPPELBESAMUNG UND HETEROSPERMER INSEMINATION

Eine endgultige Erklarung fur die durch Versuche mit heterospermer Insemi-
nation entdeckten Fertilitatsunterschiede gibt es bis dato nicht. In der
Literatur wird jedoch eine Vielzahl von Erklarungsansatzen geboten. Sie
spielen in unterschiedlichem MalRe zusammen.

Gegeniber Samen von nur einem Vatertier hat Mischsamen den vermuteten
Vorteil in der Art eines Heterosiseffekts zwischen den Spermienfraktionen,
der die Fertilitat insgesamt steigert (SEIDL und HEYDORN 1978, LEVIS
1976, GROOTEN 1988). HEYDORN et al. (1977) und HENAULT und
KILLIAN (1995) beobachteten in ihren Studien, dafd Interaktionen zwischen
Seminalplasma und Spermien oder aber direkte Spermienwechselwirkungen
der verschiedenen Vatertiere flr eine verbesserte Fruchtbarkeit des
Mischsamens verantwortlich sind. Die Bedeutung des Seminalplasmas wird
in jungster Zeit durch die Identifizierung der im Seminalplasma vorhandenen
Fertilitatsfaktoren, bei denen es sich um Peptide / Proteine aus den
akzessorischen Geschlechtsdrisen handelt, offensichtlich (KANDELL et al.
1992, KILLIAN et al. 1993). Sie verbinden sich zur Zeit der Ejakulation mit
den Spermien und beeinflussen die Fruchtbarkeit entscheidend (BELLIN et
al.1994, 1996, 1998; McCAULEY et al. 1999, PARENT et al.1999). Auf diese
Thematik wird in Kapitel 2.2 der vorliegenden Arbeit eingegangen.
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SEIDL und HEYDORN (1977) stellten in ihren Untersuchungen an Eber-
sperma fest, dald es auch zu negativen Interaktionen bei Mischsamen
kommen  kann. Bei einigen  Eberkombinationen  waren  die
Befruchtungsergebnisse nach HI schlechter als die jedes einzelnen Ebers fur
sich im monospermen Einsatz. An den Spermienschwanzen dieser Eber
fanden sich nach Zugabe des Seminalplasmas des jeweils anderen Ebers
morphologische Veranderungen in Form flockiger Anlagerungen. Diese
wurden bei anderen Mischkombinationen nicht beobachtet und die Autoren
gingen davon aus, dafll die Veranderungen durch die Interaktion
Seminalplasma - Spermium entstanden waren.

Zu den Fertilitatsunterschieden der einzelnen Probanden innerhalb der HI-
Versuche bietet das Schrifttum verschiedene Erklarungsanséatze.

BEATTY et al.(1960) sahen die Ursache in einer unterschiedlichen
Uberlebenszeit und Vitalitat der verschiedenen Spermienfraktionen im Misch-
sperma.

Im Falle der Tiefgefrierung kommt eine unterschiedliche Widerstandsfahigkeit
der Spermien gegenuber diesem Prozess hinzu (STEWART et al. 1974;
NELSON et al. 1975; SAACKE et al. 1980). So weichen die
Befruchtungsergebnisse  bei  Frischsperma und TG-Sperma im
Mischspermaversuch z.T. erheblich voneinander ab.

Die Zeit spielt in all diesen Versuchen eine wichtige, die effektive Fertilitat
beeinflussende Rolle. In Doppelbesamungsversuchen ist es der direkte
Zeitvorteil, den eine Spermienfraktion gegenuber der anderen haben kann.
Es gibt einen optimalen Besamungszeitraum, der ca. 12 Stunden vor der
Ovulation liegt und nur einen kurzen Zeitraum umfal3t. In dieser Zeit kbnnen
leichte Fertilitatsmangel zum Teil oder aber ganz ausgeglichen werden.
Dieses kann sich im Nachkommensverhaltnis positiv fir den betreffenden
Probanden auswirken (DZIUK 1996). Die negative Auswirkung eines
ungunstigen Besamungszeitpunktes ist offensichtlich.

Bei der heterospermen Insemination im engeren Sinne gilt dieser Zeitvortell
nicht. Hier ist es sehr wahrscheinlich vor allem die von den Spermien
bendtigte Kapazitationszeit der Spermien unterschiedlicher Vatertiere, die
einem der Probanden unter Umstdnden einen Zeitvorteil verschaffen kann
(ROBL und DZIUK 1987, HOPPE 1980, DZIUK 1996). Die Kapazitationszeit
ist genetisch fixiert und individuell sehr unterschiedlich (HOPPE 1980).
DZIUK (1996) geht zudem davon aus, daR die Uberlebenszeit der Spermien
genetisch eng mit den genannten Faktoren gekoppelt ist, bewiesen ist dies
jedoch noch nicht.
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2.1.6 ANWENDUNGSMOGLICHKEITEN UND VORTEILE DER HETEROSPERMEN
INSEMINATION

Die Fertilitat eines Vatertieres ist zum einen von Umweltfaktoren, dem Alter
und Gesundheitszustandes des Tieres und der Saison abhangig. Sie wird
aber zum anderen auch von weniger deutlichen Faktoren beeinflu3t. Die aus
ihnen resultierenden Fertilitdtsunterschiede innerhalb einer Gruppe mann-
licher Zuchttiere sind von groRem Interesse fur den Tierzlchter. Denn wird
zum Beispiel ein Vatertier an 100 weibliche Tiere angepaart, so ist sein
Einflu3 auf die Reproduktionsleistung 100 mal gréf3er als der jedes einzelnen
weiblichen Tieres (DZIUK 1996).

Der von BEATTY et al. (1969) im HI-Versuch ermittelte Fertilitdtsindex mit
einer 170mal groReren Genauigkeit als ein nach homospermer Insemination
ermittelter Index konnte praktische Anwendung als Bestandteil von Frucht-
barkeitspriifungen bei Bullen finden (MARSHALL et al. 1988). Eine Uber-
prifung der Reproduktionsleistung / Fertilitat einer Gruppe von mannlichen
Probanden und die Aufstellung einer Fruchtbarkeitshierarchie ist unter den
Bedingungen des HI-Versuchs in vivo (NELSON et al. 1975) und in vitro
(HAMMITT et al. 1989) mdglich.

Da Fertilitatsunterschiede auch zwischen Tieren vorhanden sind, deren Eja-
kulate sich bei den Ublichen makroskopischen und mikroskopischen
Untersuchungen nicht unterscheiden, stellen die HI-Versuche eine Mdglich-
keit dar, diese Differenzen aufzudecken (MARTIN und DZIUK 1977).
Unterschiede lassen sich innerhalb einer Versuchsgruppe durch die gleichen
Ausgangsbedingungen der Spermien im HI-Versuch mit groRer Genauigkeit
ermitteln (ROBL und DZIUK 1987, 1988).

Jedes Spermium hat theoretisch die gleiche Chance, die Eizelle zu befruch-
ten, unabhangig von variierenden Einflissen wie die des weiblichen Tieres,
der Saison, der Umwelt, des Managements und der Fahigkeit des
Besamungstechnikers (DZIUK 1996).

Nach BERGER (1995) haben die HI- Versuche gegeniber der homospermen
Besamung den Vorteil der viel héheren Genauigkeit und Wiederholbarkeit.

In einer Studie mit Bullensperma konnte REVELL (1993) die Befruchtungs-
rate nach Trispermaeinsatz deutlich, jedoch nicht statistisch signifikant
steigern. Der Trend zu einer verbesserten Befruchtungsrate nach Misch-
spermaeinsatz beim Rind ist jedoch gegeben (BEATTY et al. 1969, NELSON
et al. 1975, REVELL 1993).
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ENGELBRECHTEN et al. (1973) und GROOTEN (1988) sahen bei der Be-
nutzung von Mischsperma bei Sauen zudem weitere praktische Vorteile und
Anwendungsmaoglichkeiten. Sie sind bedingt auch fir das Rind zutreffend:

1) Der Uterus ist in der Lage, Antikdrper gegen bestimmte Spermientypen
zu bilden. Bei Mischsperma liegt dieses Phanomen moglicherweise nur
gegen das Sperma eines Vatertiers vor.

2) Preissenkung bei evtl. verringerbaren Samenzellportionen.

3) Uberprifung der Kombinationseignung verschiedener Rassen durch eine
Zuchtwertermittiung der mannlichen Tiere mit heterospermer Insemi-
nation.

4) Fertilitatsverbesserung bei Jungsauen und speziell in Betrieben mit
schlechten Befruchtungsraten.

5) Steigerung der Wurfgrol3en.

6) Erzeugung von Mastferkeln (REED et al. 1984).

2.2 BULLEN HOHER FRUCHTBARKEIT (HIGH FERTILITY BULLS)

Unter Bullen hoher Fruchtbarkeit versteht man im internationalen Schrifttum
Tiere, deren Befruchtungsergebnisse im Besamungseinsatz deutlich Uber
dem Durchschnitt liegen.

Die Befruchtungsraten werden mit der NRR nach 59 Tagen angegeben. Die
NRR werden fir hochfertile Bullen mit 78 +1 % und fur subfertile Bullen mit
66 = 2% angegeben (EID et al. 1994, LONERGAN 1994).

Die Ursachen fir diese erheblichen Fruchtbarkeitsunterschiede sind viel-
gestaltig und bis heute noch nicht endgultig geklart.

Fest steht, da3 Standardcharakteristika von Spermaproben wie Volumen,
Spermienkonzentration, der Prozentsatz vorwartsbeweglicher Spermien und
der Prozentsatz intakter Akrosomen nur in geringem Mal3e mit der Frucht-
barkeit der Bullen korreliert sind (EID et al. 1994). Viel entscheidender sind
die in vivo im weiblichen Tier und dort am Ort der Befruchtung ablaufenden
Prozesse wie Kapazitation, Akrosomreaktion und die tatsachliche Befruch-
tung der Eizelle (LONERGAN 1994, PARRISH et al. 1994).

Diese Prozesse in vitro nachzuvollziehen, um so letztlich auf die Fruchtbar-
keit einzelner Bullen ruckschlieBen zu kénnen, ist Gegenstand vieler In- vitro-
Befruchtungsversuche (LONERGAN 1994).

Die Zeitdauer der Kapazitation der Spermien im weiblichen Geschlechts-
apparat variiert unter den Bullen ganz erheblich und scheint genetisch
determiniert zu sein (LEIBFRIED-RUTLEDGE et al. 1989, LONERGAN
1994). Auch die Eizellenpenetrationsrate in vitro weist auf grofRe
Unterschiede unter den mannlichen Probanden hin.

So wiesen DAVIS et al. (1987 a, b) in ihren Versuchen nach, dal’ Bullen von
hoher Fruchtbarkeit auch in vitro an zonalosen Hamstereizellen die héchsten
Penetrationsraten erreichten.
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Einen solch direkten Zusammenhang zwischen einem In- vitro- Spermien-
penetrationstest und der im Besamungseinsatz ermittelten NRR konnte
LINNENBRINK (1990) nicht nachweisen, seine Versuche ergaben keine sig-
nifikante Korrelation. Auch SHAMSUDDIN et al. (1993) zeigten in ihren Ver-
suchen, daR die NNR und die in In- vitro- Fertilisationversuchen (IVF)
ermittelte Fruchtbarkeit eines Bullen sehr unterschiedlich sein kann.

Diese Tatsache fuhren Autoren wie SHAMSUDDIN et al. (1993) und
LONERGAN (1994) darauf zurtick, daf? die NRR nicht nur die Befruchtung
als solche, sondern auch die fruhembryonale Entwicklung und hier
besonders die Embryonenmortalitéat beinhaltet. Auch maternale Einflisse wie
Frihaborte durch Infektionen etc. spiegeln sich letztlich in der NRR wieder.
Bullen, die die gleiche Befruchtungsrate im Zweizellstadium aufweisen,
unterscheiden sich ganz erheblich voneinander, wenn man spater die Anzahl
entwickelter Blastozysten ermittelt (LONERGAN 1994).

»High fertility bulls“ weisen im IVF- Versuch eine groRere Anzahl entwickelter
Blastozysten auf als ,low fertility bulls. Die Degenerationsrate ist bei diesen
Bullen niedriger als bei Bullen mit einer geringeren Fruchtbarkeit und die
Blastozysten der Bullen hoher Fruchtbarkeit haben ein groRReres
Entwicklungspotential. Dieses Phanomen spiegelt sich in der h6heren NRR
wieder. MARQUANT LE GUIENNE et al. (1992) sehen deshalb auch eher
einen Zusammenhang zwischen der NRR (Tag 60-90) und der Anzahl
entwickelter Blastozysten.

Der paternale Einflu3 Gber die eigentliche Befruchtung hinaus auf die
frihembryonale Entwicklung darf nicht unterschatzt werden (COUROT et
al.1986, HILLERY et al. 1990, SHAMSUDDIN et al. 1993). Er erstreckt sich
Uber die Entwicklung des Embryos durch die Graviditat bis hin zum lebenden
Nachkommen (COUROT et al. 1986). Wo genau die Ursachen fur diese
Einflisse durch das Vatertier liegen, ist bis heute nicht endgultig geklart. Sie
sind aber sehr wahrscheinlich im Bereich minimaler genetischer Abwei-
chungen zu suchen (COUROT et al. 1986).

In den letzten Jahren sind auf dem Gebiet der Ursachenforschung fir die
erheblichen Unterschiede in der Fruchtbarkeit innerhalb einer Gruppe
mannlicher Individen wichtige Erkenntnisse verdffentlicht worden. Hierauf
wird im folgenden eingegangen (Kapitel 2.2.1 und 2.2.2).
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2.2.1 KOMPENSIERBARE UND NICHT KOMPENSIERBARE SEMINALFAKTOREN

Grundsatzlich muf3 zwischen der Bedeutung der Spermienqualitat im
weiblichen Geschlechtstrakt vor der Eizellenpenetration und des paternalen
Einflusses nach dem Eindringen des befruchtenden Spermiums in die Eizelle
unterschieden werden. DEN DAAS (1992) pragte in diesem Zusammenhang
die Begriffe extrinsic sperm quality auf der einen und intrinsic sperm quality
auf der anderen Seite.

Zu ersterer zahlt die Autorin Faktoren wie Spermienmotiliat, Membran-
integritat, Akrosomintegritat und das Bindungsvermégen der Spermien an die
Zona pellucida. Hier bestehen grol3e Unterschiede zwischen den mannlichen
Probanden.

Zu der intrinsic sperm quality hingegen z&hlt DEN DAAS (1992) die Qualitat
des einen befruchtenden Spermiums, und hier vor allem seinen Einflu3 auf
die Entwicklungsfahigkeit des entstehenden Embryos. Zu diesen Faktoren
gehoren die Qualitat, der Anteil einstrangiger Desoxyribonucleinsaure (DNA)
sowie deren Kondensationszustand in den mannlichen Erbanlagen
(BALLACHEY et al.1988). Uber diese Aspekte ist bislang wenig bekannt.
Fest steht jedoch, dald sie unter den Bullen erheblich variieren.

SAACKE et al. (1998) unterscheiden in Anlehnung an DEN DAAS (1992)
zwischen kompensierbaren und nicht kompensierbaren Seminalfaktoren,
wobei erstens extrinsic mit kompensierbar und zweitens intrinsic mit nicht
kompensierbar gleichzusetzen ist.

2.2.2 KOMPENSIERBARE SEMINALFAKTOREN

DEN DAAS (1992) und SAACKE et al.(1998) gehen davon aus, dal3 die zu
den extrinsic Faktoren gehérenden Parameter bis zu einem gewissen Grad
durch eine Erhdhung der Spermiendosis pro Besamungsportion kompensiert
werden kdnnen.

Durch eine Steigerung der Dosis erhoht sich die Wahrscheinlichkeit, daf3
mehr befruchtungskompetente Spermien die Selektionsbarrieren im weib-
lichen Geschlechtstrakt Gberwinden und zur Befruchtung zur Verflgung
stehen (SAACKE et al. 1998).

Von Bedeutung ist nicht nur das befruchtende Spermium, sondern auch die
Anzahl der akzessorischen Spermien. Zu den ersten Autoren, die Uber die
Bedeutung dieser Spermien fir die Fruchtbarkeit berichteten, z&ahlten
WILMUT und HUNTER (1984).

Es handelt sich hierbei um die Spermien, die zu dem Zeitpunkt, an dem die
Zonareaktion stattfindet, um eine polysperme Befruchtung zu verhindern,
bereits an die Zona pellucida gebunden haben (DE JARNETTE et al. 1992,
NADIR et al. 1993, SAACKE et al. 1998, HUNTER et al. 1998).
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Es besteht eine positive Korrelation zwischen der Anzahl der akzessorischen
Spermien, der Fruchtbarkeit und der Embryonenqualitat. NADIR et al. (1993)
gelang es in ihrer Versuchsreihe, die Anzahl akzessorischer Spermien durch
eine Dosiserh6hung der Besamungsportion zu steigern. NADIR et al. (1993)
vermuteten aulRerdem einen Zusammenhang zwischen der Anzahl der
akzessorischer Spermien und dem Bullen selbst. In ihren Versuchen wiesen
einige Bullen dosisunabhéngig eine hohere Anzahl dieser Spermien auf.
Auch DE JARNETTE et al. (1992) vermuteten einen Zusammenhang,
konnten ihn jedoch nicht beweisen.

Die Befruchtungsrate ist durch eine Erhohung der Spermienkonzentration nur
bis zu einem gewissen Grad zu steigern, denn ab einer bestimmten Anzahl
Spermien nimmt die Kurve einen asymptotischen Verlauf und eine weitere
Steigerung ist nicht moglich (DEN DAAS 1992, 1998).

In dieser maximalen Fruchtbarkeitsrate unterscheiden sich die Bullen einer
Testreihe ganz erheblich. Bullen hoher Fruchtbarkeit liegen in der maximalen
Konzeptionsrate deutlich hoher als Bullen mit einer geringeren Fertilitdt (DEN
DAAS 1992).

2.2.3 NICHT KOMPENSIERBARE SEMINALFAKTOREN

Uber die nicht kompensierbaren Seminalfaktoren ist bis heute wenig
bekannt. Sie sind durch Manipulationen, wie z.B. eine Dosiserh6hung der
Besamungsportion, nicht auszugleichen. Sie sollen erst nach der Penetration
der Eizelle zum Tragen kommen und betreffen nur die Qualitat des einen, die
Eizelle befruchtenden Spermiums. Die  Auswirkungen dieser
Qualitatsunterschiede sind weitreichend, gehen Uber die Befruchtung der
Eizelle hinaus und beeinflussen die embryonale Entwicklung entscheidend
(HILLERY- WEINHOLD 1991, EID et al.1994).

So zeichnen sich die im ET eingesetzten Bullen hoher Fruchtbarkeit sowohl
durch eine héhere Embryonengewinnungsrate als auch durch eine hohere
Embryonenqualitat aus (SAACKE et al. 1998).

Untersuchungen auf molekularer Ebene, die in den letzten Jahren an
Ejakulaten von Bullen unterschiedlicher Fruchtbarkeit vorgenommen wurden,
lieferten wichtige Erkenntnisse.

Die Erkenntnisse wurden gréf3tenteils unter in vitro Bedingungen gewonnen,
in vivo liegen kaum Ergebnisse vor. So wird nachfolgend im wesentlichen auf
In- vitro -Bedingungen eingegangen.

HENAULT und KILLIAN (1995) fuhrten einen Versuch mit Seminalplasma,
Spermien und zonafreien Rinderoocyten durch. Sie stellten dabei fest, dal3
aus dem Nebenhoden entnommene Spermien von subfertilen Bullen durch
hinzugefugtes Seminalplasma von hochfertlen Bullen in ihrer
Befruchtungsfahigkeit, gemessen im Eizellenpenetrationstest, gesteigert
wurden. An ejakulierten Spermien vom gleichen Tier gelang dieses nicht.
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Aus diesen Beobachtungen folgerten die Autoren, daf3 im Seminalplasma
Komponenten enthalten sind, die sich zum Zeitpunkt der Ejakulation eng mit
den Spermien verbinden und die Fertilitat entscheidend beeinflussen.

Es sollte sich dabei wahrscheinlich um Plasmaproteine handeln, die v.a. aus
den Samenblasendrisen stammen.

Dieser Effekt wurde in einem ahnlichen Versuch bei Ratten nachgewiesen
(CURRY und ATHERTON 1990).

In anderen Versuchsreihen wurde das Seminalplasma fertiler und subfertiler
Méanner (BOUE und SULLIVAN 1996) wund Bullen auf das
Plasmaproteinmuster hin untersucht (SADOWSKI und ROGERS 1985,
KILLIAN et al. 1993). Die Autoren stellten dabei fest, dal} die
Plasmaproteinmuster dieser Gruppen unterschiedlich sind. Bei subfertilen
Manner bzw. Bullen fehlten bestimmte Proteine oder waren in erheblich
niedrigerer Konzentration als bei vergleichsweise fertiien Probanden
vorhanden.

Es ist also wahrscheinlich, daR es Komponenten im Seminalplasma gibt, die
die Fruchtbarkeit zum Zeitpunkt der Ejakulation determinieren.

BELLIN et al. (1998) identifizierten zwei Fertilitatsproteine im Seminalplasma.
Sie verbinden sich zum Zeitpunkt der Ejakulation mit den Spermien.

Das grol3ere der beiden Peptide mit einem Molekulargewicht von 31 Kilo-
dalton (KkDA) erhielt den Namen fertility-associated antigen (FAA), (BELLIN et
al. 1994,1996,1998; McCAULEY et al. 1999).

Bullen, auf deren ejakulierten Spermien dieses FAA festgestellt werden
konnte, wiesen in einem flnfjahrigen Feldversuch eine um 19% ho6here
Fruchtbarkeit auf als jene, auf deren Spermien FAA nicht nachgewiesen
werden konnte.

Die Autoren sehen darin eine Chance, gezielt fur den Embryotransfer Bullen
hoher Fertilitat selektieren zu kénnen, denn die Anwesenheit von FAA
scheint eindeutig positiv mit der Fertilitdt korreliert zu sein.

Ein kommerzieller Test, der FAA auf Spermien nachweist, steht der Praxis
bereits zur Verfligung.

Zwei weitere heparinbindende Proteine (HBP) auf der Spermienoberflache
sind zwei Proteine mit einem Gewicht von 21,5 bzw. 24 Kilodalton. Sie sind
dem FAA a&hnlich und ebenfalls positiv mit der Fruchtbarkeit korreliert
(McCAULEY et al. 1999).

Ein auf ejakulierten Spermien anzutreffendes Membranprotein wurde von
PARENT et al. (1999) identifiziert: P25b ist ein Oberflachenprotein. Seine
Konzentration ist bei subfertilen Bullen deutlich vermindert, wahrend es bei
hochfertilen Tieren in hoher Konzentration auf der Spermienoberflache loka-
lisiert ist. Mdglicherweise kann es in Zukunft als ein Fruchtbarkeitsmarker bei
Bullen verwendet werden.

CANCEL et al. (1997) und GERENA et al. (1998) wiesen in ihren Studien
zwei Peptide nach, deren Konzentration mit den Non-Return-Raten der
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untersuchten Bullen positiv korrelierte. Es handelt sich dabei um Osteopontin
und um eine Prostaglandin-D-Synthase des Lipocalintyps. Die Prostaglandin-
D-Synthase war bereits auf Nebenhodenspermien nachzuweisen.

Die Bedeutung dieser Fertilitatsfaktoren auf den Spermien selbst oder aber
im Seminalplasma ist erst in den letzten Jahren erkannt worden und ihre
genaue Erforschung steckt erst in den Anfangen.
AulBBer Frage steht jedoch, dalR sie die Fertilitdt eines mannlichen Tiers
entscheidend beeinflussen. Identifizierte fertilititsassoziierte Proteine im
Bullenejakulat sind der Tabelle 1 zu entnehmen.

Tabelle 1: Fruchtbarkeitsassoziierte Proteine im Bullenejakulat

AUTOR PROTEIN/ MG IN KDA HERKUNFT KORRELATION MIT
FRUCHTBARKEIT
KILLIAN et al. | Proteine mit Molekular- Seminalplasma
1993 gewichten von
26 kDA +
55 kDA +
16 kDA -
BELLIN et al. FAA (Fertility-associated— | Seminalplasma +
1994, 1996, Antigen), 31 kDA
1998
CANCEL et al. |Osteopontin, 55 kDA Seminalplasma +
1997
GERENA et. al. | Prostaglandin-D-Synthase | Spermiumober- +
1998 vom Lipocalintyp flache
McCAULEY et |FAA, 31 kDA Seminalplasma +
al.1999 HBP, 24 kDA Seminalplasma +
HBP, 21,5 kDA Seminalplasma +
PARENT etal. |Pb25; 25 kDA Seminalplasma +
1999

MG: Molekulargewicht; kDA: Kilodalton
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2.3 DIE EMBRYONENQUALITATSBEURTEILUNG

Die Embryonengewinnung erfolgt beim Rind vorzugsweise zwischen dem 6.
und 8.Tag nach der ersten Besamung transzervikal. Zu diesem Zeitpunkt
befindet sich der Embryo in der Uterushornspitze und ist mit dem Medium
leicht ausschwemmbar.

Die Embryonen befinden sich bei zeitgemafier Entwicklung im Stadium der
Morula oder Blastozyste, sind in diesem Stadium recht stabil und gut
geeignet fiir die direkte Ubertragung oder weitere Manipulation (LINDNER
und WRIGHT 1983, KUZAN 1990).

Nach ihrer Gewinnung werden die Embryonen auf ihre morphologische
Qualitat hin untersucht und selektiert.

Dieses ist insofern von entscheidender Bedeutung, als dafl3 nur solche
Embryonen zum Transfer geeignet sind, die ein ihrem Alter entsprechendes
Entwicklungsstadium aufweisen und deren morphologische Struktur eine
Weiterentwicklung zum gesunden Kalb erwarten [4Rt. Die genaue
Qualitatsbeurteilung ist folglich von grof3er wirtschaftlicher Bedeutung flr
gute Transferergebnisse im kommerziellen Embryotransfer (SCHNEIDER et
al. 1980, SHEA 1981, HAHN et al. 1983, LINDNER und WRIGHT 1983,
KUZAN 1990). Zwischen Tag funf und sieben werden Embryonen gewonnen,
die sich im Entwicklungsstadium der Morula, kompakten Morula oder
Blastozyste befinden (KUZAN 1990).

Der bovine Embryo weist am Tag acht eine Gréf3e von rund 160 pum auf.
Nach dem 8. Tag schlipft die Blastozyste aus der sie umgebenden Zona
pellucida aus und beginnt zu wachsen.

Da zwischen dem 8. und 10.Tag die Zona pellucida als schitzende Hulle
verloren geht, besteht bei Embryonen, die nach dem Tag acht gewonnen
werden, ein gréfl3eres Risiko, beschadigt zu werden (KUZAN, 1990).

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, die Embryonen qualitativ zu beurteilen:

2.3.1 MORPHOLOGISCHE BEURTEILUNG

Die morphologische Beurteilung der Embryonen stellt die gebrauchlichste
Form der Klassifizierung der Embryonen in Qualitdtsstufen dar. Die
Embryonen werden mikroskopisch bei einer 10 - 40 fachen Vergrof3erung
(KUZAN 1990) untersucht. Anhand von Form, Farbe, Anzahl und
Kompaktheit der Zellen, GroRe des perivitellinen Raumes, Intaktheit der
Zona pellucida, Anzahl degenerierter und aus dem Verband
ausgeschlossener Zellen und dem Vorhandensein von Vesikeln werden die
Embryonen beurteilt (LINDNER und WRIGHT 1983, NIEMANN 1986,
BOLTON et al.1989, KUZAN 1990). Auch der zu diesem Zeitpunkt erwartete
Entwicklungsstand ist von Bedeutung ( KUZAN 1990).
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Je nach Gewinnungstag (Tag 0 = Ostrusbeginn) sind nach LINDNER und
WRIGHT (1983) bei Rinderembryonen die in Tabelle 2 verzeichneten
Entwicklungsstadien zu erwarten:

Tabelle 2: Entwicklungsstadium der Rinderembryonen nach LINDNER u.
WRIGHT (1983)

Tag Entwicklungsstand
5 Morula
6 Kompakte Morula
7 Frihe Blastozyste
7.5 Blastozyste
8 Expandierte Blastozyste
9 Geschlipfte Blastozyste

Die Einteilung der Embryonen in Qualitatsklassen wird im internationalen
Schrifttum unterschiedlich gehandhabt. BOLAND et al. (1978), SHEA (1981),
WRIGHT (1981) und NIEMANN (1986) teilen Rinderembryonen in drei
Klassen ein. Die Einteilung in vier Qualitatsstufen ist ebenfalls gebrauchlich
(ELDSEN et al. 1978, SCHNEIDER et al. 1981, LINDNER und WRIGHT
1983). Auch funf (KENNEDY et al. 1983, BOLTON et al. 1989) oder sechs
Klassen (KUZAN 1990) sind mdglich.

Die erste Klasse umfal3t jedoch einheitlich jene an Tag sieben gewonnenen
Embryonen, die ein zeitgemales Entwicklungsstadium ohne morphologische
Abweichungen aufweisen (runde, spharische Blastomeren ohne Vesikel und
Zellfragmente sowie eine intakte Zona pellucida).

Mehr als zwei Tage in der Entwicklung zuriickgebliebene Embryonen und
Embryonen mit massiven Schaden, wie z.B starker Fragmentation und
Vesikelbildung, werden der schlechtesten Klasse zugeordnet. Gleiches gilt
fir eine massive Schadigung der Zona pellucida. Alle anderen Qualitaten an
Embryonen verteilen sich Uber die Ubrigen Klasse(n) (LINDNER und
WRIGHT 1983, KENNEDY et al. 1983, NIEMANN 1986, BOLTON 1989,
KUZAN 1990). Eine weitere Klasse stellen die unbefruchteten Oozyten dar.
So ergibt sich zum Beispiel nach KUZAN (1990) die Einteilung in die sechs
Qualitatsstufen: exzellent, gut, mittelmaRig, schlecht, degeneriert und
unbefruchtet.
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Bis heute gibt es kein allgemein gultiges Klassifizierungssystem fur
Rinderembryonen.

