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Til
Statens Husdyrbrugsudvalg.

Under henvisning til § 2, stk. 3, i forretningsorden for Fallesudval-
get vedrgrende Den kgl. Veterinaer- og Landbohgjskoles institut for ste-
rilitetsforskning fremsendes hoslagt en fra professor N. O. Rasbech
modtagen afhandling ,,Forsgg med dybfrysning af tyresed” af dyrlege
Kj. Friis Jakobsen, hvilken professoren gerne g¢nsker offentliggjort i
Landgkonomisk Forsggslaboratoriums publikationer.

Kgbenhavn, maj 1956.

P3 fellesudvalgets vegne
N. Thorkil-Jensen.
/ A. Paludan.

Fe=llesudvalget vedrgrende Den kgl. Veterinzr- og Landbohgjskoles
institut for sterilitetsforskning har med foranstiende fglgeskrivelse frem-
sendt nzrvarende beretning, der har varet forelagt Statens Husdyr-
brugsudvalg. I henhold til § 11 i forretningsordenen for statens husdyr-
brugsforsgg godkendes den hermed til offentligggrelse i forsggsvirksom-
hedens publikationer.

Kgbenhavn, september 1956.

Johs. Petersen-Dalum.
/ Holger ZErspe.
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Forord.

Nerverende underspgelser over dybfrysning af tyreszd er udfgrt i
Kvagavisforeningen for Hjgrring Amt i slutningen af 1954 og i 1955.

Undersggelserne er udfgrt med stgtte fra Den kgl. Veterinzr- og
Landbohgijskole, De samvirkende Kvzgavisforeninger m. k. S. og Kvag-
avisforeningen for Hjgrring Amt. Disse institutioner bringes en tak for
den betydelige gkonomiske hjalp, der er ydet.

Formaélet har vearet at undersgge, hvilke befrugtningsresultater der
kan opnés med dybfrossen tyresed under praktiske forhold her i landet.
Det har iszr veret forfatterens hensigt i fgrste omgang at bedgmme
selve nedfrysningsprocessens virkning pa sedens befrugtningsevne. Den
dybfrosne s&d har derfor kun veret opbevaret i sa lang.tid som forhol-
dene tillod. Endvidere er muligheden for en rationalisering af den hidtil
anvendte, ret komplicerede og tidsrgvende sedbehandling underspgt.

For den medvirken og interesse, som Kvagavisforeningen for Hjgr-
ring Amt har ydet ved gennemfgrelsen af disse undersggelser, takkes
foreningens bestyrelse og funktionrer.

Kgbenhavn i april 1956.
Kj. Friis Jakobsen.







I. Indledning.

Opbevaring af sed udenfor den dyriske organisme i si langt et tids-
rum, at dette kan have nogen praktisk betydning, har blandt pattedyrene
iser vist sig muligt for tyrens vedkommende. Opbevaring af szden i
den tilstand, 1 hvilken den opsamles, kan dog ikke finde sted i lengere
tid uden at der indtreeder skadelige fplger deraf. Efter en serlig prapa-
ration af seden kan dens levetid imidlertid forlenges betydeligt, idet
mange af de skadelige exogene virkninger derved reduceres.

En szrlig betydning for dette forhold har anvendelsen af specielle
fortyndingsvaedsker. Stadige forbedringer af disse har medvirket til at
forlenge szdcellernes levetid, hvilket har bevirket, at szdens befrugt-
ningsevne i det fgrste dggn efter opsamlingen stadig er blevet forbedret.
Det m3 dog trods disse forbedringer i overlevningsevnen konstateres, at
sedens befrugtningsevne hurtigt aftager. Med individuelle variationer
indtreder der efter et dpgns opbevaring et fald i befrugtningsresultaterne
pa gennemsnitlig et par procent. Efter et par dggns opbevaring aftager
resultaterne med gennemsnitlig 5-6 prdcent, og derefter sker der et
meget voldsomt fald. Det er sdledes pa nuverende tidspunkt ikke muligt
at opbevare szden udenfor organismen samtidig med bibeholdelse af
tilfredsstillende befrugtningsresultater udover et par dggn.

Foruden fortyndingsvaedskens store betydning for opbevaringen af
seden er opbevaringstiden afhangig af opbevaringstemperaturen. Op-
bevaring ved stuetemperatur medfgrer en hurtig beskadigelse af sad-
cellerne, medens opbevaring ved lave positive temperaturer forlenger
deres levetid. Der indtrader ved disse temperaturer et ophgr af sedcel-
lernes bevaegelsesevne (kuldeanabiose). Almindeligvis opbevares seden
ved ca. 4 ° C. Da szdcellerne er fplsomme overfor bratte temperatur-
fald, hvorved der kan ske en fatal beskadigelse (kuldechok), ma der
anvendes en langsom, gradvis afkgling, og nedkglingsperioden udstrak-
kes derfor i almindelighed til et par timer. ‘

Medens det ved disse metoder indtil videre ikke har varet muligt
at lgse problemet om opbevaring af tyreszed i tilfredsstillende befrugt-
ningsdygtig tilstand over et lengere tidsrum end et par dage, opdagede
man i England i 1949 ved en tilfzldighed, at opbevaring af sed prapa-
reret efter en s®rlig metode kunne foregd ved meget lave temperaturer
i endog meget lang tid, sdledes at sazdcellernes befrugtningsevne blev
bibeholdt.




II. Frysning af szdceller.

Allerede i 1776 bemzrkede Spallanzani, at sed kunne tile »»LTys-
ning"“ i sne uden at bevagelsesevnen pévirkedes. Spredte undersggelser
i-det 19. drhundrede viste, at sedceller kunne overleve frysningstempe-
raturer pd 0 °— —- 17 ° C. Disse iagttagelser forblev dog ubemzrket ind-
til 1938, hvor Jahnel ved nogle spirochaeteundersggelser erfarede, at hu-
mane sxdceller opretholdt bevagelsesevnen efter nedfrysning til —
79 © C. Samtidig demonstrerede Luyet & Hodapp, at frgszdceller kunne
overleve nedfrysning til —+— 192 © C., nar de var fortyndet med en kon-
centreret sukkeroplgsning f@r nedfrysningen. Efter lignende retnings-
linier kunne Shaffner, Henderson & Card (1941) opna gode resultater
ved nedfrysning af haneszdceller til — 79 ° C. Flere undersggelser ud-
fortes i 1940°eme, og i 1949 konstaterede Smith, Polge & Parkes, at
overlevningsevnen ved nedfrysning af hanesadceller til = 79 ° C. for-
bedredes, nar fortyndingsvadsken tilsattes glycerin. Disse forskere ind-
drog andre dyrearters s&d i deres undersggelser, men métte for at opnd
tilfredsstillende resultater med nedfrysning af tyreszd foretage nogle
modifikationer af den metode, der var anvendt til nedfrysning af hane-
sed. I 1952 lykkedes det Polge & Rowson at opné en dregtighedsprocent
pa 79 efter inseminering af 38 kger med dybfrossen s®d. Det viste sig
yderligere, at de nedfrosne s@dcellers befrugtningsevne forblev usvak-
ket ved opbevaring af seden ved = 79 ° C. i lengere tid (Rowson &
Polge, 1953).

I det fglgende er der givet en mere indgéende beskrivelse af dyb-
frysningsteknikken og de problemer, der er forbundet hermed, baseret
pa de erfaringer, som er indvundet gennem ialrige undersggelser.

Dybfrysningsteknikken,
For at der kan foretages nedfrysning af tyresed, ma denne prapa-
reres efter en sarlig metode. Den trinvise behandlingsmade er vist i fgl-
gende skema:




1. 1. fortynding.

2. Afkdling og 2. fortynding.
3. Tilvenning.

4. Nedfrysning.

Nar sazden er blevet nedfrosset, knytter der sig fgr sedens anven-
delse problemer til fglgende to forhold

5. Opbevaring.

6. Transport og opt¢ning.

Til vurdering af et ejakulats vardi efter nedfrysningen har der hidtil
varet benyttet to metoder:

Overlevningsevnen. Denne defineres som antallet af overlevende
sedceller, beregnet ved hjelp af selektive farvemetoder til differentie-
ring af levende og dgde szdceller.

Befrugtningsevnen. Her anvendes sadvanligvis 60-90 dages ikke-
omlgberprocent.

1. Seeden og 1. fortynding.

Det ville vare af stor betydning for den kunstige szdoverfgrings
effektivitet, hvis man fgr anvendelse af en sadportion var sikker pa, at
dennes befrugtningsevne var tilfredsstillende. De indtit nu anvendte
undersggelsesmetoder har imidlertid ikke forméet at fremskaffe den
eftertragtede relation mellem szdens kvalitet og dens befrugtningsdyg-
tighed. Til vurdering af szdens vardi til dybfrysning er denne mangel
pd szdundersggelsesmetoder endnu mere igjnefaldende. Det viser sig
nemlig her, at nogle ejakulater af selv hgj kvalitet ikke taler nedfrys-
ning uden et voldsomt fald i szdcellernes bevagelsesevne. Dette fald
medfgrer, at sadens befrugtningsevne forringes si sterkt, at dens an-
vendelse er uden praktisk betydning. Erfaringsmassigt har det vist sig,
at antallet af overlevende s®dceller er afggrende for et ejakulats be-
frugtningsevne; fra engelsk side opgives det saledes, at der ikke bgr an-
vendes szdportioner med mindre end 30 pct. overlevende szdceller.

Dette forhold medfgrer, at tyrene kan deles i 3 grupper:

1. Tyre, hvis szd efter dybfrysning aldrig viser en overlevningsevne
over 30 pct. levende sedceller. Disse tyre ‘ma ganske' negligeres i dyb-
frysmngsatbe]det Blandt' engelske a. i. -tyre reprasenterer disse til ned-
frysning uegnede tyre ca. 1/5 af alle undersggte tyre.

2. Tyre, hvis sed viser svingende overlevningsevne. Det har i mange
ar veret velkendt, at forskellige ejakulater fra samme tyr varierer be-
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tydeligt i kvalitet. Et lignende forhold har gjort sig geldende for en del
tyres vedkommende i dybfrysningsarbejdgt, idet kun nogle ejakulater er
tilstreekkelig modstandsdygtige overforsnedfrysning.

3. Tyre, hvis sed altid viser god overlevningsevne. Disse er at finde
blandt tyre, der optrader som konstante, solide seedproducenter. Over-
levningsevnen vil for disse tyres vedkommende szdvanligvis vere ens
for forskellige ejakulater.

I bestrebelserne pa at finde en metode, der kan afslgre et ejakulais
modstandsevne mod dybfrysning, har man iszr koncentreret sig om iagt-
tagelser over en eventuel forbindelse mellem dette og ejakulatets evne
til at modstd kuldechok, men disse undersggelser har ikke formdet at
lgse spgrgsmadlet, og man er pd nuverende tidspunkt overladt til at drage
sine erfaringer alenc efter dybfrysningen for hver enkelt tyr og for hvert
enkelt ejakulat. Dette medfgrer, at en del ejakulater m4 kasseres efter
nedfrysningen.

Fra engelsk side (Report of the milk Marketing Board, 1954) anbe-
fales til dybfrysning kun at anvende ejakulater, hvor antallet af abnorme
sedceller er mindre end 15 pct. af totalantallet af sedceller, og hvor an-
tallet af levende sadceller umiddelbart fgr nedfrysningen er over 60
pct. Fra engelsk og amerikansk side pApeges det yderligere, at man ved
fraktioneret sedopsamling oftest opnir de bedste resultater ved anven-
delse af den szdportion, der opsamles i det andet spring i en serie op-
samlet i samme seance.

Til fortynding af dybfrysningssad anvendes i langt overvejende grad
de fortyndingsvadsker, der anvendes i det rutinemassige inseminerings-
arbejde. Det drejer sig sdledes fortrinsvis om citratfortynderen. 1 den
senere tid er denne dog mange steder blevet fortrangt af serdeles vel-
egnede malke- og flgdefortyndere, og fra amerikansk side foreligger
meddelelse om, at melkefortynderen ogsi til dybfrysning er citratfor-
tynderen jevnbyrdig. Fosfatfortynderen, der tidligere fandt udstrakt an-
vendelse, har ogsd varet forsggt til dybfrysning, men er fra engelsk side
erklzret for mindre velegnet. Derimod skulle en glycinfortynder, som
man i England har eksperimenteret med, vaere serdeles velegnet til for-
tynding af dybfrysningssad. Australske undersggelser har vist, at en for-
tyndingsvaedske bestiende af 80 dele 3 pct. natriumcitratoplgsning +
20 dele 0,1 M natriumfosfatoplgsning bgr foretrzkkes. Endelig har
svenske undersggelser vist, at Milovanow’ GPCj-fortynder er bedre end
3 pct. natriumcitratoplgsning.




11

Om citratfortynderens optimale citratkoncentration synes menin-
gerne at vaere noget delte. Medens man i England anvender samme kon-
centrationer som her i landet omkring 3,6 pct. (2 H5O), arbejder man
i U. S. A. med betydeligt lavere koncentrationer, 2-3 pct. (2 HyO).

Tilblanding af ®ggeblomme til fortyndingsvadsken, siledes som det
har veret praktiseret siden Philips & Lardy’s (1939) opdagelse af dette
stofs betydning for szdcellernes overlevningsevne i fortyndet tilstand,
foregik i dybfrysningens begyndelse sdledes, at ®ggeblommen udgjorde
25 pct. af fortyndingsvaedsken. Nyere amerikanske undersggelser har
vist, at den optimale overlevningsevne og de bedste befrugtningsresulta-
ter efter dybfrysning opnds, nir blommekoncentrationen i den endelige
fortynding ligger mellem 16 og 20 pct.

Den gunstige virkning, der indtreder pd sedcellernes overlevnings-
evne efter tilblanding af mggeblomme til fortyndingsvadsken, har iser
vist sig at bero pa det forhold, at risikoen for kuldechok under szdens
afkgling nedszttes. Denne effekt fremkaldes af en lipoiddel af et lipo-
proteinkompleks, som findes i eggeblommen og som kan ekstraheres
herfra i ren form, Tilsetning af denne ekstrakt, der indeholder fosfor-
lipoider, lecithin og cephalin, vil give samme virkning som tilsztning af
hele blommen. Enkelte undersggelser viser, at overlevningsevnen efter
dybfrysning forbedres lidt, nir fortyndingsvadsken tilsettes disse stoffer.

