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EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG 1

1. Einleitung und Fragestellung

Von den annahernd 11000 Spezies aus der Klasse der Vogel (Aves) zahlen derzeit 414
Arten zur Ordnung der Papageien (Psittaciformes) (IUCN, 2016). Ungefahr ein Drittel
dieser Spezies werden von der ,International Union for Conservation of Nature and
Natural Resources” (IUCN) als bedrohte Arten gelistet und nach der ,IUCN Red List of

™« in verschiedene Kategorien eingeteilt (IUCN, 2016). Das

Threatened Species
bekannteste Beispiel flr eine vom Aussterben bedrohte (,critically endangered”) Art ist
der Spix-Ara (Cyanopsitta spixii), der in der freien Natur seit 2000 offiziell als ausgestorben
gilt und mit einer Population von unter 100 Tieren in Menschenobhut eine der wohl

seltensten Vogelarten der Welt ist.

Als Hauptbedrohung und Ursache fiir den Riickgang der Artenvielfalt wird neben illegalem
Handel und artspezifisch geringer Reproduktionsrate (kleine GelegegrofRe bei
GroBpapageien) die fortschreitende Habitatzerstorung angesehen (TILMAN U. A., 1994). Als
Gegenmallnahme wird der Schutz frei lebender Bestiande in ihren natirlichen
Lebensrdumen angestrebt. Da diese MalRnahmen aber in einigen Fallen nicht ausreichen,
um den Populationserhalt im Freiland zu gewahrleisten (Curio, 1996), wird eine gezielte
Nachzucht bedrohter Spezies in Menschenobhut zunehmend wichtiger. Internationale
Artenschutzprojekte und Zuchtprogramme sind hierbei in besonderem Male von
Bedeutung (GipPoLITI UND CARPANETO, 1997). Leider bleibt der Zuchterfolg jedoch trotz
intensiver Bemihungen oftmals aus (DERRICKSON UND SNYDER, 1992). Ursachen fir ein
Scheitern der natirlichen Reproduktion sind dabei Unvertraglichkeiten zwischen den
Partnertieren, Verhaltensstérungen, Asynchronitdit im Reproduktionszyklus oder
medizinische Grinde. Letztgenannte schlieBen korperliche Beeintrachtigungen,
Verletzungen, insuffiziente Spermienqualitat oder Missbildungen der Gonaden und/oder
der keimleitenden Wege mit ein. Aber auch von Paaren aus korperlich gesunden
Individuen werden haufig keine beziehungsweise nur infertile Eier produziert (DERRICKSON
UND SNYDER, 1992). Es wird vermutet, dass in Erhaltungszuchtprogrammen, in Ermangelung
ausreichend vieler und geeigneter Partnertiere, oft eine ,, Zwangsverpaarung” praktiziert
werden muss, die haufig mit Stress flir beide Tiere verbunden ist (DERRICKSON UND SNYDER,

1992). Selbst unter optimalen Umwelt- und Haltungsbedingungen sind die
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Nachzuchtergebnisse hierbei gering, da viele Vogel nicht mit jedem Partnertier briten. So
konnte beispielhaft fir den Nymphensittich (Nymphicus hollandicus) (YAMAMOTO U. A.,
1989), den Buntfalken (Falco sparverius) (BIRD, 1982) und den Kalifornischen Kondor
(Gymnogyps californiaus) (Cox u.A., 1993) gezeigt werden, dass die Nistraten und
Nachzuchtergebnisse von zwangsverpaarten Paaren geringer sind als die von Paaren, die

freiwillig zusammengefunden haben.

Die assistierte Reproduktion kann helfen, viele dieser Probleme zu umgehen (LIERZ u. A,
2011). Sie bietet den Vorteil das genetische Potenzial unvertraglicher, beziehungsweise
aggressiver, auf den Menschen gepragter, korperlich beeintrachtigter oder ortlich weit
entfernter Individuen in Zuchtprogrammen zu nutzen, die sonst flir den Artenschutz
verloren waren. So konnte in einem Projekt zum Schutz der Kénigsamazone (Amazona
guildingii) durch artifizielle Insemination Nachwuchs von einem Hahn produziert werden,
der wegen einer Fliigelamputation zu einer natirlichen Fortpflanzung nicht fahig war
(FISCHER U. A., 2013a). Zudem kann durch eine vorausgehende Untersuchung des Spermas
eine Aussage Uber die Spermienqualitdit und somit Uber den Zuchtnutzen eines
potenziellen Zuchttieres getroffen werden. Die artifizielle Insemination zur Reproduktion
von Vogelspezies beschrankte sich lange Zeit auf den Bereich des Wirtschaftsgefligels. In
den letzten Jahrzehnten gewannen die Techniken der assistierten Reproduktion jedoch
auch im Bereich der nichtdomestizierten Vogelspezies zunehmend an Bedeutung, sodass
mittlerweile UGber 40 Wildvogelspezies erfolgreich durch artifizielle Insemination
reproduziert werden konnten (Geg, 1995). Bei Papageien wurde die assistierte
Reproduktion bisher jedoch selten angewandt, da die routinemaRige Anwendbarkeit
dieser Methode nicht gelang. Voraussetzung fiir die artifizielle Insemination ist allerdings
die Verfligbarkeit von Sperma geeigneter Tiere zum Zeitpunkt der Ovulation, also des
optimalen Inseminationszeitpunktes, welcher vor allem bei den saisonalen Papageien eng
begrenzt ist. Da es zum einen logistisch, zum anderen aufgrund des Seltenheitsgrades
mancher Arten, allerdings sehr schwer mdglich ist zum richtigen Besamungszeitpunkt
geeignetes Frischsperma zur Verfligung zu haben, wiirde kryokonserviertes Sperma viele
dieser Probleme I6sen und einen bedeutenden Beitrag zum Artenschutz leisten. Bislang ist
jedoch kein geeignetes Protokoll zur routinemaBigen Kryokonservierung von

Papageiensperma verfligbar, nicht zuletzt daher, weil die regelmalliige Spermaentnahme
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bei GroBRpapageien bis vor kurzem nicht gelang. Durch die Maoglichkeit der
routinemaRigen, elektrostimulierten Spermaentnahme bei Gber 100 Papageienspezies
(LIERZ U. A., 2013) steht Papageiensperma nun zur Verfiigung und macht Untersuchungen
zur Kryokonservierung von Papageiensperma unter den Gesichtspunkten des
Artenschutzes somit moglich und unbedingt erforderlich. Der Transport kryokonservierter
Spermien wiirde es ermoglichen, dass geographisch weit voneinander entfernte Tiere fiir
Zuchtprogramme verpaart werden kénnten, um den Genpool bedrohter Arten optimal
auszunutzen (LIERZ u.A., 2016). Dies wirde den Transport der Tiere, die damit
verbundenen Gefahren wund Stresssituationen (Gesundheits-Checks, Quaranténe,
Paarzusammenfihrung, Eingewdhnung in den neuen Lebensraum) umgehen. Aullerdem
kdnnte bei seltenen Spezies durch vorherige Tests ausgeschlossen werden, dass Erreger
durch die artifizielle Insemination Ubertragen wirden, die beim direkten Kontakt ein
Risiko darstellen (LiErRz u. A., 2016). So werden virale und bakterielle Infektionen, als
zusatzliche Bedrohung fir die Bestdnde, eingedammt. Zudem erlaubt die
Kryokonservierung die Schaffung von Genbanken, die im avidren Bereich bisher ganzlich
fehlen. Diese existieren jedoch fiir seltene Sdugetierspezies (FICKEL U. A., 2007) und bieten
dort die erfolgreiche Moglichkeit der dauerhaften Sicherung von Genmaterial bedrohter
Spezies. Zudem sind sie bedeutend fiir die Erhaltung der genetischen Diversitdt und eines

stabilen Genpools (HoLT UND PICKARD, 1999; WILDT U. A., 1997).

Die zentrale Fragestellung der vorliegenden Arbeit bestand daher in der Entwicklung eines
Protokolls zur Kryokonservierung von Psittazidensperma am Beispiel des Nymphensittichs
(Nymphicus hollandicus) als Modelltier. In einem ersten Schritt sollte ein
Spermaverdlinner evaluiert werden, um eine Kurzzeitkonservierung mit moglichst
geringen Qualitatsverlusten zu ermdoglichen. In einem zweiten Schritt sollte ein geeignetes
Kryoprotektivum zur Langzeitkonservierung von Nymphensittichsperma evaluiert werden.
Bei der Erforschung dieses Punktes galt besonderes Interesse der Zytotoxizitat der
Kryoprotektiva, die speziesspezifisch unterschiedliche Auswirkungen haben kénnen (HoLr,
2000). Insbesondere war hier neben dem Qualitdtsverlust hinsichtlich Spermienviabilitat
und -motilitat die Pathomorphologie von Interesse. AnschlieRend war es das Ziel, in einem
dritten Schritt den Einfluss der Kihlrate auf die Spermienqualitdit im

Kryokonservierungsprozess zu untersuchen. AbschlieRend war es notwendig, die
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Befruchtungsfahigkeit der Spermien, welche durch das in vitro entwickelte Protokoll
konserviert wurden, anhand eines In-vivo-Fertilisationsversuches zu Uberprifen, um so

die praktische Anwendbarkeit zu bestatigen.
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2. Literaturiibersicht

2.1 Papageien (Psittaciformes)

Das folgende Kapitel soll einen Einblick in die Systematik der Papageienvogel
(Psittaciformes), sowie deren Lebens- und Verhaltensweise ermoglichen. Im Zuge der
vorliegenden Arbeit wurden Nymphensittiche als Modelltiere verwendet, weshalb diese

Art im Kapitel 2.1.4 eingehender beschrieben wird.
2.1.1 Kennzeichen und Verbreitung

Unter den derzeit bekannten ca. 11000 Vogelarten weltweit gehoren laut der ,,IUCN Red
List of Threatened Species'™“ 414 Arten der Ordnung der Papageien (Psittaciformes) an
(IUCN, 2016). Papageien sind gekennzeichnet durch ihr farbiges Gefieder, die aufrechte
Korperhaltung, einen kurzen Hals, dem ein relativ groRer Kopf aufsitzt, sowie einen kurzen
kraftigen gebogenen Oberschnabel. Der Oberkiefer ist nicht mit dem Schadel verwachsen
und kann daher auf und ab, sowie seitlich, bewegt werden. Die FiiBe besitzen vier
Krallenzehen, von denen die beiden mittleren nach vorne die beiden duReren nach hinten
gerichtet sind (zygodaktyl). Viele Papageienarten flihren mit den FiiBen Nahrung zum
Schnabel, was in anderen Vogelgruppen nur in Ausnahmefdllen vorkommt. Der
Papageienschnabel erflillt Aufgaben wie Knacken, Halten, Aufschneiden usw. und weicht
von der Morphologie wesentlich von den anderen Vogelspezies ab. Als Nahrung dienen
meist Nusse, Frichte, Knospen und anderes Pflanzenmaterial. Nur einige Arten nutzen
tierische Nahrung. Viele ausgewachsene Papageien besitzen wie z. B. einige Tauben,
Reiher und Tukane keine funktionierende Biirzeldrise, die bei den Ubrigen Vogeln zur
Einfettung des Gefieders dient. Stattdessen haben sie nachwachsende sogenannte
Puderdunen, die durch Zerfall ihrer Spitze winzige, talkumartige Keratingranula mit
wasserabweisenden Eigenschaften entstehen lassen (COLLAR, 1997; DELHEY U. A., 2007). Die
Tiere zeigen meist eine ausgepragte und lang anhaltende Paarbindung. Kérpergrofie und
-gewicht lassen sich beim Papagei nur schwer pauschalisieren. So weist der Hyazinthara
(Anodorhynchus hyacinthinus) ein Gewicht von bis zu 2 kg bei 100 cm KorpergroRe auf,

wahrend der Braunstirn-Spechtpapagei (Micropsitta pusio) lediglich 12 g bei 10 cm



6 LITERATURUBERSICHT

KorpergroRe wiegt. Ein Geschlechtsdimorphismus ist bei Papageien nur selten ausgepragt
und beschrankt sich, falls vorhanden, eher auf das Gefieder statt auf KérpergrofRe und
-gewicht (PARR UND JUNIPER, 2010). So ist zum Beispiel beim Edelpapagei (Eclectus roratus)
das Weibchen rot/blau gefarbt, wahrend die Madnnchen ein leuchtend griines Gefieder
haben. Papageien sind in der tropischen und subtropischen Zone der Siidhalbkugel
weltweit verbreitet, wobei ein Schwerpunkt die Regenwalder des Tieflandes sind. Einige
Arten kommen jedoch auch in der gemaRigten Zone vor. Die grofRte Artenvielfalt findet

sich in Stidamerika (Neotropis) und Australasien.

2.1.2 Systematik und Verwandtschaft

Die Ordnung der Papageien ist aufgrund phylogenetischer Untersuchungen im stetigen
Wandel. Traditionell unterscheidet man jedoch zwei Familien innerhalb der Ordnung; die
Kakadus (Cacatuidae) (RowLey, 1997) und die Eigentlichen Papageien (Psittacidae) (COLLAR,
1997) (Abbildung 1). Dieser Einteilung liegt eine Untersuchung von HOMBERGER (1980)
zugrunde, in der die Erndhrungs- und Trinkmethoden der Papageien analysiert wurden.
Auch CHRISTIDIS U.A. (1991) kam durch Protein-Elektrophoreseuntersuchungen aus
Muskulatur- und Leberproben zu dem Schluss die Familie der Cacatuidae von den
restlichen Papageien abzugrenzen. Zahlreiche andere Untersuchungen teilen diese
Abgrenzung (TOKITA U. A., 2007; SCHWEIZER U. A., 2010). Einzig DE KLOET UND DE KLOET (2005)
schlieBen sich dieser Meinung nicht an und gruppieren die Kakadus aufgrund
chromosomaler Untersuchung zu anderen Papageien wie den Psittacini. Kakadus
unterscheiden sich jedoch duRerlich und anatomisch von anderen Papageien hinsichtlich
des Fehlens von blauer und griiner Federfarbung, die Position ihrer Karoidarterien
(Arteriae carotes communes), sowie durch die aufrichtbare Federhaube und die
Schadelform (RowLey, 1997). GiLL u. A. (2010) beflirworten dariiber hinaus die Abgrenzung
einer weiteren Familie, die der Strigopidae, einer Gruppe von neuseeldndischen
Papageien, die aus den beiden Gattungen Nestor und Strigops gebildet wird, wobei
andere Autoren eine Einteilung in eine jeweils eigene Familie (Strigopidae und Nestoridae)
in einer gemeinsamen Superfamilie (Strigopoidae) vorschlagen (JOSEPH U. A., 2012). Der
genaue \Verlauf der Evolution der Papageien und die phylogenetische
Zusammengehorigkeit konnten jedoch auch durch anatomische Untersuchungen nicht

lickenlos geklart werden (MAYR, 2010). Es bestehen jedoch Untersuchungen auf
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genetischer und morphologischer (Tokita u.A., 2007), sowie auf molekularer Ebene
(WRIGHT U.A., 2008), die zu ahnlichen Ergebnissen bezlglich der phylogenetischen
Einteilung kommen (Abbildung 2). Die Fossiliberlieferung der Papageien kann aufgrund
der groRRen Liickenhaftigkeit ebenfalls nicht zur Kldarung der Herkunft dieser Vogelordnung
beitragen. Erste sichere Funde stammen aus dem Eozan und sind heute ca. 54 Millionen
Jahre alt (WATERHOUSE U. A., 2008). Aus dem Miozadn (vor ca. 15 — 13,5 Millionen Jahren)
stammen Funde aus Deutschland (Nordlinger Ries), aber auch zahlreichen weiteren
europaischen Landern (MAYR UND GOHLICH, 2004), eine Tatsache, die bemerkenswert ist, da
Vogel der Ordnung Psittaciformes heutzutage nicht mehr natirlicherweise in Europa
vertreten sind. Die Suche nach verwandten Vogelordnungen erwies sich bis dato als wenig
zielfihrend, was unter anderem dadurch begriindet ist, dass die morphologischen
Merkmale der Vogel dieser Ordnung derart einzigartig sind. Die ausfihrlichen
Untersuchungen von WRIGHT U.A. (2008) belegen zweifelsfrei, dass keine engen
verwandtschaftlichen Beziehungen zu anderen rezenten Vogelgruppen bestehen. WRIGHT
U.A. (2008) sehen in ihren Ergebnissen eine Unterstitzung fir die These der
australasiatischen Entstehung der heutigen Papageien im Kontinent Gondwana wahrend
der Kreidezeit. In einer anderen Publikation geht man davon aus, dass wahrend der
Kreidezeit zunachst Zerstreuungen der Papageien in Australasien und Antarctica
stattfanden, die nachfolgend zu Besiedlungen anderer Kontinente mit jeweils

nachfolgenden weiteren Radiationen fiihrten (SCHWEIZER U. A., 2010).
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Psittacidae J' { Cacatuidae ‘

 Loriinae | " Cacatuinae |

Psittacinae | ! Calyptorhynchinae |

- Nymphicinae |
Cyclopsittacini — :

Platycercini
Psittaculini
Micropsittini
Arini
Psittacini
Psittrichadini
Nestorini

Strigopini

Familie
|_"-U nterfamilie

|
Gattungsgruppe

Abbildung 1: Phylogenetische Einteilung der Papageien nach COLLAR (1997) und RowLEY (1997)
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Agapornis roseicollis

Bolbopsittacus lunulatus
Neophema elegans
Neopsephotus bourkii
Barnardius zonarius
Platycercus adscitus
Psephotus varius
Purpureicephalus spurius
Northiella haematogaster
Cyanoramphus auriceps
Eunymphicus uvaeenisis
Prosopeia tabuensis

— Chalcopsitta duivenbodei

Eos reticulata
Trichoglossus haematodus
Pseudeus fuscata
Glossopsitta porphyrocephala
Lorius albidinuchus

Neopsittacus musschenbroekii
Charmosyna papou
Phigys soltiarius

Vini australis
Melopsittacus undulatus
Cyclopsitta diophthalma
‘A Psittacularostris edwardsii
Alisterus amboinensis
Apromictus erythropterus
Polytelis alexandrae
Eclectus roratus
Geoffroyus heteroclitus
Psittacula columboides
Tanygnathus lucionensis
Prioniturus luconensis
Micropsitta finschii

Amazona viridigenalis
Pionus menstruus
Hapalopsittaca amazonica
Pionopsitta caica
Forpus passerinus
Brotogeris jugularis
Myiopsitta monachus
Nannopsittaca panychlora
Touit batavica

Aratinga pertinax
Ara macao

Orthopsittaca manilata
Ciano;sitta Spixii
Diopsittaca nobilis
Guaruba guarouba
Leptosittaca branickii
Cyanoliseus patagonus
Deroptyus accipitrinus

Pionites melanocephala
Pyrrhura picta
Rhynchopsitta pachyrhyncha
Enicognathus leptorhynchus
Nandayus nenda
Poicephalus robustus
—[ Psittacus erithacus

Psittrichas fulgidus

Coracopis vasa
Cacatua sulphurea
Eolophus roseicapilla
Probosciger aterrimus
Nymphicus hollandicus
Calyptorhynchus funereus

Nestor notabilis
-—| Striéoés habroétilus

Falco peregrinus
Serinus canarius

Colius colius
Picus canus

Columbina passerina
Otus sunia

—| Tockus flavirostris

Cooccyzus americanus

Abbildung 2: Phylogenetische Zusammengehorigkeit der Papageienarten nach WRIGHT u. A. (2008)
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2.1.3 Fortpflanzungsverhalten innerhalb der Ordnung Psittaciformes

Die meisten Papageienarten leben monogam und gehen lange, in manchen Fillen sogar
lebenslange, Partnerschaften ein. Vom Kea (Nestor notabilis) ist jedoch bekannt, dass er
polygam lebt (JAcksoN, 1963). Der Kakapo (Strigops habroptilus) findet sich hingegen, als
einzige Spezies unter den Papageien, zur Brutzeit an Balzpldatzen ein, an denen die
Mannchen kompetitive Balzrituale auffihren (,lekking”) (HoGLunD, 1989). Bei
Edelpapageien (Eclectus roratus) kopuliert das Weibchen mit mehreren Mannchen und
wird wahrend der Brutzeit auch von mehreren Mannchen gefiittert (FORSHAW UND COOPER,
1977), wohingegen auch ein Mannchen mehrere Weibchen begattet. Eine promiskuitive
Lebensweise weist auch der GrolRe Vasapapagei (Coracopsis vasa) auf (EKSTROM U. A.,
2007). Innerhalb der monogamen Spezies lassen sich jedoch Paare und Familiengruppen
oft gut innerhalb von groReren Schwarmen erkennen, so zum Beispiel bei Amazonen und
Kakadus (FOrRsHAW UND COOPER, 1977). Miteinander harmonisierende Individuen sitzen oft
dicht beieinander und betreiben gegenseitige Gefiederpflege, schnabeln oder fiittern sich
gegenseitig. Viele Arten zeigen sowohl in der Natur, als auch in Menschenobhut ein
saisonales Fortpflanzungsgeschehen, wobei sich das Balzverhalten dabei von Art zu Art
unterscheidet. Harmonierende Paare kopulieren mehrmals taglich miteinander, indem das
Mannchen mit beiden Beinen auf den Ricken des Weibchens steigt und mit seitlich
genommenem Schwanz seine Kloake gegen die des weiblichen Tieres driickt. Durch einen
Lymphstau und die vermehrte Durchblutung schwellen die Kloaken der
Geschlechtspartner an, sodass die Papillae ductus deferentes des Mannchens und die
Offnung des Ovidukts des Weibchens wihrend der Ejakulation dicht beieinander liegen.
Wahrend der Ejakulation wird das im Samenleiter befindliche Sperma durch rhythmische
Kontraktionen der Samenleiter- und Kloakenmuskulatur UGber die Samenrinne

ausgetrieben (WAIBL UND SINOWATZ, 2004).
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2.1.4 Der Nymphensittich (Nymphicus hollandicus)

2.1.4.1 Kennzeichen

Abbildung 3: Geschlechtsdimorphismus bei
wildfarbenen Nymphensittichen (Nymphicus
hollandicus)

(links: Weibchen, rechts: Mannchen); aus:
FORSHAW UND COOPER (1977)

Der Nymphensittich (Nymphicus hollandicus)
wurde erstmals 1792 von KERR als Psittacus
hollandicus beschrieben. Es handelt sich um den
einzigen Vertreter des Genus Nymphicus in einer
eigenen Subfamilie (Nymphicinae) der Familie
Cacatudiae. Ausgewachsen ist der
Nymphensittich ca. 32 cm grofR ist und wiegt
zwischen 80 und 100 g, was ihn zur kleinsten Art
der Kakakus macht. Zwischen den wildfarbenen
Geschlechtern  besteht  ein  ausgepragter
Geschlechtsdimorphismus. Die Mannchen
zeichnen sich durch ein dunkelgraues Gefieder
aus, wovon sich die weillen Fligeldecken stark
abheben. Sie Dbesitzen eine ausgepragte,
leuchtend gelbe Gesichtsmaske mit grolRem,
orangerotem Ohrfleck. Weibchen hingegen sind
generell blasser gefarbt als die Mannchen, die

Gesichtsmaske wirkt grau verschleiert und der

Ohrfleck erscheint matt orange (FORSHAW UND COOPER, 1977). Die Schwanzunterseite der

Weibchen ist schwarz-gelb gebandert, die der Mannchen einheitlich gefarbt (Abbildung

3). Die Jungvogel dhneln zunachst den Weibchen und sind erst nach der Jungmauser am

Gefieder zu unterscheiden. Beide Geschlechter besitzen einen schmalen nackten

Augenring, einen grauen Schnabel, eine dunkelbraune Iris und graue FiRe. Typisch fir

Arten, die zur Familie der Cacatudiae gehoren, besitzt auch der Nymphensittich die

bewegliche Federhaube. Seit dem ersten Auftreten von Farbmutationen im Jahr 1949

existieren eine Vielzahl unterschiedlichster Farbschldge, die jedoch keinen ausgepragten

Geschlechtsdimorphismus mehr aufweisen (THomPSON, 1988).
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2.1.4.2 Natiirlicher Lebensraum und Verhaltensweise

Frei lebende Nymphensittiche bewohnen in grofen Gruppen offene Graslandschaften
ganz Australiens (Abbildung 4), insbesondere in der Nahe von Wasser (FORSHAW UND
CooPER, 1977). Man sieht sie haufig paarweise am Boden nach Grassamen suchen oder
Uber vereinzelte Baume in die offene Landschaft fliegen. Nymphensittiche sind sehr
neugierig und suchen erst Schutz in naheliegenden Baumen, wenn sie gestort werden.
Sobald die Gefahr jedoch voriiber ist, kehren sie sofort zum Boden zurlick um dort weiter
nach Nahrung zu suchen. In Ruhephasen sitzen sie gerne auf kurzen Asten von
abgestorbenen Bdumen (FORsHAW UND CoOPER, 1977). |hre Nahrung besteht im
Wesentlichen aus Grassamen, krautartigen Pflanzen, Getreide, Friichten und Beeren. Als
Anpassung an Diirreperioden nomadisieren Nymphensittiche und sind dann auch haufig
in Kistenregionen zu sehen, in denen sie normalerweise selten zu finden sind (FORSHAW
UND CooPer, 1977). Nymphensittiche halten sich oft gemeinsam mit Wellensittichen
(Melopsittacus undulatus) in groRen Gruppen an Wasserplatzen auf (PARR UND JUNIPER,

2010).

Abbildung 4: Verbreitung des Nymphensittichs nach FORSHAW UND COOPER (1977)

Innerhalb des Nymphensittichschwarms leben monogame Paare, die auch auRRerhalb der
Brutsaison bestehen bleiben (SmiTH, 1978). Die Brutzeit ist variabel und hangt
weitestgehend von klimatischen Bedingungen, insbesondere von Regenfillen, ab
(FORSHAW UND COOPER, 1977). Die Nistzeit ist normalerweise von August bis Dezember im

Suden Australiens und von April bis Juli im Norden des Landes, wobei bei glinstigen
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Bedingungen auch mehrmals hintereinander gebriitet werden kann (PARR UND JUNIPER,
2010). Das Maéannchen balzt mit etwas abgestellten Fligeln und trippelnden Schritten,
begleitet von melodischem Gesang (ARNDT, 1996). Das Nest wird in einen hohlen Ast oder
in ein Loch im Baumstamm gebaut, oft handelt es sich dabei um groRe hohle
Eukalyptusbdume in Wassernahe (FORSHAW UND COOPER, 1977). Der Nymphensittich gilt als

nicht bedroht und wird nicht im Washingtoner Artenschutzabkommen aufgefiihrt.

2.1.4.3 Nachzucht in Menschenobhut

Der Nymphensittich gehort, neben dem Wellensittich, zu den am haufigsten in
Menschenobhut nachgeziichteten Papageienarten und wird nach SCHONE UND ARNOLD
(1985) aufgrund der mittlerweile vielen Farbmutationsformen zu den voll domestizierten
Arten gezahlt. In Menschenobhut sind vier Zuchten pro Jahr beschrieben. Laut MiLLAM
U. A. (1988) kann die Reproduktionsphase von Nymphensittichen aber ganzjahrig durch
die Prasentation von Nistboxen stimuliert werden. Nichtsdestotrotz hangt der
Reproduktionserfolg, auler von der Verfligbarkeit einer ausreichenden Anzahl von
Nistboxen, auch von Temperatur, Photoperiode, Lichtintensitdt und Art der Fitterung
(MiLLAM U. A., 1988) ab. Von Zichtern ist bekannt, dass mannliche Nymphensittiche
gelegentlich auch andere Weibchen umgarnen, insbesondere wenn ihre Partnerin nicht
auf ihre Annadherungsversuche reagiert (SmiTH, 1978). Inzwischen wird davon
ausgegangen, dass Nymphensittiche nicht streng monogam leben, sondern eine flexiblere
Partnerwahl betreiben (SEIBERT UND CROWELL-DAvIS, 2001). Zur Paarungszeit steigt die
Aggressionsbereitschaft mannlicher Nymphensittiche gegeniiber anderen Tieren im
Schwarm, wohingegen die Aggressionsbereitschaft weiblicher Tiere gegenliber anderen
Nymphensittichen nicht signifikant erhoht ist (SEIBERT UND CROWELL-DAvis, 2001). Das
Mannchen sucht den Nistkasten aus und beginnt die Balz mit dem charakteristischen
Gesang, seitlichem Trippeln und Fligen mit plotzlichen Wendungen (ARNDT, 1996). Die
freie Partnerwahl und die Kompatibilitdit der Partner auch auBerhalb der Brutsaison
nehmen einen entscheidenden Einfluss auf den Reproduktionserfolg und die Brutpflege
von Nymphensittichpaaren (SPOON U. A., 2006). Finden die Paare von selbst zueinander
und verstehen sich gut, so verbringen sie auch auRerhalb der Paarungszeit viel Zeit

miteinander, was zu verbesserten Absprachen in der Nestlingsaufzucht fihrt (SPooN u. A.,



14 LITERATURUBERSICHT

2006). Die Vogel betreten das Nest mit dem Schwanz zuerst und legen pro Gelege drei bis
sieben Eier im Abstand von zwei Tagen (RowLey, 1997). Mannchen und Weibchen
wechseln sich wahrend der 21 bis 23 Tage dauernden Bebritung standig ab, wobei das
Mannchen vom frilhen Morgen bis zum spaten Nachmittag ununterbrochen auf den Eiern
sitzt (FORSHAW UND COOPER, 1977; BRERETON, 1963). Die beim Schlupf gelb bedunten
Nestlinge verlassen vier bis finf Wochen nach dem Schlupf das Nest und werden noch ca.

drei Wochen nach dem Ausflug von den Eltern geflittert (ARNDT, 1996).

2.2 Anatomie des Geschlechtsapparates von Papageien

Die Literatur Giber die Anatomie von Papageien (Psittaciformes) ist sehr begrenzt, weshalb
im Folgenden naher auf die Anatomie des Nutzgeflligels eingegangen und an

entsprechenden Stellen auf artbedingte Besonderheiten verwiesen wird.

2.2.1 Weibliche Geschlechtsorgane

Die weiblichen Geschlechtsorgane (Organa genitalia feminina) des Vogels umfassen den
Eierstock (Ovarium) und den Eileiter (Oviductus). Bei fast allen Vogelarten ist nur der linke
Eierstock und der linke Eileiter vollstandig ausgebildet (Abbildung 6), wahrend rechts in
den meisten Féllen nur noch Rudimente derselben zu finden sind (WAIBL UND SINOWATZ,
2004). Viele Greifvogelarten und auch der Kiwi (Apteryx) behalten die beidseitige
Entwicklung der Anlagen, allerdings konnte bisher nur fiir den Habicht (Accipiter gentilis)
die Bildung legereifer Eier auch aus dem rechten Eileiter nachgewiesen werden (STIEVE,
1918). Bei einigen Papageienarten kommt es individuell ebenfalls zu einer bilateralen

Ausbildung, von denen aber nur die linke Anlage funktionsfahig ist.

2.2.1.1 Eierstock (Ovarium) und Oogenese

Obwohl bei den meisten Vogelarten im adulten Alter nur der linke Eierstock seine
Funktionalitdt erhalt, werden embryonal beide Gonaden angelegt und mit Keimzellen
besiedelt (WAIBL UND SINOWATZ, 2004). Das funktionell reife Ovar zeigt sich im legereifen
Zustand als ein Organ variabler GroRe, dessen Umfang von der Grofle mehrerer

gelbgefarbter Dotterkugeln bestimmt wird. Der Eierstock liegt kraniodorsal im
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Eingeweideluftsack (Saccus abdominalis) im Bereich des vorderen Nierenpols (Abbildung
6) und besitzt nur ein sehr kurzes Gekrose (WAIBL UND SINOWATZ, 2004). Nach kranial wird
das Ovar vom kaudalen Abschnitt der linken Lunge, nach kaudal von den kranialen
Abschnitten des Eileiters, begrenzt. Dorsal steht es in Kontakt zu den groRen GefaBen der
Leibeshohle, Aorta descendens und Vena cava caudalis (WAIBL UND SINOWATZ, 2004). Die
arterielle Blutversorgung erfolgt (iber die A. ovarica sinistra, der vendse Abfluss Gber die
Vv. ovaricae sinistrae. Die Funktionskorper (Follikel) des legereifen Eierstocks prasentieren
sich je nach Stadium von unterschiedlicher GroRe und Farbe. So finden sich eine grofRe
Anzahl kleiner, graugelber Follikel, von denen einige wenige die volle Ausbildung als
sprungreife, gelbliche Dotterkugel erreichen. Dieser Follikel wird von einer
mehrschichtigen Follikelwand umgeben und ist gestielt am Eierstock befestigt. Beim
Follikelsprung (Ovulation) reiRt die Follikelwand am dafiir vorgesehenen Stigma folliculare
ohne Blutung auf und bleibt als leerer Kelch (Calix) auf dem Ovar zurlick. Bereits wahrend
der frithembryonalen Entwicklung differenzieren sich die Urkeimzellen beim weiblichen
Vogel zu Ureizellen (Oogonien), die sich wiederholt mitotisch teilen, wobei bei jeder
Teilung eine kleine Zytoplasmabriicke zwischen den Zellen bestehen bleibt (WAIBL UND
SINOWATZ, 2004). Die letzte aus dieser Teilungsreihe hervorgehende Zellreihe wird als
Oozyten 1. Ordnung bezeichnet. Wahrend der Reifung sammelt die Oozyte 1. Ordnung
unter dem Einfluss gonadotroper Hormone eine groe Menge an Dotter (Vitellus) in ihrem
Zytoplasma an, sodass diese Phase als Vitellogenese bezeichnet wird. Die 1. Reifeteilung
wird erst wenige Stunden vor der Ovulation beendet und fihrt zur Bildung der Oozyte 2.
Ordnung. Die Ovulation wird durch das Luteinisierende Hormon (LH) aus der
Adenohypophyse ausgeldst (WAIBL UND SINOWATzZ, 2004). Die zweite Reifeteilung, die
wahrscheinlich durch das Eindringen von Spermien ausgelost wird, findet bereits im
Infundibulum des Eileiters statt, wodurch das reife Ei (Ovum) entsteht. Im Unterschied
zum Saugetier findet beim Vogel eine physiologische Polyspermie statt, d. h. es dringen
mehrere Spermien in die Eizelle ein. Es fusioniert aber nur ein Spermatozoenkern mit dem

Eikern, die restlichen degenerieren im Zytoplasma (WAIBL UND SINOWATZ, 2004).
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2.2.1.2 Eileiter (Oviductus)

Der Eileiter des weiblichen Vogels besteht aus mehreren Abschnitten, die durch ihren
unterschiedlichen histologischen Aufbau verschiedene Funktionen bei der Bildung des
legereifen Vogeleis Gbernehmen. Das Infundibulum ist ein trichterférmiges Gebilde, das
mit wenigen Fimbrien (Fimbriae infundibulares) eine weite Offnung (Ostium
infundibulare) formt, welche mit dem linken Ovar in Verbindung steht (WAIBL UND
SINOWATZ, 2004). Durch das Vorhandensein glatter Muskulatur ist das Infundibulum
kontraktil in der Lage, ovulierte Dotterkugeln von der gesamten Oberfliche des Ovars
aufzunehmen. Im sich verengenden Tubus infundibularis findet die Befruchtung der Eizelle
durch die Spermien statt. Die Passage des Eis durch das Infundibulum dauert beim
Haushuhn (Gallus gallus domesticus) nur etwa 20 Minuten. In dieser Zeitspanne werden
Glykoproteine sezerniert, die sich schichtartig um die Dotterkugel lagern und im weiteren
Verlauf die duRere Perivitellinmembran und die Hagelschniire (Chalazae) formen. Der
folgende Abschnitt, Magnum, bildet den langsten Abschnitt des Eileiters. In einer beim
Haushuhn dreistiindingen Passagedauer werden dem Ei etwa 40 verschiedene Proteine
(Ovalbumin) aufgelagert. Im nachsten Abschnitt, dem schmalen Isthmus, wird dem Ei die
doppelte Schalenhaut, die spater die Luftkammer am stumpfen Pol bildet, beigefiigt. Nach
dieser Engstelle erweitert sich der Eileiter zum muskelstarken, sackartigen Uterus, in dem
das Ei die langste Zeit seiner Passage, beim Haushuhn ca. 20 Stunden, verbringt und
wahrenddessen das Eiwei durch Wassereinlagerungen zur Quellung gebracht wird (WAIBL
UND SINOWATZ, 2004). Im Folgenden wird durch schrittweise Auflagerungen die Kalkschale
gebildet und gehértet. Der Uterus wird durch den Ringmuskel Musculus sphincter vaginae
vom letzten Abschnitt, der relativ kurzen Vagina, getrennt. Hier verweilt das Ei die
kiirzeste Zeit (ca. 5 bis 10 Minuten), da ihm nur noch die Eihaut (Cuticula) aufgelagert
wird. Der Eileiter 6ffnet sich mit dem Ostium cloacale oviductus sinistri ins Urodeum

(WAIBL UND SINOWATZ, 2004).

Die Wand des Eileiters ist in drei Schichten, der Tunica mucosa, Tunica muscularis und
Tunica serosa, aufgebaut. Zur Zeit der Legereife ist die Schleimhaut stark vaskularisiert
und wirft im Lumen typisch ausgebildetete Falten, die je nach Abschnitt aus einem
histologisch unterschiedlich geformten Epithel bestehen. In der darunter liegenden

Bindegewebsschicht (Lamina propria) finden sich die Drisen, die zur Sekretion der
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unterschiedlichen Bestandteile des legereifen Eis notwendig sind. Lediglich der Anfang des
Infundibulums, der Pars translucens isthmi und der kaudale Teil der Vagina besitzen keine
Driisen (WAIBL UND SINOWATZ, 2004). Im Ubergangsbereich zwischen Uterus und Vagina
befinden sich Uterovaginaldriisen (Tubuli spermatici), in denen die Spermien je nach
Vogelart zum Teil wochenlang liberleben kénnen (BAKST u. A., 1994). Der Zeitpunkt der
Freisetzung der Spermien aus den Uterovaginaldrisen scheint an die Ovulation und
Legeperiode gebunden zu sein (VERMA UND CHERMS, 1965; BOBR U. A., 1964). Das Gekrose
des Eileiters besteht aus dem dorsalen Eileiterband (Ligamentum dorsale oviductus),
welches den Eileiter an der dorsalen Leibeshéhlenwand befestigt und von dort Gber den
kranialen Anteil der linken Niere verlauft um nachfolgend bis zur Kloakenwand
abzusteigen (WAIBL UND SINOWATZ, 2004) und dem ventralen Eileiterband (Ligamentum
ventrale oviductus), welches vom Infundibulum bis zur Vagina reicht. Die arterielle
Blutversorgung des Eileiters erfolgt liber die A. oviductalis cranialis, die als Seitenast des
gemeinsamen Stammes der A. renalis cranialis und der A. ovarica sinistra entspringt, die
A. oviductalis media und die A. oviductalis caudalis. Der venose Abfluss erfolgt Gber die
V. oviductalis media zur V. renalis caudalis sinistra, die ihrerseits Uber die V. iliaca
communis sinistra in die kaudale Hohlvene (V. cava caudalis) miindet. Die vegetative
Innervation erfolgt durch die Aste des Nervus hypogastricus und die Aste des 8. und 9.

Lumbosakralnerven (WAaIBL UND SINOWATZ, 2004).

2.2.2 Mannliche Geschlechtsorgane

Zu den mannlichen Geschlechtsorganen (Organa genitalia masculina) des Vogels zdhlen
die keimzellbildenden Hoden (Testes), die samenspeichernden Nebenhoden (Epididymis),
die Samenleiter (Ductus deferentes), die zur Samenzellreifung und —ausstoRung dienen,
sowie das Kopulationsorgan (Phallus) mit Hilfsorganen (WAIBL UND SINOWATZ, 2004), das bei
Papageien, auller beim Vasapapagei, jedoch nur in Form einer kloakalen Protuberanz

ausgebildet ist (MONTGOMERY, 2010).

2.2.2.1 Hoden und Spermatogenese

Die paarig angelegten Hoden sind von ovaler Form, wobei ein kranialer (Extremitas

cranialis) und ein kaudaler Pol (Extremitas caudalis) die Langsrichtung im Korper
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bestimmen (WAIBL UND SINOWATZ, 2004). Die Lage der Hoden ist hochdorsal beidseits der
Aorta descendens, sie reichen im aktiven Zustand vom kaudalen Drittel der Lunge bis zur
Divisio renalis cranialis. Ventral der Hoden schlieRen sich Driisen- und Muskelmagen,
sowie Abschnitte der Leber und der Darmschlingen an. Nach kraniodorsal sind sie vom
kranialen und kaudalen Brustluftsack (Sacci thoracici cranialis et caudalis), nach kaudal
vom Bauchluftsack (Saccus abdominalis) umgeben. Der unmittelbaren Ndhe zu den
Luftsacken wird in der Literatur eine Kuhlfunktion fir die keimzellbildenden Organe
zugesprochen. Die GrofRe der Hoden ist abhangig von Art, Alter und besonders vom
Fortpflanzungsstadium des betreffenden Tieres. So dndert sich das Hodenvolumen des
Haussperlings (Passer domesticus) zwischen Ruhe- und Fortpflanzungsperiode um das
300fache (WAIBL UND SINOWATZ, 2004). Im Allgemeinen ist der linke Hoden geringgradig
groBer als der rechte. Die Hoden haben bei den meisten Papageienarten eine weiBlich-
gelbliche Farbe, es kommen jedoch auch speziesspezifische, physiologische
Pigmentierungen vor. So sind die Hoden von vielen Kakadus schwarz pigmentiert (RAE,
2006). Die Blutversorgung findet Uber die A. testicularis statt, die der A. renalis cranialis
entspringt; der venose Abfluss wird liber verschiedene testikuldare Venen direkt in die
Vena cava caudalis gewahrleistet. Von auBen wird der Hoden von einer bindegewebigen
Kapsel, der Tunica albuginea, umgeben, die wiederum aufien von einer diinnen Serosa,
dem Epiorchium Uberzogen ist. Vogel, die eine ausgepragte Fortpflanzungssaisonalitat
aufweisen, lassen sich histologisch an einer Anderung der Struktur der Tunica albuginea
erkennen. In der Phase der sexuellen Stimulation beginnt parallel zur Gr6Renzunahme des
Hodens eine ausgepragte Fibroblastenproliferation in der Bindegewebskapsel des Hodens.
Das Hodenparenchym wird von den Tubuli seminiferi contorti gebildet, in deren
Zwischenrdumen die androgenproduzierenden Leydig-Zwischenzellen liegen. Ein
Mediastinum testis ist beim Vogel nicht ausgebildet. Jeder Tubulus seminiferus contortus
besteht im Querschnitt aus der Basalmembran, dem aufliegenden Keimepithel und einem
Geflecht aus kollagenen und kontraktilen Zellen, die eine Rolle bei der Freisetzung der
Spermien spielen. Das Keimepithel wiederum besteht aus den sogenannten Stiitzzellen
(Sertolizellen) und den dazwischen eingelagerten Spermatogonien und ist in Phasen der
sexuellen Inaktivitat lediglich einschichtig ausgepragt. Wahrend der Reproduktionsphase
kann das Keimepithel durch zahlreiche mitotische Teilungen der Zellen auf mehrere

Schichten anwachsen. Den Sertolizellen wird hierbei wie beim Haussdugetier erndhrende
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Wirkung zugesprochen (WAIBL UND SINOWATZ, 2004). Im Verlauf der Spermatogenese
entstehen aus denen, der Basalmembran aufliegenden, A-Spermatogonien die
sogenannten B-Spermatogonien, die den Kontakt zur Basalmembran bereits verlieren und
weiter lumenwarts liegen. Aus dem B-Spermatogonien entstehen wiederum durch
mitotische Teilungen die primaren Spermatozyten, die zunachst eine Wachstumsphase
durchlaufen und dann eine meiotische Reifeteilung erleben (WAIBL UND SINOWATZ, 2004).
Als Resultat der ersten Reifeteilung entstehen so die sekundaren Spermatozyten, die
einen haploiden Chromosomensatz (Z-Chromosom) besitzen. Im Unterschied zum
Saugetier sind beim Vogel die méannlichen Tiere das homogametische Geschlecht. Als
Ergebnis der zweiten Reifeteilung entstehen die rundkernigen Spermatiden, die in der
nachfolgenden Spermiogenese in hochspezialisierte Spermien ausdifferenziert werden.
Diese werden in das Lumen der Tubuli seminiferi contorti abgegeben und kénnen nun
durch Kontraktionen in das Rete testis transportiert werden. Beim Haushahn betragt die
Zeitspanne von der Bildung der primadren Spermatozyten bis zur Ausdifferenzierung zu

Spermien ca. 12 Tage (WAIBL UND SINOWATZ, 2004).

2.2.2.2 Aufbau der Spermien

Ausdifferenzierte Vogelspermien unterscheiden sich von Saugetierspermien im
Wesentlichen durch die schmale, langgezogene Kopfform (Abbildung 5). Der Aufbau des
Spermiums bestimmt sich durch die Kopfregion (Caput), die den Kern (Nucleus) und das
Akrosom (Acrosoma) beinhaltet. Daran schlieBen sich der Hals (Pars conjugans), das
Mittelstlick (Pars intermedia) und der Schwanz (Pars principalis) an (WAIBL UND SINOWATZ,
2004). Da fur Nymphensittichspermien bereits detaillierte Studien zur Ultrastruktur
vorliegen, wird im Folgenden auf deren Aufbau eingegangen. Der Akrosomkomplex mit
einer Liange von 1,4 um besteht aus einem glatten, langgestreckten, konischen
Akrosomvesikel und einem stabchenférmigen Perforatorium (Abbildung 5), das frei im
subakrosomalen Raum vorliegt (JAMIESON U. A., 1995). Das Akrosomvesikel grenzt an das
proximale Ende des Nucleus an, ein direkter Kontakt zwischen den beiden Strukturen
besteht jedoch nicht, sie werden lediglich durch das gemeinsame Perforatorium in
Position gehalten (JAMIESON U. A., 1995; LOVAS U. A., 2012). Der Kern ist zylindrisch geformt

und besitzt eine Ldnge von ca. 6,5 um. In Phase Il Spermatiden erscheinen im Kern hohle
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Granula, die sich im weiteren Verlauf der Spermiogenese verdichten (Lovas u. A., 2012),
sodass das Chromatin ganzlich verdichtet vorliegt. Die Oberflache des Kerns erscheint rau
und die Kernmembran steht in enger Verbindung mit der Plasmamembran. Das ebenfalls
zylindrische Mittelstlick steht proximal mit einer Basalmembran mit dem distalen Ende
des Nucleus in Verbindung. Innerhalb des kurzen Mittelstiicks liegen zwei Zentriolen, die
im Inneren eine zylindrische Anordnung von 9x3 Mikrotubulistrukturen aufweisen
(JAMIESON U. A., 1995). Aus dem distalen Zentriol (Centriolum distale) geht der Achsenfaden
(Axonema) in seiner typischen 9x2+2 Mikrotubulistruktur hervor, die von einer Schicht
Mitochondrien umgeben sind (Abbildung 5) (McINTOSH UND PORTER, 1967). Der Ubergang
des Mittelstilicks zur Schwanzregion (Lange 53-55 um) wird lediglich durch eine Reduktion
des Spermiendiameters gekennzeichnet, der strukturelle Aufbau des Axonems bleibt bis
zum Ende erhalten (JAMIESON U.A., 1995). Die Gesamtlange von ausdifferenzierten
Nymphensittichspermien erstreckt sich somit iber ca. 70 um. Vogelspermien besitzen im
Vergleich zu Saugetierspermien durch die langgestreckte Kopfform und den grofRen Kern
nur wenig Zytoplasmavolumen, was laut DONOGHUE UND WISHART (2000) als Ursache
diskutiert wird, dass Kryoprotektiva nur schlecht in den Spermienkopf penetrieren kdnnen

und die Spermien somit den Gefrierprozess nur unzureichend liberleben.

proximales
Endonuklearkanal Zentriol Mitochondrien

Perforatorium

Nukleus

distales Axonem

Zentriol

Akrosomvesikel

Abbildung 5: Illustration von Ldangs- und Querschnitten eines Nymphensittichspermiums nach JAMIESON U. A.
(1995)
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2.2.2.3 Nebenhoden

Der Nebenhoden (Epididymis) lagert sich dorsomedial dem Hoden an, wobei eine
Extremitas  cranialis und caudalis unterschieden werden. Er dient zur
Spermienaufbewahrung und —reifung, die im Appendix epididymidis gelagert sind. Der mit
glatten Muskelzellen ausgestattete Nebenhodengang (Ductus epididymidis) fihrt nach
kaudal in den Samenleiter (WAIBL UND SINOWATZ, 2004). LAKE (1957) vermutet, dass dem
Seminalplasma im Nebenhoden Lipoide, Proteine und Polysaccharide zugesetzt werden.
Der Transport der Spermien erfolgt Gber ein hochprismatisches Epithel, das mit apikalen

Stereozilien ausgestattet ist.

2.2.2.4 Samenleiter

Der stark geschlangelte Samenleiter (Ductus deferens) reicht vom Nebenhoden bis zur
Kloake und mindet in die Lateralwand des Urodeums ein, nachdem er den Harnleiter
gekreuzt hat (Abbildung 7). Der kraniale Abschnitt des Samenleiters, der retroperitoneal
an der dorsalen Leibeswand nach kaudal verlauft, wird wegen seiner zahlreichen
Windungen als Ansae ductus deferentis bezeichnet. Kurz vor der Kloake befindet sich ein
gerader Miindungsabschnitt (Pars recta ductus deferentis), der sich jedoch dicht vor der
Mindung in die Kloake zum ampullenférmigen Receptaculum ductus deferentis ausweitet.
Eine drisenhaltige Wand fehlt allerdings im Vergleich zu den Sdugetieren (WAIBL UND
SINOWATZ, 2004). Die Miindungsoéffnung des Samenleiters in das Kloakenlumen (Ostium
cloacale ductus deferentis) befindet sich am Ende der Papilla ductus deferentis. Diese ist
bei einigen Vogelarten, wie zum Beispiel den Sperlingen (Passerinae) oder auch dem
Wellensittich bldaschenartig zum Glomerulum seminale erweitert (BAILEY, 1953; SAMOUR
U.A., 1988), welches sich in der Fortpflanzungsperiode zum Promontorium cloacale
vergrofRert. Je nach Fortpflanzungsstadium sind Gewicht und Lange des Samenleiters
unterschiedlich stark ausgepragt. In Ruhezeiten bildet er sich zuriick, wohingegen er zu
Beginn der Fortpflanzungszeit stark an Gewicht und Lange zunimmt und sich wieder in
zahlreiche Windungen legt. Ahnlich wie beim Nebenhoden erfolgt auch im Samenleiter
der Transport der Spermien Uber ein mit Stereozilien ausgestattetes Epithel. Die Lange der

Zilien nimmt jedoch distalwarts stark ab.
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2.2.2.5 Kloake und Kopulationsorgan

Die Kloake ist der gemeinsame Abschnitt des Verdauungs- und Urogenitalsystems
(Abbildung 7). Sie miindet liber die Kloakenoffnung (Ventus) nach auen und ist durch
Ringfalten in drei Abteilungen unterteilt. Der kraniale Abschnitt wird als Kotraum
(Coprodeum), der mittlere Abschnitt mit Miindung der Harn- und Samenleiter als
Harnraum (Urodeum) und der kaudale Abschnitt als Endraum (Proctodeum) bezeichnet.
Das Coprodeum wird durch die Plica rectocoprodealis eher undeutlich vom Rektum
abgetrennt. Als Grenze zwischen dem grofReren Coprodeum und der kleineren Abteilung
des Urodeums gilt die Plica coprourodealis, wohingegen die Plica uroproctodealis den
Harnraum zum Endraum hin abgrenzt (VOLLMERSHAUS UND SINOWATZ, 2004). In die
Dorsalwand des Urodeums miinden mit je einem Ostium cloacale ureteris die beiden
Harnleiter, wahrend die beiden Samenleiter auf je einer Papilla ductus deferentis mit dem
Ostium cloacale ductus deferentis in die Lateralwand miinden. Wahrend des Kotabsatzes
tritt der kreisrunde Innenrand der Plica coprourodealis aus der Kloaken6ffnung hervor
und deckt somit die Miindungsoffnungen der Harn- und Geschlechtsginge ab
(VOLLMERSHAUS UND SINOWATZ, 2004). Dorsal und lateral in der Wand des Proctodeums sind
bei einigen Vogelarten Drisen (Glandulae procotdeales dorsales et laterales)
untergebracht, die in der Reproduktionspase extrem anschwellen kdnnen (MCFARLAND
U.A., 1968). Das Kopulationsorgan der Vogel (Phallus) ist tierartlich unterschiedlich
ausgepragt und unterscheidet sich im Aufbau von dem der Sdugetiere (KING, 1981). Bei
Hlhnervogeln ist ein Phallus nonprotrudens, d. h. ein nicht ausstilpbares Phallusrudiment
ausgebildet, wohingegen bei Enten- und Gansevogeln ein Phallus protrudens vorkommt.
Bei den meisten Papageien ist das Kopulationsorgan nur in Form einer kloakalen
Protuberanz ausgebildet (MONTGOMERY, 2010). Eine Ausnahme bildet der Vasapapagei, bei
dem durch das Anschwellen der Kloakenschleimhaut ein ausstlilpbarer Phallus als
Kopulationsorgan eine feste Verankerung in der Kloake des Weibchens ermoglicht

(WILKINSON UND BIRKHEAD, 2008).
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Abbildung 6: Digitale Illustration: Urogenitaltrakt eines weiblichen, hormonell aktiven Papageis
Nebennieren (1); kranialer (2), mittlerer (2‘) und kaudaler (2“) Teil der Niere; Ovar (3); Eileiter (4); dorsales

Eileiterband (5); ventrales Eileiterband (6); Harnleiter (7); Rektum (8); Kloake (9); Ventus (10); Quelle:
HERMANNS (2014).