Mit der ADR — Empfehlung Nr.7.1 (Bonn, 10.4.1991) ist ein Versuch unter-
nommen worden, diese Grundlage fir am Tag 7 gewonnene Eizellen /
Rinderembryonen zu schaffen.

Als Tag O wird der Tag der ersten Besamung gerechnet.

Die Klassifizierung erfolgt in sechs Qualitatsstufen, von Klasse eins (sehr gut)
bis Klasse vier (schlecht), eigene Klassen stellen unbefruchtete Ooyzyten
und degenerierte Embryonen.

Diese Einteilung entspricht im wesentlichen der von der International Embryo
Transfer Society (IETS) verwendeten Klassifizierung der Embryonen
(ROBERTSON u. NELDSON 1998).

Die Eignung der Embryonen fur den direkten Transfer bzw. weiterfihrende
Manipulationen wird nach der IETS (1998) in einem Schlissel festgelegt,
wobei die mit Kategorie 1 bezeichneten Embryonen am besten gefrier-
tauglich sind. Die in die Kategorie 2 eingestuften Embryonen kénnen nur mit
geringerem Erfolg eingefroren werden, sind aber tauglich fir den
Direkttransfer. Die Embryonen der dritten Kategorie liefern nur schlechte
Trachtigkeitsraten und die der letzten Kategorie sind untauglich.

2.3.2 ANDERE MOGLICHKEITEN DER BEURTEILUNG

Eine andere Mdglichkeit der Beurteilung stellt die Anfarbung der Embryonen
mit sogenannten Vitalfarbstoffen dar. Durch die Anfarbung mit FDA (3°6’-
Fluorescein-Diacetyl) oder DAPI (46 -Diamidino-2-Phenylindol) kénnen auch
mikroskopisch nicht einfach festellbare Schadigungen nachgewiesen
werden. FDA farbt das Plasma lebender Zellen grinlich, DAPI die Kerne
degenerierter Zellen gelblich an. So wird eine Aussage Uber die Vitalitat der
Embryonen maoglich (SCHILLING und SMIDT 1979, NIEMANN 1980).

Ein weiterer Test auf die Lebensfahigkeit gewonnener Embryonen stellt die
Prifung ihrer Stoffwechselaktivitat in einem glukosehaltigen Kulturmedium
dar. Anhand der Glukoseaufnahme wird die Stoffwechselaktivitat der
Embryonen ermittelt, wobei eine hohe Glukoseaufnahme der Embryonen mit
guten Trachtigkeitsraten positiv korreliert ist (RENARD et al. 1980).

Auch die in vitro Kultivierung der Embryonen stellt eine Mdglichkeit der
Festellung auf ihre Lebensfahigkeit dar (LINDNER und WRIGHT 1983,
NIEMANN 1986).
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2.4 EINFLUSSE AUF EMBRYONENQUALITAT UND EMBRYONENGEWINNUNGSRATE

Im Embryotransfer (ET) haben die Embryonenqualitdt und die Anzahl
gewonnener Embryonen eine zentrale Bedeutung. Sie sind ein Mal3stab fur
die Wirtschaftlichkeit solcher Programme.

Unter guten Bedingungen gehen Autoren wie SEIDEL et al. (1989) von 4 - 8
Embryonen pro Spulung aus.

CAMP (1989) und HAHN (1989) beobachteten im Durchschnitt 1,8 Kalber
pro Spulung und Spender. Nur in Spitzenbetrieben wurden 3 und mehr
Kalber pro Tier und Spulung erreicht.

Um erfolgreich zu sein, ist es notwendig, die Faktoren, die diese Variablen
beeinflussen, zu kennen und entsprechend zu beachten. Die Erforschung
dieser Einflisse ist in den letzten Jahren intensiv betrieben worden und so
existieren heute eine groRe Anzahl von Veroffentlichungen, die sich mit
dieser Thematik befassen.

Die Embryonenqualitat und die Anzahl gewonnener Embryonen héngen von
vielen Faktoren ab. Diese kénnen ihrem Ursprung nach in maternale,
paternale und solche Faktoren gegliedert werden, die die Umwelt der
Spendertiere ausmachen.

2.4.1 MATERNALE EINFLUSSE

Die sorgfaltige Auswahl der Spendertiere, die einer Superovulationsbe-
handlung unterzogen werden, ist von ganz entscheidender Bedeutung fir
gute Embryonenqualitat und zufriedenstellende Embryonengewinnungs-
zahlen. Denn trotz standardisierter Behandlungsmethoden zeigen die
Spendertiere ganz erhebliche, individuelle Reaktionen. Dieses aul3ert sich in
einer hohen Variabilitat der Ovarreaktionen, haufig unbefriedigenden
Befruchtungsergebnissen und einer hohen Rate an degenerierten
Embryonen (NIEMANN 1991, NIEMANN und MEINECKE 1993). So ist die
Superovulation noch immer ein limitierender Faktor im Embryotransfer.

2.4.1.1 GENETIK

Die Eignung fur den Einsatz im Embryotransfer ist auch im Bereich der
genetischen Anlagen des Individuums zu suchen.

BETTERIDGE (1977), HAHN (1989) und SEIDEL et al.( 1978, 1989) gehen
von einer mitvererbten, genetischen Komponente zur Eignung der Tiere fur
ET-Programme aus.

HAHN (1990) und PREISINGER (1992) heben die Bedeutung der gezielten
Selektion auf Fruchtbarkeit und Gesundheit durch den Zichter hervor.

Denn auch innerhalb einer Herde, in der die Tiere den gleichen
Umweltbedingungen ausgesetzt sind, zeichnet sich deren Fruchtbar-
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keitsleistung und Ansprechbarkeit auf eine Superovulationsbehandlung durch
eine sehr hohe Variabilitat der Ovarreaktion aus ( NIEMANN und MEINECKE
1993, McMILLAN und DONNISON 1999).

Damit Ubereinstimmend beobachteten MONNIAUX et al. (1983) und MOOR
et al. (1984) erhebliche individuelle Unterschiede in dem Verhéltnis von
funktionstiichtigen zu atresierten Follikeln und schrieben diese genetisch
fixierten, intraovariellen Kontrollmechanismen zu. Es gibt Tiere, die auf die
Superovulationsbehandlung wiederholt mit einer abnormalen Follikel- bzw.
Eizellreifung reagieren. Diese Tiere liefern Eizellen und Embryonen
schlechter Qualitat, deshalb sollte eine strenge Vorselektion der Spendertiere
erfolgen (CALLESEN et al. 1986).

Auch LINDNER und WRIGHT (1983) gehen bei der grof3en Variabilitat in der
Embryonenqualitat innerhalb einer Gruppe von Spendertieren von einer
genetischen Mitverantwortlichkeit aus.

Durch gezielte Selektion der Tiere laf3t sich der Erfolg von ET-Programmen
deutlich steigern (KING et al. 1985, BROADBENT et al. 1991).

2.4.1.2 RASSE

Es gibt deutliche Rassenunterschiede hinsichtlich des Erfolgs einer
Superovulationsbehandlung.

Rassen differieren in ihrer Ansprechbarkeit auf Pregnant Mare's
Serumgonadotropin (PMSG). So fand BETTERIDGE (1977) heraus, daf
Holstein Friesian schlechter auf PMSG reagierten als Charolais oder
Kreuzungen aus Hereford x Angus. Hereford wiederum sprachen besser auf
die Superovulationsinduktion an als Tiere der Rasse Angus.

HAUPT (1979) stellte beim Vergleich der Rassen Deutsche Rotbunte,
Deutsche Schwarzbunte und Holstein-Friesian fir letztere ebenfalls die
schlechtesten Superovulationsergebnisse nach PMSG-Behandlung fest.
Auch andere Autoren beobachteten bei Holstein Friesian im Rassenvergleich
die niedrigste Ansprechbarkeit der Ovarien auf PMSG (SAUMANDE et al.
1978, SCHILLING 1982). BREUEL et al. (1991) ermittelten in einer
vergleichenden Studie fur Simmentaler Kihe hohere Prozentzahlen
transfertauglicher Embryonen als fir Tiere der Rassen Angus, Charolais oder
Hereford.

Generell liefern fleischbetonte Rassen bessere Ergebnisse als Tiere einer
milchbetonten Rasse, bei ersteren lagen die Ovulationsraten deutlich hoher
(SAUMANDE et al. 1978, SCHILLING 1982, LAURIA 1983, DONALDSON
1984).

Bei kleinen Wiederkauern stellten VIVANCO et al. (1994) fest, dal3 es
deutliche, rassespezifische Unterschiede in dem Prozentsatz von Embryonen
guter Qualitat pro Spulung gibt. KING et al. (1995) stellten mittels Chromo-
somenanalysen bei Rinderembryonen fest, dall Embryonen der Rasse
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Holstein-Friesian mehr Erbgutschaden aufwiesen als Embryonen anderer
Rassen.

2.4.1.3 ALTER

Ein anderer Aspekt, der bei der Auswahl der Tiere fiur den ET bedacht
werden muf3, ist deren Alter. Das Alter beeinflul3t auf der einen Seite die
Embryonengewinnung als solche, auf der anderen Seite auch die
Ansprechbarkeit der Ovarien auf die hormonelle Superovulationsinduktion.
Prapubertare Rinder sind zwar nach BETTERIDGE (1977) mit PMSG zu
superovulieren, jedoch ist die Gewinnungsrate sehr gering.

DU MESNIL DU BUISSON et al. (1977) stellten aul3erdem fest, dal3 der
Prozentsatz bei der In- vitro - Entwicklung zur Blastozyste bei Embryonen
aus prapubertaren Spendertieren im Gegensatz zu adulten Tieren sehr viel
niedriger lag. Die Entwicklungskapazitat der aus prapubertaren Tieren
gewonnenen Embryonen war auch in der Studie von SALAMONE et al.
(1998) deutlich schlechter als bei Embryonen adulter Tieren.

Farsen sind nach SCHILLING (1982) zum Einsatz in ET-Programmen durch-
aus geeignet, da sie in der Regel hohere Ovulationsraten als altere Kihe auf-
weisen.

Mit hoherem Alter sinkt die Fruchtbarkeit bei Saugetierspezies wieder. Zwar
ist es so, dal3 im Nutztierbereich nur wenige Tiere ein entsprechend hohes
Alter erreichen, jedoch ist es bei wertvollen Tieren durchaus sinnvoll, sie
lange im Embryotransfer zu nutzen (LERNER et al. 1986).

LERNER et al. (1986) untersuchten deshalb den EinfluR des Alters des
Spendertieres auf Embryonengewinnungsrate und Embryonenqualitat.

Tiere in einem Alter von 1,8 — 17,8 Jahren wurden in drei Altersgruppen
eingeteilt. Die Autoren stellten in ihrer Studie fest, dalR die Embryonen-
gualitdt, gemessen an der Zahl Ubertragbarer Embryonen, nicht von dem
Alter des Tieres beeinflul3t wurde. Auch die eingesetzte FSH-Dosis hatte
keinen EinfluR auf die Qualitdt. Es stellte sich jedoch heraus, dal3 die
Gesamtzahl gewonnener Eizellen / Embryonen vom Alter des Tieres, von der
verabreichten FSH- Dosis zur Superovulationsinduktion und der Interaktion
dieser beiden Komponenten abhangt.

Zunachst stieg die Embryonengewinnungszahl bei den Tieren in den
Versuchsgruppen mit zunehmendem Alter an, erreichte ein Maximum bei
einem Alter von 5,6 Jahren und sank dann kontinuierlich ab. Das spiegelt
sich in Abbildung 1 deutlich wieder.

Mit zunehmendem Alter der Tiere nahm die Embryonengewinnungsrate
deutlich ab - es sei denn, dal3 die verabreichte FSH-Dosis gesteigert wurde.
In niedriger Dosierung von FSH jedoch nahm die Anzahl gewonnener
Embryonen in den Altersgruppen >10 und é&lter 10 Jahre deutlich ab. Einen
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ahnlichen Effekt hatte eine Steigerung der FSH-Dosis bei den jungeren
Tieren — in diesen Fallen fuhrte sie zu verringerten Gewinnungsraten.
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Abbildung 1: Embryonengewinnungszahl in Abhangigkeit vom Alter der Donorkuh

Modifiziert nach LERNER et al. (1986)

Die Ursache fiur die verminderte Spulrate sahen LERNER et al. (1986) darin,
dafd altere Kuhe auf Grund einer reduzierten Anzahl reaktionsfahiger Follikel
nur noch in vermindertem Male auf die Superovulation ansprechen. Eine
Steigerung der FSH-Dosis bewirkt vermutlich eine Stimulierung und
Rekrutierung maoglicher ,Reservefollikel®.

Bei jungeren Tieren jedoch scheint eine gesteigerte FSH-Dosis zu einer mit
negativer Auswirkung behafteten Uberstimulierung der Ovarien zu fithren.
Auch SCHILLING (1982) stellte fest, dafd bei jungen Tieren mit steigender
FSH-Dosis eine Verschlechterung der Embryonenqualitat zu beobachten ist.
Aus den Angaben in der Literatur geht hervor, dal3 das Alter der Spendertiere
fur die Embryonengewinnungsrate, nicht aber fir die Embryonenqualitat eine
entscheidende Rolle spielen soll.

2.4.1.4 GESUNDHEITSZUSTAND

Der Gesundheitszustand der Tiere ist ebenfalls von grof3er Relevanz fir den
Erfolg der ET-Programme. Nur gesunde, fruchtbare Spendertiere garantieren
im Embryotransfer dauerhaft gute Leistungen (SCHILLING 1982, HAHN
1990).

Jede Form von Krankheit, Klinisch apparent oder inapparent, akut oder
chronisch, mindert die Leistung der Tiere. Sie reagieren schlechter auf die
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hormonelle Behandlung und die Erfolgsraten werden entsprechend geringer
sein ( HASLER et al. 1981, HAHN 1989, SEIDEL et al. 1989).

Einen sehr hohen Stellenwert nehmen neben akuten Erkrankungen vor allem
inapparente, nicht erkannte Krankheiten wie Endometritiden und Ovar-
veranderungen ein (HAHN 1990).

Bei letzteren sind es vor allem azyklische und zystische Ovarien (HAHN et al.
1977, HASLER et al. 1983, AHMAD et. al. 1996). Auch Manipulationen bei
vorangegangenen Spulungen kdnnen unerkannte Sché&den am Uterus zur
Folge gehabt haben (SEIDEL et al. 1978).

Akute Endometritiden fuhren nach der Erfahrung von HAHN (1990) zu einer
deutlich herabgesetzten Embryonenqualitat.

2.4.1.5 LETZTE GRAVIDITAT UND LAKTATIONSTADIUM

Ein weiterer wichtiger Faktor, der den Erfolg einer Superovulations-
behandlung beeinflu3t, ist der Verlauf der letzten Graviditat, vor allem der
Geburt und des Puerperiums.

Der EinfluR des Laktationsstadiums der Spenderkuh ist noch nicht endgultig
geklart.

SCHILLING et al. (1982) beobachteten bei laktierenden Kihen einen
hoheren Prozentsatz transfertauglicher Embryonen als bei trockenstehenden
Tieren.

Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen von DARROW et al.
(1982) und HASLER et al. (1983), die bei trockenstehenden Kihen im
Vergleich mehr degenerierte Embryonen auffanden.

CAMP (1989) konnte in seiner Arbeit keinen statistisch signifikanten Einfluf
der Milchleistung auf die Embryonengewinnungsrate oder die Embryonen-
gualitdt nachweisen. Im Gegensatz dazu ermittelte WICHMANN (1990) bei
Hochleistungstieren (>10.000 kg Milch) schlechtere Ergebnisse als bei
Vergleichsgruppen mit einer geringeren Leistung. Sie fuhrte dieses auf eine
energetische Mangelversorgung der Tiere zurick.

Das Laktationsstadium des Spendertieres kann nach BETTERIDGE (1978)
insofern von Bedeutung sein, als dal3 in der Zeit sehr hoher Milchleistung die
Reaktion der Ovarien auf eine Hormonbehandlung vermindert sein kann. Bei
einigen Tieren kann kurz nach der Abkalbung die ovarielle Aktivitat stark
vermindert sein. Dies hangt allem Anschein nach mit einer unzureichenden
Sekretion des Luteinisierenden Hormons (LH) gepaart mit einer stark
negativen Energiebilanz der Tiere zusammen. Hierbei scheint es sich um ein
Adaptationsproblem der betroffenen Tiere an diese Phase der Laktation zu
handeln — was wiederum einen genetischen Zusammenhang haben konnte
(LUCY et al. 1991).

LUCY et al. (1992 a) beobachteten in ihren Untersuchungen, dal3 laktierende
Kihe eine geringere Anzahl Follikel wahrend der ersten Follikelwelle
anbildeten als trockenstehende Kihe. Eine endgultige Klarung steht aus.
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Die Bedeutung des Verlaufs der letzten Graviditat fur den Erfolg der Super-
ovulation wird in der Literatur ebenfalls diskutiert.

Generell liefern die Tiere die besten Ergebnisse, die nach niedrigem KB-
Index und kurzer Zwischenkalbezeit eine unproblematische Graviditat und
Geburt hatten und nach einem ungestorten Puerperium spétestens vier
Wochen post partum (p.p.) wieder einen regelmafiigen Zyklus mit deutlicher
Brunst aufweisen (HAHN et al. 1980, GORLACH 1997).

Nach der Geburt eine ausreichende Rastzeit zu gewahren, wird wider-
spruchlich diskutiert.

SEIDEL et al. (1989) empfehlen eine Rastzeit von 75 Tagen, KWEON et al.
(1986) konnten jedoch keinen Zusammenhang zwischen Rastzeit und Erfolg
der Superovulationsinduktion nachweisen.

2.4.1.6 ZYKLUSSTADIUM

Einer der allerwichtigsten Einflisse auf die Embryonengewinnungszahl, aber
auch die Qualitat der Embryonen, ist das Zyklusstadium der Spenderkuh zu
dem Zeitpunkt, an dem mit der hormonellen Behandlung zur Superovulation
begonnen wird. Der hormonelle Status der Donorkuh ist fur gute Ergebnisse
sehr wichtig. Dies wird von Autoren wie LERNER et al. (1986), SEIDEL et al.
(1989), HAHN (1990) und ARMSTRONG (1993) deutlich hervorgehoben.
Bereits SCHILLING (1982) wies darauf hin, dal3 der Progesteronwert bei
Beginn der Hormongaben fir gute Superovulationsergebnisse entscheidend
ist.

Der Beginn der Superovulationsbehandlung sollte idealerweise in der
Gelbkorperphase, in der Mitte des Zyklus liegen (SEIDEL et al. 1989, HAHN
1990). DONALDSON (1984) empfiehlt Tag 8-13 des Zyklus.

LERNER et al. (1986) erreichten in ihrer Studie die hochste Embryonen-
gewinnungszahl, wenn die erste FSH-Gabe am Tag 10 oder 11 des Zyklus
erfolgte (Tag 0 = Tag des Ostrusbeginns). In dieser Studie wurden die Tiere
an funf aufeinanderfolgenden Tagen mit FSH behandelt und am vorletzten
Tag der FSH-Gabe zusatzlich mit Prostaglandin F2a (PGF2a), um eine
Luteolyse zu induzieren. Dies ist eines der Ublichen Behandlungsmuster
seitdem bekannt ist, dall hohe Progesteronwerte zum Zeitpunkt der Be-
fruchtung zu schlechten Befruchtungsraten fuhren und die Anzahl
degenerierter Embryonen durch ein unginstiges Millieu im Eileiter bei hohen
Progesteronwerten erhoht ist (HAHN et al. 1977; SCHILLING 1982).
HERRLER (1989) wies in seinen Untersuchungen nach, daf3 nicht nur die
Embryonengewinnungszahl sondern auch die Embryonenqualitat  bei
hoheren Progesteronwerten zu Beginn der Superovulationsinduktion
verbessert sind. Der Autor geht davon aus, dal3 hohe Progesteronwerte zum
Zeitpunkt des Ostrus den LH-Peak stéren und auch die endgiiltige Reifung
und Ovulation der Oozyte verhindern kénnen (GUILBAULT et al. 1993).
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2.4.1.7 ANZAHL SUPEROVULATIONEN IN DER LAKTATION

Die Anzahl der, der aktuellen Superovulation vorangegangenen Super-
ovulationen, beeinflu3t aller Wahrscheinlichkeit nach ebenfalls deren Erfolg
(SAUMANDE et al. 1978, SEIDEL et al. 1978, HASLER et al. 1983, WAR-
FIELD et al. 1986).

HASLER et al. (1983) beobachteten bei funf aufeinanderfolgenden Super-
ovulationen keine Verschlechterung der Ovulationsrate, lieRen die Tiere
jedoch auch einen ,normalen” Zyklus zwischen jeder Behandlung durch-
laufen. CAMP (1989) dagegen berichtete Uber einen deutlichen Trend zur
Verringerung der Embryonengewinnungsrate und der Qualitat der
Embryonen mit steigender Superovulationsanzahl. Eine mégliche Ursache
stellen Immunreaktionen und Antikorperbildung gegen die verabreichten
Gonadotropine dar (DONALDSON und PERRY 1983). Auch OIKAWA et al.
(1998) stellten verminderte Ergebnisse bei wiederholten Superovulationen
fest. Sie beobachteten einen mit der steigenden Anzahl von Behandlungen
negativ korrelierenden LH-Peak und sahen darin eine mdgliche Ursache der
verminderten Embryonenqualitat. Im Ubrigen hielten sie aber bis zu sechs
Superovulationen pro Jahr fur praktikabel.

2.4.1.8 DIE BEDEUTUNG DES DOMINANTEN FOLLIKELS FUR DIE SUPEROVULATION

Der bovine Zyklus ist charakterisiert durch das Auftreten von zwei bis drei
Follikelbildungswellen pro Zyklus (SIROIS und FORTUNE 1988, GINTHER
et al. 1989, SAVIO et al. 1989, 1990, ASSEY et al. 1994).

Die Follikelwellen beginnen bei drei Wellen pro Zyklus in der Regel am Tag
2,9 und 16 des Zyklus (SIROIS und FORTUNE 1988,1990).

Ob zwei oder drei Wellen pro Zyklus auftreten, hangt beim einzelnen Tier
vom Zeitpunkt der Luteolyse und dem Beginn der zweiten Welle ab. Tiere mit
drei Wellen weisen einen leicht verlangerten Zyklus gegeniber zweiwelligen
Zyklen auf, da der dritte dominante Follikel zusétzliche Zeit zur kompletten
Entwicklung und Dominanz benétigt (TAYLOR und RAJAMAHANDRON
1991).

Nach GIUBAULT et al. (1991) inhibiert wahrend dieser Wellen der
dominante Follikel ab einer Gro3e von ca. 9 mm das Wachstum der anderen
Follikel. Er verhinderte auf3erdem die Rekrutierung neuer Follikel. Dieses
stellten auch andere Autoren wie BADINGA et al. (1992) und BURKE et al.
(1998) fest.

Es ist von Bedeutung, zwischen morphologischer und funktioneller Dominanz
des Follikels zu unterscheiden.
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Als morphologisch dominant bezeichnet man den gréf3ten Follikel (>10mm)
innerhalb einer Follikelwelle (SIROIS und FORTUNE 1990). Er ist jedoch,
wie jungste Studien ergeben haben, nicht zwangslaufig auch der funktionell
dominante Follikel dieser Welle (OTOI et al. 1999).

Funktionell dominant ist der Follikel, der das Wachstum der tbrigen Follikel
seiner Welle und die Anbildung einer neuen Welle verhindert (LUCY et al.
1992 b). Er hat die Kompetenz, bei geeigneten hormonellen Gegebenheiten
zu ovulieren. In der Regel ist der dominante Follikel der dritten Welle der
ovulatorische Follikel, die dominanten Follikel der vorangegangenen Wellen
sind nicht ovulatorische dominante Follikel (SIROIS und FORTUNE 1990,
FORTUNE 1993, 1994).

Der dominante Follikel der ersten Welle bleibt ungefahr bis zur Mitte des
Zyklus, also Tag 8-11, aktiv. Er kann nach einer Injektion von PGF2a zur
Einleitung der Luteolyse an den Tagen funf bis acht des Zyklus zur Ovulation
gebracht werden (KASTELIC et al. 1990, SAVIO et al. 1990). Das weist
darauf hin, daR der hormonelle Status in der Lutealphase des Zyklus (hoher
Progesteronwert, niedriger basaler LH-Wert) eine endgultige Ausreifung und
die Ovulation des dominanten Follikels nicht zulaRt (CUPP et al. 1990,
SIROIS und FORTUNE 1990).

Der nicht ovulatorische, dominante Follikel verliert zunachst seine funktio-
nelle, dann seine morphologische Dominanz und eine neue Follikelwelle
kann beginnen (FORTUNE et al. 1991). Dieser Verlust seiner Aktivitat und
die folgende Atresie liegen bei der ersten Follikelwelle zwischen Tag 7 und
12 des Zyklus (GUILBAULT et al. 1993).

Die An- oder Abwesenheit eines dominanten Follikel zum Zeitpunkt der
Superovulation beeinfludt deren Erfolg malgeblich (PIERSON und
GINTHER 1988, GRASSO et al. 1989, HUHTINEN 1992, BARTMANN 1992,
BUNGARTZ 1993, BUNGARTZ und NIEMANN 1994, VARISANGA 1998).
Wiesen Tiere zu Beginn der Superovulationsbehandlung einen dominanten
Follikel (DF) auf, so fiel die Ovulationsrate geringer aus als bei Kontrolltieren
ohne DF (GUILBAULT et al. 1991). Auf Grund seiner Dominanz unterdriickte
der DF das Wachstum und die Reifung der untergeordneten Follikel
(GRASSO et al. 1989, VARISANGA et al. 1998). Diese Verschlechterung der
Ergebnisse war jedoch nur wahrend der funktionellen Dominanz in der
Wachstums- und der Plateauphase des DF zu beobachten, die je nach Autor
mit drei (BUNGARTZ und NIEMANN 1994) oder vier Tagen (GUILBAULT et
al. 1991) angegeben wird. DF in der Regression hatten diesen negativen
Einflu® nicht (WILSON et al. 1990, GRAY 1992).

Die Problematik des dominanten Follikels war Gegenstand vieler Unter-
suchungen in den letzten Jahren. So wiesen BUNGARTZ und NIEMANN
(2994) in ihren Untersuchungen an 117 Holstein Friesian Kihen nach, dal3
Tiere ohne DF zum Zeitpunkt der Superovulation eine doppelt so hohe
Gewinnungsrate von Embryonen aufwiesen als Tiere mit DF. Zu einem
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ahnlichen Verhaltnis kamen auch BARTMANN (1992), HUHTINEN (1992)
und ASSUMPCAO et al. (1997).

Es wurden verschiedene Methoden entwickelt, um den DF vor Beginn der
Hormonbehandlung zu entfernen.

Die Ovarektomie des den DF tragenden Ovars bzw. die Elektrokauterisierung
des DF fiuhrte zu verbesserten Ovulationsraten (STAIGMILLER und
ENGLAND 1982, KO et al. 1991).

Weniger invasive Methoden stellen unter Ultraschallkontrolle die manuelle
Entfernung durch Kompression vom Rektum aus (BARTMANN 1992) und die
transvaginale Follikelpunktion dar ( BUNGARTZ 1993, BERGFELDT et al.
1994, BUNGARTZ und NIEMANN 1994, EDE et al. 1999, GRADELA et al.
1999, RUIGH u. MULLAART 1999).

Es besteht aulBerdem die Maoglichkeit, den dominanten Follikel auf
medikamentellem Wege zu entfernen. Hier wird, je nach Behandlungs-
schema, hCG (RAJAMAHENDRAN und CALDER 1993) oder GnRH
(KOHRAN et al. 1998) appliziert. Auch eine, aus Ostradiol und Progesteron
oder aber Ostradiol und GnRH kombinierte Hormongabe ist moglich (ADAMS
et al. 1994, BO et al. 1991,1995,1998, MITCHELL et al. 1998, MAPLETOFT
et al. 1999).

Bei all diesen Methoden geht man davon aus, dal3 die Entfernung des
dominanten Follikels zu einer Verbesserung der Superovulationsraten
und/oder einer Verbesserung der Embryonenqualitat fuhrt (BARTMANN
1992, BUNGARTZ 1993, ADAMS et al. 1994, BO et al. 1995, EDE 1999,
GRADELA et al. 1999, RUIGH und MULLAART 1999) .