Den optimale fortyndingstemperatur opgives i almindelighed at vare
30 © C. Nogle engelske undersaggelser viser, at antallet af overlevende
sedceller efter dybfrysning kan forgges, hvis denne fortynding fore-
tages ved 20 © C.

Fortyndingsgraden, der ved anvendelse af gode sadprgver ikke synes
at spille nogen vasentlig rolle i det daglige insemineringsarbejde, nir
den holdes inden for rimelige granser, er i dybfrysningsarbejdet kun
gjort til genstand for ganske fa undersggelser. Almindeligvis anvendes
fortyndinger 1: 10-1: 30, men fortynding 1 : 100 har i et enkelt en-
gelsk forspg ikke pavirket befrugtningsresultaterne. Samme engelske

_ forsgg viste derimod, at sadcellernes overlevningstid ved - 79 ° C. for-

mindskedes betydeligt, nir der anvendtes en si hgj fortynding. Absolutte
tal for fortyndingsgrader kan dog selvsagt ikke opstilles, da dette er sd
ner forbundet med szdens koncentration og kvalitet, at der for hvert
enkelt ejakulat m4d tages stilling til, hvilken fortyndingsgrad det pag=i-
dende ejakulat kan udsettes for, Da det har vist sig, at der i en insemi-
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neringsdosis skal vare ca. 12 mill. levende szdceller, ma fortyndings-
graden tilrettelegges efter dette princip.

For at spare plads ved opbevaring af dybfrossen sed har amerikan-
ske forskere sggt at foretage ,koncentreret nedfrysning”, d. v.s. ned-
frysning af ejakulater, der er fortyndet ganske svagt. Efter optgning
ved 5 ° C. fortyndes disse ejakulater til den gnskede fortyndingsgrad, og
transporteres siledes i optget tilstand. Resultaterne efter anvendelse af
denne metode er betydeligt lavere end de restltater, der opnas med den
sedvanlige metode. Dette er i overensstemmelse med erfaringer, der
viser, at resultaterne bliver betydeligt lavere, nar optgningen efter ned-
frysning pa den sedvanlige made foretages om morgenen fgr anvendel-
sen af szdportionen, og denne transporteres ved den szdvanlige trans-
porttemperatur.

Tilsztning af antibiotika til fortyndingsvadsken, saledes som det har
varet praktiseret i de senere r, iser ved tilsztning af streptomycin, an-
vendes ogsd mange steder ved fortynding af dybfrysningssad. Strepto-
mycintilsztning i koncentrationer pd indtil 2000 ng/ml viser sig at vere
uskadelig, medens tilsetning af succinylsulfathiazol efter hollandske.
unders¢gelser synes at virke tok51sk ved opbevaring ved =~ 79 ° C. Om
penicillintils®tning synes meningerne at vaere delte, idet det dels havdes
at vere uskadeligt, dels at give lavere overlevningsevne. En amerikansk
undersggelse papeger, at sulfanilamidtilsetning ggr fortyndmgsvaedsken
toksisk ved opbevaring ved — 79 ° C.

Ved danske undersggelser (Adler, 1954) er det ikke lykkedes at
overfgre Vibrio fetus ved inseminering med naturlig inficeret sad for-
tyndet til dybfrysning. Glycerintilstning synes saledes at pavirke vibri-
onernes infektionsevne. Dette forhold er i overensstemmelse med iagtta-
gelser, der viser, at tilseetning af glycerin til fortyndingsvedsken har vist
-sig at have nogle lavt fertile tyres befrugtningsresultater. Det méa dog
tilfgjes, at der i relation til disse iagttagelser ikke foreligger data, der
viser, at disse tyre har varet inficeret med Vibrio fetus.

Tilsztning af serlige stoffer, der indgar i sadcellernes stofskifte-
processer, havdes fra amerikansk side at kunne forbedre overlevnings-
evnen. Det.drejer sig i de omtalte tilfzlde om cystein og katalase. Til- k
sztning af forskellige sukkerarter, fruktose, glukose og arabinose har
ingen indflydelse haft pi overlevningsevnen, men det papeges, at disse
stoffers tilstedevaerelse medfgrer, at tilvenningsperioden, der omtales
nermere pa side 14, kan afkortes betydeligt.
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2. Afkgling og 2. fortynding.

Efter 1. fortynding henstilles seden i kgleskab (temp. 4 ° C.) og
efter en 3—4 timers periode vil den fortyndede s®d vare nedkglet til
denne temperatur. I kgleskabet opbevares ogsi fortyndingsvadsken til 2.
fortynding, saledes at denne fortynding kan finde sted ved denne tempe-
ratur. Australske undersggelser viser, at 2. fortynding kan ske uden ska-
delig effekt ved temperaturer indtil 15 ° C., medens mange andre erfa-
ringer viser, at en stigning i temperaturen over 4 ° C. ved 2. fortynding
har en skadelig effekt pa sadcellerne, Svenske undersggelser viser, at
overlevningsevnen forbedres, safremt fortilndingen sker ved 0 ° C.

Sammensatningen af denne fortyndingsvaedske, der med sit indhold
af glycerin er af afggrende betydning for dybfrysningen, har varet gen-
stand for talrige undersggelser med henblik pa den rette koncentration
af glycerin. Engelske undersggelser demonstrerede, at tilsetning af gly-
cerin til fortyndingsvedsken ikke pévirkede den friske seds befrugt-
ningsevne i uheldig retning, men at man tvartimod opndede bedre re-
sultater, hvilket forhold iszr gjorde sig geldende for visse lavt fertile
tyre. Disse undersggelser gennemfgrtes med tilsztning af 10 pct. gly-
cerin. Stigende koncentrationer medf@rte et progressivt fald i antallet af
levende szdceller. Nyere undersggelser fra U. S. A, viser, at den op-
timale glycerinkoncentration ved anvendelse af citratfortyndingsvaedske
er 7,5 pet. glycerin. Det er fundet, at der bestar en relation mellem ci-
tratkoncentrationen og glycerinkoncentrationen, siledes at der med
stigende citratkoncentration skal anvendes hgjere glycerinkoncentration.
Ved anvendelse af malkefortyndingsvadske anbefales tilsztning af 10
pet. glycerin.

Denne 2. fortynding udfgres saledes, at der tilsettes den engang
fortyndede sed samme volumen fortyndingsvedske som den fortyndede
seds volumen udggr efter 1. fortynding. Dette betyder, at glycerinkon-
centrationen i fortyndingsvadsken skal vare dobbelt s hgj, som oven-
for n®vnt, idet disse tal refererer til koncentrationen i den endelige for-
tynding. :

Da det viste sig, at der ved gjeblikkelig fortynding med glycerin-
fortyndingsvedsken indtreder et ,,glycerinchok® pa szdcellerne, hvilket
giver sig til kende dels ved drab af nogle szdceller, dels ved fremkomst
af en karakteristisk slgjfedannelse af szdcellernes hale, og for nogle eja-
kulaters vedkommende tillige ved fremkomst af saedceller med en bag-
lens roterende bevagelse, forsggte man at tilsette denne fortyndings-
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vaedske pd en sidan médde, at disse skadelige pavirkninger kunne und-
gls. Dette opniede man ved tilsztning i smd portioner med et bestemt
tidsinterval mellem hver tilsetning (fraktioneret tilseetning). Pa denne
mdde pévirkes sedcellerne kun afesmé koncentrationer glycerin i begyn-
delsen. Der hersker nogen uenighed om, i hvor stor grad man bgr frak-
tionere glycerinfortyndingsvaedsken, dekkende opfattelser, efter hvilke
man bgr anvende mange fraktioner tilsat med 5-10 minutters interval,
og opfattelser, efter hvilke man kan anvende 3 fraktioner tilsat med 10
minutters interval. En langvarig fortynding med dribevis tils@tning
hzvdes fra hollandsk side at vere verdifuld. P4 denne méade skulle til-
venningstiden (se nedenfor) kunne afkortes betydeligt.

Svenske undersggelser har vist, at den anvendte glycerinsort er af
stor betydning for opnéelse af optimale .resultater. Der mé siledes an-
vendes szrdeles rene kvaliteter, siledes som de forefindes i analysesorter,
idet den almindelige glycerin indeholder en del urenheder, hvis indhold
af tunge metaller kan have en skadelig virkning pd szdcellerne.

Medens der i almindelighed kun anvendes tilblanding af zggeblom-
me til 1. fortyndingsvadske, viser nyere amerikanske undersggelser, at
overlevnings- og befrugtningsevnen efter dybfrysning kan forbedres,
sifremt ogsd 2. fortyndingsvaedske indeholder @ggeblomme. Der an-
vendtes i dette forsgg tilsetning af 20 pct. blomme til sivel 1. som 2.
fortyndingsvadske.

3. Tilvenningsperioden.

Nér fortyndingen af saden er tilendebragt, opbevares den for-
tyndede sed i keleskabet i en sdkaldt tilvenningsperiode. Om denne
periodes lengde hersker der en del uenighed, men det er dog fastsldet,
at den skal udggre nogle timer. De fleste iagttagelser viser, at jo lengere
tilvenningstiden er, des stgrre vil overlevningsevnen vere efter nedfrys-
ningen, dog siledes, at perioden ikke bgr udggre mere end 24 timer.
Almindeligvis synes 15-20 timer at blive anvendt. Som tidligere n®vnt
er det iagttaget, at denne periode kan afkortes betydeligt dels ved til-
setning af forskellige sukkerarter og dels ved drabevis tilsetning af 2.
fortyndingsvaedske. Det er ogsd bemarket, at tilvanningsperioden kan
afkortes, nir der til fortynding anvendes malkepreparater.

I tilvenningsperioden optager sedcellerne glycerin i deres cellesub-
stans, og desuden omgives hver enkelt sedcelle med en beskyttende gly-
cerinkappe. Det har vist sig at vare af afggrende betydning, at glyceri-
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nen optages intracellulert; siledes fandt man ved nedfrysning af rgde
blodlegemer, der var prepareret siledes, at glycerinen ikke kunne trange
gennem cellemembranen, en total destruktion af blodlegemerne efter
nedfrysning til - 79 ° C. Glycerinens stgrste betydning antages dog at
ligge i det forhold, at den virker som en stgdpude overfor den stigning
i saltkoncentrationen, der indtraeder i den periode, hvor vandet i fortyn-
dingsmediet begynder at udkrystallisere.

4, Nedfrysningsprocessen.

I 1951 offentliggjorde Smith, Polge & Smiles nogle undersggelser
over mikroskopiske observationer af levende haneszdceller under ned-
frysning og optgning, muliggjort ved indretning af en speciel frysnings-
plade. Ved en temperatur pd 5 ° C. viste kun nogle fa szdceller beva-
gelse, og ved 0 ° C. var al bevagelse ophgrt. Mellem 0 ° C. og + 8 ° C.
begyndte dannelsen af iskrystaller. Disse voksede hurtigt og skubbede
sedcellerne foran sig. Krystallernes stgrrelse voksede indtil -+ 25 © C,,
hvor der kun var meget sn@vre mellemrum mcllem dem, og de frem-
tridte som tynde lag af irregulert formede krystaller med szdcellerne
sammentrykt i snzvre mellemrum. Ved opvarmning aftog krystallerne
eksplosivt i stgrrelse, og ved = 2 ° C. var det meste af isen forsvundet,
og sxdcellerne fremtridte i et mgnster som en afstgbning af de mellem-
rum, der tidligere var mellem krystallerne. Der kunne ikke iagttages
overlevende szdceller.

Gentoges dette forsgg efter tilsatning af glycerin til fortyndings-
vedsken, viste det sig, at al bevaegelse ophgrte mellem <+ 3 ° C. og +
5° C. Mellem - 10 ° C. og -+ 20 ° C. dannedes fine, nileformede is-
krystaller, der voksede i stgrrelse til irregulere plader, der var adskilt
ved velafgrensede kanaler, hvori sedcellerne 14. Optgningen skete mel-
lem -= 20 ° C. og = 8 ° C. Som krystallerne herved gradvis adskiltes
kunne szdcellerne iagttages i mellemrummene mellem disse. Ved ca.
0 ° C. begyndte nogle fa sedceller at bevege sig, og ved 10 ° C. var de
fleste aktive. Ved 20 ° C. kunne praparatet ikke skelnes fra et normal-
praparat.

Glycerinens gavnlige effekt viser sig siledes i en forandring af kry-
stalformen under nedfrysningen, hvorved sazdcellerne ikke udszttes for
det store pres, der fremkommer p disse ved nedfrysning uden tilsztning
af glycerin til fortyndingsvadsken, og ved en dempning af den eksplo-
sive optgning af krystallerne, der indtrzder efter nedfrysning uden til-
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stedevarelse af glycerin. Yderligere synes glycerinens tilstedeveerelse at
hindre en intra-cellulzr krystaldannelse.

Under de indledende dybfrysningsforsgg (Polge, 1953) blev det
klart, at den stgrste skade pa szdcellerne skete i temperaturintervallet
mellem —+ 15 ° C. og =~ 20 ° C. Det viste sig saledes, at kortvarige op-
bevaringer ved temperaturer i dette interval medigrte stgrre drabseffekt,
end hvis sedcellerne blev opbevaret i samme tidsrum ved temperaturer
udenfor de nevnte grenser. Denne skadelige indflydelse kunne hindres,
hvis nedfrysningen udfgrtes siledes, at sedcellérne kun udsattes for den
'skadelige virkning i dette’temperaturinterval i'kort tid.