Abbildung 7: Digitale lllustration: Urogenitaltrakt eines mannlichen, hormonell aktiven Papageis
Nebennieren (1); kranialer (2), mittlerer (2°) und kaudaler (2*‘) Teil der Niere; Hoden (3); Samenleiter (4);
Harnleiter (5); Rektum (6); Kloake (7); Ventus (8); Quelle: HERMANNS (2014)
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2.2.2.6 Akzessorische Geschlechtsorgane

Neben den Spermien besteht das Sperma aus einer zellfreien Flissigkeit, dem
Seminalplasma. Die bei Saugetieren bekannten akzessorischen Geschlechtsdriisen
(Glandula bulbourethralis, Glandula vesicularis, Ampulla ductus deferentis und Prostata)
existieren in der Form bei Vogeln nicht. Die akzessorischen Geschlechtsorgane des
Gefliigels bestehen laut NisHIYAMA (1955) hingegen aus zwei Anteilen, einer
lymphgefaRreichen Falte (NisHIYaAMA, 1950) und den parakloakalen GefaRkorpern (LIEBE,
1914). Die in zahlreichen Lymphsinus gebildete Lymphflissigkeit steht sowohl mit dem
GefaRkorper, als auch mit dem Phallus, falls vorhanden, in Verbindung und sorgt fiir ein
Anschwellen von Kloakenwand und Phallus (NisHIYamA, 1955). Dem aus den Samenleitern
austretenden Sperma wird also bei Eintritt in den Harnraum der Kloake durch die dort
angesiedelten Lymphdrisen eine seminalplasmadhnliche Flissigkeit beigegeben, die von
NisHIYAMA (1951, 1955) als ,transparent fluid“ bezeichnet wird. Bei Zugabe von kleineren
Mengen ,transparent fluid“ wird von einer Zunahme der Spermienbeweglichkeit
berichtet, wohingegen groRere Volumina zu einer Spermienagglutination und somit
Hemmung der Motilitat fihren (NisHIYAMA, 1955). Zusammensetzung und Volumen des
Seminalplasmas  weichen  stark von  dem der  Sdugetiere  ab. Die
Seminalplasmazusammensetzung von domestiziertem Geflligel wurde bereits in den
1960iger Jahren untersucht (LAKE U. A., 1958; BELL UND LAKE, 1962; LAKE U. A., 1962). Hierbei
zeigte sich, dass Geflligelsperma einen hohen Gehalt an freien Aminosauren hat. Zu einem
groBen Anteil (ca. 80 %) bestehen diese aus Glutaminsaure, der offensichtlich eine
wichtige Rolle bei der Einstellung des pH-Wertes und der Osmolalitat zukommt (LAKE UND
MCcINDOE, 1959). Weitere Aminosauren wurden in wesentlich geringeren Konzentrationen
nachgewiesen und scheinen daher eine untergeordnete Rolle einzunehmen. Im Gegensatz
zum Seminalplasma des Saugers enthalt das von Geflligel kein Zitrat und einen vielfach
niedrigeren Zinkwert (0,0285 mmol/l) (LAKE u. A., 1958) (vgl. 2,4 mmol/l bei Menschen
(KAVANAGH, 1985), was moglicherweise auf das Fehlen der Prostata zurlickzuflihren ist
(LAKE, 1957b). Der Chloridgehalt lag im Mittel bei 59 mmol/l, was verglichen mit Werten
des Hengstes (ClI" = 114,5 mmol/l (PescH u. A., 2006a) ebenfalls sehr niedrig ist, wahrend
der Kaliumwert mit 17 mmol/l (LAKE u.A., 1958) &hnlich hoch liegt wie der in

Hengstsperma gemessene Wert (22,1 mmol/I) (PEscH u. A., 2006a). In der Ordnung der
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Papageien liegen detaillierte Untersuchungen zur Seminalplasmazusammensetzung fir
den Wellensittich durch SAMouRr (1986) vor, der unter anderem die Zuckerkonzentrationen
mit 4,3 mmol/l fir Glukose und 0,3 mmol/I fir Fruktose angab. Der Glukosewert lag
hierbei im Bereich der fir Wirtschaftsgefligel gemessenen Werte (vgl. 4,1 mmol/l
(HAMMOND U. A., 1965), wobei der Fruktosewert deutlich hoéher lag (vgl. 0,1 mmol/I
(LoreNz, 1959). Die im Vergleich zum Wirtschaftsgefliigel hohen gemessenen Kalium- (16,4
mEg/l) und Chloridwerte (109,2 mEg/l) werden vom Autor durch Kontaminationen mit
Uraten und ,transparent fluid“ erklart. Die Zusammensetzung des Seminalplasmas
bestimmt daher maRgelblich die Uberlebensfihigkeit von Spermien nach der Ejakulation.
SExTON (1988) fand jedoch heraus, dass die Zugabe von ungefiltertem, inkubierten
Seminalplasa in vitro die Befruchtungsfahigkeit von Hahnenspermien dramatisch senkt.
Als Grinde hierfir werden Kontaminationen des durch Massage gewonnenen
Seminalplasmas mit Kot und/oder Harnsdure angesehen, da die Spermienmotilitat nach

Filterung signifikant anstieg (SExTON, 1988).

2.3 Spermagewinnung beim Vogel

Die ersten Versuche der Spermagewinnung beim Vogel liegen mittlerweile (iber ein
Jahrhundert zurtick, wobei verschiedene Techniken Verwendung fanden. Erstmalig strich
Ivanov (1913) die Samenleiter von getoteten Hdhnen aus. PAYNE (1914) gewann
Hahnensperma, indem er unmittelbar postkoital die Flissigkeit aus der Kloake der Henne
sammelte. ISHIKAWA (1930) entwickelte eine, aus einer tierischen Membran bestehenden,
kiinstliche Kloake, die der Henne umgeschnallt wurde und beim Tretakt die Spermien
auffing. Als zuverldssige, erfolgreich reproduzierbare Methode vom mannlichen Vogel
Sperma in ausreichender Menge zu gewinnen, zeigte sich erstmals die Massagemethode

von BURROWS UND QUINN (1935).

2.3.1 Kooperative Ejakulation

Die Methode der kooperativen Ejakulation wird hauptsdchlich bei fehlgepragten
mannlichen Végeln angewendet, die in ihrem Trainer einen Geschlechtspartner sehen und
freiwillig mit ihm kopulieren und auf ihm ejakulieren. BoyD UND ScHwARTz (1983)

entwickelten dazu fur Wanderfalken (Falco peregrinus) einen speziellen Hut, den der
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Trainer auf dem Kopf trdgt, auf dem der Vogel kopuliert und ejakulieren kann. Das
herunterlaufende Sperma kann aus einer Rinne am Hutrand mit Hilfe einer Spritze
aufgesaugt werden. BoyD U.A. (1977) berichten auBerdem von der kooperativen
Spermagewinnung beim Prariefalken (Falco mexicanus). Auch von Steinadlern (Aquila
chrysaetos) (GRIER, 1973), Emus (Dromaius novaehollandiae) (MALECKI U.A., 1997),
Magellan-Pinguinen  (Spheniscus magellanicus) und Felsenpinguinen (Eudyptes
chrysocome) ist eine kooperative Ejakulation bekannt. Zur erfolgreichen kooperativen
Ejakulation ist allerdings langes und intensives Training oder eine Fehlpragung der Tiere
auf den Menschen notwendig, sodass diese Methode sehr aufwendig und oft nicht

angezeigt ist.
2.3.2 Massagetechnik

In den 1930er Jahren wurden von BURROWS UND QUINN (1935) eine Methode zur
routinemaRigen Spermaentnahme durch abdominale Massage entwickelt. Hierbei wurde
der Vogel von einer Hilfsperson fixiert, wahrend eine andere Person durch schnelle,
rhythmische Massage der weichen Abdominalregion unmittelbar neben dem kndchernen
Becken die Ejakulation herbeifiihrte. Die Kloake wurde anschliefend mit zwei Fingern
umfasst, durch sanften beidseitigen Druck ausgestilpt und das Sperma konnte
nachfolgend aus dem Ventus in einem entsprechenden GefdR (z.B. Becherglas)
aufgefangen werden (BURROWS UND QUINN, 1935). In einer Weiterentwicklung dieser
Methode konnte die Spermaentnahme durch die Zuhilfenahme einer Fixationsvorrichtung
auch von einer Einzelperson durchgefiihnrt werden. LAKE (1957a) modifizierte die
Massagemethode dementsprechend, dass eine zusatzliche, gleichzeitige Massage der
Lumbalregion erfolgte, was laut Autor zu einer starken Ejakulation ohne Kontamination
mit ,transparent fluid” fihrte. Diese Methoden wurden (iber Jahrzehnte erfolgreich beim
Wirtschaftsgefliigel angewandt, wobei eine regelmaRige Spermaentnahme von
mindestens einmal pro Woche angeraten ist, um eine ausreichend gute Spermaqualitat zu
erhalten. Langere Pausen zwischen den Spermaabnahmen vermindern laut SCHRAMM
(2005) die Reaktionsfahigkeit auf die Massage und bewirken Degenerationen der
Spermienzellen und des Spermienbildungsgewebes in den Hoden. Bei Hahnen kann die
Ejakulatgewinnung laut Autor drei- bis fliinfmal wochentlich erfolgen, ohne zu

signifikanten Anderungen des Volumens oder der Qualitit zu fiihren. Beim
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Wassergefligel kann eine analoge Anwendung der Massagemethode erfolgen, wobei das
anschwellende Kopulationsorgan hierbei jedoch keinen wesentlichen Einfluss auf die
Spermagewinnung nimmt (SCHRAMM, 2005). Der Ganter wird von einer Hilfsperson in
waagerechter Stellung fixiert, wahrend eine andere Person durch gleichzeitige kraftige
Ricken- und Abdominalmassage die Ejakulation auslost. Durch kraftigen Druck auf die
Kloake kommt es zu einem Ausstilpen des Phallus, an dessen Ende das abflieRende
Sperma aufgesammelt werden kann (ScHRAMM, 2005). Bei Moschusenten (Cairina
moschata) kann auf die eigentliche Massage verzichtet werden, indem den
paarungswilligen Erpeln eine Ente zugesetzt wird und wahrend der Begattung, kurz vor
der Ejakulation, der Phallus aus der Kloake vorgelagert wird, um das Sperma in einem
entsprechenden Behaltnis aufzufangen (ScHRAMM, 2005).

In den vergangenen Jahrzehnten hauften sich zudem die Versuche der Spermagewinnung
durch Massage an nichtdomestizierten Vogelspezies. So konnte beispielsweise Sperma
von Buntfalken (Falco sparverius) (GEE u. A., 1993) und Habichten (CorTen, 1973) durch
eine modifizierte Massagemethode nach BIRD UND LAGUE (1977) gewonnen werden.
Hierbei werden die mannlichen Voégel in Riickenlage fixiert, wobei darauf zu achten ist,
dass die FuRe entsprechend fixiert sind. Bei an die Haube gewohnten Falken
(Falconiformes) und Adlern (Aquilinae) sollte vor der Anwendung der Massagemethode
eine Verhaubung erfolgen, wahrend der Kopf von nicht an die Haube gew6hnten Tieren
mit einem Tuch abgedeckt werden kann. Die Massage erfolgt durch leichten Druck auf die
Abdominalregion in kraniokaudaler Richtung der Kloake, um das Sperma aus den
Samenleiterampullen auszumassieren und es nachfolgend aus dem Ventus aufzunehmen
(HEIDENREICH, 1995). GEe uND TemPLE (1978) modifizierten die Massagemethode zur
Spermaentnahme bei Kanadakranichen (Grus canadensis), was von BLANCO U. A. (2012)
Ubernommen wurde. Hierbei wird das Tier von einem Assistenten in aufrechter Position
fixiert, wobei gleichzeitig die Innenschenkel und die ventrale Abdominalregion
gestreichelt werden (Gee, 1983). Der Untersucher stimuliert in der gleichen Zeit die
Ricken- und Kloakenpartie, indem er mit der linken Hand vom dorsalen Riicken zum
Becken hin streicht, um anschlieBend mit der gleichen Hand die seitliche Schwanzpartie
zu massieren. Nun wird der Schwanz mit der linken Hand nach oben hin fixiert, wahrend
die rechte Hand die Sternal- und Abdominalregion von kranial nach kaudal hin ausstreicht

(Geg, 1983). Die Kloake wird mit Daumen und Zeigefinger der linken Hand umgriffen,
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sodass das austretende Sperma mit einem Glasgefald in der rechten Hand aufgefangen
werden kann (GEeg, 1983). Bei Papageien konnten erste Erfolge der Spermaentnahme
durch Massage durch HARRISON (1982) bei Nymphensittichen verzeichnet werden, welches
spater durch leichte Abwandlungen auch routinemaRig erfolgen konnte (NEUMANN U. A.,
2013). Bei Wellensittichen (SAMOUR U. A., 1986; SAMOUR U. A., 1988; BEHNCKE, 2002) und
Monchsittichen (Myiopsitta monachus) (ANDERSON U. A., 2002) war es ebenfalls moglich,
routinemallig Sperma durch eine modifizierte Massagemethode zu gewinnen,
wohingegen die routinemalliige Spermaentnahme bei GroRpapageien lange Zeit nur
unzureichend erfolgreich war. So waren von 146 Versuchen der Spermaentnahme durch
Massage bei Blaukronenamazonen (Amazona ventralis) nur 51 % erfolgreich (BRrock,
1991), wahrend Versuche bei Blaustirnamazonen lediglich zu einer Erfolgsrate von 6,6 %

(22/336) fuhrten (DELLAVOLPE U. A., 2011).

2.3.3 Elektroejakulation

Die Elektroejakulation entstammt urspriinglich der Sdugetiermedizin und wurde von
SEREBTOVSKII UND SOKOLOVAKAIJA (1934) erstmals erfolgreich bei Vogeln durchgefiihrt. Hierzu
wurde eine Nadel in die Haut von Perlhiihnern (Numididae), Enten (Anatidae), Gansen
(Anserinae), Hdhnen und Fasanen (Phasianidae) eingefiihrt und eine elektrische Spannung
von 30 bis 90 V angelegt. Eine zweite Nadel wurde zur Ableitung in ein wassergefiilltes
Gefald gehalten, in die auch der Schnabel des jeweiligen Vogels getaucht wurde, um den
Kreislauf zu schlieBen (SEREBTOVSKII UND SOKOLOVAKAJA, 1934). Das Hauptproblem dieser
Methode bestand in der vergleichsweise hohen Komplikationsrate, die sich durch
Hautverbrennungen, Krampfe, Atemstillstand, Herzstillstand oder sogar dem Tod des
Tieres dullerte. Spater wurde die Nadel durch ein Zinnblech oder eine mit physiologischer
Kochsalzlosung getrankte Mullbinde ersetzt, um die Komplikationsrate zu senken. Ein
Vorteil der elektrostimulierten Ejakulation im Vergleich zur Massagemethode und zur
kooperativen Ejakulation liegt darin, dass der Untersucher keinerlei weiterfiihrende
Erfahrung benotigt (BETzEN, 1985). Die Methode der Elektroejakulation fand in der
Wirtschaftsgeflligelzucht lange Zeit jedoch nur wenig Beachtung, da die Massagemethode
zuverlassig erfolgreich war. WATANABE (1957) modifizierte die Elektroejakulationsmethode
bei Erpeln dahingehend, dass eine Spannung von 30 V Uber zwei Elektroden, von denen

eine in der Sakralgegend und die andere innerhalb der Kloake angelegt wurde. Das auf
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diese Weise gewonnene Sperma hatte im Vergleich zu der Massagemethode sowohl ein
grolReres Volumen, als auch eine hohere Spermienkonzentration. Bei nicht-domestizierten
Vogeln wurde die Elektroejakulation von HARRISON UND WASMUND (1983) erstmals bei
Papageien (Psittaciformes) beschrieben. Die angelegte Wechselspannung variierte hierbei
zwischen 4 und 17 V und die elektrische Stromstirke zwischen 4 und 19 mA. Uber die
Frequenz wurde keine Aussage getroffen. Bei einem Wellensittich konnte auf diese Weise
in 76 % der Versuche Sperma gewonnen werden, beim Nymphensittich betrug die
Erfolgsrate lediglich 37,5 %. Beim Hahn’s Zwergara (Diopsittaca nobilis) war die
Spermaentnahme in keinem der Versuche erfolgreich, wahrend vom GrofRen Soldatenara
(Ara ambiguus) in 80 % der Falle Sperma durch die Elektroejakulation gewonnen werden
konnte (HARRISON UND WASMUND, 1983).

LIERZ U. A. (2013) entwickelten und etablierten eine Elektroejakulationsmethode an 243
Mannchen 151 verschiedener Papageienarten. Hierzu wird der Vogel von einer
Hilfsperson in Rickenlage fixiert. Die zweite Person fihrt eine, der GrolRe des Vogels
angepasste, biopolare Elektrode, in die Kloake ein, sodass sie maximal bis ins Urodeum
reicht. Eine leichte elektrische Spannung (zwischen 1 und 14 V) wird nachfolgend in
kurzen, ein bis zwei Sekunden andauernden Intervallen angelegt, wobei zwischen den
Intervallen Pausen von zwei bis zehn Sekunden eingehalten werden. Im Bedarfsfall wird
jedes Intervall mit einer geringgradig erhéhten Spannung durchgefiihrt, bis Kontraktionen
der Kloaken- und Schwanzmuskulatur eine erfolgreiche Stimulation anzeigen. Das
gewonnene Sperma kann in skalierten Mikrokapillaren aus dem Ventus gesammelt
werden. Auf diese Weise war eine erfolgreiche Spermaentnahme von GroRpapageien in
79,9 % der Versuche moglich, was zuvor durch alleinige Massagemethode nicht moglich

war (LIERz U. A., 2013).

2.4  Artifizielle Insemination

Die Techniken der artifiziellen Insemination (Al) beim Vogel gehen ebenfalls auf lvaNov
(1913) zuriick, der Hahnensperma zur intrakloakalen Insemination von Hennen nutzte und
eine Fertilisationsrate von 23,26 % (10/43) erzielen konnte. JuLL UND QUINN (1931)
erreichten eine &hnliche Fertilisationsrate (19,1 %) bei der Erzeugung von Hybrid-

Rassehliihnern nach artifizieller Insemination. Erst QUINN UND BURROWS (1936) konnten
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durch intravaginale Insemination von Hiihnern Fertilisationsraten von bis zu 97 %
erreichen. Hierzu wurden die Hennen mit Hilfe der linken Hand des Untersuchers unter
der Brust fixiert, wobei der Zeigefinger zwischen den Beinen des Tieres zu liegen kam. Die
Henne wurde dann kopfliber mit dem Ricken an der Brust des Untersuchers liegend
fixiert, sodass durch leichten Druck von Daumen und Zeigefinger die Kloake vorgelagert
werden konnte. Zusatzlicher Druck der rechten Hand auf das Abdomen flhrte nun zu
einer Auslagerung der Ovidukt6ffnung in der Kloakenwand (QUINN UND BURROWS, 1936). In
einem spateren Versuch mit Truthlihnern (Meleagris gallopavo), bei denen die Hennen
ebenfalls auf eine dhnliche Weise intravaginal besamt wurden, konnten Fertilisationsraten
von 80 % erreicht werden (BURROWS UND MARSDEN, 1938). Die intrauterine
Spermieninjektion kann hingegen mit Infektionen des Eileiters bis hin zum Einstellen der
Legetatigkeit verbunden sein. Sie sollte daher vermieden werden (SCHRAMM, 2005). Nach
der Insemination werden ca. 1 % der inseminierten Spermien in den Uterovaginaldriisen
(semen storage tubules, SST) des uterovaginalen Bereiches des Eileiters gespeichert
(BAKST U. A., 1994), deren Befruchtungsfahigkeit jedoch, je nach Art, Gber Tage bis Wochen
aufrechterhalten wird. Gleichzeitig erfolgen die Spermienselektion und die gleichzeitige
gesteuerte kontinuierliche Freisetzung der Spermatozoen und ihr Transport zum
Infundibulum, wo die Befruchtung der Eizellen stattfindet (BAKST U. A., 1994; SASANAMI U. A.,
2013; WAIBL UND SINOWATZ, 2004). In der kommerziellen Gefliigelzucht werden
zufriedenstellende  Befruchtungsergebnisse (> 80 %) (Uber die gesamte
Reproduktionsperiode durch wochentliche intravaginale Inseminationsintervalle mit einer
Inseminationsdosis von 50 bis 300 Millionen motiler Spermien erreicht (BAKST U. A., 1994).
Auch im Bereich der nichtdomestizierten Vogelspezies konnten im Verlauf der letzten
Jahrzehnte zahlreiche Arten durch artifizielle Insemination reproduziert werden. So
erzielte erstmals TEMPLE (1972) bei gepragten Rotschwanzbussarden (Buteo jamaicensis)
eine Fertilisationsrate von 100 % nach intravaginaler artifizieller Insemination. Aber auch
bei nicht gepragten Buntfalken konnte durch BIRD u.A. (1976) mithilfe intravaginaler
Insemination eine Fertilisationsrate von 75,2 % erzielt werden. Auch Préariefalken (Boyb
U.A., 1977), Steinadler (GRIER, 1973), SpieRenten (Anas acuta) (PENFOLD U.A., 2001),
Kanadakraniche (BLANCO u. A., 2012) und verschiedene Pinguinarten (O’BRIEN U. A., 1999;
O’BRIEN UND ROBECK, 2014) konnten erfolgreich durch kiinstliche Besamung reproduziert

werden. Aus der Ordnung der Psittaziden konnten ebenfalls aus artifizieller Insemination
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Nachzuchten von Wellensittichen (SAMOUR u. A., 1988), Blaukronenamazonen (BROCK,
1991), K6nigsamazonen (FISCHER U. A., 2013a) erzielt werden. Weiterhin konnten LIERZ U. A.
(2013) in ihrer Studie durch artifizielle Insemination sieben verschiedener
GroRRpapageienarten (Cacatua haematuropygia, Ara chloroptera, Amazona petrei,
Amazona xantholora, Amazona finschii, Tanygnathus lucionensis, Eclectus roratus
polychlorus) erfolgreiche Befruchtungen erzielen. Auch bei Nymphensittichen wurden in
der Vergangenheit die Techniken der assistierten Reproduktion (AR) erfolgreich
angewandt und modifiziert, sodass detailliertere Erkenntnisse hierzu bereits vorliegen.
Nach intrakloakaler Insemination konnte eine Befruchtungsrate von 73,9 % erzielt werden
(NEUMANN U. A., 2013). Die minimale Besamungsdosis zur erfolgreichen Befruchtung lag
nach intrakloakaler Besamung bei 232.500 Spermien in 5 ul, wohingegen ein geringeres
Volumen nicht zu einer erfolgreichen Befruchtung fiihrte, selbst wenn eine grofRere Anzahl
Spermien appliziert wurde (FISCHER U.A., 2014b). Zur erfolgreichen intravaginalen
Besamung war eine Besamungsdosis von 250.000 Spermien in 2 ul notwendig (FISCHER

U. A., 2014b).

2.5 Spermaqualitatsuntersuchung

Eine spermatologische Untersuchung des gewonnenen Ejakulats gibt Aufschluss Uber die
Quantitdat und Qualitat und liefert somit Hinweise zur Befruchtungsfihigkeit des
gewonnenen Spermas. Eine definitive Aussage zur Befruchtungsfahigkeit kann jedoch nur

Uber einen Fruchtbarkeitsnachweis erfolgen (WEITze, 2001).

2.5.1 Makroskopische Untersuchung

Frisch gewonnenes Sperma wird zundchst einer makroskopischen Untersuchung
hinsichtlich Volumen, Farbe, Konsistenz, sowie dem Vorliegen von
Ejakulatverunreinigungen nach den Standardmethoden der Weltgesundheitsorganisation
unterzogen (WHO, 2010). Zur Volumenmessung eignen sich graduierte Glaspipetten oder
Mikrokapillaren. Fiir Wellensittiche wurden von SAMOUR U. A. (1986) Ejakulatvolumina von
3,5 bis 13,5 ul angegeben, wohingegen BEHNCKE (2002) die entsprechenden Werte
getrennt fur Zuchtwellensittiche (0,2 bis 3,7 ul) und Schauwellensittiche (0,1 bis 5,2 ul)

ermittelte. ANDERSON U. A. (2002) geben Volumina von 1,0 bis 3,0 ul als Standardwerte von
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Monchsittichen an (Tabelle 1). Bei der Blaukronenamazone konnten Spermavolumina
zwischen 5,3 und 30,4 ul gewonnen werden (Brock, 1991), wahrend das durchschnittliche
Spermavolumen von Kénigsamazonen 5,2 pl (0,1 — 62 ul) betrug (FISCHER U. A., 2013a). In
einer Studie an 243 mannlichen Papageien aus 151 verschiedenen Spezies wurden
Ejakulatvolumina getrennt fir die Gruppen ,Kakadus” (X = 12,4 ul; 1,8 — 54 ul), ,Aras“ (X =
7,4 ul; 3,0 — 19,5 pl), ,Amazonen” (X = 8,5 ul; 2,8 — 18,4 pl), ,Eclectus ssp” (X = 11,4 ul;
1,0 - 29 ul), ,Loris“ (X = 6,3 pl; 1,3 - 12,6 pl) und ,Andere” (x = 7,1 pul; 1,5 — 29,8 ul)
angegeben (LIERZ U. A., 2013). Im Gegensatz dazu liegen die gewonnenen Volumina vom
Wirtschaftsgefliigel deutlich hoher. So werden fiir Haushahne Werte von 0 bis 3 ml
angegeben (BURROWS UND QUINN, 1935), wohingegen bei Putenhdhnen ein deutlich
geringes Durchschnittsvolumen von 0,2 ml erzielt werden konnte (BURROWS UND QUINN,
1937). Selbst bei deutlich groReren Vogelarten wie dem Strauld (Struthio camelis) konnte
lediglich ein mittleres Volumen von 0,6 ml (0,1 — 1,5 ml) gewonnen werden (HEMBERGER
U.A., 2001). GRrieErR (1973) konnte durch kooperative Ejakulation beim Steinadler ein
Maximalvolumen von 0,2 ml gewinnen. BoyD u.A. (1977) konnten durch kooperative
Ejakulation beim wesentlich kleineren Prariefalken ein Spermavolumen von maximal 100
ul gewinnen konnte. Beim Haushahn hat das Sperma eine weildliche bis opake Farbe
(WAIBL UND SINOWATZ, 2004), wahrend HEMBERGER U. A. (2001) fir StrauRenejakulat eine
Farbung von weil} bis elfenbeinfarben mit physiologischer Konsistenz von diinnfliissig bis
dick-cremig angibt. Laut BEHNCKE (2002) kann bei Sperma von milchiger Konsistenz mit
einer hoheren Spermakonzentration gerechnet werden als bei wassriger Konsistenz. Bei
Koénigsamazonen zeigten 71 % der gewonnenen Ejakulate eine molkig-wassrige Konsistenz
bei gleichzeitiger Farbgebung von farblos bis graulich (FISCHER u. A., 2013a). In 19/31
gewonnen Ejakulaten von Spix-Aras (Cyanopsitta spixii) war die Farbe als graulich bis weil3
einzustufen, wahrend die Konsistenz in 77,4 % der Proben wassrig bis molkig war (FISCHER
U.A., 2014a). Eine verdnderte Farbe der Spermaprobe kann auf Verunreinigungen wie
Blut, Harnsdure oder Kot hinweisen, deren Vorkommenshaufigkeit je nach
Spermaentnahmetechnik variieren kann. So waren 9,9 % der Ejakulate von
Nymphensittichen, die durch Massagemethode gewonnen wurden, kontaminiert (7,7 %
Harnsdure, 1,1 % Blut, 1,1 % Kot) (NEUMANN U. A., 2013). Bei den von Kdnigsamazonen

(Amazona guildingii) gewonnenen Spermaproben zeigten sogar 46,3 % der Proben Spuren



LITERATURUBERSICHT 33

von Verunreinigungen (FISCHER U.A., 2013a), wahrend die Kontaminationsrate der

Ejakulate von Spix-Aras 41,9 % betrug (FISCHER U. A., 2014a).

2.5.2 Chemisch-physikalische Untersuchung

2.5.2.1 pH-Wert

Zur chemisch-physikalischen Spermauntersuchung zahlt in erster Linie die Bestimmung
des pH-Wertes. Der pH-Wert sollte laut WHO (2010) innerhalb einer Stunde nach
Ejakulation gemessen werden. Durch den auftretenden CO,-Verlust wahrend der
Lagerung wird bei spater evaluierten Proben haufig ein erhdhter pH-Wert ermittelt (WHO,
2010). Zur Evaluierung wird kommerzielles Indikatorpapier genutzt, dessen Farbumschlag
den pH-Wert anzeigt. Bei Vogeln wird der pH-Wert speziesspezifisch unterschiedlich
angegeben. Der pH-Wert von Geflligelsperma wird von NIsHIYAMA (1952) mit 7,2 und von
WALES UND WHITE (1958) mit 7,6 angegeben. Im Vergleich dazu liegt der pH-Wert des
Seminalplasmas verschiedener Papageienarten deutlich alkalischer. So wurden fir
Wellensittiche Werte zwischen 8,2 (SamouRr, 1986) und 8,7 (BEHNCKE, 2002) ermittelt.
Ebenfalls alkalische pH-Werte von 8,0 bis 8,5 wurden bei Monchsittichen gemessen
(ANDERSON U. A., 2002), wahrend verschiedene GroRpapageienarten eher im pH-neutralen
Bereich anzusiedeln waren. So konnten fir Spermaproben von Spix-Aras (n = 31; X = 7,0;
6,4 — 8,0) (FISCHER U. A., 2014a), sowie die Gruppen “Kakadus” (X = 7,0; 5,4 — 8,0),
“Amazonen” (¥ =7,3; 5,7 - 8,0), “Aras” (X =6,8; 5,4 — 7,8) und “Eclectus ssp.” (X=7,0; 5,4 —
7,8) deutlich niedrigere pH-Werte bestimmt werden (Tabelle 1). NisHIYAMA (1952) und
WALES UND WHITE (1958) ermittelten Werte von 7,2 bzw. 7,6 fir Sperma von Haushdhnen,
flir Spermaproben von StrauBen wurde ein mittlerer pH-Wert von 7,3 (6,4 — 8,0)
angegeben (HEMBERGER U.A., 2001). BLANCO U.A. (2002) konnten beispielhaft an
Greifvogeln zeigen, dass mit Harnsaure (Urin) kontaminiertes Sperma einen niedrigeren
pH-Wert (6,5 — 6,9) aufwies als nichtkontaminiertes Sperma (7,2 — 7,6). Die ermittelten
Werte fir Nymphensittiche lagen indes, dhnlich zu denen der Wellensittiche, im

alkalischen Bereich (¥ =9,0; 8,0 —9,5) (STELZER, 2004)



34 LITERATURUBERSICHT

2.5.2.2 Osmolalitdt

Aus der chemischen Zusammensetzung des Seminalplasmas, insbesondere dem Anteil der
Aminosduren, bestimmt sich die Osmolalitat, die den Anteil osmotisch aktiver Substanzen
pro kg einer Losung angibt. Diese organischen Molekiile, aber auch Kaliumionen (K*)
werden von somatischen Zellen zur Volumenregulation genutzt (YEUNG, 2003). In
Tiermodellen wurde nachgewiesen, dass die Spermien im mannlichen Genitaltrakt einem
eher hyperosmotischem Milieu ausgesetzt sind, um deren Strapazierfahigkeit fiir die
Passage des deutlich hypoosmotischen weiblichen Genitaltraktes zu erhéhen (CooPER UND
YEUNG, 2003). Die Messung der Osmolalitat gehort laut WHO jedoch nicht zu den
Standardqualitatsuntersuchungen. Zur Osmolalitdtsbestimmung des Seminalplasmas
wurden in verschiedenen Studien Dampfdruckosmometer, die mit Hilfe standardisierter
Losungen kalibriert waren und zu deren Messungen jeweils geringe Probenvolumina
ausreichten, genutzt (SAMOUR, 1986; SONTAKKE U. A., 2004; PENFOLD U. A., 2001). Eine weitere
Methode der Osmolalitatsmessung ist die der Kryoskopie, indem die
Gefrierpunktserniedrigung der gemessenen Probe im Vergleich zu Wasser Aufschluss tber
den Anteil osmotisch aktiver Substanzen liefert. SAMOUR (1986) gibt fur die Osmolalitat
von Wellensittich-Seminalplasma einen Wert von 329,9 mOsm/kg an, fur Emus wurde ein
mittlerer Wert von 310 mOsm/kg ermittelt (MALECKI UND MARTIN, 2000), wohingegen der
Osmolalitatswert des Seminalplasmas der SpieBente mit 275 mOsm/kg deutlich niedriger
liegt (PENFOLD U. A., 2001) (Tabelle 1). Vergleichsweise dazu ist die gemessene Osmolalitat
des Spermas der Felsentaube (Columba livia) mit 340 mOsm/kg (SONTAKKE U. A., 2004) im

hyperosmotischeren Bereich anzusiedeln.

2.5.3 Mikroskopische Untersuchung

2.5.3.1 Mikroskopische Voruntersuchung

Die mikroskopische Voruntersuchung wird von der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
fur alle ungefarbten Spermaproben unmittelbar nach der Entnahme zu einer ersten
Qualitatseinschatzung  empfohlen (WHO, 2010). Diese wird unter einem
Phasenkontrastmikroskop in 100facher  VergréBerung  vorgenommen, um

Spermienaggregationen oder -agglutinationen oder die Beimengungen anderer Zellen,
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wie z.B. Eptihelzellen, Erythrozyten oder Leukozyten, zu erkennen. In diesem Zuge erfolgt
auch eine erste Einschatzung der Spermienmenge, um die nachfolgende Verdlinnung zur
Spermiendichtezahlung vorzunehmen, sowie eine erste Beurteilung der Spermienmotilitat
(WHO, 2010). NEUMANN U.A. (2013) durchmustern hierzu das in einer Mikrokapillare
befindliche Sperma und graduieren die geschatzte Spermienanzahl und -motilitdt von
gering, Uber mittel bis hoch. In einer Studie zur Spermienqualitdat von Spix-Aras wiesen
nur 5/31 (16,1 %) Proben eine hohe Spermienanzahl auf, wohingegen 9 Proben als
moderat eingestuft wurden und der groRte Anteil der Spermaproben (54,8 %) nur einen

geringen Anteil an Spermien in der Kapillare aufwies (FISCHER U. A., 2014a).

2.5.3.2 Spermienmotilitat

Die Spermienmotilitat sollte laut WHO so schnell wie moéglich nach der Spermaentnahme,
spatestens aber nach 30 Minuten, bestimmt werden, um schadliche Effekte wie
Dehydratation, pH-Wert- oder Temperaturveranderungen zu vermeiden (WHO, 2010), da
diese das Ergebniss negativ beeinflussen. Zur Bestimmung der Motilitat sollte eine
Gesamtzahl von ca. 200 Spermien in fiinf Gesichtsfeldern ausgezahlt werden, wobei
progressiv. motile Spermien von nicht-progressiv. motilen und immotilen Spermien
unterschieden werden. Die Spermienmotilitat wird in der Literatur als wichtigster
prognostischer Faktor fir die Fertilitat angegeben (BIRKHEAD U. A., 1999; FROMAN U. A., 1999;
BLESBOIS U. A., 2008). Nichtsdestotrotz wird in der Praxis oft auf die Methode der Schatzung
zurlickgegriffen, die jedoch stark auf der Erfahrung des Untersuchers basiert und daher
subjektiv und untersucherabhangig ist. Auf diese Weise ist es jedoch moglich, einen
schnellen Uberblick iber die Probe zu gewinnen (WABERSKI UND PETRUNKINA, 2007). Objektiv
kann die Spermienmotilitdt iber die computergestiitzte Spermienanalyse (CASA) evaluiert
werden (VERSTEGEN U.A., 2002). Unverdiinntes Vogelsperma ist oft zu dicht, um
Einzelbewegungen der Spermien zu erkennen und somit die Motilitdit bestimmen zu
kdnnen, weshalb diese Untersuchung in der Regel an verdiinnten Proben vorgenommen
wird. Bei domestiziertem Wirtschaftsgeflligel, welches hinsichtlich Fertilitat selektiert
wurde, werden regelmaRig Beweglichkeitsraten von Uber 80 % ermittelt (EHLING U. A,
2012; TABATABAEI U. A., 2009). HEMBERGER U. A. (2001) ermittelten eine Spanne von 42 bis

96 % Gesamtmotilitdit mit ca. 78 % Vorwartsbeweglichkeit bei unverdiinntem
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StrauBensperma. Fir verdinntes Wellensittichsperma wurden Vorwartsbeweglichkeiten
zwischen 6 und 100 % geschatzt (BEHNCkE, 2002), wdahrend verdinntes
Nymphensittichsperma im Mittel eine geschatzte Vorwartsbeweglichkeit von 41,7 %
aufwies (STELzER, 2004). In einer Studie an 151 Papageienarten ergaben sich insgesamt
ahnliche Gesamtmotilitatsraten von 75,8 % bis 87,3 % und Vorwartsmotilitatsraten von
70 % bis 82,3 % zwischen den verschiedenen Papageiengruppen (LIERZ U. A., 2013). Die
durchschnittlich ermittelte Gesamtmotilitat von Spermien von 31 Spix-Aras betrug in einer
Studie hingegen lediglich 29 % bei einer Vorwartsbeweglichkeit von 16 % (FISCHER U. A.,
2014a). Ein Vergleich zwischen konventioneller und computergestitzter Motilitdtsanalyse
von Nymphensittichsperma ergab mediane Werte von 55 % Gesamt- und 50 %
Vorwartsbeweglichkeit bei manueller Auszahlung, sowie 51,8 % Gesamt- und 44,6 %

Vorwartsbeweglichkeit bei computergestitzter Auswertung (FISCHER U. A., 2014b).

2.5.3.3 Spermienvitalitit

Die Spermienvitalitdt wird liber die Membranintegritat bestimmt und gehort laut WHO zu
den Standarduntersuchungen der Spermatologie (WHO, 2010). |hre Evaluation wird als
besonders wichtig bei einer Vorwartsbeweglichkeit von unter 40 % erachtet (WHO, 2010).
Die Evaluation sollte so schnell wie moglich nach der Probengewinnung erfolgen,
spatestens jedoch eine Stunde nach der Ejakulation, um schadliche Einflisse auf die
Spermien, und somit die negative Beeinflussung des Ergebnisses, auszuschlieBen. Der
Prozentsatz lebender Spermien wird Uber die Identifikation der Spermienzellen mit
intakter Zellmembran ermittelt, wozu verschiedene Farbemethoden genutzt werden
kdnnen. Zellmembranen von toten Spermien sind permeabel fiir verschiedene Farbstoffe,
die durch die intakte Membran lebender Spermien hingegen nicht permeieren kénnen.
Auf diese Weise ist eine einfache Unterscheidung moglich. Im Geflligelbereich wurden mit
Hilfe der Eosin-Nigrosin-Farbung Vitalitatsraten von 82,3 + 2,0 % (x + SD) und 89,6 + 1,3 %
(X + SD) bei Rassehuhnhybriden evaluiert (TABATABAEI U.A., 2009). In einer Studie an
GroRfalken  wurden anhand von 25 Spermaproben acht verschiedene
Supravitalfarbeprotokolle (Eosin B 2% + 3% Natriumzitrat, Eosin B 2%, Eosin B-Nigrosin 5%,
Eosin Y-Nigrosin 5%, Eosin Y-Nigrosin 10%, Eosin B-Anilin, Eosin Y-Anilin, Bromphenolblau-

Nigrosin) evaluiert und miteinander verglichen (FISCHER U. A., 2013b). Die 2%ige Eosin B-
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Losung erwies sich hierbei am besten geeignet, um lebende von toten Spermien zu
unterscheiden. Zudem korrelierte die Lebendrate bei der Farbung mit Eosin B 2%
signifikant mit der Spermiengesamt- (r; = 0,54; p = 0,001) und der -vorwartsmotilitat (rs =
0,42; p = 0,014) (FiIsCHER U.A., 2013b). Auch bei der Evaluierung der Vitalitdt von
Papageienspermien hat die Farbung mit Hilfe 2%iger Eosin B-Losung bewahrt. So konnten
bei Nymphensittichen Spermienlebendraten von 85 % bis 94 % (STELzER, 2004),
beziehungsweise von 90 + 6,7 % (X + SD) (FISCHER U. A., 2014b) evaluiert werden. Die
mittels Eosin B untersuchte Vitalitatsrate von Wellensittichspermien lag in
Untersuchungen von BEHNCKE (2002) zwischen 93 % und 97 %. Die Vitalitdtsraten der mit
2%iger Eosin B-Losung gefdrbten Spermien verschiedener Gruppen von Papageienarten
lagen zwischen 87,1 % und 95,9 % (LERz u.A., 2013). Vor allem im Zuge der
computergestiitzten Spermienevaluation (CASA), aber auch zur manuellen Evaluierung
wird weiterhin immer haufiger auf Fluoreszenzfarbstoffe zurickgegriffen (BISHOP UND
SMILES, 1957; BAYYARI U. A., 1990; BILGILI UND RENDEN, 1984; GARNER UND JOHNSON, 1995), die
eine schnelle und sichere Unterscheidung zwischen toten und lebenden Spermien
ermoglichen. Bei der dualen Farbung mittels SYBR-14 und Propidiumjodid (PI) kénnen die
Fraktionen fehlerfrei unterschieden werden. Der membrangangige SYBR-14-
Nukleinsaurefarbstoff markiert vitale Spermien mit leuchtend griiner Fluoreszenz,
wahrend die Nukleinsduren von Spermien mit geschadigter Zellmembran durch das nicht
membrangdngige Propidiumjodid rot leuchten. Die mithilfe der Fluoreszenzfarbung
bestimmte Uberlebensrate von Nymphensittichspermien betrug in der Studie von FISCHER
U. A. (2014c) im Mittel 93,3 + 6,1 % (X + SD). Mit Hilfe der Fluoreszenzfarbung wurden
Vitalitatsraten von 51,8 + 18,7 % (X + SD) bei promiskuitiv lebenden Wellensittichen und
64,4 + 9,7 % (X + SD) bei paarweise gehaltenen Wellensittichen evaluiert (GLORIA U. A.,

2014).

2.5.3.4 Spermienkonzentration und Spermiengesamtzahl

Die Spermienkonzentration wird pro Volumeneinheit (ul) (ber mikroskopische
Zahlverfahren mit Hilfe von Zdhlkammern (Neubauer, Neubauer improved, Bilirker Tirk,
etc.) ermittelt. Die Spermiengesamtzahl ergibt sich aus der Multiplikation der

Spermienkonzentration mit dem Ejakulatvolumen. Beide Parameter werden als
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Indikatoren fiir die Fertilisationsrate betrachtet (ZINAMAN U. A., 2000). Fir den Haushahn
ermittelte Werte liegen bei 6.600.000 + 530.000 Spermien/ul (X + SD) (TABATABAEI U. A.,
2009), fur den Truthahn mit 8.500.550 Spermien/ul (KAMAR UND Rizik, 1972) sogar noch
hoher. Auch beim Rosenkdpfchen (Agapornis roseicollis) wurden hohe Werte von
7.194.000 + 6.735.100 Spermien/ul (X + SD) ermittelt (DoGLERO, 2015). Geringfligig
niedrige Spermienkonzentrationen ergaben sich beim Emu (2.900.000 Spermien/pul)
(MALECKI UND MARTIN, 2000) und beim Wellensittich von 3.723.300 + 92.900 Spermien/ul
(x £ SD) (GLORIA U. A., 2014). Fir Nymphensittiche werden im Mittel niedrigere Werte
(305.300 Spermien/ul) angegeben (FISCHER U. A., 2014b), die vergleichbar mit den Werten
von Monchsittichen (346.600 + 64.600 Spermien/ul) (ANDERSON U. A., 2002) waren. In einer
Studie an verschiedenen Gruppen von GroRpapageien wurden fir die Gruppen “Kakadus”
(X = 427.704/ul [csp); X = 5.183.354 [SGZ]), “Amazonen” (X = 77.532/pl [csp); X = 675.050
[SGZ]), “Aras” (X = 70.068/ul [csp); X = 435.750 [SGZ]), “Eclectus ssp.” (X = 3.781.285/ul
[cspl; X = 35.828.804 [SGZ]), ,Loris” (X = 1.534.965/pl [csp]; X = 9.806.674 [SGZ]) und
»Andere” (X = 1.317.526/pl [cspl; X = 5.318.745 [SGZ]) unterschiedliche Werte ermittelt
(LIERZ U. A., 2013). Im Vergleich dazu lagen die Werte aus Spermaproben von Spix-Aras (X =

24.437,5/pl [csp]; X = 237.887 [SGZ]) deutlich darunter (FISCHER U. A., 2014a) (Tabelle 1).

2.5.3.5 Spermienmorphologie

Die Evaluation der Spermienmorphologie erfolgt an einem gefarbten Spermaausstrich,
indem eine qualitative und quantitative Differenzierung normaler von morphologisch
veranderten Spermien vorgenommen wird. Die Einteilung der pathomorphologischen
Veranderungen erfolgt nach Angaben der WHO in Kategorien nach unterschiedlicher
Prioritdt (WHO, 2010). Hierbei finden zuerst Kopfveranderungen, gefolgt von Hals- und
Mittelstlickveranderungen und Schwanzverdanderungen Beachtung. Da der Anteil der
lebenden, morphologisch unveranderten Spermien beim Haushuhn maligeblich den
Befruchtungserfolg bestimmt (BLESBOIS U. A., 2008), kann auch fiir andere Vogelspezies von
diesem Einfluss ausgegangen werden. Zahlreiche morphologische Abweichungen besitzen
einen negativen Einfluss auf die Spermiengeschwindigkeit (LUPOLD u.A., 2009). Eine
detaillierte Beschreibung der Spermienanomalien des Ganters wurde durch MARVAN U. A.

(1981) durchgefiihrt, wobei bis zu 30 % der Spermien morphologisch verandert waren.
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Davon entfielen 77 bis 83 % auf Kopfveranderungen, 1 bis 2 % auf Akrosomveranderungen
und 13 bis 16 % auf Veranderungen des Spermienschwanzes. Bei der morphologischen
Auswertung von StraulRenspermien traten durchschnittlich 17 % (5 -26 %) morphologische
Abweichungen auf (HEMBERGER U.A., 2001), Emuspermien wiesen hingegen im Mittel
lediglich 3 % membranintakte, abnorme Spermien auf (MALECKI UND MARTIN, 2000). Bei der
Evaluation von Spix-Ara-Spermien erschienen im Durchschnitt nur 26,5 % der Spermien
normal (FISCHER U. A., 2014a). Bei den morphologisch verdanderten Spermien traten die
meisten Verdnderungen am Kopf auf (50,2 %), gefolgt von der Schwanzregion (20,5 %),
dem Akrosom (2 %), gefolgt vom Verbindungsstiick (0,8 %) auf (FISCHER U.A., 2014a).
Nymphensittichspermien stellten sich in der Untersuchung von STELzER (2004) in 66,3 % als
Normospermatozoen dar, der Anteil der Verdanderungen entfiel nur zu einem geringen

Prozentsatz (1,5 %) auf Verdanderungen, die weder Kopf noch Hals betrafen.
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Tabelle 1: Vergleichende Mittelwerte (und Standardabweichungen) von Spermaparametern verschiedenen

Vogelspezies aus unterschiedlichen Ordnungen

Gattung/ vl (I)E;?Qf;'c- pmot  Viabi-
Ordnung Gruppe men pH [mOsm/ Csp [N/pl] SGZ [N] [%] litat Literatur
[ni] [%]
kg]
Nymphen-
sittich (STELZER,
(Nymphicus 1,6 9 k.A. 1.050.000 1.470.000 k.A. 41,7 90 2004)
hollandicus)
(GLORIA
Wellen- ;0?4)
?;\EE/C: 54% g, 3599 3723300 A 68,7 240 644 (Benncke,
; 1,2 ' ' + 92.900 S +9,7 2002)
psittacus 8,9 159 (SAMOUR
undulatus)
u. A.,
1986)
Monchsittich 8,1 710.000 (ANDERSON
(Myiopsitta  2°5F < kA 40000 E + KA. kA KA U A,
monachus) ! 8,5 : 1.600.000 2002)

. ' Spix-Ara 6,9 + 7,4 24.857 + 183.429 29,0 16,0 50,5 (Fischer et
Psittaci- | (Cyano- 59 + k.A. 23.509 + + +70 + al.,
formes | psitta spixii) ' 0,4 : 238.366 11,0 'Y 20,5 2014a)

ZKg:égsama- (FISCHER
5,9 k.A k.A. 21.252 k.A. k.A.  k.A. k.A.  U.A,
(Amazona 2013a)
quildingii)
Rosenkopf-
chen 1,6 + 7.194.000 48,4 44,4 (DOGLIERO,
(Agapornis 06 k.A k.A. + k.A. + + k.A. 2015)
gaporr ' 6.735.100 28,1 26,3
roseicollis)
Kakadus 12,4 7 k.A. 427.704 5.183.354 77,9 71,5 90,3
Aras 7,4 6,8 k.A. 70.068 435.750 75,8 70 87,1 n
1ERZ
Amazonen 85 7,3 k.A. 77.532 675.050 80 75 87,9 U. A,
Edelpapa- 4,4 ;, (A 3781285 3582880 g3 o3 g4 o 2013)
geien 4
Loris 6,3 k.A k.A. 1.534.965 9.806.674 86,8 81,4 959
(BURROWS
UND QUINN,
Haushahn 78.0 (1335?_')1_
(Gallus bis 75 KA 6.600.000 KA i’ KA 82,3 VAMA
gallus 3000 7 S + 530.000 S 12,0 ’

Galli- domesticus) 1,7 1952)

formes (TABATA-
BAEI ET AL.,
2009)
Bronze-
(KAMAR
Truthahn 2.450.000
(Meleagris 290 k.A k.A. 8.500.000 000 k.A.  k.A. 83,2 ligt;z;QIZIK,
gallopavo)
. | SpieBente 66,0 8,5 5.700.000 57,4 (PENFOLD
gnsen | (anas £ 2 2PF + KA. £ 27F KA ua,
acuta) 14,1 0,1 ! 4.300.000 6,1 ! 2001)
... . | Bengalgeier 340 7,1 46,8 (UMAPATHY
Feapitic | (Gyps £+ kA o400 KA. £ kA kA U A,
bengalensis) 260 0,2 i 16,5 2005)
(HEM-
. StrauB 640 7,3 16.400.000 78,0
:f{;:;‘gs (Struthio + o+ KA + KA. £ kA D00 BeReR
camelus) 220 0,1 5.200.000 4,0 ! 2'00'1’)

Spermienkonzentration
(PMQT); keine Angabe (k. A.)

