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1 Einleitung und Fragestellung

1 Einleitung und Fragestellung

In der Spermatologie der Haussaugetiere sind die diagnostischen Verfahren seit Jah-
ren etabliert und es liegt bereits eine Vielzahl funktioneller Tests vor. Fur Végel sind
entsprechende Verfahren bisher nur experimentell angewendet worden und befinden

sich noch nicht in der praktischen Anwendung.

Ziel der Arbeit ist es, einen modifizierten Perivitelinmembran-Penetrationstest als
Spermienfunktionstest beim Vogel zu etablieren und zu utberprifen, ob dieser spe-
ziestbergreifend eingesetzt werden kann. Der Fokus der Arbeit wird auf Untersu-
chungen mit dem Sperma von Falken und Papageien gerichtet sein. Dabei handelt
es sich um wertvolle und zum Teil seltene Arten, deren Fortpflanzungsfahigkeit so-
wohl unter dem Aspekt der Arterhaltung, als auch im Bezug auf eine Nutzung der
Tiere durch den Menschen, von gesteigertem Interesse ist. Da gerade bei Vogeln,
die in Gefangenschaft gehalten werden haufig Fortpflanzungsdefizite vorliegen, spielt
auch die artifizielle Samenubertragung eine nicht unerhebliche Rolle (Blanco et al.
2009). Vor der Ubertragung einer Samenportion auf das weibliche Tier ist eine Uber-
prifung der Spermaqualitat sinnvoll. Liegen nachweislich Méangel hinsichtlich der
Fruchtbarkeit vor, sind weitergehende Tests notwendig, um die Stufe im Fortpflan-
zungsprozess herausfinden zu kdnnen, auf der es zur Unterbrechung der physiologi-
schen Ablaufe kommt.

Wenn es gelingt, die Interspezies-Interaktion zwischen der inneren Perivitellinmemb-
ran (IPVM) des Huhns und den Spermien von Falken bzw. Papageien nachzuweisen,
konnte ein Perivitelinmembran-Penetrationstest als Funktionstest fur Falken- und
Papageiensperma mit Hihnereiern durchgefiuihrt werden. Der entscheidende Vorteil
dieses Versuchsaufbaus ware, dass kein potentiell befruchtungsfahiges und damit

wertvolles Falken- oder Papageien-Ei fur den Test verwendet werden musste.

Das Hauptziel dieser Arbeit ist daher, einen solchen Perivitellinmembran-
Penetrationstest zu entwickeln. Dazu soll die innere Perivitelinmembran aus Hihne-
reiern isoliert und mit Spermien von Falken und Papageien inkubiert werden. Anhand
der Locher, die durch die Hydrolyse der Spermien entstehen, kdnnte die Penetrati-
onsfahigkeit der Spermien ermittelt werden.

In einem ersten Versuchsdurchgang soll eine stabile Methode zur Separation der

inneren Perivitellinmembran entwickelt werden, deren Anwendbarkeit auch an Eiern
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anderer Vogelspezies geprift wird. AulRerdem soll der Einfluss der Lagerungsbedin-
gungen auf die Separationseigenschaften der Eier untersucht werden. Im Anschluss
daran werden Penetrationsversuche mit Huhnereiern und Falken- bzw. Papageien-

sperma durchgefihrt.
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2 Literatur

2.1 Befruchtung beim Vogel

Die Befruchtung des Vogeleis findet vor der Eiablage im weiblichen Genitaltrakt statt.
Bei der Kopulation kommt es zur Aufnahme von Spermien in die Vagina des weibli-
chen Tieres. Der Hauptteil der Spermien wandert direkt in den Eileiter. Ein geringer
Teil der Spermien wird in tubulére Samenspeicherdriisen aufgenommen, die sich am
Ubergang vom Uterus zur Vagina befinden. Das Haushuhn besitzt bis zu 25.000
Samenspeicherdriisen, in denen 7-10 Prozent der aufgenommenen Spermien ge-
speichert werden kénnen (Gerstberger & Barth 2005). In den Samenspeicherdriisen
sind die Spermien flir mehrere Tage bis Wochen Uberlebensfahig und kénnen die in
diesem Zeitraum ovulierenden Eizellen befruchten. Die L&nge der fertilen Periode der
Samenzellen variiert in Abhangigkeit von der Spezies, es besteht jedoch auch eine
deutliche individuelle Variation innerhalb einer Art. Beim Haushuhn betragt die fertile
Periode nach naturlicher Befruchtung ungefahr zwei Wochen (Wishart & Staines
1999), bei instrumenteller Samenubertragung variiert sie in Abhangigkeit von der Be-
samungsdosis und —frequenz in Relation zur Eiablage (Lepore & Marks 1966, Long
2006, Mc Intyre & Christensen 1985). Beim Straul3 betragt die Lange der fertilen Pe-
riode nahezu vier Wochen (Malecki et al. 2004). In einer Untersuchung tber Aufbau,
Anzahl und Grol3e der Samenspeicherdrisen bei elf verschiedenen Spezies haben
Birkhead und Moeller (1990) die kirzeste fertile Periode mit etwas tUber sechs Tagen
bei der japanischen Wachtel nachgewiesen, die langste fertile Periode mit 42 Tagen
wies das Truthuhn auf. Neben der Speicherung der Spermien kommt den Samen-
speicherdrisen eine Selektionsfunktion zu. Fur die Befruchtung wandern die Sper-
mien nach der Passage des Eies in das Infundibulum (Olsen & Neher 1948). Das ist
der erste Abschnitt des Ovidukts, in den die Eizelle bestehend aus Dotterkugel und
Keimscheibe nach der Ovulation gelangt. Zu diesem Zeitpunkt ist die innere Perivitel-
linmembran (IPVM) die aul3erste umgebende Hille (Okamura & Nishiyama 1978).
Diese entspricht der Zona pellucida der Sauger-Eizelle (Howarth 1992). Erst wahrend
der Passage durch das Infundibulum wird der auf3ere Anteil der Perivitellinmembran
gebildet. Zu diesem Zeitpunkt ist die Befruchtung bereits erfolgt, sofern befruchtungs-
fahige Spermien vorhanden waren. Im Gegensatz zu den Sdugetieren, bei denen in

der Regel lediglich ein Spermium die Zona pellucida durchdringt (Florman & Ducibel-
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la 2006), liegt beim Vogel physiologische Polyspermie vor (Nickel et al. 2004, Birk-
head et al. 1994). Es durchdringen viele Spermien die IPVM, doch nur eins ver-
schmilzt mit der Eizelle (Perry 1986), die sich in der Region der Keimscheibe befin-
det. Kommt es zum Kontakt zwischen Perivitellinmembran und Spermium, findet die
Akrosomenreaktion statt (Okamura & Nishiyama 1978). Das Eindringen der Sper-
mien erfolgt durch Hydrolyse eines Kanals durch das Enzym Akrosin (Okamura &
Nishiyama 1978). Die Fahigkeit der Spermien, durch Hydrolyse die Perivitellinmemb-
ran zu durchdringen ist ein zentrales Element im Rahmen der Befruchtung (Barbato
et al. 1998). Im Bereich der Keimscheibe ist eine hdhere Dichte an Hydrolyse-
Lochern nachweisbar, als in den anderen Bereichen der IPVM (Bramwell & Howarth
1992). Durch welchen Mechanismus die erhohte Attraktivitat dieser Region fur die
Spermien verursacht wird, ist ungeklart (Steele et al. 1994), zumal die Glycoproteine,
die als Rezeptoren fur auftreffende Spermien wirken, bei der Wachtel gleichmafig
Uber die IPVM verteilt sind (Rodler et al. 2012). Fur Huhn und Pute betragt die Be-
fruchtungswahrscheinlichkeit 50 Prozent, wenn drei Spermien die IPVM im Bereich
der Keimscheibe durchdringen (Wishart 1997). Die wahrend der Passage des Eis
durch den Legedarm gebildete mittlere Dottermembran (Lamina continua) und die
aulRere Perivitelinmembran verhindern das Eindringen weiterer Spermien (Bakst &
Howarth 1977). Noch um die Eizelle vorhandene Spermien werden in der &uf3eren
Perivitellinmembran (OPVL) eingeschlossen. Diese weisen sowohl beim Huhn (Wis-
hart 1987), als auch bei der Pute (Wishart 1997) eine gleichmafiige Verteilung tGber
die Oberflache der Eizelle auf.

2.2 Spermienfunktionstests beim Vogel

2.2.1 Perivitellinmembran-Penetrationstest

Die Fahigkeit der Spermatozoen, an die innere Perivitelinmembran (IPVM) zu binden
und diese zu durchdringen, ist von zentraler Bedeutung fur die Befruchtung der Eizel-
le (Bakst & Howarth 1977). In vitro Perivitellinmembran-Bindungstests sind in der
Literatur beschrieben (Robertson et al. 1997) und im Rahmen experimenteller For-
schung wurde fir einzelne Arten auch die Interspezies-Interaktion zwischen Memb-
ran und Spermien untersucht (Bramwell & Howarth 1992, Barbato et al. 1998, Win et
al. 2005). In Untersuchungen mit Hahnenejakulaten wurden folgende prozentuale
Interaktionsgrade detektiert: 100 Prozent mit der IPVM von Galliformes, 44 Prozent
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mit der IPVM von Anseriformes und unter 30 Prozent mit der IPVM von Passerifor-
mes und Columbiformes (Stewart et al. 2004). In dem zitierten Versuchsaufbau wur-
de die Perivitelinmembran der verschiedenen Ordnungen mit Spermaproben von
Hahnen inkubiert. Als Kontrollgruppe wurde aus Hihnereiern isolierte IPVM mit Hah-
nensperma verwendet. Die Anzahl der durch eindringende Spermien entstandenen
Locher wurde untereinander verglichen und so die oben erwahnten Ubereinstim-

mungen berechnet.

Der Perivitellinmembran-Penetrations-Test (in der Primarliteratur als sperm-egg-
interaction-assay bezeichnet) wird verwendet, um die Penetrationsfahigkeit der
Spermien einer Samenprobe nachzuweisen. Die Bindung der Spermien, Induktion
der Akrosomenreaktion, Hydrolyse und Penetration der IPVM kann in vitro reprodu-
ziert werden. Robertson et al. (1997) haben nachgewiesen, dass die aus gelegten
Eiern isolierte IPVM als Testmedium fir den Perivitellinmembran-Penetrationstest
verwendet werden kann. Um einen direkten Vergleich zwischen der IPVM aus geleg-
ten Eiern, ovulierten Follikeln und vor der Ovulation gewonnenen Follikeln einer Hen-
ne zu ermoglichen, wurden Proben der IPVM in den drei genannten Stadien des Le-
geprozesses gewonnen und mit Spermien des gleichen Ejakulats inkubiert. Es konn-
te gezeigt werden, dass kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der durch Hydro-
lyse verursachten Locher besteht (Robertson et al. 1997). Die Funktionalitat der Peri-
vitellinmembran wird demnach durch die Bildung der tbrigen Eibestandteile und die
Eiablage nicht beeintrachtigt.

Fur den Perivitellinmembran-Penetrationstest erfolgte die Separation der IPVM durch
Saureinkubation nach der Methode von Kido und Doi (1988). Im Anschluss daran
wurden ca. 0,5 x 0,5 cm grof3e Sticke der IPVM mit einer Spermaprobe inkubiert.
Das Auftreten von Hydrolyse-Lochern in der IPVM wurde unter dem Mikroskop uber-
pruft. Die Dichte der Loécher variierte je nach Konzentration der Spermaprobe. Die
Locher waren bereits nach zweieinhalb Minuten Inkubationszeit sichtbar und eine
Verlangerung der Inkubationszeit fihrte nicht zu einer Steigerung der Anzahl, son-
dern nur zu einer GréRenzunahme der Locher durch fortschreitende Einwirkung der
Enzyme (Robertson et al. 1997). Um die Aussagekraft des Tests zu Uberprifen, wur-
den in einer zweiten Untersuchung die Spermien einer Lagerung unter verschiede-
nen Bedingungen unterzogen und die Reduktion der Penetrationsfahigkeit ermittelt.

Parallel dazu erfolgte die Bestimmung der Eosin-Permeabilitdit und Tetrazolium-
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Reduktion als weiterer Funktionsparameter. Die Penetrationsfahigkeit war deutlich
starker reduziert, als die beiden anderen untersuchten Parameter. Der Perivitellin-
membran-Penetrationstest ist demnach sensitiver bezogen auf die fur eine erfolgrei-
che Befruchtung erforderlichen Eigenschaften und erlaubt eine bessere Einschat-
zung der Qualitat einer Spermaprobe. Weitere Vorteile sind die relativ einfache und
kostengunstige Durchfuhrbarkeit, sowie der geringe apparative Aufwand. Bongalhar-
do et al. (2009) ist es gelungen, eine Methode zur Kryokonservierung der IPVM zu
entwickeln. Nach Separation der IPVM mittels Saureinkubation wurde die separierte
Membran in 0,75 x 0,75 cm grol3e Stlcke geschnitten, und nach mehreren Wasch-
schritten in einem Straw in flissigem Stickstoff konserviert. Die Membran befand sich
in mDPBS (modified Dulbecco’s phosphate-buffered saline) mit 0,4% bovinem Se-
rum-Albumin und einem Zusatz von DMSO. Im Anschluss an den Auftau-Prozess
wurde die Interaktion mit Spermien gemessen. Die Untersuchungen ergaben, dass
die Interaktionsfahigkeit der IPVM mit den Spermien durch die Kryokonservierung
nicht beeintrachtigt wird (Bongalhardo et al. 2009). Diese Tatsache eroffnet neue
Maglichkeiten hinsichtlich der Nutzung des sperm-egg-interaction-assays in der Rou-
tinediagnostik, da hiermit die zeitaufwandige Inkubation und Separation auf Vorrat

durchgefiihrt werden kdnnen.

Andere Spezies, fur die ebenfalls ein Perivitellin-Penetrationstest etabliert wurde,
sind die Pute (Gill et al. 1999), die Ente (Kasai et al. 2000) und, in abgewandelter
Form, das Emu (Malecki & Martin 2005).

2.2.2 Sperm Quality Index

Der Sperm Quality Index (SQI) ist ein Kriterium fur die Qualitat einer Spermaprobe.
Er wird auf Basis der Merkmale Konzentration, Lebensfahigkeit und Motilitat maschi-
nell bestimmt (McDaniel et al. 1998). Die Bestimmung ist objektiv, preisginstig und
nimmt nur wenig Zeit in Anspruch. Gemessen werden Haufigkeit und Amplitude der
Ablenkung eines Lichtstrahls durch sich bewegende Spermien bei der Durchleuch-
tung einer Probe. Da der Test in der Humanmedizin entwickelt wurde muss berick-
sichtigt werden, dass die Spermienkonzentration im Hahnenejakulat deutlich tber der
des Menschen liegt, weshalb eine Verdinnung vor der Bestimmung des SQI not-
wendig ist. Andernfalls wird die Beweglichkeit der Spermien im Probengefald auf-
grund der hohen Konzentration vermindert und die Werte sind falsch zu niedrig. Bei

einer Verdinnung des Hahnenejakulats auf eine Konzentration von ca. 1x1012 Sper-
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mien/ml mit minimal essential medium (MEM) (Howarth 1981) wurden die hochsten
SQI-Werte fur Hahnenejakulate ermittelt (McDaniel et al. 1998). Der SQI kann Werte
zwischen 0 und etwa 600 annehmen. Er besitzt keine Einheit. Da alle drei in die Be-
rechnung einflieBenden Parameter in direktem Zusammenhang mit der Befruch-
tungsfahigkeit eines Spermiums stehen, besteht eine gute Korrelation zwischen SQI
und Fruchtbarkeit (r=0,73) (Parker et al. 2000). Aul3er fur die Evaluation von Hihner-
ejakulaten ist der SQI auch zur Beurteilung von Putenejakulaten genutzt worden
(Neuman et al. 2002).