Es ist jedoch zu bedenken, dafld der morphologisch dominante Follikel nicht
zwangslaufig auch der funktionell dominante ist, so dafd eine Entfernung des
groRten Follikels nicht immer zu einer Verbesserung fuhrt (OTOI et al. 1999).
Durch die Entfernung des DF steigt nach der Beobachtung von ADAMS et al.
(1992, 1993) die Plasmakonzentration von FSH rasch an und fuhrt zwei Tage
spater zu einer neuen Follikelwelle, die fur die Superovulation genutzt
werden kann. Ohne den hemmenden Einflu? des DF ist die Ovulationsrate
erhoht. Auch eine erhéhte Vitalitat der Embryonen ist zu beobachten (EDE
1999, GRADELA et al. 1999, RUIGH und MULLAART 1999). Eine
Literaturtibersicht tGber die Superovulationsergebnisse nach der Entfernung
des DF ist Tabelle 3 zu entnehmen.
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Tabelle 3: Auswahl von Ergebnissen der Superovulation nach Entfernung des DF

AUTOR | PRAPARAT | n EIZELLEN U. | TRANSFERTAUG.| BEMERKUNGEN
EMBRYONEN EMBRYONEN
£+SD £+SD
Bartmann |PMSG 13 75+8,9 3,6+6,0 Kontrollgruppe
1992 oder FSH | 18 | 123180 96+83 |Manuelle Ent-
fernung des DF
Calder et |FSH 10 50+21 31+14 Kontrollgruppe
al. 1993 9 8,8+23 54+16 |hCGamTag7
Bungartz |FSH 11 51+14 1,0+£0,5 Kontrollgruppe
1993
13 18,7+ 2,7 10,1+1,5 DF 48 h vor
Superovulation
punktiert
Lindsey et | FSH 144 5,8 2,8 Kontrollgruppe
al. 1994 144 8,7 52 1-3 Tage vor
Superovulatons-
beginn Punktion
aller Follikel
>6mm
Bo et al. FSH 18 89+15 3,9+0,8 Kontrollgruppe
1995 19 132+2,1 6,618 Progesteron und
E2 am Tag 2 des
Zyklus
Ede et FSH 556 10,0+ 0,3 58+0,6 Kontrollgruppe
al.1999
82 12,3+1,0 6,5+0,2 Punktion DF 48h
vor
Superovulations-
beginn
Ruigh und | FSH 64 4,26 + 3,47 | Kontrollgruppe
Mullaart
) gug 5 55 4,98+ 4,46 | 68-72 h vor
Superovulations-
beginn DF
entfernt

n: Anzahl der Probanden, & : Mittelwert, SD: Standardabweichung, DF: Dominanter Follikel
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2.4.2 HORMONE ZUR SUPEROVULATIONBEHANDLUNG

Auch die Auswahl der verwendeten Hormone und deren Verabreichungs-
weise ist eine wichtige Variable (BETTERIDGE 1978).

Unter einer Superovulation wird die Auslésung multipler Ovulationen durch
Verabreichung eines exogenen Hormons wie eCG (equines Chorion-
gonadotropin), im weiteren auch als PMSG (Pregant Mare's Serum
Gonadotropin) bezeichnet, FSH (Follikelstimulierendes Hormon) oder hMG
(Humanes Menopausengonadotropin) verstanden. Ziel ist es, eine groRere
Anzahl befruchteter Eizellen/Embryonen zu gewinnen (NIEMANN 1991,
NIEMANN und MEINECKE 1993).

Es gibt deutliche Unterschiede in der Ovarreaktion bei der Verwendung
unterschiedlicher Hormone.

So sind nach MONNIAUX et al. (1983) nach der Gabe von PMSG erfolglose
Spulungen haufiger als nach FSH-Behandlungen. Die Embryonenge-
winnungsraten sind nach der Superovulationsinduktion mit FSH hdher als
nach PMSG (HAHN 1978, AILMEIDA 1987). Diese Beobachtungen scheinen
mit dem LH-Gehalt der verwendeten Gonadotropine zusammenzuhangen.
Ein hoher LH-Gehalt, wie er oft in PMSG- Préaparaten vorkommt, wird mit
einer vorzeitigen Ovulation der Follikel in Zusammenhang gebracht. Dadurch
treten vermehrt unbefruchtete Eizellen auf ( FOOTE und ELLINGTON 1988,
HERRLER et al. 1991).

HERRLER (1989) wies ein friiheres Auftreten des LH-Peaks nach der Appli-
kation von pFSH mit hohen LH-Anteilen (80%, 40 Stunden nach Prosta-
glandin- F2a- Applikation) als nach der Verwendung eines Praparates mit
niedrigem LH-Anteil (20%, 46 Stunden nach Applikation des Pré&parates)
nach.

In einer Untersuchung der Superovulationsergebnisse nach FSH-Praparaten
mit unterschiedlichem LH-Gehalt (20%, 40% und 80%) erzielten HERRLER
et al. (1991) die besten Ergebnisse mit dem FSH-Praparat mit mittlerem LH-
Gehalt.

Folltropin-V®, ein hochgereinigtes FSH-Praparat , weist einen LH-Gehalt von
nur 16% auf, was MAPLETOFT et al. (1992) als Grund fir nur befriedigende
Superovulationsergebnisse ansahen. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen
SALAMONE et al. (1998).

Das Verhéltnis von LH : FSH im verwendeten Hormonpraparat ist folglich far
die Erfolgsrate nach einer Superovulation wichtig (SUGANO et al.1999).

Die Dauer und die Hohe des endogenen LH-Peaks sind fir die
Embryonenqualitat wichtig. Das Fehlen oder das zu frihe Auftreten des LH-
Peaks ist negativ mit der Embryonenqualitéat korreliert (HERRLER 1989).
Nach einer Superovulationsbehandlung mit PMSG kommen derartige
abnorme LH-Peaks vermehrt vor. Zudem kann PMSG auf Grund der langen
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Halbwertszeit (YADAV et al. 1986) stimulierend auf eine, zwischen
superovulatorischer Brunst und der Spllung gelegene, zweite
Follikelreifungswelle wirken. Die damit verbundenen erhéhten Ostradiolwerte
korrelieren negativ mit der Reifung und der frihembryonalen Entwicklung
(GREVE et al. 1988, NAKAJIAMA et al. 1992). Durch die Verabreichung von
Anti-PMSG zur Neutralisierung der Langzeitwirkung des PMSG kann dieser
negative Effekt vermindert werden, wenn die Applikation von Anti-PMSG zum
richtigen Zeitpunkt, n&dmlich nach dem LH-Peak, erfolgt (DIELEMAN et al.
1993 b).

2.4.2.1 GONADOTROPIN- PRIMING

Durch die Verabreichung eines Gonadotropins (FSH) in der frihen
Zyklusphase  besteht die  Mdoglichkeit, eine  erhéhte  Anzahl
stimulierungsfahiger Follikel zu induzieren (MONNIAUX et al. 1983). Eine
grolBere Zahl solcher Funktionskorper fuhrte zu einer erhohten
Ovulationszahl (MONNIAUX et al. 1983).

Im internationalen Schrifttum wird Priming jedoch kontrovers diskutiert.
RAJAMAHENDRAN et al. (1987), PETR et al. (1990), JABLONKA (1991)
und CHANDRA et al. (1997) kamen nach Gonadotropinpriming zu
verbesserten Superovulationsergebnissen. Im Gegensatz dazu konnten
GRAY et al. (1991, 1992) nach FSH- Priming keine Verbesserung feststellen,
sahen die Ursache dafur aber in einem ungunstigen Verhdaltnis von
Behandlungszeitpunkt bis Superovulationsbeginn.

Die Superovulationsbehandlung sollte dann begonnen werden, wenn durch
das Priming stimulierte antrale Follikel vorliegen (ARMSTRONG 1993;
FORTUNE et al. 1993). Auch scheint die verwendete Primingdosis von
Bedeutung zu sein (GRAY et al. 1992).

2.4.2.2 DOWN- REGULATION DER HYPOPHYSE

Eine andere Mdglichkeit der Beeinflussung der Zahl stimulierbarer Follikel
stellt eine Behandlung mit GnRH Uber einen langeren Zeitraum hinweg dar,
wie es insbesondere in der Humanmedizin vor der Ovarstimulation
angewendet wird. Eine down regulation der GnRH- Rezeptoren der
Hypophyse resultierte in einer Suppression der LH-Freisetzung und der FSH-
Plasmakonzentration. Dadurch kam es zur Regression der Follikel. Eine
exogene FSH-Applikation flihrte dann zu einer Vielzahl stimulierbarer Follikel
(LOUMAYE 1990). Beim Rind trat jedoch in einer Untersuchung von KANITZ
et al. (1993) trotz verminderter basaler Plasma-LH- Werte nach GnRH-
Behandlung ein Follikelwachstum auf, so dal3 die Ergebnisse der down
regulation letztlich unbefriedigend waren.

MULLER (1988) ermittelte beim Rind nach GnRH- Applikation am dritten
Zyklustag im Vergleich zu einer Kontrollgruppe eine gesteigerte Anzahl
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transfertauglicher Embryonen und HAHN (1990) schlief3lich ging davon aus,
dal’ die Embryonenqualitdt bei Problemtieren durch eine Unterstiitzung der
Gelbkorperanbildung durch Gaben von GnRH zu Beginn des Zyklus
verbessert werden kann.

2.4.3 UMFELD DES SPENDERTIERES

Nach den Erfahrungen vieler Autoren hat die Jahreszeit einen nicht zu ver-
nachlassigenden Anteil an guten Embryogewinnungsraten. So stellten
LERNER et al. (1986) in ihren Versuchen fest, dall die Gesamtzahl
gewonnener Embryonen und die Qualitdt der Embryonen im Frihjahr
deutlich hoher lagen als im Rest des Jahres (P< 0,01). Auch der Prozentsatz
transferfahiger Embryonen war im Friihjahr am héchsten (P<0,01).

Unter extremeren Umweltbedingungen ist eine deutliche saisonale Abhangig-
keit festzustellen. So beobachteten TEGEGNE et al. (1997) in Athiopien bei
Rindern der Kreuzung Boran x Friesian eine deutlich bessere Ansprechbar-
keit der Ovarien auf die Superovulation in der Regenzeit. Daraus resultierten
im Vergleich zur Trockenzeit eine héhere Gewinnungsrate und deutlich mehr
transfertaugliche Embryonen. In unseren Breiten scheint dieser Effekt kaum
ausgepragt zu sein (WICHMANN 1990, KINSEL et al. 1998).

BETTERIDGE (1977) vermutete eine saisonabhangige, endokrine Sensibili-
tat der Spendertiere in Bezug auf die PMSG-Applikation im Zuge einer
Superovulationsbehandlung. Er sah es auch im Bereich des Moglichen, daf3
die Eizellqualitat als solche saisonalen Einfli3en unterliegt.

Der EinfluR der Tageslichtdauer wurde von SAUMANDE et al. (1978) unter-
sucht. Sie setzten zwei Gruppen von Farsen einem Lichtprogramm von 8
bzw.16 Stunden Licht /Tag aus. Die Versuchsgruppe, die 8 Stunden am Tag
Licht erhielt, reagierte im Vergleich zur anderen Gruppe mit einer deutlich
reduzierten Ovulationsrate,

Auch HAHN (1990) vermutete eine jahreszeitliche Variabilitat in der Reaktion
der Eierstbcke nach einer hormonalen Superovulationseinleitung. Dieses
deckt sich jedoch nicht mit den Untersuchungsergebnissen von SHEA et al.
(1984) und MASSEY et al. (1984), die keinen statistisch gesicherten Einfluf
der Saison auf den Erfog der Superovulation nachweisen konnten. BADINGA
et al. (1993) gehen davon aus, dal3 Hitzestress die Effizienz der Follikel-
selektion und —dominanz zu beeinflussen scheint und sich zudem negativ auf
die Qualitat der Oozyte auszuwirken scheint.

Die Bedeutung der Futterung der Spendertiere fur den Erfolg einer
hormonellen Superovulationinduktion darf nicht auf3er acht gelassen werden
(HAHN 1990, LUCY et al. 1991, 1992; ROSCHLAU 1996). Eine kurzfristige
restriktive Futterung fuhrte in neueren Untersuchungen zu einer erhdhten
Follikelanzahl, einer verbesserten Entwicklung zur Blastozyste und mehr
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transfertauglichen Embryonen (HUMBLOT et al. 1998, NOLAN et al. 1998).
Eine Diat auf sehr hohem Energieniveau verschlechterte die ovarielle
Reaktion deutlich und verringerte die Anzahl transfertauglicher Embryonen
(GONG et al. 1999).

Eine andauernde Mangelerndhrung allerdings verschlechtert die Fruchtbar-
keit und kann zur Einstellung des ovariellen Zyklus fiihren (NOLAN et al.
1998).

Sozialer Stress der Tiere fuhrt zu unbefriedigenden Ergebnissen, da in
anhaltenden Stressituationen die Fortpflanzung fur das Individuum in den
Hintergrund tritt und solche Tiere nur wenig oder gar nicht auf
Hormonbehandlungen ansprechen (ECHTERNKAMP 1984, EDWARDS et
al. 1987). Hierbei ist ein erhéhter sozialer Stress nicht zwangslaufig von der
Haltungsform abhéangig. So konnten KINSEL et al. (1998) zwischen Laufstall
und Anbindehaltung keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
Fruchtbarkeit feststellen.

PFEIFFER und HERZ (1984) diskutierten, daf3 das im Stress vermehrt
ausgeschuttete ACTH mit einer erhdhten Sezernierung von (B-Endorphinen
einhergeht. Durch B-Endorphine wird nach Ansicht der Autoren u.a. die LH-
Sekretion unterdriickt. Hieraus erklart sich dann der negative Einflufd von
Stress auf die Ovarien und die Ergebnisse einer Superovulationsinduktion.
EDWARDS et al. (1987) wiesen nach, dall Transportstress die
superovulatorische  Reaktion vermindert, vermutlich dber erhohte
Kortisolspiegel. Gestresste Tiere mit einem erhohten Plasmakortisolspiegel
wiesen erhéhte Plasmaprogesteron- und verminderte LH-Konzentrationen im
Plasma auf (ECHTERNKAMP 1984). In ihren Untersuchungen bei kleinen
Wiederkauern ermittelten DALEY et al. (1999), dal3 eine stressbedingte
Erhohung des Plasmakortisolspiegels in der spaten Gelbkorper- oder frihen
Follikelwachstumsphase zu einer Suppression der Ostradiolsekretion und
einer gestorten Follikelreifung fuhrte. Ein physiologischer LH-Peak war bei
mehr als 50% der Probanden nicht vorhanden, bei den Ubrigen Tieren trat er
deutlich verspatet auf. Die Autoren folgerten aus diesen Ergebnissen, daf3
Stress die ovarielle Funktionen beim kleinen Wiederkauer empfindlich stort.

2.4.3.1 UNMITTELBARER EINFLUR DES MENSCHEN

Die mit den Tieren betrauten Personen beeinflussen den Erfolg von ET-
Programmen maf3geblich (HAHN 1990, SEIDEL et al. 1978, 1989).

Ein gutes Herdenmanagement und Betriebsklima sind die Voraussetzungen
fur erfolgreiche ET-Programme (CAMP 1989, HAHN 1990, PREISINGER
1992, ROSCHLAU 1996). Hierzu gehotren neben der Stallhygiene und Futte-
rung vor allem auch die Brunstbeobachtung (WICHMANN 1990, BROAD-
BENT 1991, McMILLAN 1999). Die grol3e Bedeutung der Umwelteinflisse
stellten TONHATI et al. (1999) in ihrer Studie an 2941 Holstein Friesian in
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473 Herden fest. Von der Umwelt der Spendertiere hingen die Ergebnisse
der Superovulationsbehandlungen am signifikantesten ab.

Die Selektion der Spendertiere auf Gesundheit und Fruchtbarkeit flhrt
letzlich zu einer hoheren Embryonengewinnungsrate (HAHN 1990,
McMILLAN 1999).

Aufgabe des untersuchenden Tierarztes ist es, eine korrekte und sorgfaltige
Untersuchung auf den Gesundheitszustand und das Zyklusstadium der Tiere
hin vorzunehmen.

Bei dem Stationspersonal, das die Behandlung, Insemination, die Gewinnung
und Qualitatsbeurteilung der Embryonen vornimmt, kommt es stark auf die
Erfahrung und Sorgfalt des Einzelnen an. Gleiches gilt fir die Behandlung
der Embryonen im Labor um iatrogene Schaden zu minimieren. (SEIDEL et
al. 1978, 1989, HAHN 1990).

2.4.4 PATERNALE EINFLUSSE

Der EinfluR des Besamungsbullen auf die Embryonenqualitat ist nicht so
unmittelbar deutlich wie der des Muttertieres — er ist aber von ebenso grol3er
Bedeutung (SAACKE et al. 1995, 1995, 1998).

Die mannliche Fruchtbarkeit ist in entscheidendem Mal3e von der Befruch-
tungsfahigkeit der Spermien und der Kompetenz der enstandenden Zygote,
sich von der fruhembryonalen Stufe bis zum lebensfahigen Kalb zu
entwickeln, abhéngig (EID et al. 1994)

HAHN et al. (1980) untersuchten zunéchst nur den EinfluR der Sperma-
gualitdt unterschiedlicher Bullen auf Trachtigkeitsergebnisse nach Embryo-
transfer. Sie fanden bei insgesamt 14 verwendeten Bullen erhebliche Unter-
schiede in den Trachtigkeitsraten, die zwischen 14% und 75% angesiedelt
waren. In einem ahnlich angelegten Versuch teilten CALLAGHAN und KING
(1980) Bullen, die in einem Embryotransferprogramm eingesetzt wurden,
nach ihren NRR in zwei Gruppen ein. Die Gruppe mit einer sehr hohen NRR
erzielte im Embryotransfer Befruchtungsraten von 89% wéhrend die Bullen
der Gruppe Il signifikant niedrigere Befruchtungsraten von nur 69,7%
erreichten. HILL et al. (2000) untersuchten den Einflu3 eines einzigen
Besamungsbullen auf die Embryonengewinnung aus 669 Spenderkihen.
Untersucht wurde zunéachst der Einflul? des Bullenalters und es stellte sich
heraus, dafld der Bulle als junges Tier eine signifikant hohere Prozentzahl
tauglicher Embryonen erzielte. Im Fruhwinter gewonnene und tiefgefrorene
Spermien befruchteten Oozyten in einer signifikant h6heren Prozentrate als
Spermien, die in der Sommersaison gewonnen wurden, so dal3 von einer
jahreszeitlich unterschiedlichen Spermaqualitdt des Bullen auszugehen war.
Die Autoren vermuteten, dal® ein Teil der Spermien, die sich an die Oozyte
anlagern, eine embryonale Entwicklung verhindern und dafl} dieser
Prozentsatz an inhibierenden Spermien einer jahreszeitlichen Variabilitat
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unterliegt. Es gibt also nicht nur Unterschiede zwischen den Bullen sondern
auch Schwankungen in der Fruchtbarkeit eines einzelnen Tieres.

Der paternale Einflu3 auf die Befruchtungsraten und die Embryonenqualitat
wurde vor allem in vitro erforscht, in vivo liegen nur wenige Erkenntnisse vor.
So wird im folgenden Uberwiegend auf paternale Einflisse unter In- vitro-
Bedingungen eingegangen.

In den letzten Jahren wurde von Autoren wie LONERGAN (1994) der Begriff
des Bullen sehr hoher Fruchtbarkeit mit einer NRR von >78% gepragt. Schon
DAVIS et al. (1987) wiesen in ihren Versuchen nach, daf3 Bullen sehr hoher
Fertilitdt auch in vitro vergleichsweise héhere Befruchtungsraten aufwiesen.
LONERGAN (1994) sowie PARRISH und EID (1994) stellten in ihren
Untersuchungen ebenfalls fest, dal3 die Befruchtungsraten bei diesen Bullen
signifikant hoher liegen als bei Bullen niedriger Fruchtbarkeit (P<0,05).
Autoren wie SHAMSUDDIN und LARSSON (1993) beobachteten in
Abhéangigkeit von den eingesetzten Bullen signifikante Unterschiede sowohl
in der Befruchtungsrate (72 Stunden nach In- vitro- Befruchtung) als auch in
der Rate der Embryonen, die sich tGber den 8-Zell-Block hinaus entwickelten.
Sie sahen einen engen Zusammenhang zwischen den
Befruchtungsergebnissen in der KB und in IVF-Programmen. HILLERY et al.
(1990) ermittelten einen signifikanten Bulleneinflul} auf den Prozentsatz der
Embryonen, die sich bis zur kompakten Morula bzw. bis zum Stadium der
Blastozyste entwickelten.

Deutlicher wurde die Bedeutung des Bullen bei den Beobachtungen, die SHI
et al. (1991), EID et al. (1994) und LONERGAN (1994) hinsichtlich der Ent-
wicklung und der Qualitat der Embryonen machten.

SHI et al. (1991) ermittelten in ihrem Versuch bullenabhangige, signifikante
Unterschiede in dem Prozentsatz befruchteter Eizellen, die sich zur Blasto-
zyste entwickelten (10,6% - 30,5%). Erzielten Bullen einer Testreihe gleiche
Befruchtungsraten, so konnten dennoch erhebliche Qualitatsunterschiede in
bezug auf die Embryonen zwischen den Vatertieren bestehen (LONERGAN
1994).

LONERGAN (1994) ging davon aus, daf Bullen die frihembryonale Ent-
wicklung beeinflussen und die von verschiedenen Bullen gezeugten
Embryonen sich in dieser Phase der Embryonenentwicklung voneinander
unterscheiden.

Vor allem die Entwicklung bis zum 8-Zellstadium und die Uberwindung des
sogenannten 8-Zell-Blocks ist bullenabhangig (LONERGAN 1994,
SHAMSUDDIN et al. 1993). HILLERY- WEINHOLD (1991) sowie EID et al.
(1994) engten den Beginn des paternalen Einflusses ein und setzten ihn um
das 2-Zellstadium fest. Die spatere Entwicklung des Embryos bis zum
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Stadium der Morula oder Blastozyste scheint weniger vom Bullen beeinfluf3t
zu werden (SHAMSUDDIN und LARSSON 1993).

Der Grund fur dieses unterschiedlich gute Entwicklungspotential der
Embryonen mag seine Ursache in minimalen Qualitdtsunterschieden der
Spermienportionen verschiedener Bullen haben, die erst nach der
Befruchtung der Eizelle offenbar werden (LONERGAN 1994, LEIBFRIED-
RUTHLEDGE et al. 1986, HILLERY et al. 1990).

Offensichtliche  Qualitatsméngel wie  verminderte  Vitalitdt  oder
morphologische Abweichungen der Spermienkopfe wie Kopfmifl3bildungen
oder Kernvakuolen resultieren in jedem Fall in einer verminderten
Embryonenqualitdt und einer erhdhten frihembryonalen Sterblichkeit
(SETCHELL et al. 1988, DE JARNETTE et al. 1992, SAACKE et al. 1998).
Dies gilt auch fur die Embryonenentwicklung in vitro (EYESTONE und FIRST
1989, SHI et al. 1991, PARRISH et al. 1994). Die Mangel fallen in vivo
jedoch nur bei niedriger Spermiengesamtdosis zu Gewicht, wenn
mif3gebildete Spermien auf Grund der Selektionsmechanismen im weiblichen
Reproduktionstrakt den Ort der Befruchtung nicht erreichen und nicht durch
morphologisch intakte Spermien ersetzt werden kdnnen. Ist die Dosis hoch
genug, so werden intakte Spermien die Oozyte erreichen. Morphologische
Unterschiede konnen die zwischen den Bullen stark variierende
Embryonenqualitat folglich nicht ausreichend erklaren (EID et al. 1994).

PARRISH und EID (1994) fanden heraus, dal3 es erhebliche Unterschiede in
der zeitlichen Entwicklung von Embryonen unterschiedlicher Bullen gibt.

Am Tag sechs gewonnene Embryonen von Bullen hoher Fertilitat waren in
einem fortgeschritteneren Entwicklungstadium angelangt als Embryonen von
Bullen niedrigerer Fruchtbarkeit. Die Autoren beobachteten, dal3 die
Penetration der Eizelle zwar noch zeitgleich erfolgte, die Bildung der
Vorkerne geschah jedoch bei Zygoten der hochfertilen Bullen eine Stunde
friher als bei den subfertilen Bullen. Bereits im 2-Zellstadium lagen dann
diese Embryonen sieben Stunden in der Entwicklung zurtick. Dieser
Zeitriickstand wurde bis zum 8-Zellstadium beibehalten. Dieses Phanomen
beobachteten auch MARQUANT LE GUIENNE et al. (1990). Die DNA-
Synthese wurde in den Zygoten der hochfertilen Bullen 2-4 Stunden friher
begonnen und dauerte langer an als bei den Zygoten von Bullen niedriger
Fertilitat (PARRISH und EID 1994). EID et al. (1994) beobachteten bei, von
hochfertilen Bullen gezeugten Embryonen einen friheren Eintritt in das 2-
Zellstadium und ein groReres Entwicklungspotential zur Blastozyste. Der als
S-Phase charakterisierte Zellzyklusabschnitt dauerte bei diesen Embryonen
langer als bei Embryonen von subfertilen Bullen, und die Embryonen traten
friher in die S-Phase ein (PARRISH et al. 1992, EID et al. 1994).

Dieses konnte mit DNA - Abweichungen in dem Erbmaterial der Spermien
zusammenhangen. Die zeitliche Verspatung der Zygote beim Eintritt in die S-
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Phase konnte ihre Ursache in dem Versuch der Zelle haben, bestehende
DNA - Schaden am paternalen Erbgut zu reparieren. EID et al. (1994)
widerlegten mit diesen Untersuchungen die Beobachtungen anderer Autoren,
die einen paternalen Einflu3 auf die Entwicklung der Embryonen erst zum
Zeitpunkt der ersten Transkription und Genexpression, die bis dahin um das
4- bis 8-Zellstadium vermutet wurde, fur moglich hielten (FIRST et al. 1989,
BARNES et al. 1989). Tatsachlich spielen paternale Einflisse schon vor
diesem Zeitpunkt eine Rolle (EID und PARRISH 1995, MARCUCIO et al.
1995).

Die Folge der oben beschriebenen Vorgadnge ist eine verminderte
Entwicklungskapazitat der Embryonen (EID et al. 1994, QIU et al. 1995).

Es sind also wahrscheinlich vor allem jene, in Kapitel 2.2. aufgefiihrten nicht
kompensierbaren Seminalparameter, die letztlich eine optimale Embryo-
genese verhindern (SAACKE et al. 1998).

Ein anderer, mit verbesserter Embryonenqualitat einhergehender Faktor
sind die, ebenfalls in Kapitel 2.2. erklarten, sogenannten akzessorischen
Spermien. Eine Vielzahl von Autoren sehen eine positive Korrelation
zwischen der Anzahl akzessorischer Spermien und der Embryonenqualitat
(NADIR et al. 1993, DE JARNETTE et al. 1992, SOEDE et al. 1995,
SAACKE et al. 1998). Worin dieser Zusammenhang besteht, ist aber noch
nicht endgultig geklart.

Da eine Steigerung der Inseminationsdosis in einigen Untersuchungen zu
einer erhdéhten Anzahl akzessorischer Spermien fiihrte und diese wiederum
mit der Embryonenqualitat positiv korreliert, ist zu vermuten, daf3 auch
zwischen der Inseminationsdosis und der Embryonenqualitat ein
Zusammenhang bestehen mag (NADIR et al. 1993). Der Beweis steht noch
aus.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 DATENERFASSUNG

In der Embryotransferstation des Vereins Ostfriesischer Stammviehzichter
(VOSt) in Georgsheil sind in dem Beobachtungszeitraum von Mai 1991 bis
April 1999 Uterusspulungen (n = 1934) zur Gewinnung von Embryonen nach
einer Superovulationsbehandlung vorgenommen worden, die der vor-
liegenden Arbeit zur Auswertung zu Grunde liegen. Der Ablauf der
Datenerfassung ist Abbildung 2 zu entnehmen.
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Abbildung 2: Die Erfassung des Datenmaterials
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Spendlertiere
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Untersuchung der Spendertiere
auf allgemeine, gynékologische Gesundheit
und Zyklusstadium duTch den Stationstierarzt
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Superovulationsinduktion bei den gesunden Tieren
am Tag 10 + 2 des Zyklus in den Herkunftsbetrieben nach
unterschiedlichem Schema je eingesetztem Préaparat

v

Insemination der Tiere 5 Tage nach Beginn der Superovulations-
induktion nach drei verschiedenen Besamungsschemata

v

Gewinnung der Embryonen
auf der Station 7 Tage p.i.

v

v

Nachbehandlung der
Spendertiere

Beurteilung der Embryonen nach IETS-Standard u. anschlieRende
Vorbereitung fur Direkttransfer oder Kyrokonservierung
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Dokumentation:
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. Anzahl bisheriger Abkalbungen
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Qualitatsstufen
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2. Anzahl der aus den Embryonen hervor-
gegangenen Kalber

3. Geschlecht der geborenen Kéalber

Im Falle der Doppelbesamung mit zwei
verschiedenen Bullen:

3. Reihenfolge der Besamungen

4. Genetische Vater der geborenen Kalber

.

Erfassung der Daten und statistische
Auswertung im Institut fur Statistik und Biometrie
der Tierarztlichen Hochschule Hannover
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3.1.1 SPENDERTIERE

Bei den ausgewahlten Tieren handelt es sich um Tiere der Rasse Deutsche
Holstein-Friesian. Die zlchterische Auswahl erfolgte durch den Landwirt
selbst, es sei denn, dal3 der VOSt Tiere im Rahmen eines Zuchtprogrammes
nach vorgegebenen Kriterien auswahlte.

Die Tiere stammten aus 161 Herkunftsbetrieben, wobei fur die Analyse des
Standortes nur die 29 Betriebe Eingang in die Statistik fanden, in denen im
Beobachtungszeitraum mehr als 20 Superovulationsbehandlungen
vorgenommen wurden.