(Csp); Spermiengesamtzahl

(SGZ); Gesamtmotilitat (MOT);

Vorwaértsmotilitat
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2.6 Spermakonservierung

Die zunehmende Nachfrage nach den Techniken der assistierten Reproduktion in
Erhaltungszuchtprogrammen (BLANCO U.A., 2009) trug dazu bei, dass gezielte
Untersuchungen zur geeigneten Spermakonservierung notwendig wurden (LAKE, 1960;
VAN WAMBEKE, 1967; LAKE UND RAvie, 1981). Die Moglichkeit der Verdinnung und
Konservierung von Vogelspermien wirde Zuchtprogramme von bedrohten Vogelarten
vereinfachen, indem Sperma auch Uber weite Strecken hinweg transportiert werden
kdnnte. Zudem ware es moglich das Sperma von korperlich beeintrachtigten Mannchen,
die zu natirlicher Kopulation nicht mehr fahig sind, in den Genpool zu inkludieren, sowie
die Aufteilung von Sperma genetisch wertvoller Mannchen auf mehrere Weibchen, um so

die genetische Information schneller in der Population zu verbreiten (LIERZ U. A., 2016).

2.6.1 Kurzzeitkonservierung

2.6.1.1 Spermaverdiinner

Bedingt durch die kleinen Volumina kommt es insbesondere bei Vogelsperma schnell zu
einer Dehydratation (BLANCO u. A., 2009). Um dies und weitere schadliche Einflisse, wie
zum Beispiel Energieverlust oder das Auftreten toxischer Stoffwechselwechselprodukte,
zu verhindern, muss das Sperma nach der Entnahme bis zur Verdinnung vor
Temperatureinfliissen geschiitzt gelagert werden. Spermaverdiinner sind gepufferte
Elektrolytlosungen, die dazu dienen, die Spermienbefruchtungsfahigkeit Uber einen
gewissen Zeitraum zu erhalten, indem sie die Plasmalemm stabilisieren, Energiesubstrate
bereitstellen und schadliche Schwankungen von pH-Wert und Osmolalitdt verhindern
(BILGILI U. A., 1987; SIUDZINSKA UND LUKASZEWICZ, 2008). Fir Gefligelsperma wurde gezeigt,
dass mit Hilfe eines geeigneten Verdiinners eine Lagerung von Sperma bei
Kihlschranktemperatur bis zu 24 Stunden maoglich ist, ohne zu einer Beeintrachtigung der
Vitalitat oder Befruchtungsfahigkeit zu fihren (VAN WAMBEKE, 1972; SExTON, 1977, 19783;
LAKE UND RAVIE, 1979). Um den optimalen Erhalt der Spermienfunktionen zu gewahrleisten,
sollten pH-Wert und Osmolalitdt des Spermaverdiinners moglichst identisch zu den
Werten des Seminalplasmas der betreffenden Vogelart sein (SIUDZINSKA UND LUKASZEWICZ,

2008). Hahnensperma toleriert pH-Wertschwankungen zwischen 6,0 und 8,0 (VAN
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WAMBEKE, 1967; BOGDONOFF UND SHAFFNER, 1954), wobei die besten Fertilisationsergebnisse
in einem pH-Bereich von 6,8 bis 7,1 erzielt werden konnten (LAKE UND RAvVIE, 1979). Die
Befruchtungsfahigkeit bleibt hingegen in einem Osmolalitdtsbereich zwischen 250 und
460 mOsm/kg erhalten, wobei die ideale Osmolalitdt mit 325 bis 350 mOsm/kg eng
begrenzt ist (SEXTON UND FEwLASS, 1978). Beginnend mit den ersten Versuchen der
Entwicklung eines synthetischen Verdilinners fiir Spermien des Haushahns (LAKE, 1960),
sind die Untersuchungen zur optimalen Spermaverdiinnung bei den verschiedenen
Vogelarten immer noch nicht abgeschlossen. Seit Entdeckung der Glutaminsdure als
Hauptbestandteil des Vogelseminalplasmas (CHERMS, 1967; LAKE UND MCINDOE, 1959; LAKE
U.A., 1958) wird diese in Verdinnern fiir avidres Sperma eingesetzt. Viele gepufferte
Salzlésungen konnen als Spermaverdiinner genutzt werden, wovon einige mittlerweile
kommerziell erhiltlich sind (z.B. 6-Hour SemAid™, PHL Associates, Inc., Davis, CA, USA;
Ovodyl™ Poultry Semen Extender, IMV International Corp., Maple Grove, MN, USA).
Haufig genutzte Spermaverdiinner bei Wirtschaftsgefliigel sind der Verdiinner nach LAKE
UND STEWART (1978) und der Beltsville-Poultry-Semen-Extender (BPSE) (SExTON, 1977). Dem
gegenliber steht die Herstellung eigener Spermaverdiinner, die auf die individuellen
Bedirfnisse der jeweils untersuchten Vogelspezies angepasst sind und spezifische Zusatze
wie z.B. pasteurisierte Milch, Eiweil}, Eidotter oder Antibiotika enthalten konnen (SExTON
UND FEwLAss, 1978). BLANCO U.A. (2011) stellten einen positiven Einfluss von
Betainhydrochlorid auf die Spermienviabilitat und -motilitat von Truthdahnen durch Zugabe
in den Verdinner fest, wahrend die Spermaqualitdit von Kanadakranichen (Grus
canadensis) durch die Zugabe von Adenosintriphosphat (ATP) verbessert wurde.
Gefligelspermaverdiinner dienen haufig als Basis zur Entwicklung von Verdlinnern fir
nichtdomestizierte Vogelspezies. So diente der Verdiinner nach LAKE UND STEWART (1978)
(Lake-Verdiinner) zur Spermaverdinnung von Blaukronenamazonen vor artifizieller
Insemination (BrRock, 1991). SAMOUR U.A. (1988) ermittelte bei Wellensittchen eine
Spermienmotilitatsrate von 89 % bei der Verwendung des Lake-Verdiinners, verglichen
mit 92 % unter der Verwendung von Biggers, Whitten und Whittinghams Medium.
BEHNCKE (2002) untersuchte den Einfluss dreier Verdiinnungsmedien (1%ige Ringer®-
Glukose-Mischung, 5%ige Glukoseldsung, Ringer®-Losung) auf die Qualitdt und
Halbwertszeit der Spermienbeweglichkeit von Wellensittichen. Hierzu wurden drei

unterschiedliche Ejakulate von (Vs = 1,6 pl; 2,3 pl und 4,3 pl) jeweils gedrittelt und auf
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einen Objekttrager gegeben. Zu jeder Spermaportion wurden 20 pl der auf 37 °C
vorgewarmten Losungen gegeben und mit einem Deckglas bedeckt. Unter 400facher
VergroBerung wurde nun die Spermienmotilitdat semiquantitativ ermittelt. Zudem wurde
zusatzlich die Zeit ermittelt, nach der augenscheinlich nur noch die Halfte der Spermien
beweglich war (BEHNCKE, 2002). Bei der Auswertung erwies sich die 1%ige Ringer-Glukose-
Mischung als am besten geeignet, da sie eine konstante Einzelbeweglichkeit der Spermien
Uber einen Zeitraum von zwei Minuten garantierte. Im Vergleich dazu war die
Einzelbeweglichkeit der Spermien bei Verwendung der Ringer®-Losung deutlich geringer,
jedoch Uber einen langeren Zeitraum (funf Minuten) nachvollziehbar. Bei der 5%igen
Glukoselosung bewegten sich die Spermien zwar schneller, jedoch lieR die Beweglichkeit
in weniger als einer Minute stark nach (BEHNCKE, 2002). In einer dhnlich konzipierten
Studie evaluierte SteLzER (2004) den Einfluss sechs verschiedener Verdiinnermedien
(Ringer®-Losung, 1%ige Glukoselosung, 5%ige Glukosel6sung, Verdlinner nach LAKE UND
STEWART (1978), Verdiinner nach SCHRAMM UND LOHLE (1984), Verdiinner nach BECHSTEDT U. A.
(1974)) auf die Vorwartsbeweglichkeit von Papageienspermien liber einen Zeitraum von
120 Minuten. Die Spermaprobe wurde zu 30 pl des jeweiligen angewarmten
Verdiinnungsmediums gegeben, wovon 5 ul sofort auf einen angewdarmten Objekttrager
gegeben und wiederum mit 10 pl des jeweiligen angewarmten Verdinnungsmediums
vermischt wurden (STELzER, 2004). Unmittelbar danach wurde in 400facher VergréRBerung
in drei verschiedenen Gesichtsfeldern die Vorwartsbeweglichkeit eingeschatzt und davon
der Mittelwert gebildet. Die verdiinnte Spermaprobe wurde zwischen den
Untersuchungszeitpunkten im Kihlschrank bei + 5 bis + 8 °C gelagert. Nach jeweils 10
Minuten, 30 Minuten, 60 Minuten und 120 Minuten wurden wiederholt 5 ul der
Spermiensuspension mit weiteren 10 pl des angewarmten Verdinners auf einem
angewarmten Objekttrager vermischt und unter dem Mikroskop beurteilt. Die Werte fir
die Vorwartsbeweglichkeit wurden in folgende Intervalle eingeteilt: x =0 %, 0 % < x <
10%, 10 % < x <25 %, 25 <x <50 %, 50 % <x <75 % und 75 % < x £ 100 %. Insgesamt
wurden 14 Spermaproben von 7 verschiedenen Tieren (4 x Nymphensittch, 1 x
Rosenkopfchen, 2 x Wellensittich) auf diese Weise untersucht. Bei allen untersuchten
Proben jeder Vogelart zeigte sich, dass die besten Ergebnisse unter Verwendung der
1%igen Glukoselosung erzielt werden konnten. Bei den Nymphensittichen lag die

Vorwadrtsbeweglichkeit innerhalb der ersten 30 Minuten zwischen 40 % und 60 %. Nun
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folgte ein linearer Abfall auf unter 10 % bis zum Ende der Messreihe nach 120 Minuten.
Wahrend der Verwendung von Ringer®-Losung und 5%iger Glukose- Losung lag die
Vorwdrtsbeweglichkeit anfangs zwischen 40 % und 50 %, dann fiel die Kurve der
Ringer®-Losung zlgig steil ab, sodass schon nach 30 Minuten die Vorwartsbeweglichkeit
der Spermien unter 10 % fiel und nach 60 Minuten bei null lag. Die 5%ige Glukoseldsung
zeigte insgesamt einen flacheren Abfall, nach 60 Minuten war nur noch eine
Vorwartsbeweglichkeit von unter 10 % zu verzeichnen und nach 120 Minuten fand
keinerlei Bewegung mehr statt. Bei Verwendung des Verdiinners nach LAKE UND STEWART
(1978) lag die Vorwartsbeweglichkeit wahrend der ersten 10 Minuten zwischen 10 % und
20 %. Nach 30 Minuten war diese bereits unter 10 % gefallen und sank dann flach tber die
niachsten 90 Minuten bis zu 0 % (STELzER, 2004). Bei den beiden Proben des
Rosenkodpfchens erzielte der Verdinner nach LAKE UND STEWART (1978) ahnlich gute
Ergebnisse wie die 1%ige Glukosel6sung, sodass bei beiden Verdiinnern am Ende der
Beobachtungszeit noch eine Beweglichkeit von ca. 30 % zu verzeichnen war (STELZER,
2004). Bei der Verdiinnung des Wellensittichspermas begann die Vorwartsbeweglichkeit
bei 5%iger Glukoselosung bei 70 %, bei 1%iger Glukoselosung hingegen nur bei 50 %.
Nach 120 Minuten Beobachtungszeit lag die progressive Motilitdt bei beiden verwendeten
Losungen bei ca. 25 %. Bei Verwendung des Verdiinners von LAKE UND STEWART (1978) lag
die Vorwartsbeweglichkeit anfangs zwischen 50 und 60 %, fiel jedoch schon nach 10
Minuten rasch unter 20 % (STELzER, 2004). Die restlichen untersuchten Verdiinner erzielten
bei den Vogelspezies insgesamt schlechtere Ergebnisse. Weitere detaillierte Studien zu
Spermaverdiinnern bei Papageienspezies existieren in der aktuell verfligbaren Literatur

hingegen nicht.

2.6.2 Langzeitkonservierung

Die Kryokonservierung von Sperma ermoglicht durch Senkung aller Stoffwechselvorgange
eine nahezu unbegrenzte Lagerungsdauer durch Tiefgefrieren in flissigem Stickstoff (LN2)
bei -196 °C (MazuUR, 1984). Sowohl in der Human-, als auch in der Veterindarmedizin ist die
Tiefgefrierung von Spermien ein etabliertes Verfahren. Bei den Haussaugetieren, vor allem
beim Rind, ist der Einsatz von kryokonserviertem Sperma (blich; so wurden bereits im
Jahr 1998 in Europa 61% der Kiihe mit kryokonserviertem Sperma besamt (THIBIER UND

WAGNER, 2001). Im avidren Bereich wurde die Kryokoservierung von Sperma bisher nur bei
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zwolf Vogelspezies beschrieben. Aus der Ordnung der Greifvogel gelang die erfolgreiche
Kryokonservierung von Spermien in Einzelféllen lediglich beim Wanderfalken (PARKS U. A.,
1986; BLANCO U. A., 2002b) und beim Steinadler (KNOWLES-BROWN UND WISHART, 2001). GEE
U.A. (1993) demonstrierten anhand einer Befruchtungsrate von 29 % und daraus
resultierender Schlupfrate von 12,5 % nach artifizieller Insemination mit Tiefgefriersperma
(TG-Sperma) des Buntfalken, dass die Techniken der Kryokonservierung und der Al auf
dem Gebiet der Reproduktionsmedizin bei Vogeln bei weitem nicht hinreichend erforscht
sind. PARKS U. A. (1986) erzielten nach Al mit TG-Sperma von Wanderfalken eine dhnliche
Befruchtungsrate (33,3 %; 2/6 Eiern). Weitere Vogelspezies, deren Sperma erfolgreich
kryokonserviert wurde, sind die Kragentrappe (Chlamydotis undulata) (HARTLEY U.A.,
1999), der Kanadakranich (GEE u. A., 1985), die Kanadagans (GEE UND SEXTON, 1990), der
Himalaya-Glanzfasan (Lophophorus impejanus) (DURRANT UND BURCH, 1991), der Silberfasan
(Lophura nycthemera) und der Edwardsfasan (Lophura edwardsi) (Rose, 1996), der
Konigspinguin (Aptenodytes patagonicus) (O’BRIEN UND ROBECK, 2014) und der Magellan-
Pinguin (O’BRIEN U.A., 1999). Aus der Ordnung der Psittaziden gelang die
Kryokonservierung von Spermien bislang einzig beim Wellensittich. SAMOUR u. A. (1988)
erzielten durch Al mit TG-Sperma eine Befruchtungsrate von 66,6 % (16/24), aus den Eiern
schliipften insgesamt 12 Wellensittichkiiken. Die mitunter dirftigen Ergebnisse der
Versuche der Kryokonservierung von Vogelsperma lassen sich womoglich durch die
spezielle Anatomie der Vogelspermatozoen im Vergleich zu Sdugetierspermien erklaren.
Durch den langgestreckten, sehr schmalen Kopf und das geringe Zytoplasmavolumen
kdnnen Kryoprotektiva nur ungeniigend in den Spermienkopf eindringen und zusétzlich
zeigt sich der langere Spermienschwanz empfindlicher fir Tiefgefrierschaden (DONOGHUE
UND WISHART, 2000; HAMMERSTEDT UND GRAHAM, 1992). Die Befruchtungsraten in der
Kryokonservierung aviarer Spermien liegen vergleichsweise niedrig zu den routinemaRig
erzielten Raten bei Rindern (Bos primigenius taurus) (ca. 65 %) (JANUSKAUSKAS U. A., 1999).
Die Grinde fiir diese Diskrepanz liegen zum einen in der héheren Sensitivitat gegenliber
den Einfrier- und Auftauprozessen. Des Weiteren wird auch eine, durch die
Spermienzusatze bedingte, veranderte Funktionalitdt der Spermienaufbewahrung und des
Spermientransportes im weiblichen Tier angenommen (DONOGHUE UND WISHART, 2000). Von
BAKST U. A. (1994) ist bekannt, dass selbst von intravaginal inseminiertem Frischsperma nur

ca. 1 — 2 % der Spermien die Uterovaginaldriisen erreichen, wo sie flir mehrere Wochen
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gespeichert werden kénnen, bevor sie zum Infundibulum weiterwandern. Bei einer solch
ausgepragten intravaginalen Selektion miissen die inseminierten Spermien eine hohe
Ausgangsqualitat aufweisen, um Uberhaupt zu einer erfolgreichen Befruchtung fahig zu
sein, besonders da die Spermienqualitdt durch den Einfrier- und Auftauprozess erheblich

beeintrachtigt wird (CEROLINI U. A., 2001).

2.6.2.1 Grundlagen der Kryokonservierung und Gefrierschaden

Bei -196 °C ist der einzig bestehende physikalische Zustand kristallin oder glasartig und es
laufen keinerlei thermodynamische Reaktionen mehr ab. Jedoch beeinflusst das
Uberleben der Zelle nicht die Verweildauer in diesem tiefen Temperaturbereich, sondern
die zweimalige drastische Temperaturveranderung, der die Zelle beim Tiefgefrieren und
beim Auftauen ausgesetzt wird. Die meisten Schaden entstehen dabei in einem kritischen
Zwischenbereich von -15 °C bis -60 °C (MAzUr, 1984). Fiir die Entstehung eines Hauptteils
der Gefrierschaden kommen im Wesentlichen zwei Ursachen in Betracht. Zum einen ist es
die intrazelluldre Eiskristallbildung, zum anderen betrifft es andere Losungseffekte, die
wahrend der Temperaturveranderung auftreten. Deren Auswirkungen werden maligeblich

von der Kihlrate beeinflusst und werden im Folgenden naher beleuchtet.
2.6.2.1.1 Kalteschock ,,cold shock”

Bei der Abkiihlung von +15 °C auf +1 °C erfahren die Spermien einen Stress, der als
,Kalteschock” bezeichnet wird (MoRrRris, 1987). Hinsichtlich der Kalteschocksensibilitat der
Spermien bestehen jedoch tierartliche und individuelle Unterschiede. So reagieren
Spermien des Ebers (Sus scrofa domesticus) extrem empfindlich auf
Temperaturveranderungen, wahrend Geflligelspermien eine vergleichsweise hohe
Kalteresistenz besitzen. Durch die Abkiihlung kommt es zu einer Formveranderung der in
der Plasmamembran enthaltenen Phospholipide, wobei eine Streckung der
Fettsdaureketten auftritt, die eine Zusammenballung der Phospholipide bedingt. Die
Molekile der Membran kénnen sich folglich nicht mehr frei bewegen und es kommt zu
einer erhéhten Membranpermeabilitdit und dem Verlust metabolischer Funktionen
(CROWE U. A., 1989; DROBNIS U. A., 1993; PARKS UND LYNCH, 1992). Die Membran wird durch

die Kalteschockeinwirkung durchlassig fir Substanzen, wie z. B. Sukrose, Natrium, Kalium,
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welche sonst nicht passieren kdnnen (DAW ET AL., 1973; QUINN AND WHITE, 1966; WATSON AND
PLUMMER, 1985). Mit sinkender Temperatur kommt es ebenfalls zu einem Absinken der
Spermienmotilitat bis hin zur Unbeweglichkeit aller Spermien. Dies ergibt sich aus dem
Energieverlust einerseits, die Zunahme der Membranpermeabilitdit und den Verlust
intrazelluldrer Molekiile und lonen anderserseits (MAzur, 1984). Die Membranschaden
des Spermienkopfes betreffen zuerst die Plasmamembran und danach die
Akrosommembran (WATSON U. A., 1987). Durch den Kélteschock wird auch die Aktivitat
verschiedener Enzyme herabgesetzt, wodurch die Glykolyse, die Fruktolyse und die
Atmungsaktivitat der Spermatozoen reduziert werden. Des Weiteren fihrt die
Temperatursenkung zu einer Verringerung der ATP-Produktion (QUINN, 1985), was eine
Effizienzminderung der ATP-abhdngigen membranstandigen Pumpen bedingt. Deren
Funktion ist fir die Aufrechterhaltung des lonengleichgewichts jedoch von grolRer
Bedeutung, weshalb es zu einer Verschiebung der lonenverhaltnisse und folglich zur
Depolarisation der Plasmamembran kommt. Die Depolarisation fiihrt wiederum zur
Offnung ladungsgesteuerter Kalziumkanile und somit zu einem Kalziumeinstrom und
Kalziumakkumulation im Inneren des Spermiums (QUINN UND WHITE, 1966). Bedingt durch
die erhohte Kalziumkonzentration im Zytosol werden Phospholipasen und Proteasen
aktiviert und Membrankomponenten infolgedessen hydrolysiert (GRAHAM U. A., 1990).
Insgesamt wird eine gravierende Erhéhung der Membranpermeabilitat ausgeldst, die bis

zum Tod der Zelle fihren kann.

2.6.2.1.2 Intrazellulare Eiskristallbildung

Im Temperaturbereich bis -5 °C bleiben intra- und extrazelluldares Wasser ungefroren. Im
Bereich zwischen -5 °C und -10 °C beginnt extrazellular eine Eiskristallbildung, wahrend
das intrazellulare Wasser weiterhin ungefroren bleibt (Abbildung 8; Mitte). Durch diese
Ungleichheit in beiden Kompartimenten entsteht ein osmotischer Druckgradient, dem
folgend das Wassers aus der Zelle hinaus in den Extrazelluldarraum stromt (MaAzur, 1984).
Die Temperaturspanne zwischen -15 °C bis -60 °C wird von MAzUr (1984) als , kritischer
Bereich” bezeichnet, da dort vermehrt Warme- und Wassertransporte zwischen dem
Intra- und dem Extrazelluldrraum auftreten, die zur irreparablen Schadigung der
Zellmembran und somit zum Tod des Spermiums flhren konnen. Die auftretenden

Schaden werden hierbei mafligeblich durch die Kihlrate bestimmt. Wenn die Kihlrate
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langsam genug gewahlt wird, ist das Spermium in der Lage intrazellulares Wasser schnell
genug durch Exosmose zu verlieren, um die intrazelluldren gelosten Substanzen zu
konzentrieren und somit einer Unterkiihlung entgegenzuwirken. Auf diese Weise wird das
chemische Potential des intrazelluldren Wassers mit dem des extrazellularen Wassers im
Gleichgewicht gehalten. Als Ergebnis findet statt der schadlichen intrazellularen

Eiskristallbildung eine reversible Dehydratation der Zelle statt (Abbildung 8, rechts oben).
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Abbildung 8: Physikalische Vorgdnge beim Gefrierprozess nach MAzuUR (1984)

rechts oben: reversible Dehydration der Zelle durch langsame Kiihlung; rechts mittig: intrazellulare
Eiskristallbildung bei schneller Kiihlung; rechts unten: Ausbleiben der intrazellularen Eiskristallbildung durch
Vitrifikation

Werden die Spermien jedoch einer zu schnellen Kiihlrate ausgesetzt, sind sie nicht in der
Lage schnell genug zu dehydrieren, um ein osmotisches Gleichgewicht zwischen Intra- und
Extrazellularraum herzustellen, in dessen Folgen die Zellen unterkiihlen und eine

intrazellulare Eiskristallbildung stattfindet (Abbildung 8, rechts mittig). Bei ultraschnellen
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Kihlraten von mehr als 10.000 °C/min, die bei der Methode der Vitrifikation Verwendung
finden, kommt es hingegen zu einem Ausbleiben der letalen intrazelluldren
Eiskristallbildung (Abbildung 8, rechts unten), indem die intrazelludre Flissigkeit in einen
glasdhnlichen Zustand Uberfihrt wird (RALL UND FAHY, 1985). Die intrazelluldre
Eiskristallbildung ist als Letalfaktor bei der Zellgefrierung einzustufen. Zusatzlich zum
Spermienkopf und -akrosom erfdhrt auch der Spermienschwanz Schaden durch
physikalische Stérungen, die durch Eiskristalle verursacht werden. So kénnen der Verlust
mitochondrialer Enzyme und eine Verzerrung des axialen Filamentkomplexes
hervorgerufen werden, die nachfolgend zum Motilitatsverlust fihren (PONTBRIAND U. A.,

1989).

2.6.2.2 Kryoprotektiva

Kryoprotektiva stabilisieren die Zellmembranen, verringern die Eiskristallbildung und
minimieren den Einfluss hoher Elektrolytkonzentrationen durch die Bindung von
Wassermolekilen. Durch den Einfriervorgang und hohe extrazellulare Salzkonzentrationen
kann es zu einem Stabilitatsverlust der Zellmembran oder einer Denaturierung der
intrazelluldren Proteine kommen, die mit einem Weiterleben der Zelle nicht vereinbar
sind (CROWE U. A., 1984). Um das Tiefgefrieren und ein Uberleben der Zellen bei einer
Temperatur von -196 °C zu sichern, ist der Einsatz von Gefrierschutzmitteln daher
essentiell. Vor iber 60 Jahren wurden die kryoprotektiven Eigenschaften von Glyzerin
beim Tiefgefrieren von Hahnensperma entdeckt (POLGE u. A., 1949), was die Techniken der

Spermakonservierung revolutionierte.

Die heutzutage verwandten protektiven Substanzen werden in penetrierende, also in die
Spermien hineindringende, und nicht penetrierende, demzufolge im Extrazellularraum
verbleibende Stoffe, eingeteilt (DOEBBLER, 1966; MERYMAN, 1971; MCGANN, 1978). Als
penetrierende Kryoprotektiva finden Stoffe wie Glyzerin, Dimethylsulfoxid (DMSO),
Dimethylacetamid (DMA), Ethylenglycol, Propandiol, Ethanol und andere Alkohole
Verwendung. Aufgrund der Membrandurchlassigkeit fiir das Kryoprotektivum erfolgt eine
Aquilibrierung zwischen dem beim Kiihlprozess aus der Zelle ausstrémenden Wasser und
dem einstromenden Kryoprotektivum. Somit wird die Schrumpfung der Zelle verhindert

(MAzur, 1984). Die nicht penetrierenden Kryoprotektiva gehéren zu den Gruppen der
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Monosaccharide (Galaktose, Glukose, Fruktose), den Disacchariden (Laktose, Trehalose,
Saccharose) oder den Lactamen (Methylpyrrolidon) (WIisHART, 1995). Ihre Wirkungsweise
ist derer der nicht penetrierenden Stoffe kontrdr. Sie beruht darauf, dass diese
Kalteschutzmittel den Anstieg der extrazellularen lonenkonzentration verzégern und somit
den Wasseraustritt aus der Zelle vermindern. Damit wird der Dehydratation der Zelle und

den entsprechenden Folgeschaden entgegengewirkt (MCcGANN, 1978).

Trotz der schiitzenden Eigenschaften der kryoprotektiven Substanzen darf deren
konzentrationsabhangige, toxische Wirkung auf die Spermien nicht auller Acht gelassen
werden. FAHY (1986) nennt zwei Hauptgriinde, weshalb die Toxizitat eine relevante Rolle in
der Kryobiologie spielt. Zum einen limitiert die Toxizitat die einsetzbare Konzentration des
jeweiligen Kryoprotektivums und somit auch dessen schiitzende Eigenschaften, zum
Anderen besitzt jedes Kryoprotektivum auch direkte schadliche Einflisse auf die
einzufrierenden Zellen und muss daher individuell fir die jeweilige Tierart und Zellart
evaluiert werden. Die toxischen Eigenschaft von DMSO wurden von MEeRYMAN (1967)
erstmals beim Einfrieren menschlicher Erythrozyten als proportional ansteigende
Hamolyse bei steigender Konzentration von DMSO entdeckt. Diese toxischen
Eigenschaften wurden fiir Methanol, Ethanol, Dimethylformamid und Diethylenglykol
bereits in geringen Konzentrationen bestatigt, wohingegen sie bei Glyzerin (10 mol/l),
Ammoniumazetat (6 mol/l) und Ethylenglykol (8 mol/l) erst ab wesentlich héheren
Konzentrationen auftraten (MEeRYMAN, 1971). Nichtsdestotrotz besitzt auch Glyzerin
spermienschadigende Eigenschaften. So ist das Glyzerinmolekil sehr viel groRRer als das
Wassermolekil und penetriert die Plasmamembran langsamer als Wasser (GAO U. A,,
1995). Wahrend Glyzerin also in die Zelle ein- oder ausdringt, wird diese einem massiven
osmotischen Stress ausgesetzt, der zu einer Schadigung der Plasmamembran fiihren kann
(HAMMERSTEDT UND GRAHAM, 1992). Kryoprotektiva geringerer GroRe, die folglich die
Plasmamembran schneller permeieren flihren zu weniger osmotischem Stress (PURDY U. A.,

2009; SAsAKI U. A., 2010).

In einem Vergleich des Einflusses von Glyzerin, DMA und DMSO auf den Anteil lebender,
morphologisch normaler Haushahnspermien hatte jedoch DMSO, trotz der geringsten
MolekilgroRRe, den schadlichsten Einfluss (22 — 26 %). DMA hatte vergleichsweise hdhere

Werte (62 — 68 %), die besten Ergebnisse wurden jedoch mit Glyzerin erzielt (72 — 76 %)
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(TSELUTIN U. A., 1999). Obwohl Haushahnspermien, die mit einem glyzerinhaltigen
Kryoverdiinner versetzt wurden, eine dhnliche Motilitat und Viabilitat wie unverdiinnte
Spermien besallen, war die Befruchtungsfahigkeit deutlich herabgesetzt. Dies wird durch
einen kontrazeptiven Effekt bedingt (SMITH UND POLGE, 1950; HAMMERSTEDT UND GRAHAM,
1992), der moglicherweise auf eine Behinderung des Spermientransportes im Eileiter
zurtickzufihren ist (ABOUELEZZ U. A., 2015a). Aus diesem Grund sollte Glyzerin vor einer
artifiziellen Insemination entfernt, beziehungsweise auf eine Konzentration < 0,1 M
abgesenkt werden (LAKE, 1986; Sexton, 1973, 1975). Die Entfernung kann durch
Verdiinnung und nachfolgender Zentrifugation, mehrfache, serielle Verdiinnung, oder
Dialyse erreicht werden (LONG UND KULKARNI, 2004). SAMOUR U.A. (1988) nutzten zur
Kryokonservierung von Wellensittichspermien Glyzerin als Kryoprotektivum, welches vor
der artifiziellen Insemination durch Dialyse entfernt wurde. Sie erzielten so eine
Fertilisationsrate von 66,6 %. Bei Kanadakranichen wurden die hochsten
Fertilisationsraten nach Al mit TG-Sperma, wenn dieses mit 10%igem DMSO eingefroren
wurde (X + SD = 73,9 + 20,4 %), im Vergleich dazu lagen die Fertilisationsraten von 18
%igem DMA (X £ SD = 57,7 £ 14,4 %) und 26%igem DMA (X + SD = 41,7 + 12,9 %) deutlich
niedriger (BLANCO U. A., 2012). Bei der Kryokonservierung der Spermien von Magellan-
Pinguinen mit Hilfe von 16%igem DMSO oder 16%igem Ethylenglykol wurde kein
statistischer Unterschied hinsichtlich Motilitat, Viabilitat und Morphologie zwischen den
Kryoprotektiva ermittelt (O’BRIEN U.A., 1999). BAKST UND SEXTON (1979) fiihrten eine
elektronenmikroskopische Untersuchung der morphologischen Schaden von Haushahn-
und Truthahnspermien nach Kryokonservierung mit DMSO durch. Hierbei zeigte sich, dass
bei beiden Spezies 60 — 70 % der Spermien nach dem Auftauen eine defekte
Plasmamembran aufwiesen, von denen wiederum 25 % der Képfe und Halse gekrimmt
erschienen und bei 75 % geschwollene Mitochondrien sichtbar waren. In einer weiteren
Untersuchung zum Einfluss verschiedener Kryoprotektiva (Glyzerin, Methylformamid,
DMSO, Ethylenglykol) auf die Spermienmorphologie von Haushdhnen traten die meisten
Anomalien bei der Verwendung von DMSO auf. In allen Proben traten hauptsachlich
gekrimmte Spermien mit verdndertem Mittelstlick auf. Interessanterweise war ein
signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Kryoprotektiva jedoch erst nach

dem Einfrierprozess zu verzeichnen (MAEDA U. A., 1984).
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2.6.2.3 Kiihlraten

2.6.2.3.1 Schnelle Kiihlraten

Abgesehen von der Verwendung geeigneter Kryoprotektiva sind die einzusetzenden Kiihl-
und Auftaugeschwindigkeiten speziesspezifisch unterschiedlich und von der GréRe der
einzufrierenden Zellen abhangig. Das anhand von Haushdhnen entwickelte Protokoll zur
Kryokonservierung von Spermien sah nach der Verdiinnung eine Abkihlung auf +5 °C vor,
indem die Probe (iber Eis gelagert wurde (MAzuUr, 1984). Im nachsten Schritt erfolgte die
Zugabe des Kryoprotektivums und eine ausreichend lange Aquilibrierungsphase, um die
Penetration des Kryoprotektivums ins Innere der Zelle zu erméglichen (HAMMERSTEDT U. A.,
1990; AMANN UND PIckeTT, 1987). Eine optimale Befruchtungsfahigkeit der Spermien wurde
von SEXTON (1980) erreicht, wenn die Spermaproben von +5 °C auf -20 °C mit einer Rate
von 1 °C/min gekihlt wurden, dann in Stickstoffdampf mit einer Rate von 30 °C/min auf
-80 °C gekuhlt und anschlieRend in fliissigem Stickstoff versenkt wurden. Eine genaue
Evaluation der Gefrierrate ist bei dieser Methode jedoch schwierig. Vielmehr hangt die
Kihlrate vom Volumen der Spermaprobe, dem Durchmesser der Pailetten, sowie ihrem
Abstand zur Oberfldache des fliissigen Stickstoffs ab. Bei einem Abstand von 5 cm wird das
Kiihlgut mit einer Geschwindigkeit von etwa 60 °C/min eingefroren (HEITLAND U. A., 1996).
Eine weitere Methode zur schnellen Kiihlung besteht in der Methode des ,direct
plunging”, indem die mit Spermal6dsung gefiillten GefaRe (Cryovials, Pailetten, etc.) oder
aber als Pellet direkt in fliissigen Stickstoff Uberfihrt werden, ohne dass eine
vorangegangene Lagerung im Dampf stattgefunden hat. Auf diese Weise werden sehr
hohe Kihlraten erzielt, mit denen Fertilisationsraten von bis zu 92,7 % bei Legehennen
erreicht werden konnten (TSELUTIN U. A., 1999). Die Methode der Vitrifikation, die erstmal
von LUYET UND HoDAPP (1938) anhand von Froschspermien entwickelt wurde, beruht auf
einem 3hnlichen Prinzip. Durch das Uberfiilhren sehr kleiner Volumina in fliissigen
Stickstoff werden ultraschnelle Kiihlraten von mehr als 10.000 °C/min erreicht, was in
Kombination mit einer hohen Konzentration an Kryoprotektiva (30 — 50 %) zu einem
Ausbleiben der letalen intrazellularen Eiskristallbildung fihrt und stattdessen in einer
glasahnlichen Erstarrung der Zellflissigkeit resultiert (RALL UND FAHY, 1985). Da solche
hohen Konzentrationen an Kryoprotektiva jedoch ihrerseits toxische bis letale Wirkung auf

die relativ kleinen Spermatozoon besitzen, wird diese Methode vorwiegend fiir die sehr
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viel grolReren Oozyten und Embryonen genutzt (VAJTA U.A., 1998; Coso U.A., 2008;
SARAGUSTY UND ARAv, 2011). Bei der Kryokonservierung humaner Spermien gelang es
jedoch, Motilitatsraten von 49,5 + 12,5 % (X £ SD) nach Vitrifikation ohne Kryoprotektiva,
im Vergleich zu 37,9 + 14,4 % (X + SD) nach konventionellem Tiefgefrieren zu erreichen
(NAWROTH U. A., 2002). Ahnliche Versuche mit Sperma von Hasenartigen (Leporidae),
Ratten (Rattus sp.), Mausen (Mus sp.), Meerschweinchen (Caviidae) und Bullen schlugen
jedoch fehl und resultierten in Motilitats- und Viabilitatsraten nahe 0 % (HOAGLAND UND
PINcus, 1942). Beim Vogel existieren in der gegenwartig verfligbaren Literatur keine

entsprechenden Untersuchungen.
2.6.2.3.2 Langsame Kiihlraten

LAKE U. A. (1981) und LAKE UND RAVIE (1985) erzielten Fertilisationsraten von tiber 90 % nach
Al mit kryokonserviertem Hahnensperma, welches mit Hilfe eines programmierbaren
Minieinfrierautomatens (Type R202/200 R Planer Products Ltd, Sunbury, England)
eingefroren wurde. Auf diese Weise war es moglich die Proben mit einer konstanten Rate
von 1 °C/min bis zu einer Temperatur von -35 °C abzukihlen, wo eine
Aquilibrierungsphase von 5 Minuten eingehalten wurde, bevor eine schnellere Abkiihlung
auf -196 °C erfolgte. Langsame Kihlraten werden erst durch den Gebrauch dieser
programmierbaren Einfrierautomaten zuverlassig erreicht, was zusammen mit dem
Einsatz von Kryoprotektiva das spermienschadliche Phanomen des Kalteschocks
minimieren bzw. sogar umgehen kann. Im Inneren des Einfrierautomaten werden die
Spermaproben horizontal auf Metallrosten gelagert. Entsprechend der in der
Gefrierkammer gemessenen Temperatur wird der fllssige Stickstoff aus einem
Druckbehalter als Dampf in die Gefrierkammer geleitet. Der zerstaubte Stickstoff wird
Uber einen Turbinenventilator gleichmaRig in der Gefrierkammer verteilt, wobei die
Kristallisation spontan in Form eines Massenseedings ablauft. Nach Erreichen der
Endtemperatur wird das Gefriergut in flissigem Stickstoff gelagert (ZIRKLER, 2005).
BELLAGAMBA U. A. (1993) geben als Einfrierrate von Gefliigelspermien eine Kihlrate von
1 - 10 °C/min und eine Auftaurate von 50 — 70 °C/min an. In einer Studie von BLANCO U. A.
(2000) zeigte sich, dass die Spermien von Truthdhnen, Steinadlern, Habichtsadlern
(Hiernaetus fasciatus) und Wanderfalken durch schnelle Kiihlraten von ca. 50 °C/min

irreparabel geschadigt wurden, wohingegen eine langsamere Kihlrate von 1 °C/min (von
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+4 °C bis -20 °C), gefolgt von 2 °C/min (von -20 °C bis -70 °C) in signifikant hoheren
Viabilitatsraten resultierte. Lediglich die Spermienviabilitit von Haushdahnen und
Kaiseradlern (Aquila adalberti) war nach schnellen Kiihlraten von ca. 50 °C/min signifikant
hoher (20 £ 4 % und 64 + 6 %) als bei langsamer Gefrierrate (4 £+ 1 % und 20 * 3 %). Unter
Verwendung der schnellen Gefrierrate ergab sich bei beiden Spezies eine progressiv
steigende Spermienvitalitdt bei steigender DMA-Konzentration (BLANCO U. A., 2000). Das
Gegenteil war unter Verwendung der langsamen Kihlrate bei den Spermien des
Kaiseradlers der Fall. Hier kam es unter steigender DMA-Konzentration zu einer Reduktion
der Spermienvitalitit (BLANCO U. A., 2000). Die Unterschiede in der Uberlebensfihigkeit der
Spermien des Kaiseradlers konnen demnach nicht auf die Vertraglichkeit des
Kryoprotektivums, sondern tatsachlich auf die Einfriergeschwindigkeit zurtickgefihrt
werden. In einem weiteren vergleichenden Versuch an Sperma von Haushdhnen lieRen
sich mit Hilfe konventionell, das heifft mit Hilfe eines Einfrierautomaten, gefrorenen
Spermas Befruchtungsraten von 49,3 % erzielen, wohingegen schnell gekiihltes Sperma
lediglich eine Befruchtungsrate von 11,5 % erreichte (EHLING U. A., 2012). Das langsame
Einfrieren erfolgte hierbei in einem Einfrierautomaten in zwei Schritten. Von 0 °C bis
-35 °C fiel die Temperatur um 3 °C/min und von -35 °C bis -130 °C um 50 °C/min. Beim
schnellen Einfrieren wurden die Proben in einer Styroporkiste im Stickstoffdampf 4 bis

4,5 cm Uber dem flussigen Stickstoff eingefroren. Die Einfrierrate betrug -40 °C/min.

2.6.2.4 Auftauraten

Bei hohen Gefriergeschwindigkeiten kommt es zur Bildung kleinster intrazellularer
Eiskristalle, die thermodynamisch sehr instabil sind und beim Auftauen zur Aggregation
und zur Bildung groBerer Kristalle neigen. Dieses Phanomen der sogenannten
,Rekristallisation” tritt insbesondere bei gegensatzlichen Einfrier- und Auftauraten
(schnelles Einfrieren & langsames Auftauen / langsames Einfrieren & schnelles Auftauen)
auf. Die Rekristallisation verursacht jedoch massive Zellschdden (Mazur, 1984). Die
optimale Auftaurate ist daher abhangig von der eingesetzten Gefrierrate und kann eine
Minimierung der durch Rekristallisation aufgetretenen Schiaden bewirken (HAMMERSTEDT
U. A., 1990). Bei einer schnellen Gefrierrate sollte auch eine schnelle Auftaurate gewahlt

werden. Bei einer langsamen Gefrierrate ist hingegen auch eine langsame Auftaurate
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empfehlenswert. Humane Spermien werden in der Regel im Warmwasserbad bei 37 °C
aufgetaut (NAWROTH U. A., 2002; ISACHENKO U. A., 2005), wahrend bei Saugetierspermien
vereinzelt noch héhere Temperaturen (70 °C) zum Einsatz kommen (SODERQUIST U. A.,
1997). Das Auftauen von tiefgefrorenem Vogelsperma wird hingegen normalerweise
zwischen +2 und +5 °C vorgenommen (BAKST UND SEXTON, 1979; BLANCO U. A., 2011; EHLING
U.A., 2012), wobei von manchen Autoren auch Wasserbader von +37 °C zum Erreichen
schnellerer Auftauraten genutzt werden (MAEDA U. A., 1984; SAMOUR U. A., 1988; O’BRIEN
UND RoBECK, 2014). SEXTON (1980) taute Spermaproben von Haushahnen frihestens 24
Stunden nach einer schnellen Einfriermethode bei +2 °C in einem Eiswasserbad auf. In
einer anschlieBenden Al ergab sich eine Befruchtungsrate von 47 %. In einer Studie von
TSELUTIN U. A. (1999) wurden tiefgefrorene Spermaproben von Haushdhnen zum einen
durch Uberfiihren der Straws in ein +5 °C Wasserbad aufgetaut. Zum anderen wurden
Spermaproben in Pelletform auf 60 °C heiBen Thermoplatten aufgetaut. Bei einem
anschlieBenden Fertilisationsversuch ergaben sich die hochsten Fertilisationsraten bei
Verwendung der Pelletsuspension (schnelles Einfrieren/schnelles Auftauen). Ob jedoch
der Auftauprozess maRgeblich daran beteiligt war, ldsst sich schwer nachvollziehen, da die
Spermapellets nicht vergleichend im Wasserbad aufgetaut wurden. Nach einer moderaten
Einfrierrate von 5 °C/min untersuchten BLANCO U.A. (2012) den Einfluss zweier
verschiedener Auftauraten (moderat: 12,8 °C/min; langsam: 6,3 °C/min) auf die Viabilitat
und Motilitat von Kanadakranich- und Truthahnspermien, stellten hierbei jedoch keinen
signifikanten Unterschied fest. Die angestrebten Auftaugeschwindigkeiten sollten sich
demnach an den, fir die jeweilige Spezies geeigneten, Einfrierraten orientieren. Hier
scheint die Empfindlichkeit der Spermienmembran eine wichtige Rolle zu spielen, die
jedoch von Art zu Art unterschiedlich ist. BLANCO U. A. (2000) vermuten eine hdhere
Widerstandsfahigkeit von Haushahn- und Kaiseradlerspermien, da diese schnelle
Einfrierraten im Gegensatz zu den anderen untersuchten Spezies (Truthahn, Steinadler,
Habichtsadler und Wanderfalke) besser tolerierten. Letztendlich sollten die geeigneteten
Einfrier- und Auftauraten experimentell evaluiert werden, wobei die Ausgangswerte der

jeweiligen Raten von phylogenetisch verwandten Spezies (ibernommen werden kénnen.
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In der vorliegenden Arbeit wurde in einem ersten Schritt ein fiir Nymphensittichsperma
geeigneter Spermaverdinner evaluiert, indem drei verschiedene, bereits bei mehreren
Vogelspezies verwendete Verdiinner miteinander verglichen wurden. Nachfolgend wurde
ein geeignetes Kryoprotektivum zur Langzeitkonservierung von Nymphensittichsperma
evaluiert, wobei die Zytotoxizitdt der Kryoprotektiva im Fokus stand. In einem dritten
Schritt wurde der Einfluss der Kihlrate auf die Spermienqualitdit im
Kryokonservierungsprozess untersucht, indem die langsame, schnelle und ultraschnelle
Kihlung im Vergleich durchgefiihrt wurde. Das auf diese Weise entwickelte Protokoll
wurde abschlieBend hinsichtlich der Befruchtungsfahigkeit der Spermien Uberpruft.
Hierzu diente ein In-vivo-Fertilisationsversuch, um so die praktische Anwendbarkeit

anhand tatsachlich befruchteter Eier zu bestatigen.
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3. Material und Methoden

3.1 Nymphensittiche und Unterbringung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Nymphensittiche als Modelltiere ausgewahlt, da sie
aufgrund ihrer geringen GroBe und der Geselligkeit leicht zu halten sind. Zudem
reproduzieren sie auch in Menschenobhut nahezu ganzjahrig zuverldssig, was einen
moglichst ausgedehnten Untersuchungszeitraum garantierte. Uberdies lagen fiir diese
Spezies bereits Orientierungsdaten flir Spermaparameter zum Vergleich der Daten vor
und die Techniken der assistierten Reproduktion wurden bereits im Vorfeld der Studie an

Papageien dieser Spezies erfolgreich durchgefihrt.

Aus dem Nymphensittichbestand der Klinik fiir Vogel, Reptilien, Amphibien und Fische der
Justus-Liebig-Universitdt Gieen wurden 70 Versuchstiere ausgewahlt und klinisch
untersucht. Alle Végel waren erfahrene Zuchtvogel, die in den vorherigen Zuchtsaisons
bereits erfolgreich Nachwuchs produziert hatten. Ein Body Condition Score (BCS) von 3 bis
4 auf einer Skala von 1 bis 5 (1: sehr schlechte Kondition; 5: adip&s), sowie die Freiheit von
verschiedenen Infektionserregern (Chlamydia sp., Candida sp., Parrot Bornavirus, Aviares
Polyomavirus, Psittacines Circovirus, Paramyxovirus 1 & 3, Endo- und Ektoparasiten)
waren Bedingung fir die Aufnahme in die Studie. Die Nymphensittiche wurden zur
eindeutigen Identifizierung mit farblich unterschiedlichen und fortlaufend nummerierten
FuBringen markiert. Die Unterbringung erfolgte in separaten Volieren, bei denen der
AuBenbereich (iberdacht und somit vor Witterungseinflissen geschitzt war. Die
Temperatur im Innenbereich der Volieren betrug durchschnittlich 21 °C und es wurde ein
kinstliches Lichtprogramm (Arcadia 20 W Fluorescent Bird Lamp, 2,4 % UVB / 12 % UVA,
Arcadia Products plc, Redhill, United Kingdom) von 13/11 Stunden Licht-/Dunkelphase
gefahren. Die Nymphensittiche wurden mit einer rationierten Didt aus Kornerfutter (Big
Parakeets Prestige, Versele-Laga, Deinze, Belgien), sowie téaglich frischem Obst und
Gemise versorgt. Zweimal wochentlich wurde dem Futter eine Vitamin-
Mineralstoffmischung (Korvimin® ZVT & Reptil, WDT, Garbsen, Deutschland) zugegeben.
Frisches Wasser stand jederzeit ad libitum zur Verfiigung. In den Sommermonaten

wurden zusatzliche Wasserschalen als Bademoglichkeiten aufgestellt.
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3.1.1 Mannliche fertile Nymphensittiche zur Spermagewinnung

Aus drei GroBgruppen wurden jeweils 10 adulte, mannliche Nymphensittiche ausgewahlt,
sodass insgesamt 30 Tiere als Samenspender zur Verfligung standen. Diese wurden
zusammen mit den entsprechenden weiblichen Partnertieren in der jeweiligen
GroRgruppe belassen und zur besseren Erkennung mit farbigen FuBringen markiert. Jede
Gruppe war in einer separaten, kombinierten AuBen-, (2,4 x 2,9 x 2,4 m) & Innenvoliere
(2,4 x 3,0 x 2,4 m) untergebracht. Die ausgewahlten Samenspendertiere wurden im
weiteren Verlauf des Versuches in ihrer urspriinglichen Gruppe belassen. Die jeweiligen
Partnerinnen dienten lediglich zur sexuellen Stimulation der mannlichen Nymphensittiche
und wurden zu keiner Zeit des Versuches verwendet. Sie zdhlten daher nicht zu den

Versuchstieren.

3.1.2 Weibliche Nymphensittiche

Zur Durchfihrung des Inseminationsversuches wurden zwanzig weibliche Tiere, deren
Partner nicht als Samenspender dienten, aus den drei GrolRgruppen ausgewahlt. Sie
wurden zufillig in zwei Kleingruppen eingeteilt, sodass jede Kleingruppe aus zehn Hennen
bestand. Jede Kleingruppe wurde in einer AufRenvoliere (1,8 x 2,0 x 2,0 m) in Hor- und
Sichtkontakt zu den (brigen Gruppen vergesellschaftet. Zur Anregung des normalen
Reproduktionsverhaltens der weiblichen Nymphensittiche wahrend der
Fertilisationsversuche war die Vergesellschaftung mit mannlichen Partnertieren essentiell.
Zum Ausschluss einer natirlichen Befruchtung war es demzufolge notwendig, die 20
mannlichen Partnertiere vor der Vergesellschaftung zu sterilisieren (SAMOUR, 2002;
NEUMANN U. A., 2013) (s. Kap. 3.4.8.1). Jedem Paar stand ein ausgehohlter Baumstamm
(Nisthohlen Hackmann, Recke, Deutschland) als Nisthohle zur Verfiigung, um das
Reproduktionsverhalten anzuregen, als Nistmaterial wurde Vollholzgranulat (CHIPSI EXTRA

Small, J. RETTENMAIER & SOHNE GmbH & Co. KG, Rosenberg, Deutschland) verwendet.

3.1.3 Mannliche sterilisierte Nymphensittiche

Die jeweiligen mannlichen Partnertiere der 20 Hennen des Inseminationsversuches
wurden zum Ausschluss der natirlichen Befruchtungsfahigkeit einer endoskopischen

Vasektomie unterzogen (s. Kap. 3.4.8.1). Nach dem chirurgischen Eingriff wurden die
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mannlichen Tiere zunachst vier Wochen in einer separaten AulRenvoliere (1,8 x 2,0 x 2,0
m) in Hor- und Sichtweite zu ihren weiblichen Partnertieren gehalten, um eine natdirliche
Befruchtung mit in den kaudalen Bereichen der Samenleiter (Ductus deferentes)
residualem Sperma auszuschlieRen. Die Vergesellschaftung erfolgte nach Ablauf der
Separationszeit, indem jeweils zehn sterilisierte Mannchen in die Gruppe zu ihren

Partnerinnen gesetzt wurden.