2.2.3 Sperm-Mobility-Assay

Die Vorwartsbeweglichkeit der Spermien wird als elementarer Faktor fur die Befruch-
tungsfahigkeit angesehen (Froman et al. 1999). Im sperm-mobility-assay wird die
Vorwartsbeweglichkeit der Spermien einer Probe untersucht. Die von Froman und
Mc Lean (1996) entwickelte Methode basiert auf der Penetration von 2% Accudenz®
(viskoses Zentrifugations-Medium). Die Losung wird bei 41°C (Korpertemperatur des
Geflugels) prainkubiert, es erfolgt eine Leermessung im Photometer bei 55nm. An-
schlieBend wird Accudenz® mit der Spermiensuspension Uberschichtet. Wahrend
der Inkubationszeit dringen die beweglichen Spermien in das Medium ein. In einer
zweiten photometrischen Messung wird die Steigerung der Absorption durch die ein-
gedrungenen Spermien gemessen. Es kann jedoch auch die Transmission (in %)
angegeben werden. Daraus lasst sich der Sperm Mobility Index (SMI) wie folgt be-
rechnen: SMI = 100 — Transmission in Prozent. Der SMI ist ein zeitstabiler Funkti-
onsparameter. Froman et al. (1998) untersuchten den SMI bei 49 Hahnen lber einen
Zeitraum von 34 Wochen. Der SMI war Uber den gesamten Untersuchungszeitraum
stabil.

H&hne kdnnen anhand der ermittelten Extinktions- bzw. SMI-Werte in Gruppen ein-
geteilt werden. Froman et al. (1997) haben herausgefunden, dass die Selektion der
Zuchthdhne auf Basis des in vitro sperm-mobility-assays erhdhte Fruchtbarkeit zur
Folge hat. Sie klassifizierten die Hahne anhand der Vorwartsbeweglichkeit der Sper-
mien in Accudenz® und besamten jeweils 55 Hennen pro Gruppe einmal wdchentlich
Uber einen Zeitraum von 14 Wochen. Die Besamung erfolgte mit einer gepoolten
Spermiensuspension mit 50 x 10° Spermien/100pl. Die Schlupfrate der Hennen, die
mit dem Uberdurchschnittliche Beweglichkeit aufweisenden Sperma besamt worden
waren, lag um 10% hoher als in der Vergleichsgruppe.
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Weist eine Spermaprobe einen sehr hohen Prozentsatz toter oder unbeweglicher
Spermien auf, kénnen falsch zu gute SMI-Werte gemessen werden. Dumpala et al.
(2006) untersuchten den Einfluss der Konzentration lebensfahiger Spermien auf den
SMI. An ihren Ergebnissen wird deutlich, dass der SMI nur dann aussagekréftig hin-
sichtlich der Motilitat der Probe ist, wenn diese mehr als 60 Prozent lebensfahige

Spermien enthalt.

2.2.4 Hypo-osmotischer Schwelltest

Der hypo-osmotische Schwelltest (HOS-Test) wird angewendet, um die Integritat und
funktionelle Aktivitdt der Spermienmembran zu Uberprifen. Diese spielt eine ent-
scheidende Rolle fur den Metabolismus, die Fortbewegung, die Akrosomenreaktion
und die Verschmelzung der Gameten (Jeyendran et al. 1984). Demzufolge héngt die
Fruchtbarkeit auch entscheidend von einer intakten Spermienmembran ab. Entwi-
ckelt wurde der HOS-Test fur die Anwendung in der Humanmedizin von Jeyendran et
al. (1964) und ist seitdem bei vielen Saugetierspezies und Vogeln angewendet wor-
den (Barrat et al. 1989, Correa & Zavos 1994, Kurni-Diaka 1993, Lechinak et al.
2002, Neild et al. 1999).

Die Spermien werden in eine hypo-osmotische Losung gebracht. In der Literatur sind
verschiedene Lésungen mit unterschiedlichen Osmolalitéaten verwendet worden (Tab.
2.2.4.1). Ist die Membran funktionell intakt, kommt es zum Wassereinstrom in das
Spermium, um den Konzentrationsgradienten zwischen Intra- und Extrazellularraum
auszugleichen. Es kommt zum Auftreten spiralig aufgerollter Spermienschwénze und
zur Schwellung durch den Wassereinstrom. Die Schwellung der Spermien ist vor al-
lem in der Schwanzregion ausgepragt. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten
bei 37°C (experimentelle Variationen sind in der Literatur beschrieben) wird die Pro-
be mittels Phasen-Kontrast-Mikroskopie beurteilt. Es wird der Anteil der Spermien mit
durch das hypoosmotische Medium bedingten Anomalien des Schwanzes prozentual
erfasst. Um die Genauigkeit des Tests zu erh6hen, wird in manchen Untersuchungen
vor der Inkubation ein Ausstrich ausgewertet, um die Anzahl an Spermien zu ermit-
teln, die bereits vor Beginn des Tests Anomalien des Schwanzes aufweisen (Bhatta-
charya 2010).

In humanmedizinischen Studien wurde der Zusammenhang zwischen Fertilitatssto-

rungen und Ergebnissen des HOS-Tests untersucht. Check et al. (1995) sehen den
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HOS Test als besonders aussagekraftig an, da er Hinweise auf eine Subfertilitat gibt,
selbst wenn alle anderen standardmé&Rig erhobenen Ejakulatparameter sich in der
Norm befinden. Die damit erwiesene Dysfunktion der Spermienmembran resultiert
weniger in Befruchtungsdefiziten, als vielmehr in Implantationsstérungen (Check et
al. 2001). In Untersuchungen an verschiedenen Vogelspezies ist der HOS-Test an-
gewendet worden. Blanco et al. (2000) wiesen nach, dass deutliche spezies-
spezifische Unterschiede in der Empfindlichkeit gegeniber hypotonischem Stress
bestehen. Adler zeigten eine starkere Toleranz als Huhn und Pute, am empfindlich-
sten waren die Spermien des Wanderfalken. Santiago-Moreno et al. (2009) nutzen
unter anderem den HOS-Test, um circanuale Veranderungen der Spermaqualitat bei

spanischem Freilandgefliigel zu untersuchen.

Tabelle 2.2.4.1: Auswahl in der Literatur verwendeter hypotonischer Ldsungen fur

den HOS-Test an Vogelspermien

Autor Osmolalitat Chemische Zusammensetzung

Blanco et al. (2000) 50 mOsmol/kg | Natriumchlorid-Lésung

Malecki (2005) 34 mOsmol/kg | Dulbecco’s Modified Essential Eagles
medium

Santiago-Moreno et al. | 100 mOsmol/kg | Natriumcitrat-Lésung
(2009)

2.2.5 Tetrazolium-Reduktionstest

Mit diesem Test kann die metabolische Aktivitdt der Spermien einer Probe mittels
Farbreaktion gemessen werden. Die Reduktion eines Indikatorfarbstoffs wird zur Be-
stimmung des Sauerstoffverbrauchs herangezogen. Als Indikatorfarbstoffe werden
guartare Ammoniumverbindungen verwendet, die im oxidierten Zustand (Tetrazo-
lium) farblos, im reduzierten Zustand (Formazan) rot sind. Entwickelt wurde dieser
Test von Chaudhuri und Wishart (1988) mit dem Farbstoff INT (2-(4-lodophenyl)-3-
(4-nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazoliumchlorid). Dieser wird durch zelleigene Oxido-
Reduktasen zu Formazan reduziert. Die enzymatische Aktivitat von Oxido-
Reduktasen wird als entscheidendes Kriterium fir den intakten Zellmetabolismus
angesehen. Die Intensitat der Farbstoffbildung korreliert mit dem Sauerstoffverbrauch

der Spermien. Werden Proben mit standardisierter Dichte verglichen, kann tber pho-
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tometrische Messung die Extinktion ermittelt und im Rickschluss auf die metaboli-
sche Aktivitat geschlossen werden. Da in diesem Test sowohl flichtige als auch toxi-
sche Reagentien verwendet werden, wurde ein alternativer Ansatz mit dem Farbstoff
MTT (3-(4, 5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid) entwickelt
(Hazary et al. 2001), um die praktische Anwendbarkeit zu verbessern. Ein weiterer
Vorteil dieses Tests ist darin zu sehen, dass der bisher notwendige Zentrifugations-
schritt entfallt, sodass die Umsetzung aul3erhalb eines Labors deutlich erleichtert

wird.

Um zu Uberprifen, wie aussagekréftig der MTT-Reduktions-Test im Bezug auf die
Befruchtungsfahigkeit einer Spermaprobe ist, fuhrten Hazary et al. (2001) folgende
Untersuchung durch: Die Korrelation zwischen MTT-Reduktion, ATP-Gehalt (Wishart
1982), Spermien-IPVM-Interaktion (Robertson et al. 1998), Spermien-Motilitat (Fro-
man & McLean 1996) und Befruchtungsfahigkeit wurde in einer Untersuchung mit
Hahnenejakulaten experimentell ermittelt. Die Ergebnisse bewiesen eine hohe Korre-
lation zwischen MTT-Reduktion und jedem anderen untersuchten Parameter. Dieser
Untersuchung zufolge ist der MTT-Reduktionstest gut geeignet, die Befruchtungsfa-

higkeit einer Spermaprobe zu Uberprifen.
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3 Material und Methoden
Alle Versuche wurden zwischen April 2011 und August 2013 in der Klinik fir Ge-
burtshilfe, Gynékologie und Andrologie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en durch-

gefuhrt.

3.1 Versuch 1: Praparationsmodifikation

In diesem Versuch wurde die Séaure-Inkubationsmethode nach Kido & Doi (1988)
angewendet, um die IPVM zu separieren. Nach der Trennung der inneren von der
aul3eren Perivitelinmembran durch Inkubation in 0,01 molarer HCI wurde unter dem
Stereomikroskop (M8, Wild Heerburg) die innere von der aufReren Perivitellinembran
geldst. Ein ca. 0,5 x 0,5 cm groR3es Stick wurde in einem Tropfen 1% Kochsalzl6-
sung auf einen Objekttrager aufgebracht. Die Praparate wurden mit 10- bis 20-facher
VergroR3erung im Dunkelfeldmikroskop (Leica DMR HC, Leica Microsystems Wetzlar)
ausgewertet. Das Vorhandensein von Hydrolyse-Lochern, die durch eindringende
Spermien verursacht wurden, galt als Beweis dafir, dass die Impréagnation (Eindrin-

gen eines Spermiums in die Eizelle) stattgefunden hat.

Befruchtete Eier wurden nach den im Folgenden beschriebenen Protokollen préapa-
riert. Untersucht wurden der Einfluss von Saurekonzentration und Inkubationszeit auf
den Separationserfolg. Als Erfolgskriterien galten einerseits die Separierbarkeit des
inneren und auleren Anteils der Perivitelinmembran unter dem Stereomikroskop

und andererseits der Nachweis von Léchern in der IPVM mittels Dunkelfeldmikrosko-
pie.

Es wurden nach den Protokollen 1l bis IV jeweils 10 Eier behandelt und als Kontroll-
gruppe 10 Eier nach dem Standardprotokoll I. Die Membranen wurden teilweise am
Tag der Inkubation ausgewertet, teilweise wurden sie tber Nacht bei 4°C in 1%

NaCl-Losung aufbewahrt (Details siehe Tabellen im Anhang).

3.1.1 Eier
Die fur die Versuche verwendeten Eier wurden aus der Klinik fur Vogel, Reptilien,
Amphibie und Fische der Justus-Liebig-Universitat bezogen. Es handelte sich je nach

Fragestellung um potentiell befruchtete, oder unbefruchtete Eier von Hihnern, Enten,
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Fasanen, Falken, Wachteln und Nymphensittichen. Die Enteneier stammten aus der

Hobbyhaltung Dr. A. Wehrend in Dornholzhausen.

3.1.2 Praparation der Perivitellinmembran

3.1.2.1 Protokoll |
Die Eierschale wurde gedffnet, die Dotterkugel vorsichtig entnommen, um die Perivi-

telinmembran nicht zu beschadigen. Um anhaftende Eiweil3reste moglichst vollstan-

dig zu entfernen, wurde die Dotterkugel drei bis vier Mal mit 1% NaCl-Losung gewa-
schen (Abb. 3.1.2.1.1).

Abbildung 3.1.2.1.1: Waschen der Dotterkugel mit 1% NaCl nach Entnahme aus der

Eierschale

Kam es bei der Entnahme aus der Schale oder dem Waschen zu einer Beschadi-
gung der Perivitellinmembran und zum Austritt von Dotter, wurde das Ei verworfen. In
den Vorversuchen wurde herausgefunden, dass wéahrend der Saureinkubation aus-
tretender Dotter dazu fihrte, dass die Separation der beiden Anteile der IPVM nicht

maoglich war.
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Anschliel3end wurde die Dotterkugel in einer Glaskuvette mit 0,01molarer HCI (pH =
1,99) fur 60 Minuten bei 37°C inkubiert (Abb. 3.1.2.1.2). Nach der Inkubation wurde
die sie aus der Saure entnommen, erneut mit 1% NaCl-Losung gewaschen und die

Perivitellinmembran mithilfe eines Skalpells eréffnet.

Abbildung 3.1.2.1.2: Inkubation der Dotterkugel in 0,01mol HCI

Die Membran wurde aus der Dotterflissigkeit entnommen, mehrmals in 1% NacCl
gewaschen, um anhaftende Eigelbrickstande zu entfernen und in eine Glaspetri-
schale mit 1% NaCl tberfuhrt. Unter dem Stereomikroskop (M8, Wild Heerburg) wur-
den der innere und der duR3ere Anteil der Perivitelinmembran mit Pinzetten vonei-
nander getrennt (Abb. 3.1.2.1.3).
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Abbildung 3.1.2.1.3: Separation der inneren von der auf3eren Perivitelinmembran

unter dem Stereomikroskop

Es wurden ca. 0,5x0,5 cm grol3e Stiicke der IPVM mit einer Schere abgeschnitten
und auf einen Objekttrager aufgebracht. Zum Teil wurden die Praparate gefarbt und

mit einem Deckglas versehen. Die Auswertung erfolgte mittels Dunkelfeldmikrosko-

pie.

3.1.2.2 Protokoll 1l
Die Vorbereitung der Eier erfolgte entsprechend der Vorgehensweise in Protokoll I.

Die Inkubationszeit wurde auf 30 Minuten verkurzt.

3.1.2.3 Protokoll 11
Die Vorbereitung der Eier erfolgte entsprechend der Vorgehensweise in Protokoll I.

Die Konzentration der Salzsédure wurde auf 0,1 mol/l (pH = 1,38) erhdht.

3.1.24 Protokoll IV
Die Vorbereitung der Eier erfolgte entsprechend der Vorgehensweise in Protokoll I.
Die Saurekonzentration wurde auf 0,1 mol/l erhéht und die Inkubationszeit auf 30

Minuten verkulrzt.
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3.1.3 Farbung

Ein Teil der Praparate wurde mit 1:1 mit 1% NaCl-Losung verdunnter Hamatoxilin-
Losung (Merck KGaA/Darmstadt) gefarbt. Die Farbelésung wurde verdinnt in einer
Spritze aufgezogen und jeweils einige Tropfen auf den Objekttrager aufgetropft.
Durch leichtes Schwenken vermischte sich die Farbeldsung mit der Flussigkeit auf
dem Objekttrager und verteilte sich gleichmalig. Es wurden nicht alle hergestellten
Praparate gefarbt, da bei der Auswertung im Dunkelfeld auch ohne eine Farbung ein

ausreichender Kontrast hergestellt werden konnte.