Som en almindelig regel kan det derfor siges, at seden efter —
15 © C. skal nedkgles sa hurtigt som muligt, men dog siledes, at man
- samtidig tager hensyn til, at der ikke indtreder chokfanomener. Ad erfa-
ringens vej er det fastsliet, at nedfrysningen bgr ske med et temperatur-
fald pa 1/5,—1 ° C. pr. minut indtil < 15 ° C., medens temperaturfaldet
derefter bgr vere 3 © C./min. Efter <+ 25 ° C. kan temperaturfaldet
yderligere fremskyndes til 5-6 ° C./min. Mange undersggelser, isar
af amerikanske forskere, har vist, at overlevningsevnen ikke forandres
vesentlig ved variationer i disse hastigheder, og med ubetydelige varia-
tioner anvendes denne metode da ogsa alle steder, hvor dybfrysningen
har opnéet en praktisk anvendelse.

Fra hollandsk side er fremfgrt, at der for forskellige tyre muligvis
bgr anvendes individuelle nedfrysning§lf§stigheder.

I England er nedfrysning af seeden ved direkte anbringelse af denne
i groft pulveriseret kulsyre blevet forsggt. Nogle amerikanske undersg-
gelser har vist, at en si hurtig nedfrysning gav en lavere overlevnings-
evne end hvis szden blev nedkglet gradvis.

Nedfrysningens praktiske udfgrelse. Fg¢r nedfrysningen afmaéles
den fortyndede s@d i portioner, der udggr en insemineringsdosis. Til
dette formal anvendes fortrinsvis glasampuller, der efter péfyldningen
tilsmeltes. Ogsa specielle plasticampuller har fundet anvendelse. Anven-
delse af sma glasampuller, der lukkes med korkprop og efterfglgende
forsegling med ,,Adaptosol“, et syntetisk medium, der taler opbevaring
i alkohol, har i England vundet nogen udbredelse.

Péifyldningen af disse ampuller ma foreg ved ca. 4 ° C. Ligeledes
mé man ved tilsmeltningen hindre temperaturstigningen i den fortyndede
sed. Ved at nedsznke den sedfyldte del af ampullen i et vandbad af
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Fig. 1. Termokrukke.

denne temperatur under tilsmeltningen kan en sddan komplikation
imgdegss.

Nedfrysningen, der foregir i konc. alkohol, finder sted i store ter-
mokrukker.

Nogle steder har man til dette formal konstrueret serlige nedfrys-
ningsbeholdere, hvor stgrre portioner kan nedfryses pa een gang. Tem-
peraturfaldet frembringes ved tils@tning af passende stykker fast kul-
syreis til alkoholen. Da dette er en ret tidsrgvende proces, har man
spgt at afkorte den, idet man har fjernet ampullerne fra alkoholbadet
og anbragt dem direkte i et alkoholbad ved < 79 © C. efter at den kri-
tiske temperatur var niet. Denne metode har dog ingen anvendelse
fundet, idet den medfgrer et fald i overlevningsevnen.

Seedcellernes pavirkning af nedfrysningen. Der sker ved nedfrysnin-
gen altid drab af nogle szdceller. Antallet er individuelt for hvert ned-
frosset ejakulat. Dog viser — som tidligere nzvnt — ejakulater fra visse
tyre altid samme overlevningsevne. Almindeligvis m3 det siges, at over-
levningsevnen for s&d fra de tyre, der egner sig til dybfrysning, og som
er anvendt i de forskellige eksperimenter, rangerer mellem 35 pct. og
60 pct. Der forekommer séledes i ethvert ejekulat en gruppe sadceller,
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der tiler denne ekstraordinzrt hirde belastning. Disse overlevende sad-
celler er dog ikke ganske upévirkede af nedfrysningen. Undersggelser af
White, Blackshaw & Emmens (1952) viser, at cellernes iltoptagelse og
glykolysekapacitet undergir en betydelig depression, og at szdcellerne
hurtigt gér til grunde ved opbevaring ved 5 ° C. efter optgningen. Ras-
bech (1955) fandt, at szdcellernes fruktolysekapacitet falder betydeligt
efter nedfrysningen. Efter nedfrysning og optgning ved 5 ° C. er frukto-
seforbruget ikke faldet vasentligt, men efter 24 timers opbevaring er det
omtrent halveret. Dette er i overensstemmelse med undersggelser af
Saroff & Mixner (1955), der fandt, at antallet af overlevende sadceller
efter optgning og opbevaring ved 5 ° C. i 24 timer aftog med halvdelen,
og efter 3 dggns opbevaring var der kun f& levende szdceller tilbage.

5. Opbevaring af den dybfrosne sad,
Efter nedfrysningen ‘anbringes ampullerne i specielle dybfrysnings-
bokse, hvor temperaturen er omkring < 79 © C. I de tidligste forsgg
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Fig. 2. Dybfrysnmgsboks, e@ldre maodel.
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Fig. 3. Dybfrysningsboks, nyeste model.

blev szden opbevaret i sma termokrukker med alkohol og fast kulsyre.
Disse blev igen anbragt i en isoleret kasse, hvor ogsa kulsyre opbeva-
redes. Da kravet om opbevaring af stgrre portioner dybfrossen sed
meldte sig, blev der konstrueret sarlige bokse. Der m3 til disse stilles
fglgende krav: opretholdelse af en effektiv temperaturkontrol under —
70 © C., stor kapacitet og let adgang til de enkelte sedportioner uden
for stort kuldetab. De fgrst anvendte typer bestod af en opbevarings-
afdeling, hvor ampullerne var anbragt i skuffer, og en afdeling, hvor
kulsyren opbevaredes. Fra denne, der var anbragt gverst, kunne den
kolde luft trenge gennem en perforeret adskillelse ‘mellem disse to af-
delinger og opretholde en tilstreekkelig lav temperatur. Der skete dog
for stort kuldetab, nar nogle ampuller skulle fjernes fra boksen. I de
nyere frysebokse har man-derfor placeret adgangen til boksen foroven
og anbragt kulsyren Iangs boksens sider. ‘
Indretning af praktiske kassetter letter opbevaringen og udtagningen
af ampullerne. Hele boksen er fyldt med alkohol, og gennem denne for-
anstaltning modvirkes en stigning af temperaturen i boksen selv ved ret
lang tids fjernelse af boksens lager. o
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Fig. 4. Kassette til dybfrysningsboks.

Opretholdelse af en effektiv temperaturkontrol ved ca. = 79 ° C.
har vist sig at vere afggrende for bevarelse 4f den overlevningsevne, som
den nedfrosne sad viser umiddelbart efter nedfrysningen. Undersggelser
over forskellige temperaturers indflydelse pd overlevningstiden har vis,
at der ved temperaturer, der ligger blot lidt over denne opbevaringstem-
peratur, sker et hurtigt drab af sedcellerne (figur 5). Selv ved — 79 ° C.
sker der nogen skade pd sedcellerne, og denne opbevaringstemperatur -
er derfor kun anvendelig ved kortvarige opbevaringer. Enkelte engelske
undersggelser pd et lille materiale viser, at frugtbarhedsforholdene efter
anvendelse af dybfrossen s@d, der har varet opbevaret ved ca. —-
79 ° C., ikke péavirkes vasentligt indenfor et &rs opbevaring. @nsker
man derimod at opbevare szden i flere &r, ma opbevaringstemperaturen
bringes endnu lavere ned. Ved opbevaring i flydende luft ved = 192 ° C.
har det sdledes vist sig, at szdkvaliteten overhovedet ikke pavirkes af
opbevaringstiden. Der foregdr i gjeblikket, iser i U. S. A., forsgg med
opbevaring ved meget lave temperaturer (= 100 © C.—= 192 ° C.),
fremkaldt ved anvendelse af mekaniske dybfrysningsbokse.
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Den skadelige indflydelse, der indtraffer ved opbevaring ved —
79 © C.,, viser sdledes, at der selv ved si lave temperaturer sker proces-
ser af ugnsket natur. Ved undersggelser af vegetabilsk vaev (Joslyn,
1949) har det vist sig, at lave temperaturer og isdannelse ikke standser
enzymaktiviteten, men kun haemmer den. Da svakkelsesgraden yder-
ligere ikke er ens for alle enzymer, kan afkgling bringe kaden af trin-
vise enzymreaktioner ud af balance. Enzymerne varierer sdledes i deres
evne til at overleve frysetemperaturer, og forandringer i enzymsystemet
ved partiel destruktion af de mere labile enzymer kan forandre sivel
typen som stgrrelsen af de kemiske forandringer, der indtreffer. De
samme forhold kan maske ggre sig geldende for szdcellernes enzymer
og kan miske give en forklaring pd den skade, der indtreffer ved disse
lave temperaturer. Nermere undersggelser foreligger dog ikke pd dette
specielle felt.
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Fig. 5. Opbevaringstemperaturens indflydelse pd sedens overlevningsevne.
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6. Transport og optgning. o

Forsendelse og transport af den dybfrosne sed ma forega ved tem-
peraturer omkring — 79 ° C., idet det har vist sig, at opbevaring ved
ca. 4 ° C. efter optgningen har en skadelig effekt pad szdcellerne (se
side 18). Optgningen skal siledes foretages umiddelbart fgr anvendelsen.
Denne bgr udfgres sdledes, at der iagttages de samme forholdsregler
som ved nedfrysningen. Det skadelige temperaturinterval mellem —-
15 ° C. og -+ 20 ° C. mé overskrides sd hurtigt som muligt. Dette me-
nes at vere tilfaldet, nar optgningen foregar ved 40 ° C. En ligesa god
effekt findes af nogle forskere at indtraffe ved optgning ved 5 ° C..
Dunn (1953) har ikke fundet nogen forskel pi befrugtningsresulta-
terne ved anvendelse af 5 ° C. og 40 ° C. Af praktiske hensyn sker op-
tgningen mange steder under koldtvandshane. Ved optgning ved 40 ° C.
risikerer man, at seden, ndr den opsuges i en kold insemineringspipette,
udsattes for kuldechok.

' III. Dybfrysningens anvendelse i flere lande.

De gode resultater, der mange steder er opndet ved anvendelse af
dybfrossen szd, har medfgrt, at der i mange kvagavlsforeninger i for-
skellige lande nu bliver anvendt dybfrossen s@d i det daglige insemi-
neringsarbejde. Endnu sker dette mange steder pa eksperimentel basis,
men i mange foreninger er dybfrysningen blevet anerkendt som en sied-
praservationsmetode, der har Igst nogle af de problemer, som forenin-
gerne i mange ir har tumlet med.

Fra England foreligger ingen nzrmere oplysninger om, i hvor stor
udstrekning den dybfrosne s&d anvendes, men i nogle foreninger har
den fundet en ret udstrakt anvendelse, Dette er iser tilfeldet, hvor kvag-
avlerne métte gnske at anvende szd fra en bestemt tyr i deres besztnin-
ger, og hvor foreningerne derfor ma vare leveringsdygtige med sad fra
de pagzldende tyre pa ethvert tidspunkt (,,nominated service). Da der
kun opsamles een portion sad fra hver tyr om ugen, er der et udpreget
behov for en sadan opbevaringsmetode, idet der ellers ikke ville vare
s@d fra en tyr disponibel i 5§ af ugens dage. Yderligere anvendes nogle
steder al sd fra tyre, hvis race kun har fundet ganske ringe udbredelse,
udelukkende til dybfrysning. Der kraves séledes, for at man kan efter-
komme efterspgrgslen pa szd fra disse tyre, et betydeligt mindre tyre-
hold end hvis szden skulle anvendes i frisk tilstand. Resultaterne efter




23

anvendelse af dybfrossen szd opgives at vare tilfredsstillende, og fra en
enkelt stgrre forening foreligger der resultater efter et stgrre antal inse-
mineringer i perioden marts 1953—august 1954. Der er, udfgrt 15 635
insemineringer med dybfrossen szd og 34 512 insemineringer med frisk
s&d og ikke-omlgberprocenten (efter 3 mdr.) har andraget henholdsvis
61 pct. og 66 pct.

I U.S. A. anvender halvdelen af 80 foreninger dybfrossen szd, en
del dog pa eksperimente] basis. I de fgrste 10 mdr. af 1955 er der her-
med blevet insemineret 80 000 kger. I nedenstdende tabel er opfgrt
resultaterne fra 14 foreninger, publiceret i arsberetningen for 1954 fra
National Association of Artificial Breeders.

Resultaterne efter anvendelse af dybfrossen s®md i enkelte
amerikanske a, i.-foreninger.

60—90 dages i. 0.—pct.

antal kger ins. frisk saed dybfr. sed
1. 300 65 59
2. 540 67,8 58
3. 531 68 60,26
4. 30 65 50
S. 2.500 65 60
6. 56 71,4 72
7. 100 71 60
8. 1.500 75%) T6**)
9. 6 75 50
10. 4.000 70 70
11. 76 73,7 48,6
12. 121 73,2 73,5
13. 350 69 79,1
14. 20.000 68-—71 50—68
*) 459 1. ins.

*%) 147 1. ins.

Resultaterne har i de forskellige foreninger varieret betydeligt, idet
man i nogle foreninger har haft de samme resultater efter anvendelse
af frisk og dybfrossen szd, i andre forskelle indtil 25 pct. til fordel for
den friske szd. ‘

I Canada anvender een forening udelukkende dybfrossen sad. I
1955 er der pa 8 méneder udfgrt 35 000 insemineringer. Befrugtnings-
resultaterne angives at vaere bedre end da foreningen brugte frisk sad,
tdet ikke-omlgberprocenten (60-90 dage) andrager 65-70. Szden ned-
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fryses og opbevares ved = 110 ° C. pa et speciallaboratorium, hvorfra
den fordeles. Ogsé nedfrysning af privatejede tyres sed udfgres.

I Holland er der i det sidste drs tid (1955) pa eksperimentel basis
udfgrt ca. 6-8 000 insemineringer. Resultaterne har varet gode, idet
der er opndet en dragtighedsprocent pd ca. 60, hvilket ligger ca. 5-6
procentgnheder lavere end efter anvendelse af frisk sed. Der synes i
Holland ikke at vere basis for en udstrakt anvendelse af dybfrossen sed.