3.2 Spermagewinnung von mannlichen, fertilen Nymphensittichen

Die  Entwicklung eines geeigneten Protokolls zur Kryokonservierung von
Nymphensittichspermien  erforderte  die  regelmadfige  Verfiigbarkeit  frischer
Nymphensittichspermaproben. Anhand dieser Spermaproben erfolgte die Evaluierung
verschiedener Spermazusdtze, sowie Kihlverfahren. Die Spermagewinnung erfolgte
einmal  wodchentlich  an  den 30 fertilen Nymphensittichhahnen. Das
Spermaentnahmeintervall von einer Woche wurde gewahlt, da dieses von SCHRAMM
(2005) als geeignet angegeben wurde, um eine ausreichend gute Spermaqualitat zu
erhalten. Langere Pausen zwischen den Spermaabnahmen vermindern hingegen die
Reaktionsfahigkeit auf die Massage und bewirken Degenerationen der Spermienzellen
und des Spermienbildungsgewebes in den Hoden. Obwohl bei Haushahnen sogar drei- bis
finfmal wochentlich eine  Spermagewinnung erfolgen kann, reagierte die
Kloakenschleimhaut der Nymphensittichhdahne jedoch sehr empfindlich auf die haufigere
Massage, sodass bei kirzeren Spermaentnahmeintervallen Verunreinigungen der
Ejakulate durch Blut auftraten. Die Spermagewinnung wurde erstmals im April 2012
durchgefiihrt und bis zum April 2016 vorgenommen. Hierbei wurde die Massagemethode
nach NEUMANN U. A. (2013) angewendet. Ungefdhr eine Stunde vor der Spermaentnahme
wurden die Tiere mit Hilfe eines Keschers aus der Gruppe gefangen und in einen kleineren
Kafig (86 x 54 x 95 cm) gesetzt, um einen Kotabsatz zu forcieren und somit das Risiko der
Ejakulatkontamination zu minimieren. Wahrend des Vorversuches wurden pro
Absamungstermin immer alle 30 Tiere gleichzeitig genutzt. Wahrend des Hauptversuches
wurde pro Absamungstermin nur bei zehn Nymphensittichhdahnen die Spermagewinnung
versucht. Bei einem Absamungsintervall von 1x/Woche/Vogel bedeutete dies, dass pro

Woche an drei Tagen jeweils zehn Tiere aus einer Gruppe separiert wurden. Zur
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Spermaentnahme wurden die Tiere durch eine Hilfsperson in Rickenlage fixiert. Falls
Verunreinigungen durch Exkremente vorlagen, wurde die Kloake mit weichen Tiichern
(Kleenex® Original, Kimberly-Clark GmbH, Koblenz, Deutschland) gereinigt. Daumen und
Zeigefinger der rechten Hand lagen beidseits der Kloake, wobei der Mittelfinger nahe der
Birzeldrise des Vogels positioniert wurde (Abbildung 9). Vorsichtige, entgegengesetzte
Bewegungen von Daumen und Zeigefinger flr eine Dauer von ca. 30 Sekunden fihrten zur
Ejakulation. Im Falle des Ausbleibens einer aktiven Ejakulation wurden durch vorsichtige
Massage der Abdominalregion von kranial nach kaudal die Samenleiter zur Kloake hin
ausgestrichen. Durch sanftes Zusammenpressen von Daumen und Zeigefinger seitlich der
Kloake konnte das Sperma tropfenférmig im Ventus (Kloakenoffnung) sichtbar gemacht
und durch Kapillarkrafte in einer glasernen, skalierten Mikrokapillare (Wiretrol® Il 1 to 5
ul, Drummond Scientific Co, Broomall, PA, USA) aufgefangen werden (Abbildung 10). Nach
der Spermaentnahme bis zur Untersuchung wurden die Glaskapillaren mit den einzelnen
Spermaproben in einer fir ihre sichere Aufbewahrung praparierten Plastikbox gelagert,
die sich in einer mit kaltem Wasser (+4 °C) und Kihlakkus gefiillten Kiihlbox befand. Die

Konstanz der Temperatur wurde durch ein digitales Thermometer tGberpruft.

A1
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Abbildung 9: Fixation und Anwendung der Abbildung 10: Digitale Illustration: Aufsaugen des
Massagemethode bei einem mannlichen Spermatropfens in die skalierte Mikrokapillare (a);
Nymphensittich (Nymphicus hollandicus) Quelle: HERMANNS (2014)
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3.3 Vorversuch

Im Vorversuch wurden die gewonnenen Spermaproben der Nymphensittiche einer
Qualitatsuntersuchung unterzogen, um grundlegende Ausgangswerte der Spermaqualitat
der Spendertiere als Vergleichswerte fir die spatere Entwicklung des
Kryokonservierungsprotokolls zu erhalten. Zudem sollten die zu untersuchenden
Spermaverdiinner exakt auf die Werte und Anforderungen von Nymphensittichsperma
angepasst werden, um moglichst gute Ergebnisse bei der Konservierung zu erzielen. In
einer Studie von STELZER (2004) wurden die angewendeten Spermaverdiinner nicht auf die
Bediirfnisse des Spermas der jeweiligen Vogelart angepasst, was in der vorliegenden
Studie verbessert werden sollte. Zudem wurden unverdiinnte Spermaproben
elektronenmikroskopisch untersucht, um die Spermienmembran im unbehandelten
Zustand beurteilen zu koénnen. Diese sollte nach der Entwicklung des
Kryokonservierungsprotokoll noch einmal an tiefgefrorenen Spermien im Vergleich

beurteilt werden, um gegebenenfalls Schaden besser beurteilen zu kénnen.

3.3.1 Makroskopische Spermauntersuchung

3.3.1.1 Volumen

Anhand der Skalierung der Mikrokapillare (Wiretrol® Il 1 bis 5 pl, Drummond Scientific Co,
Broomall, PA, USA) war es moglich, das in der Kapillare befindliche Volumen auf ca. eine

Nachkommastelle abzulesen.

3.3.1.2 Konsistenz und Farbe

Die Bestimmung der Ejakulatkonsistenz erfolgte wahrend des Aufsaugens in die
Mikrokapillare, wahrend die Farbe erst bestimmt wurde, wenn die gesamte Spermamenge
in der Kapillare war. Folgende Einteilung (Abbildung 11) wurde hierbei zugrunde gelegt:
Das Vorkommen von Kontaminationen wie Erythrozyten, Harnsaure und/oder Kot wurden

getrennt dokumentiert.
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Abbildung 11: Einteilung der Ejakulatfarbe und —konsistenz von Nymphensittichsperma

3.3.1.3 Geschéatzte Spermiendichte und —beweglichkeit

Zur Abschatzung der Spermiendichte der Probe, sowie der Beweglichkeit der Spermien
wurde die Glaskapillare auf einem Objekttrager (Assistent® Objekttrager Elka 76 x 26 mm,
Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim v. d. Rhon, Deutschland) fixiert und
in 100facher VergréRerung (Objektiv: Leica o=/-/B N PLAN 10x/R,25 526260, Leica
Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland) mit Hilfe eines Leica DM2500
Mikroskops (Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland) in ihrer ganzen
Lange durchmustert. Eine Einschatzung der Spermienanzahl erfolgte indem die
Spermiendichte im Inneren der Kapillare subjektiv von 0 bis 4 eingeteilt wurde, was nach
dem Schema in Tabelle 2 vorgenommen wurde. Die Spermienbeweglichkeit wurde
subjektiv geschatzt indem die Geschwindigkeit der Spermien am konkaven

FlUssigkeitsmeniskus innerhalb der Kapillare beurteilt und in das Schema in Tabelle 3

eingeteilt.
Tabelle 2: Vorabbeurteilung der Spermienanzahl von Tabelle 3: Vorabbeurteilung der
Nymphensittichsperma unmittelbar nach der Entnahme  Spermienbeweglichkeit von Nymphensittichsperma
im Inneren der Kapillare unmittelbar nach der Enthahme im Inneren der
Kapillare
. Anzahl Spermien Einteilung| Geschwindigkeit
Einteilung .
/ Gesichtsfeld -
) 0 keine Bewegung
0 keins
o ] 1 langsam
1 einige wenige
. 2 emachlich
2 viele g
3 sehr viele 3 zugig
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3.3.2 Chemisch-physikalische Spermauntersuchung

3.3.2.1 pH-Wert

Zur pH-Wert-Bestimmung wurde ein kleiner Tropfen Sperma (< 0,05 pl) der einzelnen
Spermaproben auf einen Streifen Spezialindikatorpapier (pH 5,5 -9,0; 54 - 7,0 & 6,4 —
8,0; Macherey-Nagel GmbH & co. KG, Diren, Deutschland) gegeben. Nach etwa 30
Sekunden Wartezeit wurde der Farbumschlag an der Rickseite des Indikatorpapiers mit

der Farbskala verglichen und der daraus resultierende Wert dokumentiert.

3.3.2.2 Osmolalitit

Die Messung der Osmolalitat erfolgte anhand von neun gepoolten Spermaproben. Diese
Anzahl der Messungen war mindestens notwendig, um auftretende Messabweichungen
auszugleichen und ein statistisch aussagekraftiges Ergebnis zu erhalten. Zur Messung der
Osmolalitat war ein Spermavolumen von mindestens 100 ul pro Messung notwendig. Die
Einzelejakulate von 30 Nymphensittichen wurden daher in einem ReaktionsgefaR
(Eppendorf® Safe-Lock Tubes 1,5 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bis zum
bendtigten Volumen gepoolt und bis zur Untersuchung in einer mit kaltem Wasser und
Kihlakkus gefiillten Kiihlbox bei +4 °C gelagert. Die Messung erfolgte einmal pro Woche
mit Hilfe eines Semi-Mikroosmometers (Loser Osmometer Typ 6, Loser Messtechnik,
Berlin, Deutschland) Uber das Verfahren der Gefrierpunkterniedrigung. Das Osmometer
wurde entsprechend der Herstellerangaben vor jeder Messung mit destilliertem Wasser
auf den Nullpunkt und mit Hilfe einer mitgelieferten NaCl-Lé6sung von 300 mosm auf einen
Standardpunkt kalibriert. Die im Reaktionsgefal} befindliche Probe wurde nun in den
Messkopf des Osmometers platziert, wodurch der Kihlprozess eingeleitet wurde. Nach ca.
einer Minute ertonte ein Summen, was die Unterkihlung der Probe anzeigte. Die
manuelle Auslosung des Gefrierens geschah durch das Eintauchen der mit Eiskristallen
besetzten Nadel in die Probe. Die Gefrierpunktserniedrigung im Vergleich zum reinen
Wasser stellt ein direktes MaR fiir die osmotische Konzentration dar. Reines Wasser
gefriert bei 0 °C, eine wassrige Losung mit einer Osmolalitdt von 1 osmol/kg H,0 bei -
1,858 °C was den folgenden Zusammenhang (Abbildung 12) ergibt. Aufgrund des linearen

Zusammenhanges zwischen Osmolalitdt und Gefrierpunkt stellt die Messung der
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Gefriertemperatur auch indirekt eine Messung der Osmolalitdt dar, weshalb vom
Osmometer der Wert in [mosm/kg H,0] direkt angezeigt wurde und eine Berechnung des

Osmolalitatswertes somit Gberfllssig war.

$

0 =
S 1000 [mosm]

x 1,858 [°C]

Abbildung 12: Berechnung der Gefrierpunktserniedrigung einer wassrigen Losung mit einer Osmolalitat von
1 osmol/l im Vergleich zu reinem Wasser

3.3.3 Mikroskopische Spermauntersuchung

3.3.3.1 Supravitalfirbung

Die Bestimmung des Anteils der lebenden Spermien im unbehandelten Ejakulat gehort zu
den wichtigsten Spermaqualitdtsuntersuchungen. Hierzu war es notwendig, eine
sogenannte Supravitalfarbung durchzufihren. In vorausgegangen Untersuchungen an
Papageiensperma hatte sich 2%ige Eosin B-Farbelosung als geeignet erwiesen (FISCHER

U. A., 2013b), sodass diese auch in der vorliegenden Studie Verwendung fand.

3.33.1.1 Eosin B-Farbung

Die Herstellung der 2%igen Eosin B-Farbel6sung (Rezeptur: s. Kap. 9.10.2.1) erfolgte zu
Anfang des Versuchsvorhabens. Die Farbel6sung wurde portioniert in Eppendorfgefaen
(Eppendorf® Safe-Lock Tubes 1,5 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) aufbewahrt
und bis zur jeweiligen Verwendung lichtgeschiitzt aufbewahrt. Das zur Farbung bendtigte
Volumen wurde mit sterilen Pipettenspitzen (10 pl, Sarstedt AG & Co., Nirnbrecht,
Deutschland) entnommen. Zur Vermeidung von Kontaminationen wurde fir jede
Entnahme eine neue, sterile Pipettenspitze verwendet. Zwei ul der Farbeldsung wurden
auf einem Objekttrager (Assistent® Objekttrdager Elka 76 x 26 mm, Glaswarenfabrik Karl

Hecht GmbH & Co. KG) mit einem gleich grofem Volumen Sperma vermischt und 15
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Sekunden bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die Anfertigung des Ausstrichs nach
Standardprozeduren durchgefiihrt wurde (WHO, 2010). Im getrockneten Ausstrich
wurden bei 400facher VergréRerung (Leica 506099<2/0.17/0 N PLAN 40x/0,65 PH2) unter
dem Mikroskop (Leica DM2500, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar,
Deutschland) 200 Spermien ausgewertet. Herbei wurden tote Spermien (rote Képfe) von
lebenden Spermien [weiRe/farblose Kopfe (Abbildung 16 (A)] differenziert und
nachfolgend die Lebend/Tot-Rate berechnet. Auf die beschriebene Weise wurden 70

zufallig ausgewahlte Einzelejakulate im Vorversuch evaluiert.

3.3.3.2 Spermienkonzentration und Spermiengesamtzahl

Die Bestimmung der Spermienkonzentration und der Spermiengesamtzahl wurde an
insgesamt 51 zufdllig ausgewahlten Einzelejakulaten nach bekannten Methoden
durchgefiihrt. Hierzu wurden 2 pl des nativen Spermas in einem ReaktionsgefaR
(Eppendorf® Safe-Lock Tubes 0,5 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) mit 18 pl
Aqua destillata versetzt (1:10 Verdiinnung). Nach mehrmaliger vorsichtiger
Durchmischung mit Hilfe einer Pipette (PIPETMAN Classic™ P100, Gilson Inc., Middleton,
WI, USA) wurden der Mischung weitere 180 ul Aqua destillata zugesetzt, sodass eine
endgiltige Verdiinnung von 1:100 vorlag. Eine Assistent® Neubauer-improved
Zidhlkammer (Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim v. d. Rhon,
Deutschland) wurde beidseitig mit der verdiinnten Spermal6ésung befillt und konnte nach
ca. 10 Minuten Sedimentationsphase in 400facher Vergroflerung unter dem Mikroskop
(Leica DM2500, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland) ausgewertet
werden. Hierzu wurden in beiden Kammern jeweils finf Kleinquadrate der
Erythrozytenzahlfelder ausgezdhlt, wobei Spermienkopfe, die auf dem rechten oder
oberen Rand eines Kleinquadrates lagen, nicht beachtet wurden. Spermienkopfe, die auf
dem linken oder unteren Rand eines Kleinquadrates lagen, gingen in die Zdhlung mit ein.
Die Spermienkonzentration ergab sich aus der nachfolgenden Formel (Abbildung 13). Die
Spermiengesamtzahl (SGZ) wurde durch die Multiplikation der Spermienkonzentration

(csp) mit dem Spermavolumen (Vs;) berechnet.
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Spermienkonzentration [n/ul] =

Anzahl gezahlte Spermien [N]

Oberfliche der ausgewerteten Quadrate [mm?] x Kammertiefe [mm]xVerdiinnung

Nx 100

Csp = 02x0,1x1

Csp, Spermienkonzentration

Abbildung 13: Berechnung der Spermienkonzentration von Nymphensittichsperma mit Hilfe der Assistent®

Neubauer-improved Zdhlkammer

3.3.4 Transmissionselektronenmikroskopie

Zur genauen Beurteilung der Spermienmembran wurde eine unbehandelte, gepoolte
Spermaprobe einer transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchung unterzogen.
Zum Ende des Versuchsvorhabens sollte eine weitere, vollstdndig das etablierte Protokoll
durchlaufende Probe auf die gleiche Weise evaluiert werden. So kénnen durch die
Behandlung entstandene Spermienmembranschaden sichtbar gemacht werden. Zur
elektronenmikroskopischen Untersuchung der Spermien war ein Volumen von mindestens
100 pl notwendig. Die einzelnen Ejakulate wurden daher in einem ReaktionsgefaR
(Eppendorf® Safe-Lock Tubes 1,5 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bis zum
bendtigten Volumen von 100 ul gepoolt und bis zur Ejakulateinbettung in einer mit kalten
Wasser und Kiihlakkus gefiillten Kihlbox bei +4 °C gelagert. Die gepoolte Spermaprobe
wurde nachfolgend fiir mindestens zwei bis maximal zwolf Stunden in 6%igem
Glutaraldehyd (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) in 0,1 M Natrium-
Cacodylatpuffer (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) fixiert. Nach
zehn-minitiger Zentrifugation bei 2000 rpm konnte der Uberstand abpipettiert werden,
wonach das verbliebene Pellet aus Spermien durch Waschung gereinigt wurde. Dies
erfolgte durch Zugeben von 1 ml 0,1 M Natrium-Cacodylatpuffer, der nach zehn-minditiger
Einwirkzeit durch Impulszentrifugation (2000 rpm) und Abpipettieren des Uberstandes
entfernt wurde. Die Waschung wurde drei Mal wiederholt. Die Nachfixierung erfolgte fir

60 Minuten in 1%igem Osmiumtetroxid (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland).
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Nachfolgend wurde der Waschungsschritt erneut drei Mal durchgefiihrt. Die
Entwasserung erfolgte durch schrittweises Zugeben von Ethanol (Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, Deutschland) in aufsteigender Konzentration (50 %, 70 %, 80 %, 96 %),
wobei jeder Schritt einer 15-minltigen Einwirkzeit bedurfte. Der letzte
Entwasserungsschritt bestand in einer einstiindigen Inkubation in 100 %igem Ethanal,
welches wahrend der Inkubation zwei Mal erneuert wurde, wozu wiederum eine
Impulszentrifugation (2000 rpm) nétig war, um einen spermienfreien Uberstand zu
erhalten. Als Zwischenmedium wurde Xylol (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
verwendet, welches in drei Schritten jeweils zehn Minuten Einwirkungszeit bedurfte.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation des behandelten Ejakulates in einem Gemisch aus
EPON® 812/Xylol (1:2) (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) uUber
Nacht, gefolgt von der Einbettung in EPON® 812 (iber vier bis sechs Stunden. Die
Polymerisation fand Uber 20 Stunden bei 60 °C statt. Ultradiinne Schnitte (< 0,1 um)
wurden mit Hilfe eines Mikrotoms mit Diamantmesser (Leica Reichert-Jung, Leica
Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland) angefertigt, auf Kupfernetze
verbracht und mittels 0,5%igem Uranylazetat und 0,2%igem Bleizitrat gefarbt (Leica
Reichert-Jung Ultrastainer, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland). Die
Schnitte wurden mit Hilfe eines Transmissionselektronenmikroskops (Zeiss EM 109, Carl
Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) bei 80 kV untersucht. Besonderes Augenmerk bei der
Auswertung wurde auf die Plasmamembranintegritat der Spermien gelegt. Hierzu wurden
die verschiedenen Bereiche des Spermiums (Akrosom, Kopf, Verbindungsstiick, Schwanz)
getrennt betrachtet. Pro Spermienregion wurden zufdllig 25 Anschnitte im
Elektronenmikroskop eingestellt, die nicht schrag angeschnitten und daher klar zu
erkennen waren. Diese Abschnitte wurden in der Ganze ihrer Abbildung eingehend auf die
Membranintegritat untersucht. Dabei wurde in die beiden Kategorien ,intakt” und , nicht
intakt” eingeteilt und dokumentiert. Diese Untersuchung wurde sowohl bei der
unbehandelten, als auch abschlieBend bei der behandelten, kryokonservierten
Spermaprobe durchgefiihrt, sodass insgesamt 200 Membranabschnitte betrachtet

wurden.



68 MATERIAL UND METHODEN

3.4 Hauptversuch

Nach der Gewinnung grundlegender Erkenntnisse zu Nymphensittichspermien durch den
Vorversuch erfolgte im Hauptversuch die eigentliche Entwicklung des Protokolls zur
Kryokonservierung von Nymphensittichsperma. Hierzu wurden im ersten Schritt
Spermaverdlinner laut Literaturangaben hergestellt und auf die Anforderungen von
Nymphensittichsperma, die sich aus dem Vorversuch ergaben, angepasst. Diese
modifizierten Verdlinner wurden in einem ersten Schritt einer vergleichenden
Untersuchung  unterzogen, um den Spermaverdiinner mit den besten,
qualitatserhaltenden Eigenschaften herauszufinden. In einem zweiten Schritt wurden die
Einflisse verschiedener Kryoprotektiva auf das mit dem ausgewahlten Spermaverdiinner
versetzte Nymphensittichsperma evaluiert. Aufgrund der toxischen Eigenschaften
samtlicher Kryoprotektiva (FAHY, 1986) ging es hier in erster Linie darum, dasjenige
Kryoprotektivum mit dem am wenigsten schidlichen Einfluss auf das Uberleben, die
Beweglichkeit und die Morphologie der Nymphensittichspermien zu evaluieren. Der dritte
Schritt beschéftigte sich mit dem Einfluss verschiedener Einfrierraten auf die
Spermienqualitdit des mit den evaluierten Spermaverdinnern und Kryoprotektiva
versetzten Spermas. AbschlieBend wurde die tatsachliche Anwendbarkeit des in vitro
entwickelten Protokolls auf das Nymphensittichsperma getestet. Hierzu wurde ein
Befruchtungsversuch mit Tiefgefriersperma im Vergleich zur artifiziellen Insemination mit

Frischspermaproben durchgefiihrt.

3.4.1 Herstellung der Verdiinner

Aus der verfligbaren Literatur wurden drei Spermaverdiinner ausgewahlt, die schon bei
einigen Vogelspezies zur Konservierung von Spermaproben eingesetzt wurden. Es
handelte sich um den Verdlinner nach LAKE UND STEWART (1978), den Verdiinner nach
BLANCO U.A. (2008) und den Beltsville-Poultry-Semen-Extender (Sexton, 1977). Diese
Spermaverdiinner wurden gemall Literaturangaben hergestellt. Hierzu wurden die
einzelnen Chemikalien mittels einer Feinwaage (SI-234, Denver Instruments GmbH,
Gottingen, Deutschland) abgewogen und in einen sterilen Erlenmeyerkolben (Enghals, 100
ml, Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH &Co. KG Sondheim v. d. Rhon, Deutschland)

verbracht, wo sie unter Zuhilfenahme eines Magnetriihrers (Ika® Ret basic, Ika®-Werke
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GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland) und durch Zugabe von Wasser fir
Injektionszwecke (Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, Deutschland) hitzefrei gel6st
wurden. Einzelheiten zur Komposition der Verdinner lassen sich den
Originalveroffentlichungen entnehmen (Abbildung 14). Der pH-Wert der so hergestellten
Spermaverdiinner wurde mit Hilfe eines pH-Meters (520 SevenEasy™ pH, Mettler Toledo,
GieRBen, Deutschland) bestimmt und durch die Zugabe von 1 M Natriumhydroxid (NaOH)
oder 1 M Salzsaure (HCI) auf den mittleren pH-Wert von Nymphensittichsperma (Tabelle
5) eingestellt. Hiernach erfolgte die Messung der Osmolalitdt der Spermaverdiinner nach
der in Kapitel 3.3.2.2 beschriebenen Methode. Abweichungen der Werte vom mittleren
Osmolalitatswert von Nymphensittichsperma wurden durch Modifikationen der Masse
der Chemikalien adjustiert und auf die Werte des Vorversuches eingestellt. Die Rezepte
der modifizierten Verdinner sind in Kapitel 9.10.1 dargestellt. Die modifizierten
Verdinner wurden steril filtriert (Millex® GP Filtereinheit, 0.22 um, 33mm, Merck
Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) und in kleinen Portionen zu je 10 ml in
sterile GefdRe (CELLSTAR® TUBES, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)
abgefillt. Bis zur Verwendung wurden die modifizierten Verdinner bei -22 °C gelagert.
Adenosintriphosphat (ATP) wurde wegen seiner Instabilitat erst kurz vor der Verdinnung
der Spermaprobe zum Spermaverdinner 2 hinzugegeben. Die Spermaverdiinner wurden
sofort nach der Benutzung wieder eingefroren. Jede konfektionierte Portion wurde nicht
haufiger als 14 Mal wieder aufgetaut. Eventuell vorhandene Restmengen wurden
verworfen. Zur Kontrolle und zum Vergleich zu vorherigen Studien diente 1%ige
Glukoselosung (STELzER, 2004; BEHNCKE, 2002), die nicht modifiziert und zu jeder
Untersuchung frisch hergestellt wurde (s. Kap. 9.10.1.1). Zur besseren Vergleichbarkeit mit
den modifizierten Spermaverdinnern erfolgte auch hier die Ermittlung der

durchschnittlichen pH- und Osmolalitatswerte durch Messung in 9-facher Replikation.

Lake-Verdiinner (SV 1) LAKE UND STEWART (1978)
Verdiinner nach Blanco (SV 2) BLANCO U. A. (2008)
Beltsville-Poultry-Semen-Extender (SV 3) SEXTON (1977)

Abbildung 14: Im Hauptversuch verwendete Spermaverdiinner mitsamt Literaturangabe der
Originalveroffentlichung
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3.4.2 Spermaqualitdtsuntersuchungen

3.4.2.1 Motilitdtsanalyse

Zur Auswertung der Spermienmotilitdit wurden 8 pl der Spermaldsung mittels einer
Pipette (PIPETMAN Classic™ P10, Gilson Inc., Middleton, WI, USA) auf die Mitte eines
Objekttragers (Assistent® Objekttrager Elka 76 x 26 mm, Glaswarenfabrik Karl Hecht
GmbH & Co. KG Sondheim v. d. Rhon, Deutschland) verbracht und mit einem Deckglas
(Assistent® Deckglaser 18 x 18 mm, Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG Sondheim
v. d. Rhon, Deutschland) so abgedeckt, dass keine Luftblasen zwischen Objekttrager und
Deckglas entstanden. Es wurden die Zeitpunkte O (direkt nach Zusatz der zu
untersuchenden Spermazusatze), 30, 60, 90 und 120 Minuten nach deren Zusatz
evaluiert. In 400facher VergroBerung des Mikroskops (Leica DM2500, Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland) wurden nacheinander finf Gesichtsfelder
ausgewertet, wobei in der Mitte des Deckglaschens begonnen wurde, gefolgt von der
Auswertung vier weiterer Gesichtsfelder im Uhrzeigersinn, die jedoch mindestens 5 mm
von den Randern des Deckglases entfernt waren, um Beeintrachtigungen der
Spermienmotilitdit durch Dehydratation oder die Grenzflaichenspannung zwischen
Flassigkeit und Glas zu umgehen (FISCHER U. A., 2014b). Bei niedriger Spermiendichte (< 50
Spermien/Gesichtsfeld) wurde das gesamte Gesichtsfeld ausgewertet, lag die
Spermiendichte jedoch bei Gber 50 Spermien pro Gesichtsfeld wurde nur der linke obere
Quadrant ausgezdhlt. Zundchst wurden die linedar oder in groflen Kreisen
vorwartsbeweglichen Spermien gezahlt, gefolgt von der Anzahl orts-und kreisbeweglicher
und der Anzahl unbeweglicher Spermien. Die Prozentwerte der Gesamtmotilitdt (MOT)
und Vorwartsmotilitdit (PMOT) ergaben sich somit aus der folgenden Berechnung

(Abbildung 15).
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Summe gesamtbeweglicher Spermien in 5 Gesichtsfeldern (V+0+K)[n
MOT [%] = : e ——— 0+ Bm 100
Summe aller Spermien in 5 Gesichtsfeldern (V+0+K+U)[n]

Summe vorwirtsheweglicher Spermien in 5 Gesichtsfeldern n
PMOT [%] = il i @l 100
Summe aller Spermien in 5 Gesichtsfeldern (V+0+K+U)[n]

vorwartsbeweglich (V) ortsbeweglich (O)

kreisbeweglich (K) unbeweglich (U)

Gesamtbeweglichkeit (MOT) Vorwiartsbeweglichkeit (PMOT)

Abbildung 15: Berechnung der Spermiengesamt- und vorwartsbeweglichkeit aus mikroskopisch
untersuchten Proben von Nymphensittichsperma

3.4.2.2 Viabilitdtsanalyse

3.4.2.2.1 Eosin B-Farbung

Die Eosin B-Farbung der Ausstriche sowie deren Auswertung wurde analog der
Beschreibung in Kapitel 3.3.3.1.1 vorgenommen. Die Evaluation der Spermienvitalitat
erfolgte zum einen an unbehandelten Proben, zum anderen an den Spermaproben, denen
die Zusatze (Verdinner, Kryoprotektiva) zugegeben wurden. Es wurde der Zeitpunkt O
(direkt nach Zusatz der zu untersuchenden Spermazusatze) und der Zeitpunkt 120 (am
Ende des Beobachtungzeitraumes) untersucht. Die genaue Anzahl der evaluierten Proben
wird in den jeweiligen Abschnitten der einzelnen Protokollschritte behandelt. An den
gleichen Ausstrichen wurde spéater die morphologische Auswertung vorgenommen. Daher
wurden die Objekttrager nach der Auswertung der Lebend/Tot-Rate zur besseren
Haltbarmachung mit Hilfe des Schnelleindeckmittels Entellan® nach Herstellerangaben
versiegelt. Hierzu wurde der Ausstrich tropfenweise mit Entellan® bedeckt. Sofort im
Anschluss wurde ein Deckglas (Assistent® Deckglaser 60 x 24 mm, Glaswarenfabrik Karl
Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim v. d. Rhoén, Deutschland) aufgelegt. Durch kapillare
Saugwirkung verteilte sich das Schnelleindeckmittel automatisch im Zwischenraum
zwischen Objekttrager und Deckglas. Nach ca. 20 Minuten Trocknungszeit war der

Ausstrich vollstandig versiegelt.
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3.4.2.2.2 Fluoreszenzfirbung

Zusatzlich zur Eosin B-Farbel6sung wurde die Fluoreszenz-Viabilitatsanalyse LIVE/DEAD®
Sperm Viability Kit (Invitrogen™ - Molecular Probes™, Eugene, OR, USA) eingesetzt. Die
Herstellung der Farbeldsung ist in Kapitel 9.10.2.2 beschrieben. Analog zur Auswertung
mit Hilfe von 2%iger Eosin B-Losung erfolgte auch die Untersuchung der
Fluoreszenzproben zu den Untersuchungszeitpunktion 0 und 120 Minuten. Flnf pl der
Spermaldsung wurden zu 2,5 pl der vorbereiteten Farbeldsung in braune ReaktionsgefaRe
(Eppendorf® Safe-Lock Tubes Amber 0,5 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
pipettiert und zehn Minuten bei Raumtemperatur in einer Schublade inkubiert, um die
Reagenzien vor Licht zu schitzen. Sieben pl der Mischung wurden dann auf einen
Objekttrager (Assistent® Objekttrager Elka 76 x 26 mm, Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH
& Co. KG, Sondheim v. d. Rhon, Deutschland) pipettiert, mit einem Deckglas (Assistent®
Deckglaser 18 x 18 mm, Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim v. d. Rhon,
Deutschland) abgedeckt und in 400facher VergroRerung mit einem Mikroskop mit
Fluoreszenzlichtquelle (Leica DM2500, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar,
Deutschland) durchmustert. Griine Zellen wurden als lebende Spermien kategorisiert
(Exzitation: 488 nm, Emission: 516 nm), rote Zellen wurden als tote Spermien kategorisiert
(Exzitation: 530 nm, Emission: 617 nm) [Abbildung 16 (B)]. Nachfolgend wurde die

Lebend/Tot-Rate berechnet.

Abbildung 16: Supravitalfarbungen zur Evaluierung der Spermienviabilitat in 400facher VergroRerung
(A) Eosin B; (B) Fluoreszenz; Pfeil: lebendes Spermium; Pfeilspitze: totes Spermium
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3.4.2.3 Morphologische Analyse

Die Evaluation der Spermienmorphologie erfolgte aus den im Rahmen der
Vitalitatsanalyse angefertigten Eosin B-Ausstrichen. Dementsprechend wurden auch hier
die Zeitpunkte 0 und 120 Minuten betrachtet. Die genaue Anzahl der evaluierten Proben
wird in den jeweiligen Abschnitten der einzelnen Protokollschritte behandelt. Die
Auswertung erfolgte mikroskopisch (Leica DM2500, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar, Deutschland) im Eosin B-Ausstrich in 1000facher VergrofRerung (Leica Germany
506132</-/D N PLAN 100x/1.25-0,60 OIL) unter Zuhilfenahme von Immersionsél. Der
Ausstrich  wurde maanderférmig durchgemustert, wobei eine morphologische
Differenzierung von 200 Spermien pro Ausstrich stattfand. Die Spermien wurden
differenziert in morphologisch normale und abnorme Zellen. Die einzelnen
morphologischen Abweichungen wurden weiterhin nach dem detaillierten Schema von
MARVAN U. A. (1981) (s. Anhang 9.1.8) eingeteilt, was zuvor bereits in der morphologischen
Beschreibung von Papageienspermien Anwendung gefunden hatte (BEHNCKE, 2002;
STELZER, 2004; FISCHER U. A., 2014a). Bezugnehmend auf standardisierte Vorgehensweisen
bei der morphologischen Auswertung von Spermien wurden die Verdanderungen anhand
spezifischer Kategorien klassifiziert (1: abgetrennte Kopfe, 2: andere Kopfverdanderungen,
3: Akrosomveranderungen, 4: Verbindungsstiickveranderungen, 5: Geillelverdanderungen)

nach der Reihenfolge ihrer Prioritat (WHO, 2010).

3.4.3 Evaluierung der Verdiinner

Es wurden drei zuvor ausgewahlte Spermaverdiinner in jeweils zwei Verdlinnungsstufen
(1:4 und 1:8) evaluiert. Fur die Untersuchung musste das gewonnene Sperma der
Nymphensittichhdhne zu einer Probe gepoolt werden, um eine einheitliche
Ausgangsprobe zu erhalten. Hierzu wurden die gewonnenen Einzelejakulate von jeweils
10 Nymphensittichmannchen einer kurzen, vorlaufigen Qualitatsuntersuchung (s. Kap.
3.3.1) unterzogen. Proben, die bereits makroskopisch Verunreinigungen wie Harnsdure
oder Kot enthielten, wurden nicht zur weiteren Analyse verwendet. Proben von
zufriedenstellender Qualitdt (keine Verunreinigungen, geschatzte Spermiendichte in der
Kapillare > 2) wurden in einem ReaktionsgefdR (Eppendorf® Safe-Lock Tubes 1,5 ml,

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) gepoolt. Jede gepoolte native Spermaprobe wurde
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bei Raumtemperatur in vier Aliquots geteilt und mit den drei verschiedenen Verdiinnern
(SV 1 - 3), entweder in 1:4 oder 1:8-Verdiinnung, versetzt. Als Kontrolle wurde jeweils die
1%ige Glukoselosung (BEHNCKE, 2002; STeLzER, 2004) in 1:5-Verdinnung eingesetzt
(Abbildung 17). Hierzu wurde das Aliquot des nativen Spermas mit Hilfe einer Pipette
(PIPETMAN Classic™ P200, Gilson Inc., Middleton, WI, USA) langsam mit dem ebenfalls
auf Raumtemperatur temperierten Spermaverdiinner versetzt, wobei eine
Durchmischung der Probe durch dreimaliges, vorsichtiges Resuspendieren stattfand. Zu SV
2 wurde erst kurz vor der Mischung mit der Spermaprobe 30 mM ATP hinzugegeben. Um
jeweils zwei Verdiinnungsstufen eines jeden Verdiinners in acht Wiederholungen testen
zu kénnen, waren mindestens 16 Spermapoolproben zur Aliquotierung notwendig. Die
Anzahl der Messwiederholungen (8) wurde so gewadhlt, um Messungenauigkeiten
auszugleichen und statistisch verwertbare Ergebnisse zu erhalten. Da eine
Spermapoolprobe ein nicht ausreichendes Volumen besal}, um geniligend Aliquote (n = 4)
zu bilden, war die Evaluierung einer weiteren Spermapoolprobe notwendig. Insgesamt
ergab sich so die Untersuchung von 17 gepoolten Spermaproben im Rahmen der
Verdiinnerevaluierung. Unmittelbar nach der Verdinnung des Spermas (Zeitpunkt 0) und
am Ende des Beobachtungsintervalls (Zeitpunkt 120) wurden sowohl von der nativen
Spermaprobe, als auch von allen Verdiinnungen Supravitalfarbungen in Form von Eosin B-
Ausstrichen (s. Kap. 3.4.2.2.1) und Fluoreszenzfarbungen (s. Kap. 3.4.2.2.2) angefertigt. Zu
den Zeitpunkten 0, 30, 60, 90 und 120 Minuten nach Verdiinnung fand eine
Motilitdtsanalyse (s. Kap. 3.4.2.1 ) der Verdinnungen statt. Aufgrund der hohen
Spermiendichte der nativen Probe und der hieraus resultierenden Spermienaggregationen
konnte eine Motilitatsanalyse hier nicht zufriedenstellend durchgefiihrt werden. Zwischen
den Beobachtungszeitpunkten wurde die Spermaprobe bei +4 °C im Kihlschrank gelagert.
Die morphologische Differenzierung der Spermien fand nach Abschluss der Vitalitats- und
Beweglichkeitsanalyse zu den Untersuchungszeitpunkten O und 120 anhand der
versiegelten Eosin B-Ausstriche statt. Im weiteren Verlauf der Entwicklung des Protokolls
musste von einem fortschreitenden Spermienqualitatsverlust ausgegangen werden. Daher
wurden an den Verdinner, der im Weiteren verwendet werden sollte, folgende
Anforderung gestellt: die Vitalitdtsrate sollte am Ende des Untersuchungszeitraumes (120
Minuten) mindestens 70 % betragen, was einer Differenz von ca. 15 % im Vergleich zu den

Ausgangswerten entsprache. Unter den Verdiinnern, die diese Pramisse erfillten, wurde
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derjenige Spermaverdiinner in der Konzentration ausgewdhlt, der die hochste

Vorwartsbeweglichkeit zum letzten Untersuchungszeitpunkt aufwies.

1%G (1:5)

SV ) oder (1:8)

SV 2 (1:4) oder (1:8)

SV 2 (1:4) oder (1:8)

nativ

Abbildung 17: Aufteilung der nativen Spermapoolprobe im Zuge der Verdiinnerevaluierung
1%G, 1%ige Glukoselosung; SV, Spermaverdinner: Lake-Verdlinner (1), Blanco-Verdiinner (2), BPSE (3); in
Klammern angegeben ist die Verdiinnungsstufe

3.4.4 Evaluierung der Kryoprotektiva

Es wurden drei zuvor ausgewahlte Kryoprotektiva in jeweils drei Endkonzentrationen (4 %,
8 % und 12 %) evaluiert. Fir die Untersuchung musste das gewonnene Sperma der
Nymphensittichhdhne zu einer Probe gepoolt werden, um eine einheitliche
Ausgangsprobe zu erhalten. Hierzu wurden die gewonnenen Einzelejakulate von jeweils
10 Nymphensittichmannchen einer kurzen, vorlaufigen Qualitdtsuntersuchung (s. Kap.
3.3.1) unterzogen. Proben, die bereits makroskopisch Verunreinigungen wie Harnsdure
oder Kot enthielten, wurden nicht zur weiteren Analyse verwendet. Proben von
zufriedenstellender Qualitdt (keine Verunreinigungen, geschatzte Spermiendichte in der
Kapillare > 2) wurden in einem ReaktionsgefdR (Eppendorf® Safe-Lock Tubes 1,5 ml,

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) gepoolt. Jede native Spermaprobe wurde den
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Ergebnissen der Verdiinnerevaluierung entsprechend (s. Kap. 4.2.2) bei Raumtemperatur
zunachst mit dem besten Verdlinner in der besten Verdliinnungsstufe versetzt. Die
verdiinnte, gepoolte Spermaprobe wurde nachfolgend in vier Aliquots geteilt und in einer
finf-minitigen Aquilibrierungsphase wurde die Probe im Kiihlschrank auf +4 °C gekiihlt.
Nachfolgend wurden drei Aliquots mit den kryoprotektiven Substanzen Glyzerin,
Dimethylsulfoxid (DMSO) und Dimethylacetamid (DMA) in jeweils einer der verschiedenen
Endkonzentrationen (4 %, 8 % und 12 %) versetzt (Abbildung 18). Die Berechnung der
Endkonzentration wurde mit Hilfe der folgenden Formel durchgefiihrt (Abbildung 19). Um
jeweils drei Konzentrationen (4 %, 8 % und 12 %) eines jeden Kryoprotektivums in acht
Wiederholungen testen zu kdnnen, waren insgesamt 24 gepoolte Spermaproben
notwendig. Die Anzahl der Messwiederholungen (8) wurde so gewahlt, um
Messungenauigkeiten auszugleichen und statistisch verwertbare Ergebnisse zu erhalten.
Die Durchmischung der Proben fand wie bereits in Kapitel 3.4.3 beschrieben durch
vorsichtige Resuspension statt, der wiederum eine fiinf-minitigen Aquilibrierung bei +4 °C
folgte. Unmittelbar nach der zweiten zehn-minitigen Aquilibrierungsphase (Zeitpunkt 0)
wurden sowohl von der nativen Spermaprobe, als auch von allen weiterfiihrend
bearbeiteten Proben Supravitalfairbungen in Form von Eosin B-Ausstrichen (s. Kap.
3.4.2.2.1) und Fluoreszenzfarbungen (s. Kap. 3.4.2.2.2) angefertigt. Zu den Zeitpunkten O,
30, 60, 90 und 120 Minuten nach Verdiinnung fand eine Motilitdtsanalyse (s. Kap. 3.4.2.1)
der Kontrollprobe (Verdiinner) und den mit Kryoprotektiva versetzten Proben statt. Auch
hier wurde wegen der hohen Spermiendichte der nativen Probe bei dieser auf eine
Motilitatsanalyse verzichtet. Zwischen den Beobachtungszeitpunkten wurde die
Spermaprobe bei +4 °C im Kihlschrank gelagert. Die morphologische Differenzierung der
Spermien fand nach Abschluss der Vitalitats- und Beweglichkeitsanalyse zu allen
Untersuchungszeitpunkten anhand der versiegelten Eosin B-Ausstriche statt. Weiterhin
musste auch hier von einem Qualitatsverlust der Spermien in der Weiterentwicklung des
Protokolls ausgegangen werden. Daher sollte dasjenige Kryoprotektivum in der
Konzentration weiter verwendet werden, das die geringsten Verluste hinsichtlich

Spermienbeweglichkeit und —vitalitat aufwies.
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Q SV + Glyzerin
(4% oder 8% oder 12%)

+ DMSO
(4% oder 8% oder 12%)

+ ‘DMA
(4% oder 8% oder 12%)

nativ

Abbildung 18: Aufteilung der nativen Spermapoolprobe im Zuge der Kryoprotektivaevaluierung
SV, Spermaverdinner (aus Kapitel 4.2.2); DMSO, Dimethylsulfoxid; DMA, Dimethylacetamid; in Klammern
angegeben ist die Endkonzentration

Ce/Ca*Vsp
" 1-Ce/Ca

Volumen Kryoprotektivum (Vi)
Endkonzentration Kryoprotektivum (Ce)
Anfangskonzentration Kryoprotektivum (Ca)
Volumen Sperma + Kryoprotektivum (Vsp)

Abbildung 19: Berechnung der Endkonzentration der Kryoprotektiva

3.4.5 Evaluierung der Kiihlrate

Im Zuge der Kihlratenevaluierung wurden zwei verschiedene Methoden der schnellen
Abkiihlung und eine Methode der langsamen Abkiihlung der Spermaproben miteinander
verglichen. Hierzu war es wiederum notwendig, die Einzelejakulate von 10

Nymphensittichhahnen einer kurzen, vorlaufigen Qualitatsuntersuchung (s. Kap. 3.3.1) zu
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unterziehen, bevor sie zu einer Gesamtprobe gepoolt wurden. Einzelejakulate, die bereits
makroskopisch Verunreinigungen wie Harnsdure oder Kot enthielten, wurden von der
weiteren Analyse ausgeschlossen. Proben von zufriedenstellender Qualitat (keine
Verunreinigungen, geschatzte Spermiendichte in der Kapillare > 2) wurden in einem
Reaktionsgefdall (Eppendorf® Safe-Lock Tubes 1,5 ml, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) gepoolt. Die native Spermaprobe wurde den Ergebnissen der
Verdiinnerevaluierung entsprechend (s. Kap. 4.2.2) bei Raumtemperatur zunachst mit
dem besten Verdinner in der besten Verdiinnungsstufe versetzt. Den Verfahren
entsprechend wurde das Einfrieren mit oder ohne Kryoprotektivum versucht, wobei das
Kryoprotektivum in der zuvor evaluierten glinstigen Konzentration eingesetzt wurde. Das
weitere Vorgehen wird detailliert in den folgenden Abschnitten erldutert. Insgesamt

wurden 35 Spermapoolproben der Kiihlratenevaluierung unterzogen.

3.4.5.1 Schnelle Kiihlrate

3.45.1.1 Vitrifikation

Die Vitrifikation wurde entsprechend der Beschreibungen der zur Verfliigung stehenden
Literatur an Proben vorgenommen, denen kein Kryoprotektivum zugesetzt wurde
(NAWROTH U. A., 2002; ISACHENKO U. A., 2003, 2004). Zur Vitrifikation diente eine kommerziell
erhaltliche Vitrifikationseinheit (Minitib GmbH, Tiefenbach, Deutschland) (Abbildung 20).
Gemal Herstellerangaben wurde jede Edelstahlkammer vor jeder Benutzung griindlich
mit einem alkoholischen Flachendesinfektionsmittel (AHK Spiritus, Walter Schmidt
Chemie GmbH, Berlin, Deutschland) gesaubert, bevor die Kammern [Abbildung 20; (1-3)]
bis zu den jeweiligen Markierungen mit fllissigem Stickstoff (LN2) befillt wurden. Proben,
die zur Vitrifikation vorgesehen waren, wurden folgendermafien behandelt: Aus der mit
Spermaverdlinner versetzten Poolprobe wurden Aliquots zu jeweils 10 pl durch
Kapillarkrafte in OPS Réhrchen (Minitib GmbH, Tiefenbach, Deutschland) [Abbildung 21;
(1)] gesaugt und unverziglich durch schnelles Eintauchen der die Flussigkeit enthaltenen
Spitze des Rohrchens in Kammer 2 [Abbildung 20; (2)] vitrifiziert. Mit der groeren
Edelstahlpinzette [Abbildung 20; (4)] wurde ein durch den aufsteigenden Dampf des
flissigen Stickstoffs in Kammer 1 befindlicher, vorgekiihlter Aufbewahrungsbehalter

[Abbildung 21; (2)] gegriffen und sogleich das OPS Réhrchen darin versenkt. Zwischen der
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Spermaldsung und der Wand des Ministraws bestand auf Grund des konkaven
Flussigkeitsmeniskus innerhalb des OPS Rohrchens kein Kontakt. Der Ministraw wurde
durch die mit Hilfe eines Bunsenbrenners (LABOGAZ®, Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH
& Co. KG, Sondheim v. d. Rhon, Deutschland) erhitzten Pinzettenschenkel hermetisch
versiegelt. Der so verschlossene Straw wurde nun in einer vorgekihlten Flachkassette
[Abbildung 21; (3)] aus Kammer 3 verstaut, die wiederum schnellstmoglich zurtick in der
mit LN2 geflllten Kammer 3 versenkt wurde. Sobald alle aus der Poolprobe gewonnenen
Einzelproben auf die beschriebene Weise vitrifiziert wurden, erfolgte die Uberfiihrung der
Flachkassetten in den mit LN2 befillten transportablen Stickstoffcontainer (TW CX 100,
Taylor-Wharton Germany GmbH, Mildstedt, Deutschland). Insgesamt wurden vier

Spermapoolproben auf diese Weise in sechzehn Einzelproben aliquotiert und vitrifiziert.

Abbildung 20: Vitrifikationsset der Firma Minitiib Abbildung 21: Vitrifikationszubehér der Firma
GmbH Minitib GmbH
Kammer zur Vorkihlung der OPS Behalter (1); OPS Roéhrchen (1); Behélter zur Aufbewahrung

Vitrifikationskammer (2); Aufbewahrungskammer fir  yon OPS Réhrchen mit tricherférmiger Offnung
Flachkassetten (3); Edelstahlpinzetten (4); (2); Flachkassette (3)

Edelstahlblock zur Fixierung der OPS Behalter (5); OPS

Réhrchen & Behalter (6); Flachkassette zur

Aufwahrung der Behalter (7)

(Quelle: www.minitube.de)
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Zusatzlich wurden vier Spermapoolproben versuchsweise mit CryoSOfree™ (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) vitrifiziert. Hierzu wurden die mit
Spermaverdiinner versetzten Poolproben mit CryoSOfree™ nach Herstellerangaben in
7,5%iger Endkonzentration versetzt. Aus jeder Poolprobe wurden vier Aliquots zu jeweils
10 ul durch Kapillarkrdfte in OPS Rohrchen (Minitlilbb GmbH, Tiefenbach, Deutschland)
gesaugt und nach der beschriebenen Methode vitrifiziert. Insgesamt ergaben sich so 16
Einzelproben zur Untersuchung. Anschliefend wurden die Proben analog zu den Proben
ohne Kryoprotektivum in Ministraws hermetisch versiegelt und in Flachkassetten bis zur

weiteren Untersuchung im flissigen Stickstoff gelagert.

3.4.5.1.2 Direktes Eintauchen in fliissigen Stickstoff

Die gepoolte Spermaprobe wurde zunachst mit dem besten Spermaverdiinner in
entsprechender Verdlinnungsstufe versetzt. Nachfolgend wurde ein Kryoprotektivum
zugesetzt, wie es in Kapitel 3.4.4 beschrieben ist. Im urspriinglichen Versuchsvorhaben
war lediglich die Evaluierung des besten Kryoprotektivums vorgesehen. Jedoch ergab sich
die Fragestellung, ob das schnelle Einfrieren die Toxizitdat der Kryoprotektiva
moglicherweise abschwachen konnte. Daher wurde, abweichend vom urspriinglichen
Versuchsplan, jedes der drei evaluierten Kryoprotektiva (DMA, DMSO, Glyzerin) sowohl in
8%iger, als auch in 12%iger Konzentration untersucht. Aus insgesamt 12
Spermapoolproben wurden 24 Aliquots von jeweils 20 ul mit einer Pipette (PIPETMAN
Classic™ P20, Gilson Inc., Middleton, WI, USA) in sterile Polytetrafluoroethylen (PTFE)-
Schlduche (Innendurchmesser 0,5 mm, AuBendurchmesser 1 mm, Bohlender GmbH,
Grunsfeld, Deutschland) gegeben. Die Enden des PTFE Schlauchs wurden mittels
Assistent® Wachs (Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim v. d. Rhon,
Deutschland) luftdicht verschlossen. Jeweils ein befillter PTFE-Schlauch wurde in einen
Ministraw (Minitiib GmbH, Tiefenbach, Deutschland) gegeben, der wiederum mit Hilfe
einer 2 ml-Einmalspritze (BD Discardit® Einmalspritzen, Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland) mit dem Kryo-Verdiinner befillt wurde. Der Ministraw wurde
mit einer Metall-Verschlusskugel (MInitib GmbH, Tiefenbach, Deutschland) verschlossen
und sofort in eine mit LN2 beflillte Edelstahlwanne fallen gelassen. Mit Hilfe einer

Edelstahlpinzette wurde der Ministraw dann in den transportablen Stickstoffcontainer
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(TW CX 100, Taylor-Wharton Germany GmbH, Mildstedt, Deutschland) beférdert und

mindestens 24 Stunden gelagert.