3.1.4 Auswertung

Die Auswertung der Praparate erfolgte unter einem Lichtmikroskop DM R der Firma
Leica (Leica Microsystems GmbH/Wetzlar). Um die in der IPVM vorhandenen Locher
sichtbar zu machen, wurde im Dunkelfeld mikroskopiert. Zur Dokumentation wurden
einzelne Praparate mittels einer an das Mikroskop angeschlossenen Leica DC 300-

Kamera unter hundertfacher VergrofRerung fotografiert.

3.2 Versuch 2: Haltbarkeitsstudie

In diesem Versuch wurden befruchtete Hihnereier unter verschiedenen Lagerungs-
bedingungen aufbewahrt, um den Einfluss der Lagerung auf die Separationseigen-
schaften der Perivitelinmembran bei Anwendung der S&ureinkubationsmethode zu

Uberprufen.

Die untersuchten Parameter waren Lagerungsdauer, Umgebungstemperatur und
Lichteinfluss. Die Lagerung erfolgte bei Licht und Raumtemperatur, bei Dunkelheit
und Raumtemperatur sowie bei Dunkelheit und Kihlschranktemperatur. Es wurden

pro Gruppe 10 Eier untersucht. Die Praparation aller Eier erfolgte nach Protokoll 1.
Gruppe A:

Die Eier wurden Uber einen Zeitraum von 14 Tagen bei Raumtemperatur und Raum-
beleuchtung gelagert. Zu Beginn der Untersuchung waren die Eier ca. 10 Tage alt
und bisher bei 15 - 18° C im Dunkeln gelagert worden. An jedem Untersuchungstag
wurden zwei Eier prapariert. Jeweils ein Ei wurde am gleichen Tag ausgewertet, die
Membran des Zweiten wurde nach der Separation in 1% NaCl-Lésung bei 4°C auf-
bewahrt. Die Auswertung erfolgte zwei bis drei Tage spater. Die Separation wurde

als erfolgreich angesehen, wenn die Trennung der inneren von der aulR3eren Perivitel-
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linmembran méglich war. Da bereits nach drei Tagen Lagerungsdauer keine Separa-
tion mehr erzielt werden konnte, wurde die Inkubationszeit ab Tag neun um 30 Minu-
ten verlangert, da wahrend der Saureinkubationszeit die Separation der Membranen
erfolgt. Es wurde Uberprift, ob dadurch der Separationserfolg gesteigert werden

kann.
Gruppe B:

Die Lagerung der Eier erfolgte bei Kiuihlschranktemperatur und Dunkelheit. Die Eier
waren zu Beginn der Untersuchung ca. 18 Tage alt und bei 4°C im Dunkeln gelagert
worden. Es wurden pro Untersuchungstag zwei Eier prapariert und die Separations-
eigenschaften Uberpriuft. Der Untersuchungszeitraum betrug 13 Tage. Die Auswer-

tung erfolgte analog zu Gruppe A.
Gruppe C:

Die HUhnereier wurden bei Raumtemperatur und Dunkelheit gelagert. Die Eier waren
zu Beginn der Untersuchung ca. 14 Tage alt. Sie wurden Uber einen Zeitraum von 16

Tagen untersucht. Die Auswertung erfolgte analog zu Gruppe A.

3.3 Versuch 3: Bebritungsversuch

In diesem Versuch wurde die Anwendbarkeit der Saureinkubationsmethode bei be-
briteten HUhnereiern untersucht. Diese Tatsache ist von Bedeutung, um bei Eiern,
die eigentlich befruchtet sein sollten, beim Schieren jedoch als unbefruchtet detek-
tiert werden, Rulckschlisse auf die Impragnation ziehen zu kdnnen. Der Versuchs-
aufbau umfasste jeweils eine Gruppe mit befruchteten und eine zweite Gruppe mit
unbefruchteten Huhnereiern. Zusatzlich wurden alle beim Schieren als unbefruchtet

detektierten Eier untersucht.

Befruchtete Huhnereier wurden bei 37,5°C und 55% Luftfeuchtigkeit bebrttet (Schu-
macher Brutmaschine VFG-1, Bj. 1973). Beginnend am Tag vor Bebritungsbeginn
wurde téglich untersucht, ob eine Separation der IPVM mittels der Saureinkubati-
onsmethode maoglich ist. Der Untersuchungszeitraum betrug sieben Tage. Eine Wei-
terfihrung der Untersuchung nach Tag sieben erwies sich als nicht sinnvoll, da be-
reits ab Tag funf nach Bebrutungsbeginn die Entwicklung des Embryonen so weit
fortgeschritten war, dass eine Vereinzelung der Dotterkugel ohne massive Beschéadi-

gung der Perivitellinmembran nicht mehr mdglich war.
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In einer zweiten Gruppe wurden unbefruchtete Hihnereier unter gleichen Bedingun-
gen bei 37,5°C und 55% Luftfeuchtigkeit bebritet. Analog zu den befruchteten Eiern
wurden die Separationseigenschaften vor Beginn der Bebritung und bis zum siebten

Tag der Bebritung Uberprft.

Aus der Gruppe der potentiell befruchteten Eier wurden auf3erdem diejenigen unter-
sucht, die beim Schieren an Tag sechs nach Beginn der Bebritung als nicht befruch-

tet detektiert worden waren.

Alle untersuchten Eier wurden am Tag der Untersuchung aus dem Warmeschrank
entnommen und die Separation der Perivitelinmembran mittels Saureinkubation in-

duziert. Die Inkubation erfolgte in 0,01 molarer HCI fir 60 Minuten.

3.4 Versuch 4: Praparation von Eiern anderer Vogelspezies

In diesem Versuch wurde die Saureinkubationsmethode an befruchteten oder unbef-
ruchteten Eiern anderer Vogelspezies tberpruft. Von jeder Spezies wurden zehn Eier
untersucht: Turmfalke (Falco tinnunculus), Fasan (Phasianus colchicus), Laufente,
Wachtel (Coturnix coturnix), Hausgans und Nymphensittich (Nymphicus hollandicus).
Die Praparation erfolgte in der Regel nach Protokoll | / Versuch 3.1 (Abweichungen
sind entsprechend vermerkt). Die Aufbewahrung aller Eier erfolgte im Kuhlschrank,

sofern sie nicht umgehend untersucht wurden.

Die Eier aller untersuchten Spezies stammten von privaten Tierhaltern. Der Befruch-
tungszustand war nur teilweise bekannt. Die Eier waren, bis auf die Falkeneier, vor
Beginn der Untersuchung nicht bebritet worden. In der Untersuchung der Spezies
Falke wurden bereits bebritete Eier verwendet, in denen beim Schieren an Tag 7 -

10 nach Bebrutungsbeginn kein Embryo nachgewiesen werden konnte.

3.5 Versuch 5: Perivitellinmembran-Penetrationstest

In diesem Versuch wurde der Perivitellin-Penetrationstest modifiziert, um die Penet-
rationsfahigkeit von Spermien verschiedener Spezies in vitro testen zu kdonnen. Als
Modell wurde die IPVM von unbefruchteten Hihnereiern verwendet. Die Separation

erfolgte mittels S&urehydrolyse mit 0,01 molarer HCI und 60 Minuten Inkubationszeit.
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Die separierte IPVM wurde in 1% NaCl-Losung bei 4 - 6°C fur hochstens vier Tage
aufbewahrt. Es wurden jeweils ca. 0,5 x 0,5 cm grol3e Teile der IPVM in 1000 pl Dul-
becco’s modified eagle’'s medium (DMEM) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen) gepuffert mit 1 mol HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic
Acid) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) tUberfuhrt. Danach wurde eine de-
finierte Anzahl an Spermien zu der Membran hinzugegeben. Die Inkubation der Pro-
ben erfolgte bei 41°C im Wasserbad fur 10 Minuten. AnschlieRend wurden die Pro-
ben aus dem Wasserbad entnommen. Die Membranteile wurden auf einen Objekt-
trager in einem Tropfen 1% NaCl-Losung aufgebracht. Die Auswertung erfolgte mit-
tels Dunkelfeldmikroskopie. Es wurde in jedem Praparat die Anzahl der durch Hydro-
lyse entstandenen Ldcher in der IPVM nummerisch ermittelt. Pro Praparat wurden
bei 100-facher VergréZerung zehn per Zufall ausgewahlte Gesichtsfelder ausgezabhit.
Vor der Auszahlung erfolgte eine Durchmusterung des Gesamtpréaparates, um Loka-
lisationen mit einer stark erhéhten oder erniedrigten Dichte an Hydrolyse-Ldchern zu
bestimmen. Die Auswahl der zur Auswertung gewahlten Gesichtsfelder erfolgte in
einem Bereich mittlerer Lochdichte. Wenn die Anzahl der Locher so grol3 war, dass
sich in einem der Gesichtsfelder Giber 300 Lécher befanden, wurde die Anzahl mit >
300 angegeben und — aufgrund mangelnder Ubersichtlichkeit — die Lécher nicht ein-

zeln ausgezahilt.

Nicht alle Membranteile der IPVM waren nach der Inkubation mit Ejakulat auswert-
bar. In Einzelfallen war es nur unzureichend oder gar nicht méglich, die Membran
nach Enthahme aus dem Inkubationsmedium auf dem Objekttrager auszubreiten. In
diesem Fall war die Auswertung nicht mdglich, dies ist in den Ergebnisprotokollen

entsprechend angegeben.

3.5.1 Nativsperma Hahn

Es wurde natives Ejakulat von Hahnen (Gallus gallus forma domesticus) verwendet.
Fur die Absamung wurden die Tiere von einer Hilfsperson fixiert, die Kloake darges-
tellt und mittels abdominaler Massage die Samenleiter manuell entleert. Das Ejakulat
wurde in Glaskapillaren von der Kloake abgenommen. Es wurden gepoolte Proben
von bis zu vier Tieren verwendet. Die Samenentnahme wurde in der Klinik flr Vogel,
Reptilien, Amphibien und Fische der Justus-Liebig-Universitat Giel3en durch H.
Schneider und D. Fischer durchgefuhrt.
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AnschlieRend wurde eine Samenuntersuchung durchgefuhrt. Volumen und Farbe
des Ejakulats wurden in der Mikrokapillare bewertet. Dichte und Vorwartsbeweglich-
keit wurden ermittelt, indem die Mikrokapillare auf einen Objekttrager gelegt und mit-
tels zehnfacher VergroRerung unter einem Videomikroskop (Leica Microsystems
DM750, Wetzlar) durchmustert wurde. Eine vorlaufige Abschéatzung der Sperma-
menge wurde vorgenommen, indem die Samendichte in der Kapillare von (+) bis
++++ abgestuft wurde (Neumann et al. 2013). Im Anschluss daran wurde das Ejaku-
lat in ein Eppendorf safe-lock Tube (1,5 ml; Eppendorf AG, Hamburg) tberfuhrt. Der
pH wurde gemessen, indem ein kleiner Tropfen des Ejakulates (>0,5ul) auf einen
Indikatorstreifen (Spezialindikatorpapier, pH 5.5 - 9.0; 5.4 - 7.0 & 6.4 - 8.0, Macherey-
Nagel GmbH & co. KG, Duren) aufgebracht wurde. Zur Berechnung der Konzentrati-
on wurde das Ejakulat hundertfach mit destilliertem Wasser verdinnt in eine Neu-
bauer-Zahlkammer eingebracht. Die Gesamtzahl wurde berechnet, indem Konzentra-
tion und Volumen miteinander multipliziert wurden (Stelzer et al. 2005). Fir die Le-
bend-Tot-Farbung des Nativspermas wurden 2 pl Samen mit der gleichen Menge
Eosin 2% angefarbt. Der Ausstrich wurde luftgetrocknet und unter 40facher Vergro-
Berung ausgewertet. Spermien mit weilden Képfen wurden als lebend, solche mit rot
angefarbten Kopfen als tot angesehen. Zusatzlich wurde eine morphologische Beur-
teilung von 200 Spermien im Eosin-gefarbten Ausstrich durchgefiihrt. Morphologi-
sche Abweichungen wurden diagnostiziert, wenn ein Spermium Missbildungen im
Bereich des Kopfes, des Akrosoms, des Mittelstlicks oder des Schwanzes aufwies.
Die verschiedenen Abweichungen wurden klassifiziert, wie von (Marvan et al. 1981)
beschrieben. Das restliche Ejakulat wurde in einem Verhaltnis von 1:2 mit einem
kommerziell erhaltichen Samenverdinner (6-Hour SemAid, PHL Associates, Inc.,
Davis, CA, USA) verdunnt. Die Motilitat wurde manuell ermittelt, indem 6 pl des ver-
dunnten Samens auf einen Objekttrager pipettiert und mit einem Deckglas versehen
wurden. Es wurden funf Gesichtsfelder ausgezahlt und Beweglichkeit der Spermien
beurteilt, wobei zwischen unbeweglichen, vorwarts-, orts- und kreisbeweglichen
Spermien unterschieden wurde. Die Samenuntersuchung wurde in der Klinik fir V6-
gel, Reptilien, Amphibien und Fische der Justus-Liebig-Universitat Gief3en durch H.
Schneider durchgefuhrt. Es wurden elf Ejakulate untersucht. Das zur Verfigung ste-
hende Volumen wurde jeweils auf zehn Proben der IPVM aufgeteilt.
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3.5.2 Tiefgefrier-Sperma Hahn

Es wurde kryokonserviertes Hahnenejakulat verwendet. Es handelte sich um gepool-
te Proben von Hahnen, die im Institut fur Nutztiergenetik des Friedrich-Loffler-Instituts
in Mariensee gehalten wurden. Das Ejakulat wurde mittels Abdominalmassage ge-
wonnen, bei Raumtemperatur mit HS-1 Medium verdinnt und bei 4°C zum Labor
transportiert. Dort wurden die Ejakulate gepoolt und mit dem Gefrierverdinner (Mix 2
= 2 Teile N- Methylacetamid + 1 Teil Dimethylformamid) in einer Endkonzentration
von 6,5% gemischt in Portionen zu je 300 Mio. Samenzellen pro Paillette eingefroren.
Es wurde folgendes Einfrierprotokoll verwendet: Langsames Einfrieren mit -3°C/min
bis -35°C, dann schnelles Einfrieren mit -50°C/min bis -130°C. Danach wurden die
Pailletten in flissigen Stickstoff (- 196°C) eingetaucht und so auch dauerhaft gela-
gert. Vor und nach dem Einfrieren erfolgte die Untersuchung des Spermapools: Moti-
litat und Geschwindigkeit mittels CASA-System (Fa. Hamilton Thorne), sowie die Be-
urteilung der Morphologie.

Zum Auftauen wurden die Pailletten aus dem Container entnommen und unmittelbar
in Eiswasser Uberfuhrt. Dort wurden sie fir 60 Sekunden aufgetaut. Danach wurden
jeweils 2 pl Ejakulat zu der Membran in DMEM zugegeben. Die Inkubation erfolgte
analog zum Nativejakulat Hahn. Es wurden Proben aus zehn verschiedenen Paillet-

ten untersucht, pro Untersuchung wurden zehn Praparate angefertigt.