Die Spenderkiihe wurden drei Altersklassen zugeordnet:

Altersklasse I: Rinder (keine Abkalbung); n= 337
Altersklasse II: Farsen (eine Abkalbung); n= 257
Altersklasse lII: Kuhe (mehr als eine Abkalbung); n= 1340

Die Kuihe wurden des weiteren in drei Superovulationsgruppen eingeteilt:

Gruppe I:  erste Superovulation; n= 1359
Gruppe Il: ~ zwei Superovulationen; n= 282
Gruppe lll:  drei und mehr Superovulationen; n= 293

3.1.2 PRAPARATE & BEHANDLUNGSSCHEMATA ZUR SUPEROVULATIONSINDUKTION

Auf der Station Georgsheil kamen im Beobachtungszeitraum vier Praparate
zur Superovulationseinleitung zum Einsatz:

a) FSH-P® (Rigeaux, Segre); n=470 Tiere

b) pFSH: Folltropin-V® (Vetrepharm, London); n= 332 Tiere

c) Ovines FSH: Ovagen® (ICP, Auckland, New Zealand); n= 85 Tiere
d) PMSG(eCG): Intergonan® ( Intervet, Tonisvorst); n=110 Tiere

Die Applikation der Praparate erfolgte intramuskular (i.m.)
Die Dosierungen sind den Tabellen 4 und 5 zu entnehmen.

Zur Einleitung der Luteolyse und Auslésung der superovulatorischen Brunst
wurde folgendes PGF2a -Praparat verwendet:

* Pronilen® (Intervet, Tonisvorst), 2 x 2 ml i.m. im Abstand von 12

Stunden ( 2 ml = 15 mg Luprostiol)

Zur Einengung des Ovulationszeitraumes wurde im Falle der
Superovulationsinduktion mit FSH-P®, Folltropin® oder Ovagen® mit der
ersten Besamung humanes Choriongonadotropin (hCG) appliziert:

* Ovogest® (Intervet, Tonisvorst), 5000 I.E. i.m.
Das zur Unterdriickung der Langzeitwirkung von PMSG verwendete Anti-
PMSG war im Beobachtungszeitraum das folgende Praparat:

* Neutra-PMSG® (Intervet, Tonisvorst), 750 I.E. i.v.
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Der Applikationszeitpunkt der Praparate ist aus den Tabellen 4 und 5

ersichtlich.

Tabelle 4: Die Behandlungsschemata fur FSH-P® und Folltropin-V®

ZYKLUSTAG | ALTERSKLASSE FSH-P® FOLLTROPIN-V®
10+£2 Kihe / Farsen 6,0 mg 2 x/d 70 mg 2x/d
Rinder 6,0 mg 2 x/d 40 mg 2x/d
11+£2 Kihe / Farsen 5,0mg 2 x/d 60 mg 2x/d
Rinder 5,0 mg 2 x/d 40 mg 2x/d
12+2 Kihe / Farsen 4,0 mg 2 x/d 40 mg 2x/d

Rinder 4,0 mg 2 x/d 40 mg morgens

32 mg abends
13+2 Kihe / Farsen 6,0 mg morgens 20 mg 2x/d

3,0 mg abends
15 mg PGF2a 2x/d i.m. | 15 mg PGF2a 2x/d i.m
Rinder 6,0 mg morgens 28 mg morgens
3,0 mg abends 20 mg abends
15 mg PGF2a 2x/d i.m. | 15 mg PGF2a 2x/d i.m
14 + Alle Gruppen 1,5 mg morgens 20 mg morgens
15+ Alle Gruppen Besamung und Applikation von 5000 I.E. hCG
i.m.
22+ 2 Gewinnung, Beurteilung und Behandlung der
Embryonen
Gesamtdosis | Kihe / Farsen 40,5 mg 400 mg
des Rinder 40,5 mg 300 mg
Praparates

Brunstbeginn d = 0, d: dies
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Tabelle 5: Die Behandlungsschemata fiir Ovagen® und Intergonan®
ZVKLUSTAG ALTERSKLASSE OVAGEN® INTERGONAN®
(in mg NIH-FSH-S1)
10+2 Kihe / Farsen 61,6 mg 2x/d 3000 I.E.
Rinder 35,2 mg 2x/d 1800 I.E.
11+£2 Kihe / Farsen 52,8 mg 2x/d
Rinder 35,2 mg 2x/d
12+2 Kihe / Farsen 35,2 mg 2x/d
Rinder 35,2 mg morgens
28,16 mg abends
132 Kuhe / Farsen 17,6 mg 2x/d 15 mg PGF2a
morgens und abends
15 mg PGF2a 2x/d i.m.
Rinder 24,64 mg morgens 15 mg PGF2a
17,6 mg abends morgens und abends
15 mg PGF2a 2x/d i.m
14 + Alle Gruppen 17,6 mg morgens
15+ Alle Gruppen Besamung und Besamung und 750 I.E.
Applikation von 5000 Anti-PMSG i.v.
I.E. hCG i.m.
22+ 2 Alle Gruppen Gewinnung, Beurteilung und Behandlung der
Embryonen
Gesamtdosis | Kihe / Farsen 352 mg 3000 I.E.
_des Rinder 264 mg 1800 I.E.
Praparates

Brunstbeginn d = 0, d: dies
Zu Ovagen®: 1 ml entspricht 0,88mg NIADDK-oFSH-17 bzw. 17,6 mg NIH-FSH-S1
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3.1.3 BESAMUNGSSCHEMATA

Im Beobachtungszeitraum wurden auf der Station Georgsheil alternativ drei
verschiedene Besamungsformen angewendet:

1. Die Spendertiere wurden nur einmal besamt (n = 21).

2. Doppelbesamung im Abstand von zwo6lf Stunden mit dem selben Bullen
(n =1294).

3. Doppelbesamung mit zwei verschiedenen Bullen im Abstand von zwolf
Stunden (n = 276).

Als Besamungsbullen kamen 215 Bullen zum Einsatz, in die statistische
Auswertung fanden nur die 30 Bullen Eingang, die mehr als 20x zum Einsatz
kamen. Der Datensatz umfalRte 1591 Spilungen. In der Untersuchung des
Besamungstyps wurden alle Bullen bertcksichtigt. Bei der gesamten Gruppe
handelte es sich um Bullen der Rasse Holstein-Friesian.

3.1.4 GEWINNUNG DER EMBRYONEN 7 TAGE POST INSEMINATIONEM

Materialien:

e Lidocain® 2%ig (Belapharm, Vechta), 4-6 ml fur die kleine
Epiduralanasthesie

» Spulkatheter mit eingesetztem Mandrin (Modell ,Neustadt/ Aisch, Fa.
Worrlein, Ansbach):
Katheterdurchmesser fiir Kiihe und Farsen 18 mm, fur Rinder 12-16 mm

* Spulmedium: Dulbeccos Phosphate-Buffered Saline (DPBS); Gibco Brl,
Life technologies TM® ,Washington D.C. (ca.800 ml pro Spulung)

e Makromolekularer Zusatz zum Liter Spulmedium: 3ml bovines
Serumalbumin (BSA); Biochrom KG, Berlin

» 20 ml Einwegspritzen (Fa. Braun, Melsungen)

* Filtersystem: Embryo Miniflush System TM® (minitube of America,
Verona, Wisconsin)

Die Gewinnung der Embryonen erfolgte sieben Tage post inseminationem

(p.i.). Hierfur wurden die Spendertiere nach Georgsheil auf die Station

gebracht. Die Gewinnung der Embryonen sowie ihre Beurteilung und weitere

Behandlung erfolgte durch den Stationstierarzt und einen erfahrenen

Embryotransfertechniker. Nach der Reinigung des aufReren Genitales und

dessen Umgebung wurde die Kuh zur Erleichterung des Spulprozesses in

einem Fixationsstand vorne leicht hochgestellt.

Zur Unterdriickung der Bauchpresse wurde eine kleine Epiduralanasthesie

gesetzt. Bei dem eingesetzten Lokalandsthetikum handelte es sich um

Lidocain® 2%ig (Belapharm, Vechta) in einer Dosierung von 4-6 ml, je nach

GroRRe der Spenderkuh.
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Nach Spreizen der Schamlippen zur Passage der Vagina wurde der sterile
Spulkatheter unter manueller Kontrolle durch die Zervix und das Corpus uteri
in ein Utersushorn vorgeschoben. Dabei wurde der eingesetzte Mandrin
langsam zuriickgezogen. Eine am Katheter sitzende Manschette wurde zu
seiner Fixation mit bis zu 20 ml Luft geftllt, je nach Grol3e des Uterushornes.
Die Spilung pro Horn erfolgte mit ca. 400 ml kérperwarmer DPBS in Etappen
von 20-60 ml. Sie wurden Uber eine Einwegspritze Uber den Katheter in den
Uterus verbracht. Als makromolekularer Zusatz zur Verhinderung der
Adhasion der Embryonen im Katheter wurden der DPBS ca. 3 ml/ | BSA
zugesetzt.

Nach der Spulung des ersten Uterushornes verlief die Spulung des zweiten
Hornes auf die gleiche Weise.

Das aus der Gebarmutter zuriickgewonnene Medium wurde filtriert (Embryo
Miniflush System TM®), so dal3 die gewonnenen Embryonen in der
Filterschale des Systems zurlckblieben.

3.1.5 BEURTEILUNG DER EMBRYONEN

Materialien:

e ca. 20 ml DPBS zur Freispilung des Filtersystemes

» Plastikpetrischalen , Durchmesser 94/16 mm (Fa. Greiner, Solingen)

» Plastikpetrischalen, Durchmesser 35/10 mm (Fa. Greiner, Solingen)

» Einwegpipetten (Fa.Greiner, Solingen)

* Mikroskop: Olympus SZ-40 (Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg)

* Embryotransfermedium: ET-Medium FZ 9991 (Biochrom KG, Berlin;
seromed® for in vitro use only)

Im Labor wurde zunachst der Filter mit DPBS freigespllt, um auch
zurlckgebliebene Embryonen in einer Petrischale aufzufangen.

Der Inhalt der Petrischale und die eigentliche Filterschale wurden unter dem
Stereomikroskop bei 10 - facher VergroRerung durchgemustert. Mit einer
sterilen Einwegpipette wurden aufgefundene Embryonen aspiriert und in
kleine Petrischalen umgesetzt, die 1-2 ml des Embryotransfermediums
enthielten.

Die Klassifizierung der Embryonen erfolgte bei 40 facher VergroRerung unter
dem Stereomikroskop. Auf der Station Georgsheil wird nach dem System der
International Embryo Transfer Society, IETS (ROBERTSON und NELSON
1998) klassifiziert. Die Einteilung ist Tabelle 6 zu entnehmen.

Am Tag 7 p.i. gewonnene Embryonen sollten sich im Entwicklungsstadium
der Morula oder Blastozyste befinden.
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Tabelle 6: Qualitative Beschreibung und Klassifizierung der Embryonen nach IETS-
Standard (ROBERTSON und NELSON 1998)

Qualitatsstufe Zustand der Blastozyste % intakte/ | Transfer-
vitale Zellen | kategorie
symmetrische, spharische Embryonen
mit Blastomeren, die von einheitlicher
GroRe, Farbung und Dichte sind
sehr gut/gut zeitgemaler Entwicklungstand . > 85% 1
kaum ausgeschleustes Zellmaterial im
perivitellinen Raum
glatte, intakte Zona pellucida ohne
Verformungen
moderate  UnregelmaRigkeiten  in
mittelmaRig |GrolRe, Farbung und Dichte der > 50% 2
Blastomeren
groBere  Normabweichungen  der
schlecht Blastomeren in Farbe, GroRe, Dichte 2 25% 3
- Oozyten
degeneriert |- in der Entwicklung stark zurlck- 4
oder tot gebliebene Embryonen
- degenerierte Embryonen

Als fir den Direkttransfer taugliche Embryonen werden in Georgsheil die in
die Kategorien 1 und 2 fallenden Embryonen ausgewahlt. Fur die Tiefge-
frierung eignen sich vornehmlich die Embryonen der Kategorie 1.

3.1.6 NACHBEHANDLUNG DER SPENDERTIERE

Zur Induktion der Gelbkdrperregression erhielten die Tiere im Anschlufd an
die Eizelll Embryonengewinnung eine Injektion PGF2a i.m. (2 ml Pronilen®,
Intervet, Tonisvorst). Bei Verdacht auf Vorliegen einer Irritation wurde der
Uterus lokal antibiotisch versorgt (1 Injektor Metricure®, Intervet, Tonisvorst).

3.1.7 WEITERE BEHANDLUNG DER EMBRYONEN

Die weiteren Behandlungsschritte richteten sich danach, ob die Embryonen
tiefgefroren wurden oder aber im Direkttransfer auf ein Empfangertier
Ubertragen wurden. Sie sind nicht Gegenstand dieser Arbeit.
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3.1.8 ERFASSUNG WEITERER DATEN

Im Falle der Doppelbesamung mit zwei verschiedenen Bullen (n= 276
weibliche Tiere) wurde die Reihenfolge der eingesetzten Bullen aus der
Zentraldatei der RPN Verden ermittelt. Der genetische Vater der aus den
entsprechenden Embryotransfers hervorgangenen Kalber wurde anhand
dieser Datei festgestellt. In ihr liegen fur alle ET- Kalber aus Herdbuchtieren
PCR (Polymerase chain reaction)- Analysen vor. So ist es moglich, den
genetischen Vater zu bestimmen.

Um eine Analyse einer potentiellen paternalen Beeinflussung auf das
Geschlecht der Nachkommen vornehmen zu koénnen, wurde dieser
Zentraldatei das Geschlecht der geborenen Kalber entnommen. Das
geschah jedoch nur bei den Kélbern, die von den Bullen gezeugt worden
waren, die im Beobachtungszeitraum mehr als 20 mal eingesetzt wurden

(n= 30 Bullen).

3.2 STATISTISCHE AUSWERTUNG:

Die Daten wurden im Institut fur Statistik und Biometrie der Tierarztlichen
Hochschule Hannover statistisch ausgewertet. Mittelwerte (arithmetisches
Mittel), Standardabweichungen und Prozentangaben wurden mit ecxel (excel
fur Windows Version 97) berechnet.

Die statistische Auswertung selbst erfolgte mit dem Statistical Analysis
System SAS ®, Version 6.04, USA 1990.

Als statistisch signifikant galten Unterschiede von P < 0,05; als hoch-
signifikant Werte von P < 0,01.

Die verwendeten Tests waren fur die Prufung auf Signifikanz zunachst ein-
und anschlielBend mehrfaktorielle Varianzanalysen mit dem General Linear
Models Procedure (GLM).

Im Falle einer statistischen Signifikanz wurden bei normalverteilten Daten der
t - Test fur ungepaarte Stichproben nach Tukey und nach Student
angeschlossen. Im Falle der Nichtnormalverteilung kam der Wilcoxon’s rank
sum test zur Anwendung. Mit diesen Tests wurden die einzelnen
Unterabteilungen eines Faktors, also zum Beispiel die vier verschiedenen
Hormone hinsichtlich ihres unterschiedlich starken Einflusses auf die
Merkmale Anzahl gewonnene Eizellen/ Embryonen, unbefruchtete
Embryonen, degenerierte Embryonen und transfertaugliche Embryonen,
untersucht und auf signifikante Unterschiede geprift.

Im Falle des Einflusses der Zeit Uber die Versuchsjahre wurde eine
Korrellations-und Regressionsanalyse angewandt.

Im Falle der Uberprifung des Bulleneinflusses auf das Geschlechter-
verhaltnis seiner Nachkommen kam der X2 - Test zum Einsatz.

Die genannten Testverfahren sind dem Buch: Angewandte Statistik:
Anwendung statisitscher Methoden (SACHS 1999) zu entnehmen und
wurden auf einem PC durchgefuhrt.
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4 ERGEBNISSE
4.1 EINFLUSSE DURCH DIE SPENDERKUH

4.1.4 EINFLUR DES ALTERS DER SPENDERKUH

In der vorliegenden Studie wurden die Spendertiere drei Altersklassen
zugeteilt, die sich nach den Abkalbungen des Tieres richteten und folglich
auch als Faktor ,Kalbezahl* bezeichnet wurden.

Altersklasse I: Rinder: noch keine Abkalbung
Altersklasse II: Farsen: eine Abkalbung
Altersklasse Ill:  Kihe: mehr als eine Abkalbung

Der Einflul3 des Alters der Kuh auf die Erfolgsrate der Embryospulungen war
Gegenstand dieser Untersuchung. In der Altersklasse Rinder wurden
insgesamt 2203 Eizellen/ Embryonen gewonnen, davon waren 607
degeneriert, 277 unbefruchtete Oozyten und 1318 taugliche Embryonen. In
der Klasse Farsen lag die Gesamtsumme bei 1976 Eizellen/ Embryonen,
davon 576 degenerierte Embryonen, 195 unbefruchtete Oozyten und 1205
taugliche Embryonen. In der Klasse Kuihe wurden 12649 Eizellen/
Embryonen gewonnen, davon waren 3986 degeneriert, 938 unbefruchtet und
7725 tauglich.

Die erreichten Mittelwerte der einzelnen Merkmale innerhalb des
Untersuchungzeitraumes sind der Tabelle 7 zu entnehmen:

Tabelle 7: Embryonengewinnungszahl und -qualitéat in Abhangigkeit vom Alter der

Donorkuh
Rinder (n=337) | Farsen (n=257) | Kihe (n=1340)
i SD i3 SD i3 SD
EG 6,54 5,28 7,69 6,31 9,44 | 7,27
Edeg. 1,8 2,78 2,24 3,02 2,98 5,4
Ounb. 0,82 15 0,76 1,8 0,70 15
Etaug. 3,91 4,07 4,69 4,63 577 | 4,96
%taugl. 59,78 60,98 61,12

& Mittelwert, SD: Standardabweichung, EG: Geamtzahl gewonnene Eizellen/
Embryonen, Edeg. Anzahl degenerierte Embryonen, Ounb.: Anzahl unbefruchtete
Oozyten, Etaug.: Anzahl taugliche Embryonen, %taugl: Prozentsatz tauglicher
Embryonen

Mit zunehmendem Alter stiegen die Gesamtzahl gewonnener Eizellen und
Embryonen (EG), die Anzahl und der Prozentsatz tauglicher Embryonen
(Etaug.) kontinuierlich an.
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In der Varianzanalyse ergaben sich fur den Faktor ,Kalbezahl“, und damit
das Alter der Spenderkuh fur drei Untersuchungsparameter signifikante
Einflisse:

1.Anzahl gewonnene Eizellen/Embryonen P=0,0001
2. Anzahl degenerierter Embryonen: P=0,0001
3. Anzahl unbefruchtete Oozyten: P= 0,207
4. Anzahl taugliche Embryonen: P=10,018

Das Merkmal Anzahl unbefruchteter Oozyten (Ounb.) unterliegt in dieser
Studie mit keiner statistisch gesicherten Beeinflussung durch das Alter der
Spenderkuh.

Um die drei verschiedenen Altersklassen untereinander vergleichen zu kon-
nen, wurde ein t-Test angeschlossen. Er lieferte folgende Ergebnisse
(Tabellen 8-11).

Tabelle 8: Anzahl gewonnener Eizellen/ Embryonen in Abhéangigkeit vom Alter der

Kuh
Rind Farse Kuh
Rind P= 0,007 P=0,001
Farse P=0,01

.Rinder* erzielten signifikant weniger Eizellen/ Embryonen als die Alters-
klassen ,Féarsen* und ,Kihe“. Die Ergebnisse der beiden letzten
Altersklassen unterschieden sich ebenfalls signifikant voneinander, wobei
-Kihe“ mehr Eizellen/Embryonen lieferten als ,Farsen*.

Tabelle 9: Anzahl degenerierter Embryonen in Abhéngigkeit vom Alter der Kuh

Rind Farse Kuh
Rind P=10,24 P=0,0001
Farse P=0,01

Bei dem Merkmal degenerierte Embryonen (Edeg.) traten signifikante
Unterschiede zwischen ,Rindern“ und ,Kihen" auf der einen Seite und
.Farsen“ und ,Kiuhen" auf der anderen Seite auf. In beiden Fallen erzielten
die, der Altersklasse ,Kihe" zugeordneten Tiere signifikant mehr
degenerierte Embryonen als die Vergleichsgruppe.
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Tabelle 10: Anzahl unbefruchteter Oozyten in Abhéangigkeit vom Alter der Kuh

Rind Farse Kuh
Rind P=0,3 P= 0,58
Farse P= 10,07

Bezuglich des Merkmals Ounb. traten in der Analyse zwischen den
Altersklassen keine Signifikanzen auf.

Tabelle 11: Anzahl tauglicher Embryonen in Abhangigkeit vom Alter der Kuh

Rind Farse Kuh
Rind P= 0,038 P= 0,006
Farse P=0,0003

Die Altersklasse ,Kuhe" erreichte im Vergleich mit den beiden anderen
Altersklassen signifikant mehr taugliche Embryonen. Im Vergleich ,Rinder-
Farsen“ lieferten Farsen signfikant mehr Embryonen.

Aus den Ergebnissen ist abzuleiten, dal3 das Alter des Spendertieres in
dieser Studie einen signifikanten Einflu auf die Anzahl gewonnener Eizellen
und Embryonen und die Anzahl tauglicher Embryonen je Spulung hat.

Die in dieser Studie als Altersklasse ,Kihe* bezeichneten Spendertiere im
Alter von 4- 7 Jahren, erzielten pro Embryogewinnung sowohl signifikant
mehr Eizellen/ Embryonen als auch signifikant mehr taugliche Embryonen
als die Tiere der beiden anderen Altersklassen. Abbildung 3 zeigt den Einflul3
des Alters der Spenderkuh auf die Gesamtzahl gewonnener Eizellen/
Embryonen und die Embryonenqualitat.
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4.1.2 EINFLUR DER SUPEROVULATIONSANZAHL INNERHALB DER LAKTATION

Die Spenderkihe wurden bei der Untersuchung des Einflusses der Anzahl
von Superovulationen in der Laktation drei Gruppen zugeordnet:

1. Tiere mit der ersten Superovulation in der aktuellen Laktation
Tiere mit der zweiten Superovulation in der Laktation
3. Tiere mit drei und mehr Superovulationen in der Laktation

N

In Gruppe 1 wurden insgesamt 12000 Eizellen/ Embryonen gewonnen,
davon waren 4553 degeneriert, 666 unbefruchtet und 6781 tauglich. In
Gruppe 2 lag die Gesamtsumme fir das Merkmal EG bei 2495 Eizellen/
Embryonen, davon 1073 degenerierte Embryonen, 149 unbefruchtete
Oozyten und 1273 taugliche Embryonen.

Gruppe 3 wies Werte von 2695 Eizellen/ Embryonen, 1289 degenerierten
Embryonen, 193 unbefruchteten Oozyten und 1213 tauglichen Embryonen
auf.

In den Jahren 1991-1999 wurden auf der Station Georgsheil von den drei
Untersuchungsgruppen die in Tabelle 12 ersichtlichen Ergebnisse erzielt.

Tabelle 12: Embryonengewinnungszahl und —qualitat in Abhéngigkeit von der
Superovulationsanzahl

EG Edeg. Ounb. Etaug. %taug

SUPEROV. |N H SD & SD & SD & SD

Gruppe 1l |1359 |8,83:6,79 | 3,35 : 4,6 | 0,49 : 1,68 | 499 { 4,72 | 56,51

Gruppe2 | 282 [8,84:{7,09| 3,81 :499 | 053 1,28 | 453 i 496 | 51,24

Gruppe 3 | 293 |9,207,05| 4,40 { 5,07 | 0,66 { 6,98 | 4,14 { 4,88 | 45,00

Superov: Anzahl Superovulationen/Laktation, &: Mittelwert, SD:Standardabweichung
%taug.: Prozent taugliche Embryonen, EG, Edeg., Ounb., Etaug. vergleiche Tabelle 7

Anhand der Mittelwerte lassen sich Tendenzen erkennen. So nimmt die
Anzahl unbefruchteter und degenerierter Embryonen mit steigender Anzahl
von Superovulationen zu.

Die Anzahl und der Prozentsatz tauglicher Embryonen hingegen nimmt mit
steigender Superovulationsanzahl deutlich ab, vor allem im Vergleich der
Gruppe 1 gegen Gruppe 3.
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Die angeschlossene Varianzanalyse eragb folgende P- Werte fir die
untersuchten Merkmale EG, Edeg., Ounb. und Etaug. bezuglich des Faktors
Superovulationsanzahil:

1. Anzahl gewonnener Eizellen/Embryonen: P=0,64
2. Anzahl degenerierter Embryonen: P= 0,035
3. Anzahl unbefruchteter Oozyten: P= 0,004
4. Anzahl tauglicher Embryonen: P=0,08

Fir die Merkmale EG und Etaug. ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede.

Der anhand der Mittelwerte ersichtliche Trend zu einer héheren Anzahl und
vor allem einem hoheren Prozentsatz tauglicher Embryonen in der
Untersuchungsgruppe 1, also bei Tieren mit der ersten Superovulation
innerhalb der aktuellen Laktation, bleibt aber als Trend bestehen.

Im Vergleich der drei Gruppen ergaben sich im t-Test in Bezug auf die
beiden Merkmale signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Tabellen
13-16).

Tabelle 13: Anzahl gewonnener Eizellen /Embryonen in Abh&ngigkeit von der
Superovulationsanzahl pro Laktation

Gruppe 1l Gruppe 2 Gruppe3
Gruppe 1 P= 0,86 P=0,18
Gruppe 2 P=0,19

In der statistischen Analyse traten bezlglich des Merkmals EG keine
signifikanten Unterschiede auf.

Tabelle 14: Anzahl degenerierter Embryonen in Abhéngigkeit von der

Superovulationsanzahl pro Laktation

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Gruppe 1l P=0,32 P=0,012
Gruppe 2 P=10,139

Tiere mit nur einer Superovulation erzielten signifikant weniger degenerierte
Embryonen als Tiere mit drei und mehr Superovulationen.
Gruppe 2 und 3 unterschieden sich nicht signifikant.
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Tabelle 15: Anzahl unbefruchteter Oozyten in Abhéangigkeit von der
Superovulationsanzahl pro Laktation

Gruppe 1l Gruppe 2 Gruppe 3
Gruppe 1l P=0,02 P= 0,008
Gruppe 2 P=0,139

In Bezug auf das Merkmal ,Anzahl unbefruchteter Embryonen* traten in der
Untersuchungsgruppe 1 signifikant weniger unbefruchtete Embryonen als in
den Gruppen 2 und 3 auf.

Die Gruppen 2 und 3 unterschieden sich nicht signifikant voneinander.

Tabelle 16: Anzahl tauglicher Embryonen in  Abhéangigkeit von der
Superovulationsanzahl pro Laktation

Gruppe 1l Gruppe 2 Gruppe 3
Gruppe 1 P=0,89 P= 0,463
Gruppe 2 P= 0,589

In der Analyse des Merkmals Etaug. traten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Superovulationsgruppen auf.

Es ist folglich festzuhalten, dall die Anzahl tauglicher Embryonen mit
steigender Superovulation tendenziell abnimmt (ohne statistische
Absicherung), die Anzahl unbefruchteter Oozyten und degenerierter
Embryonen hingegen bei dem dieser Studie zu Grunde liegenden
Datenmaterial in gleicher Richtung signifikant zunimmt.

Es besteht hier ein statistisch abgesicherter, biologischer EinfluR des Faktors
»~Anzahl von Superovulationen in der Laktation* auf den Erfolg der
Embryonengewinnung. Abbildung 4 veranschaulicht den EinfluB der
Superovulationsanzahl pro Laktation auf die Gesamtzahl gewonnener
Eizellen/ Embryonen und die Merkmale Eded., Ounb. und Etaug.
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4.1.3 EINFLUR DER RASTZEIT

In dieser Untersuchung galt es herauszufinden, ob der Erfolg einer
Embryonengewinnung von der Zeitspanne abhéangt, die vom Tag der letzten
Abkalbung bis zum Tage der Embryonengewinnung vergangen ist (Rastzeit).
Gemessen wird dieser Erfolg an der Anzahl transfertauglicher, degenerierter
und unbefruchteter Embryonen sowie an der Gesamtzahl gewonnener
Eizellen/ Embryonen.

Die Zeit wurde berechnet aus der Differenz des Spuldatums und des
Kalbedatums. Folglich konnten die als Rinder bezeichneten Tiere (keine
Abkalbung vor der Superovulatinsinduktion) in dieser Untersuchung nicht
berticksichtigt werden. Es wurden 1234 Spilungen in die Rechnung
einbezogen. Insgesamt wurden 10952 Eizellen/ Embryonen gewonnen,
davon waren 4014 degeneriert, 832 unbefrucht und 6110 tauglich.

Die Mittelwerte fir die untersuchten Merkmale im Beobachtungszeitraum
sind Tabelle 17 zu entnehmen.

Tabelle 17: Erzielte Mittelwerte aus allen Spulungen bei ,Kihen* und , Farsen“
(n=1234) im Untersuchungszeitraum beziiglich zur Rastzeit

gewonnene Eizellen und Embryonen
pro Spulung
Merkmal i3 SD
EG 8,88 6,88
Edeg. 3,24 4,86
Ounb. 0,67 1,55
Etaug. 4,94 4,78

&: Mittelwert, SD: Standardabweichung, EG, Edeg., Ounb., Etaug.siehe Tabelle 7

Die durchschnittliche Rastzeit der Tiere betrug {= 249+ 110,9 Tage.

Um eine potentielle Korrelation der Rastzeit mit den Merkmalen EG, Edeg.,
Ounb. und Etaug. zu Uberprufen, wurde die Rangkorrelationsanalyse nach
Spearman angewandt. Die ermittelten Rangkorrelationskoeffizenten sind der
Tabelle 18 zu entnehmen.
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Tabelle 18: Rangkorrelationskoeffizenten von EG, Edeg.; Ounb. und Etaug. zur
Rastzeitzeit

EG Edeg. Ounb. Etaug.
Y 0,0003 0,006 -0,12 -0,06
v= Rangkorrelationskoeffizent , EG, Edeg., Ounb., Etaug. siehe Tabelle 7

Die Merkmale Anzahl degenerierte Embryonen, unbefruchtete Oozyten und
transfertaugliche Embryonen korrelieren nur sehr schwach mit dem Faktor
Zeit. Das bedeutet, dall in dieser Untersuchung die Embryonen-
gewinnungsrate nicht von der Zeitspanne zwischen der letzten Abkalbung
und dem Tag der Embryonengewinnung beeinfluf3t wird .