3.4.5.2 Langsame Kiihlrate

3.45.2.1 Kalibrierung des Einfrierautomats

Zur kontrollierten Tiefgefrierung des Spermas wurde von der Klinik fir Geburtshilfe,
Gynakologie und Andrologie der GroR- und Kleintiere mit Tierarztlicher Ambulanz des
Fachbereiches Veterinarmedizin der Justus-Liebig-Universitdt GieRen freundlicherweise
der programmierbare Einfrierautomat IceCube 14S (SY-LAB Gerdte GmbH,
Neupurkersdorf, Osterreich) mit dazugehériger IceCube Freezersoftware zur Verfiigung
gestellt. Der Einfrierautomat wurde gemal} Herstellerangaben an eine mit LN2 befillte
Stickstofftonne angeschlossen. Vor der Nutzung musste das Gerat jedoch zunéachst auf
den zu verwendenden Kryo-Verdiinner kalibriert werden. Hierzu wurde ein Testprogramm
erstellt, um die probenspezifische Kristallisationstemperatur zu evaluieren. Fir jede
andersartige Probe musste eine eigene Programmkurve gefunden werden. Wird das
Einfrierbehaltnis gedandert (z.B. das Ampullenmaterial), so muss auch in diesem Fall die
Einfrierkurve neu optimiert werden. Demzufolge wurde ein Ministraw mit dem
vorgekiihlten (+4 °C) Verdlinner/Kryoprotektivum-Gemisch beflllt und auf dem
Probengestell positioniert. Der Probentemperatursensor des Automaten wurde
vollstandig im Zentrum der Probe eingetaucht, wahrend der Kammertemperatursensor in
seiner Halterung an der Wand des Gerates verblieb. In einem ersten Schritt wurde die
Probe auf die Temperatur von 0 °C gebracht, welche fiir den Zeitraum von finf Minuten
gehalten wurde. Um den Kristallisationspunkt des fliissigen Probenmediums feststellen zu
kdnnen, musste die Gefrierkammer langsam auf eine niedrige Temperatur gebracht
werden, wozu eine Kuhlrate von -3 °C/min. gewahlt wurde. Der Kristallisationspunkt der
Probe war an einem Anstieg der Probentemperatur ersichtlich, die sich aus der bei durch
die Kristallisationsenergie frei werdene Warme erklart (Abbildung 22). Das
Temperaturprofil musste nun insoweit optimiert werden, dass die Warme
schnellstmoglich abgefiihrt bzw. kompensiert werden konnte und der Temperaturanstieg

der Probe so gering wie moglich ausfiel.
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%  Freezing process record - C:WProgramme\SY-LABMceCube 1.21Ad\ProcessRecords\22.08.13_2013-08-22_11... E]E]

Abbildung 22: Kalibrierung des Einfrierautomaten:
Anstieg der Probentemperatur (blau) im Vergleich zur Kammertemperatur (rot) am Kristallisationspunkt.

Angestrebter Temperaturverlauf (grin)

%  Freezing process record - C:\Programme\SY-LAB\ceCube 1.21Ad\ProcessRecords\22.6.13_2013-08-22_13-..

Abbildung 23: Kalibrierung des Einfrierautomaten:
Ausgleich des Anstiegs der Probentemperatur (blau) durch rasches Absenken der Kammertemperatur (rot)

am Kristallisationspunkt. Angestrebter Temperaturverlauf (griin) ,automatic seeding”



MATERIAL UND METHODEN 83

Da die Kristallisation bei einer Kammertemperatur von -12 °C selbststiandig ausgelost
wurde, musste das Programm insofern gedndert werden, dass die Kammertemperatur
bereits vor Erreichen der -12 °C auf einen tieferen Wert gebracht wurde (Abbildung 23),
um die Kristallisation schon vor der eigentlichen Selbstkristallisation auszulosen. Dieser
Vorgang, der ,automatic seeding” genannt wird, war notwendig, um der Erwarmung der
Probe  entgegenzuwirken. Sobald ein  zufriedenstellender  Ausgleich  des
Temperaturanstiegs der Probe (A < 3 °C) erreicht war, wurde ein Testdurchlauf mit einer
Spermaprobe unternommen. Ergaben sich im Verlauf der Einfrierkurve Abweichungen im
Vergleich zum Testdurchlauf, so mussten die Optimierungsschritte erneut manuell

angepasst und verifiziert werden.

3.4.5.2.2 Computergestiitztes kontrolliertes Einfrieren von Sperma

Nach Erhalt eines zufriedenstellenden Einfrierprotokolls (s. Kap. 4.2.4.2.1) erfolgte nun
das computergestiitzte kontrollierte Einfrieren von 15 gepoolten Spermaproben, die
durch Aliquotierung in 30 Einzelproben geteilt wurden. Hierzu wurden die verdlnnten,
gepoolten Spermaproben den Ergebnissen der Kryoprotektivaevaluierung entsprechend
(s. Kap. 4.2.3) mit dem Kryoprotektivum versetzt wie es in Kapitel 3.4.4 beschrieben ist.
Aliquots von jeweils 20 yul wurden mit einer Pipette (PIPETMAN Classic™ P20, Gilson Inc.,
Middleton, WI, USA) in sterile  Polytetrafluoroethylen  (PTFE)-Schlduche
(Innendurchmesser 0,5 mm, Aufendurchmesser 1 mm, Bohlender GmbH, Grunsfeld,
Deutschland) gegeben. Die Enden des PTFE Schlauchs wurden mittels Assistent® Wachs
(Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim v. d. Rhon, Deutschland) luftdicht
verschlossen. Jeweils ein befillter PTFE-Schlauch wurde in einen Ministraw (Minitib
GmbH, Tiefenbach, Deutschland) gegeben, der wiederum mit Hilfe einer 2 ml-
Einmalspritze (BD Discardit® Einmalspritzen, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland) mit dem Kryo-Verdiinner befillt wurde. Der Ministraw wurde mit einer
Metall-Verschlusskugel (Minitlib GmbH, Tiefenbach, Deutschland) verschlossen, in eine
mit kaltem Wasser (+4 °C) und Kihlakkus gefiillte Kiihlbox verbracht. Der Transport zum
Einfrierautomaten dauerte ca. finf Minuten. Dort wurde der IceCube 14S gemald
Herstellerangaben an die LN2-Quelle angeschlossen und die IceCube Freezingsoftware
gestartet. Die Proben wurden auf dem Probengestell platziert und eine Probe wurde mit

dem Probentemperatursensor bestickt, um den Temperaturverlauf kontrollieren zu



84 MATERIAL UND METHODEN

konnen (Abbildung 24). Das optimierte Programm wurde gestartet und nach Erreichen der
Endtemperatur (ca. -145 °C) erfolgte das Uberfiihren der Proben in den transportablen
Stickstoffcontainer (TW CX 100, Taylor-Wharton Germany GmbH, Mildstedt, Deutschland),

wo sie flir mindestens 24 Stunden gelagert wurden.

% Freezing process record - C:\Programme\SY-LAB\ceCube 1.21Ad\ProcessRecords\NS_04.09_2013-09-04_1... g@

ff
B !

n

Abbildung 24: Kompletter Verlauf eines Einfriervorgangs einer Probe mit Hilfe des Einfrierautomaten.
Angestrebter Temperaturverlauf (griin); Kammertemperatur (rot); Probentemperatur (blau)

3.4.6 Evaluierung verschiedener Auftau- bzw. Erwdrmmethoden

Zunachst war vorgesehen, die kryokonservierten Spermaproben aus dem
Stickstoffcontainer ausschlieBlich durch schnelles Uberfilhren in ein +4 °C Kkaltes
Eiswasserbad aufzutauen, da sich diese Methode als zuverlassig bei anderen Vogelspezies
erwiesen hatte (BAKST UND SEXTON, 1979; BLANCO U. A., 2011; EHLING U. A., 2012). Alle Proben,
die durch direktes Eintauchen in flissigen Stickstoff und durch langsames, kontrolliertes
Einfrieren gekihlt wurden, wurden ausschlieBlich durch die Kaltwasserbadmethode
aufgetaut. An den vitrifizierten Proben wurden zusatzlich sechs weitere Erwarmmethoden

vorgenommen, die im Folgenden naher beschrieben werden.
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3.4.6.1 Kaltwasserbad

Insgesamt wurden 54 Einzelproben, die durch direktes Eintauchen in fliissigen Stickstoff,
bzw. mit Hilfe des Einfrierautomaten tiefgefroren wurden (direktes Eintauchen, n = 24;
IceCube, n = 30), auf diese Weise evaluiert. Alle Proben wurden mindestens 24 Stunden in
LN2 gelagert, bevor sie aufgetaut und evaluiert wurden. Die Ministraws, die die
tiefgefrorene Spermiensuspension enthielten, wurden mit Hilfe einer Edelstahlpinzette
aus dem transportablen Stickstoffcontainer in eine mit kaltem Wasser (+4 °C) und
Kihlakkus gefillten Kiihlbox verbracht. Dort wurden sie fir finf Minuten waagerecht
gelagert (EHLING U. A., 2012). Nach der Aquilibrierungszeit wurden die Ministraws dem
Wasserbad mit einer Edelstahlpinzette entnommen und mittels Scherenschlag geoffnet.
Der PTFE Schlauch wurde dem Ministraw mit einer Edelstahlpinzette entnommen und die
Wachsversiegelung des Schlauches mittels Scherenschlag entfernt. Die im PTFE-Schlauch
enthaltene Spermaprobe wurde nun in ein ReaktionsgefdaR (Eppendorf® Safe-Lock Tubes
0,5 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) tberfihrt. Dieses wiederum wurde kurz (<
1 Minute) in ein warmes Wasserbad (+37 °C) gestellt und anschlieBend der
Qualitatsuntersuchung zugefiihrt. Es wurde die Gesamt- und Vorwartsbeweglichkeit
evaluiert, sowie eine Vitalitdtsanalyse, nach den in Kapitel 3.4.2 beschriebenen Methoden

durchgefihrt.

Zusatzlich wurden vier Einzelproben, die zuvor durch Vitrifikation eingefroren wurden,
durch die Kaltwassermethode erwdarmt. Hierzu wurde die Flachkassette mit den
enthaltenen Ministraws nur so weit aus dem Stickstoffcontainer gehoben, dass die
Spermiensuspension in den OPS Rohrchen sich noch im flissigen Stickstoff befand. Auf
diese Weise fand kein unbeabsichtigtes Erwdarmen statt. Nun wurde der Ministraw mit
dem enthaltenen OPS Réhrchen mit einer Edelstahlpinzette gepackt und sehr zligig in das
Kaltwasserbad Uberfiihrt. Dort wurde die Probe auf einer waagerechten
Edelstahlhaltevorrichtung [Abbildung 20 (5)] abgelegt, sodass kein Verkippen im Wasser
moglich war. Nach einer Aquilibrierungszeit von unter einer Minute wurden die
Ministraws mit einer Edelstahlpinzette fixiert und mittels Scherenschlag ge6ffnet. Das OPS
Réhrchen wurde mit der Edelstahlpinzette entnommen und die Spermaprobe sofort in
Reaktionsgefille (Eppendorf® Safe-Lock Tubes 0,5 ml, Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland) Uberfiihrt. Hierzu wurde das OPS Rohrchen mit dem distalen, die
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Spermiensuspension enthaltenen Teil, vertikal in das ReaktionsgefdR gestellt. Die
Spermasuspension folgte nun der Schwerkraft und lief in das Eppendorfgefal3.
AnschlieBend wurde die Probe einer Qualitatsuntersuchung (MOT, PMOT, Vitalitat), nach
den in Kapitel 3.4.2 beschriebenen Methoden zugefiihrt. Im Rahmen der
Spermienvitrifikation ergab sich jedoch die Fragestellung, ob die schlechten Ergebnisse
nach Erwdarmen der Proben auf eine zu langsame Erwarmgeschwindigkeit zurlickzufiihren
sein konnten. Daher wurden die verbliebenen vitrifizierten Spermaproben zusatzlich zur
Kaltwasserbadmethode vergleichend mit allen nachfolgend beschriebenen Methoden

erwarmt.

3.4.6.2 Warmwasserbad

Vier weitere Einzelproben der Vitrifikation wurden durch Uberfiihrung in ein 37 °C-
Warmwasserbad erwdarmt. Der Ministraw mit dem enthaltenen OPS Réhrchen wurde dem
Stickstoffcontainer nach der im vorigen Kapitel beschriebenen Weise entnommen. Der
Ministraw wurde nun statt in das Kaltwasserbad in ein Warmewasserbad (Kottermann
Warmebad, Kottermann GmbH & Co. KG, Uetze/Hanigsen, Deutschland) (+37 °C)
verbracht, wo er kurz (> 1 Minute) waagerecht gelagert wurde. Nach der
Aquilibrierungszeit wurde der Ministraw mit einer Edelstahlpinzette fixiert und mittels
Scherenschlag ge6ffnet. Das OPS R6hrchen wurde mit der Edelstahlpinzette entnommen
und die Spermaprobe sofort in Reaktionsgefae (Eppendorf® Safe-Lock Tubes 0,5 ml,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) tberfiihrt. Hierzu wurde das OPS Réhrchen mit
dem distalen, die Spermiensuspension enthaltenen Teil, vertikal in das ReaktionsgefaR
gestellt. Die Spermasuspension folgte nun der Schwerkraft und lief in das EppendorfgefaR.
AnschlieBend wurde die Probe einer Qualitatsuntersuchung (MOT, PMOT, Vitalitat) nach

den in Kapitel 3.4.2 beschriebenen Methoden zugefiihrt.

3.4.6.3 Kaltwasserbad und Raumtemperatur

Das Erwdrmen der vier Einzelproben erfolgte zunadchst analog zu Kapitel 3.4.6.1. Bevor die
Probe aber in das Warmwasserbad gestellt wurde, erfolgte eine zusatzliche
Aquilibrierungszeit von zehn Minuten bei Raumtemperatur. Erst danach wurde die Probe

kurz (< 1 Minute) angewarmt und danach der Qualitdatsuntersuchung unterzogen.
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3.4.6.4 Kaltwasserbad und Warmwasserbad

Das Erwarmen der vier Einzelproben erfolgte zunachst analog zu Kapitel 3.4.6.1, jedoch
wurde vor dem Offnen der Ministraws eine zweite Aquilibrierungsphase analog zu Kapitel
3.4.6.2 angeschlossen. AnschlieRend wurden die Proben hinsichtlich ihrer Qualitat

beurteilt.

3.4.6.5 Raumtemperatur

Weitere vier Einzelproben wurden erwarmt, indem das OPS Rdhrchen sofort nach der
Entnahme des Ministraws aus dem Stickstoffcontainer entfernt wurde und bei
Raumtemperatur aufrecht in ein Reaktionsgefall (Eppendorf® Safe-Lock Tubes 0,5 ml,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) gestellt wurde, worin sich bereits 20 ul
modifizierter Lake-Verdiinner befand. Die durch den Erwarmprozess wieder flissig
werdende Probe konnte so im Reaktionsgefall aufgefangen und sofort einer

Qualitatsuntersuchung unterzogen werden.

3.4.6.6 Brutschrank

Vier Einzelproben wurden zunachst analog dem Erwdrmprozess im vorher beschriebenen
Kapitel (3.4.6.5) behandelt, jedoch wurde das Reaktionsgefal statt bei Raumtemperatur
flinf Minuten lang im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO,-Gehalt (Cellstar, Nunc GmbH &
Co. KG, Wiesbaden, Deutschland) aufbewahrt, bevor die Qualitatsuntersuchungen

angeschlossen wurden.

3.4.6.7 Kommerzielles Erwdarmkit

Vier vitrifizierte Einzelproben wurden mit Hilfe des kommerziellen Vitrifikations-
Erwarmkits Vit Kit®-Thaw (Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA) nach Herstellerangaben
erwarmt. Dazu wurde eine Petrischale (Sarstedt AG & Co., Nirnbrecht, Deutschland) auf
einer Heizmatte (Reptiland 8 W, Trixie Heimtierbedarf GmbH & Co. KG, Tarp, Deutschland)
positioniert und auf ca. 37 °C erwarmt. In der Petrischale wurden jeweils ein Tropfen a 50
pl der Erwarmflissigkeit [Thawing Solution (TS)] und der Verdinnerflissigkeit [Dilution

Solution (DS)], sowie zwei Tropfen a 50 ul der Waschflissigkeit [Washing Solution (WS)]
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aufgebracht (Abbildung 25). Die Flachkassette wurde geoffnet, der Ministraw nur so weit
vorgelagert, dass sich die vitrifizierte Flissigkeit im Inneren des OPS Réhrchens noch im
LN2 befand und der Ministraw mit Hilfe einer Schere geoffnet. Das OPS Rohrchen wurde
mit einer Edelstahlpinzette gegriffen und sofort mit dem schmalen Ende aufrecht in den
Tropfen der TS getaucht, sodass sich das Sperma beim Auftauen, der Schwerkraft folgend,
mit der TS vermischte. Nach einer Wartezeit von 1 Minute wurde der komplette Tropfen
mit Hilfe einer Pipette (PIPETMAN Classic™ P200, Gilson Inc., Middleton, WI, USA)
aufgesogen und in den Tropfen der DS Uberfihrt. Nach weiteren 4 Minuten Wartezeit
wurde dieser Tropfen in den ersten Tropfen WS pipettiert, woraufhin ein zweiter
Waschungsschritt nach 4 Minuten erfolgte (Abbildung 25). Hiernach wurde die gesamte
FlUssigkeit in ein ReaktionsgefaB (Eppendorf® Safe-Lock Tubes 0,5 ml, Eppendorf AG,

Hamburg, Deutschland) verbracht und der Qualitatsuntersuchung unterzogen.

@ 1 min
Tropfen .L

a 50 |~JI 4 min

Abbildung 25: Vorgehen beim Erwarmen mit Hilfe des Vit Kit®-Thaw nach Herstellerangaben
Erwarmflissigkeit [Thawing Solution (TS)]; Verdiinnerflussigkeit [Dilution Solution (DS)]; Waschflissigkeit
[Washing Solution (WS)]
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3.4.7 Transmissionselektronenmikroskopie

Zum Abschluss der Versuche wurde eine weitere Poolspermaprobe mit dem besten
Verdiinner/Kryoprotektivum-Gemisch gemall den Methoden aus den Kapiteln 3.4.3 und
3.4.4 versetzt. Das Einfrieren der Probe erfolgte mit Hilfe des programmierbaren
Einfrierautomaten gemall der Methode aus Kapitel 3.4.5.2.2, wahrend die Probe nach
einer Lagerungszeit von 24 Stunden bei +4 °C im Wasserbad (s. Kap.3.4.6.1) aufgetaut
wurde. Die nachfolgende Behandlung zur Herstellung ultradiinner Schnitte fir die
elektronenmikroskopische Untersuchung der Spermienplasmamembran wurde bereits
ausfiihrlich in Kapitel 3.3.4 beschrieben. Es wurden insgesamt 100 Spermienabschnitte
auf Plasmamembranschaden hin untersucht und mit den Ergebnissen der

Fluoreszenzfarbung verglichen.

3.4.8 Fertilisationsversuch

Durch die schrittweise Evaluation der Spermazusatze (Verdlinner, Kryoprotektiva), sowie
des Einflusses der Einfrierrate konnte ein In-vitro-Protokoll zur Kryokonservierung von
Nymphensittichspermien entwickelt werden. Um die tatsachliche Befruchtungsfahigkeit
der kryokonservierten Spermien zu untersuchen, war nun das Tieffrieren weiterer
Spermaproben anhand des entwickelten Protokolls notwendig. Diese Proben wurden
nach dem Auftauen/Erwdrmen vergleichend zu Frischspermaproben durch artifizielle
Insemination auf ihre Befruchtungsfahigkeit evaluiert. In den zwei Gruppen, die jeweils
aus zehn adulten Hennen bestanden, wurden jeweils zwei Inseminationsexperimente
durchgefiihrt. Zur Anregung des normalen Reproduktionsverhaltens der Hennen war die
Vergesellschaftung mit mannlichen Partnertieren essentiell. Zum Ausschluss einer
natirlichen Befruchtung war es demzufolge notwendig, die mannlichen Partnertiere vor
der Vergesellschaftung zu sterilisieren (SAMOUR, 2002; NEUMANN U.A., 2013) (s. Kap.
3.4.8.1). Zuerst wurden die weiblichen Tiere aus Gruppe 1 mit Frischspermaproben nach
bekannten Methoden nach NEUMANN U.A. (2013) inseminiert (s. Kap. 3.4.8.2.1).
Vergleichend erhielten die Weibchen der Gruppe 2 aufgetaute Spermaproben, die zuvor
nach dem entwickelten Protokoll behandelt und kryokonserviert wurden (s. Kap.
3.4.8.2.2). Im zweiten Teil des Experimentes wurden die Gruppen getauscht, um

individuelle Einflisse der Hennen auszuschlieRen. Jedem Inseminationsexperiment folgte
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eine Brutperiode, in der die gelegten Eier nummeriert und hinsichtlich
Embryonalentwicklung untersucht wurden. Die Vorbereitung und detaillierte

Durchfiihrung der Fertilisationsversuche werden im Folgenden beschrieben.

3.4.8.1 Endoskopische Sterilisation von madnnlichen Nymphensittichen

3.4.8.1.1 Technische Ausriistung

Zwanzig adulte Nymphensittichhdhne wurden nach den Methoden von Lierz (2008)
vasektomiert. Die Sterilisationen wurden endoskopisch mit der Videoeinheit Karl Storz
(scb image 1 hub 222000 20) und der Kaltlichtquelle Karl Storz (xenon nova 201315 20
175), zusammen mit einem Telecam Ein-Chip-Kamerakopf und einem 170 cm langen
Fiberglas Lichtkabel (Karl Storz GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland) durchgefiihrt.
Zur Fotodokumentation diente ein LCD-Monitor (Samsung Electronics GmbH,
Schwalbach/Ts., Deutschland). Als weitere endoskopische Instrumente wurden eine starre
Hopkins® Vorausblick-Optik 30° (Durchmesser 2,7 mm, Liange 18 cm) ein Vogel-
Untersuchungsschaft (14,5 Charr., Nutzlange 14 cm) mit Arbeitskanal (5 Charr.) und zwei
Hahnen einschlieflich stumpfem Obturator sowie eine flexible Biopsiezange (5 Charr.,
Lange 34 cm) und eine flexible Fasszange (5 Charr., Lange 34 cm) (Karl Storz GmbH & Co.
KG, Tuttlingen, Deutschland) (Abbildung 26) verwendet.

Abbildung 26: Technische Ausristung zur endoskopischen Sterilisation
Kamerakopf (1); Lichtkabel (2); Vogel-Untersuchungsschaft (3); Vorausblick-Optik (4); flexible Biopsiezange
(5)
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3.4.8.1.2 Vorbereitung und Durchfiihrung der endoskopischen Sterilisation

Die zur Vasektomie vorgesehenen Tiere wurden am Morgen des Eingriffes einer
eingehenden klinischen Untersuchung unterzogen. Nur Tiere, deren allgemeiner Zustand
als einwandfrei beurteilt wurde, kamen fir die Vasektomie in Betracht. Den Végeln wurde
zwei Stunden vor Beginn des Eingriffes das Futter entzogen, um uneingeschrankte Sicht in
der Zélomhohle durch entleerte Darmschlingen zu gewahrleisten und das Risiko einer
Futteraspiration zu minimieren (LIERz, 2011; TAYLOR, 1994). Die Einleitung der
Allgemeinanasthesie erfolgte mit 5 Vol.-% Isofluran (Isosthesia® 1000 mg/g, Henry Schein
VET GmbH, Hamburg, Deutschland) mit einem Sauerstoff-Flow von ca. 1 I/min (iber eine
Kopfmaske. Nach Erreichen des Toleranzstadiums erfolgte die Narkoseerhaltung bei 0,8 —
2,5 Vol-% Isofluran bei gleichbleibendem Flow. Wahrend des endoskopischen Eingriffes
wurde das Vorhandensein von Spontanatmung und Reflexen regelmaRig visuell
kontrolliert (LIERZ UND KORBEL, 2012). Der Puls wurde dauerhaft mittels eines Dopplers an
der oberflachlichen Fligelarterie (A. ulnaris superficialis) Uberwacht. Auf eine
Uberwachung des Blutdrucks wurde wegen der kurzen Operationsdauer verzichtet. An
der Inzisionsstelle wurde Schmerzfreiheit durch die subkutane Applikation von 2 %
Lidocainhydrochlorid (< 1 mg/kg KGW) (Lidocain-HCI, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) zur Lokalandsthesie gewahrleistet. Zur analgetischen Abdeckung wurde
jedem Tier ein nicht-steroidales Antiphlogistikum (NSAID) (Meloxicam, 1 mg/kg KGW)
(Meloxivet 1,5 mg/ml, Elanco Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland)
intragluvial appliziert (CARPENTER, 2012). Der endoskopische Eingriff erfolgte nach
etablierten Methoden (LiERz, 2008). Der Zugang zur Korperhohle erfolgte in rechter
Seitenlage mit nach dorsal ausgestreckten Fliigeln zunachst von der linken Flanke. Hierzu
wurde das Bein nach kranial gelagert und die Federn ventral des Synsacrums und hinter
der letzten Rippe mithilfe eines alkoholischen Desinfektionsmittels (kodan® Tinktur forte
farblos, Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland) gescheitelt. Der Zugangspunkt,
der sich durch den Schnittpunkt der achten Rippe mit dem M. flexor cruris medialis
bestimmte, wurde zusatzlich mit einem jodhaltigen Hautdesinfektionsmittel (Braunol®, B.
Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) desinfiziert. Dieser Zugang wurde
gewdhlt, um eine grofRtmogliche Visualisierung der abdominalen Strukturen zu
gewahrleisten (TAYLOR, 1994). Ein kleiner Hautschnitt (ca. 2 mm) ermdoglichte die Sicht auf

die semimembranodse Faszie des M. flexor cruris medialis, die mit einer gebogenen
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Arterienklemme nach Halsted-Mosquito stumpf von der Bauchwand abprapariert wurde.
Daraufhin wurde der Muskel nach dorsal angehoben und die Bauchwand unmittelbar
hinter der letzten Rippe mit der Klemme stumpf durchstoBen. Die durch das entstandene
ca. 4 x 4 mm grolSe Loch eingefiihrte starre 30° Operationsoptik ermoglichte die Sicht in
den kaudalen thorakalen Luftsack [Abbildung 27; (A)]. Zunachst erfolgte die Beurteilung
von Lunge, Herz, Perikard, Luftsackmembranen und Leber hinsichtlich makroskopischer
Veranderungen, bevor der Abdominal-Luftsack durch DurchstoBen der begrenzenden
Luftsackmembran aufgesucht wurde. Auch hier erfolgte die Beurteilung der inneren
Organe (Driisenmagen, Darm, Milz, Niere, Nebenniere und Gonaden) [Abbildung 27; (B)].
Der Samenleiter (Ductus deferens) wurde nach kaudal bis zur Kloake hin verfolgt, um eine
Stelle zu finden an der die Trennung des Samenleiters aus dem gemeinsamen Gekrdse mit
dem Harnleiter (Ureter) am risikoarmsten erschien [Abbildung 27; (C & D)]. Die
Sterilisation erfolgte nach der von Lierz (2008) beschriebenen Methode, indem eine
flexible Biopsiezange durch den Arbeitskanal eingefiihrt wurde, mit der der Samenleiter
erfasst [Abbildung 27; (E)] und durch leichten Zug vom parallel verlaufenden Harnleiter
getrennt wurde [Abbildung 27; (F)]. Nach ausreichender Mobilisation des Samenleiters
wurde durch starkeren Zug und gleichzeitiges Zuriickziehen des Endoskops ein ca. 1 cm
grofles Stick des Samenleiters entfernt, um ein Zusammenwachsen der getrennten
Enden zu verhindern (LIERz, 2008). Da bei mannlichen Vogeln die Geschlechtsorgane
bilateral vorhanden sind, erfolgte nach erfolgreicher partieller Vasektomie der linken
Seite die analoge Durchfihrung auf der rechten Kérperseite. Nach Entfernung des
Endoskops wurden die Hautwunden mittels eines U-Heftes mit resorbierbarem,
geflochtenen Polyglactin 910 (Ethicon® Vicryl Plus 4-0, Johnson & Johnson Medical GmbH,
Deutschland) verschlossen. Nach Beendigung der Narkose verblieben die Tiere in der
Hand des Untersuchers unter Beobachtung bis sie wieder vollstandig ansprechbar waren.
Postanasthetische UberwachungsmaRnahmen wurden noch fortgefiihrt bis die Végel

wieder in der Lage waren, wie gewohnt auf der Stange zu sitzen (LIERZ UND KORBEL, 2012).

Der Erfolg der Methode wurde durch vier komplett infertile Gelege pro Brutpaar
verifiziert. Die Infertilitdt eines jeden gelegten Eis wurde durch mehrfaches Schieren und
den Einsatz eines digitalen Eiermonitors (Buddy, Avitronics, Avian Biotech International,

Tallahassee, FL, USA) Uberprift.
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Abbildung 27: Endoskopische Sterilisation der mannlichen Nymphensittiche (Nymphicus hollandicus)

(A) linke Lunge (1), Luftsackgrenze zwischen kranialem und kaudalem thorakalen Luftsack (2); (B) linker
Hoden (1), kranialer Nierenpol (2), linke Nebenniere (3); (C) Samenleiter (Ductus deferens) (1), Harnleiter
(Ureter) (2), Kloake (3); (D) Niere (1), Samenleiter (2), Harnleiter (3), Darm (4); (E) mit der flexiblen
Biopsiezange (1) wird der Samenleiter (2) gefasst; (F) durch leichten Zug mit Hilfe der flexiblen Biopsiezange
(1) wird der Samenleiter (2) vom Harnleiter (3) gelost

3.4.8.2 Artifizielle Insemination von weiblichen Nymphensittichen

Das Experiment wurde als Cross-over Versuch gestaltet, um individuelle Einflisse der
Hennen auf die Anzahl der gelegten Eier, die Toleranz der inseminierten Flissigkeit oder
den Befruchtungserfolg zu minimieren. Hierzu wurden die zwanzig Hennen zufallig in zwei
Gruppen eingeteilt. Die zehn weiblichen Tiere aus Gruppe 1 wurden im ersten Teil des

Experimentes ausschlieBlich mit Frischsperma inseminiert, wahrend die zehn Hennen aus
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Gruppe 2 Sperma erhielten, das mindestens 24 Stunden vor der Insemination mit den
Methoden des entwickelten Protokolls tiefgefroren wurde. Im zweiten Teil des
Experimentes verhielt es sich demzufolge umgekehrt und Hennen der Gruppe 1 erhielten
TG-Sperma, wahrend Gruppe 2 mit Frischsperma inseminiert wurde. Der Beginn des
Inseminationsexperimentes wurde durch Beobachtung der Vogel und die Beurteilung
ihres Verhaltens bestimmt. Ungefdahr ein bis drei Tage vor der vermuteten Eiablage
wurden mehrmals taglich  Kopulationen der Paare, sowie regelmaRige
Nistkasteninspektionen durch die Hennen beobachtet. Dies und die Ablage des ersten Eis
des Geleges, wurde als Indikator fiir den Beginn der artifiziellen Inseminationen gesehen
(NEUMANN U. A., 2013). Die Al-Techniken wurden bei allen Nymphensittichhennen drei Mal
im Abstand von zwei Tagen durchgefiihrt, sofern die Legebereitschaft durch Palpation
bestatigt wurde. Ungefahr eine Stunde vor der artifiziellen Insemination wurden die Tiere
mit Hilfe eines Keschers aus der Gruppe herausgefangen und in einen kleineren Kafig (60 x
50 x50 cm) in HOr- und Sichtweite zu ihren Partnern gesetzt, um einen Kot- und
Urinabsatz vor der Insemination zu forcieren und somit das Risiko einer Kontamination
des Eileiters mit Exkrementen zu minimieren. Das zu inseminierende Spermavolumen
(Frischsperma oder TG-Sperma) wurde mit einer Pipette (PIPETMAN Classic™ P20, Gilson
Inc., Middleton, WI, USA) in eine Pipettenspitze (20 ul, Sarstedt AG & Co., Niirnbrecht,
Deutschland) aufgenommen. Pro Vogel wurde ein Volumen zwischen 8 und 15 pl mit einer
Inseminationsdosis (Anzahl der Spermien/Inseminationsportion) von mindestens 250.000
Spermien inseminiert (Tabelle 4). Dies wurde von FISCHER U. A. (2014c) als die minimal
notwendige Dosis zum Erreichen einer erfolgreichen Befruchtung angegeben. Auf die das
Sperma enthaltende Pipettenspitze wurde eine Venenverweilkaniile (Vasofix® Brauniile®
24 G 0.7 x 19 mm, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) aufgesetzt
(Abbildung 28). Der Vogel wurde durch eine Hilfsperson in Riickenlage fixiert, wobei die
Beine leicht zum Kopf des Tieres hin gezogen wurden, um das Sichtfeld des Untersuchers
nicht einzuschrianken (Abbildung 29). Die Kloake wurde mit angefeuchteten weichen
Tuchern (Kleenex® Original, Kimberly-Clark GmbH, Koblenz, Deutschland) gereinigt und
der Abstand zwischen den Legebeinen (Ossa pubica) wurde palpiert, um die
Legebereitschaft zu bestatigen. Ein angewdrmtes Nasenspekulum nach Hartmann-Halle
(Schenkellange 30 mm, 150 mm) (Henry Schein VET GmbH, Hamburg, Deutschland)

wurde in die Kloake eingefiihrt und vorsichtig gespreizt bis die Oviduktéffnung am linken
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ventralen Bereich (rechts dorsal aus dem Blickwinkel des Untersuchers) des Urodeums
sichtbar war. War die Oviduktoffnung nicht prominent erhaben und betrug der Abstand
zwischen den Knochenenden weniger als 5 mm, wurde bei dem betreffenden Tier keine
artifizielle Insemination durchgefiihrt. Gute Sicht wurde durch eine vom Untersucher
getragene Stirnlampe (LED Lenser H7R.2, Zweibrider Optoelectronics GmbH & Co. KG,
Solingen, Germany) gewahrleistet. Das weiche Ende der Venenverweilkaniile wurde 2 bis
4 mm tief intravaginal eingefiihrt (Abbildung 30) und der Stempel der Pipette zur

vollstandigen intravaginalen Instillation des Spermas bis zum Anschlag heruntergedriickt.

Abbildung 28: Vorbereitete Pipette zur artifiziellen Insemination von weiblichen Nymphensittichen
Venenverweilkandile (1), Pipettenspitze, das Sperma enthaltend (2), Pipette (3)

In Féllen, in denen keine intravaginale Insemination moglich war, weil die Tiere
Abwehrbewegungen vollfihrten, wurde stattdessen eine intrakloakale Insemination in die
Nahe der Oviduktoffnung durchgefiihrt. Nach der Insemination wurden die Tiere noch
kurz in Riickenposition fixiert und der Schwanz wurde sanft von der rechten zur linken
Seite bewegt, um den natirlichen Kopulationsakt zu imitieren. Nach erfolgreicher
Insemination wurden die weiblichen Tiere sofort wieder zurlick in ihre Voliere gesetzt und
in den Tagen danach hinsichtlich ihres Allgemeinbefindens und Gesundheitszustandes
kontrolliert. Alle Nester wurden taglich kontrolliert und die Eier markiert. Wahrend der
kompletten Brutperiode von ca. vier Wochen wurden die Eier alle zwei Tage mittels
Schieren und des digitalen Eiermonitors auf Anzeichen von Embryonalwachstum
kontrolliert. Infertile Eier wurden im Gelege belassen, wahrend abgestorbene Eier aus

hygienischen Griinden dem Gelege enthommen wurden.
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Abbildung 29: Fixation eines weiblichen Abbildung 30: Digitale lllustration einer artifiziellen
Nymphensittichs zur artifiziellen Insemination Insemination beim Papagei
Venenverweilkaniile (a) und Spekulum (b); (c)
markiert die Adaptionsstelle zum Aufsatz einer

Pipette

3.48.2.1 Artifizielle Insemination mit Frischsperma

Vor der artifiziellen Insemination wurden frische Spermaproben von den fertilen
Nymphensittichhahnen gewonnen, bis ein Gesamtvolumen von mindestens 30 pl vorlag.
Die Proben wurden einer verkirzten Qualitatsuntersuchung (Volumen, Kontamination,
geschatzte Spermiendichte in der Kapillare) unterzogen. Proben, die bereits
makroskopisch Verunreinigungen wie Harnsaure oder Kot enthielten, wurden nicht weiter
verwendet. Proben von zufriedenstellender Qualitat (keine Verunreinigungen, geschatzte
Spermiendichte in der Kapillare > 2) wurden in einem Reaktionsgefa (Eppendorf® Safe-
Lock Tubes 1,5 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) gepoolt. Von der
Spermapoolprobe wurde die Spermiendichte und die Spermiengesamtzahl nach den
Methoden aus Kapitel 3.3.3.2 ermittelt, um die Inseminationsdosis berechnen zu kénnen
(Tabelle 4). Die Spermapoolprobe wurde nachfolgend mit dem besten Spermaverdiinner
in entsprechender Dosierung versetzt und bis zur Insemination in einer mit kaltem Wasser
und Kihlakkus gefillten Kiihlbox bei +4 °C gelagert. Der Inseminationsvorgang wurde

innerhalb weniger Minuten nach der Spermaverdiinnung begonnen und dauerte fir die
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gesamten Tiere der Gruppe in der Regel weniger als 60 Minuten. Selbst bei der letzten
Inseminationsportion wurde daher eine ausreichende Vorwadrtsbeweglichkeit der
Spermien von Uber 60 % angenommen. Die Techniken der artifiziellen Insemination

wurden im obigen Kapitel ausfiihrlich beschrieben.

3.4.8.2.2 Artifizielle Insemination mit kryokonserviertem Sperma

Vor der artifiziellen Insemination wurden die anhand des entwickelten Protokolls
kryokonservierten Spermaproben im Kaltwasserbad nach den Methoden aus Kapitel
3.4.6.1 erwarmt. Die Aliquots wurden in einem ReaktionsgefaR (Eppendorf® Safe-Lock
Tubes 1,5 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) gepoolt bis ein Volumen von
mindestens 100 ul vorhanden war. Von der Spermapoolprobe wurde die Spermiendichte
und die Spermiengesamtzahl nach den Methoden aus Kapitel 3.3.3.2 ermittelt, um die
Inseminationsdosis berechnen zu kénnen (Tabelle 4). Die Spermapoolprobe wurde
nachfolgend bis zur Insemination in einer mit kaltem Wasser und Kihlakkus gefillten
Kihlbox bei +4 °C gelagert. Die Techniken der artifiziellen Insemination wurden im obigen

Kapitel ausfiihrlich beschrieben.

Tabelle 4: Detaillierte Darstellung der in den Inseminationsversuchen verwandten Spermienkonzentrationen,
Inseminationsvolumina und entsprechenden Inseminationsdosen (n = 12)

Experiment 1

Insemination 1 Insemination 2 Insemination 3

Variable 2 2 T1G-

Frischsperma = Frischsperma Frischsperma

Sperma Sperma Sperma

Csp [n/ul] 325.000  740.000  637.500  610.000  212.500  1.034.000
Vi [ul] 15 10 12 10 12 12
'"szr:s'ir;a;:]’"s' 1.218.000 1.850.000 1.912.500 1.525.000  637.500  3.102.000

Experiment 2

Insemination 1 Insemination 2 Insemination 3

Variable TG-

Frischsperma - Frischsperma = Frischsperma
P Sperma P Sperma P Sperma

Csp [n/ul] 455.000  1.541.000 242500  712.000  865.000  1.380.000
Vi [u] 8 10 12 10 12 12
'"SZ';’S':;a[t:;"S' 910.000  3.852.500  727.500  1.780.000  2.595.000  4.140.000

Spermienkonzentration (Cs,); Inseminationsvolumen (V;)
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3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte im lokalen Rechnernetzwerk (LAN) der Arbeitsgruppe
Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterindrmedizin der
Justus-Liebig-Universitat GieRen. Fir die Auswertungen wurde das
Statistikprogrammpaket BDMP/Dynamic Release 8.1 (Dixon, 1993). Die graphische
Darstellung erfolgte mit Hilfe des Programms Excel® 2010 (Microsoft Office 2010,
Microsoft Corporation, Redmont, Washington, USA). Fir den weiteren Versuchsverlauf
relevante Signifikanzen wurden innerhalb der graphischen Darstellungen entsprechend

ihrer Werte [p < 0,05 (*); p < 0,01 (**); p <0,0001 (***)] gekennzeichnet.

3.5.1 Vorversuch

Zur Beschreibung der Daten wurden fiir die mannlichen Tiere bei quantitativen,
annahernd normalverteilten Merkmalen arithmetische Mittelwerte (%),
Standardabweichungen (SD), Minima (Xmin), Maxima (Xmax), Mediane (X), und der Quartile
(Q1; Q3) fir die untersuchten Spermaparameter berechnet. Jede Spermaprobe der 30

mannlichen Tiere galt als statistische Einheit.

3.5.2 Hauptversuch

Zur Beschreibung der Daten wurden bei quantitativen Merkmalen arithmetische
Mittelwerte (X), Standardabweichungen (SD), Mediane (X), Quartile (Q1, Q3), sowie
Minima (xmin) und Maxima (xmax) der Stichprobenumfange (n) berechnet und tabellarisch
wiedergegeben. Die Datenbeschreibung der Spermienmorphologie erfolgte durch die
Berechnung der arithmetischen Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD), die in
tabellarischer Form dargestellt sind. Bei der grafischen Darstellung der quantitativen
Variablen wurden aus Griinden der Ubersicht nur die Mittelwerte eingetragen. Die
Fehlerbalken in den grafischen Darstellungen der Spermienvitalitdt entsprechen den
Standardabweichungen. Die Datenerfassung zum Zeitpunkt 0 bezieht sich jeweils auf den
schnellstmoglichsten Zeitpunkt nach Beifligen der Spermazusatze (Verdinner,
Kryoprotektiva). Die einzelnen morphologischen Auspragungen wurden in Summen ihrer
Kategorien ausgewertet. Eine ausflhrliche Ergebnisbeschreibung findet sich in den

Tabelle 28 bis 29.



MATERIAL UND METHODEN 99

3.5.2.1 Evaluierung der Verdiinner

In Ubereinstimmung mit dem Studiendesign diente jede gepoolte Spermaprobe als
statistische Einheit bei der Auswertung der Ergebnisse. Statistisch signifikante
Unterschiede der Mittel der Spermaparameter Gesamtmotilitdt (MOT), Vorwartsmotilitat
(PMOQT), Spermienviabilitat und Spermienmorphologie bei dem Einsatz unterschiedlicher
Verdiinner wurden durch eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholungen
beziliglich Verdinnungsstufe und Zeit mit Hilfe des Programms BMDP2V aus dem
Softwarepaket getestet. Um eine anndhernde Normalverteilung der analysierten
Variablen zu erhalten, wurde vor der Auswertung der Spermienmorphologie eine Arcus-
Sinus-Transformation der Daten vorgenommen. Der globale Vergleich der
Spermaverdiinner  wurde  durch  eine  dreifaktorielle  Varianzanalyse  mit
Messwiederholungen beziglich Verdiinner, Verdiinnungsstufe und Zeit vorgenommen.
Korrelationen wurden durch den Pearson Korrelationskoeffizienten (R) beurteilt. Im
Allgemeinen wurde ein Signifikanzlevel von a = 0,05 angenommen, sodass p-Werte

kleiner oder gleich 0,05 statistisch signifikante Effekte signalisierten.

3.5.2.2 Evaluierung der Kryoprotektiva

In Ubereinstimmung mit dem Studiendesign diente jede gepoolte Spermaprobe als
statistische Einheit bei der Auswertung der Ergebnisse. Statistisch signifikante
Unterschiede der Mittel der Spermaparameter Gesamtmotilitdt (MOT), Vorwartsmotilitat
(PMOQT), Spermienviabilitat und Spermienmorphologie bei dem Einsatz unterschiedlicher
Kryoprotektiva wurden mittels zweifaktorieller Varianzanalyse mit Messwiederholungen
beziglich Konzentration und Zeit und zusatzlichem Wald-Test evaluiert. Um eine
anndhernde Normalverteilung der analysierten Variablen zu erhalten, wurde vor der
Auswertung der Spermienmorphologie eine Arcus-Sinus-Transformation der Daten
vorgenommen. Der globale Vergleich der unterschiedlichen Kryoprotektiva wurde mit
Hilfe einer dreifaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholungen bezliglich
Kryoprotektivum, Konzentration und Zeit und zusatzlichem Wald-Test vorgenommen. Im
Allgemeinen wurde ein Signifikanzlevel von a = 0,05 angenommen, sodass p-Werte

kleiner oder gleich 0,05 statistisch signifikante Effekte signalisierten. Die zusatzliche
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Evaluierung von CryoSOfree™ erfolgte aufgrund des limitierten Stichprobenumfangs und

der Eindeutigkeit der Ergebnisse lediglich deskriptiv.

3.5.2.3 Evaluierung der Kiihlrate

Bei der Auswertung verschiedener Kiihlraten diente jede Spermaprobe als statistische
Einheit. Statistisch signifikante Unterschiede der Mittel der Spermaparameter
Gesamtmotilitat  (MOT),  Vorwartsmotilitdst  (PMOT), Spermienviabilitit  und
Spermienmorphologie wurden mittels zweifaktorieller Varianzanalyse ermittelt. Um eine
anndhernde Normalverteilung der analysierten Variablen zu erhalten, wurde vor der
Auswertung der Spermienmorphologie eine Arcus-Sinus-Transformation der Daten
vorgenommen. Auch hier galt ein Signifikanzlevel von a = 0,05, sodass p-Werte kleiner

oder gleich 0,05 statistisch signifikante Effekte signalisierten.

Die zusatzliche Evaluierung der schnellen Kiihlrate (,direct plunging”) mit Hilfe von
DMA 12 %, DMSO 8 % & 12 %, sowie Glyzerin 8 % & 12 % erfolgte aufgrund des limitierten

Stichprobenumfangs und der Homogenitat der Ergebniswerte lediglich deskriptiv.

3.5.2.4 Evaluierung verschiedener Erwdarmmethoden

Bei der Auswertung verschiedener Erwarmmethoden nach Vitrifikation diente jede
Spermaprobe als statistische Einheit. Aufgrund der Homogenitat der Ergebnisse konnten
keine statistisch signifikanten Effekte berechnet werden. Stattdessen erfolgt eine

ausfihrliche Ergebnisbeschreibung in Tabelle 31.

3.5.2.5 Evaluierung des Fertilisationsversuches

Zur Auswertung des Cross-over-Fertilisationsversuches wurden multiple logistische
Regressionen mit ausgezadhlten Haufigkeiten bezliglich der Befruchtungs- und
Absterberaten mit dem Programm BMDPLR erzeugt und nach der log-likelihood-Funktion

auf signifikante Unterschiede gepriift.
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4. Ergebnisse

4.1 Vorversuch

4.1.1 Makroskopische Spermauntersuchung

Insgesamt  wurden im Untersuchungszeitraum von 12 Wochen 411
Spermaentnahmeversuche durch die Massagemethode durchgefiihrt. Hiervon waren 262
Versuche erfolgreich (63,8 %). In den ersten zwei Wochen des Vorversuches wurde bei
allen 30 mannlichen Nymphensittichen zweimal wochentlich die Spermaentnahme
versucht. Dabei stellte sich heraus, dass dieses Absamungsintervall zu kurz fir die
Nymphensittichhdhne war. Die Kloakenschleimhaut reagierte schon bei leichtem Druck
mit Blutungen, sodass es zu Kontaminationen des Ejakulates kam. Aus diesem und
Grinden des Tierschutzes wurde das Absamungsintervall auf einmal wochentlich
reduziert. In den folgenden zehn Wochen des Vorversuches wurde die Technik der
Massagemethode verfeinert, sodass moglichst kontaminationsfreie Ejakulate hohen
Volumens gewonnen werden konnten. Die Zeitspanne zwischen dem Beginn der
Spermaentnahme und dem Beginn der Qualitatsanalyse Uberschritt in keinem Fall 50

Minuten.

4.1.1.1 Volumen

Die Volumenbestimmung wurde anhand aller gewonnenen Spermaproben (n = 262)
vorgenommen. Das Ejakulatvolumen reichte von 0,1 bis 19,4 ul. Durchschnittlich betrug
das gewonnene Spermavolumen pro Nymphensittichhahn 3,2 £+ 3,1 ul (X £ SD)

(Tabelle 5).

4.1.1.2 Konsistenz und Farbe

Die Farbe des Ejakulates lag in 100/262 Fallen (38,2 %) zwischen graulich und weiRlich.
Zweiundachtzig von 262 Proben (31,3 %) wiesen eine klare Farbe auf. Zweiundfiinfzig

Proben (19,9 %) waren von oranger bis rétlicher Farbe und 24 Proben (9,2 %) wiesen ein
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Farbspektrum zwischen elfenbeinfarben und gelblich auf. Die restlichen 4 Proben (1,5 %)
waren brdunlich gefarbt. SiebenunddreiBig Ejakulate (14,1 %) waren von wadssriger
Konsistenz, 23 Ejakulate (8,8 %) milchig, der groRte Anteil der Proben (n = 189; 72,1 %)
war von molkiger Konsistenz. Lediglich sieben (2,7 %), beziehungsweise sechs (2,3 %)
Ejakulate waren von sahniger bis rahmiger Konsistenz. In 35,5 % der Proben (93/262) war
makroskopisch eine Verunreinigung zu sehen, wobei es sich um Harnsdure (22/93;
23,7 %), um Erythrozyten (66/93; 71 %), um Kot (2/93, 2,2 %) und um eine gemischte
Kontamination (3/93; 3,2 %) handelte.

4.1.1.3 Geschatzte Spermiendichte und -beweglichkeit

Jeder der 262 Einzelspermaproben wurde einer vorldaufigen mikroskopischen
Untersuchung in der Mikrokapillare unterzogen (s. Kap. 3.3.1.3). Hierbei betrug die
durchschnittliche, geschatzte Spermiendichte innerhalb der Mikrokapillare 3,3 + 1,2
(x + SD), die geschatzte mittlere Motilitat lag bei 2,4 + 1,2 (x + SD).

4.1.2 Chemisch-physikalische Spermauntersuchung

4.1.2.1 pH-Wert

Bei 70 zufallig ausgewahlten Einzelejakulaten, die in ausreichendem Volumen (> 6 ul)
vorlagen und keine Kontaminationen aufwiesen, wurde eine pH-Wert Messung nach der
Methode aus Kapitel 3.3.2.1 durchgefiihrt. Hierbei wurden Werte zwischen 6,4 und 8,5

ermittelt. Der Mittelwert lag bei 7,4 + 0,4 (X + SD) (Tabelle 5).

4.1.2.2 Osmolalitat

Es wurden neun gepoolte, unverdiinnte Spermaproben gemessen. Jede Poolprobe
bestand aus den Einzelejakulaten von jeweils 30 Nymphensittichen. Die anhand dieser
neun Poolspermaproben gemessenen Osmolalitdtswerte lagen zwischen 290 und 320

mOsm/kg (Abbildung 31). Das arithmetische Mittel betrug 297,7 + 9,4 (X £ SD).
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4.1.3 Mikroskopische Spermauntersuchung

4.1.3.1 Eosin B-Farbung

Dieselben 70 Proben, die einer pH-Wert-Messung unterzogen wurden, dienten ebenfalls
zur Bestimmung der Lebend/Tot-Rate der Einzelejakulate nach der Methode aus Kapitel
3.3.3.1.1. Der geringste Anteil an lebenden Spermien betrug 65,5 %, der hochste Anteil 97

%. Insgesamt ergab sich so eine mittlere Vitalitdtsrate von 85,4 + 6,7 % (X + SD).

4.1.3.2 Spermienkonzentration und Spermiengesamtzahl

Anhand von 51 zufdllig ausgewahlten Einzelejakulaten wurden sowohl die
Spermienkonzentration, als auch die Spermiengesamtzahl, nach den Methoden aus
Kapitel aus 3.3.3.2 ermittelt. Die Spermienkonzentration lag hierbei zwischen 30.000 und
5.950.000 Spermien/ul. Aus dieser Zahl und dem jeweiligen Ejakulatvolumen ergab sich
die Spermiengesamtzahl. Diese lag zwischen 45.000 und 175.525.000 Spermien im

Gesamtejakulat pro Spermaprobe (Tabelle 5).