3.5.3 Nativ-Sperma Nypmphensittich

Es wurde natives Nymphensittichejakulat verwendet. Bei jeder Untersuchung wurde
aufgrund des sehr kleinen Ejakulatvolumens gepooltes Sperma von ungeféhr zehn
Hahnen gewonnen. Die Entnahme erfolgte mittels Abdominalmassage (Burrows &
Quinn 1935, 1937, Schramm 2005). Unmittelbar nach der Enthahme wurde eine Sa-
menuntersuchung durchgefihrt. Volumen, Dichte, Beimengungen und Massenbewe-
gung wurden analog zu den Untersuchungen des nativen Hahnenejakulates - (siehe
3.5.1) bestimmt. Samenentnahme und —untersuchung wurden durch H. Schneider

durchgefuhrt.

Das Ejakulat wurde mit einem nach Schneider (unveréffentlichte Daten) fur Nym-
phensittischejakulat hergestellten Verdinner in einer Konzentration von 1:1, 1:2 oder
1:3 verdunnt (Details s. Tabellen im Anhang). Die Inkubation erfolgte im Wasserbad

bei 41°C fur 10 Minuten. Die Auswertung erfolgte, wie oben angegeben.
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3.5.4 Nativ-Sperma Falke

Es wurde natives Ejakulat nachstehend aufgefiihrten Tieren verwendet: drei Wander-
falken (Falco peregrinus), einem Gerfalken (Falco rusticolus) und einem Hybrid-
Falken (Gerfalke/Sakerfalke x Sakerfalke).

Die Entnahme erfolgte wie oben beschrieben mittels Abdominalmassage und wurde
von H. Schneider und D. Fischer durchgefuhrt. Nach der Entnahme wurde eine
Spermauntersuchung durchgefiihrt (H. Schneider). Dichte, Massenbewegung, Volu-
men und Beimengungen wurden bestimmt, wie unter 3.5.1 angegeben. Die Proben
wurden zum Teil nativ, oder mit kommerziell erhaltlichem Verdinner (6-Hour Se-
mAid, PHL Associates, Inc., Davis, CA, USA) im Verhaltnis 1:1 verdinnt verwendet.
Die Inkubation erfolgte analog zu den anderen Proben im Wasserbad bei 41°C fur 10
Minuten. Aufgrund des geringen Ejakulatvolumens wurden pro Untersuchung funf
Proben der aus Huhnereiern isolierten IPVM mit dem Falkensperma inkubiert und

anschlielRend mittels Dunkelfeldmikroskopie ausgewertet.
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3.6  Statistische Auswertung

Die Verwaltung der Daten und die Erstellung von Diagrammen und Tabellen erfolgte
mit den Programmen Microsoft® Word 2007 (Microsoft Corporation) sowie Micro-
soft® Excel 2007 (Microsoft Corporation). Die statistische Auswertung erfolgte in Zu-
sammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des
Fachbereichs Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitat Giel3en. Die statistische
Auswertung wurde unter Verwendung des Statistikprogrammpaktes BMDP/Dynamic,
Release 8.1 (1993) durchgefihrt.

Um die Auswirkung der verschiedenen Salzsdurekonzentrationen und Inkubations-
zeiten auf den Separationserfolg zu Uberprifen, wurde eine exakte, zweifaktorielle
logistische Regression durchgefihrt (Programm: LogXact) (Cytel Studio LogXact
2010).

In gleicher Weise wurde der Einfluss der Lagerungsparameter auf den Separations-
erfolg berechnet. Die Berechnung erfolgte mit und ohne Berlcksichtigung der Wech-

selwirkung der Parameter.

Die Uberprufung der Auswirkung der Befruchtung auf den Separationserfolg erfolgte

ebenfalls mittels zweifaktorieller logistischer Regression.

Ob die Unterschiede im Separationserfolg bei den verschiedenen Tierarten als statis-
tisch signifikant anzusehen sind, wurde mit dem exakten Test nach Fisher berechnet
(Program StatXact) (Cytel Studio StatXact 2010).

Zur Auswertung des Perivitellinmembran-Penetrationstests kamen folgende Verfah-
ren zum Einsatz: Um fur die nativen Hahnenejakulate den Zusammenhang zwischen
der Spermamenge und der Anzahl der Hydrolyse-Locher festzustellen, wurde mit
dem Programm BMDP6D eine Regressionsanalyse durchgefuhrt. Die verwendeten
Parameter waren die Spermamenge und der Median der Lochzahl bei allen durchge-
fuhrten Wiederholungen. Angegeben wurde der Zusammenhang mit dem Rangkorre-
lationskoeffizient nach Spearman (rs). Die Standardabweichung (s) und der arithmeti-
sche Mittelwert (X) der Lochzahl wurden in einem Korrelationsdiagramm gegenuber-
gestellt. Der Zusammenhang wurde durch den Korrelationskoeffizienten (r) und die

Regressionsgerade angegeben.
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Fur die Auswertung des Penetrationstests mit kryokonserviertem Hahnenejakulat

wurde in gleicher Weise ein Korrelationsdiagramm erstellt.

Die Ergebnisse galten als statistisch signifikant, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit

kleiner oder gleich dem Signifikanzniveau von p < 0,05 entsprach.
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4 Ergebnisse

4.1 Versuch 1: Praparationsmodifikation

Der Separationserfolg in Abhéngigkeit von Inkubationszeit und Saurekonzentration
ist in Tabelle 4.1.1 dargestellt. Die besten Ergebnisse wurden unter Verwendung des
bereits in der Literatur beschriebenen Protokolls (Nr. I, HCI 0,01 Mol/l, Inkubationszeit
60 Min.) erzielt. Bei Erh6hung der Salzsdurekonzentration auf 0,1 Mol/l konnte weder
nach 30- noch nach 60-minitiger Inkubationszeit die Separation der IPVM erzielt

werden.

Aufgrund der vorliegenden Daten kann zwischen den verschiedenen Inkubationszei-
ten kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden (p = 0,582). Zwischen den
Salzsaurekonzentrationen besteht ein hochsignifikanter Unterschied beziglich des
Separationserfolgs (p < 0,0001). Bei der Verwendung von 0,01 molarer HCI betrug
die Erfolgsrate 90 bzw. 70 Prozent, bei der Verwendung von 0,1 molarer HCI konnte
bei keinem der inkubierten Eier eine Separation durchgefuhrt werden (Erfolg = 0 Pro-

zent).

Tabelle 4.1.1 Ergebnisse der Praparation nach verschiedenen Protokollen mit Varia-

tion der Saurekonzentration und Inkubationszeit bei unbebriteten Hihnereiern

Proto- | Anzahl Konzentrati- Inkubationszeit Separation Separation
koll on HCl in /Minuten erfolgreich erfolglos
mol/l n (%) n (%)
| 10 0,01 60 9 (90) 1 (10)
T 10 0,01 30 7 (70) 3(30)
M 10 0,1 60 0 (0) 10 (100)
IV 10 0,1 30 0 (0) 10 (100)

4.2  Versuch 2: Haltbarkeitsstudie
Die Ergebnisse der Haltbarkeitsstudie sind in Tabelle 4.2.1 dargestellt. Ein statistisch
signifikanter Einfluss auf den Separationserfolg konnte nur fur die Lagerungsdauer

nachgewiesen werden (p = 0,0102). Der Separationserfolg nahm mit fortschreitender
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Lagerungsdauer ab. Der Einfluss von Licht und Umgebungstemperatur auf den Se-

parationserfolgs war statistisch nicht signifikant.

Tabelle 4.2.1: Ergebnisse der Haltbarkeitsstudie: Auswirkung von Umgebungstempe-

ratur, Lichteinwirkung und Lagerungsdauer auf den Separationserfolg bei Hihne-

reiern.
Gruppe Lagerung Anzahl | Separation Separation Lagerungs-
erfolgreich erfolglos dauer /
n (%) n (%) Tage

Licht und Raumtempe-

A 10 2 (20) 8 (80) 3
ratur
Dunkelheit und Kahl-

B 10 6 (60) 4 (40) 14
schranktemperatur
Dunkelheit und Raum-

C 10 3 (30) 7 (70) 7
temperatur

4.3 Versuch 3: Bebrutungsversuch

Im Bebritungsversuch erzielte Ergebnisse sind in den Tabellen 4.3.1 bis 4.3.3 dar-
gestellt. Es wird deutlich, dass die Separation der IPVM durch Saureinkubation bei
bebriteten Eiern nicht initiiert werden kann, unabhangig davon, ob es sich um be-
fruchtete, oder unbefruchtete Eier handelt. Aus der Gruppe der befruchteten Eier
konnte am zweiten Tag der Bebrutung nur noch aus einem Ei die IPVM separiert
werden. Ab dem vierten Tag der Bebritung war die Entwicklung des Embryos bereits
so weit fortgeschritten, dass die Dotterkugel nicht mehr aus dem Ei isoliert werden
konnte, ohne beschadigt zu werden. Es kam zu einer festen Anhaftung der Dotterku-
gel an die Schalenhaut, sodass bei 50% der Eier schon bei der Eréffnung der Kalk-
schale der Dotter austrat. An Tag funf und sechs konnten die Dotterkugeln nicht
mehr aus den Eiern entnommen werden. Bei den unbefruchteten Hihnereiern ge-
lang nur am ersten Tag der Bebritung noch die Separation der IPVM bei zwei von
sechs untersuchten Eiern. An allen folgenden Untersuchungstagen konnte aus kei-

nem der Eier die IPVM isoliert werden.

Die Separation der IPVM gelang bei keinem der Eier, die beim Schieren an Tag 6

nach Bebrutungsbeginn als ,unbefruchtet” befunden wurden.
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Dementsprechend konnte fur die Bebrutungsdauer ein signifikanter Einfluss auf den
Separationserfolg nachgewiesen werden (p < 0,0001). Zwischen der Gruppe der be-
fruchteten und der unbefruchteten Eier war der Unterschied statistisch nicht signifi-
kant (p=0,12106).

Tabelle 4.3.1 Ergebnisse der Separation befruchteter Hilhnereier nach Inkubation bei
37,7°C und 55% Luftfeuchtigkeit

Tag seit Bebru- Anzahl Separation erfolgreich | Separation erfolglos
tungsbeginn n (%) n (%)
0 6 6 (100) 0 (0)
1 6 5 (83,3) 1 (16,7)
2 6 1 (16,7) 5 (83,3)
3 6 0 (0) 6 (100)
4 6 0 (0) 6 (100)*
5 6 0 (0) 6 (100)2
6 6 0 (0) 6 (100)?
7 6 0 (0) 6 (100)3

1Dotterkugeln nur noch eingeschrénkt aus dem Ei entnehmbar; bei zwei von sechs Eiern
konnte nur die Membran inkubiert werden, da die Dotterkugel beim Entnahmeversuch zu
stark beschadigt wurde.

2 Keine Inkubation der Dotterkugeln mdoglich, Perivitelinmembran schon bei vorsichtiger
Er6ffnung der Schale mittels Skalpellklinge beschadigt, durch Haftung an der Schalenhaut.
Membran zu fragil, um nur Anteile isolieren und inkubieren zu kénnen.

3 Dotterkugel nicht aus dem Ei entnehmbar

Tabelle 4.3.2 Untersuchung der Eier, die beim Schieren an Tag 6 nach der BebrU-

tung als unbefruchtet detektiert waren

Anzahl Separation erfolgreich Separation erfolglos
n (%) n (%)
3 0 (0) 3 (100)

Bei keinem der unbefruchteten Eier, die beim Schieren am sechsten Tag der Bebr-
tung als unbefruchtet detektiert worden waren, konnte eine Separation der IPVM in-

duziert werden.
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Tabelle 4.3.3: Ergebnisse der Separation unbefruchteter Hilhnereier nach Inkubation
bei 37,7°C und 55% Luftfeuchtigkeit

Tag seit Bebri- Anzahl Separation erfolg- Separation erfolglos
tungsbeginn reich n (%) n (%)
0 6 6 (100) 0 (0)
1 6 2 (33,3) 4 (66,7)
2 6 0 (0) 6 (100)
3 6 0 (0) 6 (100)
4 6 0 (0) 6 (100)
5 6 0 (0) 6 (100)
6 6 0 (0) 6 (100)
7 6 0 (0) 6 (100)

4.4

Versuch 4: Praparation von Eiern anderer Vogelspezies

Die Anwendbarkeit der Saureinkubationsmethode fur die Separation der IPVM wurde
aulRer an Eiern des Huhns bei folgenden Spezies untersucht: Turmfalke (Falco tin-
nunculus), Fasan (Phasianus colchicus), Laufente, Wachtel (Coturnix coturnix),
Hausgans und Nymphensittich (Nymphicus hollandicus) (Tabelle 4.4.1). Die Separa-
tion gelang nicht bei allen untersuchten Spezies. Keine Separation wurde mit den
Eiern von Hausgans und Nymphensittich erzielt. Die Separation der Falkeneier war
nur bei 20% der Proben erfolgreich, bei den Ubrigen untersuchten Spezies lag der

Separationserfolg bei mindestens 40%.

Tabelle 4.4.1 Separationserfolg bei Eiern anderer Vogelspezies

Vogelspezies Anzahl Separation er- Separation erfolg-
folgreich n (%) los n (%)
Turmfalke 10 2 (20) 8 (80)
Fasan 9 4 (44,4) 5 (55,6)
Laufente 10 5 (50) 5 (50)
Wachtel 10 4 (40) 6 (60)
Hausgans 10 0 (0) 10 (100)
Nymphensittich 10 0 (0) 10 (100)




28 Ergebnisse

Der zwischen den einzelnen Spezies nachgewiesene, unterschiedliche Separations-
erfolg ist statistisch signifikant (p=0,0118), wie mit dem exakten Test nach Fisher be-

rechnet wurde.

45 Versuch 5: Perivitellinmembran-Penetrationstest
4.5.1 Nativ-Sperma Hahn

Bei allen zehn untersuchten Ejakulaten kam es zur Penetration der Spermien durch
die IPVM, sodass in den Membranteilen penetrationsbedingte Hydrolyse-L6cher un-

ter dem Mikroskop sichtbar waren (Tabelle 4.5.1).

Tabelle 4.5.1: Ergebnisse des Perivitelinmembran-Penetrationstests mit nativem

Hahnenejakulat

Ejakulat Nr. | Summe Locher Anzahl Praparate | praparate nicht auswertbar
> 300 Locher
1 48 0 0
2 20 0 1
3 239 0 0
4 212 0 1
5 31 0 1
6 33 0 1
7 284 0 2
8 13 0 0
9 1.832 5 1
10 219 0 0
11 1.300 2 0

Zur Ermittlung des Zusammenhangs zwischen der Spermamenge und der Anzahl an
Hydrolyse-Lochern wurde eine Regressionsanalyse durchgefuihrt. Der Zusammen-
hang zwischen dem Median der Lochzahl in den untersuchten Praparaten und der
Spermamenge wurde mit dem Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman bestimmit.
Die nachgewiesene positive Korrelation war statistisch signifikant (rs = 0,720, p =
0,0125).
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Zur Darstellung der Abhangigkeit zwischen der Standardabweichung s und dem Mit-
telwert der Lochzahl X wurde ein Korrelationsdiagramm erstellt . Die Ejakulate Nr. 9
und Nr. 11 wurden nicht in die Berechnung einbezogen, da der arithmetische Mittel-
wert verwendet wurde. Dieser kann fur die Ejakulate mit einer Lochzahlangabe >300
nicht korrekt ermittelt werden, da bei der Berechnung des Quotienten aus der Sum-

me eine genaue Zahl erforderlich ist.
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Abbildung 4.5.1: Korrelationsdiagramm zwischen der Standardabweichung s der
Lochzahl und dem Mittelwert X der Lochzahl bei der Auswertung der nativen Hahnen-

Ejakulate.