Um dies zu verdeutlichen, wurde das Bestimmtheitsmal3 fur die untersuchten
Merkmale berechnet.

Das Bestimmtheitsmal ist definiert als der Anteil der Varianz von vy
(Merkmal), der sich aus dem Variieren des Faktors (hier der Zeit) erklaren
lafnt:

Bestimmtheitsmal} B = v 2

Ein Bestimmtheitsmal3® von B=1 entspricht einer Abbhé&ngigkeit eines
Merkmales von einem Faktor von 100%.

Es betragt fur den starksten Rangkorrelationskoeffizenten, der bei Merkmal
Anzahl unbefruchtete Oozyten ( v=- 0,12) zu verzeichnen ist:
B=-0,122=0,014

Das ist ein schlechtes Bestimmtheitsmal3, denn es bedeutet, dal} das
Merkmal ,Anzahl degenerierter Embryonen“ nur zu 1,4% vom Faktor Zeit
beeinfluRt wird. Anders gesagt wird dieses Merkmal zu annahrend 99% nicht
von der Zeit nach der Kalbung beeinfluf3t.

Die Bestimmtheitsmale fir die Merkmale Edeg. und Etaug. betragen jeweils
B =0,0036.

Es bestand im Untersuchungzeitraum demnach eine lockere Korrelation
zwischen der Rastzeit und den untersuchten Merkmalen ,Anzahl
degenerierter Embryonen, unbefruchteter Oozyten und tauglicher
Embryonen“. Eine Varianzanalyse wurde auf Grund der schwachen
Korrelation der Daten nicht durchgefihrt. Es bestand kein statistisch
gesicherter biologischer EinfluR der Rastzeit auf die untersuchten Merkmale
und es ist aufgrund dieser Ergebnisse nicht moéglich, eine Zeitspanne nach
der letzten Abkalbung anzugeben, in der mit statistischer Sicherheit
besonders gute Ergebnisse nach einer Superovulationsbehandlung zu
erwarten sind. Hinzu kommt, dalR es sich bei dieser Untersuchung um eine
Feldstudie handelte und nicht jede Zeitspanne gleichberechtigt war, d.h. nicht
gleich oft vorkam. Deshalb ware selbst bei einer starkeren Korrelation eine
Angabe fragwirdig.
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4.1.4 EINFLUR DES VERWENDETEN HORMONPRAPARATES

Zur Superovulationsinduktion wurden auf der Station Georgsheil in den
Jahren 1991-1999 vier verschiedene Hormone eingesetzt:

FSH-P®
Folltropin-V®
PMSG
Ovagen®

powbdE

Der Einflull des eingesetzten Hormonpraparates auf den Erfolg der
Spulungen wurde in Bezug auf die Merkmale Anzahl gewonnene Eizellen/
Embryonen (EG), Anzahl degenerierter Embryonen (Edeg.), Anzahl
unbefruchteter Oozyten (Ounb.) und Anzahl tauglicher Embryonen (Etaug.)
hin statistisch analysiert.

In der FSH-P®- Gruppe wurden 4562 Eizellen/ Embryonen gewonnen,
davon waren 1767 degeneriert, 435 unbefruchtet und 2360 tauglich. Fur die
Folltropin-V®- Gruppe ergaben sich Werte von 2973 Eizellen/ Embryonen,
davon 1192 degenerierte Embryonen, 229 unbefruchtete Oozyten und 1552
taugliche Embryonen. Fur PMSG bzw. Ovagen® lagen die erzielten
Gesamtsummen bei 696 bzw. 627 Eizellen/ Embryonen (davon Edeg.: 303
bzw. 241, Ounb.: 70 bzw. 42, Etaug.: 323 bzw. 344).

Im Mittel wurden bei Verwendung der vier Hormone die folgende Anzahl von
Embryonen pro Sptilung erzielt (Tabelle 19):

Tabelle 19: Mittelwert der Embryonengewinnungsrate und —qualitat in Abhangigkeit
vom eingesetzten Praparat.

EG Edeg. Ounb. Etaug. % taugl.

n| £ i sp | £ isp | E isD| & isD
FSH-P® 470|9,69 : 7,37 | 3,77 509 |0,93:1,87 (5,04 :4,73| 52,01
Folltropin-V® 332|896 | 7,16 | 3,59 | 593 | 0,69 | 1,4 | 4,67 | 4,27 | 52,12
PMSG 110|6,32 | 524 | 2,77 | 4,23 | 0,65:1,23 | 3,08 | 3,57 | 48,73
Ovagen® 85 | 7,38 567 282 51 |048| 15 38939 | 5271

& Mittelwert; SD:StandardabWéichung, %taugl.,l EG, Edeg., Ounb., Etaug.: vergleiche
Tabelle 7

FSH-P® und Folltropin sind bezuglich der Merkmale EG und Etaug. dem
Ovagen® und PMSG deutlich Uberlegen. Bezogen auf den Prozentsatz
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tauglicher Embryonen ist Ovagen den beiden erstgenannten Praparaten
gleichwertig.

In der Varianzanalyse stellten sich signifikante Einflisse des Faktors
.Hormon"“ auf die untersuchten Merkmale heraus:

1.Anzahl gewonnene Eizellen/Embryonen: P=0,0001 hochsignifikant
2. Anzahl degenerierter Embryonen: P=0,304 nicht signifikant
3. Anzahl unbefruchteter Oozyten: P=0,05 signifikant
4. Anzahl transfertauglicher Embryonen: P= 0,007 signifikant

Nachdem ein statistisch gesicherter, signifikanter Einflul3 des verwendeten
Hormons auf die untersuchten Merkmale 1, 2 und 4 besteht, wurden mittels
des Wilcoxon-Tests fur nicht normalverteilte Daten Unterschiede zwischen
den vier eingesetzten Hormonen auf ihre statistische Signifikanz hin
analysiert (Tabellen 20-23).

Tabelle 20: EG in Abhéngigkeit vom eingesetzten Préparat

FSH-P® FOLLTROPIN-V® PMSG OVAGEN®
FSH-P® P= 10,148 P=0,0001 P=0,0082
Folltropin-V® P=0,0002 P= 0,051
PMSG P=0,203

Aus Tabelle 20 geht hervor, dal sich die Hormone FSH-P® und Folltropin-®
bezuglich der EG nicht signifikant voneinander unterscheiden. Der Einsatz
dieser beiden Hormone lieferte im Untersuchungzeitraum signifikant mehr
Embryonen als der Einsatz von PMSG oder Ovagen®. Im Falle des PMSG
ist der Unterschied hochsignifikant.

PMSG und Ovagen® unterscheiden sich nicht signifikant voneinander.

Tabelle 21: Anzahl degenerierter Embryonen im Abh&angigkeit vom eingesetzten

Praparat
FSH-P® FOLLTROPIN-V® PMSG OVAGEN®
FSH-P® P=0,913 P=0,043 P=0,036
Folltropin-V® P= 0,041 P= 0,027
PMSG P=0,841

Auch bei dem Merkmal Edeg. unterscheiden sich FSH-P® und Folltropin-V®
nicht signifikant voneinander. Sie erzielten im Untersuchungszeitraum dieser
Studie jedoch signifikant mehr degenerierte Embryonen als vergleichsweise
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PMSG und Ovagen®. Letzere unterschieden sich nicht signifikant
voneinander.

Tabelle 22: Anzahl unbefruchteter Oozyten in Abhéangigkeit vom eingesetzten Préaparat

FSH-P® Folltropin-V® PMSG Ovagen®
FSH-P® P=0,18 P=0,019 P=0,008
Folltropin-V® P=0,02 P=0,4
PMSG P=0,72

Nach der Verwendung von FSH-P® traten signifikant mehr unbefruchtete
Oozyten auf als nach PMSG oder Ovagen®. Folltropin-V® erzielte signifikant
mehr unbefruchtete Oozyten als PMSG. FSH-P® und Folltropin® einerseits
und PMSG und Ovagen® andererseits unterschieden sich nicht signifikant.

Tabelle 23: Anzahl transfertauglicher Embryonen in Abhangigkeit vom eingesetzten

Préaparat
FSH-P® FOLLTROPIN-V® PMSG OVAGEN®
FSH-P® P=0,755 P=0,0001 P=0,093
Folltropin-V® P=0,0001 P=0,092
PMSG P=0,052

FSH-P® und Folltropin-V® unterschieden sich statistisch gesehen nicht
signifikant.

Wurden sie zur Superovulationsinduktion eingesetzt, so lieferten die ent-
sprechenden Spulungen hochsignifikant mehr taugliche Embryonen als ver-
gleichsweise PMSG.

Die beiden Praparate erzielten, wie an den oben aufgefiihrten Mittelwerten
ersichtlich, mehr taugliche Embryonen als das Hormon Ovagen®.

Diese Tatsache zeichnet sich anhand der Mittelwerte nur als Trend ab, sie ist
statistisch nicht abgesichert. Abbildung 5 zeigt die verwendeten
Gonadotropine im Vergleich hinsichtlich der Gesamtzahl gewonnener
Eizellen/ Embryonen und der Embryonenqualitét.
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Als Ergebnisse sind festzuhalten:

1. Es besteht ein signifikanter Einflul? des verwendeten Hormons auf die
Merkmale Anzahl gewonnener Eizellen/ Embryonen, Anzahl degene-
rierter Embryonen, Anzahl unbefruchteter Oozyten und Anzahl tauglicher
Embryonen.

2. Der Einsatz der Hormone FSH-P® oder Folltropin-V® zur Super-
ovulationsinduktion beim Spendertier lieferte signifikant mehr Eizellen/
Embryonen als der Einsatz von PMSG oder Ovagen®.

3. Der Einsatz von FSH-P® oder Folltropin-V® lieferte signifikant mehr
taugliche Embryonen als vergleichsweise PMSG. Als Trend zu erkennen
erzielten beide Praparate ebenfalls mehr taugliche Embryonen als
Ovagen®.

4. In Bezug auf den Prozentsatz tauglicher Embryonen erwies sich
Ovagen® den Praparaten FSH-P® und Folltropin-V® als gleichwertig.
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4.2 BULLENEINFLUSSE

4.2.1 BEEINFLUSSUNG DES GESCHLECHTS DER NACHKOMMEN DURCH DEN
BULLEN

Bei der Fragestellung nach einer potentiellen paternalen Beeinflussung des
Geschlechts der Nachkommen wurden die 538 Nachkommen der
untersuchten Bullen (n=30) in die Analyse einbezogen. Zunachst wurde mit
dem Datenmaterial eine Varianzanalsye gerechnet, um festzustellen,
inwiefern eine signifikante Beeinflussung des Geschlechts durch den Bullen
vorliegt. Mit P =0,662 ergab sich jedoch kein statistisch gesicherter Einfluss
der Gesamtpopulation der Bullen auf das Geschlechterverhaltnis, hier als
Prozent mannliche Nachkommen berechnet. Die Daten waren anndhrend
normalverteilt mit einer Haufung um die 50%-Marke, so daf} von einem
Verhaltnis von 1:1 der Geschlechter auszugehen war. Die Bullenpopulation
in dieser Untersuchung beeinfluf3t dieses Verhaltnis nicht.

In den angeschlossenen Tukey- und t-Tests traten keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Bullen auf.

Es gab jedoch einzelne Bullen, die eine deutliche Verschiebung des
Geschlechterverhaltnisses zu Gunsten der mannlichen oder aber der
weiblichen Nachkommen aufwiesen:

Bulle 14, 25 und 26 zeugten im Untersuchungszeitraum dieser Studie mehr
als 60 Prozent mannliche Nachkommen. Bulle 28 und 19 zeugten weniger
als 40 Prozent mannliche Nachkommen. Der Prozentsatz mannlicher
Nachkommen an der Gesamtzahl der gezeugten Kalber einzelner Bullen ist
Abbildung 6 bzw. Tabelle 24 zu entnehmen.
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Tabelle 24: Anzahl der Nachkommen und Anteil méannlicher Kélber nach
Embryotransfer in Bezug auf die analysierten Bullen (n= 30) im
Beobachtungszeitraum
BULLENNUMMER MANNLICHE NACHKOMMEN NACHKOMMENZAHL

% n
14 67,97 12
25 64,03 12
26 61,46 12
16 59,45 6
2 58,33 14
1 56,95 6
13 56,22 15
18 56,02 18
27 54,86 23
11 53,27 18
8 53,24 15
4 53,12 17
9 52,67 10
5 52,18 31
23 52,08 24
7 50,71 7
6 49,67 14
29 47,71 16
15 44,33 25
20 44,15 25
21 43,97 81
24 43,78 31
22 41,17 11
10 40,91 11
12 40,00 14
19 39,77 29
30 39,58 4
28 34,38 27
3 33,33 7
17 16,67 3

Gesamt 50,35 538
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4.2.2 EINFLUR DES BESAMUNGSBULLEN AUF DIE EMBRYONENGEWINNUNG

Der EinfluR des Besamungsbullen auf den Erfolg der Embryonengewinnung
im Rahmen des ET war Gegenstand dieser Untersuchung.

In die statistische Analyse fanden nur Bullen Eingang, die mehr als 20 mal
wahrend des Untersuchungszeitraumes im Besamungseinsatz fur den ET
waren. Es handelte sich dabei um 30 Bullen. Das Datenmaterial umfafite
1294 Spilungen, da nur Doppelbesamungen mit demselben Bullen
untersucht wurden, um einheitliche Bedingungen zu gewahrleisten.
Untersuchtes Merkmal war die Anzahl und der Prozentsatz tauglicher
Embryonen. Der Vollstandigkeit halber wurden auch die Merkmale EG, die
Anzahl degenerierter Embryonen und unbefruchteter Oozyten in die
Untersuchung einbezogen.

Die Bullen unterschieden sich zum Teil ganz erheblich voneinander.

In Tabelle 25 sind die im Zeitraum dieser Studie erreichten Mittelwerte der
Gesamtpopulation der Bullen, die Standardabweichungen fir die
untersuchten Merkmale sowie der Prozentsatz tauglicher Embryonen
aufgelistet. Fur die einzelnen Bullen sind die Mittelwerte, Standard-
abweichungen und Prozentwerte den Tabelle 28, 29 und 31 zu entnehmen.

Tabelle 25: Mittelwerte der untersuchten Merkmale in Abhangigkeit zur
Bullenpopulation (n= 30)

EG Edeg. Ounb. Etaug. %taug.

&+SD 929 {7,35 | 3,16 { 481 | 0,69 | 1,53 | 545 | 5,44 57,02

Minimum /SD | 6,89 {4,99 | 1,29 | 1,67 | 0,29 | 0,90 | 3,52 | 3,72

Maximum / SD | 14,81 (9,33 | 5,67 | 6,01 | 2,00 { 3,57 | 9,00 | 7,59

&: Mittelwert; SD: Standardabweichung; EG, Edeg., Ounb., %taug. Vergleiche Tabelle 7

Elf Bullen erzielten Mittelwerte von udber zehn gewonnenen Eizellen/
Embryonen pro Spilung.

Vier Bullen erzielten Mittelwerte von unter acht gewonnenen Eizellen und
Embryonen.

Bei dem Merkmal Anzahl degenerierter Embryonen erreichten 8 Bullen
Mittelwerte von Uber vier, vier Bullen erreichten Mittelwerte von unter zwei
degenerierten Embryonen pro Spulung. Acht Bullen wiesen im Mittel mehr
als eine unbefruchtete Oozyte pro Spulung auf. Vier Bullen erreichten
Mittelwerte von uber sieben tauglichen Embryonen pro Spulung. Diese vier
Bullen standen auch bei dem Merkmal Gesamtzahl gewonnener Eizellen/
Embryonen an der Spitze der Bullenrangliste. Im Beobachtungszeitraum
erreichten 14 Bullen mehr als 60 Prozent und 9 Bullen weniger als 50
Prozent taugliche Embryonen. Der hdchste Prozentsatz tauglicher
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Embryonen lag bei 72, 07% (Bulle 27), der niedrigste Wert bei 39,73% (Bulle
5).

Der Prozentsatz tauglicher Embryonen an der Gesamtzahl gewonnener
Eizellen/ Embryonen bei den einzelnen Bullen und ihre Rangfolge bei diesem
Merkmal ist der Tabelle 28 zu entnehmen. Besonders festzuhalten ist die
Tatsache, dald sich die Bullenrangliste zwischen den Merkmalen absolute
Anzahl tauglicher Embryonen und dem Prozentsatz tauglicher Embryonen
verschiebt, wie anhand der Tabellen 31 und 33 deutlich zu erkennen ist.

Die Ergebnisse wurden analysiert. Sie wurden mittels einer Varianzanalyse
(ein- und mehrfaktoriell mit dem zusatzlichen Faktor ,Besamungsform®)
hinsichtlich ihrer statistischen Signifikanz untersucht.

Es ergaben sich deutliche Abhangigkeiten der untersuchten Merkmale von
dem eingesetzten Besamungsbullen (Tabelle 26, 27).

Tabelle 26: Einflul3 des Besamungsbullen auf die Embryonengewinnung

EG Edeg. Ounb. Etaug.
Bulle P=0,145 P=0,11 P=0,0054 P=0,041

EG, Edeg., Ounb., Etaug. vergleiche Tabelle 7

Tabelle 27: Einflul3 des Besamungsbullen auf den Prozentsatz degenerierter
Embryonen, unbefruchteter Oozyten und tauglicher Embryonen

% degenerierte % taugliche % unbefruchtete
Embryonen Embryonen Oozyten
Bulle P=0,0086 P=0,0023 P=0,0072

In der mehrfaktoriellen Varianzanalyse lbte der Faktor ,Besamungsbulle®
einen gesicherten, biologischen Einflul3 auf die Anzahl tauglicher Embryonen
und unbefruchteter Oozyten aus. In der Analyse des Einflusses des
Besamungsbullen auf den Prozentsatz tauglicher und degenerierter
Embryonen sowie unbefruchteter Oozyten ergaben sich auf3erdem statistisch
signifikante Werte fur alle drei Merkmale (P< 0,05). Das zwischen den Bullen
hinsichtlich des Prozentsatzes tauglicher Embryonen grof3e Unterschiede
bestehen, ist schon aus der Tabelle 31deutlich zu entnehmen.

Die Merkmale Gesamtzahl gewonnener Eizellen/Embryonen sowie Anzahl
degenerierter Embryonen unterlagen in dieser Untersuchung keiner
signifikanten Beeinflussung durch den Besamungsbullen.
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Mittels des t-Tests wurden die Bullen untereinander auf signifikante
Unterschiede bezuglich der Merkmale Prozentsatz degenerierter und
tauglicher Embryonen sowie unbefruchteter Oozyten gepruft, wobei zwischen
einigen Bullen signifikante Unterschiede auftraten.

Die Unterschiede bzw. die P-Werte sind den Tabellen 28-30 zu entnehmen.

Tabelle 28: Signifikante Unterschiede in bezug auf das Merkmal Prozentsatz taugliche
Embryonen (angegeben werden die P- Werte)

Bulle 12 16 18 19 22 23 24 26 27 28 29 30
2 0,007 0,014 0,008 0,01 0,003

3 0,021 0,041

4 0,003 0,036 0,023 0,042 0,02

6 0,005 0,005| 0,03 0,003 0,005 0,003

8 0,004

10 0,026 0,028 0,037 0,016

12 0,004 0,005 | 0,01 0,019

14 0,049

15 0,01

16 0,003 | 0,02 0,002 0,003 0,002

18 0,013 0,026 0,01

23 0,003 0,004 | 0,01

24 0,006 0,02

25 0,007

26 0,03 0,024 | 0,01
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Tabelle 29: Signifikante Unterschiede in bezug auf das Merkmal Prozent degenerierte
Embryonen (angegeben sind die P-Werte)

Bullen 1 3 5 7 9 10 12 15 20 21 27
3 0,02 | 0,02
9 0,041 0,012 |0,01 |0,02
10 0,017 0,031 0,003 | 0,003
12 0,02 | 0,021 0,014 | 0,004
13
16 0,04 {0,038 | 0,049
17 0,029
18 0,05 0,039 | 0,011
19 0,05
20 0,02 | 0,015 0,012 | 0,003 0,04
21 0,02 {0,012 0,012 | 0,003
22 0,044 0,02 |0,034 0,034 | 0,042
23 0,028 0,023 | 0,022
24 0,024
27 0,04 | 0,038 0,027 0,027 | 0,02
28 0,008 0,05 0,03
30 0,046 0,015 0,012 | 0,016
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Tabelle 30: Signifikante Unterschiede in bezug auf das Merkmal Prozent unbefruchtete

Oozyten (angegeben werden die P-Werte)

Bullen- 3 4 5 6 20 22 29
nummer
1 0,002
2 0,0001
3 0,033 0,0001
4 0,005
5 0,0001
7 0,0001 0,03 0,032
8 0,004 0,01
9 0,001 0,004 0,048
10 0,002 0,014
11 0,034 0,0001 0,0056
12 0,002 0,019
13 0,0002
14 0,0001 0,011
15 0,03 0,001 |0,023
16 0,035
17 0,0007 0,018
18 0,0001 0,004 |0,011
19 0,0001 0,0026 |0,038
20 0,01
21 0,0001 0,01
22 0,005 | 0,005 | 0,005
23 0,001
24 0,0001 0,001 0,02
25 0,007
26 0,004
27 0,001 0,008
28 0,001
29 0,03
30 0,0003 0,013
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4.2.3 ZUSAMMENHANG ZWISCHEN NRR UND EMBRYONENGEWINNUNG

Es bestand die Frage, inwieweit die Ergebnisse der Embryogewinnung am
Tag 7 post inseminationem mit den Non-Return-Raten des jeweiligen Bullen
korrelieren.

Betrachtet wurden die Non-Return-Raten nach 56 (NRR 56 %) und 90 Tagen
(NRR 90 %).

Der Erfolg bei der Embryonengewinnung wurde an der mittleren Eizell-/
Embryonengewinnungszahl und dem Mittel der Anzahl tauglicher Embryonen
eines Besamungsbullen innerhalb des Untersuchungszeitraumes festgelegt.
Das Datenmaterial umfadte 1294 Spulungen, aus denen jedoch nur die
Spulungen der haufigsten Bullen analysiert wurden.

Als erfolgreiche Bullen im ET wurden diejenigen Vererber bezeichnet, die im
Falle der Gesamtzahl gewonnener Eizellen und Embryonen im Mittel mehr
als 10 Eizellen/ Embryonen erzielten. Schlechte Ergebnisse waren Mittel-
werte von unter 8 Eizellen/ Embryonen.

Erreichten die Bullen im Mittel mehr als 7 taugliche Embryonen bzw. einen
Prozentsatz von Uber 60% tauglichen Embryonen, so galten sie in Bezug auf
dieses Merkmal als erfolgreich — Im Gegensatz dazu galten Ergebnisse von
weniger als 4 tauglichen bzw. weniger als 50% tauglichen Embryonen als
schlecht.

In Tabelle 31 sind die Bullen gereiht nach dem Prozentsatz tauglicher
Embryonen aufgelistet, unabhéngig von der Gesamtzahl der gewonnenen
Eizellen und Embryonen. Ergdnzend sind in den Tabellen 32 und 33 die
Bullen nach der absoluten Anzahl gewonnener Eizellen/ Embryonen bzw.
tauglicher Embryonen gereiht , da diese BezugsgroRen im internationalen
Schrifttum héaufig verwandt werden.
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Tabelle 31: Aufstellung der Bullen mit dem Prozentsatz tauglicher Embryonen in

absteigender Reihenfolge

BULLE % TAUGLICHE EMBRYONEN NRR 56 % NRR 90%
27 72,07 61,20 58,60
29 71,69 67,69 60,70
12 71,67 61,71 56,74
17 71,02 66,40 59,76
20 68,45 71,69 65,87
21 67,07 80,51 69,12
7 66,71 63,21 51,52
4 66,06 63,64 53,90
18 65,64 72,96 50,00
15 64,52 70,30 62,73
24 62,95 72,05 65,87

1 61,61 73,88 65,27
19 61,47 58,48 50,00
26 60,77 69,53 60,70
8 59,84 63,05 55,08
25 59,24 69,53 62,86
23 57,89 71,80 62,83
2 54,31 79,71 69,29
14 52,97 67,28 50,95
13 51,97 63,94 63,12
28 50,46 70,39 64,81
6 49,17 71,95 67,02
11 47,61 65,39 61,73
30 47,16 62,91 53,23
3 45,00 62,11 55,23
9 44,32 71,32 63,94
22 41,83 68,58 59,79
16 39,98 66,29 61,15
5 39,73 72,42 66,05
10 37,35 59,10 46,97
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Tabelle 32: Zusammenhang Zwischen der Gesamtzahl gewonnener Eizellen/
Embryonen und der NRR
BULLE EG ANZAHL DER NRR56 % NRR90 %
SPULUNGEN
13 SD n
26 14,81 9,33 15 69,53 62,86
20 12,14 10,57 29 71,69 65,87
4 12,11 6,97 18 63,64 53,90
30 11,60 5,93 19 62,91 53,23
14 11,44 6,58 18 67,28 50,95
8 11,33 7,79 18 63,05 55,08
23 10,57 8,82 38 71,80 62,83
17 10,56 7,65 11 66,40 59,76
1 10,55 17,77 20 73,88 65,27
9 10,38 7,17 20 71,32 63,94
25 10,23 4,74 18 64,92 55,56
22 9,94 8,90 18 68,58 59,79
24 9,69 6,35 52 72,05 65,87
11 9,62 5,54 27 65,39 61,73
16 9,23 6,46 19 66,29 61,15
3 9,00 6,59 22 62,11 55,23
21 8,99 8,14 77 80,51 69,12
10 8,89 6,81 17 59,10 46,97
13 8,87 9,72 23 63,94 63,12
5 8,86 8,34 44 72,42 66,05
28 8,68 7,59 35 70,39 64,81
19 8,59 7,79 39 58,48 50,00
27 8,52 571 36 61,20 58,60
2 8,47 4,67 19 79,71 69,29
12 8,12 6,81 17 61,71 56,74
15 8,09 7,03 39 70,03 62,73
6 7,87 8,05 21 71,95 67,02
18 7,48 6,10 85 72,96 67,37
7 6,91 5,16 23 63,21 51,52
29 6,89 4,99 19 67,69 60,70

&: Mittelwert, SD: Standardabweichung; EG: Anzahl gewonnene Eizellen und Embryonen
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Tabelle 33: Zusammenhang zwischen Embryonenqualitdt und NRR
BULLE E.TAUG. TAUGLICHE NRR56 % NRR90 %
EMBRYONEN
i SD %

26 9,00 7,59 60,77 69,53 62,86
20 8,31 8,99 68,45 71,69 65,87
4 8,00 6,39 66,06 63,64 53,9
17 7,50 5,48 71,02 66,40 59,76
8 6,78 5,49 59,84 63,05 55,08

6,50 5,59 61,61 73,88 65,27
27 6,14 5,36 72,07 61,20 58,6
23 6,12 7,94 57,89 71,800 62,83
24 6,10 5,13 62,95 72,05 65,87
14 6,06 5,23 52,97 67,28 50,95
25 6,06 4,38 60,77 69,53 62,86
21 6,03 5,76 67,07 80,51 69,12
12 5,82 4,41 71,67 61,71 56,74
30 5,47 5,59 47,16 62,91 53,23
19 5,28 5,65 61,47 58,48 50,00
15 5,22 6,13 64,52 70,03 62,73
29 4,99 3,94 71,69 67,69 60,70
18 4,91 4,63 65,64 72,96 67,37
7 4,61 4,79 66,71 63,21 51,52
13 4,61 4,66 51,97 63,94 63,12
9 4,60 4,69 44,32 71,32 63,94
2 4,60 4,39 54,31 79,71 69,29
11 4,58 4,87 47,61 65,39 61,73
28 4,38 3,89 50,46 70,39 64,81
22 4,17 5,57 41,83 68,58 59,79
3 4,05 3,94 66,06 62,11 55,23
6 3,87 4,24 49,17 71,95 67,02
16 3,69 3,68 39,98 66,29 61,15
5 3,52 3,72 39,73 72,42 66,05
10 3,32 3,97 37,35 59,10 46,97

&: Mittelwert, , SD: Standardabweichung , E.taug.: Anzahl tauglicher Embryonen
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In der Rangkorrelation nach Spearman konnte keine Korrelation zwischen
der Embryonengewinnungszahl und den NRR der einzelnen Bullen nachge-
wiesen werden. Es bestand auch keine Korrelation zwischen den NRR und
der Anzahl tauglicher Embryonen bzw. dem Prozentsatz tauglicher
Embryonen an der Gesamtzahl gewonnener Embryonen. Die
Korrelationskoeffizenten sind der Tabelle 34 zu entnehmen.