4.1.4 Transmissionselektronenmikroskopie

Insgesamt wurden pro Spermienregion (Akrosom, Kopf, Mittelstiick, GeilSel) jeweils 25
Membranabschnitte eingehend betrachtet. Bei der Beurteilung der Plasmamembranen
wurde im Bereich des Akrosoms in 16 % der untersuchten Abschnitte ein Integritatsverlust
verzeichnet. Im Bereich des Spermienkopfes waren 24 % der Abschnitte verandert. Das
Mittelstlick zeigte sich hingegen nur in 12 %, die GeiRel sogar nur in 8 % der untersuchten
Membranabschnitte irreguldr (Tabelle 32). Soweit erkennbar, waren alle im Inneren
liegenden Strukturen (Akrosomvesikel, Perforatorium, proximales und distales Zentriol,
Zellkern, Mitochondrien) intakt (Abbildung 32). Im Pars principalis war die fir den
Achsenfaden typische 9x2+2 Mikrotubulistruktur in allen Querschnitten nachvollziehbar

(Abbildung 33).
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Abbildung 31: Einzelmesswerte und berechneter Mittelwert (@) der Osmolalitdt von Spermapoolproben
(n=9)

Tabelle 5: Mittelwerte und Standardabweichungen der Spermaparameter (Volumen, Dichte, Beweglichkeit,
ph-Wert, Osmolalitat, Vitalitat, Konzentration und Gesamtzahl) der Qualitdtsuntersuchung im Vorversuch

geschatzte Osmo-

Spermien- lalitat

beweglich- P [MOsm
keit /kgl

Volu- geschatzte
men Spermien-
(] dichte

Spermien-  Spermien- Spermien-
vitalitat konzentra- gesamtzahl
[%] tion [n/pl] [n]

350.000 1.016.400

740.000 2.927.900

Mittelwert und Standardabweichung (X # SD); Median (X); Quartile (Q1 und Q3); Minimalwert (Xmin);,
Maximalwert (Xmayx); Anzahl (n)
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Abbildung 32: TransmissionselektronenmikroskopischeAufnahme (Langsschnitt): Intaktes Mittelstiick eines
Nymphensittichspermiums; Nucleus (1), Mitochondrium (2), proximales Zentriol (3), distales Zentriol (4),

intakte Membran (5)

Abbildung 33: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme (Querschnitt): Pars principalis eines

Nymphensittichspermiums mit typischer 9x2+2 Mikrotubulistruktur
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4.2 Hauptversuch

4.2.1 Herstellung der Verdiinner

Die drei aus der Literatur ausgewahlten Spermaverdiinner (LAKE UND STEWART (1978),
BLANCO U. A. (2008), (SExTON, 1977) wurden gemaR Literaturangaben und den Methoden
aus Kapitel 3.4.1 hergestellt. Durch die Ergebnisse der Vorstudie erfolgte die Einstellung
der drei Verdinner (SV 1 — 3) auf den mittleren pH-Wert von Nymphensittichsperma

(x = 7,4). Bezugnehmend auf den mittleren Osmolalitatswert der Spermapoolproben

=l
+

SD = 297,7 £+ 9,4) wurde jeder der drei Spermaverdiinner nachfolgend auf eine
Osmolalitat von ca. 300 mOsm/kg (+/- 3 mOsm/kg) eingestellt. Vergleichend dazu lagen
der ermittelte pH-Wert der 1%igen Glukoselosung zwischen 4,9 und 6,1 (n =9; X + SD =
5,6 + 0,4) und der gemessene Osmolalitatswert zwischen 275 und 280 mOsm/kg (n = 9; X

+SD=277,7+1,3).

4.2.2 Evaluierung der Verdiinner

Um jeweils zwei Verdinnungsstufen (1:4 und 1:8) eines jeden Verdiinners in acht
Wiederholungen testen zu koénnen, waren mindestens 16 Spermapoolproben zur
Aliquotierung notwendig. Die Anzahl der Messwiederholungen (8) wurde so gewahlt, um
Messungenauigkeiten auszugleichen und statistisch verwertbare Ergebnisse zu erhalten.
Jede native Spermaprobe wurde bei Raumtemperatur in vier Aliquots geteilt und mit den
drei verschiedenen Verdlinnern (SE 1 -3), sowie der 1%igen Glukoseldsung als Kontrolle
versetzt. Dieses Verfahren konnte bei 15 Spermaproben problemlos durchgefiihrt werden.

So ergaben sich aus 15 Poolproben 60 Einzelproben zur Untersuchung:

15 Poolproben x 4 Aliquots = 60 Einzelproben

Eine Poolprobe konnte jedoch aufgrund des geringen Spermavolumens nur in zwei
Verdiinneraliquots aufgeteilt werden, sodass die Untersuchung und Aufteilung einer

weiteren Spermapoolprobe notwendig war, was insgesamt in 17 Poolproben resultierte:

2 Poolproben x 2 Aliquots = 4 Einzelproben + 60 Einzelproben = 64 Einzelproben
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Diese 64 Einzelproben wurden hinsichtlich Motilitat, Viabilitdit und Morphologie zu finf
unterschiedlichen Beobachtungszeitpunkten (s. Kap. 3.4.3) untersucht. Im Folgenden wird
naher auf die Ergebnisse der Spermaqualitdtsuntersuchungen eingegangen. Die
detaillierten Untersuchungsergebnisse des Verdlinnervergleiches sind in Tabelle 28

dargestellt.

4.2.2.1 Motilitdtsanalyse

Uber den gesamten Untersuchungszeitraum von 120 Minuten war ein Abfall der
Gesamt (MOT)- und Vorwartsmotilitat (PMOT) sowohl in den Kontrollproben, als auch in
allen mit Spermaverdiinnern versetzten Proben in jeglicher Verdiinnungsstufe zu
verzeichnen. Die hochste Reduktion der Gesamt- (A ~ 20 %) und Vorwartsmotilitat
(A~ 24 %) trat bei der Verwendung des modifizierten Beltsville-Poultry-Semen-Extenders
(SV 3; 1:4) auf. Der geringste Abfall der Gesamt- (A ~ 11 %) und Vorwartsmotilitat
(A ~ 14 %) lieR sich bei dem modifizierten Lake-Verdiinner in 1:8 Verdinnungsstufe
verzeichnen. Der modifizierte Lake-Verdiinner (SV 1) in 1:4 Verdlinnung startete jedoch,
verglichen mit der Kontrolle und allen anderen Spermaverdiinnern in beiden
Verdlinnungsstufen (Abbildung 34 und Tabelle 13), initial mit einer héheren (p < 0,05)
Gesamtmotilitit (X + SD = 77,3 + 7,0 %). Ahnliche Ergebnisse wurden in der initialen
Vorwartsbeweglichkeit beobachtet (X + SD = 70,7 + 7,8 %) (Abbildung 35 und
Tabelle 14). Der globale Vergleich identifizierte signifikante Unterschiede zwischen den
verschiedenen Spermaverdiinnern und zwischen den unterschiedlichen
Untersuchungszeitpunkten (p < 0,0001), wahrend die Unterschiede zwischen den
einzelnen Verdinnungsstufen (1:4 und 1:8) knapp nicht signifikant waren (p = 0,08). Beim
paarweisen Vergleich der verschiedenen Spermaverdiinner mit 1%iger GlukoselGsung
erzielte der modifizierte Lake-Verdinner in 1:4-Verdiinnung die besten Ergebnisse
hinsichtlich der Erhaltung der Gesamt- und Vorwartsmotilitdt (p < 0,01) (Tabelle 10).
Obwohl die 1:8-Verdinnungsstufe des SV 1 eine geringere Reduktion der
Vorwartsbeweglichkeit von ca. 14 % im Vergleich zur 1:4-Verdinnungsstufe (A ~ 23 %)
vorwies, garantierte die 1:4-Verdinnungsstufe nach 120 Minuten Beobachtungszeit die

signifikant hohere Vorwartsbeweglichkeit (p < 0,05). Der Vergleich der beiden
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Konzentrationsstufen ergab in der Gesamtbeweglichkeit keine signifikanten Unterschiede

(p >0,05).
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Abbildung 34: Mittelwerte aus 8 Messungen in Prozent der Spermiengesamtmotilitat beim Vergleich der

verschiedenen Spermaverdiinner in unterschiedlichen Konzentrationen (n = 64)
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Abbildung 35: Mittelwerte aus 8 Messungen in Prozent der Spermienvorwartsmotilitdt beim Vergleich der

verschiedenen Spermaverdinner in unterschiedlichen Konzentrationen (n = 64)

1%ige Glukoseldsung (1%G); Spermaverdinner (SV); p < 0,05 (*)
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4.2.2.2 \Viabilitdtsanalyse

Die Gesamtheit der zu evaluierenden Proben (n = 150) ldsst sich anhand der
nachstehenden Auflistung nachvollziehen. Von allen Verdinnern, in jeder
Verdiinnungsstufe wurde zu zwei Zeitpunkten (0 und 120 Minuten) eine Viabilitatsanalyse
durchgefiihrt. Zu beiden Zeitpunkten wurde vergleichend die Kontrollverdiinnung
evaluiert. Sofern ein ausreichendes Probenvolumen vorhanden war, wurde zudem zu

beiden Zeitpunkten eine native Spermaprobe vergleichend evaluiert.

3 Verdiinner x 2 Verdiinnungsstufen x 2 Untersuchungszeitpunkte x 8 Wiederholungen

= 96 Einzelproben

1 Kontrolle x 1 Verdiinnungsstufe x 2 Untersuchungszeitpunkte x 17 Wiederholungen

= 34 Einzelproben

1 native Spermaprobe x 2 Untersuchungszeitpunkte x 10 Wiederholungen

= 20 Einzelproben

Zu Anfang der Verdiinnerevaluation wurde die Vitalitatsanalyse zu den Zeitpunkten 0 und
120 Minuten daher parallel durch zwei Supravitalfarbungen (s. Kap. 3.4.2.2) durchgefiihrt.
Jedoch musste im weiteren Verlauf des Versuchs auf eine Supravitalfarbung verzichtet
werden, da das geringe Spermavolumen nicht fir alle Untersuchungen ausreichte. Aus
dem Vergleich des prozentualen Anteils der lebenden Spermien der bereits angefertigten
46 Eosin B-Ausstrichen und 46 Fluoreszenzanalysen ergab sich eine starke positive
Korrelation der beiden Evaluationsmethoden (n = 46; r = 0,893; p < 0,001). Dies und die
Tatsache, dass die Eosin B-Ausstriche im weiteren Verlauf noch fir die Auswertung der
Morphologie benétigt wurden, fiihrte zu dem Entschluss, dass im weiteren Verlauf des
Versuchs auf die Anfertigung von Fluoreszenzausstrichen im Rahmen der
Verdiinnerevaluierung verzichtet wurde. Die Evaluation der verbleibenden Spermaproben

erfolgte hiernach alleinig durch Eosin B.

Im Laufe des Untersuchungszeitraums von 120 Minuten war eine Reduktion
Spermienvitalitadt in allen mit Spermaverdinnern und der Kontrolle versetzten Proben in

jeglicher Verdiinnungsstufe zu verzeichnen. Auch die nativen Proben resultierten in einem
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Abfall der Rate der Ilebenden Spermien. Die hochste Reduktionsdifferenz
(A~ 10 %) trat bei der Verwendung des modifizierten Beltsville-Poultry-Semen-Extenders
(SV 3; 1:4) auf. Der geringste Abfall (A ~ 5 %) lieR sich bei dem modifizierten Blanco
Verdiinner (SV 2) in 1:8-Verdiinnungsstufe verzeichnen. Alle anderen eingesetzten
Verdiinner und Verdinnungsstufen ergaben eine Reduktion der Spermienvitalitdt von ca.
6 %. Der Interaktionseffekt aus verwendetem Verdinner und Untersuchungszeitpunkt
resultierte daher in keinem signifikanten Unterschied (p = 0,4005). Abgesehen von der
nativen Spermaprobe waren die hochsten Ausgangswerte jedoch bei dem modifizierten
Lake-Verdinner (SV 1) in beiden Verdinnungsstufen zu verzeichnen (Abbildung 36,

Tabelle 15).
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Abbildung 36: Mittelwerte und Standardabweichungen in Prozent der Spermienviabilitat in Eosin B-
Ausstrichen beim Vergleich der nativen Spermaproben mit verschiedenen Spermaverdiinnern in
unterschiedlichen Konzentrationen (n = 150)

1%ige Glukoseldsung (1%G); Spermaverdiinner (SV); p < 0,01 (**)

Im Vergleich der verschiedenen Spermazusdatze und der unterschiedlichen
Untersuchungszeitpunkte liel8 sich feststellen, dass die Spermienvitalitat signifikant vom
eingesetzten Verdiinner (p = 0,0005) und dem Untersuchungszeitpunkt (p < 0,0001)

abhing. Alleinig der modifizierte Verdlinner nach LAKE UND STEWART (1978) war in der Lage
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die Eingangsforderung nach einer Vitalitdtsrate von liber 70 % zum Zeitpunkt 120 Minuten
zu erfullen (Abbildung 36 und Tabelle 15). Auch im paarweisen Vergleich der
verschiedenen Spermaverdiinner mit 1%iger Glukoselésung war einzig der modifizierte
Lake-Verdinner in der Lage, signifikant hohere Vitalitdtsraten als die Kontrollverdiinnung
zu erzielen. Die 1:4-Verdiinnungsstufe erwies sich hierbei im Vergleich zur Glukose als
geringfligig besser (p = 0,0028) als die 1:8-Verdiinnungsstufe (p = 0,0045) (Tabelle 10). Der
Vergleich der beiden Verdinnungsstufen (1:4 und 1:8) untereinander ergab keine

signifikanten Unterschiede (p > 0,05).

4.2.2.3 Morphologische Analyse

Die morphologische Analyse erfolgte an denselben Eosin B Ausstrichen, an denen zuvor
die Viabilitatsanalyse vorgenommen wurde. Daher wurden auch hier 150 einzelne
Ausstriche ausgewertet. In jedem Ausstriche wurden jeweils 200 Spermien genau
betrachtet und nach den Methoden in Kapitel 3.4.2.3 morphologisch kategorisiert. Die
morphologische Analyse ergab, lbergreifend betrachtet, multiple Verdanderungen der
Nymphensittichspermien (Abbildung 37 und Tabelle 16). Die meisten Schaden betrafen
die Schwanzregion (34,8 %), gefolgt von Veranderungen des Kopfes (21,3 %), des
Akrosoms (2 %) und des Mittelstlicks (1,6 %). In 9,8 % der Falle traten multiple
Veranderungen innerhalb einer Spermienzelle auf. Nichtsdestotrotz wurde eine grole
Spanne (10 - 61 %, X + SD = 30,4 + 13,1 %) an morphologisch unveranderten (normalen)
Spermien pro Ausstrich festgestellt. Bei der Auswertung lag die Gewichtung der WHO
(2010) zugrunde, die Kopfveranderungen als die schwerwiegendste Abnormitat
einschatzen. Der Schwerpunkt der morphologischen Auswertung wurde daher auf die
Vorkommenshaufigkeit von Kopfveranderungen und normalen Spermien gelegt. Der
hochste Anteil normaler Spermien ([0] X = 47,2 %; [120] X = 39,6 %) fand sich in den
nativen, unverdinnten Spermaproben (Tabelle 16). Der Anteil von Kopfverdanderungen
wurde des Weiteren signifikant vom Einsatz der verschiedenen Spermaverdiinner (p =
0,0017) und den Untersuchungszeitpunkten (p = 0,0216) beeinflusst, ebenso wie der
Prozentsatz normaler Spermien (Verdinner: p < 0,0001), (Untersuchungszeitpunkt: p =
0,0003) (Tabelle 7 und Tabelle 9). Im Vergleich der Verdiinner untereinander resultierte

der Einsatz des modifizierten Lake-Verdiinners in beiden untersuchten Verdlinnungsstufen
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in einer niedrigeren Rate an Kopfverdanderungen, bei gleichzeitig hoherer Rate an

morphologisch unverdnderten Spermien (Abbildung 38, Tabelle 16).

A

Abbildung 37: Morphologie von Nymphensittichspermien in Eosin B-Ausstrichen
(A) normales Spermium; (B) Spermium mit Kopfverdnderung, gebogener Kopf (1); (C) Spermium mit
Schwanzveranderung, Retroversion der GeilRel (2)
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Abbildung 38: Mittelwerte in Prozent der morphologischen Spermienveranderungen in Eosin B-Ausstrichen
beim Vergleich der unterschiedlichen Spermaverdiinner (n = 150)
1%ige Glukosel6sung (1%G); Spermaverdinner (SV), p < 0,0001 (***); p < 0,01 (**); p < 0,05 (*)

Der geringste Anteil an Kopfveranderungen zu beiden Zeitpunkten und gleichzeitig auch
die geringste Zunahme deren Anteils war dabei in 1:4-Verdlinnungsstufe zu verzeichnen
([0] X =13,4 %; [120] X = 15,6 %). Der Anteil der Schwanzverdnderungen wurde nicht von
den Spermaverdiinnern, jedoch vom Untersuchungszeitpunkt beeinflusst (p > 0,05)

(Tabelle 7 und Tabelle 9), wobei der hohere Prozentsatz zum spateren
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Untersuchungszeitpunkt auftrat. Akrosom-, Mittelstlick- und multiple Verdnderungen
waren weder vom Spermaverdiinner, noch von der Zeit abhangig (p < 0,05) (Tabelle 7 und
Tabelle 9). Keine der morphologischen Auspragungen wurde von Wechselwirkungen
zwischen den Untersuchungsgruppen (Verdinner, Verdinnungsstufe, Zeit) beeinflusst
(p > 0,05) (Tabelle 7 und Tabelle 9). Eingehend auf alle Ergebnisse der Motilitats-,
Viabilitats- und Morphologieanalyse stellte sich der modifizierte Verdiinner nach LAKE UND
STEWART (1978) in der 1:4-Verdiinnungsstufe als am besten geeignet zur
Kurzzeitkonservierung von Nymphensittichspermien heraus. Er wurde daher zur weiteren

Entwicklung des Protokolls verwendet.

4.2.3 Evaluierung der Kryoprotektiva

Um jeweils drei Endkonzentrationen (4 %, 8 %, 12 %) eines jeden Kryoprotektivums in acht
Wiederholungen testen zu koénnen, waren mindestens 24 Spermapoolproben zur
Aliquotierung notwendig. Jede native Spermaprobe wurde den Ergebnissen der
Verdiinnerevaluierung entsprechend bei Raumtemperatur 1:4 mit dem modifizierten
Lake-Verdlnner versetzt. Diese wurde nachfolgend in vier Aliquots geteilt. Drei dieser
Aliquots wurden mit den drei verschiedenen Kryoprotektiva (K 1 -3) in jeweils einer
Endkonzentration versetzt. Das vierte Aliquot diente als Kontrollprobe. Dieses Verfahren
konnte bei allen 24 Poolproben angewendet werden. So ergaben sich aus 24 Poolproben

96 Einzelproben zur Untersuchung:

24 Poolproben x 4 Aliquots = 96 Einzelproben

Alle 96 Einzelproben wurden hinsichtlich Motilitat, Viabilitdt und Morphologie zu finf
unterschiedlichen Beobachtungszeitpunkten (s. Kap. 3.4.3) untersucht. Im Folgenden wird
ndaher auf die Ergebnisse der Spermaqualitdtsuntersuchungen eingegangen. Die
detaillierten Untersuchungsergebnisse des Vergleiches der Kryoprotektiva sind in Tabelle

29 dargestellt.

4.2.3.1 Motilitdtsanalyse

Wahrend der Untersuchung und bis zu deren Ende war ein Abfall der Gesamt (MOT)- und

Vorwartsmotilitdt (PMOT) in allen mit Kryoprotektiva versetzten Proben jeglicher



114 ERGEBNISSE

Konzentration zu verzeichnen (Abbildung 39 und Abbildung 40 sowie Tabelle 17 und
Tabelle 18). Auch die Kontrollprobe (mit Lake-Verdiinner versetzte Spermaprobe) biRte
innerhalb des Untersuchungszeitraumes an Beweglichkeit ein. Jedoch begann diese
Kontrollproben initial mit den héchsten Werte der MOT (X + SD = 76,3 + 5,8) und PMOT (X
+ SD = 68,1 + 9,1). Bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes reduzierte sich die MOT
um 14 %, wahrend die PMOT um 18 % sank. Vergleichend dazu lagen die Ausgangswerte
von DMA und DMSO in jeweils 8%iger Endkonzentration zwar deutlich tiefer (MOT, DMA
ca. 68 %; MOT, DMSO ca. 65 %; PMOT, DMA ca. 55 %; PMOT, DMSO ca. 50 %), garantierten
aber im Vergleich mit den anderen eingesetzten Konzentrationen, bzw. mit Glyzerin in
allen untersuchten Konzentrationen die hochsten Ausgangswerte (Tabelle 17 und Tabelle
18). Die geringste Differenz der MOT zwischen den Untersuchungszeitpunkten (0 und 120
Minuten) bei den mit Kryoprotektiva versetzten Proben trat bei DMA 8 % auf (A~ 14 %).
Bei DMSO 8% betrug die Differenz nur wenig mehr (ca. 15 %) (Abbildung 39). Bei der
PMQT verhielt es sich mit jeweils 15 % (DMA 8 %) und 17 % (DMSO 8 %) Differenz dhnlich.
Der drastischste Abfall beider Beweglichkeitsraten war bei Glyzerin zu beobachten, wobei
der Effekt hier konzentrationsabhdngig war. Schon zum ersten Untersuchungszeitpunkt,
unmittelbar nach dem Zusatz der Kryoprotektiva, betrug die Gesamtmotilitdit (MOT) bei
Glyzerin 4 % lediglich ca. 18 %, die bis zum Ende des Untersuchungszeitpunktes auf unter
6 % abfiel. Bei der Verwendung von Glyzerin 8 % startete die MOT bei einem Wert von nur
7,5 % und sank auf ca. 2 % ab. Die schlechtesten Ergebnisse lieferte Glyzerin in 12%iger
Konzentration. Hier betrug die MOT zum Zeitpunkt 0 lediglich 2,9 % und fiel bis zum Ende
auf unter 1 % ab. Ein dhnlicher Verlauf lieR sich unter Verwendung von Glyzerin bei der
Vorwartsmotilitdit (PMOT) verzeichnen. Der hochste PMOT-Wert innerhalb der
Glyzerinverdiinnung konnte bei der geringsten Konzentration (4 %) zum Zeitpunkt O
gemessen werden (ca. 8 %), wobei die PMOT der hochsten Konzentration (12 %) zu

diesem Zeitpunkt bereits nur 1,8 % betrug und bis zum Ende hin auf 0,1 % absank.
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Abbildung 39: Mittelwerte in Prozent der Spermiengesamtmotilitat beim Vergleich der verschiedenen
Kryoprotektiva in unterschiedlichen Konzentrationen (n = 96)

Dimethylacetamid (DMA); Dimethylsulfoxid (DMSO); p < 0,0001 (***); p < 0,01 (**)
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Abbildung 40: Mittelwerte in Prozent der Spermienvorwartsmotilitdt beim Vergleich der verschiedenen
Kryoprotektiva in unterschiedlichen Konzentrationen (n = 96)

Dimethylacetamid (DMA); Dimethylsulfoxid (DMSO); p < 0,0001 (***); p < 0,01 (**)
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Die statistische Auswertung der Ergebnisse identifizierte hochsignifikante Unterschiede
zwischen den verschiedenen Kryoprotektiva (p < 0,0001), wobei Glyzerin deutlich am
schlechtesten abschnitt. Die Gesamt- und Vorwartsbeweglichkeit betreffend traten
hochsignifikante Unterschiede zwischen den Untersuchungszeitpunkten auf (p < 0,0001),
denn mit zunehmender Zeit verschlechterten sich die beiden Beweglichkeitsraten
merklich. Auch die Endkonzentration der eingesetzten Kryoprotektiva hatte einen
signifikanten Einfluss auf die Gesamt- (p = 0,0020) und Vorwartsbeweglichkeit (p = 0,0009)
(Tabelle 11). Bei Glyzerin nahm der schadliche Einfluss hochsignifikant (p < 0,0001) mit
steigender Konzentration zu (Tabelle 11), wahrend ein signifikanter Unterschied zwischen

DMA und DMSO in 8%iger Konzentration nicht zu verzeichnen war.

4.2.3.2 \Viabilitatsanalyse

Die Gesamtheit der zu evaluierenden Proben (n = 240) ergab sich aus der Anzahl der
untersuchten Kryoprotektiva (3), die in jeder Endkonkonzentration (3) zu zwei Zeitpunkten
(0 und 120 Minuten) einer Viabilitdtsanalyse unterlagen. Analaog zur Motilitdtsanalyse
wurde jedes Kryoprotektivum in jeder Konzentration in acht Wiederholungen evaluiert. Zu
beiden Zeitpunkten wurden vergleichend die Kontrollverdiinnung, sowie native

Spermaproben evaluiert.

3 Kryoprotektiva x 3 Konzentrationen x 2 Untersuchungszeitpunkte x 8 Wiederholungen

= 144 Einzelproben

1 Kontrolle x 1 Verdlinnungsstufe x 2 Untersuchungszeitpunkte x 24 Wiederholungen

= 48 Einzelproben

1 native Spermaprobe x 2 Untersuchungszeitpunkte x 24 Wiederholungen

= 48 Einzelproben

Im Zuge der Viabilitdtsanalyse stellte sich sofort zu Beginn der Probenevaluation die
Differenzierung der lebenden von toten Spermien bei der Verwendung von Eosin B als
dulerst schwierig heraus. Der Grund war, dass in nahezu allen angefertigten Ausstrichen
Farbeartefakte auftraten (Abbildung 41). Aus diesem Grund erfolgte die

Vitalitatsbeurteilung bei der Evaluation der Kryoprotektiva ausschlielich (ber die
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Fluoreszenzfarbung SYBR-14/Pl nach den Methoden aus Kapitel 3.4.2.2.2, wohingegen die
Eosin B-Ausstriche weiterhin zur morphologischen Differenzierung angefertigt und

genutzt wurden.

Abbildung 41: Farbeartefakte in Eosin B-Ausstrichen
Eosin B-Ausstriche nach Zusatz von DMSO (A) und DMA (B) mit einzelnen Spermien (1), die von
konzentrierten Arealen der Farbel6sung umgeben sind
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Abbildung 42: Mittelwerte und Standardabweichungen in Prozent der Spermienviabilitdt in Eosin B- und
SYBR-14/PI-Ausstrichen beim Vergleich der nativen Spermaproben mit verschiedenen Kryoprotektiva in
unterschiedlichen Konzentrationen (n = 240)

Dimethylacetamid (DMA); Dimethylsulfoxid (DMSO); p < 0,0001 (***); p < 0,01 (**)
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Nach 120 Minuten lag ein deutlich reduzierter Lebendanteil der Spermien in allen Proben
vor (Abbildung 42 und Tabelle 19). Die geringsten Reduktionen der Lebendraten traten bei
den nativen Vergleichsproben und den verdiinnten Spermaproben auf (A~ 6 %). Der
hochste Abfall der Spermienvitalitdt trat bei allen Proben auf, denen Glyzerin als
Kryoprotektivum zugesetzt war (A zwischen 25 und 29 %). Nach 120 Minuten waren bei
4%igem Glyzerin nur 20,9 %, bei 8%igem Glyzerin nur 10,1 %und bei 12%igem Glyzerin
lediglich 6,4 % der Spermien vital (Abbildung 42 und Tabelle 19). Bei DMA in 8%iger
Konzentration trat der geringste Abfall der Lebendrate innerhalb des
Untersuchungszeitraumes auf (A = 7,1 %), sodass am Ende der Beobachtungszeit noch
73 + 3,7 % (X * SD) vital waren. Alle anderen eingesetzten Kryoprotektiva und
Endkonzentrationen ergaben eine Reduktion der Spermienvitalitat zwischen 11 und 16 %
(Abbildung 42 und Tabelle 19). Bei der statistischen Auswertung zeigte sich, dass die
Vitalitat signifikant vom Einsatz der verschiedenen Kryoprotektiva (p < 0,0001) abhing.
Vergleichend zur Motilitat, hatte auch hier Glyzerin den schadlichsten Einfluss auf die
Spermien. Bei allen eingesetzten Kryoprotektiva hatte der Untersuchungszeitpunkt einen
hochsignifikanten Einfluss auf die Viabilitat der Spermien (p < 0,0001) (Tabelle 11), der
durch die deutliche Reduktion der Vitalitdtsrate nach 120 Minuten ersichtlich wurde.
Ubergreifend betrachtet hatte die eingesetzte Endkonzentration einen signifikanten
Einfluss (p = 0,0034), die im Einzelnen jedoch nur bei DMA und Glyzerin nachvollziehbar
war. Im Fall von Glyzerin lieR sich ein signifikant negativer Einfluss (p = 0,0050) der
Konzentration auf die Spermienvitalitat bestatigen. Hingegen hatte der Einsatz von DMA
in  8%iger Konzentration im Vergleich zu allen anderen Kryoprotektiva und
Konzentrationen den signifikant geringsten negativen Einfluss (p = 0,0025) auf die
Spermienvitalitdit. Bei der Verwendung von DMSO schien die eingesetzte
Endkonzentration keinen Einfluss auf das Uberleben der Spermien zu haben (p = 0,2236)

(Tabelle 8).

4.2.3.3 Morphologische Analyse

Die morphologische Analyse erfolgte an den zuvor angefertigten Eosin B Ausstrichen.
Insgesamt wurden 240 einzelne Ausstriche ausgewertet, in denen jeweils 200 Spermien

analysiert und deren Morphologie nach den Methoden in Kapitel 3.4.2.3 kategorisiert
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wurden. Die Kopfregion (31,5 %) war am haufigsten von Veranderungen betroffen, gefolgt
multiplen Veranderungen innerhalb eines Spermiums (18,7 %), sowie von Anomalien der
GeiRel (17,5 %). Veranderungen des Akrosoms (1,5 %) und des Mittelstiicks (0,9 %) traten
in geringerer Haufigkeit auf. Im Mittel wurden 29,1 % morphologisch unverdanderte
Spermien pro Ausstrich ausgewertet. Analog zur spermienmorphologischen
Verdiinnerevaluierung lag auch hier die Gewichtung bei den Raten der normalen und
kopfveranderten Spermien. In den nativen, unverdiinnten Spermaproben trat der héchste
Anteil normaler Spermien ([0] X = 47,7 %; [120] X = 42,3 %), bei gleichzeitig niedrigster
Rate an Kopfverdnderung, ([0] X = 14 %; [120] X = 16,5 %) auf (Tabelle 20). Im Vergleich
der Kryoprotektiva ergab der Einsatz von DMA die niedrigste Rate von
Kopfveranderungen, bei gleichzeitig hdchstem Anteil morphologisch unverdanderter
Spermien (Abbildung 43, Tabelle 20). Der geringste Anteil an Kopfveranderungen zu
beiden Zeitpunkten, und gleichzeitig auch die geringste Zunahme deren Anteils, wurde
dabei in 8%iger Endkonzentration beobachtet ([0] X = 17,1 %; [120] X = 18,9 %). Auch bei
dem Anteil normaler, unveranderter Spermien erzielte DMA 8 % die besten Ergebnisse.
Hier lag die Abnahme mit 6,8 % vergleichbar zu der Kontrollverdiinnung (A = 5,5 %),
wahrend die hochste Abnahme dieser Kategorie von Glyzerin in 8%iger Konzentration (A =
13,7 %) zu verzeichnen war. Den geringsten Wert der normalen Spermien, der am Ende
des Untersuchungszeitraumes zu verzeichnen war, wies Glyzerin 12 % ([120] X = 8,3 %)
auf. Gleichzeitig fand sich hier auch der hochste Wert an Kopfveranderungen ([120] X = 47
%) (Tabelle 20).

Ubergreifend betrachtet, lieRen sich signifikante Einfliisse der eingesetzten Kryoprotektiva
(p < 0,0001) auf den Anteil von Spermien mit Kopfveranderungen (Tabelle 8) feststellen.
Allen Kryoprotektiva gemeinsam war ein signifikant hoheres Aufkommen der erwahnten
Kopfdeformationen (p < 0,0001) bei verlangerter Lagerungszeit (120 min). Auch bei den
eingesetzten Konzentrationen liel§ sich ein signifikanter Einfluss auf das Auftreten von
Kopfmalformationen (p < 0,0001) erkennen. Speziell beim Einsatz von Glyzerin kam es mit
steigender Konzentration zu einem signifikant hoheren Auftreten von Kopfdeformationen
(p = 0,0144) (Abbildung 43 und Tabelle 20). Bei DMA und DMSO in jeweils 8%iger
Endkonzentration lieB im Vergleich zu den anderen untersuchten Konzentrationen (4 %

und 12 %) und zu Glyzerin in allen untersuchten Konzentrationen eine signifikant
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niedrigerer Anteil an Kopfdeformationen (p < 0,0001) verzeichnen. Ein Unterschied
zwischen DMA und DMSO war nicht erkennbar. Bei allen eingesetzten Kryoprotektiva
hatte der Untersuchungszeitpunkt auch einen hochsignifikanten Einfluss auf den Anteil
normaler Spermien, der mit verlangerter Untersuchungzeit (120 Minuten) drastisch
abnahm (p < 0,0001) (Tabelle 11). Unter dem Einsatz von Glyzerin trat zusatzlich ein
konzentrationsabhangiger Effekt auf, sodass sowohl bei steigender Konzentration, als auch
bei verlangerter Untersuchungszeit eine signifikant niedrigere (p < 0,0001) Anzahl
normaler Spermien vorlag. Lediglich bei der Verwendung von DMSO schien die
eingesetzte Endkonzentration keinen Einfluss auf den Anteil normaler Spermien zu haben
(p = 0,1465). Bei DMA fand sich in 8%iger Endkonzentration ein signifikant hoherer Anteil
normaler Spermien (p = 0,0023) als bei den Vergleichsproben. Der Anteil der
Schwanzveranderungen war ebenfalls signifikant abhangig vom Kryoprotektivum (p <
0,0001), wobei hier der hochste Anteil bei DMA in 8%iger Konzentration auftrat (p =
0,0002). Bei allen Kryoprotektiva in allen untersuchten Konzentrationen kam es zu einem
vermehrten Auftreten von Schwanzdeformationen nach 120 Minuten, sodass hier ein
hochsignifikant zeitabhangiger Effekt (p < 0,0001) zu sehen war. Der Anteil von multiplen
Veranderungen war nur von den eingesetzten Kryoprotektiva und dem
Untersuchungszeitpunkt abhangig (p < 0,0001), jedoch nicht von deren Konzentration (p =
0,0665). Der hochste Anteil multipler Spermienveranderungen, die auch Veranderungen
des Kopfes beinhalteten, trat bei Glyzerin auf (p = 0,0333). Einzig bei der Verwendung von
DMSO als Kryoprotektivum trat bei langerer Lagerungszeit ein hoherer Anteil von
Verbindungsstiickveranderungen (p = 0,0119) auf, wahrend diese Verdanderungen durch
DMA und Glyzerin nicht signifikant beeinflusst wurden. Ein vermehrtes Auftreten von
Akrosomveranderungen wurde bei DMA unter langerer Lagerungszeit beobachtet (Tabelle
11). Insgesamt stellten sich DMA und DMSO als dhnlich geeignete Kryoprotektiva dar, im
weiteren Verlauf wurde jedoch bevorzugt DMA 8 % eingesetzt, da es geringfligig hohere
Motilitats- und Viabilitatsraten am Ende des Beobachtungszeitraumes aufwies als DMSO.
Zusatzlich erreichte DMA, vor allem in 8%iger Konzentration, eine hdhere Anzahl
morphologisch unveranderter Spermien, bei gleichzeitig geringerem Vorkommen von

Kopfveranderungen als DMSO.
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Abbildung 43: Mittelwerte in Prozent der morphologischen Spermienveranderungen in Eosin B-Ausstrichen
beim Vergleich der verdiinnten Spermaproben mit verschiedenen Kryoprotektiva in unterschiedlichen
Konzentrationen (n = 240)

Dimethylacetamid (DMA); Dimethylsulfoxid (DMSO); p < 0,0001 (***); p < 0,01 (**)

4.2.4 Evaluierung der Kiihirate

Insgesamt wurden 35 Spermapoolproben [Vitrifikation (n = 8); IceCube (n = 15); direktes
Eintauchen (n = 12)] der Kihlratenevaluierung unterzogen. Durch Aliquotierung ergaben
sich insgesamt 86 Einzelproben, die nach den Methoden aus Kapitel 3.4.5 eingefroren
wurden. Das Auftauen bzw. Erwdrmen erfolgte durch die Uberfiihrung der gefrorenen
Spermaproben in ein Eiswasserbad (s. Kap. 3.4.6.1). Allen Einfriermethoden gemeinsam
war die drastische Reduktion sowohl der Spermiengesamt- und Vorwartsmotilitat, als
auch der Viabilitdt nach Auftauen bzw. Erwdarmen der Proben. Die besten Ergebnisse
lieRen sich durch langsames, kontrolliertes Einfrieren mit Hilfe des IceCube erzielen. Hier
lag der Anteil lebender Spermien bei ca. 30 %, von denen ca. 22 % gesamtbeweglich
waren, und sich ca. 10 % vorwarts bewegten. Auch in der statistischen Auswertung liel3
sich bestétigen, dass die Gesamt- und Vorwartsbeweglichkeit, sowie die Viabilitdtsrate der

Spermien hochsignifikant (p < 0,001) von der Einfriermethode und den
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Untersuchungszeitpunkten abhing (Tabelle 12). Ebenso verhielt es sich mit dem Anteil der
morphologisch normalen Spermien, sowie den Anteilen der Kopf- und multiplen
Veranderungen, die allesamt bei der langsamen Einfriermethode bessere Ergebnisse
erzielten. Die detaillierten Ergebnisse aus den Teilversuchen werden im Folgenden naher

beschrieben.

4.2.4.1 Schnelle Kiihirate

4.24.1.1 Vitrifikation

Insgesamt ergaben sich aus acht Poolproben, die jeweils in vier Aliquots aufgeteilt
wurden, 32 Einzelproben zur Untersuchung der ultraschnellen Kihlrate. Die Methode der
Vitrifikation flihrte zu einem starken Abfall der Motilitdits (MOT & PMOT)- und
Viabilitatsraten nach dem Erwdrmen der Spermaproben auf Werte nahe 0 %, in beiden
Vitrifikationsmethoden (ohne Kryoprotektivum, bzw. mit CryoSOfree™) (Abbildung 44,
Tabelle 21 und Tabelle 22). Die Analyse der Morphologie ergab einen héheren Anteil an
Kopfveranderungen (X £ SD = 44,4 + 1,9 %) nach dem Auftauen, verglichen mit dem
Ausgangswert vor dem Einfrieren (X £ SD = 17,3 £ 2,1 %), wohingegen sich der Anteil der
normalen Spermien entsprechend verringerte (A = 37,6 %) (Abbildung 47 und Tabelle 24).
Die anderen Regionen der Spermienzelle (Akrosom, Verbindungsstiick, Schwanz) blieben
in ihrem Anteil der Verdanderungen weitestgehend unverdndert. Lediglich der Anteil der
Mehrfachveranderungen stieg von 12,8 + 1,6 % auf 22 + 1,5 % (X + SD) durch das erhohte
Vorkommen von Kopfveranderungen (Abbildung 47 und Tabelle 24). Insgesamt stellten

sich die durch Vitrifikation erzielten Ergebnisse als nicht zielfliihrend dar.
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Abbildung 44: Mittelwerte und Standardabweichungen in Prozent der Spermienmotilitat (MOT und PMOT)
und —viabilitdt beim Vergleich der Vitrifikationsmethoden (n =8)
Gesamtmotilitat (MOT); Vorwartsmotilitat (PMOT)

4.2.4.1.2

Direktes Eintauchen in fliissigen Stickstoff

Aus den 12 Poolproben ergaben sich durch Aliquotierung 24 Einzelproben zur

Untersuchung der schnellen Kihlrate durch direktes Eintauchen in flissigen Stickstoff.

Diese Methode der schnellen Tiefgefrierung resultierte ebenfalls in einer starken

Reduktion der Gesamt- und Vorwartsmotilitat, sowie der Lebend/Tot-Rate (Abbildung 46

und Tabelle 21). Die im urspriinglichen Versuch vorgesehene Evaluierung von DMA in

8%iger Endkonzentration flihrte insgesamt zu einem Abfall der Gesamtmotilitat von 78,2 +

0,4 % (x £ SD) auf 0,8 £ 0,2 % (X + SD), die Vorwartsmotilitat fiel von 57,3 + 0,8 % (X £ SD)

auf 0+ 0 % (X £ SD). Auch die Spermienvitalitat sank von 69,5 % auf 1,5 % (A = 68 %). Der

Anteil der morphologischen Veranderungen stieg was Kopfveranderungen betraf von 18,5

+2,1 % auf 30,5 + 3,2 % (X + SD), wohingegen der Anteil normaler Spermien entsprechend
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sank (A = 18 %). Der Anteil der multiplen Veranderungen innerhalb eines Spermiums stieg
von 17,5 + 1,1 % auf 25,3 + 1,9 % (X * SD). Akrosom-, Verbindungsstiick- und
Schwanzveranderungen wurden nicht merklich durch die Methode des schnellen
Einfrierens beeinflusst. Die zusatzliche, auBerhalb des urspriinglich geplanten Versuches,
durchgefiihrte Evaluation von DMA 12 %, DMSO 8 % & 12 %, sowie Glyzerin 8 % & 12 %
flihrte jedoch auch nicht zu besseren Ergebnissen. Das vergleichsweise beste Resultat
dieser zusatzlichen Evaluation wurde beim Einsatz von DMSO (12 %) erzielt, bei dem nach
Auftauen eine Gesamtmotilitat von 5,5 + 1,0 % (X + SD) bei einer Vorwartsmotilitat von
1,9 £ 0,3 % (X £ SD) und einer Viabilitdt von 12,5 + 2,5 (X + SD) (Abbildung 45 und Tabelle
23).

100

90

= DMA (8 %)

DMA (12 %)

E DMSO (8 %)

= DMSO (12 %)
B Glyzerin (8 %)

H Glyzerin (12 %)

Einfrieren| Auftauen |Einfrieren | Auftauen |Einfrieren | Auftauen

MOT [%] PMOT [%] Vitalitat [%]

Abbildung 45: Mittelwerte in Prozent der Spermiengesamt- und vorwartsmotilitdt, sowie der -viabilitdt beim
Vergleich der verschiedenen Kryoprotektiva und Konzentrationen beim direkten Eintauchen in fllissigen
Stickstoff (n = 24)

Gesamtmotilitat (MOT), Vorwartsmotilitat (PMOT)
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4.2.4.2 Langsame Kiihlrate

42421 Kalibrierung des Einfrierautomatens

Die Einstellung des Einfrierprotokolls mit optimalem ,seeding”-Verlauf erfolgte fir DMA in
8%iger Endkonzentration durch experimentelles Anpassen der einzelnen Kiihlungsschritte.
Letztendlich ergab sich das folgende Einfrierprotokoll, welches fiir alle nachfolgenden
Spermaproben Anwendung fand. Die Starttemperatur wurde auf +4 °C festgelegt, da die
Proben sich wahrend des Transportes bereits in +4 °C kaltem Wasser befanden. Diese
Temperatur  wurde fir drei Minuten gehalten, bevor ein langsamer
Kammertemperaturabfall von 3 °C/min bis auf ca. -35 °C Uber ca. 13 Minuten angestrebt
wurde (Tabelle 6). Innerhalb dieser Temperaturabsenkung lag aber der
Kristallisationspunkt der Proben, bei dem es zu einer Freisetzung von Energie in Form von
Warme kommt. Dieser unerwiinschten Temperaturerhhung musste durch eine rasche
Absenkung der Kammertemperatur auf -42 °C entgegengewirkt werden (Tabelle 6, Schritt
4). Um jedoch nicht zu einem zu raschen Absinken der Probentemperatur zu fihren,
erfolgte nun, innerhalb knapp einer Minute, die Erwdarmung der Kammer auf
-17 °C (Tabelle 6, Schritt 5) und von dort aus die erneute Absenkung auf -35 °C lGber einen
Zeitraum von ca. 6 Minuten (Tabelle 6, Schritt 6). Von -35 °C bis -140 °C sollte dann die
Temperatur innerhalb von ca. 3 Minuten abfallen, was eine schnellere Kiihlrate von ca. -50
°C/min erforderte (Tabelle 6, Schritt 7). Da nun der kritische Punkt Uberwunden war,
konnte die konstante rasche Absenkung auf -140 °C erfolgen. Der letzte Schritt bestand in
einer langsamen Absenkung der Kammertemperatur auf -150 °C innerhalb von 3 Minuten.
AnschlieBend wurden die Proben bei dieser Temperatur fir 15 Minuten gehalten und

mussten innerhalb dieser Zeit in den fllssigen Stickstoff Giberflihrt werden.
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Tabelle 6: Verlauf der Kammertemperatur (Temp.) zu verschiedenen Zeitpunkten beim
computerkontrollierten Einfrieren 8%iger DMA Proben mit Hilfe des IceCube 14S

Schritt [rz:i:] f::n? Te?g]'-A [°zllor:?n]
1 00 00 | 40 0,0 0,0
2 30 30 | 40 0,0 0,0
3 65 35  -80  -12,0 3,4
4 70 05 | -420  -340 68
5 80 10  -170 4250 25
6 | 138 58 350 -180 3,1
7 | 158 20  -1400 -1050  -52,5
8 16,8 1,0 -150,0 -10,0 -10,0
o |318 15 -1500 00 0,0

Verlauf der Kammertemperatur (Temp), Differenz (A), Temperaturdifferenz/min (Slope)

4.24.2.2 Computergestiitztes kontrolliertes Einfrieren von Sperma

Insgesamt 15 Spermapoolproben wurden langsam computergestiitzt und kontrolliert
eingefroren. Durch Aliquotierung entstanden 30 Spermaproben, die vor dem
Einfrierprozess eine mittlere Gesamtmotilitatsrate von 71,3 + 12,4 % (X + SD) aufwiesen.
Nach dem Auftauen durch Uberfiihren in ein Kaltwasserbad (s. Kap. 3.4.6.1) lag die
Gesamtbeweglichkeit bei 22,2 + 11,3 % (X + SD), was einen signifikanten (p < 0,0001)
Unterschied zu den Ergebnissen der Vitrifikation (s. Kap. 4.2.4.1.1) und des direkten
Eintauchens in fliissigen Stickstoff (s. Kap. 4.2.4.1.2) bedeutete. Ahnlich signifikante
Ergebnisse (p = 0,0027) traten beim Vergleich initialer (X + SD = 51,6 + 20,7 %) und nach
dem Auftauen erreichter Vorwartsmotilitatsraten (x + SD = 10,7 £ 7,9 %) auf (Abbildung 46
und Tabelle 21). Auch die nach dem Auftauen erreichte Viabilitatsrate war bei langsam
eingefrorenen Spermaproben hochsignifikant (p < 0,0001) hoher
(x £ SD = 29,8 + 14,6 %) als bei den anderen Einfriermethoden (Abbildung 46 und Tabelle
21). Bei der morphologischen Analyse stieg der Anteil der Kopfverdanderungen von 16,4 +
0,4 % (X + SD) auf 23,4 + 0,4 % (X * SD), wohingegen die normalen Spermien von 40,4 +
0,4 % (X £ SD) auf 29,7 £ 0,4 % (X + SD) fielen (Abbildung 47 und Tabelle 24). Die restlichen

Kategorien blieben in ihren Anteilen im Wesentlichen stabil.
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Abbildung 46: Mittelwerte in Prozent der Spermiengesamt- und vorwartsmotilitdt, sowie der -viabilitdt beim
Vergleich der verschiedenen Einfriermethoden (n = 62)
Gesamtmotilitat (MOT); Vorwartsmotilitat (PMOT); p < 0,0001 (***); p < 0,01 (**)
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Abbildung 47: Mittelwerte in Prozent der morphologischen Spermienveranderungen in Eosin B-Ausstrichen
beim Vergleich der verschiedenen Einfriermethoden (n = 62)
Dimethylacetamid (DMA); Dimethylsulfoxid (DMSO); p < 0,0001 (***); p < 0,05 (*)
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Im Vergleich der verschiedenen Kiihlraten und Einfriermethoden stellte sich insgesamt die
Methode des langsamen Einfrierens als die am besten geeignetste Methode zur
Tiefgefrierung von Nymphensittichspermien dar, da auf diese Weise die hdchsten
Motilitats- (MOT und PMOT) und Vitalitatsraten, sowie der hochste Anteil morphologisch
normaler Spermien (p = 0,001), bei gleichzeitig signifikant niedrigerem Aufkommen von

Kopfveranderungen (p < 0,0001) erzielt wurden (Abbildung 47 und Tabelle 12).

4.2.5 Evaluierung verschiedener Auftau- bzw. Erwarmmethoden

4.2.5.1 Kaltwasserbad

Zunachst war vorgesehen alle kryokonservierten Spermaproben aus dem
Stickstoffcontainer ausschlieRlich durch schnelles Uberfiihren in ein +4 °C Kkaltes
Eiswasserbad aufzutauen. Dieses Verfahren wurde an allen 54 Einzelproben angewendet,
die durch direktes Eintauchen in fllissigen Stickstoff, bzw. mit Hilfe des Einfrierautomaten
flr eine Dauer von mindestens 24 Stunden tiefgefroren wurden (direktes Eintauchen,
n = 24; lceCube, n = 30). Proben, die durch direktes Eintauchen in fllissigen Stickstoff
gefroren wurden, wiesen nach dem Auftauprozess im Kaltwasserbad maximal einen Anteil
lebender Spermien von 15 % (X = 12,5 %) bei einer mittleren Gesamtbeweglichkeit von 5,5
% und einer Vorwartsbeweglichkeit von 1,9 %, auf. Die besten Ergebnisse lieRen sich bei
kontrolliert, langsam tiefgefrorenen Spermaproben erzielen, die mit Hilfe des
Kaltwasserbades aufgetaut wurden. Hier lag der hochste Anteil lebender Spermien bei
48,5 % (X = 29,8 %), von denen maximal 39,4 % (X = 22,2 %) gesamtbeweglich und

maximal 32,8 % (X = 10,7 %) vorwartsbeweglich waren.

4.2.5.2 Auftauen nach Vitrifikation

Zusatzlich wurden die 32 vitrifizierten Einzelproben einer Evaluierung sieben
verschiedener Erwdarmmethoden unterzogen (s. Kap. 3.4.6). Allen Methoden gemeinsam
war die drastische Reduktion der Gesamt- und Vorwartsmotilitit, sowie der
Spermienviabilitdt nach dem Erwarmen im Vergleich zu den Ausgangsproben, egal welche
Erwarmmethode zu Grunde lag. Ausgehend von einer MOT von 85,3 t 6,9 %

(x + SD) lag die hochste Gesamtbeweglichkeit bei 0,7 % nach kombinierter Auftaumethode
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(4 °C + 37 °C Wasserbad). Auch bei der Vorwartsmotilitat (x = 0,2 %) und der Viabilitat (X =
1,1 %) wurden die hochsten Anteile nach der kombinierten Wasserbadmethode erzielt, im
Vergleich zu den Ausgangswerten (PMOT, X £ SD = 75 + 11,1 %,; Viabilitat, x £+ SD = 89,3 +

3,2 %) wird der drastische Qualitatsverlust jedoch deutlich.

100

vor nach vor nach vor nach
Vitrifikation | Erwarmen | Vitrifikation | Erwarmen | Vitrifikation | Erwarmen

MOT [%] PMOT [%] Vitalitat [%]
H 4 °C Wasserbad | 37 °C Wasserbad B Raumtemperatur
W 37 °C Brutschrank 4 °C + Raumtemperatur m4°C+ 37 °C

1 Vit Kit®-Thaw

Abbildung 48: Mittelwerte in Prozent der Spermiengesamt- und vorwartsmotilitdt, sowie der -viabilitdt beim
Vergleich der verschiedenen Auftaumethoden (n = 56)
Gesamtmotilitat (MOT), Vorwartsmotilitat (PMOT)

Aufgrund der Homogenitdt der Ergebnisse der Evaluierung verschiedener
Erwdarmmethoden war es nicht moglich, einen statistisch signifikanten Unterschied zu
ermitteln. Um eine bessere Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, werden im Folgenden nur
die Ergebnisse der auf die gleiche Art und Weise, namlich durch Vitrifikation, geklhlten

Proben, zusammengefasst in Abbildung 48 und Tabelle 25 erlautert.
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4.2.6 Transmissionselektronenmikroskopie

Insgesamt wurden pro Spermienregion (Akrosom, Kopf, Mittelstlick, Schwanz) 25
Membranabschnitte im Elektronenmikroskop betrachtet. Bei der Beurteilung der
Plasmamembranabschnitte wurde ein, im Vergleich zur Untersuchung von nativem
Sperma, gesteigerter Integritatsverlust verzeichnet. Im Bereich des Akrosoms trat in 20 %
der Falle ein Integritatsverlust auf, im Bereich des Kopfes sogar in 48 % der Fille
(Abbildung 49 & Abbildung 50). Im Bereich des Mittelstlicks waren 16 % der untersuchten
Membranabschnitte verandert, wohingegen bei den untersuchten Schwanzabschnitten
lediglich 8 % eine Irregularitat aufwiesen (Tabelle 32). Soweit erkennbar, waren alle im
Inneren liegenden Strukturen (Akrosomvesikel, Perforatorium, proximales und distales

Zentriol, Zellkern, Mitochondrien) jedoch intakt.