Selv om der er storc variationer i de offentliggjorte resultater, sy-
nes det dog berettiget at konkludere, at man efter de erfaringer, man
har haft med dybfrossen sed i de her omtalte lande, mi regne med, at
resultaterne efter anvendelse af dybfrossen s&d gennemsnitlig vil vare
5-10 procentenheder lavere end de resultater, man opnar efter anven-
delse af frisk sed. Da tyrene reagerer individuelt overfor denne sadbe-
handlingsmetode, kan mange af de offentliggjorte resultater, hvor disse
er betydeligt lavere end de opnés efter anvendelse af frisk szd, paregnes
at skyldes det forhold, at de anvendte tyre ikke har hert til de mest vel-
egnede til dybfrysning. Resultaterne bgr efter forfatterens mening be-
tragtes for hver enkelt tyr og ikke — som tilfzldet er for den friske szd,
hvor resultaterne efter de tyre, der anvendes i foreningerne, gennemgé-
ende er ret ensartede — som et gennemsnit af resultaterne fra flere for-
skellige tyre.

IV. Danske forseg med dybfrysning. -

I Danmark blev undersggelser over dybfrysning af tyresed forsggs-
meassigt pibegyndt af Den kgl. Veteriner- og Landbohgjskoles afdeling
for obstetrik og gynzkologi i efterdret 1952. | samarbejde med Syd-
sjellands Kvagavlsforening blev der nedlagt sed i dybfrysningsboks fra
nogle fa af foreningens tyre i begyndelsen af 1953, og enkelte dregtig-
heder blev opnidet efter et begrenset antal insemineringer med denne
sed, der da havde varet opbevaret ved =— 79 ° C. i 1/, ir. I februar
1954 blev der indrettet et dybfrysningsanleg pd ovennzvnte forenings
tyrestation i Kgng. Undersggelserne i forbindelse hermed afslgrede la-
vere befrugtningsresultater efter anvendelse af dybfrossen szd end af
frisk sed (Rasbech, 1954).

For at undersgge, hvilke befrugtningsresultater, der kunne opnds
efter anvendelse af dybfrossen s@d i det praktiske insemineringsarbejde
i et stgrre forsgg, udfgrte afdelingen for obstetrik og gynzkologi i sam-
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arbejde med De samvirkende Kvagavisforeninger m. k. S. og Kvagavls-
foreningen for Hjgrring Amt i perioderne 1. december 1954—1. marts
1955, 1. august-1. oktober 1955 og 1. november-1. december 1955
dybfrysningsforsgg pa kvegavisforeningens tyrestation ved Hjgrring. En
beretning om disse undersggelser skal hermed forelegges.

Egne undersggelser.
Forsgg 1.
Dette forsgg blev udfgrt i perioden 1. december 1954—1. marts 1955.

Szden og dens fortynding.

Szden blev tidligt om morgenen pa sadvanlig mdde opsamlet i en
kunstig vagina. Bedgmmelse af szdens kvalitet blev foretaget i Bloms
komparationskammer med henblik pi koncentration, motilitet og szd-
cellernes egenbevaegelser. Alle sedprgver, der ved denne undersggelse
viste tilfredsstillende kvalitet, blev anvendt til dybfrysning. Tre sadfor-
tyndere, der blev anvendt i dette forsgg, havde fglgende sammenszt-
ning: (a) 25 pct. @ggeblomme + 75 pct. 3,6 pct. natriumcitratoplgs-
ning; (b) 50 pct. ®ggeblomme 4 50 pct. 3,6 pct. natriumcitratoplgs-
ning; (c) 84 pct. 3,6 pct. natriumcitratoplgsning -+ 16 pct. glycerin (vo-
lumenprocent, glycerinum bidestillatum, 1,23 pro analysi, Merck). Til
natriumcitratoplgsningen var tilsat 500 ug streptomycin pr. ml.

Seden blev efter opsamlingen delt i to portioner. Den ene portion
blev senest 1/, time efter opsamlingen fortyndet i forholdet 1 : 10-1 : 20
med fortyndingsvaedske (a) ved ca. 30 ° C. og blev efter langsom af-
kegling til 5 © C. anvendt til inseminering pd opsamlingsdagen, embal-
leret i cellophanrgr. Den anden portion blev anvendt til dybfrysning og
behandlet efter fglgende skema: seden blev umiddelbart efter opsam-
lingen anbragt pd vandbad (temp. 30 ° C.) og senest 1/, time efter op-
samlingen fortyndet med fortyndingsvaedske (b) ved 30 ° C., hvorefter
vandbadet med den fortyndede szd blev hensat i keleskab og i en 3—4
timers periode atkglet til 2-4 ° C. P4 dette tidspunkt blev den fortyn-
dede s®d delt i to portioner, der blev fortyndet med fortyndingsvedske
(c), dels ved f_raktionerq tilsetning (4‘Llige store portioner tilsat. med
5-10 minutters intervaller) og dels ved gjeblikkelig tilsetning. Den en-
delige fortyndingsgrad var 1 : 10-1 : 15. Efter en tilveenningsperiode pé
18-22 timer ved 2 ° C. blev seden pafyldt afkglede glasampuller i por-
tioner pd 1 ml. Ampullerne blev tilsmeltet, under hvilken procedure den
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sedfyldte del af ampullerne var anbragt i isvand. For nogle ejakulaters
vedkommende blev nedfrysningen foretaget i de velkendte cellophanrgr
anbragt i en tilsmeltet plasticpose.

Nedfrysningen.

Nedfrysningen blev foretaget i en 6 liters termokrukke (se side 17)
indeholdende konc. alkohol, og der blev anvendt fglgende nedfrysnings-
hastighed: 1/,—1 ° C./min. i intervallet 2 ° C.——+ 10 ° C, og derefter
34 ° C./min. indtil - 79 ° C, Efter nedfrysningen, der med den
valgte hastighed vil vare ca. 45 min., blev den dybfrosne s®d overfgrt
til et alkoholbad i en dybfrysningsboks (temp. — 77 ° C.). Antallet af
overlevende sazdceller blev bedgmt ved subjektiv vurdering af et drébe-
praparat fra nogle ampuller.

Seedens anvendelse.

Dette forspgs formal har varet at undersgge nedfrysningsskaderne
pa szdens befrugtningsdygtighed, og szden blev derfor anvendt kort
. efter nedfrysningen, sdledes at opbevaringstiden i boksen ikke har over-
skredet 14 dage. Seden blev tilsendt insemingrerne i fast kulsyre og op-
tget umiddelbart fgr brugen under rindende koldtvandshane. Efter op-
tgningen blev seden opsuget i cellophanrgr, sdledes at en insemine-
ringsdosis har andraget 1/, ml. Szd nedfrosset i cellophanrgr blev op-
tget i hinden umiddelbart fgr anvendelsen.

Resultater.,

Sadopsamlingen blev for nogle ejakulaters vedkommende foretaget
fraktioneret, og hver fraktion blev nedfrosset szrskilt. Det viste sig
herved, at de iagttagelser, der viser, at 2. og 3. spring er bedre egnet
til dybfrysning end 1., ikke kunne bekrzftes, idet overlevningsevnen
var ens i de forskellige spring. ‘

For at undersgge af hvor stor betydning szdens kvalitet er for ned-
frysningsresultatet, blev der nedfrosset sed af forskellig kvalitet, sale-
des som denne kan bedgmmes i Bloms komparationskammer. Det viste
sig, at overlevningsevnen aftager med stedse stigende hastighed jo rin-
gere szdkvaliteten er. Af afggrende betydning for et heldigt resultat af
nedfrysningen synes siledes at vare anvendelse af szd af bedste kva-
litet.
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Som bedgmmelsesgrundlag med henblik pd anvendelse af den dyb-
frosne szd bley anvendt antallet af overlevende szdceller med tilfreds-
stillende motilitet. For 23 anvendte ejakulater har dette andraget mel-
lem 40 og 70 pct. I tabel 1 er resultaterne opgjort pa grundlag af savel
30—60 dages som 60-90 dages i. o.-pct. Der er bade for den dybfrosne

Tabel 1. Resultater efter anvendelse af frisk og dybfrossen sad
(30—60 og 60—90 dg. i. o.-pct.).
(The results after use of fresh and deep-frozen semen
(30—60 and 60—90 days % N. R.)).

Frisk sed Dybfrossen sed
(fresh semen) (deep-frozen semen)
antal i- o -pct. antal i. 0.-pct.
Tyr ins. (60—90 dg.) ins. (30——60 dg ) (60—90 dg.)

(bulb (no. of ins.) (*a N.R.) (no. of ins.) (/e N. R ("o N. R.)
1 370 71,3 136 65,4 44,8
2 45 66,6 28 67,9 392
3 109 73,4 43 65,1 53,5
4 15 66,6 13 67,9 53,8
5 116 75,8 31 83,9 64.5

og den friske seds vedkommende tale om 1. gangs insemineringer af
kger og kvier. Resultaterne (60-90 dages i. o0.-pct.) efter anvendelse af
dybfrossen sed har sdledes for samtlige tyres vedkommende varet
11,3-27,4 procentenheder lavere end resultaterne efter anvendelse af
frisk sed. Ved at sammenligne ikke-omlgberprocenten efter 30-60 og
60-90 dage finder man, at der for de enkelte tyre sker et fald pa mel-
lem 11,6 og 28,7 procentenheder, et forhold, der muligvis kan skyldes,
at den tidlige fosterdgd har fundet sted i stgrre udstrekning efter an-
vendelse af dybfrossen s&d end efter anvendelse af frisk s®d, hvor
differencen mellem disse opgg@relser almindeligvis udggr 10 procent-
enheder.

Nedfrysning i cellophanrgr er udfgrt med szd fra tyrene 1, 3 og 5i
januar og februar for nogle ejakulaters vedkommende efter samme tek-
nik, som er blevet anvendt ved nedfrysning i glasampuller Overlevnings-
evnen har ved denne metode vzret lige s god som ved nedfrysning i
ampuller. I tabel 2 er opfgrt de opnede resultater og til sammenligning
hermed de resultater, der er opniet ved nedfrysning i ampuller i samme
periode. Yderligere er opfgrt de resultater, der er opnéet i december
efter ampulmetoden.
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Tabel 2. Resultater efter anvendelse af sad nedfrosset i ampuller og cellophanrgr
(60—90 dg. i. o.-pct.).
(The results after use of semen frozen in ampules and straws
(60—90 days % N. R.)).

December Januar—februar
ampulmetoden ampulmetoden. . rermetoden
(frozen in ampules) (frozen in ampules) " (frozen in straws)
antal . * antal . antal .
ins, i, 0.- ins. i. 0.- ins. i.0.-
Tyr (no.of i.o. pct. (no.of i.o. pet. (no.of i.0. pet.
(bull ins). (N.R.) (% N.R.) ins.)) (N.R.) (4 N.R) ins) (N.R) (% N.R)
1 61 26 42,6 28 13 46,4 47 22 46,8
3 32 16 50,0 7 4 57,1 4 3 75,0
5 11 4 36,4 4 4 100,0 16 12 75,0
gennemsnit 104 46 44,2 39 21 53,8 67 37 55,2
(average)

Det vil heraf umiddelbart ses, at der ved anvendelse af nedfrysning
i cellophanrgr er opndet resultater, der svarer til de ved anvendelse af
ampulmetoden opndede. Yderligere iagttages en forbedring af resulta-
terne i perioden januar—februar sammenlignet med resultaterne i de-
cember. Denne forbedring antages at skyldes en forbedret insemine-
ringsteknik, fremkommet ved forgget rutine hos insemingrerne i anven-
delse af den flydende szd.

Ved nogle indledende forsgg viste det sig, at overlevningsevnen ikkz
pavirkedes af en gjeblikkelig tilsztning af glycerinfortyndingsvadsken,
skgnt mange iagttagelser (se side 13) tyder pa det modsatte. Der er der-
for ved dette forsgg blevet gennemfert en sammenligning mellem denne
tilsetningsmetode og den sedvanligt anvendte fraktionerede tilsztnings-
metode. Forsgget er udfgrt pa split-sample-basis, og som fraktioneret til-
setning er anvendt 4 portioner tilsat med 5-10 minutters intervaller.
Der er ikke blandt de anvendte tyre blevet iagttaget de tidligere om-
talte chokfenomener (se side 13), men i nogle ejakulater fra andre tyre
er disse dog iagttaget, siledes at det ser ud til at vere et forhold, der
er -individuelt for de forskellige tyre. Om disse chokfenomeners ind-
flydelse pd sedens befrugtningsevne kan der pi nuvarende tidspunk!
ikke drages nogle konklusioner. Overlevningsevnen har efter anvendelse
af de to forskellige tilsztningsmetoder af glycerinfortyndingsvaedsken i
dette forsgg veret ens. I tabel 3 er resultaterne efter anvendelse af disse
to fortyndingsmetoder opgjort.
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Tabel 3. Resultater efter gjeblikkelig og fraktioneret tilsztning af
glycerinfortyndingsvedsken (60—9%0 dg. i. o.-pct.).
(The results after initial and fractional addition of glycerol
(60—90 days % N. R.)).

Dieblikkelig fort. fraktioneret fort.

(initial addition) (fractional addition)

Tyr antal ins. i, 0. antal ins. i. 0.
(bull) (no. of ins.) {N.R.) (no. of ins.) (N.R.J)

1 59 29 52 20

2 8 5 13 2

3 5 3 10 4

4 6 4 s 3

5 10 6 17 13

gennemsnit 88 47 99 42

(average)

1. 0.-pct, 53,4 42,4

(% N.R.))

Den gjeblikkelige fortyndingsmetode har siledes varet lige sd ef-
fektfuld som den fraktionerede fortyndingsmetode, der har varet an-
vendt i dette forsgg, og der synes at vare en tendens til bedre resultater
ved anvendelse af fgrstnazvnte fortyndingsmetode.

Til yderligere undersggelse af s@dens kvalitet efter nedfrysning og
optgning er blevet anvendt en spermiebelastningsprgve, hvor seden er
blevet opbevaret i 3 pa hinanden fglgende dage ved 2 ° C., og motili-
tetsundersggelse er blevet udfgrt hver dag. Der fandtes herved et tyde-
ligt fald i antallet af overlevende szdceller efter 24 timers opbevaring,
ofte indtil halvdelen, og herefter aftog antallet af overlevende szdceller
sterkt, siledes at antallet efter 48 timers opbevaring hgjst androg er
trediedel af antallet umiddelbart efter optgningen, og efter 72 timers
opbevaring var der kun fi bevaegelige sedceller i sedprgverne. Forholdet
viste sig at vaere individuelt for de forskellige tyre, men pd det forelig-
gende materiale har det ikke varet muligt at afslgre en eventuel rela-
tion mellem s@dens befrugtningsevne og dens levedygtighed efter op-
tgning og opbevaring ved 2 ° C.