Tabelle 34: Rangkorrelationskoeffizenten fir NRR 56% und NRR 90% beziiglich EG,
Etaug. und % taug. Embryonen

NRR 56 Tage % NRR 90 Tage %
EG v= 0,02 v= 0,02
Etaug v= 0,06 v=-0,28
% taugliche Embryonen v=- 0,004 v=-0,36

v: Korrelationskoeffizent, EG und Etaug. vergleiche Tabelle 7

4.3 EINFLUR DER BESAMUNGSFORM

In der Untersuchungsperiode wurden drei verschiedene Besamungsformen
bei den superovulierten Tieren auf der Station angewandt:

1. Eine Besamung mit nur einem Bullen; n= 21
2. Zwei Besamungen mit dem selben Bullen; n= 1294
3. Zwei Besamungen mit zwei verschiedenen Bullen; n= 276

Es sollte festgestellt werden, inwiefern die Form der Besamung eine
Auswirkung auf den Erfolg der Spilungen 7 Tage post inseminationem hat.
Das vorliegende Datenmaterial wurde nach den drei verschiedenen Besa-
mungstypen in drei Gruppen aufgeteilt. Die untersuchten Merkmale waren
der Prozentsatz degenerierter und tauglicher Embryonen sowie der
Prozentsatz unbefruchteter Oozyten. Erganzend wurden die Merkmale
Gesamtzahl gewonnener Eizellen/ Embryonen, die Anzahl degenerierter
bzw. tauglicher Embryonen sowie unbefruchteter Oozyten. Auf die drei
Besamungsformen entfielen fur Typ 1: 186 Eizellen/ Embryonen, davon 64
degeneriert, 14 unbefruchtet und 108 tauglich. Bei Typ 2 bzw. 3 traten
folgende Gesamtsummen auf: EG: 11762 bzw.2513, Edeg.: 3894 bzw. 805,
Ounb.: 867 bzw. 179 und fur Etaug.: 7001 bzw. 1529. Im Mittel wurden bei
den verschiedenen Formen der Besamung im Beobachtungszeitraum dieser
Studie folgende Werte erreicht (Tabellen 35, 36).
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Tabelle 35: Mittelwerte der Merkmale EG und und Embryonenqualitat in Abhéangigkeit
vom Besamungsschema

EG Edeg. Ounb. Etaug. %taug

n | £ {sb| & {sb| & {sSD| & |sSD

Typ 1 21 8,86 { 5,31 | 3,04 | 2,47 | 0,67 | 1,19 | 5,09 { 4,27 | 57,45

Typ2 | 1294 | 9,07 | 7,12 | 2,99 | 4,63 | 0,68 | 1,53 | 541 | 5,25 | 59,65

Typ3 | 276 | 9,11 { 6,07 | 2,91 { 3,99 | 0,65 { 1,69 | 5,54 {4,41 | 60,81

&: Mittelwert, SD: Standardabweichung, %taug., EG, Edeg., Ounb., Etaug. laut Tabelle 7

Tabelle 36: Prozentraten degenerierter Embryonen, unbefruchteter Oozyten und
tauglicher Embryonen an EG

Besamtyp EG %deg. %unb. %taug.
Typ 1 8,83 34,31 7,56 57,45
Typ 2 9,09 32,97 7,49 59,65
Typ 3 9,11 31,94 7,13 60,81

%deg:Prozent degenerierte Embryonen; %unb: Prozent unbefruchtetet Oozyten; %taug:
Prozent taugliche Embryonen , EG: Gesamtzahl Eizellen/ Embryonen

In der angeschlossenen Mehrfachvarianzanalyse , in der als Faktoren die
Besamungsform (3 Stufen) und der eingesetzte Bulle (30 Stufen ) gerechnet
wurden, traten in Bezug auf die untersuchten Merkmale keine gesicherten,
signifikanten Einflisse hinsichtlich der Besamungsform auf. Die errechneten
P-Werte waren alle gro3er als der kritische Wert von P=0,05 (Tabellen 37-
40).

Als Trend ist an den Mittelwerten sowie dem Prozentsatz tauglicher
Embryonen eine Verbesserung bei den Doppelbesamungen zu erkennen.
Das beste Ergebnis erzielte man bei der Doppelbesamung mit zwei
verschiedenen Bullen. Das gilt auch fur die Anzahl gewonnener Eizellen und
Embryonen. Leichte Verbesserungen sind in der gleichen Richtung auch bei
dem Prozentsatz degenerierter Embryonen und unbefruchteter Oozyten zu
erkennen. Vor allem anhand der Prozentzahlen aus Tabelle 36 ist der Trend
zu verbesserten Ergebnissen zu erkennen. Abbildung 7 zeigt die Resultate
der Embryonengewinnung in Abhéngigkeit vom Besamungsschema.
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Tabelle 37: Anzahl gewonnener Eizellen/Embryonen in bezug zum Besamungstyp

Typ 1 Typ 2 Typ 3
Typl P=0,77 P=0,88
Typ2 P=0,82

Tabelle 38: Prozent degenerierter Embryonen in bezug zum Besamungstyp

Typl Typ2 Typ3
Typ 1 P=0,24 P= 0,55
Typ 2 P=0,36

Tabelle 39: Prozent unbefruchteter Oozyten in bezug zum Besamungstyp

Typ 1 Typ 2 Typ 3
Typ 1 P=0,62 P=0,73
Typ 2 P=0,64

Tabelle 40: Prozent tauglicher Embryonen in bezug zum Besamungstyp

Typ 1 Typ 2 Typ 3
Typ 1 P= 0,55 P=0,39
Typ 2 P=0,32
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4.3.1 GIBT ES BEI DOPPELBESAMUNGEN EINE REGELMARIGKEIT, MIT DER SICH
EINE BESAMUNG DURCHSETZT ?

Um zu analysieren, ob sich bei den Doppelbesamungen mit zwei Bullen die
zeitlich frihere oder spatere Besamung durchsetzte, wurden bei den
Besamungen mit zwei verschiedenen Bullen anhand der in der Zentraldatei
der RPN-Verden erfal3ten ET-Kélber die Nachkommen der aus den zu
Besamung und folgender Spilung gehérenden Embryotransfers auf ihren
genetischen Vater hin Gberpruft.

Aus den ET- Protokollen der Station wurde entnommen, welcher Bulle in der
ersten und zweiten Besamung eingesetzt wurde. Im Vergleich der
Besamungen mit den Nachkommen liel3 sich erkennen, welcher Bulle, d.h.
welche Besamung sich im jeweiligen Fall letztendlich durchgesetzt hatte.

Bei 162 Doppelbesamungen innerhalb des Untersuchungszeitraumes war
dieser Vergleich moglich. Doppelbesamungen, aus deren zugehorigen
Spulungen und Transfers noch keine Nachkommen in der Zentraldatei erfaf3t
waren (z.B. aufgrund einer Kyrokonservierung der Embryonen oder aber aus
Transfers in 1999, bei denen noch keine Nachkommen geboren sind),
konnten in der Untersuchung nicht verwendet werden.

Der Prozentsatz, mit dem sich die Besamungen in bezug zur Gesamtzahl der
Doppelbesamungen durchsetzten, ist Tabelle 41 zu entnehmen.

Tabelle 41: Durchgesetzter Anteil der friithen oder spaten Besamung an den
Doppelbesamungen

Doppelbesamung n %durchgesetzte Besamung
Gesamtzahl 162 100
Frihe Besamung | 75 46,29
Spate Besamung | 66 40,71
Unentschieden 21 13

Zu 46,29 % setzte sich die zeitlich frihere Besamung durch, zu 40,71 % die
zeitlich spatere.

Eine Aussage Uber die statistische Signifikanz dieses Ergebnisses wurde
mittels des x2- Tests getroffen.

Grundsatzlich ist bei den Besamungen von einer Verteilung von 1:1
hinsichtlich ihrer Durchsetzung auszugehen.
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X?- Test:
. Hypothese : 75 : 66 stammt aus 1:1
. Gefundenes Verhéltnis: 75 : 66
. Erwartetes Verhaltnis bei 141 Besamungen: 70,5 : 70,5

. Gefunden — Erwartet: 4,5 - -4,5
. (Gefunden — Erwartet)?: 20,5 - 20,5

- 2
hiz=2 E(Gefunden Erwartet)
Erwartet

. C =21010,29=0,58

Ein Wert von 0,58 gilt als statistisch nicht signifikant.

Es besteht folglich bei den dieser Rechnung zu Grunde liegenden Doppel-
besamungen keine gesicherte Regelmaliigkeit, mit der sich eine der

beiden Besamungen gegen die andere durchsetzte.

4.4 SAISONALE EINFLUSSE

Um die Ergebnisse der Embryonengewinnung auf der Station Georgshell
hinsichtlich einer saisonalen Beeinflussung zu untersuchen, wurden die
Spulungen nach Monaten Uber die Jahre sortiert und anschlieBend statistisch
analysiert.

Die untersuchten Merkmale waren die Gesamtzahl gewonnener Eizellen/
Embryonen, die Anzahl degenerierter und unbefruchteter Eizellen sowie die
Zahl transfertauglicher Embryonen.

Im Mittel lagen die Werte fur die einzelnen Merkmale wie in Tabelle 42
ersichtlich.
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Tabelle 42: Monatsmittelwerte von EG, Edeg.; Ounb. ,Etaug. sowie% taug. Uber die

Beobachtungsjahre sowie schlechtester und bester Monat.

EG Edeg Ounb. Etaug %taug
Monate : isb| & isD| ¢ |spD| & |sD
&+ SD 8,84 055] 325 {045 | 0,66 | 0,11 | 493 | 0,48 | 55,77
Minimum/ 8,3 055| 2,63 {051 | 047 0,19 | 429 { 0,62 | 51,69
Sb (Januar) (Sept.) (Aug.) (Juli)
Maximum/ 9,9 0,62 | 4,19 0,22 | 0,87 }{ 0,11 | 587 | 0,33 | 59,29
Sb (Marz) (Nov.) (Dez.) Marz

&: Mittelwert, SD: Standardabweichung; %taug., EG, Edeg., Ounb., Etaug.: siehe Tabelle 7

Die besten Ergebnisse hinsichtlich der Merkmale Anzahl gewonnener
Eizellen/ Embryonen und transfertauglicher Embryonen waren im Monat
Marz zu verzeichnen. Die Monatsmittelwerte differierten insgesamt nicht weit
voneinander, wie an den Minima und Maxima zu erkennen ist. Dennoch
wurde eine Varianzanalyse angeschlossen, um einen potentiellen saisonalen
Einflu3 auf die Merkmale EG, Edeg., Ounb. und Etaug. zu Gperprufen.

Die Varianzanalyse ergab jedoch keine signifikanten Einflisse der Saison auf
die untersuchten Merkmale (P > 0,05). Die P-Werte sind Tabelle 43 zu

entnehmen.

Tabelle 43: Einflul3 der Saison auf die Merkmale EG, Edeg.; Ounb,. Etaug.

EG

Edeg.

Ounb.

Etaug.

Saison
(Monate)

P= 0,362

P= 0,203

P= 0,564

P=0,074

EG, Edeg., Ounb., Etaug. : siehe Tabelle 7

Das bedeutet, dal3 es keinen statistisch gesicherten, biologischen Einflul3 der
Saison (hier als die Monate eines Jahres aufgeschlisselt) auf die untersuch-
ten Merkmale dieser Studie gibt.
Die Spulergebnisse in der Station Georgsheil unterlagen zusammenfassend
im Untersuchungszeitraum dieser Arbeit keiner saisonalen Beeinflussung.
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4.5 EMBRYONENGEWINNUNG UBER DIE JAHRE 1991-1999

Das vorliegende Datenmaterial umfal3t Embryogewinnungen auf der Station
Georgsheil Uber einen Zeitraum von achteinhalb Jahren. Es galt zu
analysieren, wie sich die untersuchten Merkmale EG, Edeg.,Ounb., Etaug.
sowie % taugliche Embryonen Uber die Jahre gesehen verhielten und ob es
Tendenzen zu besseren oder schlechteren Ergebnissen im Bereich des ET
auf der Station gab.

Die erreichten Mittelwerte sind der Tabelle 44 zu entnehmen.

Tabelle 44: Mittelwerte von EG, Edeg., Ounb., Etaug.und %taugliche Embryonen der
Jahre 1991-1999

EG Edeg. Ounb. Etaug. %taug
¢ |sb| ¢ |sp| ¢ | sD ¢ | sb

1991 9,3 1656 | 404 {524 1,0 19 4,15 4,46 44,62
1992 | 9,14 | 7,13 | 3,26 | 521 | 0,95 1,81 4,91 4,48 53,71
1993 | 9,17 | 7,03 3.4 5,5 0,82 15 4,94 4,56 53,87
1994 | 8,48 | 8,6 3,53 9,5 0,61 1,8 4,44 4,39 52,36
1995 | 869 | 7,6 3,55 6,2 0,72 1,66 4.4 4,72 50,63
1996 8,6 {748 | 3,44 {468 | 0,72 1,66 4.4 4,72 51,16
1997 | 848 i 6,4 2,67 14,13 | 044 1,56 55 5,7 64,86
1998 | 8,22 {585 | 2,69 | 4,04 | 0,551 1,58 5,0 4,34 60,83
1999 | 8,24 | 6,3 3,17 | 4,18 | 0,32 1,35 4,72 4,054 49,15

&. Mittelwert, SD: Standardabweichung; %taug., EG, Edeg., Ounb., Etaug.: vergleiche
Tabelle 7

Bei dem Vergleich der einzelnen Jahre in bezug auf diese vier Merkmale

lassen sich folgende Trends erkennen:

1. Die Anzahl gewonnener Eizellen/Embryonen lag in den Jahren 1998 und
1999 unter den Ergebnissen der Vorjahre. Hier zeichnet sich ein Trend zu
schlechteren Ergebnissen ab.

2. Die Anzahl degenerierter Embryonen pro Spulung hat sich innerhalb der
achteinhalb Jahre leicht verringert

3. Die Anzahl unbefruchteter Oozyten hat sich Uber die Jahre deutlich
verringert.

4. Die Anzahl transfertauglicher Embryonen ist in den Jahren 1997 und 1998
am hochsten gewesen , was sich auch im Prozentsatz tauglicher Embryo-
nen dieser Jahre wiederspiegelt.
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In der Varianzanalyse wies jedoch der Faktor ,Jahr lediglich bei dem
Merkmal Ounb. einen gesicherten statistischen Einflu@ auf. Die P-Werte
sind der Tabelle 45 zu entnehmen.

Tabelle 45: Die Merkmale EG, Edeg., Ounb. und Etaug. in Abhangigkeit der Jahre

EG Edeg. Ounb. Etaug.
Jahr P=0,26 P=0,12 P=0,0009 P= 0,108

EG, Edeg., Ounb., Etaug.: vergleiche Tabelle 7

Bei dem Merkmal Ounb. lieferte auch der Tukey-Test signifikante
Unterschiede zwischen den betrachteten Jahren 1991-93 zu 1994-96 zu
1997-99. Die Anzahl unbefruchteter Oozyten geht in diesen drei Etappen
deutlich zurtick und die Ergebnisse bei diesem Merkmal verbessern sich
signifikant.

Bei den drei anderen betrachteten Merkmalen konnte kein signifikanter
Einflu3 des Faktors ,Jahr* nachgewiesen werden. Die dargestellten Trends
bleiben bestehen, sie sind jedoch nicht statistisch abgesichert.

4.7. EINFLUR DES BETRIEBES

Die Spenderkihe werden im Rahmen des ET-Programmes der VOSt-
Georgsheil in ihren Herkunftsbetrieben nach tierarztlicher Untersuchung der
hormonellen Superovulationsinduktion unterzogen. Sie werden auch auf den
Herkunftsbetrieben besamt. Die Spulung am Tag 7 p.i. erfolgt dann auf der
Station. Der EinfluR des Faktors ,Herkunftsbetrieb”, der gegebenermallen
multifaktoriell ist (genetische Zusammensetzung der Herde, Betriebs-
management etc.), auf den Erfolg der Spulergebnisse war ebenfalls
Gegenstand dieser Untersuchung.

In die Analyse fanden die 29 Betriebe Eingang, in denen im Untersuchungs-
zeitraum mehr als 20 Spulungen zu verzeichnen waren.

Die anderen wurden nicht beriicksichtigt.

Die in Bezug auf die vier untersuchten Merkmale erreichten Mittelwerte
unterschieden sich in den einzelnen Betrieben ganz erheblich. Die erzielten
Mittelwerte, Minimum und Maximum sind der Tabelle 46 zu entnehmen.
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Tabelle 46: Mittelwerte; Minimum und Maximum der untersuchten Merkmale im
Beobachtungszeitraum auf den Betrieben

EG Edeg. Ounb. E.taug. %taug

& ISD 8,86.+1,95| 3,16.+1,12 | 0,66 + 0,26 |4,99 + 1,291 | 56,32

Minimum/SD |5,05+4,36| 0,9+4,42 | 0,27 +0,77 2,78 +2,93 |55,05

Maximum/SD | 13,26 +7,2 | 6,69 +6,97 | 1,43+ 2,33 |8,22 + 6,23 |61,99

& Mittelwert, SD: Standardabweichung; %taug., EG, Edeg., Ounb., Etaug.: vergleiche
Tabelle 7

In finf Betrieben wurden im Mittel mehr als 11 Eizellen/ Embryonen, in sechs
Betrieben weniger als 7 pro Spilung erzielt.

In finf Betrieben kamen im Schnitt mehr als 4 degenerierte Embryonen vor.
Bei dem Merkmal Anzahl unbefruchteter Oozyten waren unter den vier
schlechtesten Betrieben mit einem Mittelwert von gro3er als 1 zwei Betriebe
die auch schon bei der Anzahl degenerierter Embryonen am schlechtesten
abgeschnitten hatten.

Drei der besten Betriebe beziglich des Merkmals Anzahl tauglicher
Embryonen lagen auch bei der Gesamtzahl gewonnener Eizellen/
Embryonen an der Spitze der Herkunftsbetriebe. In fiinf Betrieben lag der
Mittelwert unter vier tauglichen Embryonen. Alle diese Betriebe lagen auch
bei der EG im Betriebsvergleich auf den unteren Rangen. In der
angeschlossenen Varianzanalyse ( zunachst ein- dann mehrfaktoriell mit den
Faktoren ,Hormon* und , Kalbezahl*) ergaben sich fur den Faktor ,Betrieb®
ein signifikanter (P<0,05) bzw. hochsignifikanter (P< 0,001) Einflul3 auf die
folgenden Merkmale (Tabelle 47).

Tabelle 47: Einflul3 des Betriebes auf die Merkmale EG, Edeg.,Ounb. und Etaug.

EG Edeg. Ounb. Etaug.

Betrieb P= 0,001 P=0,0127 P= 0,601 | P=0,001
EG, Edeg., Ounb. und Etaug. siehe Tabelle 7

Die Betriebe dieser Studie unterscheiden sich zusammenfassend ganz
erheblich in Bezug auf die betrachteten Merkmale, die erreichten Mittelwerte
im Untersuchungszeitraum differieren  weit. Der  Einflul3faktor
.Herkunftsbetrieb” ist von ganz entscheidender Bedeutung fiir den Erfolg
oder Mil3erfolg der Spulergebnisse nach der Superovulation. Er besitzt einen
hochsignifikanten, statistisch gesicherten EinfluR@ auf die Merkmale
Gesamtzahl gewonnener Eizellen und Embryonen sowie auf die Anzahl
tauglicher Embryonen.
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5 DISKUSSION

Die Superovulation stellt zur Zeit noch den limitierenden Faktor im
Embryotransfer dar, zeichnet sie sich doch durch eine erhebliche individuelle
Variabilitat der Ovarreaktion, unbefriedigende Befruchtungsergebnisse und
zum Teil erhebliche Degenerationsraten der Embryonen aus (NIEMANN
1986). Zahlreiche wissenschaftliche Bemihungen in Vergangenheit und
Gegenwart hatten zum Ziel, die Ursachen fir diese hohe Variabilitdt der
Ergebnisse zu erforschen, um die Superovulationserfolge dann verbessern
und stabilisieren zu kénnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bedeutung potentieller Einfluf3-
faktoren auf den Erfolg einer Superovulationsbehandlung im kommerziellen
Embryotransfer zu untersuchen. Auf der Embryotransferstation Georgsheil
des Vereins Ostfriesischer Stammviehziichter wurden im Beobachtungs-
zeitraum von Mai 1991- April 1999 Uterusspulungen zur Embryonen-
gewinnung nach einer Superovulationsbehandlung vorgenommen und
protokolliert. Das umfangreiche Datenmaterial aus 1934 Embryotransfer-
protokollen der ET-Station liegt dieser Arbeit zu Grunde. Die Qualitats-
beurteilung der Embryonen erfolgte gemald IETS-Standard. Als durch die
untersuchten Faktoren potentiell beeinfluite Merkmale galten die
Gesamtzahl gewonnener Eizellen und Embryonen, die Anzahl unbefruchteter
Oozyten, die Anzahl degenerierter und schliel3lich die Anzahl bzw. der
Prozentsatz transfertauglicher Embryonen. An diesen Merkmalen wurde der
Erfolg der Superovulation gemessen.

Untersuchte, potentiell erfolgsbeeinflussende Faktoren in dieser Arbeit
waren:

Der Bulle, das Alter der Donorkuh, die Anzahl von Superovulationen in der
Laktation, die Rastzeit, der Herkunftsbetrieb der Donorkuh sowie die Saison,
das Jahr und das verwendete Gonadotropin.

Im Falle des verwendeten Gonadotropins wurde in dieser Arbeit vor allem
auch die Eignung von ovinem FSH (Ovagen®) zur Superovulationsinduktion
beim Rind analysiert. Zu diesem Zwecke wurde oFSH mit den Ublicherweise
beim Rind eingesetzten Préparaten FSH-P®, Folltropin® und PMSG
(Intergonan®) verglichen.

Weiterhin wurde der EinfluR verschiedener Besamungsformen auf die
Ergebnisse nach Superovulation untersucht. Speziell wurde die Eignung
einer Doppelbesamung mit zwei verschiedenen Bullen zur Verbesserung der
Rate transfertauglicher im Rahmen eines kommerziellen ET- Programmes
Uberpruft.

Zusatzlich wurden eine mdgliche Korrelation zwischen der im KB-Einsatz
ermittelten NRR eines Bullen und seiner Fruchtbarkeit im ET-Programm
analysiert. Eine mdogliche paternale Beeinflussung des Geschlechts der
Nachkommen war ebenfalls Gegenstand der Untersuchung.
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5.1 EINFLUR DER DONORKUH

Der Einflu? der Donorkuh auf die Superovulationsergebnisse ist bedeutend,
zeichnet sich doch die Fruchtbarkeitsleistung und Ansprechbarkeit auf eine
Superovulationsbehandlung durch eine sehr hohe Variabilitat der
Ovarreaktion bei verschiedenen Tieren aus (NIEMANN und MEINECKE
1993).

Als mdgliche Einflu3faktoren seitens der Donorkuh auf die Gesamtzahl
gewonnener Eizellen und Embryonen sowie die Embryonenqualitat wurden
in dieser Arbeit das Alter, die Anzahl von Superovulationen innerhalb einer
Laktation und die Zeitspanne zwischen letzter Abkalbung und dem Beginn
der Superovulationsinduktion (Rastzeit) untersucht.

Dabei stellte sich heraus, dal3 die Rastzeit (durchschnittliche Dauer: 249 +
110,90 Tage) in dieser Studie keinen Einflul3 auf die untersuchten Merkmale
ausubte.

Dieses Ergebnis deckt sich mit den Beobachtungen von KWEON et al.
(1986). HASLER et al. (1983) dagegen ermittelten zumindest fur das
Merkmal % befruchtete Oozyten bei einer Rastzeit von 151- 300 Tagen
signifikant bessere Ergebnisse als zu anderen Zeitpunkten, die Gesamtzahl
gewonnener Eizellen/ Embryonen wurde von der Rastzeit nicht beeinfluf3t.
Dagegen war in Studien von HAUPT (1979) und DARROW et al. (1982) bei
einer Superovulationsbehandlung vor dem 100. Laktationstag die Anzahl
gewonnener Embryonen tendenziell h6her. HOEKSTRA (1989) kam in einer
Untersuchung bei Hochleistungskihen zu der Erkenntnis, dal3 die
Superovulationserfolge zwischen 50 — 70 Tage p.p. gut waren, sich zwischen
90 —110 Tage p.p. verschlechterten, um sich dann wieder zu verbessern.

Die Anzahl der Gelbkérper nach einer Superovulationsbehandlung in
Abhangigkeit von der Rastzeit wurde in der eigenen Arbeit nicht untersucht .
PREISINGER et al. (1992) ermittelten diesbezuglich tendenziell bessere
Ergebnisse vor dem 100. Laktationstag. Auch KRUIP et al. (1995)
berichteten von einer Zeitspanne reduzierter Ansprechbarkeit bei Holstein-
Frisian auf eine Superovulationsbehandlung um den 100. Laktationstag.
Anhand der eigenen Ergebnisse lassen sich solche Tendenzen nicht
bestéatigen, zumal es sich um eine Feldstudie handelt, bei der die einzelnen
Zeitraume nicht gleich haufig und damit auch nicht gleichberechtigt waren.
Eine Aussage Uber eine Zeitspanne besonders guter Ergebnisse ware in
Anlehnung an diese Ergebnisse nicht haltbar.

Die Kuhe der vorliegenden Arbeit wurden in die drei Altersklassen Rinder
(keine Abkalbung), Farsen (eine Abkalbung) und Kihe (zwei und mehr
Abkalbungen) eingeteilt.

Die Gesamtzahl gewonnener Eizellen und Embryonen (P= 0,0001) und die
Qualitat der Embryonen (Anzahl degenerierter Embryonen: P= 0,0001;
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Anzahl transfertauglicher Embryonen: P= 0,018) unterlagen einer
signifikanten Beeinflussung durch das Alter der Spenderkuh.

Dabei verbesserten sich im Mittel die Ergebnisse mit steigendem Alter der
Tiere (Gesamtzahl gewonnener Eizellen und Embryonen: 6,54 + 5,28; 7,67+
6,31; 9,44+ 7,22 und Anzahl transfertauglicher Embryonen: 3,91+4,07;

4,69 + 4,63; 577+ 4,96). Auch der Prozentsatz tauglicher Embryonen
verbesserte sich in dieser Reihenfolge. Der Anteil degenerierter Embryonen
an der Gesamtzahl der gewonnenen Embryonen war jedoch in der
Altersklasse ,Kihe* am hochsten.

Der Einflu3 des Alters auf die Gesamtzahl gewonnener Embryonen und die
Embryonenqualitdt wurde auch von GUSTAFFSON und JANSON (1992)
untersucht. Bei den Tieren handelte es sich um Farsen im Alter von 12-32
Monaten. Sowohl die Gesamtzahl gewonnener Embryonen als auch die
Embryonenqualitat waren bei den Aalteren Tieren signifikant besser. In
anderen Studien erzielten Kihe im Alter von 3-10 Jahren deutlich bessere
Ergebnisse als Tiere >10 Jahre (HASLER 1983, 1987). Diese Ergebnisse
decken sich mit den Beobachtungen von DONALDSON (1984), der bei
Kihen bis zu einem Alter von 10 Jahren konstante Resultate, bei Kiihen >10
Jahren jedoch eine zunehmend verschlechterte Embryonenqualitat bei
gleichbleibenden Gewinnungszahlen beobachtete. Tiere diesen Alters sind in
der eigenen Arbeit auf Grund mangelnder Haufigkeit nicht beriicksichtigt
worden, so dal3 keine Aussage dariiber getroffen werden kann, ob und ab
welcher hoheren Altersklasse eine Verschlechterung der Superovulations-
ergebnisse auftrat. Die Primordialfollikel sind in ihrer Gesamtzahl bereits vor
der Geburt festgelegt und vermindern sich mit jedem Zyklus kontinuierlich.
Nach GORDON (1996) gibt es keinen Grund zu der Annahme, daf} in der
reproduktionsfahigen Phase der Kuh mit zunehmendem Alter die
Superovulationsantwort der Ovarien zuriickgeht, solange noch gentugend
stimulierbare Follikel vorhanden sind. Mdbglicherweise ist jedoch eine
Verschlechterung  der  Ansprechbarkeit der Ovarien auf die
Superovulationsinduktion eher darin zu sehen, dal mit zunehmendem Alter
haufiger Reproduktionsstérungen auftreten, die im unstimulierten Zyklus evtl.
gar nicht auffallen (DESAULNIERS et al. 1995).

LERNER et al. (1986) ermittelten in ihrer Studie an 339 Holstein-Friesian
Kidhen ein Optimum der Merkmale Gesamtzahl gewonnener Eizellen und
Embryonen sowie der Embryonenqualitdt mit 5,6 Jahren. Auch ISOGAI et al.
(1993) erzielten bei 4-5 jahrigen Kiihen die besten Superovulationsresultate.
Dieses deckt sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, da in der
Altersklasse ,Kihe" diese Tiere vertreten sind. Die eigenen Ergebnisse
konnten auch eine eher tierziichterische Ursache haben. So wird mit
zunehmender Kalbezahl auch indirekt eine verscharfte Selektion auf
Fruchtbarkeit betrieben. Werden Rinder noch relativ unselektiert eingesetzt,
so werden mit zunehmender Kalbezahl von den Landwirten nur noch die
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Tiere vorgestellt, die bereits eine gute Fruchtbarkeitsleistung aufweisen - und
je hoher die Kalbezahl, desto weniger werden Tiere mit Fruchtbarkeits-
problemen vertreten sein. Die Selektionsscharfe nimmt folglich zu.

Als letzter potentieller Einflul3faktor seitens der Donorkuh wurde die Anzahl
von Superovulationen innerhalb einer Laktation analysiert.

Im internationalen Schriftum sind kontronverse Resultate nach wiederholten
Superovulationen beschrieben worden. Wahrend SACHER et al. (1987) oder
CHAUAN et al. (1994) annahrend konstante Ergebnisse und OIKAWA (1998)
nur eine leichte Verschlechterung derselben beobachteten, ermittelten
andere Autoren deutliche Verringerungen nach drei (WARFIELD et al. 1986)
bzw. funf Superovulationen (HASLER et al. 1983).

Bei der Analyse des dieser Arbeit zu Grunde liegenden Datenmaterials stellte
sich eine zunehmende, signifikante Verschlechterung der Embryonenqualitat
mit steigender Superovulationsanzahl / Laktation heraus (erste Super-
ovulation: Edeg: 3,35 + 4,6; Ounb: 0,49 + 1,68; Etaug: 4,99 + 4,72; zwei
Superovulationen: Edeg: 3,81 + 4,99; Ounb: 0,53 + 1,28; Etaug: 4,53 + 4,96;
drei und mehr Superovulationen: Edeg: 4,40 + 5,07; Ounb: 0,66 + 6,98;
Etaug:4,14 + 4,88).