Der Korrelationskoeffizient (r = 0,846) beweist die positive Korrelation zwischen Me-

dian und Standardabweichung (p=0,004).
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4.5.2 Tiefgefrier-Sperma Hahn

Bei allen untersuchten Proben konnte die Penetration der Spermien durch die IPVM
nachgewiesen werden. Die mit Tiefgefriersperma inkubierten Teile der IPVM wiesen
die hochste Dichte von Hydrolyse-Lochern im Vergleich aller untersuchten Ejakulate
auf (Abb. 4.5.2.1). Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.5.2.1 dargestellt.

Abbildung 4.5.2.1: Durch TG-Hahnensperma entstandene Hydrolyse-Ldcher in der

IPVM von Hihnereiern
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Tabelle 4.5.2.1: Ergebnisse des Perivitelinmembran-Penetrationstests mit Tiefge-

frier-Sperma von Hahnen

Ejakulat Nr. | Summe Locher | Anzahl Praparate > | Praparate nicht auswertbar
300 Locher

1240
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1210
1075
684
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Zur Darstellung der Abhangigkeit zwischen der Standardabweichung s und dem
arithmetischen Mittelwert der Lochzahl X  wurde ein Korrelationsdiagramm erstellt
(Abb. 4.5.2.2).
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Abbildung 4.5.2.2: Korrelationsdiagramm zwischen der Standardabweichung s der

Lochzahl und dem Mittelwert X der Lochzahl bei der Auswertung der TG Hahnen

Ejakulate.
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Der Korrelationskoeffizient (r = 0,86) beweist die positive Korrelation zwischen arith-
metischem Mittelwert und Standardabweichung, die mit einem Signifikanzniveau von

p=0,001 als signifikant einzustufen ist.
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4.5.3 Nativ-Sperma Nymphensittich

Nach der Inkubation mit nativem Ejakulat von Nymphensittichen konnte nur in 10%
der untersuchten Proben der Nachweis von Hydrolyse-Lochern erbracht werden (Ta-
belle 4.5.3).

Tabelle 4.5.3: Ergebnisse des Perivitelinmembran-Penetrationstests mit Nymphen-
sittich-Ejakulat

Ejakulat Summe LO- | Anzahl Praparate > 300 Praparate nicht aus-
Nr. cher Locher wertbar
0 0
226

o
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Jedes angefertigte Praparat konnte ausgewertet werden. Ein Praparat mit mehr als
dreihundert Hydrolyse-Ldchern lag nicht vor. Die durchgefiihrte Untersuchung lieferte

keine statistisch auswertbaren Daten.

4.5.4 Nativ-Sperma Falke

Bei keiner der untersuchten Proben konnten durch die Penetration von Spermien
verursachte Locher in der Perivitelinmembran nachgewiesen werden. Aus diesem

Grund war eine statistische Auswertung der Daten nicht mdglich.
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4.6 Vergleich der Spezies
Ein Vergleich der absoluten Anzahl der durch eindringende Spermien verursachten

Locher bei den verschiedenen Versuchsgruppen ist in Abbildung 4.5.4.1 dargestellt.
Es wird deutlich, dass die Versuchsgruppe TG-Sperma Hahn die grof3te Anzahl an

Hydrolyse-Ldchern aufweist.
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4.6.1: Vergleich der absoluten Anzahl der durch eindringende Spermien in der IPVM

nachgewiesenen Ldcher in allen Versuchsgruppen
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Fragestellung

Mit der Etablierung eines Spermienfunktionstests fur Falken und Papageien kann die
Diagnostik im Hinblick auf mannliche Sub- oder Infertilitat verbessert werden. Eine
Bedeutung hat dies vor allem fir die Fortpflanzung wertvoller Einzeltiere. Dafur ste-
hen verschiedene Mdoglichkeiten zur Verfiigung. Kann das Tier abgesamt werden
(Boyd et al. 1977), ist ein in vitro Test zur Uberprifung der Spermaqualitat durchfihr-
bar. Es ist als Nachteil anzusehen, dass das mannliche Tier entweder auf die Absa-
mung trainiert sein muss (Berry 1972, Gee 1983), oder es durch die Samenentnah-
me mittels Abdominalmassage (Burrows & Quinn 1935, Burrows & Quinn 1937,

Schramm 2005) zur Verunreinigung des Ejakulats kommen kann.

Eine weitere Mdglichkeit ist es, die Impragnation der Spermien in die Eizelle zu tber-
prufen. Als Beweis dafur konnen Lécher in der IPVM angesehen werden. Werden die
Eier bebritet und bei Ausbleiben einer Fruchtanlage untersucht, kdnnte ein Hinweis
auf die Stufe im Fortpflanzungsprozess gefunden werden, auf der es zur Unterbre-
chung der naturlichen Vorgadnge kommt, ohne dass zuvor potentiell befruchtete Eier

verwendet werden missen.

Unbefruchtete Eier seltener Spezies stehen in der Regel nicht zur Untersuchung zur
Verfiigung. Analog zum sog. Hamster-Oocyten-Penetrationstest, bei dem die Penet-
rationsfahigkeit humaner Spermien mittel Hamster Oocyten getestet wird (Yanagima-
chi et al. 1976), sollte untersucht werden, ob sich ein modifizierter Perivitellinmemb-
ran-Penetrationstest etablieren lasst, mit dem die Penetrationsfahigkeit von Spermien
anderer Vogelspezies anhand der aus Huhnereiern isolierten IPVM Uberpruft werden
kann. Hintergrund ist, dass in friheren Arbeiten eine Interspezies-Interaktion von
Spermien mit der inneren Perivitelinmembran nachgewiesen werden konnte (Stewart
et al. 2004, Win et al. 2005).

Da bei Vogeln wertvoller oder seltener Arten unbefruchtete, unbebriitete Eier zu Ver-
suchszwecken nicht zur Verfiigung stehen, sollte Uberpruft werden, inwiefern sich die
IPVM aus Huhnereiern als Testmedium flr Spermien von Falken, als Beispiel fur
Greifvogel, und Nymphensittichen, als Beispiel fur Papageien eignet. Informationen
liegen bisher zu diesem Aspekt nicht vor.
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5.2 Diskussion der Methode

Die innere Perivitellinmembran ist in der Literatur mehrfach verwendet worden, um
morphologische und funktionelle Eigenschaften von Vogelspermien wissenschaftlich
zu untersuchen (Barbato et al. 1998, Kasai et al. 2000). Sie kann auch nach der Ei-
ablage aus dem Ei isoliert werden (Kido & Doi 1988). Haben Spermien diese penet-
riert, kdnnen die dadurch entstandenen Locher unter dem Dunkelfeldmikroskop
nachgewiesen werden (Barbato et al. 1998, Birkhead et al. 1994).

Isoliert man die IPVM aus unbefruchteten Eiern, kann die Bindung und Penetration
von Spermien auch in vitro induziert werden (Bramwell & Howarth 1992). Die mittels
Saurehydrolyse aus gelegten Eiern separierte IPVM hat vergleichbare Bindungsei-
genschaften, wie die aus frisch ovulierten Eiern entnommene IPVM (Robertson et al.
1997). Demnach kann die isolierte IPVM als Testmedium fur die Penetrationsfahig-

keit von Spermien verwendet werden.

Locher in der IPVM kdnnen nicht als Beweis fur die Befruchtung angesehen werden,
da diese als die Verschmelzung von mannlichen und weiblichen Keimzellen definiert
ist (Schnorr & Kressin 2006). Sie belegen lediglich die Bindungs- und Penetrations-
fahigkeit der Spermien. Da diese jedoch neben der Abgabe in den weiblichen Geni-
taltrakt, den Transport zum Ort der Befruchtung und der Akrosomenreaktion zentrale
Elemente im Rahmen der Fortpflanzung darstellen, liefert der durchgefiihrte Test
wertvolle Informationen Uber die funktionelle Aktivitat von Spermien einer Probe. Die
Zahlung von Hydrolyse-Lochern in der IPVM ist nach der Untersuchung von Staines
et al. (1998) besser zur Ermittlung der Fruchtbarkeit geeignet, als die Quantifizierung

der in der &ulReren Perivitellinmembran eingeschlossenen Spermien.

Der Perivitellinmembran-Penetrationstest stellt sich als einfach und kostengunstig fur
einen funktionellen Spermienfunktionstest dar und sollte daher in der vorliegenden

Untersuchung weiterentwickelt werden.

5.2.1 Versuch 1. Praparationsmodifikation
Die Separation der inneren von der duf3eren Perivitelinmembran wurde mittels Sau-

reinkubation (Kido & Doi 1988) durchgefihrt. Das etablierte Inkubationsprotokoll be-

inhaltet die Verwendung von 0,01 molarer Salzsaure bei einer Inkubationszeit von 60
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Minuten. Um die Arbeit unter Praxisbedingungen effizienter gestalten zu kénnen, wéa-
re eine Verkirzung der Inkubationszeit winschenswert. Im vorliegenden Versuch
wurde das Standardprotokoll dementsprechend variiert. Die Inkubationszeit wurde
um die Halfte reduziert, wahrend die Saurekonzentration um den Faktor zehn erhéht

wurde.

5.2.2 Versuch 2: Haltbarkeitsstudie
Die fur einen Perivitelinmembran-Penetrationstest zur Verfigung stehenden Eier

sind haufig unterschiedlich alt und werden nicht immer unter gleichen Bedingungen
gelagert. Um den Einfluss verschiedener Lagerungsparameter auf die Separations-
eigenschaften im PVPT untersuchen zu kénnen, wurden die verwendeten Eier unter
definierten Bedingungen gelagert und mittels Saurehydrolyse die Separation indu-
ziert. Die verwendeten Parameter waren die Lagerungstemperatur, der Lichteinfluss
und die Lagerungsdauer. Der einzige Parameter, fir den sich ein statistisch signifi-
kanter Einfluss nachweisen liel3, war die Lagerungsdauer. Temperatur und Lichtein-
fluss hatten keinen statistisch signifikanten Einfluss auf den Separationserfolg, aller-
dings ist bei Lagerung in Dunkelheit und Kuhlschranktemperatur die Separation tber

den langsten Zeitraum erfolgreich.

5.2.3 Versuch 3: Bebritungsversuch
Da die Frage nach der Penetrationsfahigkeit von Spermien haufig im Raum steht,

wenn bei bereits inkubierten Eiern keine Entwicklung eines Embryos stattfindet, wur-
de die Anwendbarkeit der Saureinkubationsmethode als Méglichkeit zum Nachweis
penetrationsbedingter Locher an bebriteten Eiern getestet. Von besonderem Inter-
esse ist dies fur bedrohte Vogelarten, wie den Spix-Ara (Fischer et al. 2014), die
Kongisamazone (Russello et al. 2001) oder den Rabenkakadu (King et al. 2000).
Durch diese Technik lie3e sich bei in- und subfertilen Zuchtpaaren eine Aussage zur
mannlichen Fertilitat treffen. Es wurden befruchtete und unbefruchtete Hiuhnereier
unter analogen Bedingungen bebritet und lber einen Zeitraum von sieben Tagen
untersucht. Die Separation der inneren von der &ufR3eren Perivitellinmembran wurde
unter dem Stereomikroskop Uberprift. Die Anwendung bei bebriiteten Eiern, die be-

fruchtet sind, wurde durch den sich entwickelnden Embryo limitiert. Dies ist nur ein-
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geschrankt mit Untersuchungen unter Praxisbedingungen vergleichbar, da hier nur
diejenigen Eier untersucht werden, die beim Schieren als leer auffallen. Daher wur-
den zusatzlich auch diese Eier untersucht. Es stellt sich heraus, dass die Separation
der inneren von der aulReren PVM nach dem zweiten Tag der Bebritung, unabhan-
gig vom Befruchtungsstatus nicht mehr méglich ist. Demnach muss ein anderer Weg

beschritten werden, um das Eindringen von Spermien nachzuweisen.

5.2.4 Versuch 4: Bebritung von Eiern anderer Spezies
Die Anwendbarkeit der Saurehydrolyse zur Separation der IPVM bei anderen Vogel-

spezies wurde in der Literatur bereits vielfach angewendet (Kasai et al. 2000, Ro-
bertson et al. 1998) und in diesem Versuch ebenfalls getestet. Untersucht wurden
Eier, die nach Mdglichkeit unbebritet waren und sobald als méglich dunkel und bei
Kihlschranktemperatur gelagert wurden.

5.2.5 Versuch 5: Perivitellinmembran-Penetrationstest
Die aus unbebriteten, unbefruchteten Hihnereiern isolierte innere Perivitellinmemb-

ran wurde verwendet, um die Penetrationsfahigkeit verschiedener Spermien zu tber-
prufen. Diese eignet sich als Modell, da die morphologischen und funktionellen Ei-
genschaften durch die Passage des Legedarms, die Entwicklung der umgebenden
Membranen und Eibestandteile sowie die Eiablage im Bezug auf die Bindung und
Hydrolyse von Spermien nicht beeintrachtigt werden (Robertson et al. 1997). Ver-
wendet wurden natives und tiefgefrorenes Hahnenejakulat sowie natives und flissig-
verdunntes Ejakulat von Nymphensittichen und Falken. Kleine Anteile der isolierten
Membran wurden in Dulbecco’s Modified Eagels Medium® mit einer Spermaportion
inkubiert (Robertson et al. 1997) und anschiel3end das Vorhandensein von Hydroly-
se-Ldchern im Dunkelfeld Gberpruft. Die Versuchsreihen mit Hahnenejakulat wurden
als Kontrollgruppe fir einen funktionierenden Versuchsaufbau verwendet. Die Ejaku-

late wurden zum Teil nativ, zum Teil flissigkonserviert verwendet.
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5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Versuch 1: Praparationsmodifikation
An den Ergebnissen wird deutlich, dass die Separationseigenschaften sowohl durch
die Verkirzung der Inkubationszeit, als auch durch die Erh6hung der Saurekonzent-

ration verschlechtert werden.

Der beste Separationserfolg wurde bei Praparation nach Protokoll | erzielt. Wenn die
Separation der inneren von der aul3eren Perivitelinmembran tber Hydrolyse erfolgt,
wird die Reaktion durch Temperaturerhéhung und H* - lonen katalysiert. Bei einer
Erh6hung der Saurekonzentration auf 0,1 Mol/l war die Separation jedoch bei keinem
der Eier nachweisbar. Die Saure gilt als einer der Katalysatoren der Hydrolyse, das
pH-Optimum fur die Separation der PVM, das nach den Untersuchungen von Kido
und Doi (1988) bei 1,8 - 2,0 liegt, wird bei einer Saurekonzentration von 0,1 Mol/l al-

lerdings unterschritten.

Kido und Doi vermuten weiterhin, dass die Separation nicht durch biochemische Pro-
zesse, sondern durch den osmotischen Wassereinstrom in die Dotterkugel und die
damit verbundene Ausdehnung erfolgt. Demnach wirde der Separationsprozess
nicht enzymatisch, sondern mechanisch induziert. Eine Reduktion der Inkubationszeit
auf 30 Minuten verminderte den Separationserfolg um 20%. Die schlechteren Sepa-
rationsergebnisse bei verkirzter Inkubationszeit lassen sich durch die verringerte

Ausdehnung der Dotterkugel erklaren, da der Wassereinstrom zeitabhangig ist.