Forspg 2. '

Dette forsgg gennemfgrtes i perioderne 1. august-1. oktober og
1. november—1. december 1955.

Sweden og dens fortynding,
Forsgget har omfattet nedfrysningen af szd fra 9 tyre, der kon-
stant har veret anvendt i det daglige insemineringsarbejde og hvis fer-
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tilitet derfor var kendt. Normalt blev der opsamlet 2 ejakulater hver
uge, saedvanligvis i 3 spring hver gang. Et af de ugentlige ejakulater
blev brugt til dybfrysning og det andet i det daglige insemineringsar-
bejde, til hvilket formél det blev fortyndet med Rottenstens gelatinefor-
tyndingsvadske tilsat 25 pct. @ggeblomme i fortyndingsgrader 1 : 10—
1 : 20, opsuget i cellophanrgr og anvendt pd opsamlingsdagen.

De til dybfrysning anvendte ejakulater blev efter opsamlingen, der
blev foretaget pa sedvanlig made i kunstig vagina i to spring, hensat
ved stuetemperatur indtil ejakulatets temperatur androg 25 ° C. (5-10
min.). De blev derefter fortyndet med en fortyndingsvedske bestiende
af 40 pct. ®ggeblomme -4 60 pct. natriumcitratoplgsning (temp.
25 ° C.). Den fortyndede szd blev anbragt i kegleskab til afkgling til
4 ° C. 8 timer senere blev den fortyndede sed opdelt i to portioner,
der blev fortyndet med en fortyndingsviedske bestiende af 84 pct. 3,6
pet. natriumcitratoplgsning + 16 pet. glycerin (volumenprocent, glyce-
rinum bidestillatum, 1,23 proanalysi, Merck) (temp. 4 © C.), dels ved
fraktioneret tilsetning (3 lige store portioner tilsat med 10 minutters
interval) og dels ved gjeblikkelig tilseetning. Den anvendte sed har for
22 ejakulaters vedkommende ved bedgmmelse i Bloms komparations-
kammer veret af koncentrationen D, og disse ejakulater er blevet for-
tyndet siledes, at den endelige fortynding har vaeret 1 : 10-1 : 14, 6
ejakulater har varet af koncentrationen SD, og disse blev fortyndet
1 :6-1:9. Den endelige koncentration har séledes varet minimalt
60106 sadceller pr. cc. Efter en tilvaenningstid pad 1618 timer ved
4 © C. blev den fortyndede szd emballeret til dybfrysning i portioner pa
1/o ml, dels i glasampuller og dels i cellophanrgr. Ampullerne blev
tilsmeltet, under hvilken procedure den sazdfyldte del var nedsenket i
isvand. Cellophanrgrene blev anbragt i specielle plastichylstre, der blev
tilsmeltet.

Ved saledes at anvende to forskellige tilsztningsmetoder af glyce-
rinfortyndingsvadsken og to forskellige emballeringsmetoder fremkom
fglgende 4 grupper:

a) 2. fortynding fraktioneret, emballeret i ampuller

b) 2. » gieblikkelig, » 5w

c) 2. ” fraktioneret, " ,» cellophanrgr
d) 2. » gieblikkelig, ” » ”
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Nedfrysningen.

Nedfrysning af ampullerne i gruppe a) og b) og nedfrysning af den
halve portion cellophanrgr i grupperne c) og d) blev foretaget i en 6
liters termokrukke (se side 17) indeholdende konc. alkohol, og der blev
anvendt fglgende nedfrysningshastighed:

°C.

1234 6 0 70 72 74 76 70 20 22 24 25 25 30 33 min.

Fig. 6. Nedfrysningskurver.
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1/5,-1° C./min. i temperaturintervallet — 4° C—= 10° C.
2 ° C./min. , +~ 10° C—= 15° C.
5-6 ° C./min. indtil = 79 ° C.

Nedfrysningskurven er fremstillet i figur 61. De g@vrige portioner
cellophanrgr i grupperne c) og d) blev nedfrosset ved anbringelse i groft
pulveriseret kulsyreis, og temperaturfaldet er foregiet som vist i
figur 6L Efter nedfrysningen blev den dybfrosne s®d overfgrt til et
alkoholbad ved = 77° C. i en dybfrysningsboks. Antallet af overle—
vende sadceller blev bedgmt ved subjektiv vurdermg af et drabepra:—
parat fra nogle ampuller og cellophanrer, :

Szdens anvendelse,

Den anvendte sed har varet opbevaret i dybfrysningsboks i 6-21
dage efter nedfrysningen. Seden blev tilsendt insemingrerne i fast kul-
syre 1 sma termokrukker og blev optget umiddelbart f¢r anvendelsen,
ampullerne under koldtvandshane, hvorefter seden blev opsuget i pla—
stickatetre, cellophanrgrene i hinden. :

Resultater.

Ved anvendelse af ovennzvnte fremgangsmide fremkom der for
hvert ejakulat fglgende grupper:

Af. 2. fortynding fraktioneret, langsom nedfrysning i ampuller

Ah. 2. ” sieblikkelig, ” " » '
rf. 2. " fraktioneret, , i ,, cellophanrgr
rh. 2. . gjeblikkelig, . " ’ .
tf. 2. . fraktioneret, hurtig " " "
th. 2. ' pjeblikkelig, » » " ”

Som kriterium for s®dens vardi med henblik pd anvendelse til inse-
minering blev anvendt totalantallet af overlevende sadceller bedpmt
umiddelbart efter nedfrysningen i noglie fi portioner fra hver gruppe.
For alle anvendte ejakulaters vedkommende har dette antal andraget
mindst 12 X 10€ pr. 1/, cc. Der har for de forskellige metoders ved-
kommende ingen forskel varet i overlevningsevnen. I tabel 4 er resul-
taterne opgjort pa grundlag af 60-90 dages i. o.-pct.




Tabel 4. Resultaterne efter anvendelse af swed nedfrosset efter 6 forskellige metoder (60—90 dg. i. o.-pct.).
(The results after use of semen frozen by 6 different methods (60—90 days % N. R.)).
A T t
f h f h f h
antal antal antal antal antal antal
ins, = antal ins. antal ins. antal ins. antal ins. antal ins. antal Gennem-

Tyr (no.of i.o. (no. .0. (no. of i.o. (no. of i.o. (no. of i.o. (no. of i.o. snit
(bull) ins.) (N.R} %  ins) (N.R) % ins.) (N.R) %  ins) (N.R) % ins.) (NNR) % ins.) (N.R) % .{average)

1 19 9 474 16 2 563 33 23 697 25 20 800 36 26 722 29 16 552 652
2 10 5 500 15 9 600 18 12 667 31 20 645 16 10 625 21 12 57,1 61,3
3 7 5 71,4 12 9 750 9 5 556 27 16 593 15 7 46,7 15 12 80,0 63,5
4 9 4 44,4 9 5 556 11 4 364 18 16 889 17 12 70,6 13 9 692 64,9
5 13 9 692 8 7 875 19 15 789 16 11 688 14 10 714 16 13 81,2 756
6 5 3 600 11 6 545 19 12 632 11 4 36,4 5 1 200 10 6 600 525
7 13 7 53,8 11 7 636 25 12 480 24 17 708 22 16 72,7 21 14 66,7 629
8§ — — . — 6 5 833 4 3 750 7 3 429 5 5 100,0 72,7
9 — — _ = = — 10 5 50,0 5 2 40,0 12 7 583 9 4 444 50,0
gennem-

snit 76 42 553 82 52 634 150 93 62,0 161 109 67,7 144 92 62,5 139 91 65,5
(average) 59,5 % 64,9 % 64,7 %

123
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En statistisk analyse af disse resultater giver fglgende:

1. Sammenligning mellem en langsom og en hurtig nedfrysningsme-
tode.

Ved nedfrysning efter en langsom og en hurtig metode af sed em-
balleret i cellophanrgr er de opndede resultater identiske (henholdsvis
64,9 pct. og 64,7 pct.).

2. Sammenligning mellem nedfrysningshastighed og emballeringsme-
tode.

Efter en langsom nedfrysning af s&d i ampuller og cellophanrgr og
efter hurtig nedfrysning af szd i cellophanrgr er de opndede resultater
identiske (henholdsvis 59,5 pct., 64,9 pct. og 64,7 pct.).

3. Sammenligning mellem gjeblikkelig og fraktioneret 2. fortynding.

Uafh®ngigt af emballerings- og nedfrysningsmetoder er der fundet
differencer pa disse to fortyndingsmetoder. De bedste resultater er for
de tre hovedgruppers vedkommende opndet ved gjeblikkelig tilsztning.
I tabel 5 er disse metoder sammenlignet for hver enkelt tyr. Forskellen
pé gennemsnittet for alle 9 tyre har varet 4,6 pct. Denne forskel er
imidlertid ikke statistisk sikker (tabel 5).

Tabel 5. Resultater efter gjeblikkelig (h) og fraktioneret (f) tilseetming af
glycerinfortyndingsvaedsken (60—90 dg. i. o.-pct.).
(The results after initial (h) and fractional (f) addition of glycerol
(60—90 days % N.R.)).

f h
antal antal
re o ane e o g
(bull) ins.) (N.R)) °fe ins.) (N.R)) %%

1 88 58 65,9 70 45 64,3

2 44 27 61,4 67 T 41 61,2

3 31 17 54,8 54 37 68,5

4 37 20 54,1 40 30 75,0

5 46 34 73,9 40 31 77,5

6 29 16 55,2 32 16 50,0

7 60 35 58,3 56 38 67,9

8 13 8 61,5 9 8 88,9

9 22 12 54,5 14 6 42,9
gennemsnit 370 227 61,4 382 252 66,0
(average)
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Den i forsgg 1 anvendte belastningsprgve til bedgmmelse af sedens
kvalitet er ogsd for nogle tyres vedkommende anvendt i dette forsgg.
Der er i lighed med de i forsgg 1 fundne resultater sket en forringelse
af sedens kvalitet med ca. 1/, efter et dggns opbevaring ved 4 © C.
efter optgningen, 2/ efter 2 dggns opbevaring og efter 3 dggns opbe-
varing er antallet af levende sadceller reduceret til ganske fi procent.
Evnen til overlevning efter optgning og opbevaring ved 4 ° C. har va-
rieret for de forskellige tyre. For tyrene 2 og 3 fandtes en langsommere
aftagen af overlevningsevnen end for tyr 5. Imidlertid har tyr 5 frem-
vist bedre resultater end sivel tyr 2 som 3. Denne belastningspreve
evner siledes ikke at udpege de ejakulater, der kan forventes at give de
bedste resultater efter inseminering.

I forsgg 1 fremkom en overraskende stor procentdel af omlgbnin-
gerne i perioden mellem 30-60 dages og 60-90 dages i. o.-pct. opge-
relsen, og muligheden for fremkomst af et stgrre antal tidlige aborter
efter anvendelse af dybfrossen s@d end efter anvendelse af frisk sad
blev papeget. En tilsvarende opggrelse er udfgrt i dette forsgg, og re-
sultatet er opstillet i tabel 6. I samme tabel er fremstillet de resultater.
der er opniet efter anvendelse af frisk sed fra de samme 9 tyre i forsggs-
perioden.

Tabel 6. Resultater efter anvendelse af dybfrossen seed og frisk s=d
(30—60 og 60—90 dg. i. o.-pct.).
(The results after use of deep-frozen semen and fresh semen
(30—60 days and 60—90 days % N.R.)).

Dybfrossen sed Frisk sed .
(deep-frozen semen) (fresh semen)
Diff. frisk s&d-
antal antal antal dybfrossen sed
ins. 30—60 dg. 60-—90 de. ins. i.o. 60—90dg. (diff. fresh
Tyr (no.of io.-pct. i.o.-pct. (no. of (mo.of i.0.pct. semen-deep
(bull ins.) (/s N.R.)) (%% N.R)) ins.) N.R.) (% N.R)) frozen semen)
1 158 75,9 65,2 78 45 57,7 - 75
2 111 65,8 61,3 107 79 73,8 + 12,5
3 85 70,6 63,5 213 162 76,1 + 12,6
4 77 71,4 64,9 167 118 70,7 + 5,8
5 86 81,4 75,6 93 77 82,8 + 7,2
6 61 75,4 52,5 231 168 72,7 =+ 20,2
7 116 71,9 62,9 268 193 72,0 + 9,1
8 22 o 77,3 72,7 229 172 751 + 2.4
9 36 69,4 50,0 192 134 69,8 -+ 19,8
gennemsnit 73,0 63,7 72,7
(average)

3‘
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Af tabel 6 fremgar det, at differencen mellem 30-60 og 60-90
dages i. o.-procenten for de 9 tyre gennemsnitlig har andraget 9,3 pro-
centenheder, hvilket resultat er identisk med de resultater, der er fun-
det i undersagelser over dette forhold efter anvendelse af frisk szd.

Efter anvendelse af frisk szd fra de samme 9 tyre, som blev anvendt
til dybfrysning, er der i forsggsperioden opniet resultater, der med
undtagelse af tyr 1 er hgjere end efter anvendelse af dybfrossen sed.
Differencen udggr fra 2,4-20,2 procentenheder. Differencen har varet
stgrst for tyr 6 og tyr 9, medens den for de gvrige 7 tyre har andraget
de vardier, som man ogs3 i udenlandske forsgg har mattet konstatere,
ndr der anvendes dybfrossen szd.