Der Prozentsatz tauglicher Embryonen nahm mit steigender
Superovulationszahl in der aktuellen Laktation kontinuierlich ab.

In Gegensatz zu den Ergebnissen von ROMANOWSKI et al. (1980) und
CAMP (1989) verringerte sich die Anzahl gewonnener Eizellen und
Embryonen nicht, sondern lag im Gegenteil bei der Gruppe mit drei und mehr
Superovulationen Uber den Ergebnissen der beiden anderen Gruppen. Diese
Beobachtung machten auch PREISINGER et al. (1990), sie ermittelten
ebenfalls fur die dritte Superovulation die besten Resultate. Auch hier mag
eine unbewul3te Selektion auf fruchtbare Tiere seitens der Landwirte
betrieben worden sein, indem nur Tiere mit guten Ergebnissen erneut
superovuliert wurden.

In der eigenen Arbeit verschlechterte sich mit zunehmender Super-
ovulationsanzahl die Qualitdt der Embryonen jedoch signifikant (Anzahl
degenerierter Embryonen: P= 0,035, Anzahl unbefruchteter Oozyten:
P=0,004).

Dabei wies Gruppe 1 signifikant bessere Ergebnisse auf als Gruppe 2 und 3
(P< 0,05).

Diese Resultate stimmen mit den Beobachtungen von WICHMANN (1990),
DE RUIGH et al. (1995) und WOOLIAMS et al. (1995) Uberein, die mit
zunehmender Anzahl von Superovulationen pro Laktation eine Ver-
schlechterung der Embryonenqualitat bzw. -vitalitat feststellten.

WOOLIAMS et al. (1995) etwa ermittelten an Holstein-Friesian- Kilhen bei
konstanten Embryonengewinnungsraten eine Abnahme des Prozentsatzes
tauglicher Embryonen bei einer gleichzeitig steigenden Rate unbefruchteter
Oozyten.
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Aus den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Einfluf3faktoren seitens der
Donorkuh wird die Notwendigkeit einer strengen Vorselektion der Tiere
deutlich, denn nur so kodnnen dauerhaft gute Ergebnisse nach einer
Superovulationsbehandlung erwartet werden.

5.2 EINFLUR DES GONADOTROPINS

Fur die grof3e Variabilitat der Superovulationsergebnisse in Embryotransfer-
programmen beim Rind ist nicht zuletzt das zur Superovulationsinduktion
verwendetete Gonadotropin verantwortlich. In der Regel handelt es sich bei
den verwendeten Praparaten um eCG, FSH oder hMG (HAHN 1988). Sie
unterscheiden sich hinsichtlich des Superovulationserfolges, gemessen an
der Gesamtzahl gewonnener Eizellen und Embryonen sowie der Qualitat der
Embryonen, zum Teil erheblich. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
bestétigen dies.

Im Beobachtungszeitraum wurden auf der Station Georgsheil vier
verschiedene Préparate zur Superovulationsbehandlung eingesetzt:

FSH-P®, porcines FSH (Folltropin-V ®), ovines FSH (Ovagen®) und PMSG
(Intergonan®) mit Anti-PMSG. Der EinfluR des verwendeten Praparates auf
die Ergebnisse der Superovulation stellte sich als statistisch signifikant
heraus. Die Anzahl gewonnener Eizellen und Embryonen unterlag einer
hochsignifikanten Beeinflussung (P= 0,0001), die Anzahl transfertauglicher
Embryonen und damit die Qualitat derselben einer signifikanten
Beeinflussung (P= 0,007).

Die erzielten Mittelwerte in bezug auf die untersuchten Merkmale differierten
erheblich (Gesamtgewinnungszahl: 9,69 + 7,37 fur FSH-P®, 8,96 + 7,16 flur
Folltropin-V®, 7,38 + 5,67 fir Ovagen® und 6,32 + 5,24 fur PMSG; Anzahl
transfertauglicher Embryonen: FSH-P®: 5,05 + 4,73; Folltropin-V®: 4,67 +
4,27; Ovagen®: 3,89 + 3,9; PMSG: 3,08 + 3,57). Dabei waren FSH-P® und
Folltropin-V® den beiden anderen Praparaten signifikant Uberlegen,
unterschieden sich jedoch untereinander nicht signifikant.

Der Einsatz des Praparates FSH-P® fuhrte allerdings im Mittel zu der
hochsten Zahl degenerierter Embryonen pro Spulung (3,77 + 5,09). PMSG
schnitt bei diesem Vergleich mit 2,77 + 4,23 deg. Embryonen / Spilung am
besten ab, signifikant besser als FSH-P® und Folltropin-V® (P< 0,05). Diese
Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen von STAIGMILLER et al.
(1992), die bei der Verwendung von FSH eine deutlich hoéhere Anzahl
degenerierter Embryonen als beim Einsatz von PMSG ermittelten. Betrachtet
man allerdings den Prozentsatz tauglicher Embryonen und nicht die
absoluten Zahlen, so schnitten FSH-P® und Ovagen® mit 38,20% bzw.
38,90% degenerierten Embryonen besser ab als Folltropin-V® (40,00%) und
PMSG (43,82%). Das relativiert die absoluten Zahlen, denn bei einer
hoheren Gesamtzahl gewonnener Eizellen und Embryonen kdnnen



DISKUSSION SEITE 97

vergleichsweise mehr degenerierte Embryonen auftreten und so zeigte sich
FSH-P® letztlich Uberlegen.

In einem Vergleich von Folltropin-V® ( LH-Gehalt: 16%) und einem FSH-
Praparat mit hoherem LH-Gehalt (1:1) an 90 Farsen lagen die
Ovulationszahlen aber auch die Anzahl unbefruchteter Oozyten und
degenerierter Embryonen nach FSH-Einsatz signifikant hdher als nach
Folltropin-V ® (KELLY et al. 1997). Diese Ergebnisse decken sich zum Teil
mit den eigenen. FSH-P® wies in dieser Studie eine, wenn auch nicht
signifikant hohere Gesamtzahl an gewonnenen Eizellen und Embryonen auf
als Folltropin-V®, die Anzahl unbefruchteter und degenerierter Embryonen
lag jedoch bei Verwendung von FSH-P® noch (ber den Werten von
Folltropin-V®. DETTERER et al. (1997) beobachteten im Gegensatz dazu
eine leichte Uberlegenheit von Folltropin-V® gegen FSH hinsichtlich der
Embryonengewinnungszahl. Dieser Studie lagen ebenfalls Daten aus der
ET-Station des VOSt zugrunde, doch wurde mit einer erheblich kleineren
Stichprobe als in der vorliegenden Arbeit gearbeitet.

Die Bedeutung des unterschiedlichen LH-Gehaltes von FSH-Praparaten fur
die Erfolge einer Superovulationsbehandlung war bereits Gegenstand
zahlreicher Untersuchungen (ALMEIDA 1987; BOLAND 1991, 1994,
HERRLER et al. 1991; MAPLETOFT et al. 1992; KELLY et al. 1997). Ein
einheitliches Ergebnis konnte jedoch nicht erzielt werden.

Das optimale FSH:LH Verhaltnis fur die Superovulationsinduktion bei
Holstein-Friesian soll bei 3:1 liegen, bei sdugenden Charolaiskiihen bei 0,5:1
(CHUPIN et al. 1987).

Das auf der Station Georgsheil im Untersuchungszeitraum eingesetzte FSH-
P® wie einen FSH:LH- Verhaltnis von 1 : 1,6 auf.

Generell wird ein hoher LH-Gehalt fir verminderte Ergebnisse der
Superovulationsbehandlung verantwortlich gemacht (DONALDSON und
WARD 1987, GONZALEZ et al. 1990, HERRLER et al. 1991). Hohe LH-
Gehalte sollen eine friihzeitige Ovulation und Luteinisierung unreifer Follikel
verursachen und eine hohe Anzahl von Embryonen schlechter Qualitat
bedingen (CALLESEN et al. 1987, MAPLETOFT et al. 1991). Dagegen soll
die Embryonengewinnungsrate nach dem Einsatz von hochgereinigten FSH-
Praparaten mit niedrigem LH-Anteil verringert sein (CHUPIN et al. 1987,
SCHMIDT et al. 1988). HERRLER et al. (1991) ermittelten fir Praparate mit
40% LH bessere Ergebnisse als fur Praparate mit 20% oder 60% LH.
MAPLETOFT et al. (1992) konnten jedoch bei einem Vergleich von drei
Praparaten mit unterschiedlichem LH-Gehalt (100%, 16%, 2%) nach sub-
kutaner Applikation keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der erzielten
Ergebnisse ermitteln und sahen so einen gesicherten Einflul? des Anteils an
LH auf die Superovulation als nicht erwiesen an. In der eigenen Arbeit
unterschieden sich FSH-P® und Folltropin-V® nicht signifikant voneinander.
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Die meisten FSH-Praparate sind porcinen Ursprungs, es gibt jedoch auch ein
ovines FSH- Praparat mit niedriger LH-Aktivitat (HENDERSON et al. 1990).
Die Eignung des ovinen FSH (Ovagen®) zur Superovulationsinduktion beim
Rind im Rahmen eines kommerziellen ET-Programmes sollte in der
vorliegenden Arbeit untersucht werden.

Dazu wurden die Ergebnisse nach einer Superovulation induziert durch
Ovagen® mit den Resultaten nach FSH-P®, Folltropin-V® und Intergonan®
Applikation verglichen.

Ovagen®, ovines FSH, wird beim Rind sehr selten zur Superovulations-
induktion eingesetzt und im internationalen Schrifttum sind nur wenige
Veroffentlichungen vorhanden. Zudem sind die Ergebnisse nach dem Einsatz
von Ovagen® kontrovers. Der Hersteller ICP empfiehlt fir Ovagen® beim
Rind zur Superovulationsauslosung acht intramuskulare Injektionen im
Abstand von 12 Stunden in einer gleichbleibenden Dosierung von 1,25 —-2,5
ml (1ml entsprechen 0,88 mg NIADDK-oFSH-17 bzw. 17,6 mg NIH- FSH-
S1). In den wenigen Referenzen im Schrifttum wird die Dosierung
uneinheitlich in einer der drei moglichen Einheiten angegeben, so dal3 ein
direkter Vergleich der Dosierungen nicht mdglich ist.

Um einen besseren Vergleich der Studien zu ermdglichen, wurden in der
vorliegenden Arbeit die Dosierungen der Autoren in ml Ovagen®
umgerechnet.

BROADBENT et al. (1996) erzielten nach dem Einsatz von Ovagen® in einer
niedrigen Dosierung (10,3 ml Gesamtdosis aufgeteilt auf acht gleiche Dosen
2x tgl. i.m. Uber vier Tage) bei Simmentaler Farsen im Mittel 7,7 gewonnene
Embryonen, davon waren 6 vital und 4,4 Embryonen von sehr guter Qualitat.
In hoherer Dosierung (12,27 ml aufgeteilt auf acht gleiche Dosen) waren die
erzielten Werte schlechter (7,7 gewonnene Embryonen, davon 3,1 Embry-
onen transfertauglich). In der vorliegenden Arbeit lagen die Ergebnisse leicht
unter den Werten nach Applikation der niedrigen Dosierung (7,38 + 5,67
Embryonen / Spilung, davon 3,89 + 3,90 Embryonen transfertauglich). Die
Applikation erfolgte tber finf Tage in absteigender Dosierung (3,5 - 1 ml bei
den Farsen), die Gesamtdosis ( 20 ml) lag deutlich Gber der verwendeten
Menge von BROADBENT et al. (1996). ECKERY et al. (1989) setzten drei
verschiedene Dosierungen ( 1,2 ml; 2,2 ml und 4,3 ml) Ovagen® zwei mal
taglich Gber vier Tage zur Superovulationsauslésung bei 32 Kihen ein. In der
niedrigsten Dosierung erzielten sie die besten Ergebnisse.

Eine zu hohe Gesamtmenge Ovagen® mag eine Ursache flur schlechtere
Superovulationsergebnisse sein. Denn eine Uberstimulierung der Ovarien
durch eine zu hohe Dosis eines Gonadotropindosis kann zur Atresie oder
aber frihzeitigen Ovulation unreifer Follikel und letztendlich zu niedrigeren
Befruchtungsraten und Embryonen schlechter Qualitat fihren (HYTTEL et al.
1988, 1991).
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JASKOWSKI und ZNANIECKI (1995) behandelten 22 Kihe Uber vier Tage
mit einer absteigenden Dosis Ovagen® (2,5 ml — 1,5 ml). Damit lag die
verwendetete Dosis Ovagen® niedriger als die auf der Sation Georgshell
verwendete Dosierung ( Rinder 2-1 ml, Farsen 3,5-1 ml; Kuhe 3,5-1 ml) Pro
Spulung erzielten die genannten Autoren im Mittel 5,5 Embryonen, davon
waren 5 Embryonen transfertauglich. Diese sehr gute Qualitdt der
gewonnenen Embryonen konnte in den eigenen Ergebnissen nicht bestatigt
werden. In einer vergleichenden Studie von ZNANIECKI und JASKOWSKI
(2997) mit Folltropin-V®, FSH-P® und Ovagen® erwies sich Ovagen® als
Uberlegen, die Anzahl gewonnener Eizellen/ Embryonen war hoch (6,82;
5,63; 7,33) und die Embryonen waren von sehr guter Qualitat (Anzahl
transfertauglicher Embryonen: 3,85; 2,72; 5,25). In der eigenen Arbeit wurde
zwischen diesen Préparaten eine andere Rangfolge ermittelt. Dies konnte
aber unter Umsténden auf Dosierungsunterschiede zuriickzufiihren sein. Im
Prozentsatz transfertauglicher Embryonen schnitt Ovagen® mit 52, 71 % in
der eigenen Arbeit ebenso gut ab wie FSH-P® (52,01% taugliche
Embryonen) und Folltropin-V® (52,12 % taugliche Embryonen). So erscheint
Ovagen® als Praparat zur Superovulationsinduktion beim Rind nicht
ungeeignet zu sein und die Ergebnisse dieser Arbeit sollten Anlal3 zu
weiteren Untersuchungen geben. Hierbei waren vor allem Versuche mit
unterschiedlichen Dosierungen von Ovagen® interessant, um eine fir das
Rind unter BerlUcksichtigung der Rasse optimale Dosis zur
Superovulationsinduktion zu ermitteln.

Mit den Angaben im internationalen Schrifttum decken sich jedoch die
eigenen Ergebnisse nach einer eCG-Behandlung (ALMEIDA 1987,
ALFURAIJI 1989, BROADBENT et al. 1996). ECG ist auf Grund seiner nur
einmaligen Applikation und den dadurch bedingten niedrigen Kosten ein
haufig zur Superovulationsinduktion beim Rind verwendetes Gonadotropin
(GOULDING 1996). Die Verwendung von FSH fuhrt jedoch in der Regel zu
hoéhere Embryonengewinnunsraten (GOULDING et al. 1991,1996). Dies trifft
fur alle FSH-Praparate der vorliegenden Arbeit zu. Trotz der Applikation von
Anti-PMSG mit der ersten Besamung waren die Mittelwerte in bezug auf die
untersuchten Merkmale signifikant schlechter als nach dem Einsatz von
FSH-P® oder Folltropin-V®. Es liegt die Vermutung nahe, daf3 die, durch die
lange Halbwertszeit von eCG bedingten, negativen Auswirkungen durch das
Antiserum nicht kompensiert werden konnten. Dies deckt sich mit den
Beobachtungen von CALLESEN (1992) und SPRINGMANN (1992), die
keine Verbesserung der Ergebnisse nach Anti-PMSG-Applikation festellen
konnten. Ein weiterer moglicher Grund fir die schlechten Ergebnisse kénnte
ein ungunstiges FSH:LH- Verhaltnis in den verwendeten Chargen gewesen
sein. Das FSH:LH- Verhéltnis variiert in verschiedenen Chargen ganz
erheblich und fuhrt zu sehr unterschiedlichen Ovulationsraten (MULLER



DISKUSSION SEITE 100

1990). Ursache fiur das unterschiedliche FSH:LH Verhéaltnis ist im
Hormonhaushalt der tragenden Stuten zu suchen, von denen das eCG
gewonnen wird, da es je nach Stadium der Trachtigkeit zum Zeitpunkt der
Gewinnung variiert (MURPHY et al. 1984).

5.3 EINFLUR DES BULLEN

In der vorliegenden Arbeit Ubte der Bulle einen signifikanten Einflu3 auf die
Befruchtungsrate und die Qualitat der gewonnenen Embryonen aus ( Anzahl
unbefruchteter Oozyten : P= 0,0054; Anzahl transfertauglicher Embryonen:
P= 0,041). Bei der Analyse des Einflusses des Besamungsbullen auf den
Prozentsatz transfertauglicher bzw. degenerierter Embryonen sowie
unbefruchteter Oozzyten erwies sich der Faktor ,Bulle” bei diesen drei
Merkmalen ebenfalls als signifikant (P < 0,05). Es bestand zudem innerhalb
der untersuchten Bullengruppe eine erhebliche Variabilitdt der Ergebnisse
bei den Merkmalen Anzahl und Prozentsatz transfertauglicher Embryonen,
so dafd von grol3en Fruchtbarkeitsunterschieden zwischen den eingesetzten
Vatertieren auszugehen ist (siehe Tabellen 31 und 33). Diese Unterschiede
stellten sich bei einigen Bullen beziiglich der Prozentsatze an tauglichen
bzw. degenerierten Embryonen und unbefruchteten Oozyten als statistisch
signifikant heraus ( Tabellen 28-30).

Vierzehn Bullen erzielten im Beobachtungszeitraum mehr als 60%, neun
Bullen weniger als 50% taugliche Embryonen. Zwischen verschiedenen
Bullen sind Fruchtbarkeitsunterschiede natirlich, sie sind jedoch nach der
Besamung superovulierter Kilhe unter Umstanden deutlicher zu erkennen
(GORDON 1996).

Spermien unterschiedlicher Vatertiere unterscheiden sich ganz erheblich in
ihrer Befruchtungsfahigkeit und die gezeugten Embryonen weisen paternal
abhangige, unterschiedlich gute Entwicklungspotentiale auf (HILLERY et al.
1990, SHI et al. 1991, BARANDI et al. 1993). MISRA et al. (1999)
untersuchten den Einflu3 von funf verschiedenen Bullen auf die Ergebnisse
der Superovulation (n= 64 Spendertiere ). Die Embryonenqualitat wurde
signfikant durch den Bullen beeinflul3t (Anzahl degenerierte Embryonen:
P=0,05, Anzahl unbefruchtete Oozyten: P=0,005; Anzahl taugliche
Embryonen: P= 0,005).

Dies deckt sich mit den eigenen Ergebnisse bei Tieren der Rasse Deutsche
Holstein-Friesian, bei denen eine signifikante paternale Abh&ngigkeit der
Embryonenqualitat (Prozent degenerierte Embryonen, Prozent unbefruchte
Oozyten, Prozent transfertaugliche Embryonen) nachgewiesen wurde (P <
0,05) . Die Gesamtzahl gewonnener Eizellen unterlag in der eigenen Arbeit
keiner paternalen Beeinflussung (P= 0,145.). Auch MISRA et al. (1999)
wiesen in ihren Untersuchungen keine paternale Beeinflussung dieses
Merkmals nach.
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Das eigene Ergebnis war insofern zu erwarten, als daf? man davon ausgeht,
dafl3 der Bulle die Ovulationsanzahl nicht beeinflussen kann, sondern diese
maf3geblich durch die Spenderkuh, das verwendete Gonadotropin zur
Superovulationsinduktion und Umweltfaktoren wie z.B. den Herkunftsbetrieb
beeinflul3t werden.

Unter In-vitro-Bedingungen uUbte in einer Studie von IJAZ et al.(1989) bovines
Seminalplasma einiger Bullen einen lytischen Effekt auf die Oozyten aus. Da
es sich aber bei kyrokonserviertem Sperma um stark verdiinntes Sperma
handelt, kann das Seminalplasma in der eigenen Arbeit keine Rolle spielen.
Aus dieser Sicht heraus |3t sich das Ergebnis nicht erklaren.

Ein weiterer Gegenstand der Untersuchungen in dieser Arbeit war ein
moglicher Zusammenhang zwischen der im KB-Einsatz ermittelten NRR
eines Bullen und seinem Erfolges im ET bei der Besamung superovulierter
Kihe.

In der statistischen Analyse konnte keine Korrelation zwischen den NRR der
eingesetzten Bullen und ihren erzielten Ergebnissen innerhalb des ET-
Programmes der Station Georgsheil nachgewiesen werden.

Es bestand keine nachweisbare Korrelation zwischen der Qualitat der
Embryonen und den ermittelten Non-Return-Raten. Bulle 2 mit einer hohen
NRR von 79,71% am Tag 56 erzielte im Mittel nur 4,60 taugliche Embryonen
wahrend Bulle 4 mit der NRR von 63, 64% am Tag 56 einen Mittelwert von
8,00 tauglichen Embryonen / Spulung erreichte. Auch der Prozentsatz
tauglicher Embryonen an der Gesamtzahl gewonnener Eizellen und
Embryonen korrelierte in der eigenen Untersuchung nicht mit den Non-
Return- Raten der untersuchten Bullen. So erzielte z.B. Bulle 5 mit einer
NRR am Tag 56 von 72,42% nur 39, 35% taugliche Embryonen, Bulle 27
dagegen wies im Beobachtungszeitraum bei einer NRR am Tag 56 von
61,2% den hohen Prozentsatz von 72,07% tauglichen Embryonen auf.

Vergleichbare Resultate in Bezug auf die NRR erzielten MISRA et al.(1999),
die keine Korrelation zwischen der Fruchtbarkeit eines Bullen im KB-Einsatz
und seinem Erfolg in einem ET-Programm nachweisen konnten. In ihrer
Studie wies der Bulle (n=5) mit der niedrigsten NRR von 50,30% die héchste
Befruchtungsrate von 93,75% und die hdchste Anzahl transfertauglicher
Embryonen (d 6) auf (84,4%).

LINNENBRINK (1990) konnte keinen Zusammenhang zwischen den NR-
Ergebnissen und der Fruchtbarkeit eines Bullen im IVF-Versuch nachweisen.
Dies deckt sich mit den Ergebnissen von MILLER et al. (1985), MILLER und
HUNTER (1987) und GRADL (1988).

Es gibt jedoch auch Untersuchungen, in denen eine Korrelation zwischen der
Fruchtbarkeit eines Bullen im KB-Einsatz und seiner Fruchtbarkeit in ET-
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Programmen vorlag (HILLERY et al. 1990, MARQUANT LE GUIENNE et al.
1990, SHAMSUDDIN und LARSSON 1993).

Die eigenen Ergebnisse verdeutlichen in Ubereinstimmung mit Autoren wie
LINNENBRINK (1990) und MISRA et al. (1999), dal3 Bullen mit hoher NRR
nicht zwangslaufig einen hohen Erfolg im ET-Einsatz garantieren und im
Vorfeld eine Fruchtbarkeitsprifung gunstig ware, um befriedigende
Ergebnisse zu erzielen.

In der vorliegenden Arbeit wurde schlief3lich auch der potentielle Einflu3 des
Besamungsbullen auf das Geschlechtsverhéltnis seiner Nachkommen
Uberpruft. In der Rinderzucht ist es je nach Zuchtziel von Interesse, Nach-
kommen des einen oder anderen Geschlechts zu produzieren (GORDON
1996). Eine Moglichkeit der Geschlechtsbeeinflussung stellt im Prinzip die
Insemination mit nach X- oder Y-Chromosom getrennten Spermien dar
(SEIDEL et al. 1996). Die technischen Ansétze zu dieser Trennung der
Spermien sind vielgestaltig. Erwéhnt seien hier z.B. die Zentrifugation, die
Elektrophorese oder die Durchflul3zytometrie (GORDON 1996). Bei diesen
Techniken versucht man, die Spermien auf Grund ihres unterschiedlichen
DNA-Gehaltes aufzutrennen. VAN MUNSTER et al. (1999) stellten Volumen-
unterschiede in der Kopfregion der X- bzw. Y- Chromosom tragenden
Spermien fest und sahen darin fir die Zukunft eine Mdoglichkeit der
Unterscheidung der Spermien.

Ein anderer Ansatzpunkt zur Auswahl des Geschlechts der Nachkommen
stellt im Embryotranfer das ,Sexen® durch Nachweis geschlechtspezifischer
DNA- Sequenzen dar (NIBART et al. 1993).

Weniger aufwendige Anséatze sind Gegenstand von Untersuchungen, die
sich mit dem potentiellen Einflu3 des Besamungszeitpunktes auf das Ge-
schlecht der Nachkommen befassen (DOMINKO und FIRST 1997,
GUTIERREZ-ADAN et al. 1999, RORIE et al. 1999).

Dabei konnte in einigen Untersuchungen unter In- vitro-Bedingungen ein
signifikanter Einfluld des Inseminationsszeitpunktes auf das
Nachkommengeschlecht nachgewiesen werden. Eine spate Insemination (im
IVF-Versuch 8 Stunden nach Ausschleusung des Polkérperchens) fuhrte zu
einer Verschiebung (1,67:1) zu gunsten mannlicher Embryonen
(GUTIERREZ-ADAN et al. 1999).

Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen von DOMINKO und
FIRST (1997), die ebenfalls den Reifungsgrad der Oozyte zum Zeitpunkt der
IVF fur das Geschlechtsverhaltnis der Nachkommen verantwortlich machten.
Auch sie ermittelten acht Stunden nach Ausschleusung des Polkérperchens
eine Verschiebung zu gunsten mannlicher Nachkommen

Die In- vitro Ergebnisse sind allerdings mit In- vivo- Bedingungen nicht
unbedingt zu vergleichen.
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WEHNER et al. (1997) beobachteten nach spater Insemination in vivo eine
Verschiebung zu mehr méannlichen Embryonen. RORIE et al. (1999) konnten
in ihrer Studie jedoch nach 139 Besamungen von Kihen keinen signifikanten
Einflull des Besamungszeitpunktes auf das Geschlecht der Nachkommen
nachweisen. Eine Klarung steht aus.

In der vorliegenden Arbeit wurde der potentielle Einflud des Besamungs-
bullen auf das Geschlecht der geborenen Kalber tUberpruft. Dabei konnte fur
die Bullenpopulation der Studie kein statistisch gesicherter Einflu3 nachge-
wiesen werden. Das gefundene Ergebnis unterschied sich nicht signifikant
von dem erwarteten Verhaltnis mannlich/ weiblich von 1:1.

Dieses Ergebnis deckt sich mit dem der Untersuchung von RORIE et al.
(1999), die bei 13 getesteten Bullen ebenfalls keine EinfluBnahme auf das
Geschlecht nachweisen konnten. Zu diesem Resultat gelangten auch JOBST
und NEBEL (1998) in ihrer Auswertung von 822 Kalbungen aus 11 Herden.
In der der eigenen Untersuchung zugrunde liegenden Bullenpopulation gab
es jedoch einige Bullen, die im Untersuchungszeitraum deutlich mehr
mannliche bzw. weibliche Kélber zeugten (Bullen 14, 25 und 26 > 60%
mannliche Kalber; Bullen 19, 30, 28, 3, 17 mehr als 60% weibliche Kalber).
CHANDLER et al. (1998) berichteten, dal3 das Verhéltnis von X :Y- Chromo-
som tragenden Spermien bei verschiedenen Bullen signifikant unter-
schiedlich sein kann und diese Tatsache zu einem veranderten Geschlechts-
verhaltnis fihren kann. Dies kdnnte eine der moglichen Erklarungen fur das
beobachtete Phanomen bei den beschriebenen Bullen der vorliegenden
Arbeit sein.

Fir die gesamte Population der Bullen aus der eigenen Arbeit gilt dieses
jedoch nicht und das erwartete Geschlechtsverhaltnis von 1 : 1 (KING et al.
1991) blieb vom Bullen unbeeinfluf3t.

5.4 EINFLUR DES BESAMUNGSTYPS

Uber die Ergebnisse der Embryonengewinnung nach verschiedenen
Besamungstypen wird in der Literatur kontrovers Dberichtet. Nach
PREISINGER et al. (1990) kdnnen unterschiedliche Besamungsanzahlen zur
Variabilitat der Ergebnisse beitragen.

In der eigenen Arbeit wurden drei verschiedene Besamungsschemata
untersucht (einmalige Besamung mit einem Bullen ( Typ 1, n= 21), Doppel-
besamung mit dem gleichen Bullen (Typ 2, n=1294), Doppelbesamung mit
zwei verschiedenen Bullen (Typ 3, n=276). Vor allem eine mdgliche
Verbesserung der Ergebnisse der Embryonengewinnung durch die
Doppelbesamung mit zwei verschiedenen Bullen sollte in der vorliegenden
Arbeit Uberpruft werden.
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In der eigenen statistischen Analyse konnten keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Besamungsformen festgestellt werden (P> 0,05). Im
Vergleich der Mittelwerte zeichnete sich jedoch ein Trend ab. So
verbesserten sich die Ergebnisse in der Reihenfolge der Besamungsformen
Typl, Typ2, Typ 3 sowohl bei dem Merkmal Gesamtzahl gewonnener
Eizellen und Embryonen (8,83+ 5,31; 9,09+ 4,63; 9,11+ 6,03) als auch bei
dem Qualitatsmerkmal Anzahl tauglicher Embryonen (5,12+ 4,2; 5,41+ 5,24;
5,54+ 4,39). Diese Tendenz zeigte sich vor allem an dem Prozentsatz
tauglicher Embryonen deutlich (57,98%; 59,51%; 60,81%), der Prozentsatz
unbefruchteter Oozyten und degenerierter Embryonen verringerte sich
gleichzeitig in der selben Reihenfolge.