Auf Grundlage der Ergebnisse lasst sich feststellen, dass das in der Literatur etablier-
te Inkubationsregime nach Kido und Doi (1988) die Methode der ersten Wahl dar-
stellt.

5.3.2 Versuch 2: Haltbarkeitsstudie

Die Ergebnisse der Haltbarkeitsstudie beweisen, dass der Zeitraum, in dem eine Se-
paration der IPVM mittels S&ureinkubation moglich ist, in Abhangigkeit zur Lager-
dauer der Eier variiert. Bei den Eiern, die bei Raumtemperatur und -beleuchtung ge-
lagert wurden, war eine Separation nur bis drei Tage nach Untersuchungsbeginn

moglich. Auch eine Verlangerung der Saureinkubationszeit, die normalerweise die
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Separation hervorruft, fihrte nicht zu einer Verbesserung des Separationserfolgs.
Uber einen Zeitraum von zwei Wochen war eine zufriedenstellende Separation der
bei Kuhlschranktemperatur und Dunkelheit gelagerten Eier moglich. Die Lagerung
bei Dunkelheit und Raumtemperatur fihrte zu durchweg schlechten Separationser-
gebnissen. Statistisch signifikant war der Einfluss auf die Separation jedoch nur far

die Lagerungsdauer.

Fur die Parameter Lichteinwirkung und Temperatur ist der nachgewiesene Einfluss
nicht signifikant. Um die sich abzeichnende Tendenz, dass die Lagerung bei Dunkel-
heit und Kuhlschranktemperatur am besten zur Erhaltung der Separationsfahigkeit
geeignet ist, zu erharten, musste eine Untersuchung mit einem gréReren Probenkol-
lektiv erfolgen. Trotzdem lasst sich anhand der Ergebnisse schlussfolgern, dass die
Lagerung im Kuhlschrank erfolgen sollte. Da die Separation bei den dunkel und kihl
gelagerten Eiern am langsten moglich war, wurden die Eier in allen folgenden Versu-

chen bei Dunkelheit und Kihlschranktemperatur gelagert.

5.3.3 Versuch 3: Bebritungsversuch

Eine Separation der IPVM konnte nur bis zum ersten Tag nach Beginn der Bebru-
tung bei den befruchteten und unbefruchteten Eiern durchgefihrt werden. Da die
Separation nach mehr als vierundzwanzig Stunden Inkubationszeit weder bei be-
fruchteten, noch bei unbefruchteten Eiern méglich war, ist diese Methode nicht dazu
geeignet, retrospektiv die Penetrationsfahigkeit der Spermien zu detektieren. Die
Maoglichkeit, bei Eiern, die beim Schieren als leer detektiert werden, die Spermienpe-
netration nachzuweisen, ist mit der verwendeten Methode nicht gegeben. Bei den
befruchteten Eiern war die fortschreitende Entwicklung des Embryos limitierend, fur
die Durchfuhrung. Diese Beobachtungen decken sich mit den Erkenntnissen von
Birkhead et al. (2008), die bebrtitete Eier von Zebrafinken untersucht haben. Zur Er-
mittlung der Penetration von Spermien wurde in deren Studie das Vorliegen von Zell-
kernen in der Region der Keimscheibe Uberprift, da die Perivitellinmembran durch
den fortschreitenden Bebriitungsvorgang zersetzt wurde und nur noch sehr kleine

Anteile fur die Untersuchung zur Verfiigung standen.
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5.3.4 Versuch 4. Praparation von Eiern anderer Vogelspezies

AulRer mit den Eiern der Spezies Huhn, wurde die S&ureinkubation zur Separation
der IPVM in der Literatur bei einigen weiteren Vogelspezies angewandt: Nebraska-
Spot Truthuhn, Fasan (Phasianus colchicus), Graugans-Hybriden (Anser anser),
Khaki-Campbell Ente, Peking Ente und Zebrafink (Taeniopygia guttata) (Kasai et al.
2000, Stewart et al. 2004).

Die in der vorliegenden Untersuchung erzielten, schlechten Ergebnisse bei der Un-
tersuchung der Falkeneier konnten damit zusammenhangen, dass alle untersuchten
Eier bereits bebritet worden waren (Birkhead et al. 2008). An den Ergebnissen des
Bebritungsversuchs wird deutlich, dass die Saureinkubationsmethode bei bebrite-
ten Eiern nicht zufriedenstellend funktioniert. Demzufolge ist die mangelhafte Separa-
tion weniger auf die Spezies als vielmehr auf die Untersuchungsumstande zurtickzu-
fuhren. Ob die Separation der IPVM mittels Saureinkubation induziert werden kann,
musste in einem Versuchsaufbau mit unbebriteten Falkeneiern Uberprift werden.
Warum bei der Inkubation der Eier von Gansen und Nypmhensittichen keine Separa-
tion der IPVM gelungen ist, bleibt unklar. Es ist aufgrund der vorgestellten Resultate
davon auszugehen, dass eine Separation bei diesen Spezies nicht mit dem ange-
wandten Protokoll durchgefiihrt werden kann. Die Beobachtung, dass die Separation
der Perivitelinmembranen nicht bei allen Vogelspezies mittels Saurehydrolyse mdg-

lich ist, deckt sich mit den Untersuchungen von Stewart et al. (2004).

5.3.5 Versuch 5: Perivitellinmembran-Penetrationstest

Der Nachweis von Hydrolyse-Lochern in der IPVM bei den Untersuchungen mit flis-
sigkonserviertem, sowie tiefgefrorenem Hahnenejakulat beweist, dass die Bindungs-
und Penetrationsfahigkeit der Membran trotz der vorherigen Aufbereitung erhalten
geblieben ist. Ublicherweise ist die Spermaqualitat des nativen Ejakulats besser, als
von kryokonserviertem Ejakulat. Dies liegt an der Reduktion der Aktivitdt durch den
Einfrier- und Auftauprozess (Long 2006). Die Qualitat des Ejakulats bemisst sich an-
hand der Anzahl der eindringenden Spermien, die in Form von Hydrolyse-Ldchern
erfasst wird (Staines et al. 1998). In den durchgeflhrten Versuchen war die Anzahl
an Hydrolyse-L6chern mit tiefgefrorenem Hahnenejakulat durchweg grof3er, als mit

Frischsperma. Dies kann verschiedene Ursachen haben. Die Spermaproben der Na-
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tiv-Gruppe stammten von Hahnen, die zwischenzeitlich mit einer Gruppe weiblicher
Tiere vergesellschaftet und im Deckeinsatz waren. Zusatzlich fanden die Absamun-
gen nicht in immer gleichem zeitlichem Abstand statt. Die Proben der TG-Gruppe
stammten von ausschliel3lich zur Samengewinnung gehaltenen, trainierten Tieren
des Instituts fur Nutztiergenetik des FLI in Mariensee. Da die Ejakulatqualitat auch
mit der Frequenz der Spermagewinnung korreliert (Lorenz et al. 1955, Malecki et al.
1997, Mc. Daniel & Sexton 1977, Noirault & Brillard 1999, Riaz et al. 2004) kdnnte

hier ein ursachlicher Zusammenhang bestehen.

Zusatzlich war die Dichte und Gesamtspermienzahl in den TG-Proben durch Poolen
der Proben und die Standardisierung vor der Kryokonservierung deutlich héher, als

in den nativen Ejakulaten.

Das es nur in sehr geringem Mal3e zur Interaktion der IPVM mit den Spermien der
Nymphensittiche kam und bei den Untersuchungen mit Falkensperma gar keine ver-
wertbaren Ergebnisse erzielt wurden, ist vergleichbar mit den Untersuchungen von
Stewart et al. (2004). In der zitierten Studie wurden Interaktionsgrade von Hahnen-
sperma mit der IPVM verschiedener Vogelarten untersucht. Die Interaktion sank ana-
log zur phylogenetischen Verwandtschaft. Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser
Arbeit, konnte eine geringe Interaktion jedoch in allen untersuchten Kombinationen

nachgewiesen werden.

5.4. Schlussbetrachtung

In  der vorliegenden Arbeit wurde ein modifizierter Perivitellinmembran-
Penetrationstest im eigenen Labor etabliert. Dadurch wird die Infertilitatsdiagnostik im
Hinblick auf die Penetrationsfahigkeit avidrer Spermien verbessert. Dadurch ist es
moglich, bei unbebriteten Eiern festzustellen, ob die Impréagnation von Spermien in

die Oocyte stattgefunden hat.

Ein neuer Versuchsansatz war die Nutzung der aus Huhnereiern isolierten IPVM als
Modell fir Spermien von Papageien und Falken, um potentiell befruchtungsféahige
Eier dieser Arten nicht fur einen Funktionstest verwenden zu mussen. Dieser Ver-

suchsaufbau lieferte keine befriedigenden Ergebnisse. Ob die Variation des Untersu-
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chungsprotokolls oder die Verwendung der IPVM phylogenetisch nédher verwandter

Vogelarten die Resultate verbessert, misste in weiteren Versuchen ermittelt werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass der Perivitellinmembran-
Penetrationstest als Spermienfunktionstest eine vielversprechende Erganzung zur
Spermauntersuchung darstellt, die hauptséchlich morphologische Abweichungen des
Ejakulats erfasst, jedoch keine weitergehende Aussage auf die funktionelle Aktivitat
einer Spermaprobe liefert. Gerade im Hinblick darauf, dass momentan ca. 13% aller
Vogelarten von der IUCN als gefahrdet eingestuft werden (IUCN Red List 20151) und
die Fortpflanzung in Gefangenschaft gehaltener, seltener Vogelarten besonders
problematisch ist, sollten die Mdglichkeiten zur Optimierung assistierter Reprodukti-

onstechniken kontinuierlich verbessert werden.
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6 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es, einen Spermienfunktionstest zu etablieren, bei dem die sepa-
rierte innere Perivitellinmembran (IPVM) als Testmedium fir die Penetrationsfahigkeit
von Spermien anderer Vogelspezies verwendet werden kann. Die zur Separation der
IPVM verwendete Saureinkubationsmethode wurde in einem Vorversuch variiert, um
die Separationseigenschaften von Hihnereiern bei Veranderungen der Inkubations-
zeit und der Saurekonzentration zu erfassen. Zusatzlich wurden die zu untersuchen-
den Eier verschiedenen Lagerungsbedingungen unterzogen, um den Einfluss der
Lagerung auf die Separationseigenschaft zu untersuchen. Auf3erdem wurde die Sau-
reinkubation zur Separation der IPVM bei Eiern sechs weiterer Vogelspezies ange-

wendet.

Die Anwendbarkeit der Saureinkubationsmethode bei bereits bebriteten Eiern wurde
in einem Versuch mit befruchteten und unbefruchteten Hiuhnereiern getestet, die bei
55% Luftfeuchtigkeit und 37°C Uber einen Untersuchungszeitraum von sieben Tagen

bebritet wurden.

Im Perivitellin-Membran-Penetrationstest wurde die IPVM aus Huhnereiern isoliert
und mit nativem und kryokonserviertem Hahnenejakulat, sowie nativem und flussig-
konserviertem Ejakulat von Falken und Nymphensittichen inkubiert. Die Penetrations-
fahigkeit wurde anhand des Vorliegens von Hydrolyse-Léchern in der IPVM Uber-

pruft.
Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

- Die besten Separationsergebnisse wurden mit dem Inkubationsprotokoll mit 0,01
molarer Salzséure erzielt. Zwischen den beiden verwendeten Salzsadurekonzentra-
tionen war der nachgewiesene Separationserfolg signifikant different. Zwischen
der Inkubationszeit von 30 und 60 Minuten konnte kein signifikanter Unterschied

beziiglich des Separationserfolgs ermittelt werden.

- Im Bezug auf den Einfluss der Lagerung konnte nur fur die Lagerungsdauer, nicht
fur die Lagerungstemperatur und die Lichteinwirkung, ein statistisch signifikanter

Einfluss auf den Separationserfolg nachgewiesen werden.

- Die Bebrutungsdauer der Eier vor Separation hatte einen signifikanten Einfluss auf
die Anwendung der Saureinkubationsmethode. Die Separation war ausschlieflich
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bis zu einem Tag nach Beginn der Bebritung mdglich. Der Unterschied zwischen

den befruchteten und unbefruchteten Eiern war nicht signifikant.

Bei der Untersuchung von Eiern anderer Vogelspezies aul3er dem Huhn konnte
die IPVM aus Eiern von Hausgans und Nymphensittich nicht isoliert werden. Bei
den Falkeneiern war die Separation nur bei 20% der Proben erfolgreich. Bei Fa-
sanen-, Wachtel- und Laufenteneiern wurde die Separation der IPVM mit mindes-

tens 40% Erfolgsquote erzielt.

Im Perivitellinmembran-Penetrationstest konnten durch eindringende Spermien
verursachte Hydrolyse-Locher in der aus Huhnereiern isolierten IPVM bei der In-
kubation mit nativem und tiefgefrorenem Hahnensperma nachgewiesen werden.
Bei der Untersuchung mit Nymphensittich-Sperma gelang der Nachweis nur bei
10% der untersuchten Proben. Mit dem verwendeten Falkenejakulat kam es bei
keiner der untersuchten Proben zu einer nachweisbaren Penetration von Sper-

mien durch die IPVM von Hiuhnereiern.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass sich der Perivitellin-

membran-Penetrationstest mit aus Hiihnereinern isolierter IPVM nicht zum Nachweis

de

r Penetrationsfahigkeit von Falkenejakulat und nur in sehr eingeschranktem MalRe

fur Nymphensittichejakulat eignet. Ein speziesubergreifender Penetrationstest lief

sich nicht etablieren.
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7 Summary

The aim of this study was to establish a functional sperm assay which uses the inner
perivitelline layer (IPVM) of chicken eggs as a model to test the penetration ability of
spermatozoa of other avian species. The acid hydrolysis used to separate the IPVM
was varied in a preliminary test to investigate the separation ability of chicken eggs in
accordance to acid concentration and incubation period. Furthermore the eggs were
stored under different conditions to explore the influence of storage on the separa-

tion. Moreover the acid hydrolysis was applied to eggs of six other avian species.

The possibility to use the acid hydrolysis in hatched eggs was investigated in a trial
with fertilized and unfertilized chicken eggs which were hatched at 37°C and 55%

humidity for seven days.

In the perivitelline membrane penetration assay the IPVM isolated from chicken eggs
was incubated with fresh and frozen-thawed chicken spermatozoa and fresh and di-
luted spermatozoa of falcons and cockatiels. Penetration of spermatozoa was tested

by visualization of holes in the IPVM after incubation.
The following relevant results were achieved:

The best separation of the IPVM was obtained with an acid concentration of 0,01 mol
hydrochloric acid. There was a significant difference between the two tested acid
concentrations. Between the incubation periods (30 minutes, 60 minutes) the differ-

ence of successful separation was not significant.

For storage conditions only the time of storage had a significant influence on the

separation success. Neither temperature, nor light exposure had such an effect.

Time of hatching before separation had a significant influence on the application of
acid hydrolysis. The separation was only induced up to one day after hatching. The

difference between fertilized and unfertilized eggs was not significant.

Testing eggs from other avian species no separation was achieved in eggs of goose
and cockatiel. With falcon eggs the separation was only induced in 20% of the sam-
ples. At least 40% of samples were tested successful in eggs of pheasant, fowl and
duck.
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In the periviteline membrane penetration assay holes produced by penetrating
spermatozoa were found in the chicken IPVM after incubation with native and frozen-
thawed cock sperm. With the cockatiel ejaculates holes were only found in 10% of
the samples. Falcon spermatozoa did not produce any visible holes in the chicken
IPVM at all.