V. Diskussion.
Resultater.

I 2 forskellige forsggsperioder er undersggt dybfrysningens ind-
flydelse pa tyresedens fertilitet. I et vinterforsgg (dec., jan., febr.) er
fundet konceptionsresultater (60-90 dages i. o.-pct.), der for 5 under-
spgte tyres vedkommende var 11,3-27,4 procentenheder lavere end
de resultater, der opndedes efter anvendelse af frisk sad fra de samme
tyre i samme periode. I et efterdrsforseg (aug., sept., nov.) har resulta-
terne efter anvendelse af dybfrossen szd veret betydeligt hgjere end i
vinterforsgget for 9 undersggte tyres vedkommende, men stadig lavere
end efter anvendelse af frisk saed.

En direkte sammenligning mellem disse 2 forsgg er ikke gennem-
fgrlig, idet der har varet foretaget nedfrysning efter to fremgangsmaéder,
der adskiller sig fra hinanden pa flere omrdder. Om disse forskellighe-
ders betydning for resultatet kan der intet udtales, men det m3 antages,
at dette forhold har haft stor indflydelse pa den forbedring af resulta-
terne, der er opniet i efterdrsforsgget. Yderligere er der ogsd i de to
forsgg anvendt forskellige tyre, dog saledes, at 3 af tyrene er anvendt
i begge forsgg. Da der for disse 3 tyres vedkommende er opndet si be-
tragtelige forbedringer af resultaterne i efterirsforsgget, at det fra for-
fatterens side synes diskutabelt, om hele forbedringen alene skyldes de
tekniske #ndringer ved sedens behandling og nedfrysning, er der i ta-
bel 7 givet en sammenligning mellem disse 3 tyres resultater i sivel
vinter- som efterarsforsgget.

Der synes ved sd store udslag at vere mulighed for, at ogsd andre
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Tabel 7. Sammenligning mellem resultaterne i de to forsggsperioder
for 3 tyres vedkommende (60—90 dg. i. 0.-pct.).
(Comparison between the results during the 2 experimental periods
concerning 3 bulls (60—90 days % N.R.)).

. Vinterforseg Efterdrsforseg
(winter experiment) (autumn experiment}

antal antal

ins. 60—90 de. 60—90 de. ins.
tyr {no. of i. 0.-% i. 0.-% (no. of tyr

(bulb ins.) (N.R. ") (N.R.) ins.) (bulh)

1 136 44,8 62,9 116 7
3 43 53,5 72,7 22 8

5 31 64,5 75,6 86 5

faktorer end @ndringerne i forsggsmetodikken kan have spillet en rolle.
Opmarksomheden bgr sikkert rettes mod den forskellige sedkvalitet,
der har vzret disponibel ved de to forsgg. Ved de grove undersggelses-
metoder, der har varet anvendt til sedbedgmmelse, har det ikke varet
muligt at konstatere nogen kvalitetsmassig forskel i de to forsggsperi-
oder, men man har ved tidligere undersggelser over sedcellernes frukto-
lysekapacitet fundet, at der eksisterer drstidsvariationer i sedens kva-
litet. Som helhed mé det da ogsd siges, at nedfrysningen i efterdrsfor-
spget forlgb mere tilfredsstillende end i vinterforsgget, idet kun et en-
kelt ejakulat mitte kasseres efter nedfrysningen som uegnet til anven-
delse ved efterdrsforsgget, medens mange ejakulater métte kasseres i
vinterforsgget, selv om szdkvaliteten ved en undersggelse fgr nedfrys-
ningen syntes udmerket.

Selv om det ved betragtning af resultaterne fra disse to forsgg ikke
er muligt at afggre med sikkerhed, om szdkvaliteten kan have spillet
en rolle, er det dog forfatterens mening, at en sddan mulighed bgr tages
i betragtning. At der yderligere i efterirssasonen foreligger store mang-
der szd, der ikke finder anvendelse, ggr spgrgsmilet om en nedfrys-
ningsszson i disse mineder aktuel.

Mange tidligere undersggelser har vist, at der bestir en relation
mellem sadcellernes modstandsdygtighed overfer glycerin og metoden,
hvormed denne tilblandes szden. Disse iagttagelser viser, at overlev-
ningsevnen efter nedfrysningen er bedst, nir tilsztningen foregir frak-
tioneret. Der synes ikke at foreligge nogle undersggelser, der viser til-
setningsmetodens indflydelse pd sedens fertilitet. Dette forhold har ve-
ret undersggt 1 begge de omtalte forspg, og det er fundet, at der er en
tendens til bedre resultater, nir glycerintilsztningen foregér gjeblikkelig.
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Nedfrysningshastighedens betydning for overlevningsevnen er fast-
slaet i Polge & Rowson’s grundleggende arbejde (1952), og nogle senere
undersggelser har alle bekreftet dette arbejdes konklusion, samt vist,
at ekstreme variationer i nedfrysningshastigheden har en darlig virkning
pd overlevningsevnen, Her er i forsgg 2 fundet identiske konceptions-
resultater efter inseminering med szd, der har veret frosset efter den
szdvanlige metode og efter en meget hurtig metode. Ved begge ned-
frysningsmetoder har s@den varet emballeret i cellophanrgr. Da den
hurtige nedfrysningsmetode ikke er forsggt med s@d emballeret i am-
puller, kan det pd nuverende tidspunkt kun paregnes, at den hurtige
nedfrysningsmetode er velegnet til nedfrysning af sed i cellophanrgr.

I de sammenlignende forsgg med nedfrysning af sed i cellophanrgr
og i ampuller har optgningstemperaturen veret forskellig. I enkelte
udenlandske arbejder har man iagttaget, at optgningstemperaturen har
haft indftydelse pa sedens overlevningsevne. I disse to forsgg er det ikke
muligt at konstatere, om dette forhold har haft nogen indflydelse pd de
opniede resultater. ;

Engelske og amerikanske undersggelser har vist, at den sxd-
mengde, der opsamles i 2. spring, er bedre egnet til dybfrysning end
sed opsamlet i 1. spring. Disse iagttagelser er foretaget, hvor der kun
er udfgrt een sedopsamling om ugen pr. tyr. I disse to forsgg, hvor
opsamlingsfrekvensen har veret betydeligt hgjere, idet der har vearet
opsamlet sed to gange om ugen, sadvanligvis med 2-3 spring hver
gang, har dette forhold ikke kunnet bekrzftes. Den mindre overlev-
ningsevne i 1. spring, som er fundet ved de udenlandske forsgg, kan
formodentlig skyldes det forhold, at der i seden fra dette spring er en
stgrre procentdel overmodne sadceller end i de efterfplgende spring.
De szdceller, der overlever nedfrysningen, synes siledes at have en
speciel modningsgrad.

I tidligere iagttagelser er det pdpeget, at de overlevende sedceller
har veret udsat for en sa hard belastning ved nedfrysningen, at de ikke
er i stand til at forblive levende i ret lang tid efter optgningen. Sdvel i
vinter- som efterirsforsgget er bedgmt, hvor lenge szdcellerne opret-
holdt deres motilitet efter optgningen, nir de blev opbevaret ved
2—-4 ° C. I almindelighed var antallet af levende sazdceller aftaget s
sterkt efter 3 dggns opbevaring, at kun nogle fi procent stadig viste
motilitet. Forholdet viste sig at vare individuelt for de enkelte tyres

)
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vedkommende, men der synes ikke at vere nogen relation mellem sz-
dens fertilitet og en sddan belastningsprgve, siledes som det er tilfzeldet
ved anvendelse af frisk sed (Swanson & Hermann, 1941).

Fordele og ulemper ved nedfrysning.

Onsket om i hgjere grad at kunne udnytte den foreliggende tyre-
bestands sedproduktion er i stedse stigende grad blevet fremsat fra alle
interesserede kredse. Igennem indfgrelse af dybfrysning er der blevet
dbnet store muligheder indenfor dette felt.

For den enkelte kvegavler vil den mest indlysende fordel vere, at
sed fra en hvilken som helst tyr, hvis sed er velegnet til dybfrysning,
til enhver tid vil vere disponibel. Denne fordel har han ogsd i perioder,
hvor en tyr er syg eller inde i en reproduktionsmassig svag periode.
Yderligere vil han vare i stand til fra en hvilken som helst egn af lan-
det og fra hele verden at kunne modtage gnskede sadportioner til en-
hver tid.

For en kvagavisforening vil der ogsd vare mange fordele. Den
muliggjorte optimale udnyttelse af seden giver en bedre udnyttelse af
tyrene, og der er derigennem skabt mulighed for udfgrelse af det samme
arbejde ved hjalp af et mindre tyrehold. Foreningens tyrebestand kan
gennem indkgb af dybfrosne ejakulater fra andre foreninger udvides
til at omfatte et ubegrenset antal tyre. Det er desuden ¢n kendt sag, at
visse tyre ikke tdler sd hyppig sedopsamling, som det almindeligvis an-
vendes her i landet. De ,tomme dage” for sidanne tyre kan da dekkes
med dybfrossen szd. 1 efterdrssesonen, hvor antallet af insemineringer
udggr et minimum, og hvor store portioner szd siledes lades uudnyt-
tede, kan szden nedfryses og saledes vere et vardifuldt supplement i
den travle tid. En szrlig vardi vil denne fordel fa for avismatadorernes
vedkommende.

Onsket om oplagring af ,ventetyres saed i det bestemte tidsrum,
der dzkker perioden fra udfgrelse af et tilstrakkeligt antal inseminc-
ringer til fremskaffelse af et afkomsprgvehold indtil resultaterne af en
afkomsprgve foreligger, kan med den nuvazrende opbevaringsmetodik
ikke siges at vere opfyldt, idet en mangedrig opbevaring af den dybfrosne
sad ikke synes at vere mulig. Underspgelserne over en forlengelse af
opbevaringstiden ved endnu lavere opbevaringstemperaturer synes pa
nuverende tidspunkt at give hdb om, at det ad den vej vil vare muligt
at finde en lgsning pé dette spergsmil.
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Knyttet til disse fordele ved dybfrysning af sad vil der fremtrede
visse ulemper ved denne sedpreservationsmetode. Sdledes varierer de
resultater, der opnds efter anvendelse af dybfrossen sed, ret betydeligt.
Det er igennem de foreliggende undersggelser vist, at der med visse tyre
kan opnds resultater, der nasten er identiske med de resultater, der
opnds efter anvendelse af frisk sed. For en anden gruppe tyres ved-
kommende vil der ske en forringelse af resultaterne pd 5-15 procent-
enheder efter anvendelse af dybfrossen sad. Det synes dog som om en
sddan forringelse i en del tilfzlde kan opvejes af de fordele, som dyb-
frysningen frembyder. Yderligere er selve dybfrysningsprocessen en tids-
rgvende proces, og udgifterne til de enkelte sedportioner vil derigen-
nem i forbindelse med omkostningerne til drift af et opbevaringsanleg
blive forggede. Endelig vil der med den mere intensive udnyttelse af en
tyrs sedproduktion fgige en stgrre fare for indavl indenfor lokale kvaeg-
racer, sdledes som det her i landet forekommer indenfor R. D. M.
Ved en udbredt anvendelse af dybfrossen szd under sddanne forhold
er det siledes et spgrgsmal, om der ikke bgr drages omsorg for, at risi-
koen for en sidan fglge reduceres mest muligt.

Indretning af fremtidige dybfrysningsanlaeg,

Efter de enkelte foreningers behov og gnsker kan der indrettes an-
leg, der vil vaere 1 stand til at opfylde de krav, der métte blive stillet til
nedfrysning og opbevaring af dybfrossen szd, idet sddanne anleg kan
fremstilles saledes, at de kan dakke ethvert behov. Ud fra erfaringer
over drifts- og anlegsudgifter til et anleg af den stgrrelse, der har va-
ret anvendt ved de her publicerede forsgg, skal der gives en orientering
om de muligheder, der for de enkelte foreninger foreligger, nir spgrgs-
milet om anvendelse af dybfrossen s@d og eventuel oprettelse af en
sedbank mi vzre aktuel.

S&fremt man udelukkende gnsker at anvende dybfrossen szd for
at tilfredsstille efterspgrgslen fra kvegavlerne p4 szd fra bestemte tyre,
og hvor der siledes kun vi! blive tale om ganske kortvarig opbevaring
af den nedfrosne sed, kan spgrgsmaélet Igses gennem anvendelse af store
termokrukker eller gennem anskaffelse af smd dybfrysningsbokse. En
sddan er afbildet nedenfor og har en kapacitet pd ca. 1000 portioner.
Anskaffelsesprisen er ca. 500 kr., og driftsudgifterne m3 péaregnes at
andrage ca. 400 kr. arlig med den nuverende pris pd kulsyreis (kr. 0,95

pr. kg).
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Fig. 7. Lille dybfrysningsboks.

Dnsker man langstidsopbevaring af store portioner dybfrossen sed,
ngdvendigger dette opstilling af specielle dybfrysningsbokse med stor
kapacitet. Af de forskellige typer, der har fundet anvendelse, forekom-
mer den type, der har varet anvendt ved de her publicerede forsgg, for-
fatteren mest tiltalende (fig. 3, side 19). Denne type er konstrueret i
England og er beregnet til opbevaring af seed nedfrosset i ampuller. En
af forfatteren modificeret type af denne boks kan anvendes, sifremt
man ¢gnsker at anvende nedfrysning i cellophanrgr (fig. 8). Anlegsud-
gifterne andrager ca. 4500 kr., og boksen har en kapacitet pa ca. 10 000
portioner, Der vil til drift af en sidan boks medgd ca. 3000 kg tdris
arligt.

De forggede udgifter, der vil blive palagt hver enkel nedfrossen por-
“tion, vil sdledes vere athzngige af, hvor stort et anleg, der mitte finde
anvendelse. Eksempelvis vil udgiften pr. portion, nir et lille og et stort
anleg af ovenfor omtalte dimensioner er halvt fyldt med portioner
(henholdsvis 500 og 5000 portioner) andrage henholdsvis 80 og 60 gre.
Yo farre portioner, der opbevares i boksen, des stgrre udgift pr. portion
et vice versa. Til dette belgb mé adderes de udgifter, som emballering af
seden og transport af denne i nedfrossen tilstand udggr.
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Fig. 8. Dybfrysningsboks til opbevaring af sed nedfrosset i cellophanrgr.

Ao w8

Monteret ramme e. Opbevaringsrum.
Ramme. f. Kulsyreisdepot.
Kulsyreisreservoir. g. Rammeholder.
Nedfrysningsrum.
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VI. Sammendrag og konklusion.