Abbildung 49: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme (Querschnitt): Integritatsverlust der

Spermienmembran im Kopfbereich eines Nymphensittichspermiums (1)
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Abbildung 50: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme (Langsschnitt): Ablosung der

Spermienmembran im Kopfbereich eines Nymphensittichspermiums (1)

4.2.7 Fertilisationsversuch

Durch die schrittweise Evaluation der Spermazusatze (Verdiinner, Kryoprotektiva), sowie
des Einflusses der Einfrierrate, konnte ein In-vitro-Protokoll zur Kryokonservierung von
Nymphensittichspermien entwickelt werden. Das Protokoll wurde aus den Zusatzen und
Methoden zusammengesetzt, die bei den Einzelevaluierungen die besten Ergebnisse
hinsichtlich Gesamt- und Vorwartsbeweglichkeit, sowie Spermienvitalitdt und den Anteil
normaler, morphologisch unverdanderter Spermien erzielten. Um die tatsachliche
Befruchtungsfahigkeit der kryokonservierten Spermien zu untersuchen, war nun das
Tieffrieren weiterer Spermaproben anhand des entwickelten Protokolls notwendig. Dazu
wurden die native Spermapoolprobe zuerst 1:4 mit dem modifizierten Lake-Verdinner
versetzt, dann wurde das Kryoprotektivum DMA in 8%iger Endkonzentration zugefiigt und

die Proben wurden mit Hilfe des lceCube 14S kontrolliert langsam eingefroren. Zum
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Auftauen wurden die Proben in ein Kaltwasserbad (berfiihrt und vergleichend zu

Frischspermaproben durch artifizielle Insemination evaluiert.

4.2.7.1 Endoskopische Sterilisation mannlicher Nymphensittiche

Bei der endoskopischen, partiellen Vasektomie der Hahne traten in drei Fallen wahrend
der Operation geringgradige Blutungen des Gekroses auf, die jedoch den Verlauf des
Eingriffes nicht beeintrachtigten. In drei weiteren Fallen traten mittelgradige Blutungen
auf, aufgrund derer die Eingriffe unterbrochen wurden und am nachfolgenden Tag
fortgefihrt wurden. Ein Hahn fiel am Morgen nach dem Eingriff mit hochgradiger
Dyspnoe auf und musste am gleichen Morgen aufgrund einer persistierenden
Lungenblutung euthanasiert werden. Flinfundneunzig Prozent der Tiere (19/20) erholten
sich problemlos von dem Eingriff, sodass sie ca. 24 Stunden nach Vollendung des
Eingriffes wieder in ihre Voliere entlassen werden konnten. Der fehlende Hahn wurde
nicht ersetzt, da noch bevor der Befruchtungsversuch begann, auch ein Weibchen der
Gruppe 1 aufgrund eines rezidivierenden, therapieresistenten Unterfligelekzems
euthanasiert werden musste. Der Erfolg der Sterilisation wurde in beiden Gruppen durch
eine 100%ige Rate der unbefruchteten Eier in vier aufeinander folgenden Gelegen

verifiziert.

4.2.7.2 Erstes Inseminationsexperiment

Die Gruppe 1 der Hennen bestand aufgrund der Euthanasie einer Henne in der Folge nur
noch aus 9 Tieren. Wahrend des ersten Inseminations-Experimentes wurden 7/9
Weibchen drei Mal im Abstand von drei Tagen mit Frischsperma artifiziell inseminiert,
nachdem das erste Ei der Gruppe gelegt worden war. Die restlichen zwei Weibchen
zeigten zu keinem Zeitpunkt des ersten Experimentes Anzeichen sexueller Aktivitat,
zusatzlich zu eng stehenden Ossa pubica und eine nicht bis wenig prominente
Oviduktoffnung und wurden daher nicht in den Versuch inkludiert. Zwolf der insgesamt 21
(57,1 %) artifiziellen Insemination wurden intrakloakal in die Ndhe der Oviduktoffnung
vorgenommen, da die Vogel Abwehrbewegungen vollfihrten. Neun der artifiziellen
Inseminationen (42,9 %) wurden intravaginal vorgenommen. Im Durchschnitt wurde eine

Spermienkonzentration 391.677 + 179.795,4 Spermien/ul (X * SD) pro
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Inseminationsvorgang bei einem Inseminationsvolumen von im Mittel 13 + 1,4 ul pro
Henne genutzt (Abbildung 51, Tabelle 26 und Tabelle 4). Insgesamt wurden 27 Eier im
Zeitraum des ersten Besamungsversuches gelegt, von denen sich bei 25 Eiern
embryonales Wachstum erkennen lie. Die Befruchtungsrate lag somit bei 92,6 % (Tabelle

33).

Vergleichend wurden 7/10 Hennen der Gruppe 2 artifiziell mit TG-Sperma inseminiert.
Neun von insgesamt 21 Inseminationen (42,9 %) wurden 12 Inseminationen (57,1 %)
intravaginal vorgenommen. Aufgrund von Abwehrbewegungen wurden die verbleibenden
9 Inseminationen (42,9 %) intrakloakal durchgefiihrt. Pro Insemination wurde eine
mittlere Spermienkonzentration von 794667 + 177.360,9 Spermien/ul (X + SD) bei einem
Volumen von 11 + 0,9 pl (X £ SD) und einer Inseminationsdosis von 2.159.000 + 679.874
Spermien (X + SD) verwendet (Abbildung 51, Tabelle 26 und Tabelle 4). In 8 von 26 (30,8

%) gelegten Eiern wurde Embryonalwachstum detektiert (Tabelle 33).

4.2.7.3 Zweites Inseminationsexperiment

Wahrend des zweiten Inseminations-Experimentes wurden 8/9 Hennen der Gruppe 1 mit
TG-Sperma besamt. Von insgesamt 24 Inseminationen konnten 14 (58,3 %) intravaginal
vorgenommen werden, 10 Inseminationen (41,7 %) mussten jedoch intrakloakal erfolgen.
Im Mittel betrug die Spermienkonzentration 1.211.000 * 358.916 Spermien/ul (X £ SD) in
einem Volumen von 11 + 0,9 ul (X £ SD) und ergab so eine Inseminationsdosis von
3257500 + 1051322,6 Spermien/Tier (X £ SD) (Abbildung 51, Tabelle 26 und Tabelle 4). Im
Zeitraum des zweiten Inseminationsexperimentes wurden in dieser Gruppe insgesamt 50
Eier gelegt. Bei neun Eiern (18 %) wurde embryonales Wachstum nachgewiesen (Tabelle

33).

Vergleichend dazu wurden 7/10 Hennen der Gruppe 2 artifiziell mit Frischsperma
inseminiert. Die verbliebenen Vogel zeigten keinerlei Anzeichen von sexueller Aktivitat
oder Legebereitschaft und wurden daher vom Experiment ausgeschlossen. Neun von 21
(42,9 %) der Inseminationen wurden intrakloakal vorgenommen, wahrend 12/21 (57,1 %)
intravaginal erfolgten. Die mittlere Spermienkonzentration betrug 520833 + 258362,9

Spermien/ul (X + SD), was bei einem instillierten Volumen von 11 + 1,9 ul (X + SD) in einer
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Dosis von 1.410.833 * 840.640,5 Spermien/Tier/Insemination (X * SD) resultierte
(Abbildung 51, Tabelle 26 und Tabelle 4). Insgesamt wurden 34 Eier nach artifizieller

Insemination gelegt (Tabelle 4), von denen 23 (68,7 %) befruchtet waren.

3.500.000
3.000.000
2.500.000 B Csp [n/ul]
2.000.000 .
m Vi [ul]
1.500.000
Insemination
1.000.000 sdosis [n]
500.000
0
Experiment 1 ‘ Experiment 2 ‘ Experiment 1 ‘ Experiment 2 ‘
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 2 Gruppe 1 ‘
Frischsperma TG-Sperma

Abbildung 51: Spermavolumen und Spermiendosen zur artfiziellen Insemination bei Nymphensittichen
Mittelwerte der flr Inseminationen genutzten Spermienkonzentration (Csp), des inseminierten Volumens
(Vi), sowie der Inseminationsdosis pro artifizieller Insemination und Tier im Vergleich der Experimente und
der Spermaproben (n=12)

Insgesamt schlipften nach artifizieller Insemination mit TG-Sperma in zwei
Inseminationsexperimenten 12 Nymphensittichkliken, verglichen zu 21 Kiken aus
artifizieller Insemination mit Frischsperma. Die multiple logistische Regression der
gewonnenen Daten ergab, dass die Anzahl der befruchteten Eier hochsignifikant (p <
0,0001) abhangig von der Beschaffenheit des Spermas (Frischsperma oder TG-Sperma)
war, wobei der hohere Anteil der befruchteten Eier wie erwartet in den Gruppen der
Frischspermainsemination auftrat. Umgekehrt betrachtet betrug die Chance mit TG-

Sperma zu einer erfolgreichen Befruchtung zu fuhren nur ca. 7,5 % verglichen mit der
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Chance bei der Verwendung von Frischsperma (Tabelle 27). Des Weiteren war die
Befruchtungsrate in Experiment 1 in beiden Gruppen signifikant hoher (p = 0,0151) als im
zweiten Experiment (Tabelle 27). Der Anteil der im Ei verstorbenen Embryonen und somit
abgeleitet die Schlupfrate der Nestlinge wurde hingegen knapp nicht signifikant (p =
0,0787) von der Spermabeschaffenheit und deutlich nicht signifikant (p = 0,4337) vom

Experimentdurchgang (1 oder 2) beeinflusst (Tabelle 27).
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5. Diskussion

Ziel dieser Studie war es, ein effektives Protokoll zur Kryokonservierung von
Nymphensittichspermien zu entwickeln und dessen Anwendbarkeit mit Hilfe eines
Fertilisationsversuches zu Uberprifen. Dies sollte als potentielles Modell fiir die
Kryokonservierung von Papageiensperma dienen. Der Versuch gliederte sich in einen Vor-
und einen Hauptversuch. Der Vorversuch bestand aus einer detaillierten
spermatologischen Untersuchung, die der Evaluierung von Basisspermawerten von
Nymphensittichen, diente. Auf diese Weise konnte im Hauptversuch schrittweise der
Einfluss verschiedener Spermazusatze (Verdiinner, Kryoprotektiva) und verschiedener
Behandlungsmethoden (schnelle Kihlrate, langsame Kihlrate) auf die Spermienqualitat
evaluiert werden. Im Hauptversuch wurden zunachst drei Spermaverdiinner auf den pH-
Wert und die Osmolalitdtsbedingungen von Nymphensittichsperma angepasst und
evaluiert. Nachfolgend wurde der Einfluss verschiedener Kryoprotektiva, sowie
unterschiedlicher Einfrier- und Auftauraten auf die Spermienqualitdt untersucht.
AbschlieBend wurde die Wirksamkeit des Protokolls anhand eines Cross-over

Besamungsversuches Uberprift.

5.1 Spermagewinnung

Die Vorstudie wurde Uiber einen Zeitraum von 12 Wochen durchgefiihrt. Wahrend dieser
Zeit wurde die Spermaentnahme durch die Massagemethode, die zuvor an Haushdhnen
erlernt wurde, an den Nymphensittichen angewandt und das Spermaentnahmeintervall
festgelegt. Bei allen mannlichen, intakten Nymphensittichen konnte mit Hilfe der
Massagemethode nach (NEUMANN u. A., 2013) routinemaRig Sperma gewonnen werden.
Insgesamt waren die Versuche der Spermaentnahme in 63,8 % (262/411) der Versuche
erfolgreich. Dies war weitestgehend vergleichbar mit der Erfolgsrate von NEUMANN U. A.
(2013) von 74,2 % (89/120), jedoch deutlich héher als die Erfolgsrate von STELZER (2004),
die bei Nymphensittichen bei 43,5 % (n = 727) lag. Die Technik der Massage und die
spezifische Positionierung der Finger scheinen also einen bedeutenden Einfluss auf den
Erfolg der Methode zu haben. Manche Vogel reagierten nach sanften

Massagebewegungen im Bereich der Kloake mit deutlichen Beinbewegungen, Vokalisation
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und einer finalen Kloakenkontraktion wahrend der aktiven Ejakulation. BEHNCKE (2002)
gelang es auch bei vollig untrainierten Wellensittichen Sperma durch die
Massagemethode Sperma zu gewinnen, wahrend STELzER (2004) erst nach kurzer
Trainingsphase bei einer Mehrzahl der Versuchstiere Sperma gewinnen konnte. SAMOUR
(1986) gewann durch passives Ausmassieren der Seminalglomera Sperma von
Wellensittichen, was jedoch zu einer erhohten Rate an Verunreinigungen mit ,transparent
fluid“ und Uraten fiihrte. In der vorliegenden Vorstudie kam es in 355 % der
Spermaproben, die von untrainierten Nymphensittichhdhnen gewonnen wurden, zu einer
makroskopisch sichtbaren Kontamination mit Harnsdaure. Wurden Spermaproben von
trainierten Nymphensittichen gewonnen, traten in vergleichbaren Studien vergleichsweise
niedrigere Kontaminationsraten auf. So betrug die makroskopisch sichtbare
Kontamination mit Uraten bei NEUMANN U. A. (2013) 9,9 % und bei STELzER (2004) sogar
lediglich 3,5 %. Es muss daher davon ausgegangen werden, dass eine Kooperation des
Vogels bei der Massagemethode zu einem selteneren Aufkommen von verunreinigtem

Ejakulat flhrt.

Die Haufigkeit der Spermagewinnung wurde in dieser Studie auf einmal wdchentlich
festgelegt, da beim Geflligel Absamintervalle von einmal je Woche empfohlen werden, um
eine befriedigende Spermamenge und -qualitdt zu erhalten (SCHRAMM, 2005). Langere
Pausen zwischen den Spermaabnahmen verringern hingegen die Reaktionsfahigkeit auf
die Massage und es kann zu Degenerationen der Spermatozoen sowie des Keimepithels
im Hoden kommen (ScHRAMM, 2005). BEHNCKE (2002) und STELzZER (2004) beschrieben
sowohl beim Wellensittich, als auch beim Nymphensittich eine gute Toleranz der
zweimaligen Spermaentnahme pro Woche, allerdings zeigte sich bei den Tieren im Vorfeld
dieser Studie eine Reizung und Ro6tung der Kloakenschleimhaut bei gesteigerter
Absamfrequenz. Da dies zwangslaufig sowohl in einer erhéhten Kontaminationsrate der
Spermaproben, als auch in einer Beeintrachtigung des Allgemeinbefindens der Vogel

resultieren wirde, wurde in dieser Studie ein langeres Pausenintervall praktiziert.

Die Spermaproduktionsphase wurde (iber 4 Jahre hinweg beobachtet. Zwischen Februar
und November produzierten alle intakten mannlichen Nymphensittiche der Gruppe
Sperma. Ab November kam es bei allen Nymphensittichen zu einem starken Abfall der

Spermienproduktion, der zeitweise in einer, vermutlich physiologischen Aspermie
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resultierte. Dies deckt sich mit der Brutbiologie des Inkakakadus (Cacatua leadbeateri), fur
den ebenfalls eine begrenzte Brutzeit in Menschenobhut beobachtet wurde (REINSCHMIDT,
2007). Auf der anderen Seite konnten BUBLAT u. A. (2017) von der Gruppe der Kakadus
Uber das gesamte Jahr hinweg Sperma gewinnen, wobei hier jedoch zu beachten ist, dass
die Gruppe aus verschiedenen Kakaduspezies bestand. Beim Nymphensittich stehen
einige Faktoren, wie z. B. die Tages- und Lichtlange, der Kontakt zum Sozialpartner, sowie
die Bereitstellung einer ausreichenden Anzahl von Nistmdglichkeiten im Zusammenhang
mit einer erhohten LH-Produktion (SHIELDS U. A., 1989). Es sollte also grundsatzlich moglich
sein, durch entsprechende kiinstliche Lichtprogramme, die Bereitstellung eines passenden
Sozialpartners, sowie permanentem Zugang zur Nisthéhle die Spermaproduktion auch im
Herbst und Winter aufrecht zu erhalten (Mitam u. A., 1988). In dieser Studie konnte
jedoch, trotz der Verwirklichung all dieser Faktoren, im Winter bei keinem der mannlichen
Tiere Sperma gewonnen werden. Es muss jedoch erwdahnt werden, dass die
Nymphensittiche in der Lage waren, dem kiinstlichen Lichtprogramm zu entgehen, da
dieses ausschlieBlich in den Innenrdumen der Volieren angewendet wurde. Sobald die
Tiere durch eine durchgangig offene Schleuse den AulRenbereich der Voliere betraten,
befanden sie sich den tatsachlichen Lichtbedingungen ausgesetzt. Um zu einer definitiven
Aussage der Wirksamkeit solcher Lichtprogramme zu kommen, sollten die duleren
klimatischen Bedingungen ausgeschlossen werden. Eine alleinige Photostimulation ohne
die Bereitstellung der anderen genannten Faktoren fiihrte in der Studie von SHIELDS U. A.
(1989) allerdings nicht zu signifikant erhohten LH-Leveln und somit auch nicht zu einer

gesteigerten Reproduktionsaktivitat.

5.2 Vorstudie

Das gewonnene Spermavolumen, welches letztendlich in der Kapillare aufgefangen und
abgelesen wurde, entsprach nicht in jedem Fall dem Volumen, was tatsachlich durch
aktive Ejakulation oder passives Ausmassieren vom Vogel abgegeben wurde. Wenn ein
Vogel unmittelbar nach der Ejakulation Abwehrbewegungen durchfihrte, war es moglich,
dass Teile des im Ventus befindlichen Spermatropfens im Kloakengefieder verloren gingen.
Bei einer Zuchttauglichkeitsuntersuchung sollte daher geeignete

Vorbeugungsmalnahmen getroffen, bzw. eine Relativierung der Ergebnisse oder eine
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Wiederholung der Untersuchung durchgefiihrt werden. Der gemittelte Wert der
Einzelejakulate lag bei 3,2 £+ 3,1 pl (X £ SD). Verglichen mit den Ejakulatvolumina anderer
Papageienarten (Tabelle 1) zeigt sich, dass das Volumen der Nymphensittiche im unteren,
mittleren Bereich rangiert. Von den groRReren Vertretern der Familie Cacatuidae konnten
im Schnitt 12,4 pl, also ein rund 4 Mal groReres Volumen gewonnen werden (LIERZ U. A.,
2013). Dies mag nicht zuletzt auch an dem, im Vergleich zu KérpergroRe und -gewicht,
groBeren Hodenvolumen und somit einer vermehrten Spermaproduktion liegen (BIRKHEAD,
1998). Die Farbe des Ejakulates lag in der Mehrheit der Félle zwischen klar (31,3 %) und
weiBlich bis graulich (38,2 %) und entsprach damit den Beobachtungen von FISCHER U. A.
(2013), die 73 % der Ejakulate von Kénigsamazonen und 61,3 % der Proben von Spix-Aras
zwischen farblos und graulicher Farbgebung ansiedelten. Auch BuBLAT U.A. (2017)
attestierten der Mehrzahl der Ejakulate von Vertretern veschiedener Papageienspezies
eine grauliche (47,2 %), bzw. farblose (37,9 %) Note. Laut BEHNCKE (2002) korreliert die
Farbung und Konsistenz des Ejakulates mit der Spermiendichte, so kann bei weiBlicher
Farbe und milchiger Konsistenz mit einer héheren Spermienkonzentration gerechnet
werden, was bereits eine makroskopische Einschatzung der Spermienqualitat erlaubt. Die

Uberpriifung dieser Aussage war jedoch nicht Gegenstand dieser Studie.

Interessanterweise differierte der in dieser Studie gemessene pH-Wert von
Nymphensittichsperma (X = 7,4, Xmin - Xmax = 6,4 - 8,5) von den Werten einer anderen
Studie (X = 9,0; Xmin - Xmax = 8,0 - 9,5) (STELzER, 2004). Zuvor wurden alkalischere Werte
angegeben, dhnlich den Werten von Wellensittichen (X + SD = 8,4 £ 0,2; Xmin - Xmax = 8,1 —
9,0) (BEHNCKE, 2002) und Monchsittichen (Xmin - Xmax = 8,1 — 8,5) (ANDERSON U. A., 2002).
Jedoch liegen die in dieser Studie ermittelten pH-Werte nicht auBerhalb des Bereiches
anderer Papageienarten. Sperma von Spix-Aras (X = 7,0; Xmin - Xmax = 6,4 — 8,0) (FISCHER
U. A., 2014a), Kakadus (X = 7,0; Xmin - Xmax = 5,4 — 8,0), Amazonen (X = 7,3; Xmin - Xmax = 5,7
— 8,0), weitere Ara-Arten (X = 6,8; Xmin- Xmax = 5,4 — 7,8) und Edelpapageien (X = 7,0; Xmin -
Xmax = 5,4 — 7,8) rangierte ebenfalls im pH-neutralen, bzw. leicht alkalischen Bereich
(BUBLAT U. A., 2017). Obwohl makroskopisch erkennbar kontaminierte Einzelejakulate nicht
fur weiterfihrende Untersuchungen genutzt wurden, kann eine Kontamination mit
Jtransparent fluid“ (NisHivama, 1951) nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden.

Kontaminationen mit Blut, Kot und ,transparent fluid” flihren zu einer Erhéhung des pH-
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Wertes, wahrend eine Kontamination mit Harnsaure zu einer Erniedrigung fiihrt (BLANCO
U. A., 2002a). Auch in anderen Studien kann das Auftreten kontaminierter Proben nicht
ausgeschlossen werden, da eine Exklusion solcher Proben nicht erwahnt wird. Viel eher
sollten die unterschiedlichen Methoden der pH-Wert-Messung, z. B. durch
unterschiedliche Indikatorstreifen als Ursache der verschiedenen Werte in Betracht
gezogen werden. So betragt die Abstufung bei den von BEHNCKE (2002) und STELzER (2004)
verwendeten Indikatorpapier zwischen 0,2 und 0,5 Einheiten, wahrend das von FISCHER
U. A. (2014a) verwendete Indikatorpapier maximal in 0,3er Einheiten abgestuft war. Das
von BUBLAT U.A. (2017) und in dieser Studie verwendete Indikatorpapier weist eine

Abstufung von maximal 0,2 Einheiten und ist dementsprechend sensitiver.

Die in dieser Studie evaluierte Osmolalitdit des Seminalplasmas (X + SD =298,6 + 9,6
mOsm/kg) lasst sich in der Ordnung Psittaciformes lediglich mit dem Wert des
Wellensittichs vergleichen, der von SAMOUR (1986) mit X = 329,9 mOsm/kg angegeben
wird. Die die in dieser Studie ermittelten Werte liegen zwischen denen von Emus (X = 310
mOsm/kg) (MALECKI UND MARTIN, 2000) und SpieRenten (X = 275 mOsm/kg) (PENFOLD U. A.,
2001), wobei diese Arten keine ndaheren Verwandtschaftsgrade aufweisen und daher nicht
zu einem Vergleich herangezogen werden sollten. Insgesamt liegen in der derzeit
zuganglichen Literatur nur wenige Angaben zur Osmolalitdt von Vogelsperma vor, was
nahelegt, dass dieser Parameter nicht zum Standard in der spermatologischen
Untersuchung gehort. Die Unterschiede in der Osmolalitdt des Seminalplasmas liegen
womaoglich in der Zusammensetzung des Seminalplasmas begriindet, das von Kinozilien
tragenden Zellen der samenableitenden Wege produziert wird (LAKE, 1957b; LAKE UND
McINDOE, 1959) und welches nicht ordnungs- oder familienspezifisch, wohl aber
speziesspezifisch zu sein scheint. Eine jeweilige Bestimmung des Osmolalitatswertes fir
die untersuchte Spezies erscheint aus diesem Blickwinkel betrachtet, unumganglich,
sofern die Spermien einer Konservierung unterzogen werden sollen. Laut SIUDZINSKA UND
LukAszewicz (2008) ist die Einstellung des passenden pH-Wertes und osmotischen Drucks
unbedingt notwendig, um die Spermienvitalitit im Rahmen der Konservierung
aufrechtzuerhalten. Der jeweilige Wert orientiert sich hierbei an den Werten des
Seminalplasmas der Vogelspezies. Von Haushahnspermien ist bekannt, dass ihre

Befruchtungsfahigkeit in Spermaverdiinnern mit einer Osmolalitat zwischen 250 und 460
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mOsmol/kg erhalten bleibt, wobei der osmotische Druck idealerweise zwischen 325 und
350 mOsmol/ kg liegen sollte (SEXTON UND FEWLASS, 1978). GIESEN UND SEXTON (1983) fanden
heraus, dass Truthahnspermien in hyperosmotischem Medium in vitro eine langere
Uberlebenszeit hatten, wiahrend eine Reduktion des osmotischen Druckes unter 200
mOsm/kg zu einer irreversiblen Schadigung der Spermien fihrten. Diese Beobachtungen
lassen vermuten, dass die Spermienmembran in einem leicht hyperosmotischen
Spermaverdiinner widerstandsfahiger gegeniiber schadlichen Einfllissen, wie zum Beispiel
dem Eindringen von Wasser in die Zelle, ist. Die in dieser Studie verwendeten
Spermaverdlinner wurden daher auf eine geringgradige Hyperosmolalitdit von 300
mOsm/kg eingestellt, wiahrend das Kontrollmedium eher im hypoosmotischen Bereich

angesiedelt war (X £ SD =277,7 £ 1,3).

Die in dieser Studie ermittelten Werte der Spermienkonzentration (X + SD = 836.571,4 +
1.282.003,9) und der daraus resultierenden Spermiengesamtzahl im Ejakulat (X + SD =
2.638.712,3 + 3.937.999,9) sind weit niedriger als die Spermienkonzentration von
Wellensittichen (X £ SD = 3.723.300 + 92.900) (GLORIA U. A., 2014) und Rosenkdpfchen (X +
SD = 7.194.000 * 6.735.100) (DoGLIERO, 2015), aber deutlich hoher als die von
Monchsittichen (X + SD = 346.600 * 64.600), Spix-Aras (X + SD = 24.857 + 23.509) (FISCHER
U. A., 2014a) oder Konigsamazonen (X = 21.252) (FISCHER U. A., 2013a). Auch die in einer
vorherigen Studie ermittelten Werte von Nymphensittichen (X = 305.300) (FISCHER U. A.,
2014b) wurden Ubertroffen, lagen jedoch unter den von STELzER (2004) ermittelten
Werten (Tabelle 1). LIERz u. A. (2013) ermittelten in einer Studie an verschiedenen Gruppen
von GroRRpapageien fir die Gruppen “Kakadus” (X = 427.704/ul [csp); X = 5.183.354 [SGZ]),
“Amazonen” (X = 77.532/ul [ceyp);X = 675.050 [SGZ]), “Aras” (X = 70.068/ul [cspl;X =
435.750 [SGZ]), “Eclectus ssp.” (X = 3.781.285/pl [csp]; X = 35.828.804 [SGZ]), ,Loris” (X =
1.534.965/ul [csp); X = 9.806.674 [SGZ]) und ,Andere” (X = 1.317.526/l [csp]; X = 5.318.745
[SGZ]) unterschiedliche Werte. In einer &dhnlich konzipierten Studie zur Evaluation
verschiedener Spermaparameter (iber den Jahresverlauf ermittelten BUBLAT u. A. (2017)
geringfugig hohere Werte fir die Gruppen “Kakadus” (X = 536.200/pl [csp]; X = 5.512.100
[SGZ]), “Amazonen” (X = 178.200/ul [csp]; X = 1.266.800 [SGZ]), sowie vergleichsweise
niedrigere Werte fir die Gruppen “Aras” (X = 35.600/ul [cp];X = 366.500 [SGZ]),
“Edelpapageien” (X = 2.668.900/ul [csp]; X = 19.393.300 [SGZ]). Hierbei muss beachtet

werden, dass in polygamen Spezies Spermienkonkurrenz (im engeren Sinne: Konkurrenz
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der Ejakulate verschiedener Mannchen um die Befruchtung) ein bekanntes Phdnomen ist
(PARKER, 1970). Der Ausgang dieser Konkurrenzsituation wird zu einem Grof3teil von der
Spermienkonzentration und der Qualitdt konkurrierender Spermien bestimmt (BIRKHEAD
U.A., 1999; BILCIK U. A., 2005; BIRKHEAD, 1998). Werden die Spermienkonzentrationen
polygamer Spezies (z. B. Edelpapageien) zu den Werten strikt monogamer Spezies (z. B.
Aras) verglichen (Tabelle 1), fallt die Spannweite dieser Differenz auf. Eine weitere
Adaption verschiedener Mannchen an die Spermienkonkurrenz ist die Entwicklung
groBerer Hoden, um eine Verbesserung des Paarungserfolges zu erzielen (BIRKHEAD, 1998).
Obwohl Nymphensittiche lange Zeit als monogame Spezies betrachtet wurden, ist
mittlerweile bekannt, dass diese Lebensform nicht streng praktiziert, sondern eher
flexibler gestaltet wird (SEIBERT UND CROWELL-DAvIS, 2001). Insofern muss in Betracht
gezogen werden, dass Werte wie die Spermienkonzentration nicht unveranderlich sind,
sondern sich viel eher an die Lebensumstinde, dem Auftreten von Partner- und
Spermienkonkurrenz, sowie an die Haufigkeit von Ejakulationen (ScHRAMM, 2005)
anpassen. Womoglich lassen sich so die Unterschiede in den ermittelten Werten der
Konzentration von Nymphensittichsperma aus dieser Studie (X = 836.571 n/ul), sowie den
Studien von STELzER (2004) (X = 1.050.000 n/pl) und FISCHER U. A. (2014b) (X = 305.300)

erklaren.

5.3 Hauptstudie

5.3.1 Evaluierung der Verdiinner

Die Auswahl der Verdiinner erfolgte nach eingehender Literaturrecherche. Es wurden die
Spermaverdilinner ausgewahlt, die schon bei mehreren Vogelarten eingesetzt wurden
(LAKE UND STEWART, 1978; SExTON, 1977; Brock, 1991; BLANCO U. A., 2008, 2011) und mit
denen teilweise schon Erfolge in der assistierten Reproduktion verzeichnen werden
konnten. So wurde der Verdiinner nach LAKE UND STEWART (1978) bereits bei der artifiziellen
Insemination von Blaukronenamazonen (Brock, 1991) und Wellensittichen (SAMOUR U. A.,
1988) verwendet. BLANCO U. A. (2011) evaluierten einen positiven Einfluss von ATP auf die
Spermaqualitdt von Kanadakranichen, weshalb dieses ebenfalls dem selbst hergestellten

Verdlinner nach BLANCO U. A. (2008) zugefligt wurde. Die Evaluierung erfolgte in nicht mehr
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als drei Verdiinnungsstufen, da das geringe Probenvolumen die Aufteilung limitierte. Im
Allgemeinen erfolgt die Qualitdtsuntersuchung von Spermaproben zwar individuell, um
Wechselwirkungen der Spermien verschiedener Mannchen auszuschlieen (WHO, 2010),
was jedoch in dieser Studie aufgrund des geringen Volumens der Einzelejakulate in
diesem Umfang nicht moglich war. Stattdessen waren detaillierte Untersuchungen zur
Entwicklung der Spermienqualitat unter dem Einfluss verschiedener Verdinner nur durch
das Poolen von Spermaproben mdglich. Eine mogliche Beeintrachtigung der
Spermaqualitdt als Folge von Spermienkompetition kann daher nicht mit vollstandiger
Sicherheit ausgeschlossen werden. SExToN (1977) verwendete jedoch zur Entwicklung des
Beltsville-Poultry-Semen-Extenders ebenfalls gepoolte Spermaproben von Legehybriden.
Zudem beobachteten DONOGHUE U. A. (2003) keinen negativen Effekt bei der artifiziellen
Insemination von Putenhennen mithilfe gepoolter Spermaproben. Der Vorgang des
Poolens wird aullerdem in zahlreichen weiteren Studien an Vogelsperma vorgenommen,
wenn das Volumen des Einzelejakulats nicht ausreichend fir die Untersuchungen ist
(DONOGHUE UND DONOGHUE, 1997; FUNGFUANG U. A., 2009; KOTLOWSKA U. A., 2007; ABOUELEZZ
U.A., 2015b), weshalb auch in dieser Studie von einem vernachlassigbaren Effekt
ausgegangen wurde. Die Verdiinnungsstufen 1:4 und 1:8 wurden gewahlt, da sie bereits
von LAKE U. A. (1985) als zur artifiziellen Insemination geeignet angenommen wurden und
aus statistischer Sicht eventuell auftretende Unterschiede zwischen den Konzentrationen
detektiert werden konnten, ohne dass der Verdiinnungseffekt zu groR gewahlt wurde
(SExTON, 1977; SIUDZINSKA UND LUKASzZEwicz, 2008). Die 1%ige Ringer®-Glukose-Mischung
wurde als Kontrollverdiinnung in 1:5 gewahlt, da diese in den Untersuchungen von
BEHNCKE (2002) und STELZER (2004) die besten Ergebnisse in der Kurzzeitkonservierung von
Wellensittich- und Nymphensittichsperma garantiert hatte. Kritisch muss betrachtet
werden, dass die Motilitdtswerte in den vorherigen Studien lediglich geschatzt und in
grobe Gruppen (BEHNCKE, 2002) oder in dekadische Prozentbereiche (STELzER, 2004)
eingeteilt wurden, was keine reproduzierbare Methode darstellt und zudem hdchst
subjektiv ist. Die Motilitatswerte in dieser Studie wurden hingegen durch Zahlung
evaluiert, was eine detailliertere Beschreibung und ein gewisses Mal} an Objektivitat
ermoglicht (FISCHER U. A., 2014b). Nichtsdestotrotz erweisen sich beide Methoden als
Untersucher-abhangig und bendtigen daher Expertenerfahrung (VERSTEGEN U. A., 2002).

Optimal ware eine objektive Motilitatsanalyse im Zuge der computergestiitzten
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Spermienanalyse (CASA), die eine Untersucher-unabhangige Auswertung moglich macht.
FISCHER U.A. (2014b) nutzten dies zum Vergleich der konventionellen mit der
computergestiitzten Analyse von Nymphensittichsperma und bestatigten so eine hohe
Korrelation fir MOT und PMOT-Werte. Fir die vorliegende Studie wurde daher eine
konventionelle Motilitdtsanalyse trotz der Untersucher-Abhangigkeit als zielflihrend
betrachtet. Es gab zudem keinen Inter-Untersucher-Effekt, da nur ein Untersucher alle
Proben evaluierte und daher, falls vorhanden, immer der gleiche Fehlereffekt vorlag und
somit vernachlassigbar ist. Zuklnftige Studien sollten jedoch moglichst auf eine objektive
Evaluierung der Motilitat zurlckgreifen, um eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu
erzielen und eine bessere Vergleichbarkeit mit anderen Studien zu garantieren. Die
Spermienmotilitat wird als prognostisch wichtiger Faktor fir die Befruchtungsfahigkeit in
der Spermatologie betrachtet, da MOT und PMOT positiv mit dem Befruchtungserfolg
korrelieren (BIRKHEAD U.A., 1999; FROMAN U.A., 1999; BLESBOIS U.A., 2008). Als
Supravitalfarbung wurde Eosin B 2 % ausgewahlt, das sich bereits in den Untersuchungen
von FISCHER U. A. (2013b) als am besten geeignet zur Evaluierung von Falkensperma gezeigt
hatte. Des Weiteren wurde es bereits von zahlreichen Autoren bei vielen weiteren
Papageienspezies als Farbemittel eingesetzt (BEHNCKE, 2002; STELZER, 2004; FISCHER U. A.,
2014b; LiERz u.A., 2013), weshalb von seiner guten Eignung ausgegangen wurde.
Zusatzlich wurde eine Fluoreszenzfarbung angefertigt, da durch die duale Farbung mittels
SYBR-14 und Propidiumjodid (PI) die Spermienfraktionen fehlerfrei unterschieden werden
kénnen. Dies ist auch der Grund weshalb sie zunehmend im Gefliigelbereich eingesetzt
wird (BISHOP UND SMILES, 1957; BAYYARI U. A., 1990; BILGILI UND RENDEN, 1984; GARNER UND
JOHNSON, 1995) und von CHALAH UND BRILLARD (1998) als die sensitivere Farbemethode
beschrieben wurde. FISCHER U. A. (2014b) ermittelten zwar einen signifikanten Unterschied
der Farbemethoden Eosin B und SYBR Green anhand von Nymphensittichsperma, stuften
diesen aber als klinisch irrelevant ein. Die Auswertung der Spermienmorphologie erfolgte
anhand der Eosin B-Ausstriche, was den gangigen Methoden der WHO (2010) entspricht
und im Vogelbereich bereits von vielen Autoren entsprechend angewendet wurde
(BEHNCKE, 2002; STELZER, 2004; FISCHER U.A., 2014a, 2015; LIERz U.A., 2013). Bei der
morphologischen Analyse lag die Gewichtung der WHO (2010) zugrunde, die
Kopfveranderungen als die schwerwiegendste Abnormitdt einschatzen. Die genaue

Einteilung wurde anhand eines geringfligig modifizierten Schemas vorgenommen,
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welches urspriinglich von MARVAN U. A. (1981) anhand von Ganterspermien entwickelt
wurde. Dieses Schema wurde deshalb genutzt, da es die vogeltypische
Spermienmorphologie beriicksichtigt, die unterschiedlich zur Struktur der Saugerspermien
ist (LONG, 2006) und daher eine detaillierte Einteilung moglich war. Zudem wurde es
bereits von BEHNCKE (2002) und STeLzER (2004) bei der Differenzierung von Spermien
verschiedener Papageienarten angewendet und wurde daher als etabliert betrachtet. Der
Schwerpunkt der morphologischen Auswertung wurde auf den Anteil von
Kopfveranderungen und normaler Spermien gelegt, da beim Haushuhn belegt wurde, dass
der Anteil der lebenden, morphologisch unveranderten Spermien einen maligeblichen
Einfluss auf den Befruchtungserfolg hat (BLESBOIS U. A.,, 2008) und ein entsprechender

Zusammenhang auch bei Sperlingsvogeln bekannt ist (LUPOLD u. A., 2009).

Kritisch muss gesehen werden, dass die Mehrzahl der zum Vergleich herangezogenen
Studien an Sperma verschiedener Papageienspezies durchgefiihrt wurden. Aufgrund
speziesspezifischer Unterschiede im Spermienmetabolismus (LonGg, 2006) sollten
Vergleiche idealerweise innerhalb der gleichen Spezies vorgenommen werden. Die
unterschiedlichen Ergebnisse dieser und vorheriger Studien kénnen daher verschiedene
Griinde, wie z. B. individuelle Unterschiede der in die Studie inkludierten Tiere,
unterschiedliche Methoden der Spermagewinnung, unterschiedliche Weisen der
Spermabehandlung oder variable Zeitintervalle zwischen der Spermagewinnung und dem
Untersuchungsbeginn, einschlieBen und lassen sich daher nicht alleinig auf den Einfluss

des Spermaverdiinners zurtckfihren.

5.3.1.1 Motilitats- und Viabilitdtsanalyse

Eingehend auf alle Ergebnisse der Spermaqualitatsanalyse stellte sich der modifizierte
Verdiinner nach LAKE UND STEWART (1978) in der 1:4-Verdiinnungsstufe als am besten
geeignet zur Kurzzeitkonservierung von Nymphensittichspermien heraus, da mit dessen
Verwendung die hochsten Raten der Spermienvitalitadt (X = 75,3 %), Spermiengesamt- (X =
59,2 %), sowie Spermienvorwartsbeweglichkeit (X = 47,4 %) erreicht wurden. Der
Ausgangswert der Vorwartsmotilitat beim modifizierten Lake-Verdiinner lag hierbei héher
(x=70,7 %) als der von 1%iger Glukoselosung (ca. 61 %). Des Weiteren war die Reduktion

des Anteils der vorwartsbeweglichen Spermien (iber den Beobachtungszeitraum von 120
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Minuten deutlich geringer (Abfall ca. 23 %) als bei der besten Verdiinnung in anderen
Studien (Abfall ca. 56 %) (STELzER, 2004). Vergleichend dazu lagen die Beweglichkeiten des
modifizierten Verdinners nach BLANCO U. A. (2008) und des modifizierten BPSE-Verdiinners
lediglich zwischen 50 und 60 % (MOT), sowie zwischen 38 und 55 % (PMOT). Die
Reduktion der Beweglichkeitsraten lag bei diesen beiden Verdiinnern bei ca. 15 % (MOT),
bzw. 25 % (PMOT). Der Vergleich des prozentualen Abfalls der Vorwartsmotilitat innerhalb
des modifizierten Lake-Verdiinners wahrend des zweistiindigen Untersuchungszeitraums
ergab zwar einen geringeren Abfall in der 1:8 Verdlinnungsstufe (A = 13.9 %) als in der 1:4-
Verdiinnungsstufe (A = 23.4 %), wohingegen die absoluten Werte der
Vorwartsbeweglichkeiten in der niedrigeren Verdinnungsstufe jedoch signifikant hoher
lagen. Der flachere Abfall in der héheren Verdiinnungsstufe (1:8) unter Verwendung des
Lake-Verdinners konnte durch den relativ hdheren Gehalt an Nahrstoffen und
Energielieferanten in der 1:8-Verdiinnung bedingt sein. Dies wird unterstitzt durch PERA
UND LINDE-FORSBERG (2000), die einen ahnlichen Effekt an caninem Sperma beobachteten
und diskutierten. Im weiteren Verlauf der Studie wurde die 1:4-Verdinnung praktiziert, da
die weitere Verarbeitung bis hin zur Kryokonservierung ohnehin in einem engeren
Zeitfenster (< 30 min) angestrebt wurde und so hohere Ausgangswerte zugrunde lagen.
Zudem ermittelte SExTON (1977) im Vergleich verschiedener Verdinnungsstufen (1:2, 1:4,
1:6, 1:8), dass die maximale Verdiinnungsstufe zur erfolgreichen artifiziellen Insemination
1:4 betrug. Die Ergebnisse der Kontrollverdiinnung (1%ige Glukosel6sung) unmittelbar
nach der Verdiinnung sind weitestgehend vergleichbar zu denen von FISCHER U. A. (2014b),
die anhand von 120 Nymphensittich-Ejakulaten eine Gesamtmotilitat von 55 % bei einer
Vorwartsbeweglichkeit zwischen 48,5 und 60 % ermittelten. Ebenfalls ahnliche Ergebnisse
erzielte STELZER (2004), die den Effekt sechs verschiedener Verdiinner auf die Motilitdt von
Nymphensittichspermien evaluierte. Die 1%ige Glukosel6sung war hier in der Lage die
Vorwartsmotilitat Gber einen Zeitraum von 30 Minuten zwischen 40 und 60 % aufrecht zu
erhalten, bevor ein linearer Abfall auf unter 10 % innerhalb der nachsten 90 Minuten
erfolgte. Trotz dieses linearen Abfalls stellte sich die 1%ige Glukoselosung als der
wirksamste Spermaverdiinner dieser Studie heraus, verglichen mit 5%iger Glukoselosung,
Ringer®-Losung und drei weiteren Geflligelspermaverdiinnern (BECHSTEDT U.A., 1974;
SCHRAMM UND LBHLE, 1984; LAKE UND STEWART, 1978). Die Beobachtungen von STELzER (2004)

stitzten sich wiederum auf die Studie von BEHNCKE (2002), der den Einfluss dreier



DISKUSSION 147

verschiedener Verdinner auf die Motilitdt von Wellensittichspermien verglich, indem er
subjektiv die Halbwertszeit und Qualitdt der Bewegung einstufte (+ bis +++). Die 1%ige
Glukoseldsung schnitt hierbei im Vergleich mit 5%iger Glukosel6sung und Ringer®-Losung
am besten ab, indem sie die Gesamtbeweglichkeit Gber einen Zeitraum mehrerer Minuten
mit konstanter Qualitdt (++) bewahrte. Die Motilitdtsergebnisse hinsichtlich des Lake-
Verdiinners der vorliegenden Studie decken sich ebenfalls nicht mit den Ergebnissen von
STELZER (2004), in denen dieser sehr viel schlechter abschnitt. Dort startete er initial mit
einer geschatzten Vorwartsbeweglichkeit von 15 %, gefolgt von einem Abfall auf 0 %
innerhalb des Untersuchungszeitraums, was deutlich von dem in dieser Studie ermittelten
Wert differiert. HOWARTH JR. (1983) verglich die Spermienmotilitat von Haushahnspermien
30 Minuten und sechs Stunden nach Zugabe des Lake-Verdiinners, des Beltsville-Poultry-
Semen-Extenders und des Minimum Essential Mediums (MEM). Hier zeigte sich, dass
Werte des Lake-Verdiinners nach 30 Minuten bereits niedriger lagen (X = 66,1 %) als die
Werte von MEM (X = 91,2 %) und BPSE (X = 80 %). Deutlicher wird der Unterschied jedoch
nach einer Beobachtungszeit von 6 Stunden. Hier hatte MEM den geringsten
Motilitatsverlust von 5,6 % zu verzeichnen, die Motilitat von BPSE sank um 22,6 % und die
schlechtesten Ergebnisse traten unter Verwendung des Lake-Verdiinners (A = 65,1 %) auf.
Diese Beobachtung wurde von SIUDZINSKA UND LUKASZEwICZ (2008) bestdtigt. Die
Verwendung des Lake-Verdiinners in einer Studie an Blaukronenamazonen resultierte
hingegen in initialen Vorwartsbeweglichkeiten zwischen 41 und 82 %, die den Werten der
vorliegenden  Studie vergleichbar sind (Brock, 1991). Jedoch wurde die
Spermienbeweglichkeit nicht Uber einen langeren Untersuchungszeitraum beobachtet,
sodass ein zeitlicher Vergleich scheitert. Wider Erwarten hatte der Zusatz von 30 mM ATP
zum modifizierten Verdlinner nach BLANCO U. A. (2008) keinen positiven Einfluss auf die
Spermienmotilitat. Dies wurde hingegen von SODERQUIST UND LARSSON (1985) an
Bullenspermien und von BLANCO U.A. (2011) an Truthahnspermien evaluiert.
Interessanterweise lieS sich ein positiver Effekt nicht an Kanadakranichspermien
nachvollziehen (BLANCO U.A., 2011), was eine Speziesabhangigkeit nahelegt. Die
unterschiedliche Fahigkeit zur Bewahrung der Motilitdt im Vergleich mit der Literatur
kdnnte womoglich auf die unterschiedlichen Osmolalitats- und pH-Werte der eingesetzten
Verdiinner zuriickzufihren sein (LonGg, 2006). In dieser Studie wurden die drei

Spermaverdiinner auf die speziesspezifischen Anforderungen von
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Nymphensittichspermien adaptiert, indem pH und Osmolalitat auf die Werte des zuvor
gemessenen Seminalplasmas eingestellt wurden, wahrend die 1%ige GlukoselGsung
unverandert blieb, um die Vergleichbarkeit zu den vorherigen Studien von BEHNCKE (2002),
STELZER (2004) und FISCHER U. A., (2014c) zu gewahrleisten. Laut SIUDZINSKA UND LUKASZEWICZ
(2008) haben aber diese Werte entscheidenden Einfluss auf die Spermienbeweglichkeit.
So ermittelten GIESEN UND SEXTON (1983) positive Effekte eines hypertonen
Spermaverdiinners auf die Uberlebensfihigkeit von Truthahnspermien. Im Gegensatz
dazu fiihrte eine Reduktion der Osmolalitat auf unter 200 mOsm/kg zu einer irreversiblen
Schadigung von Truthahn- und Haushahnspermien (Bakst, 1980). Moglich ist, dass die
unterschiedlichen pH- und Osmolalitdtswerte der modifizierten Verdiinner und der
1%igen Glukoselosung fir den verschiedenartigen Ausgang der Motilitdtsanalyse
verantwortlich sind. Die schlechteren Ergebnisse der 1%igen Glukosel6sung im Vergleich
zu den anderen Spermaverdiinnern kénnten daher auf die Hypoosmolalitdit und des
sauren pH-Wertes der Glukoselosung im Vergleich zum Seminalplasma der

Nymphensittiche zuriickzufihren sein.

Der mithilfe von Eosin B ermittelte Ausgangswert der Spermienvitalitdt der unverdiinnten
Proben lag bei X = 84,5 % und war somit vergleichbar zu den Werten von STELZER (2004)
und FISCHER U.A. (2014b) (X = 90 %). Auch bei Rosenkopfchen (X = 90 %) und
Monchsittichen (X = 85 %) wurden adhnliche Werte angegeben (STELzER, 2004) wie bei
Wellensittichen (X = 95 %) (BEHNCKE, 2002). Die Werte verschiedener Arten von
GroBpapageien lagen vergleichsweise dhnlich zwischen 87,1 % und 95,9 % (LIERz U. A,,
2013). BUBLAT U.A. (2017) ermittelte fir die die Gruppen “Kakadus” (X = 87 %),
“Amazonen” (X = 80 %), “Aras” (X = 76 %) und “Edelpapageien” (X = 80 %) vergleichbare
Werte. Bei Rassehahnhybriden wurden mittels einer Supravitalfarbung Vitalitatsraten
zwischen 82,25 % und 89,63 % evaluiert (TABATABAEI U.A., 2009), sodass davon
ausgegangen werden kann, dass die ermittelten Werte innerhalb der vogeltypischen
Spanne liegen. Uberraschenderweise wiesen die nativen Spermaproben eine héhere
Viabilitdt nach 120 Minuten Lagerungszeit als die verdiinnten Proben auf. Laut tukAszewicz
U. A. (2008) wird die Qualitat der Farbungen jedoch von vielerlei Faktoren beeinflusst. So
kdnnen Inhaltsstoffe der Farbelosung mit Membranbestandteilen zu Reaktionen fiihren

(Way u. A., 1995) oder die Osmolalitdt der Farbelosung sich negativ auf die Spermien
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auswirken (tukAszewicz u. A., 2008). Eine Interaktion der Farbelosung mit Inhaltsstoffen
der einzelnen Spermaverdiinner kann somit nicht ausgeschlossen werden. Hinsichtlich der
Spermienliberlebensrate nach Zugabe verschiedener Spermaverdiinner und einer
Beobachtungszeit von 120 Minuten wurden die besten Ergebnisse in dieser Studie von
dem modifizierten Lake-Verdiinner in beiden Verdiinnungsstufen erzielt. Nach 120
Minuten lag die ermittelte Lebendrate bei ca. 75 % und war demzufolge lediglich um 6 %
gefallen. Auch bei der Verwendung des modifizierten Blanco-Verdiinners und des
modifizierten BPSE lagen die Reduktionsraten zwischen 5 und 10 %, die Unterschiede
waren dementsprechend nicht signifikant. Im paarweisen Vergleich der verschiedenen
Spermaverdinner mit der Kontrollverdiinnung (1%ige Glukoseldsung) zeigte sich jedoch,
dass einzig der modifizierte Lake-Verdiinner signifikant hohere Vitalitatsraten erzielen
konnte. In der vorliegenden Studie wurde bei den kontrollverdiinnten Proben unter
Verwendung der SYBR Green Farbung eine Vitalitatsrate von 70,1 + 5,1 % (X + SD)
ermittelt. Dies korrelierte stark mit den Werten, die mithilfe der Eosin B-Farbung ermittelt
wurden (X + SD = 70,5 + 9,0 %). Insgesamt ergab sich aus dem Vergleich der Eosin B-
Ausstriche und der Fluoreszenzanalysen eine starke positive Korrelation der beiden
Evaluationsmethoden (n = 46; r, = 0,893; p < 0,001) in dieser Studie. Aufgrund des
limitierten Spermavolumens wurde daher im weiteren Verlauf des Versuchs auf die
Anfertigung von Fluoreszenzausstrichen im Rahmen der Verdiinnerevaluierung verzichtet.
Zudem wurden die Eosin B-Ausstriche nachfolgend noch fir die Auswertung der

Morphologie benétigt und daher als essentiell betrachtet.