The present study shows that the perivitelline membrane penetration assay from
chicken eggs is not suitable to investigate the penetration ability of falcon spermato-
zoa. The appropriateness for cockatiel spermatozoa is severely restricted. A species-

comprehensive perivitelline membrane penetration assay was not established.
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9 Anhang

9.1 Versuch 1: Praparationsmodifikation

Tabelle 9.1.1: Ergebnisse der Praparation mit 0,01m HCI bei 60 Minuten Inkubati-
onszeit

Datum Nr. | Ergebnis

12.04.11 |1 Gut separierbar, Locher sichtbar und dokumentiert

13.04.11 |2 Gut separiert, innere Membranteile gewinnbar, Locher sichtbar

18.06.11 |3 | Gut separiert, innere Membranteile gewinnbar, Locher sichtbar

18.06.11 |4 Gut separiert, innere Membranteile gewinnbar, Locher sichtbar

18.06.11 |5 Gut separiert, innere Membranteile gewinnbar, Locher sichtbar

18.06.11 |6 Keine Separation, keine inneren Membranteile gewinnbar, keine
Locher sichtbar

18.06.11 |7 Gut separiert, innere Membranteile gewinnbar, Locher sichtbar

18.06.11 |8 | Gut separiert, innere Membranteile gewinnbar, Locher sichtbar

18.06.11 |9 Gut separiert, innere Membranteile gewinnbar, Locher sichtbar

18.06.11 | 10 | Gut separiert, innere Membranteile gewinnbar, Locher sichtbar

Tabelle 9.1.2: Ergebnisse der Praparation mit 0,01lm HCI bei 30 Minuten Inkubati-
onszeit

Datum Nr. | Ergebnis

12.04.11 |1 | Gut separiert, Locher sichtbar, dokumentiert

12.04.11 | 2 Kaum separiert, nur sehr kleine Membranteile isolierbar, Locher

sichtbar und dokumentiert

13.04.11 | 3 | Gut separiert, Locher sichtbar, dokumentiert

13.04.11 |4 | Vollstdndige Separation, grofie Membranteile gewinnbar, Ldcher

sichtbar und dokumentiert

21.06.11 |5 Kaum separiert, sehr kleine Membranteile isolierbar, keine Locher

sichtbar

21.06.11 |6 Sehr gute Separation, grof3e Membranteile gewinnbar, Ldcher

sichtbar

21.06.11 |7 Keine Separation, keine inneren Membranteile gewinnbar, keine
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Lécher sichtbar

21.06.11 | 8 Keine Separation, keine inneren Membranteile gewinnbar, keine

Locher sichtbar

21.06.11 |9 MaRige Separation, kleine innere Membranteile gewinnbar, keine

Locher sichtbar

10.07.11 | 10 | Keine Separation, keine inneren Membranteile gewinnbar, keine

Locher sichtbar

Tabelle 9.1.3: Ergebnisse der Praparation mit 0,1m HCI bei 60 Minuten Inkubations-
zeit

Datum Nr. | Ergebnis

12.04.11 |1 Keine Separation, keine inneren Membranteile gewinnbar, keine
Locher sichtbar

12.04.11 |2 Keine Separation, keine inneren Membranteile gewinnbar, keine

Locher sichtbar

13.04.11 |3 Nicht separierbar, Membranteile fadig eingerollt, keine Ldcher
darstellbar, dokumentiert

13.04.11 |4 Nicht separierbar, keine Locher darstellbar, fadige Strukturen im

Praparat, dokumentiert

10.07.11 |5 Keine Separation, keine inneren Membranteile gewinnbar, keine

Locher sichtbar

10.07.11 |6 Keine Separation, keine inneren Membranteile gewinnbar, keine

Locher sichtbar

10.07.11 |7 Keine Separation, keine inneren Membranteile gewinnbar, keine

Locher sichtbar

10.07.11 |8 Keine Separation, keine inneren Membranteile gewinnbar, keine
Locher sichtbar

10.07.11 |9 Keine Separation, keine inneren Membranteile gewinnbar, keine

Locher sichtbar

10.07.11 | 10 | Keine Separation, keine inneren Membranteile gewinnbar, keine
Locher sichtbar
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Tabelle 9.1.4: Ergebnisse der Praparation mit 0,1m HCI bei 30 Minuten Inkubations-
zeit

Datum Nr. | Ergebnis

12.04.11 |1 | Nicht separiert, keine inneren Membranteile gewinnbar, keine
Locher sichtbar

12.04.11 |2 | Nicht separierbar, keine inneren Anteile gewinnbar, keine Locher

sichtbar

13.04.11 |3 | Nicht separierbar, keine inneren Anteile gewinnbar, keine Locher
sichtbar, dokumentiert

13.04.11 |4 | Nicht separierbar, keine inneren Anteile gewinnbar, keine Locher

sichtbar

21.06.11 |5 | Nicht separierbar, keine inneren Anteile gewinnbar, keine Lécher

sichtbar

21.06.11 | 6 | Nicht separierbar, keine inneren Anteile gewinnbar, keine Locher

sichtbar

21.06.11 |7 | Nicht separierbar, keine inneren Anteile gewinnbar, keine Lécher

sichtbar

21.06.11 |8 | Nicht separierbar, keine inneren Anteile gewinnbar, keine Lécher
sichtbar

21.06.11 |9 | Nicht separierbar, keine inneren Anteile gewinnbar, keine Locher

sichtbar

10.07.11 | 10 | Nicht separierbar, keine inneren Anteile gewinnbar, keine Locher
sichtbar

9.2 Versuch 2: Haltbarkeitsstudie
Tabelle 9.2.1: Gruppe A: Eier bei Licht und Raumtemperatur gelagert

Datum Datum Nr | Inkubati- Ergebnis

Auswer- Inkubati- | . ons-zeit/

tung on min

12.04.11 12.04.11 |1 |60 Gut separiert, Locher sichtbar, doku-
mentiert

13.04.11 12.04.11 |2 |60 Separation gut, Anteile der inneren
Perivitelinmembran haften am Boden
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der Petrischale, daher nur kleine
Membranteile gewinnbar, Lécher ge-
sehen, dokumentiert

15.04.11 15.04.11 |3 |60 Separation nicht moglich, kein innerer
Membranteil separierbar, keine LO-
cher sichtbar

18.04.11 15.04.11 |4 |60 Separation nicht moglich, kein innerer
Membranteil separierbar, keine LO-
cher sichtbar

18.04.11 18.04.11 |5 |60 Separation nicht moglich, kein innerer
Membranteil separierbar, keine LO-
cher sichtbar

21.04.11 18.04.11 |6 |60 Separation nicht moglich, kein innerer
Membranteil separierbar, keine LO-
cher sichtbar

21.04.11 21.0411 |7 |90 Separation nicht moglich, kein innerer
Membranteil separierbar, keine LO-
cher sichtbar

26.04.11 21.04.11 |8 |90 Separation nicht mdglich, kein innerer
Membranteil separierbar, keine LO-
cher sichtbar

26.04.11 26.04.11 |9 |90 Separation nicht méglich, kein innerer
Membranteil separierbar, keine LO-
cher sichtbar

27.04.11 26.04.11 |10 |90 Separation nicht mdglich, kein innerer

Membranteil separierbar, keine LO-

cher sichtbar
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Tabelle 9.2.2: Gruppe B: Eier bei Dunkelheit und Kiihlschranktemperatur gelagert

Datum Datum Nr. | Inkuba- Ergebnis

Auswer- Inkubati- tions-

tung on zeit/ min

21.04.11 21.04.11 |1 60 Gut separiert, Locher sichtbar, doku-
mentiert

26.04.11 21.04.11 |2 60 Eiweil3 vor der Inkubation schwer von
der Dotterkugel ablésbar, keine ei-
weildfreien Membranteile gewinnbar

26.04.11 24.04.11 |3 60 Gut separiert, grol3e Membranteile
gewinnbar, Locher sichtbar, doku-
mentiert

27.04.11 24.04.11 |4 60 Gut separiert, grol3e Membranteile
gewinnbar, Lécher sichtbar

29.04.11 27.04.11 |5 60 Gut separiert, grol3e Membranteile
gewinnbar, Locher sichtbar

02.05.11 27.04.11 |6 60 Gut separiert, grol3e Membranteile
gewinnbar, Locher nur sehr vereinzelt

02.05.11 02.05.11 |7 60 Dotterkugel vor Inkubation bescha-
digt: kaum separierte Membranteile,
keine Locher

05.05.11 02.5.11 8 60 MaRige Separation, kleine Membran-
teile gewinnbar, einzelne Locher sich-
tbar

05.05.11 05.05.11 |9 60 Keine Separation, keine Membrantei-
le gewinnbar, keine Ldcher sichtbar

12.05.11 05.05.11 |10 60 Keine Separation, keine Membrantei-

le gewinnbar, keine Ldcher sichtbar
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Tabelle 9.2.3: Gruppe C: Eier bei Dunkelheit und Raumtemperatur gelagert

Datum Datum Nr. | Inkubati- | Ergebnis

Auswer- Inkubati- ons-zeit/

tung on min

18.05.11 18.05.11 |1 60 Keine Separation, keine Membrantei-
le gewinnbar, keine Ldcher sichtbar

18.05.11 18.05.11 2 60 Starke Eiweilfkontamination, keine
Separation, keine Membranteile ge-
winnbar, keine Lécher sichtbar

25.05.11 21.05.11 |3 60 Teilweise Separation, kleine Memb-
ranteile gewinnbar, Locher sichtbar

25.05.11 21.05.11 |4 60 Teilweise Separation, kleine Memb-
ranteile gewinnbar, Locher sichtbar

31.05.11 24.05.11 |5 60 Keine Separation, keine Membrantei-
le gewinnbar, keine Ldcher sichtbar

31.05.11 24.05.11 |6 60 Keine Separation, keine Membrantei-
le gewinnbar, keine Ldcher sichtbar

03.06.11 29.05.11 |7 60 Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine L6-
cher sichtbar

03.06.11 29.05.11 |8 60 Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine LO-
cher sichtbar

03.06.11 02.06.11 |9 60 Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine LO-
cher sichtbar

03.06.11 02.06.11 |10 |60 Keine Separation, keine inneren

Membranteile gewinnbar, keine LO-
cher sichtbar

9.3 Versuch 3: Bebritungsversuch

Gruppe I: Befruchtete Eier
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Tabelle 9.3.1: Untersuchung der befruchteten Eier vor dem Beginn der Bebritung
(Tag 0)
Datum Tag der | Nr. Ergebnis
Bebri-
tung
14.07.11 0 1-6 | Sehr gute Separation, grof3e innere Membran-

teile gewinnbar, Loécher sichtbar

Tabelle 9.3.2: Untersuchung der befruchteten Eier am ersten Tag der Bebritung

Datum Tag der | Nr. | Ergebnis
Bebri-
tung
15.07.11 1 1 Keine Separation, keine inneren Anteile gewinn-
bar, keine Locher sichtbar
15.07.11 1 2 Sehr gute Separation, grof3e innere Membranteile
gewinnbar, Lécher sichtbar
15.07.11 1 3 Sehr gute Separation, grof3e innere Membranteile
gewinnbar, Lécher sichtbar
15.07.11 1 4 Sehr gute Separation, grof3e innere Membranteile
gewinnbar, Lécher sichtbar
15.07.11 1 5 Sehr gute Separation, grofRe innere Membranteile
gewinnbar, Lécher sichtbar
15.07.11 1 6 Sehr gute Separation, grof3e innere Membranteile

gewinnbar, Lécher sichtbar

Tabelle 9.3.3: Untersuchung der befruchteten Eier am zweiten Tag der Bebritung

Datum Tag der | Nr. | Ergebnis
Bebru-
tung
16.07.11 2 1 Keine Separation, keine inneren Anteile gewinn-
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bar, keine Locher sichtbar

16.07.11 2 2 Keine Separation, keine inneren Anteile gewinn-
bar, keine Locher sichtbar

16.07.11 2 3 Keine Separation, keine inneren Anteile gewinn-
bar, keine Locher sichtbar

16.07.11 2 4 Teilweise Separation, kleine innere Membranteile
gewinnbar, Lécher sichtbar, dtl. Dotterkontaminati-
on

16.07.11 2 5 Keine Separation, keine inneren Anteile gewinn-
bar, keine Locher sichtbar

16.07.11 2 6 Keine Separation, keine inneren Anteile gewinn-

bar, keine L6cher sichtbar

Tabelle 9.3.4: Untersuchung der

befruchteten Eier am dritten Tag der Bebrutung

Datum Tag der | Nr. | Ergebnis
Bebri-
tung
17.07.11 3 1 KVI, keine Separation, keine inneren Anteile ge-
winnbar, keine Loécher sichtbar
17.07.11 3 2 Keine Separation, keine inneren Anteile gewinn-
bar, keine Locher sichtbar
17.07.11 3 3 KVI, keine Separation, keine inneren Anteile ge-
winnbar, keine Loécher sichtbar
17.07.11 3 4 Keine Separation, keine inneren Anteile gewinn-
bar, Locher ,schimmern durch® (dokumentiert)
17.07.11 3 5 Keine Separation, keine inneren Anteile gewinn-
bar, keine Locher sichtbar
17.07.11 3 6 Keine Separation, keine inneren Anteile gewinn-

bar, keine Lécher sichtbar

KVI Anmerkung: normales Trennen der Eier nicht méglich, ohne Beschéadigung der

Dotterkugel, Eroffnung der Eier mittels Skalpellklinge
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Tabelle 9.3.5: Untersuchung der befruchteten Eier am vierten Tag der Bebritung

Datum Tag der | Nr. | Ergebnis
Bebri-
tung
18.07.11 4 1 KVI, Keine Separation, keine inneren Anteile ge-
winnbar, keine Locher sichtbar
18.07.11 4 2 Nur Membran inkubiert, Keine Separation, keine
inneren Anteile gewinnbar, keine Locher sichtbar
18.07.11 4 3 Nur Membran inkubiert, Keine Separation, keine
inneren Anteile gewinnbar, keine Locher sichtbar
18.07.11 4 4 Keine Separation, keine inneren Anteile gewinn-
bar, keine Locher sichtbar
18.07.11 4 5 Keine Separation, keine inneren Anteile gewinn-
bar, keine Locher sichtbar
18.07.11 4 6 Keine Separation, keine inneren Anteile gewinn-

bar, keine Ldcher sichtbar

KVI = Dotterkugel kaputt vor Inkubation

Anmerkung: Dotterkugeln kdnnen kaum noch unbeschadigt aus dem Ei entnommen

werden, es liegt bereits eine deutliche Aderbildung vor (Abb. 9.3.1), bei zwei von

sechs Eiern konnte nur die Membran inkubiert werden, da die Dotterkugel beim Ent-

nahmeversuch zu stark beschadigt wurde.
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y,

Abbildung 9.3.1: Entwicklung des Embryos bei befruchteten Hihnereiern am funften
Tag nach Beginn der Bebritung bei 37,7°C und 55% Luftfeuchtigkeit

Tabelle 9.3.6: Untersuchung der befruchteten Eier am flinften Tag der Bebrttung

Datum Tag der | Nr. | Ergebnis
Bebri-
tung
19.07.11 5 1-6 | Keine Inkubation der Dotterkugeln mdglich, da die

Perivitelinmembran schon bei vorsichtiger Eroff-
nung der Schale mittels Skalpellklinge beschéadigt
wird, da sie an der Schalenhaut haftet. Mebran zu
fragil, um nur Anteile isolieren und inkubieren zu

konnen.
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Tabelle 9.3.7: Untersuchung der befruchteten Eier am sechsten Tag der Bebriitung

Datum Tag der | Nr. | Ergebnis
Bebri-
tung
20.07.11 6 1-6 | Dotterkugel nicht aus dem Ei entnehmbar, Emb-

ryo schon deutlich entwickelt, Adergeflecht und

Augenanlage erkennbar.