Efter en oversigt over de hidtidige erfaringer med dybfrysning af
tyresed omtales to forsgg udfgrt i Kvagavlsforeningen for Hjgrring
Amt. Ved forsgg 1, der udfgrtes i perioden 1. december 1954—1. marts
1955, anvendtes fglgende procedure: efter sedopsamlingen blev szden
delt i to portioner, hvoraf den ene portion blev fortyndet med 25 pct.
zggeblomme -+ 75 pct. 3,6 pct. natriumcitratoplgsning ved 30 ° C.
og anvendt til inseminering pd opsamlingsdagen. Den anden portion
blev anvendt til dybfrysning og blev fgrst fortyndet med 50 pct. zgge-
blomme + 50 pct. 3,6 pct. natriumcitratoplgsning og derefter i en 3—4
timers periode afkglet til 2—4 °© C, Den ene halvdel af den fortyndede
sed blev fortyndet 1:1 med en glycerinfortyndingsvadske (84 pct.
3,6 pct. natriumcitratoplgsning 4 16 pct. analytisk glycerin) ved frak-
tioneret tilsztning (4 lige store portioner tilsat med 5-10 min. interval),
den anden halvdel 1: 1 ved gjeblikkelig tilsztning. Der anvendtes for-
tyndingsgraderne 1: 10-1 : 15. Efter 18-22 timers tilvenningsperiode
blev seden nedfrosset i glasampuller i portioner pd 1 ml, og der an-
vendtes fglgende nedfrysningshastighed: 1/,—1 ° C./min. i interval-
let 2 ° C.—= 10 ° C. og derefter 3—4 ° C./min. indtil — 79 ° C. Den
dybfrosne s&d blev anvendt til 1. gangs ins. af kger og kvier efter hgjst
14 dages opbevaring ved -~ 77 ° C. Optgningen foregik under koldt-
vandshane, og til inseminering blev anvendt 1/, ml. s@d. Enkelte por-
tioner blev nedfrosset i cellophanrgr efter samme metode. Optgningen
af disse skete i handen. Der blev opnéaet fplgende resultater: ved an-
vendelse af 23 ejakulater fra 5 tyre med en overlevningsevne mellem 40
og 70 pct. til ins. af 251 kger og kvier fandtes resultaterne 11,3-27,4
procentenheder (60-90 dages i. o.-pct.) lavere end resultaterne efter
anvendelse af frisk saed (tabel 1). Der fandtes en overraskende stor for-
skel mellem 30-60 og 60-90 dages i. o.-pct. (tabel 1). Der fandtes in-
gen forskel pa overlevningsevnen ved nedfrysning af 1., 2. og 3. spring
opsamlet i samme seance. Ved nedfrysning af sed emballeret i cello-
phanrgr opndedes resultater, der var identiske med resultaterne efter
nedfrysning i glasampuller (tabel 2). Ved gjeblikkelig tilszetning af glyce-
rinfortyndingsvaedske fandtes en tendens til bedre resultater end efter

4%
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fraktioneret tilseetning (tabel 3). Ved en belastningsprgve, hvor szden
blev opbevaret ved 2 ° C. i 3 dage efter optgningen, fandtes efter 1
dggns opbevaring en halvering af antallet af overlevende szdceller; efter
2 dggn var 1/, af sedcellerne levende og efter 3 dggns opbevaring var
kun f& procent levende.

Ved forsgg 2, der udfgrtes i perioderne 1. august-1. oktober og
1. november—1. december 1955, anvendtes fglgende procedure: efter
sedopsamling blev seden hensat ved stuetemperatur indtil dens tem-
peratur androg 25 © C., og den blev derefter fortyndet med 40 pct.
zggeblomme 4 60 pct. 3,6 pct. natriumcitratoplgsning, Efter 8 timers
opbevaring i keleskab ved 4 ° C. blev den fortyndet 1: 1 med 84 pct.
3,6 pct. natriumcitratoplgsning -+ 16 pct. glycerin dels ved fraktioneret
tilsetning (3 lige store portioner tilsat med 10 min. interval), dels ved
gjeblikkelig tilsetning. Den endelige koncentration var minimalt
60 X 108 sedceller/cc. Efter en tilvenningsperiode pa 16-18 timer blev
seden nedfrosset dels i glasampuller og dels i cellophanrgr, og der an-
vendtes to nedfrysningshastigheder: a) 1/,—1 © C./min. i intervallet
4°C~-—+10°C, 2° C./min. i intervallet — 10° C.——+ 15° C.
og derefter 56 °© C./min., og b) en meget hurtig metode, hvor seden
anbragtes direkte i groft pulveriseret kulsyre. Szden blev opbevaret i
6-21 dage efter nedfrysningen ved = 77 ° C. Efter anvendelse af 28 eja-
kulater fra 9 tyre til ins. af 752 kger og kvier fandtes fplgende (ta-
bel 4): ved nedfrysning efter en langsom og en hurtig metode af szd em-
balleret i cellophanrgr var de opndede resultater identiske (henholdsvis
64,9 pct. og 64,7 pct.). Efter langsom nedfrysning af sed i ampuller og
cellophanrgr og efter hurtig nedfrysning af sad i cellophanrgr var de
opndede resultater identiske (henholdsvis 59,5 pct., 64,9 pct. og 64,7
pet.). Uathengigt af nedfrysnings- og emballeringsmetoder fandtes der
en tendens til en forbedring af resultaterne efter gjeblikkelig fortynding
med glycerinfortyndingsvaedske sammenlignet med fraktioneret tilszet-
ning (tabel 5). Som i forsgg 1 blev der ved anvendelse af en belastnings-
prove forspgt fremskaffet en metode til bedgmmeise af szdens kvalitet
efter nedfrysning, men der kunne ingen relation konstateres mellem se-
dens fertilitet og dens overlevningstid efter optgningen. Ved sammen-
ligning af 30-60 og 60-90 dages i. o.-pct. fandtes normale forskelic
(tabel 6). For de 9 tyre udgjorde forskellen mellem frisk sed anvendt i
samme periode og dybfrossen sad 2,4-20,2 procentenheder til fordel
for den friske s&d (tabel 6). 1 en efterfglgende diskussion er bl. a. be-
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rgrt muligheden af, at efterdrssed bedre tler nedfrysningsbelastningen
end vintersed. Yderligere er diskuteret fordele og ulemper ved denne
szdpraeservationsmetode og indretning af fremtidige dybfrysningsanleg.

Som et praktisk resultat af disse undersggelser kan fglgende simpli-
ficerede nedfrysningsmetode benyttes:

Efter sedopsamlingen, der foretages pd normal mide i en kunstig
vagina, henstilles seeden ved stuetemperatur, indtil dens temperatur an-
drager 25 ° C. 1. fortynding foretages lege artis med en vadske besta-
ende af 60 pct. 3,6 pct. natriumcitratoplgsning + 40 pct. &ggeblomme

Fig. 9. Ramme med cellophanrgr.
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(temp, 25 ° C.). Szden fortyndes til det halve af den endelige fortyn-
ding. Den fortyndede szd henstilles i kgleskab (temp. 4 ° C.) i 8 timer,
hvorefter den fortyndes med en vaedske af fglgende sammensztning: 84
pct. 3,6 pct. natriumcitratoplgsning -+ 16 pct. glycerin (volumenpct.,
glycerinum bidestillatum pro analysi). Der tilszttes samme volumen af
denne fortyndingsvadske, som den fortyndede szd udger efter 1. for-
tynding, og fortyndingsvedsken tilsettes som ved almindelig sedfor-
tynding, Efter denne endelige szdfortynding opbevares seden i kele-
skabet i 15-20 timer. '

Szdens emballering, der helst bgr foregd umiddelbart fgr nedfrys-
ningen, mi udfgres ved en temperatur pé ca. 4 © C. Fgr emballering og
nedfrysning kan med fordel anvendes en forprgve, der vil vise, om der
kan forventes en overlevningsevne i det pagazidende ejakulat, der vil
vere tilfredsstillende. Nogle enkelte cellophanrgr fyldes med den for-
tyndede sad og emballeres i plasticemballagen, hvorefter de nedfryses
ved anbringelse i groft pulveriseret kulsyreis. Der foretages en mikro-
skopisk bedgmmelse efter 10 minutters forlgb, og pd denne afggres, om
man med fordel kan foretage nedfrysning af ejakulatet cller ikke. An-
vendes sazden ikke til dybfrysning, kan den anvendes i frisk tilstand
denne dag, siledes at der ikke foregir noget spild af sed. Seden anbrin-
ges i isvand, og cellophanrér og plasticemballage anbringes i en til for-
maélet konstrueret beholder, der kan opretholde en temperatur pd 4 ° C.
I plasticemballagen anbringes et markat med tyrens navn og nedfrys-
ningsdato. Efter anbringelse af de fyldte cellophanrgr i plasticemballa-
gen forsegles denne med en speciel lukker. Cellophanrgrene monteres i
rammer, der er konstrueret til formélet (fig. 9), og rammerne henstilles
i de spor i dybfrysningsboksens kulsyreisreservoir, der er beregnet til
dette formal (fig. 8, side 42). Ved lejlighed (efter mindst 1 kvarters opbe-
varing heri) overfgres rammerne til alkoholbadet i dybfrysningsboksen.

Nir cellophanrgrene skal anvendes klippes de fra rammen og an-
bringes i en termokrukke, der fyldes med pulveriseret kulsyreis. Denne
proces bgr ikke udtsrzkkes over /5 min. Umiddelbart fgr anvendelsen
fiernes cellophanrgrene fra plasticemballagen og optges 1 hinden i ca.
1 minut, ‘
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VII. Summary and Conclusion.

After an account of previous experiences with deep-freezing of the
semen of bulls, two experiments are mentioned which have been made
at the ,Kvazgavlsforening for Hjsrring Amt“. In experiment No. 1,
which took place during the period December 1, 1954-March 1, 1955,
the following procedure was applied: After collection the semen was
divided into 2 portions, one of which was diluted by 25 % egg-volk +
75 % 3,6 % sodium citrate solution at 30 ° C and used for insemina-
tion on the day of collection. The second portion was used for deep-
freezing and was at first diluted by 50 % egg-yolk + 50 % 3,6 %
sodium citrate solution, where after it was cooled down to 2—4 ° C
during a period of 3—4 hours. Half the diluted semen was diluted 1: 1
with a glycerol diluter (84 % 3,6 % sodium citrate solution + 16 %
analytic glycerol) by fractional addition (4 equal portions added at inter-
vals of 5-10 minutes), the second half 1 : 1 by initial addition. Dilution
rates 1:10-1:15 were applied. After an equilibration time of 18-22
hours the semen was frozen down in glass ampulles in portions of 1 ml
and the following cooling rate was applied: 1/5—1 ° C/min. in the inter-
val 2 ° C—+10 ° C and thereafter 3—4 ° C/min. until =-79 ° C. The
deep-frozen semen was applied for initial insemination of cows and
heifers after no more than 14 days storage at = 77 ° C. Thawing took
place by cold water and 1/, ml of semen was used per insemination. A
few portions were cooled down in cellophane straws according to the
same method. Thawing of these took place by the warmth of the hand.
The following results were obtained: By application of 23 ejaculates
from 5 bulls with survival rates between 40 and 70 % for insemination
of 251 cows and heifers the results were found 11,3-27,4 percentage
units (60-90 days % N. R.) lower than the results after application of
fresh semen (Table 1). A surprisingly great difference between 30-60
and 60-90 days % N. R. was found (Table 1). No difference was found
in survival rates on deep-freezing of first, second, and third jumps col-
lected in the same seance. By deep-freezing semen packed in cellophane
straws results were obtained which were identical with the results after
freezing in glass ampulles (Table 2). By initial addition of glycerol di-
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Iuter was found a tendency of better results than after fractional addition
(Table 3). At a test where the semen was stored at 2 ° C for three days
after thawing was found after 24 hours of storage only half the number
of surviving spermatozoa, after 48 hours only one third and after 72
hours only a few per cent of the spermatozoa were alive.

By experiment No. 2, which was carried out during the periods
August 1.-October 1. and November 1.-December 1. 1955, the follo-
wing procedure was applied: After collection, the semen was placed at
room-temperature until its temperature amounted to 25 ° C, it was
thereafter diluted with 40 % egg-yolk + 60 % 3,6 % sodium citrate
solution. After 8 hours storage in refrigerator at 4 ° C it was diluted 1 : 1
with 84 % 3,6 % sodium citrate solution -} 16 % glycerol partly by
fractional addition (3 equal portions added at intervals of 10 min.s)
partly by initial addition. The final minimum concentration was 60 X
106 spermatozoa/cc. After an equilibration time on 16-18 hours the
semen was frozen down partly in glass ampulles partly in straws and the
following two cooling rates were applied: a) 1/,—1 ° C/min. in the inter-
val4 ° C——10°C, 2 ° C/min. in the interval — 10 ° C——- 15 ° C and
thereafter 5-6 ° C/min. and b) a very quick method where the semen was
placed directly in roughly powdered carbon dioxyd. The semen was
stored for 6-21 days after being frozen at =— 77 ° C. After application
of 28 ejaculates from 9 bulls for insemination of 752 cows and heifers
the following was found (Table 4): by cooling according to a slow and
a quick method of semen packed in straws the results obtained were
identical (64,9 % and 64,7 % respectively). After slow cooling of
semen in ampulles and straws and after quick cooling of semen in straws
the results obtained were identical (59,5 %, 64,9 % and 64,7 % re-
spectively). Independent of packing- and cooling methods, a tendency
of improvement of results was found after initial addition of glycerol
diluter compared with fractional addition (Table 5). As mentioned in
experiment No. 1, it was attempted by employing storage test to get at
a method of determination of the quality the of the semen after cooling,
but no relation could be ascertained between the fertility of the semen
and its livability after thawing. By comparison between the non-return
percentage of 30-60 days and 60-90 days normal differences were
found (Table 6). For the 9 bulls the difference between fresh semen and
deep-frozen semen applied during the same period amounted to 2,4-20,2
percentage umits in favour of the fresh semen (Table 6). In a subse-

.
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quent discussion the possibility have been mentioned that autumnal
semen stands the freezing procedure better than winter semen. Further-
more the advantages and disadvantages of this method of preserving
semen have beeing discussed along with arrangement of future deep-
freezing plants.