Weiterhin bestand keine statistisch gesicherte Grundlage fur die Annahme,
da sich bei den Doppelbesamungen mit zwei verschiedenen Bullen
Uberwiegend die zeitlich friihere oder spatere Besamung durchsetzte. Es ist
viel mehr anzunehmen, dal3 unter Umstanden der direkte Zeitvorteil, den ein
Bulle  gegenuber dem  anderen hinsichtlich  des  optimalen
Besamungszeitpunktes gehabt haben mag (DZIUK 1996), in dieser Studie
nicht entscheidend war. Der optimale Besamungszeitpunkt beinhaltet jedoch
auch die, bei Spermien verschiedener Tiere individuell unterschiedliche
bendtigte Zeit zur Kapazitation der Spermien und setzt sie ins Verhéaltnis zum
Ovulationszeitpunkt. Weicht dieses Verhaltnis fir einen Bullen zu stark vom
tatsachlichen Besamungszeitpunkt ab, so wird sich das Nachkommens-
verhaltnis zu seinen ungunsten verschieben (DZIUK 1996). Uber diese
Parameter war bei den Bullen der eigenen Studie jedoch nichts bekannt.

Es ist festzuhalten, dal3 es sich bei den Doppelbesamungen in dieser Arbeit
nicht um heterosperme Insemination im engeren Sinne gehandelt hat, bei der
die Spermien unterschiedlicher Bullen zum Zeitpunkt der Besamung bereits
gemischt vorliegen miuf3ten (DZIUK 1996).

Ein direkter Vergleich mit den HI-Versuchen, wie sie von Autoren wie
BEATTY (1960), STEWART (1974) und REVELL (1993) beschrieben
wurden, ist folglich nicht méglich.

Festzuhalten ist, dall es sich bei den von DETTERER et al. (1997)
beschriebenen ,Mischspermaversuchen“ nicht um echte heterosperme
Insemination gehandelt hat (DETTERER 1999, personliche Mitteilung). Die
Autoren analysierten ebenfalls den Einflud der Besamungsform auf die
Erfolge der Embryonengewinnung und nutzten hierfir auch das
Datenmaterial der VOSt-ET- Georgsheil, allerdings eine wesentlich kleinere
Stichprobe als in der vorliegenden Untersuchung. Die von den Autoren als
Mischsperma (,mixed sperm*) bezeichnete Besamungsform betraf aber im
Grunde ebenso eine Doppelbesamung mit zwei verschiedenen Bullen.
DETTERER et al.(1997) ermittelten folglich fir die Doppelbesamung mit



DISKUSSION SEITE 105

zweli verschiedenen Bullen (n= 174) leicht verbesserte
Embryonengewinnungsergebnisse.

Uber Doppelbesamungen mit zwei verschiedenen Bullen gibt es im
internationalen Schrifttum kaum Angaben und Erfahrungswerte. WICHMANN
(2990) konnte in ihrer Auswertung von ET-Daten aus 14 Milchviehbetrieben
keine signifikante  EinfluBnahme der Besamungsanzahl auf die
Superovulationsergebnisse feststellen, allerdings lagen die Gewinnungsraten
nach zweimaliger Besamung mit zwei verschiedenen Bullen (n= 135) leicht
Uber den Ergebnissen nach der Insemination mit nur einem Bullen.

MARTIN und DZIUK (1977) sowie WEGMANN (1990) gingen bei Schweinen
von einer insgesamt gesteigerten Befruchtungsrate bei der Verwendung von
Doppelbesamungen mit verschiedenen Vatertieren aus, weil die Chance
steigt, unter den Probanden einen fertilen Eber zu haben. Dies gilt genauso
fur Bullensperma. GROOTEN (1988) sprach in diesen Fallen beim Schwein
von einem Heterosiseffekt.

Die verbesserten Resultate beziglich des Prozentsatzes tauglicher
Embryonen nach der Doppelbesamung mit zwei verschiedenen Bullen in der
vorliegenden Arbeit sollten Anla3 zu weiteren Untersuchungen geben,
scheint doch insgesamt eine leichte Uberlegenheit der Doppelbesamung mit
zwei verschiedenen Bullen zu bestehen.

In der vorliegenden Arbeit wurde aufl3erdem die Besamungshaufigkeit
hinsichtlich einer potentiellen EinfluBhahme auf die Ergebnisse der
Embryonengewinnung untersucht.

Nach NEWCOMB (1980) ist fur moglichst hohe Befruchtungsraten
mindestens eine zweimalige Besamung vorzunehmen. MONCADA (1979)
begriindete diese Notwendigkeit damit, dal® nach induzierter Superovulation
die Ovulationen u.U. Uber einen Zeitraum von bis zu 24 Stunden erfolgen
kbnnen und eine zweimalige Besamung die Chance des optimalen
Besamungszeitpunktes erhéht. Dieses kann anhand der eigenen Daten, die
keine signifikante Verbesserung nach zweimaliger Besamung aufwiesen, nur
bedingt bestatigt werden. Allerdings wurde in der Station Georgsheil der
Ovulationszeitraum durch die Applikation von hCG mit der ersten Besamung
eingeengt.

FREISCHMANN (1990) konnte in seiner statistischen Auswertung von
Erstbesamungserfolgen in einer groR angelegten Feldstudie (196.741
einmalige Besamungen, 16.477 Doppelbesamungen) keine signifikanten
Verbesserungen der NRR nach Doppelbesamungen feststellen (eine
Besamung: 69,4%, Doppelbesamung: 67,8%). Der Autor empfielt deshalb
eine zweite Besamung nur in den Fallen, in denen 24 h nach der ersten
Besamung noch Brunstsymptome vorhanden sind. HUITRON CALDERON
(1991) beobachtete in seiner Untersuchung an 1500 Milchkihen ebenfalls
keine  Beeinflussung der Konzeptionsrate  durch  verschiedene
Besamungshéaufigkeiten innerhalb einer Brunst.
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Eine signifikante Verbesserung der Embryonenqualitat bei Kihen nach
multipler Besamung konnte KNICKEL (1991) nachweisen. Die Anzahl trans-
fertauglicher Embryonen nach 3-4 maliger Besamung lag mit 67,4%
signifikant tber der nach 1-2 maliger Besamung (42%). Die Embryonen-
gewinnungsrate wurde nicht beeinflusst.

Die Ergebnisse der eigenen Arbeit lassen einen Trend zu verbesserten
Ergebnissen nach mehrfacher Besamung wund vor allem nach
Doppelbesamung mit zwei verschiedenen Bullen erkennen. Sie sind
statistisch nicht abgesichert, sollten jedoch Anlald zu weiteren Unter-
suchungen der Mischspermabesamung, vor allem auch der HI im engeren
Sinne geben. Dabei ware es aber sinnvoll, geeignete Bullenkombinationen
vorab zu testen, da es durch die Mischspermaportion nicht immer zu
Verbesserungen der Befruchtungsrate kommt und man davon ausgehen
muf3, dal3 nicht jede Kombination der Ejakulate mannlicher Tiere geeignet ist
(BORTOLOZZO 1992). Die Eignung der Bullen fir den ET sollte ebenfalls
geprift werden, da wie in dieser Arbeit erwiesen, hohe NRR nicht immer eine
Eignung der Bullen fir den Einsatz im ET garantieren.

Auch die Bedeutung von heterologem Seminalplasma fir den
Besamungserfolg sollte in diesem Zusammenhang untersucht werden,
konnten doch HENAULT und KILLIAN (1995) im In-vitro-Versuch durch die
Zugabe von Seminalplasma hochfertiler Bullen zu Spermien subfertiler
Bullen die Befruchtungsrate steigern.

Vor allem beim Schwein sind in den letzten Jahren zahlreiche
Untersuchungen zur Bedeutung des Seminalplasmas fur die
Befruchtungsrate vedoffentlicht worden:

So konnten NEHRING et al. (1994) durch heterologes Seminalplasma
gegenuber homologem Seminalplasma die Motilitdt der Spermien und den
Prozentsatz motiler Spermien positiv beeinflussen. Diese Verbesserung
gelang jedoch nur, wenn das zugegebene Seminalplasma aus einem
originaren Ejakulat mit hohen Spermienmotilitatswerten stammte. Die
Berichte im Schrifttum (ber verbesserte Befruchtungsraten nach
Seminalplasmapplikation sind jedoch kontrovers. Wahrend RATH et al.
(1989) nach einer Seminalplasmainfusion keine hdéheren Befruchtungsraten
nachweisen konnten, erzielten WABERSKI et al. (1994) bei mit
Seminalplasma vorbehandelten Sauen signifikant hohere Befruchtungsraten.
Seminalplasma wird beim Schwein aul3erdem eine ovulationsinduzierende
Wirkung zugeschrieben ( WABERSKI et al. 1997) Uber derartige Versuche
beim Rind ist nichts bekannt.
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5.5 EINFLUR VON SAISON UND JAHR

Der Einflul3 der Saison auf die Erfolge einer Superovulationsbehandlung wird
im Schrifttum widerspruchlich diskutiert. HAHN (1990) ging von einer
jahreszeitlichen Abhéangigkeit der ovariellen Reaktion auf exogene
Gonadotropine aus. Unter extremen Klimabedingungen, im subtropischen
und tropischen Raum, bestétigte sich diese Vermutung: Bei grof3er Hitze
und/oder grofRer Trockenheit war die Fruchtbarkeit bei Kihen deutlich
vermindert (BADINGA et al. 1985, DROST et al. 1987, TEGEGNE et al.
1997).

Maternale Hyperthermie Ubte einen negativen Einflul3 auf die Entwicklung
und die Uberlebensrate der Embryonen aus (GORDON et al. 1987, MONTY
und RACOWSKY 1987).

Dabei waren laktierende Kihe, die durch die Milchproduktion bereits eine
hohe metabolische Warmeentwicklung aufweisen, empfindlicher gegentber
hohen AulRentemperaturen als Rinder (THATCHER und COLLIER 1986).

In gemaRigten Klimazonen sind die Ergebnisse der Untersuchungen
kontrovers. PUTNEY et al. (1988, 1989) stellten eine klimaabhangige Fertili-
tat bei Kilhen fest, Tagestemperaturen unter +1 °C oder tber + 43°C beein-
fluBRten die Superovulationserfolge negativ. Im Sommer stieg der Anteil dege-
nerierter Embryonen an der Gesamtzahl gewonnener Embryonen signifikant
an. In einer weiteren Untersuchung an akut hitzegestressten Kihen wurde
Uber eine GnRH- induzierte signifikant verminderte, préovulatorische LH-
Ausschuttung berichtet (GILAD et al. 1993).

In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch keine statistisch abgesicherte,
saisonale Beeinflussung der Superovulationsergebnisse ermittelt werden.
Dieses Ergebnis deckt sich mit den Untersuchungen von MASSEY et al.
(1984), SHEA et al. (1984), WICHMANN (1990) und KINSEL et al. (1998).
Die genannten Autoren konnten ebenfalls keinen gesicherten Einflu3 der
Saison auf die Embryonengewinnungsrate oder die Qualitdt der Embryonen
nachweisen.

Wahrend WICHMANN (1990) den Einflul3 der Jahre als vernachlassigbar
ermittelte, verschlechterten sich die Ergebnisse bei den dieser Arbeit zu
grunde liegenden Superovulationsbehandlungen Uber die Beobachtungs-
jahre 1991-1996 um sich dann 1997-1998 wieder zu verbesseren. Dies war
zwar insgesamt nur als Trend zu erkennen, sollte jedoch Anlal3 zur
Ursachenforschung auf der Station sein. Zumal im deutschen und im
europaischen Vergleich eine derartige Tendenz in den jahrlichen A.E.T.E.-
Statisiken (FEDDERSEN 1992-1994 HEYMAN 1996-1999) nicht zu
erkennen war.
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Moglich Ursachen waren neben reinen Managementméangeln z.B. ein
verstarkter Einsatz von fir den ET weniger geigneten Besamungsbullen oder
von Seiten der Donorkiihe zunehmend minderfertile Linien.

5.6 EINFLUR DES BETRIEBES

Ein gutes Herdenmanagement und Betriebsklima beeinflussen neben
anderen EinfluRfaktoren den Erfolg eines ET-Programms mal3geblich
(PREISINGER 1990, 1992; ROSCHLAU 1996).

CAMP (1989) untersuchte die Superovulations- und Trachtigkeitsergebnisse
in 18 Milchviehbetrieben und ermittelte einen signifikanten Einflul3 des
Betriebes auf die Qualitat der gewonnenen Embryonen. Die Embryonen-
gewinnungszahl unterlag einer hohen, jedoch nicht signifikanten Variabilitat
(Mittelwerte zwischen 10,4 und 3,9 gewonnenen Embryonen / Spulung) in
den Betrieben. Die Trachtigkeitsraten und der Prozentsatz lebender Kalber
unterlag wiederum einer hochsignifikanten, betrieblichen Beeinflussung.
Generell waren die Fruchtbarkeitsergebnisse in kleineren Betrieben (40-55
Tiere) besser als in gréReren Betrieben (55-89 Tiere), was der Autor auf eine
bessere Einzeltierbetreuung in kleineren Betrieben zurlckfuhrte. Die grol3e
betriebliche Beeinflussung der Superovulationsergebnisse ermittelte auch
WICHMANN (1990) in ihrer Untersuchung an 14 Milchviehbetrieben (n= 793
Tiere). In dieser Studie wurden sowohl die Anzahl gewonnener und
transfertauglicher Embryonen signifikant durch die Betriebe beeinflu3t. So
variierten die Mittelwerte von 4,7- 11 fur das Merkmal gewonnene
Embryonen und von 4,2- 7,9 bei der Anzahl transfertauglicher Embryonen

pro Spulung.
Die geschilderten Ergebnisse decken sich mit den eigenen.
Neunundzwanzig  ostfriesische  Milchviehbetriebe, in denen im

Beobachtungszeitraum 1934 Tiere superovuliert wurden, gingen in die
Analyse ein. Die erzielten Mittelwerte pro Spulung unterlagen einer grof3en
Variabilitdt zwischen den einzelnen Betrieben und reichten von 5,05+4,36 bis
13,26+7,2 fur das Merkmal Gesamtzahl gewonnener Eizellen und
Embryonen und von 2,79+293 bis 8,22+6,23 fur die Anzahl
transfertauglicher Embryonen. Der statistische Einflu3 des Betriebes auf die
Embryonengewinnungsrate und die Qualitdt der Embryonen erwies sich in
der vorliegenden Studie in beiden Fallen als hochsignifikant (P= 0,0001).
Der Faktor ,Betrieb” ist komplex zu sehen und beeinhaltet eine Zahl von
Einzelkomponenten. Betriebliches Management, Brunstbeobachtung,
Haltung, Futterung, Herdengrol3e, -gesundheit und —fruchtbarkeitsleistung
sowie die Laktationsleistung seien an dieser Stelle erwahnt.

Die genetische Herdenzusammensetzung spielt eine grofRe Rolle bei der
Fruchtbarkeit und den Ergebnissen einer Superovulationsinduktion
(ROMANOWSKY et al. 1980, HAHN 1986). In Herden mit einem Erstbesa-
mungserfolg von unter 50% lagen die Embryonengewinnungszahl/ Spilung
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und die Qualitat der Embryonen deutlich unter den Ergebnissen aus Herden
hoherer Erstbesamungserfolge. Deshalb pladieren Autoren wie McMILLAN
(1999) fur eine strenge Selektion auf fruchtbare Linien der Donortiere. Die
gute Einzeltierbetreuung ist vor allem fir die Gesundheitsiiberwachung und
Brunstbeobachtung von grof3er Bedeutung, die wiederum die Superovula-
tionsergebnisse beeinflussen (BROADBENT 1991, McMILLAN 1999). Dabei
konnten KINSELL et al. (1998) keine signifikanten Unterschiede zwischen
Anbinde- und Laufstallhaltung feststellen. Ungunstige Stallverhéltnisse wie
z.B. eine zu hohe Besatzdichte und damit verbundene Rangordnungskampfe
und Stresssituationen verschlechterten jedoch die Erfolge der Superovulation
(EDWARDS et al. 1987, MULLER 1990). Dabei reagieren nach HAHN et al.
(1987) v.a. Hochleistungstiere durch ihre angespannte metabolische Lage
empfindlich mit ihrer Fertilitat auf Haltungs- oder Futterungsmangel. Die
Bedeutung der Fitterung der Tiere, die ebenfalls unter den Oberbegriff
.Betrieb” fallt, ist in den letzten Jahren Gegenstand vieler Untersuchungen
gewesen.

So resultierte eine kurzfristige, restrikive Fitterung in einer verbesserten
Embryonenqualitdt (ROSCHLAU 1996, NOLAN et al. 1998). Eine Futterung
auf hohem Energieniveau hingegen fuhrte zu einer verringerten Anzahl
transfertauglicher Embryonen (GONG et al. 1999).

Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wird abschlieRend einmal
mehr die grof3e Bedeutung des multifaktoriellen Oberbegriffes ,Betrieb®
deutlich. Nur eine Optimierung der einzelnen Komponenten kann auf Dauer
gute und stabile Ergebnisse einer Superovulationsbehandlung im Rahmen
des ET garantieren. Fur weiterfuhrende Untersuchungen in der vorliegenden
Versuchsgruppe ware es sinnvoll, eine genaue betriebliche Analyse
vorzunehmen und zum Beispiel die Fitterung, die Haltungsform und die
HerdengrofRe zu bertcksichtigen. Des weiteren konnte der Einflul der
Abstammung der Spenderkiihe untersucht werden. In einer Studie von
MANCIAUX et al. (1999) wurde der Einflu3 des Vaters der Spenderkuh auf
die Ergebnisse der Embryonengewinnung untersucht und es stellten sich
dabei signifikante paternale Einflisse auf die Gewinnungsgesamtzahl und
die Qualitat der gewonnenen Embryonen heraus. Eine derartige
Untersuchung an dem dieser Arbeit zugrunde liegenden Datenmaterial wére
interessant.
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6 SCHLURFOLGERUNGEN

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit [&R3t sich erkennen, wie wichtig
die Bertcksichtigung bestimmter Faktoren im Vorfeld von ET-Programmen
fur gute Ergebnisse ist.

Neben einer strengen Vorselektion potentieller Donortiere auf Fruchtbarkeit
und Gesundheit missen auch die Umweltbedingungen der Tiere durch ein
gutes Betriebsmanagement optimiert werden. Die Auswahl eines geeigneten
Gonadotropins zur Superovulationsinduktion stellt ebenfalls eine wichtige,
erfolgsbeeinflussende Strategie dar.

SchlieB3lich sollten potentielle Besamungsbullen hinsichtlich ihrer Eignung fur
den ET-Einsatz Uberprift werden, da von der im KB-Einsatz ermittelten NRR
nicht zwangslaufig auf gute Erfolge des Bullen im ET-Einsatz geschlossen
werden kann.

Gegenstand weiterer Studien sollte der Besamungstyp und hier v.a. auch die
heterosperme Insemination im engeren und im weiteren Sinne sein, lieferte
letztere doch tendentiell verbesserte Gewinnungsraten und eine héhere Zahl
transfertauglicher Embryonen.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit sollten erfolgsbeeinflussende Faktoren im
kommerziellen Embryotransfer beim Rind analysiert werden. Besondere
Berucksichtigung fanden dabei unter anderem auch die Untersuchung der
Eignung von Ovagen® im Hinblick auf die Gewinnung transfertauglicher
Embryonen sowie die Doppelbesamung mit zwei verschiedenen Bullen zur
potentiellen Verbesserung der Resultate der Embryogewinnung

Zu diesem Zweck wurden die auf der ET-Station Georgsheil des Vereins
Ostfriesischer Stammviehzichter im Beobachtungszeitraum Mai 1991 — April
1999 erzielten Resultate der Embryonengewinnung bei Deutschen Holstein
Friesian nach einer Superovulationsbehandlung bearbeitet. In die
statistische Auswertung fanden Daten aus 1934 ET- Protokollen Eingang.
Zusatzinformationen wurden der Zentraldatei der RPN-Verden entnommen.
Die Qualitatsbeurteilung der Embryonen (d7) erfolgte gemaf3 IETS-Standard.
Der Erfolg der Superovulationsbehandlung wurde in dieser Arbeit anhand der
untersuchten Merkmale Gesamtzahl gewonnener Eizellen / Embryonen,
Anzahl unbefruchteter Oozyten und degenerierter Embryonen sowie Anzahl
transfertauglicher Embryonen beurteilt.

Berucksichtigte potentielle Einflisse von Seiten der Donorkuh waren deren
Alter (Rind n= 337, Farse n= 257, Kuh n= 1340), die Anzahl durchlaufener
Superovulationen (eine Superovulation n= 1359, zwei Superovulationen n=
282, mehr als zwei Superovulationen n= 293 ) in der Laktation, sowie die
Rastzeit der Spenderkihe.

Des weiteren wurde die Bedeutung des zur Superovulationsinduktion
verwendeten Gonadotropins (FSH-P® n= 470, Folltropin-V® n= 332,
Ovagen® n= 85, Intergonan® und Anti- PMSG n= 110), der Einflul} des
Herkunftsbetriebes (n= 30), der Saison und des Jahrs analysiert.

Paternale Einflisse in Bezug auf die untersuchten Merkmale sowie auf das
Geschlechterverhaltnis der Nachkommen waren ebenfalls Gegenstand der
Analyse. Dabei wurde der genetische Vater der Kalber im Falle der
Besamung mit zwei verschiedenen Bullen mittels PCR durch die RPN-
Verden festgestellt.

Eine mogliche Korrelation zwischen der NRR der Bullen (n= 30) im KB-
Einsatz und ihrem Erfolg im Embryotransfereinsatz wurde Uberpruft.
AuBBerdem wurden drei verschiedene Besamungsschemata (Einzel-
besamung mit einem Bullen n= 21, Doppelbesamung mit dem selben Bullen
im Abstand von zwolf Stunden n= 1294, Doppelbesamung mit zwei
verschiedenen Bullen im Abstand von zwo6lf Stunden n= 276) analysiert.
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Folgende Ergebnisse wurden ermittelt:

1. Die Zeit zwischen der letzten Kalbung und der Superovulations-
behandlung (Rastzeit) der Spenderkihe beeinflul3te den Erfolg der
Superovulation nicht.

2. Das Alter der Donorkuh ubte einen signifikanten Einflu@ auf die
Gesamtzahl gewonnener Eizellen/ Embryonen (P=0,0001) und die Anzahl
transfertauglicher Embryonen (P= 0,018) aus, wobei die Altersklasse
.Kihe“ mit mehr als einer Abkalbung die besten Ergebnisse erzielte.

3. Mit steigender Anzahl von Superovulationen innerhalb einer Laktation
erhohte sich die Anzahl degenerierter Embryonen (P= 0,035) und die
Anzahl unbefruchteter Oozyten (P= 0,004) signifikant, der Prozentsatz
tauglicher Embryonen nahm in gleicher Reihenfolge kontinuierlich ab, bei
von der Superovulationsanzahl unbeinflu3ten Gesamtgewinnungszahlen

4. Das verwendete Gonadotropin zur  Superovulationsbehandlung
beeinfluBte die Embryonengewinnungsrate (P= 0,0001) und die Anzahl
transfertauglicher Embryonen (P= 0,007) signifikant, wobei FSH-P®
(Schering-Plough-Animal-Health) und  Folltropin-V®  (Vetrepharm,
Canada) den Praparaten Ovagen® (ICP, Neuseeland) und PMSG
(Intergonan®, Intervet) signifikant tberlegen waren. Bei dem Prozentsatz
transfertauglicher Embryonen erwies sich Ovagen® dem FSH-P® bzw.
dem Folltropin-V® als gleichwertig.

5. Die Besamungsform Ubte keinen statistisch gesicherten Einflu3 auf die
untersuchten Merkmale aus. Es bestand jedoch ein deutlicher Trend zu
einer erhdhten Anzahl, eines groReren Prozentsatzes transfertauglicher
Embryonen sowie zu verbesserten Gesamtgewinnungszahlen nach
Dppelbesamungen mit zwei verschiedenen Bullen

6. Der eingesetzte Besamungsbulle beeinflu3te die Qualitat der Embryonen
( Prozent taugliche und degenerierte Embryonen sowie unbefruchtete
Oozyten) signifikant (P < 0,05). Dabei bestanden zwischen einzelnen
Bullen diesbeztiglich signifikante Unterschiede.

7. Der Erfolg eines Bullen im KB-Einsatz, reprasentiert durch seine NRR,
stand in keiner Korrelation zu seinem Erfolg im ET- Einsatz.
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8. Eine Beeinflussung des Geschlechterverhéltnisses durch die eingesetzte
Bullenpopulation bestand nicht, obwohl bei einzelnen Bullen im
Beobachtungszeitraum eine deutliche Verschiebung zu Gunsten oder zu
ungunsten mannlicher Nachkommen vorlag (> 60 %, < 40%).

9. Ein Einflud der Saison oder des Jahres auf die Superovulations-
ergebnisse konnte nicht nachgewiesen werden.

10. Der Herkunftsbetrieb der Spenderkuh beeinfluRte die Merkmale Anzahl
gewonnener Embryonen (P= 0,0001) und die Anzahl transfertauglicher
Embryonen (P= 0,0001) hochsignifikant.



SUMMARY SEITE 114

8 SUMMARY

Susanne Hupka

Factors influencing the success of commercial embryo transfer in
German Holstein cattle

The purpose of this study was to determine the effects of age of donor
(heifer, 1*' calf, 2 or more calvings), no. of superovulation, time after calving,
herd, gonadotrophin (, pFSH: FSH-P, Folltropin®, oFSH: Ovagen® and
PMSG: Intergonan® + Anti-PMSG), type of insemination (single bull once,
single bull twice, different bulls twice), year and season on the number and
quality of embryos recovered (d7) after superovulation. Especially the use of
Ovagen® for superovulation in cattle and double insemination with different
bulls twice in a twelve hours interval were of major interest.

Data were collected from a commercial ET-Center (VOSt-Georgsheil) from
March 1991 until April 1999.

Additionally, the bull-influence on the sex of the calves was investigated
(following insemination with different bulls paternity was detected by PCRin
the laboratory of the RPN Verden).

1934 embryo recoveries in German Holstein donors were analysed.
Classification of the embryo-quality was based upon IETS-Standard.

The following results were obtained:

1. Time after calving had no effect on the number and quality of embryos
recovered.

2. Age of the donor cow had a significant effect on the total number of
embryos recovered (P= 0.0001) as well as on the number of transferable
embryos (P= 0.018). Cows with two or more calvings showed the best
results.

3. The number of unfertilised oocytes (P= 0.035) and degenerated embryos
(P=0.004) rose significantly with increasing numbers of superovulation.

4. Highly significant influences of the gonadotrophin used to induce
superovulation existed on the total number (P= 0.0001) and number of
transferable embryos (P=0.007). FSH-P® (Schering-Plough-Animal-
Health) and Folltropin® (Vetrepharm, Canada) were highly superior to
Ovagen® (ICP, New Zealand) and Intergonan® (Intervet). Regarding the
percentage of transferable embryos, results after superovulation with
Ovagen® were similar to FSH-P® and Folltropin®.

5. A tendency was observed concerning the type of insemination. Slightly
better results were found following insemination with different bulls twice.



SUMMARY SEITE 115

6. Field fertility of a bull (shown by his non-return-rate) was not correlated
with his fertility in the ET-programme.

7. The sire influenced significant the quality of embryos recovered
represented by the percent of transferable and degenerated embryos or
unfertilised oocytes (P < 0.05).

8. No significant influence of the investigated bull-population on the sex of
calves could be found, although there were some bulls who sired
significantly more male calves (over 60%)

9. Effects of season and year were negligible.

10.A highly significant effect of the herd of the donor existed on the total
number (P= 0.0001) and number of transferable embryos (P= 0.0001).
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9 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ACTH....cooeiiii Adrenocortikotropes Hormon
Anti-PMSG............... PMSG Antiserum

BSA .o, Bovines Serumalbumin
DPBS........cceeiiie Dulbeccos Phosphate-Buffered Saline
DF e Dominanter Follikel

DM .. Double mating

DNA. ..o, Desoxy-Ribonucleinséure

ET e Embryotransfer

(10 C R equines Choriongonadotropin

EG . Gesamtzahl gewonnene Eizellen/ Embryonen
Edeg. ... Anzahl degenerierter Embryonen
Etaug. .....ccooeeveeieenns Anzahl tauglicher Embryonen
= Ostradiol

FAA. .. Fertility-associated-antigen

FSH .o Follikel stimulierendes Hormon

PFSH ... porcines Follikelstimulierendes Hormon
GnRH......cccvviiin, Gonadotrophin releasing hormone
GLM...ooiiiiiiiiiiiiiiinn General Linear Models Procedure

Hl Heterosperme Insemination

hCG ... Humanes Choriongonadotropin

HMG ..o, Humanes Menopausengonadotropin
LE. Internationale Einheiten

IVE s In-vitro-Fertilisation

= Klnstliche Besamung

KDA ..., Kilodalton

LH..., Luteinisierendes Hormon
Ml Milliliter

MG Molekulargewicht

NRR ..o Non-Return-Rate
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[ P Anzahl

PeCoveerieiieieieieeeeeee, post conceptionem

PCR ... Polymerase chain reaction

PGF20 .........ccceveeee Prostaglandin F2a

O N T post inseminationem
PMSG........oeeevveeen Pregnant-Mare”s-Serum-Gonadotrophin
OFSH ..., ovines Follikelstimulierendes Hormon
Ounb........cccvvivinnnnnn. Anzahl unbefruchteter Oozyten

] B Standardabweichung

TGS .., Tiefgefriersperma

A/ @ 15 S Verein Ostfriesischer Stammviehziichter

€ Mittelwert
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