Tabelle 9.3.8: Untersuchung der befruchteten Eier am siebten Tag der Bebrttung

Datum Tag der | Nr. | Ergebnis
Bebru-
tung
20.07.11 6 1-6 | Dotterkugel nicht aus dem Ei entnehmbar, Embryo

schon deutlich entwickelt, Adergeflecht und Au-

genanlage erkennbar.

Tabelle 9.3.9: Untersuchung der beim Schieren als unbefruchtet detektierten Eier

Datum Tag der | Nr. | Ergebnis
Bebri-
tung
21.07.11 7 1 Dotterkugel zerfallt bei Eréffnung der Kalkschale
21.07.11 7 2 KVI, Auflosung der Membran in der Salzsaure,
Membran nach der Inkubation nicht mehr auffind-
bar
21.07.11 7 3 Keine Separation, keine inneren Anteile gewinn-

bar, keine Lécher sichtbar

KVI = Dotterkugel kaputt vor Inkubation
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Gruppe Il: Unbefruchtete Eier

Tabelle 9.3.10 Untersuchung der unbefruchteten Eier vor der Bebrttung (Tag 0)

Datum Tag der | Nr. | Ergebnis
Bebri-
tung
20.07.11 0 1 -6 | Vollstandige Separation, grof3e innere Membran-

teile gewinnbar, keine Ldcher sichtbar

Tabelle 9.3.11: Untersuchung der unbefruchteten Eier am ersten Tag der Bebritung

Datum Tag der | Nr. | Ergebnis
Bebri-
tung
21.07.11 1 1 Vollstdndige Separation, grof3e innere Membrantei-
le gewinnbar, keine Locher sichtbar
21.07.11 1 2 Keine Separation, keine inneren Membranteile ge-
winnbar, keine Lécher sichtbar
21.07.11 1 3 Keine Separation, keine inneren Membranteile ge-
winnbar, keine Lécher sichtbar
21.07.11 1 4 Keine Separation, keine inneren Membranteile ge-
winnbar, keine Lécher sichtbar
21.07.11 1 5 Vollstdndige Separation, grof3e innere Membrantei-
le gewinnbar, keine Locher sichtbar
21.07.11 1 6 Keine Separation, keine inneren Membranteile ge-

winnbar, keine L6cher sichtbar
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Tabelle 9.3.12: Untersuchung der unbefruchteten Eier am zweiten Tag der Bebri-

tung
Datum Tag der | Nr. | Ergebnis
Bebru-
tung
22.07.11 2 1-6 | Keine Separation, keine inneren Membranteile
gewinnbar, keine Locher sichtbar

Tabelle 9.3.13: Untersuchung der unbefruchteten Eier am dritten Tag der Bebriitung

Datum Tag der | Nr. | Ergebnis
Bebru-
tung
23.07.11 3 1-6 | Keine Separation, keine inneren Membranteile
gewinnbar, keine Locher sichtbar

Tabelle 9.3.14: Untersuchung der unbefruchteten Eier am vierten Tag der Bebritung

Datum Tag der | Nr. | Ergebnis
Bebri-
tung
24.07.11 4 1-6 | Keine Separation, keine inneren Membranteile

gewinnbar, keine Locher sichtbar

Tabelle 9.3.15: Untersuchung der unbefruchteten Eier am fuinften Tag der Bebriitung

Datum Tag der | Nr. | Ergebnis
Bebri-
tung
26.07.11 5 1-6 | Keine Separation, keine inneren Membranteile

gewinnbar, keine Locher sichtbar
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Tabelle 9.3.16: Untersuchung der unbefruchteten Eier am sechsten Tag der Bebru-

tung
Datum Tag der | Nr. | Ergebnis
Bebru-
tung
27.07.11 6 1-6 | Keine Separation, keine inneren Membranteile
gewinnbar, keine Locher sichtbar

Tabelle 9.3.17: Untersuchung der unbefruchteten Eier am siebten Tag der Bebrutung

Datum Tag der | Nr. | Ergebnis
Bebri-
tung
28.07.11 7 1 Keine Separation, keine inneren Membranteile ge-

winnbar, keine Lécher sichtbar

28.07.11 7 2 Deutliche Eiweilkontamination, keine Separation,
keine inneren Membranteile gewinnbar, keine LO-

cher sichtbar

28.07.11 7 3 Keine Separation, keine inneren Membranteile ge-
winnbar, keine Loécher sichtbar
28.07.11 7 4 Dotterkugel vor Inkubation beschadigt, deutliche

Eiweillkontamination, keine Separation, keine in-
neren Membranteile gewinnbar, keine Locher sich-
tbar

28.07.11 7 5 Keine Separation, keine inneren Membranteile ge-

winnbar, keine Ldcher sichtbar

28.07.11 7 6 Keine Separation, keine inneren Membranteile ge-

winnbar, keine Lécher sichtbar
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9.4 Versuch 4: Praparation von Eiern anderer Spezies

Tabelle 9.4.1: Falkeiner-Praparation

Datum Datum Nr. | Inkubati- | Ergebnis

Auswer- Inkubati- ons-zeit/

tung on Min

12.05.11 12.05.11 |1 60 Gute Separation, grof3e Membranteile
gewinnbar, keine Locher sichtbar,
dokumentiert

12.05.11 12.05.11 |2 60 Keine ausreichende Separation, inne-
re Anteile nicht separierbar, hgr. Dot-
terkontamination, keine Loécher er-
kennbar

16.05.11 16.05.11 |3 60 Teilweise Separation, kleine Memb-
ranteile gewinnbar, keine L&cher
sichtbar

16.05.11 16.05.11 |4 60 Keine Separation, keine inneren An-
teile gewinnbar, keine Locher sichtbar

16.05.11 16.05.11 |5 60 Keine Separation, keine inneren An-
teile gewinnbar, keine Locher sichtbar

06.07.11 06.07.11 |6 60 Keine Separation, keine inneren An-
teile gewinnbar, keine Locher sichtbar

06.07.11 06.07.11 |7 60 Keine Separation, keine inneren An-
teile gewinnbar, keine Locher sichtbar

06.07.11 06.07.11 |8 60 Keine Separation, keine inneren An-
teile gewinnbar, keine Locher sichtbar

06.07.11 06.07.11 |9 60 Keine Separation, keine inneren An-
teile gewinnbar, keine Locher sichtbar

06.07.11 06.07.11 |10 |60 Keine Separation, keine inneren An-
teile gewinnbar, keine Locher sichtbar
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Tabelle 9.4.2: Fasaneneier-Praparation

Datum Datum Nr. | Inkubati- | Ergebnis

Auswer- Inkuba- onszeit/

tung tion Min

27.05.11 25.05.11 |1 60 Teilweise Separation, kleine Memb-
ranteile gewinnbar, keine Locher
sichtbar

27.05.11 25.05.11 |2 60 Membranen nicht auswertbar auf-
grund hochgradiger Eiweil3kontami-
nation

31.05.11 27.05.11 |3 60 Membranen nicht auswertbar auf-
grund hochgradiger Eiweil3kontami-
nation

31.05.11 27.05.11 |4 60 Keine Separation, keine inneren An-
teile gewinnbar, keine Locher sichtbar

31.05.11 31.05.11 |5 60 Keine Separation, keine inneren An-
teile gewinnbar, keine Locher sichtbar

31.05.11 31.05.11 |6 60 Membranen nicht auswertbar auf-
grund hochgradiger EiweilRkontami-
nation

22.07.11 21.07.11 |7 60 Sehr gute Separation, grol3e innere
Membranteile gewinnbar, keine LO-
cher sichtbar

22.07.11 21.07.11 |8 60 Sehr gute Separation, grol3e innere
Membranteile gewinnbar, keine LO-
cher sichtbar

22.07.11 21.07.11 |9 60 Sehr gute Separation, grof3e innere

Membranteile gewinnbar, keine LO-
cher sichtbar
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Tabelle 9.4.3: Laufenteneier-Praparation

Datum Datum Nr. | Inkubati- | Ergebnis

Auswer- Inkubati- ons-zeit/

tung on min

27.05.11 25.05.11 |1 30 Keine Separation, keine inneren An-
teile gewinnbar, keine Locher sichtbar

27.05.11 25.05.11 |2 30 Gute Separation, grof3e Membranteile
gewinnbar, wenige, kleine Ldcher
sichtbar

31.05.11 27.05.11 |3 30 MaRige Separation, nur sehr kleine
innere Membranteile gewinnbar, we-
nige Loécher sichtbar

31.05.11 27.05.11 |4 30 Dotterkugel vor Inkubation bescha-
digt, keine inneren Membranteile ge-
winnbar, keine Locher sichtbar

03.06.11 01.06.11 |5 30 Keine Separation, keine inneren An-
teile gewinnbar, keine Locher sichtbar

03.06.11 01.06.11 |6 30 Keine Separation, keine inneren An-
teile gewinnbar, keine Locher sichtbar

03.06.11 03.06.11 |7 30 Gute Separation, grol3e innere
Membranteile gewinnbar, kleine LO-
cher sichtbar,dokumentiert

03.06.11 03.06.11 |8 30 Keine Separation, keine inneren An-
teile gewinnbar, keine Locher sichtbar

16.06.11 16.06.11 |9 30 Kaum Separation, sehr kleine Anteile
der inneren Membran gewinnbar,
keine Locher sichtbar

16.06.11 16.06.11 |10 |30 Sehr gute Separation, grof3e Anteile

der IPVM gewinnbar, keine Locher

sichtbar

IPVM= Innere Perivitellinmembran
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Tabelle 9.4.4: Wachteleier-Praparation

Datum Datum Nr. | Inkubati- | Ergebnis

Auswer- Inkubati- ons-zeit/

tung on min

20.07.11 20.07.11 |1 60 Sehr gute Separation, grol3e innere
Membranteile  gewinnbar, Ldcher
sichtbar

20.07.11 20.07.11 |2 60 Malige Separation, sehr kleine inne-
re Membranteile gewinnbar, Lécher
sichtbar

20.07.11 20.07.11 |3 60 Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine L6-
cher sichtbar

20.07.11 20.07.11 |4 60 Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine LO-
cher sichtbar

21.07.11 21.07.11 |5 60 Malige Separation, sehr kleine inne-
re Membranteile gewinnbar, Loécher
sichtbar

21.07.11 21.07.11 |6 60 Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine LO-
cher sichtbar

22.07.11 22.07.11 |7 60 Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine L6-
cher sichtbar

22.07.11 22.07.11 |8 60 Malige Separation, sehr kleine inne-
re Membranteile gewinnbar, L&cher
sichtbar

24.07.11 24.07.11 |9 60 Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine LO-
cher sichtbar

24.07.11 24.07.11 |10 |60 Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine LO-
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cher sichtbar

Tabelle 9.4.5: Ganseeier-Praparation

Datum Datum Nr. | Inkubati-
Auswer- Inkubati- onszeit/
tung on Min

Ergebnis

10.10.11 06.10.11 |1 60

Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine LO-

cher sichtbar

10.10.11 06.10.11 |2 60

Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine LO-
cher sichtbar

10.10.11 06.10.11 |3 60

Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine L6-

cher sichtbar

10.10.11 06.10.11 (4 60

Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine L6-

cher sichtbar

10.10.11 06.10.11 |5 60

Dotterkugel vor Inkubation beschéa-
digt, Schimmel auf der inneren Scha-
lenflache, hochgradige Eiweil3- und
Dotterkontamination, keine Separati-
on, keine inneren Membranteile ge-

winnbar, keine Locher sichtbar

10.10.11 06.10.11 |6 60

Adergeflecht sichtbar, keine Separa-
tion, keine inneren Membranteile ge-

winnbar, keine Lécher sichtbar

10.10.11 06.10.11 |7 60

Mittelgradige  Eiweil3kontamination,
keine Separation, Kkeine inneren
Membranteile gewinnbar, keine LO-
cher sichtbar

10.10.11 06.10.11 |8 60

Dotterkugel vor Inkubation bescha-

digt, Schimmel auf der Inneren Scha-
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lenflache, hochgradige Dotterkonta-

mination, keine Separation, keine

inneren Membranteile gewinnbar,

keine Locher sichtbar

10.10.11

06.10.11

60

Adergeflecht sichtbar, Dotterkugel vor
Inkubation beschadigt, keine Separa-
tion, keine inneren Membranteile ge-

winnbar, keine Lo6cher sichtbar

10.10.11

06.10.11

10

60

hochgradige Dotterkontamination,

keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine L6-

cher sichtbar

Tabelle 9.4.6: Nymphensitticheier-Praparation

Datum Datum Nr. | Inkubati- | Ergebnis

Auswer- Inkubati- ons-zeit/

tung on Min

13.12.11 12.12.11 |1 60 Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine LO-
cher sichtbar

13.12.11 12.12.11 |2 60 Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine L6-
cher sichtbar

13.12.11 12.12.11 |3 60 Dotterkugel vor Inkubation sehr trib,
deutliche EiweiRkontamination, keine
Separation, keine inneren Membran-
teile gewinnbar, keine Locher sichtbar

13.12.11 12.12.11 |4 60 Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine L06-
cher sichtbar

13.12.11 12.12.11 |5 60 Keine Separation, keine inneren

Membranteile gewinnbar, keine L06-

cher sichtbar
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13.12.11 12.12.11 |6 60 Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine LO-
cher sichtbar

13.12.11 12.12.11 |7 60 Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine LO-
cher sichtbar

13.12.11 12.12.11 |8 60 Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine L6-
cher sichtbar

13.12.11 12.12.11 |9 60 Keine Separation, keine inneren
Membranteile gewinnbar, keine L6-
cher sichtbar

13.12.11 12.12.11 |10 |60 Keine Separation, keine inneren

Membranteile gewinnbar, keine L6-

cher sichtbar
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Tabelle 9.5.3: Untersuchungsparameter des Tiefgefrierspermas Hahn

Datum NF. Dichte |Massenbewegung| pl/ Pré-

Mio/pl parat
28.05.2013 1 1,2 +++ 2
05.06.2013 2 1,2 +++ 5
05.06.2013 3 1,2 +++ 5
31.07.2013 4 1,2 +++ 5
31.07.2013 5 1,2 +++ 5
06.08.2013 6 1,2 +++ 5
14.08.2013 7 1,2 +++ 5
15.08.2013 8 1,2 +++ 5
15.08.2013 9 1,2 +++ 5
19.08.2013 10 1,2 +++ 5
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Tabelle 9.5.6: Ergebnisse der In-vitro-Penetration von Huhner-PVM mit Falken-

Ejakulat

Kontrolle

Falke 1 0

Falke 2

o| O O] W

Falke 3

Falke 4

Falke 5

Falke 6

Falke 7

Falke 8

Falke 9

ol O O] O] O] O] O] ©o| ©| O| B~
O O O] O] O] O] O] O]l ©| O N
ol O] O] O] O] O] O] ©| ©| O &
Ol O O] O] O] O] O] © ©| O] U
ol O O] O] O] O] O] ©Of ©

ol O] O] O] O] O

Falke 10

NA = Praparat nicht auswertbar
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