As a practical result of these investigations the following simplified
method of cooling can be applied:

After collection of semen, which is made in the normal way in an
artificial vagina, the semen is placed at room temperature until its
temperature is 25 ° C. Initial dilution is carried out lege artis with a
solution consisting of 60 % 3,6 % sodium citrate solution 4+ 40 %
egg-yolk (temperature 25 ° C). The semen is diluted to half the final
dilution. The diluted semen is placed in a refrigerator for 8 hours (tem-
perature 4 ° C) whereafter it is diluted with a solution of the following
composition: 84 % 3,6 % sodium citrate solution 4+ 16 % glycerol
(volume pct., glycerinum bidestillatum pro analysi). The same volume
of this diluter as the diluted semen makes after initial dilution is added,
and the diluter is added as in ordinary dilution of semen. After this final
dilution the semen is stored in a refrigerator for 15-20 hours.

The packing of the semen, which preferably should take place im-
mediately before the cooling, must take place at a temperature of about
4 ° C. Before packing and cooling a test can advantageously be applied,
which will show whether a survivability of the ejaculate in question,
which will be satisfactory, may be expected. A few straws are filled with
the diluted semen and are packed in plastic-wrapping whereafter they
are cooled down by being placed in roughly powdered carbon dioxyd.
A microscopic evaluation is made after 10 minutes and upon same it
is decided whether cooling can advantageously be done of the ejaculate
or not. If the semen is not used for deep-freezing it may be used fresh
the same day, thus no waste of semen will take place. The semen is
placed in ice-water, and straws and plastic-wrapping are placed in a
container constructed for the purpose, which can keep up a tempera-
ture of 4 ° C. In the plastic-wrapping is placed a label provided with th2
name of the bull and the date of freezing. After placing the filled straws
in the plastic-wrapping same is sealed with a special closing apparatus.
The straws are placed in frames constructed for the purpose (fig. 9),
and the frames are placed in the tracks of the carbon dioxyd container
of the deep-freezing box, which are intended for this purpose (fig. 8,
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page 42). When convenient (after at least a quarter of an hour’s storage
here) the frames are transferred to the alcohol bath of the deep-freezing
box.

When the straws are to be used they are cut off the frames and are
placed in a thermo-jar, which is filled with powdered carbon dioxyd.
This process must not take more than 1/, minute. Immediately before
use, the straws are removed from the plastic-wrapping and are thawed
by the warmth of hand for about one minute.
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VIII. Zusammenfassung und Konklusion.

Nach einer Ubersicht iiber die bisheringen Erfahrungen in Bezug
auf Tiefkiihlung von Stiersamen werden zwei Versuche im ,,Viehzucht-
verein fiir Hjorring Amt“ erwihnt. Beim Versuch 1, der in der Periode
1/12-54 bis 1/3-55 ausgefiihrt wurde, benutzte man folgendes Ver-
fahren: Nach der Spermagewinnung wurde der Samen in 2 Portioner
aufgeteilt, von diesen wurde die eine Portion mit 25 % Eidotter 4+
75 % 3,6 % Natriumcitratauflosung bei etwa 30 ° C verdiinnt und fiir
Inseminierung am Gewinnungstage angewandt. Die andere Portion
wurde fiir Tiefkithlung benutzt und erst mit 50 % Eidotter + 50 %
3,6 % Natriumcitratauflosung verdiinnt, danach in einer 3-4 stiind-
lichen Periode auf 2—4 ° C abgekiihlt. Die eine Hilfte des verdiinnten
Samens wurde im Verhiltnis 1 : 1 mit einer Glyzerinverdiinnungsfliis-
sigkeit (84 % 3,6 % Natriumcitratauflésung + 16 % analytisches
Glyzerins) bei fraktionierten Zusetzen (4 gleich grosse Portionen mit
einem Intervall von 5-10 Min.) verdiinnt, die andere Halfte 1 :1 bei
sofortigem Zusetzen. Es wurden die Verdiinnungsgrade 1:10-1:15
benutzt. Nach einer 18-22 stiindigen Bearbeitungspause wurde der
Samen in Glasampullen in Portionen vom 1 ml eingefroren, es wurde
folgende Temperatursenkung benutzt: 1/5—1 © C/min. im Intervall 2 ° C
—+ 10 ° C und danach 3—4 ° C/min. bis auf = 79 ° C. Der tiefge-
frorene Samen wurde fiir erstmalige Insemination von Kiihen und Far-
sen nach einer Lagerung von hochst 14 Tagen bei - 77 © C angewandt.
Das Auftauen erfolgte unter Kaltwasserhahn und zur Inseminierung
wurde 1/, ml Samen benutzt. Einige Portionen wurden nach demselben
Verfahren in Cellophanréhrchen eingefroren. Diese wurden in der Hand
aufgetaut. Folgende Resultate wurden erzielt: Bei Benutzung von 23
Ejakulaten von 5 Stieren mit einem Uberlebungsvermégen zwischen
40-70 % zur Inseminierung von 251 Kiihen und Fiarsen wurden die
Resultate 11,3-27,4 Prozenteinheiten (60-90 Tage Nicht-Umrindern-
Prozent) niedriger als die Resultate bei Verwendung von frischen Samen
(Tabelle 1) gefunden. Es erwies sich ein iiberraschend grosser Unter-
schied zwischen 30-60 und 60-90 Tage Nicht-Umrindern-Prozent
(Tabelle 1). Es ergab sich kein Unterschied im Uberlebungsvermogen
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bei der Tiefkiihlung vom 1., 2. und 3. Sprung ejakuliert in derselben
Seance. Bei der Tiefkiihlung von Samen in Cellophanrhrchen embal-
liert, wurden Resultate erzielt, die mit Resultaten nach Tiefkiihlung in
Glasampullen (Tabelle 2) identisch waren. Bei sofortigem Zusatz von
Glyzerinverdiinnungsfliissigkeit fand man eine Neigung zu besseren
Ergebnissen als nach fraktioniertem Zusetzen (Tabelle 3). Bei einer
Haltbarkeitsprobe, wo der Samen 3 Tage nach Auftauen bei 2 ° C auf-
bewahrt wurde, fand man nach 24 Stunden Aufbewahrung einer Hal-
bierung der iiberlebenden Samenzellen; Nach 2 3 24 Stunden war /s
der Samenzellen am Leben und nach 3 X 24 Stunden nur wenige Pro-
zent.

Beim Versuch 2, der in den Perioden 1/8-1/10 und 1/11-1/12
1955 ausgefithrt wurde, benutzte man folgendes Verfahren: Nach der
Spermagewinnung wurde der Samen in Stubentemperatur hingestellt bis
seine Temperatur 25 ° C betrug, danach wurde mit 40 % Eidotter
+ 60 % 3,6 % Natriumcitratauflosung verdiinnt. Nach 8-stiindiger
Aufbewahrung im Kiihlschrank bei 4 © C wurde er im Verhaltnis 1 : 1
mit 84 % 3,6 % Natriumcitratauflosung 4+ 16 % Glyzerin verdiinnt,
teils bei fraktioniertem Zuzatz (3 gleich grosse Portionen mit 10 Mi-
nuten Intervall zugezetzt), teils bei sofortigem Zuzetzen. De endgiiltige
Konzentration war minimal 60 X 106 Samenzellen/cc. Nach einer Be-
arbeitungspause von 16-18 Stunden wurde der Samen teils in Glasam-
pullen und teils in Cellophanrérchen eingefroren und es wurden zwei
Temperatursenkungsmetoden benutzt: a) 1/5,—1 ° C/min. im Intervall
4° C-—= 10° C, 2° C/min. im Intervall -~ 10° C—= 15° C und
darauf 5-6 ° C/min. und b) eine sehr schnelle Metode, wo der Samen
direkt in grob pulverisierter Kohlensdureeis angebracht wurde. Der
Samen wurde 6~21 Tage nach der Tiefkiihlung bei -+ 77 ° C aufbe-
wahrt. Nach Anwendung von 28 Ejakulaten von 9 Stieren zur erstma-
ligen Inseminierung von 752 Kiihen und Férsen ergab sich folgendes
(Tabelle 4): Bei Tiefkiihlung nach einer langsamen und einer schnellen
Metode von Samen in CellophanrShrchen emballiert, waren die erziel-
ten Resultate identisch (bezw. 64,9 % und 64,7 %). Nach langsamer
Tiefkiihlung von Samen in Ampullen und Cellophanrdhrchen und nach
schneller Tiefkiihlung von Samen in Cellophanrérchen waren die erziel-
ten Resultate identisch (bezw. 59,5 %, 64,9 % und 64,7 %). Unab-
hingig von Emballierungs- und Tiefkiihlungsmetoden fand man eine
Neigung zu einer Verbesserung der Resultate nach sofortigem Verdiin-
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nen mit Glyzerinverdiinnungsfliissigkeit im Vergleich zu fraktioniertem
Zusatz (Tabelle 5). Wie bei Versuch 1 wurde es mit Anwendung einer
Haltbarkeitsprobe versucht, eine Metode zur Beurteilung der Samen-
qualitit nach der Tiefkiihlung zu finden, es konnte jedoch keine Rela-
tion zur Fertilitit des Samens und seiner Uberlebenszeit nach dem Aui-
tauen festgestellt werden. Bei Vergleich von 30-60 und 60-90 Tage
Nicht-Umrindern-Prozent fanden sich normale Unterschiede (Ta-
belle 6). Fiir die 9 Stiere machte der Unterschied zwischen frischem
Samen und eingefrorenem Samen in derselben Periode angewandt
2,4-20,2 Prozenteinheiten zum Vorteil des frischen Samens aus (Ta-
belle 6). In einer nachfolgenden Diskussion ist u. a. die Moglichkeit
beriihrt, dass Herbstsamen die Tiefkithlungsbelastung besser vertrigt
als Wintersamen. Ferner sind Vorteile und Nachteile bei dieser Samen-
praservierungsmetode und dic Einrichtung kiinftiger Tiefkiihlungsan-
lagen diskutiert.

Als eine praktisches Ergebnis dieser Untersuchungen kann folgen-
des vereinfachtes Tiefkiithlungverfahren benutzt werden:

Nach der Samengewinnung, das in normaler Weise in einer kiinst-
lichen Vagina erfolgt, wird der Samen bei Zimmertemperatur ange-
bracht bis die Temperatur 25 ° C betrigt. 1. Verdiinnung erfolgt lege
artis mit einer Fliissigkeit bestehend aus 60 % 3,6 % Natriumcitrat-
auflosung + 40 % Eidotter (Temperatur 25 © C). Der Samen wird auf
die Hilfte der endgiiltigen Verdiinnung verdiinnt, Der verdiinnte Samen
wird 8 Stunden in Kiihlschrank (Temp. 4 ¢ C) gestelit, worauf er mit
einer Fliissigkeit folgender Zusammensetzung verdiinnt wird: 84 % 3,0
% Natrinmcitratauflosung + 16 % Glyzerin (Volumenprocent, glyceri-
num bidestillatum, pro analysi). Dasselbe Volumen dieser Verdiinnungs-
flissigkeit, wie der verdiinnte Samen nach der ersten Verdiinnung, wird
hinzugesetzt, und Verdiinnungsfliissigkeit wird wie bei gewdhnlicher
Samenverdiinnung hinzugetan. Nach dieser endgiiltigen Samenverdiin-
nung wird der Samen 15-20 Stunden im Kiihlschrank aufbewahrt.

Das Emballieren des Samens, das am liebsten unmittelbar vor der
Tiefkiihlung geschehen soll, ist bei einer Temperatur von etwa 4 ° C
auszufithren. Vor dem Emballieren und Abkiihlung kann mit Vorteil
eine Vorprobe angewandt werden, die zeigen wird, ob in dem betref-
fenden Ejakulat ein befriedigendes Uberlebungsvermégen zu erwarten
ist. Einige wenige Cellophanréhrchen werden mit dem verdiinnten Sa-
men angefiillt und in Plastikverpackung emballiert, wonach sie durch
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Anbringung in grob pulverisiertem Kohlensdureeis eingefroren werden.
Nach 10 Minuten wird eine mikroskopische Beurteilung vorgenommen
und diese entscheidet, ob man mit Vorteil eine Tiefkiihlung des Ejaku-
lats unternehmen kann oder nicht. Wird der Samen nicht zum Tiefkiih-
lung benutzt, so kann er an diesem Tage in frischem Zustande benutzt
werden, sodass kein Verlust von Samen stattfindet. Der Samen wird in
Eiswasser und Cellophanrdhrchen und Plastikverpackung in einem zu
diesem Zweck konstruierten Behilter, der eine Temperatur von 4 ° C
halten ‘kann, angebracht. Die Plastikemballage wird mit dem Namen
des Stieres und Datum versehen. Nach Anbringen der gefiillten Cello-
phanrdhrchen in der Plastikverpackung wird diese mit besonderem Ver-
schluss versiegelt. Die Cellophanréhrchen werden in Rahmen montiert,
die zu diesem Zweck konstruiert sind (Fig. 9) und hiernach in die Ein-
richtungen im Kohlensiureeisreservoir der Tiefkiithlungstruhe, die zu
diesem Zweck konstruiert sind, eingesetzt (Fig. 8, Seite 42). Bei Gelegen-
heit (nach einer Aufbewahrung von mindestens einer Viertelstunde) wer-
den die Rahmen in das Alkoholbad in der Tiefkiihlungstruhe iiberfiihrt.

Wenn die Cellophanréhrchen benutzt werden sollen, schneidet man
sie von Rahmen und legt sie in einen Thermogefiss, der mit pulverisier-
tem Trockeneis angefiillt wird. Dieser Vorgang darf nicht iiber 1/, Min.
davern. Unmittelbar vor dem Gebrauch entfernt man die Cellophan-
rorchen von der Plastikverpackung and taut sie etwa 1 Min, in der
Hand auf.
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