5.3.1.2 Morphologische Analyse

Der hochste Anteil normaler Spermien ([0] X = 47,2 %; [120] X = 39,6 %) fand sich in den
nativen, unverdiinnten Spermaproben. Der Anteil lag weit unter den von BEHNCKE (2002)
(X = 93 %) und STELZER (2004) (X = 66,3 %) ermittelten Werten fur Wellen- und
Nymphensittichspermien, jedoch vergleichbar zu den Werten dreier Sitticharten (Aratinga
auricapilla, A. acuticaudata, A. solstitialis) (36 — 45 %) (STELzER, 2004). Verglichen zu dem
Anteil morphologisch unveranderter Spermien des Spix-Aras (X = 26,5 %) (FISCHER U. A.,
2014a) lag der in dieser Studie ermittelte Wert jedoch weit hoher. Zu einem gewissen Teil

kann eine Vererbbarkeit der Spermienmorphologie vermutet werden, wie sie bereits von



150 DISKUSSION

BIRKHEAD U. A (2005) an Zebrafinken (Taeniopygia guttata) demonstriert wurde. Zum
anderen konnen zahlreiche andere Faktoren, wie zum Beispiel die Unterbringung, das
Alter, sowie Inzucht und eine geringe genetische Diversitat (WATSON u. A., 2007; GOMENDIO
UND ROLDAN, 2008) Einfluss auf die Tiere und somit moglicherweise auf die
Spermienmorphologie haben. Im Vergleich der Verdiinner war der signifikant geringste
Anteil an Kopfveranderungen zu beiden Untersuchungszeitpunkten, und gleichzeitig auch
die geringste Zunahme diesen Anteils, beim modifizierten Lake-Verdiinner in 1:4
Verdiinnungsstufe zu verzeichnen ([0] X = 13,4 %; [120] X = 15,6 %). Gleichzeitig war hier
auch die hochste Rate an morphologisch unveranderten Spermien zu verzeichnen ([0] X =
49,5 %; [120] X = 43,4 %). Diese Ergebnisse stehen jedoch nicht im Einklang mit den
Beobachtungen von SiubziINskA UND LukAszewicz (2008), die ein signifikant hoheres
Auftreten morphologischer Alterationen beim Einsatz des Lake-Verdiinners im Vergleich
mit einem selbst entwickelten Verdinner (Lukaszewicz u.A., 2004) dokumentierten.
Wahrend der Lagerungszeit wurde ein Abfall der lebenden, morphologisch unveranderten
Spermien und ein Anstieg der toten Spermien und Spermatozoen mit Kopfverdanderungen
bei allen eingesetzten Spermaverdiinnern beobachtet, was im Einklang mit vorherigen
Studien an Gefligelspermien steht (BLESBOIS U. A., 1999; SIUDZINSKA UND LUKASZEWICZ, 2008).
Der Spermienkopf ist jedoch eine Region, die hoch empfindlich auf osmotische
Veranderungen reagiert (BAkstT, 1980). Da dieser Effekt laut den Ergebnissen der
vorliegenden Studie unabhangig von der Lagerungszeit zu sein scheint, wird eine
Optimierung des Spermaverdiinners umso wichtiger, auch wenn nur eine kurze
Lagerungszeit angestrebt wird (LONG, 2006; SIUDZINSKA UND LukAszewicz, 2008). Ahnlich wie
in Studien an Haushahnspermien (SIUDZINSKA UND LUKASZEWICZ, 2008) zeigte der Anteil der
Schwanzveranderungen in der vorliegenden Studie keinerlei Abhangigkeit vom Einsatz des
jeweiligen Verdinners, es traten jedoch signifikant hohere Raten (bis zu 6 % A) nach
langerer Lagerungsdauer auf. Dieser Umstand konnte laut O’CONNELL U. A. (2002) einem
lagerungsbedingtem Energieverlust und nachfolgender Degeneration der in der GeilRel

enthaltenen Mitochondrien geschuldet sein.

5.3.2 Evaluierung der Kryoprotektiva

In dieser Studie wurden Dimethylacetamid (DMA), Dimethylsulfoxid (DMSO) und Glyzerin

als penetrierende kryoprotektive Substanzen in jeweils drei Endkonzentrationen evaluiert,
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da diese zu den am haufigsten eingesetzten Kryoprotektiva in der Langzeitkonservierung
avidrer Spermien gehdren (SAMOUR u. A., 1988; BLANCO U. A., 2012; O’BRIEN UND ROBECK,
2014; SextoN, 1973). Glyzerin wurde sogar als erste Substanz mit kryoprotektiven
Eigenschaften anhand von Geflligelsperma von POLGE u.A. (1949) entdeckt, was die
Spermienkonservierung aller Spezies revolutionierte. Obwohl auch verschiedene Zucker
als nicht-penetrierende Kryoprotektiva genutzt werden koénnen (BLANCO u.A., 2011;
WIsHART, 1995), flihren diese zu einem erhdhten osmotischen Stress im Vergleich zu den
die Spermienzelle penetrierenden Gefrierschutzmitteln (BENSON U. A., 2012). In diesem Fall
wurde daher davon ausgegangen, dass DMA, DMSO und Glyzerin den osmotischen Stress
minimieren und in hoheren Motilitdts- und Viabilitatsraten nach dem Auftauen
resultieren. Die Vitalitatsrate wurde in der Evaluierung der Kryoprotektiva ausschlieRlich
Uber die Fluoreszenzfarbung SYBR-14 und Propidiumjodid evaluiert. Dies lag hierin
begriindet, dass eine Differenzierung der lebenden von den toten Spermien in der Eosin
B-Farbung nur sehr schwierig vorzunehmen war, da ein hohes Aufkommen von
Farbeartefakten die Beurteilung verkomplizierte. Womoglich kam es aufgrund der
Viskositdat der Kryoprotektiva zu einer unzureichenden Farbverteilung im Eosin B-
Ausstrich. Leider finden sich in der Literatur keine Angaben zum Auftreten von
Farbeartefakten durch Kryoprotektiva, sodass diese Vermutung sich nicht untermauern
lasst. Da sich in der Verdinnerevaluierung jedoch eine starke positive Korrelation der
beiden Farbungmethoden ergeben hatte, wurde davon ausgegangen, dass dieser
Umstand auch fir die Evaluierung der Kryoprotektiva zutraf, insbesondere, da CHALAH UND
BRILLARD (1998) und CHALAH U. A. (1999) SYBR-14/PI als Lebend/Tot-Farbung gegentber
herkdmmlichen Farbelésungen bevorzugen, da mithilfe der Fluoreszenzfarbung eine
bessere Diskriminierung der toten Spermien moglich ist. Wahrend der Lagerungszeit
fihrte jedes der drei verwendeten Kryoprotektiva in jeder Konzentration zu einer
Regression der Lebendrate und der morphologisch normalen Spermien und zu einem

Anstieg der Totrate und dem Anteil der Spermien mit morphologischen Alterationen.

5.3.2.1 Motilitats- und Viabilitdtsanalyse

Die Kontrollproben, die nicht mit einem Kryoprotektivum versetzt waren, starteten initial

(MOT, X = 76,3; PMOT, X = 68,1) mit deutlich hoheren Werten als die Proben, denen ein
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Kryoprotektivum zugesetzt war. So lagen die Ausgangswerte von DMA und DMSO in
jeweils 8%iger Endkonzentration zwar deutlich tiefer (MOT, DMA ca. 68 %; MOT, DMSO ca.
65 %; PMOT, DMA ca. 55 %; PMOT, DMSO ca. 50 %), garantierten aber im Vergleich mit
den anderen eingesetzten Konzentrationen, bzw. mit Glyzerin in allen untersuchten
Konzentrationen die hochsten Ausgangswerte. Der Einsatz von DMA in 8%iger
Endkonzentration resultierte in der niedrigsten Verschlechterung der Motilitat (A = 13,9
%), weshalb es fur den weiteren Verlauf der Studie genutzt wurde. Der drastischste Abfall
der Spermienmotilitdt war bei Glyzerin zu beobachten. DMA demonstrierte des Weiteren
bereits zufriedenstellende Ergebnisse bei der Kryokonservierung von Emuspermien im
Vergleich mit DMSO und Glyzerin (Soob u.A., 2012). Hier konnte in der besten
Kombination (DMA in 6%iger Endkonzentration) eine Motilitdt von 29,8 + 1,3 % (+ SD), bei
einer Viabilitatsrate von 42,8 + 1,1 % (X £ SD) und einem Anteil morphologisch normaler
Spermien von 39 + 1,3 % (X £ SD) nach Auftauen erzielt werden, was weitestgehend
vergleichbar mit den Ergebnissen dieser Studie ist. BLANCO U. A. (2000) bestétigten den
konzentrationsabhangigen Einfluss von DMA auf die Viabilitit von Spermien
verschiedener Vogelarten (Truthahn, Steinadler, Habichtsadler, Kaiseradler, Wanderfalke).
Bei allen Spezies kam es bei steigender DMA-Konzentration zu einer Reduktion der
Viabilitat zwischen 10 und 90 % (BLANCO U. A., 2000). Uberraschenderweise hatte Glyzerin
in allen untersuchten Konzentrationen den schadlichsten Einfluss auf die Beweglichkeit
(MOT und PMOT) und Lebendrate der Nymphensittichspermien. Urspriinglich war
hypothetisiert worden, dass Glyzerin die potentesten kryoprotektiven Eigenschaften auf
Vogelspermien besitzt, da es von POLGE U. A. (1949) als erstes Kryoprotektivum (iberhaupt
anhand von Hahnensperma entdeckt wurde, was die Grundlage fir die moderne
Kryobiologie darstellte. Auch TSELUTIN U. A. (1999) bestétigten die positiven Eigenschaften
von Glyzerin auf den Anteil der lebenden Spermien (72 — 76 %) im Vergleich zu DMA (62 -
68 %) und DMSO (22 — 26 %) beim Gefllgel. Die besseren Ergebnisse von Glyzerin im
Vergleich zu den anderen Kryoprotektiva werden von TSELUTIN U. A. (1999) dadurch erklart,
dass das Glyzerinmolekiil ein physiologischer Bestandteil der Spermienzelle ist und daher
den niedrigsten schadlichen Einfluss auf diese hat. Die hochsten Fertilisationsraten
wurden dennoch beim Einsatz von DMA (84,7 — 92,7 %) erzielt (TSELUTIN U. A., 1999). Auch
SAMOUR U. A. (1988) benutzten erfolgreich Glyzerin als Kryoprotektivum zur Tiefgefrierung

von Wellensittichspermien. Es ist jedoch bekannt, dass der Grad, bis zu dem Zellen nach
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der Zugabe einer kryoprotektiven Substanz schrumpfen und wieder anschwellen,
abhangig von der Konzentration des jeweiligen Kryoprotektivums und der relativen
Permeabilitdt der Membran zu Wasser und dem Kryoprotektivum ist (KLEINHANS, 1998),
was fiir jeden Zelltypus individuell ist. So schrumpfen und schwellen Bullenspermien nur
sehr wenig, wenn sie einem glyzerinhaltigen Medium ausgesetzt werden (CHAVEIRO U. A.,
2006), wahrend Kaninchenspermien hochsensitiv auf Glyzerin reagieren (FOX UND
BURDICK, 1963; SMITH UND POLGE, 1950). ABOUELEZZ U.A. (2015) konnten zwar keinen
negativen Einfluss von Glyzerin auf Frischsperma von Haushdhnen ermitteln, bestatigten
jedoch dessen starken kontrazeptiven Effekt ab Konzentration von 1,5 %. Diese
Unterschiede in der Glyzerintoleranz implizieren bedeutende speziesspezifische
Unterschiede der Struktur der Spermienmembran und —funktion, die fir Nymphensittiche

in folgenden Studien untersucht werden sollten.

5.3.2.2 Morphologische Analyse

Der signifikant hochste Anteil der morphologischen Veranderungen betraf den
Spermienkopf, die Region mit der hdchsten osmotischen Sensitivitat (BAksT, 1980).
Aufgrund der Tatsache, dass alle in dieser Studie evaluierten Kryoprotektiva zur Kategorie
der penetrierenden Substanzen gehorten, die wahrend der Penetration des
Spermienkopfes zu erheblichen Liicken im Lipidmuster der Zellmembran filihren
(HAMMERSTEDT UND GRAHAM, 1992), sind solche Membranschaden und daraus resultierende
morphologische Veranderungen erklarbar. In einer vergleichenden Studie von MAEDA U. A.
(1984) zum Effekt verschiedener Kryoprotektiva auf die Morphologie von Haushdhnen
wurden Glyzerin, DMSO, Ethylenglykol und Methylformamid in einer Konzentratrion von 1
M evaluiert. Hierbei zeigte sich, dass vor dem Einfrieren kein signifikanter Unterschied
zwischen den verschiedenen Kryoprotektiva auszumachen war, nach dem Auftauen
jedoch ein erhohter Anteil von deformierten Spermien bei mit DMSO verdiinntem Sperma
im Vergleich zu den anderen Substanzen auftrat. Hierbei waren vor allem die Mittelstiicke
der Spermien geknickt oder gebogen. Aufgrund der Tatsache, dass das Auftreten
gekrimmter Spermien negativ mit der Fertilitat korreliert (r = 0,77) (Saeki, 1960), wird
umso deutlicher, dass die Auswertung der Spermienmorphologie als ein wichtiges

Hilfsmittel zur Evaluierung verschiedener Kryoprotektiva im Hinblick auf die prognostische
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Fertilitdt anzusehen ist (O’CONNELL U.A., 2002; LOUPOLD U.A. 2009). Auch die
morphologische Intaktheit des Akrosoms ist im Hinblick auf die Befruchtung bedeutend,
insofern die enthaltenden Enzyme eine wichtige Rolle bei der Lyse und Penetration der
perivitellinen Membran spielen (PALMER UND HOWARTH, 1973). In dieser Studie wurden
durch kein zugegebenes Kryoprotektivum signifikante Veranderungen des Akrosoms
hervorgerufen, wobei jedoch erwahnt werden muss, dass eine statistische Auswertung
der Intaktheit des Akrosoms lediglich Uber die lichtmikroskopischen Untersuchungen
erfolgte. MAEDA U.A. (1984) erwahnen in ihrer Studie, dass jegliche
Spermiendeformationen in der transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchung
deutlicher zu erkennen, bzw. zu differenzieren waren. Zukinftige Studien zum Einflusss
verschiedener Kryoprotektiva auf Spermien verschiedener Papageienspezies sollten
demnach, falls moglich, eine schrittweise elektronenmikroskopische Evaluation
beinhalten. Nymphensittichspermien scheinen laut dieser Studie sehr viel empfindlicher
auf die Anwesenheit von Glyzerin in jeglicher Konzentration zu reagieren, als auf die
Zugabe der anderen evaluierten Kryoprotektiva, da die hoéchste Rate der alleinigen
Kopfveranderungen und der multiplen Verdnderungen, die Kopfveranderungen
beinhalteten, beim Einsatz von Glyzerin auftraten. Das Auftreten von pathologischen
Spermienveranderungen wird weiterhin als negativer prognostischer Faktor fiir die

Spermienbeweglichkeit betrachtet (BLESBOIS U. A., 2008).

5.3.3 Evaluierung der Kiihirate

In der vorliegenden Studie wurde ein Vergleich einer schnellen Einfrierrate mit einer
langsamen, schrittweisen Kiihlrate angestrebt. Die schnelle Kihlung wird vor allem im
Saugetierbereich vorgenommen (PARKINSON UND WHITFIELD, 1987; HEITLAND U. A., 1996),
konnte aber auch schon Erfolge im avidren Bereich erzielen (TSELUTIN U. A., 1999). Das
langsame, kontrollierte Einfrieren wird hingegen haufiger beim Einfrieren von
Vogelsperma praktiziert (SEXTON, 1978b; LAKE U. A., 1981; TAIMA U. A., 1990; BACON U. A.,
1986). Das schnelle Einfrieren wurde in Anlehnung an die Methode von TSELUTIN U. A.
(1999) beim Gefliigel vorgenommen, da diese in hohen Fertilisationsraten von ca. 92 %
resultierte und daher als vielversprechend betrachtet wurde. Die Methode des
langsamen, schrittweisen Einfrierens wurde unter persénlicher Anleitung von EHLING U. A.

(2012) am Friedrich-Loeffler-Institut anhand von Haushahnsperma erlernt und aufgrund
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der vielversprechenden Befruchtungsergebnisse (81,1 %) bei Haushihnern in der
vorliegenden Studie evaluiert. Zusatzlich wurde die Methode der Vitrifikation evaluiert.
Die Vitrifikation wird von einigen Autoren als vielversprechende Alternative zum
konventionellen Einfrieren angesehen, da es durch ultrahohe Gefrierraten von ca. 30.000
°C/min die intrazelluldre Eiskristallbildung verhindert (LuverT unp Hopaprp, 1938) und
gleichzeitig um ein Vielfaches schneller und kostengiinstiger als die konventionelle
Methode des langsamen Einfrierens ist (NAWROTH U. A., 2002). ISACHENKO U.A. (2003)
beschrieben zwei mogliche Methoden einer erfolgreichen Spermienvitrifikation. Bei der
ersten Methode sind hohe Konzentrationen (ca. 30 — 50 %) an Kryoprotektiva noétig, um
einen glasartigen Zustand der intrazellularen Flissigkeit herbeizufiihren. Dies wird jedoch
von den relativ empfindlichen Spermien nicht gut toleriert, da es zu schwerwiegenden
biochemischen Veranderungen und letalem osmotischen Stress flihrt (FAHY U. A., 1984).
Bei der zweiten Methode werden nur sehr geringe Volumina eingesetzt, um eine hohe
Temperaturiibertragung zu ermoglichen (ISACHENKO U. A., 2003). Dabei gilt: je kleiner das
eingesetzte Volumen, desto hoher die Chance der Vitrifikation (ArRAv, 1992). Beim
Vergleich der Ergebnisse mit der aktuell vorhandenen Literatur muss beachtet werden,
dass zum Teil unterschiedliche Zusatze (Spermaverdiinner, Kryoprotektiva) zum Einsatz
kamen. Von MAzuR (1970) und SeExTON (1980) ist jedoch bekannt, dass auch die Interaktion
zwischen Kryoprotektivum und Kiihlrate zu unterschiedlichen Ergebnissen fliihren kann,

sodass unterschiedliche Ergebnisse unter Vorbehalt interpretiert werden missen.

5.3.3.1 Motilitats- und Viabilitdtsanalyse

Die Evaluierung der verschiedenen Einfriermethoden demonstrierte, dass schnelle
Einfrierraten in einer hochsignifikanten  Verschlechterung aller untersuchten
Spermienparameter (MOT, PMOT, Viabilitdt) auf Werte nahe 0 % resultierten, wahrend
Spermaproben, die mit Hilfe des programmierbaren Einfrierautomaten eingefroren
wurden, in vergleichsweise héheren Motilitdtsraten (MOT; X + SD = 22,2 + 11,3 % und
PMOT; X £+ SD = 10,7 + 7,9 %) resultierten. Verglichen mit den Werten vor dem Einfrieren
der Proben ergab sich so eine Reduktion der MOT und der PMOT um ca. 45 %. PURDY U. A.
(2009) erzielte mit Hahnensperma, das auf eine dhnliche Weise vorbehandelt wurde,

lediglich eine MOT von 15,1 % bei einer PMOT von 1,8 %. Zudem wird von LONG (2006)



156 DISKUSSION

und SANTIAGO-MORENO U. A. (2011) eine Reduktion der Motilitdtsrate um ca. 60 % nach dem
Auftauen kryokonservierter Spermaproben als Ublich betrachtet, sodass die Ergebnisse
der vorliegenden Studie als duRerst vielversprechend zu bewerten sind. Die Ergebnisse
lassen vermuten, dass flir die erfolgreiche Kryokonservierung von Nymphensittichen
langsame Kihlraten notwendig sind, um eine intrazelluldre Eiskristallbildung zu
minimieren. Diese Beobachtungen lassen sich mit Untersuchungen zur Kryokonservierung
von Spermien der Felsentaube vergleichen, bei denen schnelle Einfrierraten zu
Motilitatsraten von 0 % flhrten, ungeachtet dessen, welches Kryoprotektivum (DMA,
DMSO, Polyethylenglykol) genutzt wurde. Vergleichend dazu lag die mittlere Motilitdtsrate
nach langsamer Einfrierrate bei 37,8 + 3,0 % (X + SD) (SONTAKKE U. A., 2004). Ahnliche
Beobachtungen ergaben sich aus einer Studie von BLANCO U. A. (2000), in der sich zeigte,
dass die Spermien von Truthdhnen, Steinadler, Habichtsadler und Wanderfalke durch
schnelle Kihlraten von ca. 50 °C/min irreparabel geschadigt wurden, wohingegen eine
langsamere Kihlrate von 1 °C/min (von +4 °C bis -20 °C), gefolgt von 2 °C/min (von -20 °C
bis -70 °C) in signifikant hoheren Viabilitatsraten resultierte. FUNGFUANG U. A. (2009)
ermittelten jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen der schnellen, einschrittigen

Kihlung und dem langsamen, schrittweisen Einfrieren von Haushahnspermien.

Die aus der Humanandrologie libernommene Methode der Vitrifikation blieb weit hinter
den Erwartungen zuriick, da der Anteil der lebenden, und somit auch der der motilen
Spermien, nach dem Erwdarmen um 100 % sank. Die Vitrifkation von menschlichen
Spermien wurde von NAWROTH U. A. (2002) erfolgreich in Portionen zu je 20 pl ohne den
Zusatz von Kryoprotektiva durchgefiihrt, wobei Motiltitatsraten von 49,5 + 12,5 % (X + SD)
verglichen zu Raten von 37,9 + 14,4 % (X + SD) bei konventionellem, langsamen Gefrieren
erzielt werden konnten. Die initiale Motilitat betrug bei NAWROTH U. A. (2002) 87,3 +7,9 %
(x + SD), ist also weitestgehend vergleichbar mit den Ausgangswerten dieser Studie (X +
SD = 77,3 + 7,0 %). TSELUTIN U.A. (1999) erzielten durch Vitrifikation von
Haushahnspermien in Pellets hohere Fertilisationsraten (X £ SD = 92,7 + 4,1 %) als nach
konventionellem Tiefgefrieren in Straws (X + SD = 63,9 + 1,9 %). Studien an Kaninchen-,
Ratten-, Mause-, Meerschweinchen- und Bullenspermien resultierten jedoch in
ganzlichem Misserfolg (HOAGLAND UND PINcus, 1942), was vergleichbar zu den Resultaten

der Spermienbeweglichkeit und —viabilitat ist, die in dieser Studie erzielt wurden. Obwohl
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aufgrund der Literaturangaben ersichtlich ist, dass das Sperma verschiedener Tierarten
unterschiedlich gut geeignet zur Vitrifikation ist, scheinen die Erfolge jedoch weit hinter
den herkdmmlichen Methoden der Kryokonservierung zu liegen. Zukilnftige Versuche in
diesem Bereich sollten den Einsatz hochkonzentrierter Kryoprotektiva bei der Methode

der Vitrifikation einschlieRen.

5.3.3.2 Morphologische Analyse

Bei den langsam eingefrorenen Proben stieg der Anteil der Kopfveranderungen von 16,4
% auf 23,4 %. Vergleichend dazu stieg der Anteil der Kopfveranderungen bei der schnellen
Einfrierrate von 18,5 % auf 30,5 %. Somit fand sich sowohl absolut, als auch relativ, ein
erhohter Anteil an Spermienkopfanomalien bei der Methode des schnellen Einfrierens.
Nach dem Auftauen kontrolliert gefrorener Spermaproben fiel der Anteil normaler,
unverdanderter Spermien um ca. 10 %, wahrend dieser bei schnell gefrorenen
Spermaproben um 18,00 % sank. In der Humanandrologie existieren unterschiedliche
Angaben zur Reduktion des Anteils morphologisch unveranderter Spermien nach dem
langsamen Tiefgefrierprozess. O’CONNELL U. A. (2002) berichten eine Abnahme um ca. 37
%, was eine deutlich hohere Reduktion darstellt als in der vorliegenden Studie. Im
Gegensatz dazu wird von Ozkavukcu U. A. (2008) lediglich ein Unterschied von ca. 3 %
angegeben. In einer Studie an Konigspinguinen (Aptenodytes patagonicus) betrug der
Anteil morphologisch normaler Spermien vor dem Einfrieren 78,1 % (O’BRIEN UND ROBECK,
2014). Im Vergleich verschiedener Einfriermethoden lag dieser Anteil bei schnell
eingefrorenen Proben nach dem Auftauen bei 34,6 %, wahrend ein geringfiigig hoherer
Anteil bei konventionell, mithilfe eines Einfrierautomaten, gekihlten Proben (36,8 %) zu
verzeichnen war. Die Reduktion lag somit bei ca. 40 % und dementsprechend weit héher
als in der vorliegenden Studie. Ahnliche Beobachtungen erfolgten beim Auerhahn (Tetrao
urogallus) mit einer Reduktion der normalen Spermien um 42 %, sodass die Ergebnisse
der aktuellen Studie als vergleichsweise vielversprechend interpretiert werden kdnnen.
Die Vitrifikation hatte ebenfalls einen malgeblichen Einfluss auf die
Spermienmorphologie, da eine signifikant hohere Rate an Kopfdeformationen (A =27,1 %)
nach dem Erwdarmen der Proben auftrat, wahrend der Anteil normaler Spermien um

nahezu 40 % sank. Vergleichend dazu ermittelten NAWROTH U. A. (2002) lediglich eine
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26%ige Reduktion der Rate morphologisch unverdnderter, humaner Spermien nach
Vitrifikation. Eine mogliche Erklarung flr die auftretenden Unterschiede liefern DROBNIS
U. A. (1993), die vermuten, dass die Zusammensetzung und Anordnung der Lipidmolekiile
in der Plasmamembran, genauso wie die Cholesterin/Phospholipidrate und die
Protein/Phospholipidrate die Resistenzfihigkeit der Spermien gegenuber dem
Kalteschockeffekt beeinflussen. Die Untersuchung der Plasmamembranzusammensetzung
von Nymphensittichspermien war jedoch nicht Ziel der gegenwartigen Studie, sollte in

Zukunft hingegen naher beleuchtet werden.

5.3.4 Evaluierung verschiedener Auftau- bzw. Erwdrmmethoden

Die Evaluierung verschiedener Erwdarmmethoden erfolgte lediglich nach Einfrieren mittels
Vitrifikation, da sich beim konventionellen Tiefgefrieren das Auftauen im +4 °C kalten
Wasserbad als gut geeignet erwiesen hatte (BAKST UND SEXTON, 1979; BLANCO U. A., 2011;
EHLING U. A., 2012). Zunéachst wurde auch nach der Vitrifikation dieselbe Erwdrmmethode
angewandt, jedoch waren die Ergebnisse dieser moderaten Erwdrmrate im +4 °C
Wasserbad nicht zufriedenstellend (Motilitats- und Viabilitatsraten nahe 0 %). Aus diesem
Grund erfolgte die zusatzliche Evaluierung von sechs weiteren Erwdarmmethoden. Drei
Methoden fanden in einer 37 °C Umgebung statt, um die Erwarmgeschwindigkeit zu
erhéhen (TSELUTIN U.A., 1999; PENFOLD U.A., 2001; ISACHENKO U.A., 2004) und somit
ausschlieBen zu konnen, dass die schlechten Raten nicht lediglich das Ergebnis einer
unzureichenden Erwarmmethode waren. Die optimale Erwarmrate von gefrorenen
Spermaproben ist abhangig von der eingesetzten Gefrierrate (HAMMERSTEDT U. A., 1990),
um das Phanomen der Rekristallisation zu vermeiden. Auf diese Weise sollen massive
Zellschaden umgangen werden, die anderweitig zum Funktionsverlust der Zelle fiihren
(MAzur, 1984). Auf die erneute Evaluierung von konventionell tiefgefrorenen Proben
mithilfe der sechs zusatzlichen Erwarmmethoden wurde verzichtet, da eine statistisch
adaquate Ausfihrung dieser Fragestellung im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich
gewesen wadre. Nichtsdestotrotz bote dieser Ansatz das Potential zu tiefergehender

Betrachtung und sollte in zukiinftigen Studien aufgegriffen werden.
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5.3.4.1 Motilitats- und Viabilitdtsanalyse

Jegliche Erwarmmethode resultierte in einer drastischen Reduktion der Gesamt- und
Vorwartsmotilitdt, sowie der Spermienviabilitdit nach dem Erwarmen im Vergleich zu den
Ausgangsproben. Ausgehend von einer MOT von 85,3 £ 6,9 % (X + SD) vor Vitrifikation lag
die hochste Gesamtbeweglichkeit bei 0,7 % nach kombinierter Wasserbadmethode. Auch
bei der Vorwartsmotilitdt (X = 0,2 %) und der Viabilitdt (X = 1,1 %) wurden die hdchsten
Anteile nach der kombinierten Wasserbadauftaumethode erzielt. Im direkten Vergleich
mit den Ausgangswerten (PMOT, X = 75 %; Viabilitdt, X = 89,3 %) wird der drastische
Qualitatsverlust jedoch deutlich. NAWROTH u. A. (2002) erzielten nach Vitrifikation humaner
Spermien deutlich hohere Motilitdatsraten von 49,5 + 12,5 % (Xt SD) nach schnellen
Erwdarmraten mithilfe eines 37 °C warmen Wasserbades. SODERQuUIST U.A. (1997)
ermittelten signifikant hohere Motilitdts- und Viabilitatsraten von Schafbockspermien
nach dem Erwarmen bei 70 °C (67 % und 63 %) als nach dem Erwarmen bei 35 °C (50,5 %
und 41,7 %). Auch bei Hahnensperma resultierten schnellere Erwarmraten mit Hilfe von
thermoregulierbaren Warmeplatten (60 °C) in héheren Fertilisationsraten (ca. 94 %) als
nach moderaten Erwarmraten (ca. 67 %) (TSELUTIN U. A., 1995, 1999). Dem gegenliber steht
die Untersuchung von BLANCO U.A. (2012), die den Einfluss zweier verschiedener
Erwarmraten (moderat: 12,8 °C/min; langsam: 6,3 °C/min) auf die Viabilitdt und Motilitat
von Kanadakranich- und Truthahnspermien untersuchten, hierbei jedoch keinen
signifikanten Unterschied feststellten. Keine der in dieser Studie untersuchten
Erwarmmethoden fiihrte zu zufriedenstellenden Motilitdts- oder Vitalitatsraten nach
Vitrifikation. Aufgrund der Homogenitdt der Ergebnisse konnte kein statistischer
Unterschied zwischen den verschiedenen Erwarmmethoden ermittelt werden. Mdgliche
weitere Ansatze von zukinftigen Untersuchungen sollten die Evaluierung hoherer
Erwarmtemperaturen zum Erreichen noch schnellerer Erwdarmraten (SODERQUIST U. A.,
1997), sowie die Verwendung zusatzlicher Erwarmmedien, wie zum Beispiel SpermRinse™

(IsacHENKO U. A., 2005), beinhalten.

5.3.5 Transmissionselektronenmikroskopie

In einer Studie zum Einfluss verschiedener Kryoprotektiva auf die Spermienmorphologie

von Haushdhnen zeigte sich in der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung, dass
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alle Bereiche der Spermienzelle klarer und deutlicher zu erkennen waren als in der
lichtmikroskopischen Untersuchung (MAEDA u. A., 1984). Daraus wurde geschlossen, dass
die Elektronenmikroskopie die sensitivere Methode zur Evaluation morphologischer
Veranderungen darstellt (MAEDA u. A., 1984), was unterstiitzt wird von OzKAVUKCU U. A.
(2008), die zudem eine hohere Sensitivitdit der Raster- gegenlber der
Transmissionselektronenmikroskopie in Bezug auf Oberflachenstrukturveranderungen
humaner Spermatozoen ermittelten. Die Elektronenmikroskopie stellt somit in jedem Fall
eine geeignete Untersuchungsmethode fiir groRere Spermavolumina, bzw. zur gezielten
Investigation der Intaktheit der Spermienmembran in fraglichen Fallen dar, wie es auch in
der Humanandrologie (CARBONE U. A., 1998; MORETTI UND CoOLLODEL, 2012) oder in der
erweiterten Zuchttauglichkeitsbeurteilung von Hengsten (PEscH u. A., 2006b) praktiziert
wird. Die Entscheidung zur Transmissionselektronenmikroskopie erfolgte aus praktikablen
Griinden, da eine Zusammenarbeit mit dem Institut flr Veterinar-Anatomie, -Histologie
und —Embryologie die Bereitstellung der bendtigten Utensilien und Materialen, sowie
Hilfe bei der Auswertung der Schnitte moglich war. Bei der Auswertung wurden nicht die
einzelnen morphologischen Alterationen betrachtet, sondern lediglich die Spermien
hinsichtlich ihrer Membranintegritat beurteilt. Die Plasmamembran st von
herausragender Bedeutsamkeit fiir das Uberleben der Spermien wihrend des Einfrier-
und Auftauprozesses und wird daher als der Hauptangriffspunkt von Gefrierschaden
betrachtet (WATsoN, 1995). In der vorliegenden Studie wurde jeweils eine unbehandelte
Probe und eine Probe, die nach den Methoden des entwickelten
Kryokonservierungsprotokolls eingefroren wurde, transmissionselektronenmikroskopisch
untersucht und mit physiologischen Aufnahmen verglichen (JAMIESON U. A., 1995; LOvAs
U. A., 2012). Die Beurteilung der Membranschadden erfolgte in Anlehnung an die von PEscH
U. A. (2006b) und PESCH UND BERGMANN (2006) beschriebenen Verdanderungen von Pferde-
und Menschenspermien. Die Ergebnisse wurden aufgrund des stark limitierten
Probenumfangs in der vorliegenden Studie jedoch lediglich quantitativ miteinander
verglichen. Nach Kryokonservierung trat ein doppelt so hoher Anteil von
Plasmamembranverdnderungen im  Bereich des Kopfes auf, wohingegen
Integritatsverluste im Bereich des Akrosoms und des Mittelstlicks mit 4 % Unterschied nur
leicht erhoht waren. Membranverdanderungen im Bereich der SpermiengeiRel zeigten sich

in der vorliegenden Untersuchung unabhédngig von der Behandlung der Spermaprobe.
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Diese Beobachtung wird unterstiitzt von WATSON U. A. (1987), der beschrieb, dass bei
Hengsten Membranschdaden des Spermienkopfes zunachst die Plasmamembran betreffen
und erst danach die Akrosomenmembran. Das Vorkommen von Membrandefekten in der
nativen Spermaprobe in der Transmissionselektronenmikroskopie zeigte sich dahnlich zu
den mittels Fluoreszenzfarbung (SYBR/PI) ermittelten Werten nativer Spermaproben (X =
25,00 %). Von SODERQUIST U.A. (1997) wurde bereits eine hohen Korrelation der
Untersuchungsmethoden Fluoreszenzfarbung und Rasterelektronenmikroskopie in Bezug
auf die Membranintegritat (ca. 40 %) von Schafbockspermien bestatigt, was die
vorliegenden Ergebnisse unterstreicht. Bei der kryokonservierten Probe war ein solcher
Zusammenhang jedoch nicht zu verzeichnen, hier war der Anteil membrandefekter
Spermien in der Fluoreszenzevaluierung (X = 70,17 %) deutlich hoher als der durch
Elektronenmikroskopie ermittelte Wert (X = 48,00 %). Es muss jedoch bedacht werden,
dass in der Transmissionselektronenmikroskopie nur selten Spermien in ihrer ganzen
Lange angeschnitten sind und daher immer nur Teilabschnitte evaluiert werden kénnen
(FISCHBEIN U. A., 1997). Wenn also ein Membrandefekt nicht zufdllig auf dem
angeschnittenen Membranabschnitt lag, entzog er sich der Kenntnis und somit der
Evaluierung. Ein Vergleich der beiden Proben resultierte in einem um ca. 50 % erhdhten
Auftreten von Membrandefekten in der aufgetauten Spermaprobe, wobei die meisten
Membrandefekte am Spermienkopf auftraten Dies steht im Einklang mit Untersuchungen
von BAKST UND SEXTON (1979), sowie O’CONNELL U. A. (2002), die nach Kryokonservierung
eine um 50 % gesteigerte Rate von Plasmamembranschaden von Haushahn-, Truthahn-,
sowie humaner Spermien beobachteten. Aufgrund des relativ groRen bendtigten
Volumens (min. 100 pl) mit hoher Spermiendichte stellte sich diese Methode zur
routinemaRigen Anwendung als Qualitatsbeurteilung von Nymphensittichspermien
jedoch als nicht geeignet dar. Dies war zudem der Grund, dass in dieser Studie nur zwei
Proben einer elektronenmikroskopischen Untersuchung unterzogen wurden. Die limitierte
Aussagekraft in diesem Fall muss daher kritisch betrachtet werden. Zukiinftige Studien
sollten daher eine groRere Anzahl von Proben inkludieren, um die statistische

Aussagekraft zu erhéhen.
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5.3.6 Fertilisationsversuch

5.3.6.1 Endoskopische Sterilisation von mannlichen Nymphensittichen

Die endoskopische partielle Vasektomie der Hahne verlief bei 95 % der Tiere (19/20)
komplikationslos. Ein Hahn fiel am Morgen nach dem Eingriff mit hochgradiger Dyspnoe
auf und musste nachfolgend aufgrund einer persistierenden Lungenblutung euthanasiert
werden. Die Blutung kdnnte eventuell durch eine Perforation der Lunge durch die
stumpfe Penetration der Bauchmuskulatur mit der gebogenen Klemme verursacht
worden sein, wobei auch eine primare Schadigung des Lungengewebes im Sinne einer bis
dato asymptomatischen Pneumonie nicht ausgeschlossen werden kann und im
vorliegenden Fall wahrscheinlich erscheint. In sechs Fallen traten wahrend der Operation
gering- bis mittelgradige Blutungen des gemeinsamen Gekroses des Harn- und
Samenleiters auf, wegen derer drei Eingriffe unterbrochen wurden und am
nachfolgenden Tag fortgefiihrt wurden. In keinem der Falle kam es zu einer Perforation
des Harnleiters und die Tiere erholten sich problemlos von dem Eingriff, sodass sie ca. 24
Stunden nach Vollendung des Eingriffes wieder in ihre Voliere entlassen werden konnten.
Eine Kontrollendoskopie wurde nicht durchgefiihrt. Stattdessen fand die Erfolgskontrolle
des Eingriffes durch die Bestatigung von vier komplett infertilen Gelegen je Brutpaar statt.
Hierzu wurde die Infertilitdt samtlicher Eier der Gelege durch zweierlei
Untersuchungsmethoden (Schieren und digitales Monitoring des Blutflusses) verifiziert.
Alle Hahne zeigten nach der Sterilisation ein unverandertes Sozial- und
Paarungsverhalten. Aus Studien an Japanischen Zwergwachteln (Coturnix coturnix
japonica) (JoNEs UND REDIG, 2003), Kanadagansen (Branta canadensis) (CONVERSE UND
KENNELLY, 1994) und Stadttauben (Columba livia domestica) (HEIDERICH, 2014) geht hervor,
dass sich nach Sterilisation keine Beeintrachtigung des Soziosexualverhaltens und daraus
resultierend auch keine Beeinflussung des Sexualhormonhaushaltes der Tiere einstellt,

was auch in der vorliegenden Studie zu gelten scheint.

5.3.6.2 Artifizielle Insemination von weiblichen Nymphensittichen

Aus dem Geflligelbereich ist bekannt, dass mehr als 80 % der Spermien unmittelbar nach

der Insemination oder Kopulation aus der Kloake ausgeschieden werden (BaksT, 2011) und
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dass nur ca. 1 % der intravaginal inseminierten Spermien {berhaupt fahig sind, die
Uterovaginaldriisen zu erreichen (BAKST u.A., 1994), was bedeutet, dass sogar nach
intravaginaler Insemination fortgeschrittene Mechanismen der Spermienselektion
stattfinden. In dieser Studie wurde die Form der intravaginalen Insemination bevorzugt,
da sich in Studien an Haushihnern gezeigt hatte, dass die Befruchtungsrate nach
intravaginaler Insemination deutlich héher lag (97 %) (QuINN UND BURROWS, 1936), als nach
intrakloakaler Insemination (19,1 %) (JuLL unD QUINN, 1931). Zudem fihrt eine
intrakloakale Insemination haufig zu einer Kontamination mit Kotbestandteilen und
Uraten, was jedoch einen negativen Einfluss auf die Spermienqualitat und somit
zwangslaufig auch auf die Befruchtungsrate haben kann (BLANCO u. A., 2002a). War die
intravaginale Insemination aufgrund von Abwehrbewegungen der Vogel nicht moglich,
wurde auf die Methode der intrakloakalen Insemination zuriickgegriffen, um Verletzungen
der Tiere zu vermeiden. Diese wurde bei zahlreichen nichtdomestizierten Vogelspezies
ebenfalls bereits erfolgreich angewandt (STUNDEN U. A., 1998; PENFOLD U. A., 2001; SONTAKKE
U.A., 2004). Auch bei Nymphensittichen konnte nach intrakloakaler Insemination eine
Befruchtungsrate von 73,9 % erzielt werden (NEUMANN U. A., 2013). In einer Studie zur
minimal notwendigen Inseminationsdosis an  Nymphensittichen betrug die
Fertilisationsrate nach intravaginaler Insemination 66,7 % (FISCHER U. A., 2014b), sodass in
der vorliegenden Studie beide Methoden als zuverlassig eingestuft wurden. Der Zeitpunkt
der ersten von drei Wiederholungen der artifiziellen Insemination wurde gewahlt, sobald
das erste Ei der Gruppe gelegt wurde. Dieses Ei wurde abgewartet, da sonst in der Gruppe
die Eier nicht sicher den Weibchen zugeordnet werden konnten. Inseminiert wurden nur
diejenigen Hennen, die geweitete Legebeine, in Kombination mit einer deutlich
sichtbaren, 6dematisierten  Oviduktoffnung aufwiesen, um falsch  negative
Befruchtungsergebnisse durch die Insemination sexuell inaktiver Weibchen zu vermeiden.
Das erste Ei des Geleges war demnach unbefruchtet, da eine artifizielle Insemination
mindestens 4 bis 5 Tage vor der Oviposition des ersten Eis erfolgen muss, um zu einer
erfolgreichen Befruchtung zu flihren, wie aus Studien an Wanderfalken und Steinadlern
bekannt wurde (BLANCO u.A., 2002a). Die intrakloakale artifizielle Insemination eines
Banks-Rabenkakadus (Calyptorhynchus banksii, ehem. magnificus) zwei Tage vor der
Eiablage resultierte in einem unbefruchteten Ei (BEHNCKE UND STELZER, 2003). FISCHER U. A.

(2014c) fanden heraus, dass fiir die intrakloakale artifizielle Insemination von
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Nymphensittichen ein Volumen von 5 pl mit einer Anzahl von 232.500 Spermien
notwendig war, um in einem Fall zu sichtbarer Embryonalentwicklung zu flhren. Fir die
erfolgreiche intravaginale Insemination waren hingegen lediglich 2 pl Sperma mit einer
geringgradig hoheren Anzahl an Spermien (250.000) nétig, um zu einer erfolgreichen
Befruchtung zu fihren. Pro artifizieller Insemination wurde ein Volumen zwischen 8 und
15 ul gewahlt mit einer mittleren Spermienkonzentration von 729.542 + 404.078,4
Spermien/ul und einer hieraus resultierenden Inseminationsdosis von 2.020.895,8 +
1.123.715,6 Spermien/Tier (X = SD). Auf diese Weise konnte sichergestellt werden, dass
selbst bei Verlust einer kleinen Flissigkeitsmenge, z. B. durch Defdkation, noch ein
ausreichendes Volumen mit einer ausreichenden Spermiendosis in der Kloake verblieb,
bzw. in der Lage war, die Vagina zu erreichen. Auf eine Entfernung des Kryoprotektivums
vor Al wurde in dieser Studie verzichtet, da die Kryokonservierung der Spermien zuvor mit
Hilfe von DMA erfolgte, was eine Entfernung laut TSELUTIN U. A. (1999) und PURDY U. A.
(2009) nicht notwendig macht. In einem Befruchtungsversuch von Hihnern, bei dem mit
DMA versetztes Sperma ohne vorherige Entfernung des Kryoprotektivums inseminiert
wurde, konnten Fertilisationsraten zwischen 84,7 und 92,7 % erzielt werden, was keinen
signifikanten Unterschied zur Al mit Frischsperma (94,7 %) ausmachte (TSELUTIN U. A.,
1999). Im Gegenteil flihren samtliche Entfernungstechniken zu einer irreversiblen
Schadigung der Spermien (PURDY U. A., 2009; MOCE u. A., 2010), was ein weiterer Grund

war, auf diese Methode zu verzichten.

Wahrend des ersten Inseminationsexperimentes wurden 42,9 % der artifiziellen
Inseminationen mit Frischsperma intravaginal vorgenommen, wdhrend 57,1 %
intrakloakal in die Nahe der Oviduktéffnung vorgenommen. Die mittlere
Spermienkonzentration betrug 391.677 Spermien/ul in einem Inseminationsvolumen von
13 pl. Vergleichend wurden 57,1 % der Inseminationen mit TG-Sperma intravaginal
vorgenommen, wahrend 42,9 % intrakloakal durchgefiihrt werden mussten. Pro
Insemination wurde eine mittlere Spermienkonzentration von 794.667 Spermien/ul in
einem Volumen von 11 ul verwendet. Im zweiten Inseminations-Experiment erfolgte die
artifizielle Insemination mit Frischsperma in 57,1 % der Falle intravaginal mit einer
Spermienkonzentration von 520833 Spermien/ul bei einem instillierten Volumen von

durchschnittlich 11 pl pro Henne. Im Vergleich dazu wurden 58,3 % der Insemination mit
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TG-Sperma intravaginal durchgefihrt. Im Mittel betrug die Spermienkonzentration
1.211.000 Spermien/ul in einem Volumen von ebenfalls 11 pl. In allen Fallen lagen sowohl
das Inseminationsvolumen, als auch die Inseminationsdosis (ber den von FISCHER U. A.
(2014c) angegebenen Minimalwerten, weshalb von einem Erfolg ausgegangen werden
konnte. Die Inseminationsdosis bei mit Tiefgefriersperma inseminierten Weibchen wurde
hoher als die der Frischspermaproben gewahlt, da von einem erheblichen Qualitatsverlust
durch den Einfrier- und Auftauprozess ausgegangen werden musste, was in den
vorherigen Evaluation ersichtlich wurde. Da auRerdem vom Gefliigel bekannt ist, dass nur
ca. 20 % der Spermien unmittelbar nach der Insemination in der Kloake verbleiben (BAKsT,
2011) und dass mehr als 99 % der intravaginal inseminierten Spermien nicht fahig sind,
die Uterovaginaldriisen zu erreichen (BAKST U.A., 1994), sollte auf diese Weise die
Wahrscheinlichkeit der Befruchtung erhéht werden. Zur besseren Vergleichbarkeit der
Befruchtungsergebnisse ware es hingegen ratsam ein standardisiertes Volumen mit einer
genau adaptierten Spermienkonzentration und somit einer gleichbleibenden
Inseminationsdosis einzusetzen. In dieser Studie ging es jedoch vornehmlich um die
Erforschung ob auf diese Weise konserviertes Sperma liberhaupt in der Lage ist, zu einer
erfolgreichen Befruchtung zu fiihren und sich das Protokoll fiir eine Anwendung in der
Praxis eignet. In Zukunft sollten sich daher detailliertere Studien mit der Evaluation von
Inseminationsdosen nach Kryokonservierung beschaftigen. Nach artifizieller Insemination
mit Frischsperma wurden Befruchtungsraten von 92,6 % und 67,7 % erreicht, was
vergleichbar mit Ergebnissen aus einer vorherigen Studie an Nymphensittichen ist, bei der
eine Befruchtungsrate von 73,9 % nach intrakloakaler Insemination erzielt wurde
(NEUMANN U. A., 2013). Auch bei anderen Papageienarten wurde eine dhnliche mittlere
Fertilisationsrate nach Al (X = 69,4 %) erzielt (LIERz U. A., 2013). Die etwas hohere Rate ist
wahrscheinlich der Tatsache geschuldet, dass in der vorliegenden Studie in etwa die Halfte
der Inseminationen intravaginal durchgefiihrt werden konnte und so das Risiko der
Spermaausscheidung durch Kotabsatz oder Spermienbehinderungen durch das
Vorhandensein von Kot und/oder Urin in der Kloake minimiert war. Nach intravaginaler
artifizieller  Insemination von  Wellensittichen  mit  Frischsperma  wurden
Befruchtungsergebnisse von 88,8 % erzielt (SAMOUR uU. A., 1988), was vergleichbar mit dem
Ergebnis des Experiments 1 ist (92,6 %). Eine wesentlich niedrigere Fertilisationsrate

(1/11; 9,1 %) wurde hingegen nach Al mit Frischsperma von Blaukronenamazonen
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berichtet (BrRock, 1991). Nach artifizieller Insemination mit TG-Sperma wurden
Fertilisationsraten von 30,8 und 18 % ermittelt. In einer Studie an Wellensittichen
berichtete SAMOUR U. A. (1988) von einer wesentlich hoheren Befruchtungsrate von 66,6
%, aber in vielen anderen nichtdomestizierten Vogelspezies sind Fertilisationsraten von
anndhernd 30 % sehr viel wahrscheinlicher (GEE UND SEXTON, 1990; PARKS U. A., 1986). Trotz
der hohen Inseminationsvolumina und der im Vergleich zu Frischsperma hoéheren
Spermiendichte wurde die Chance, eine erfolgreiche Befruchtung zu erzielen, signifikant
negativ (Coeff = -2,598; p < 0,0001) von der Spermabeschaffenheit (TG-Sperma)
beeinflusst. So bestand die Chance, mit TG-Sperma zu einer Befruchtung zu fihren nur in
ca. 1/14 der Chance, die bei der gleichen Methodik allerdings unter Verwendung von
Frischsperma garantiert war. Diese vergleichsweise geringe Chance lasst sich womoglich
durch die nicht unerheblichen Qualitdtseinbuflen des TG-Spermas im Vergleich zu
Frischsperma erklaren (WATsoN, 2000). Eine dhnliche Beobachtung wurde ebenfalls bei
Ebern (Sus scrofa) beschrieben, deren Spermienqualitdit nach Kryokonservierung
signifikant abnahm (CEROLINI U. A., 2001). Hierbei wurde bestatigt, dass der Qualitatsverlust
umso hoher war, je schlechter die Ausgangsqualitat der Spermaproben war, woraus sich
die Notwendigkeit zu qualitativ hochwertigen Ausgangsproben ableitet. Nach artifizieller
Insemination mit TG-Sperma wurden keinerlei Anzeichen einer lokalen oder systemischen
Infektion bei den Nmphensittichhennen beobachtet. Es kann daher davon ausgegangen
werden, dass das darin enthaltene Kryoprotektivum DMA weder zu
Schleimhautreizungen, noch zu verspateten Reaktionen wie Verklebungen des Eileiters,
bzw. Legenot bei Nymphensittichen fihrt und daher bedenkenlos zum Tiefgefrieren von
Papageiensperma eingesetzt werden kann, was im Einklang zu Beobachtungen mit
Hahnensperma steht (TSELUTIN U. A., 1999; PURDY U. A., 2009). Auch im Sadugetierbereich
wurde bei Kaninchen (Oryctolagus cuniculus forma domestica) nicht von entziindlichen
Reaktionen nach artifizieller Insemination mit DMA-haltigem TG-Sperma berichtet (Di

Iorio, 2015).

Die signifikant niedrigeren Fertilisationsraten beider Gruppen in Experiment 2
(Frischsperma: 67,7 %; TG-Sperma: 18 %) im Vergleich zu Experiment 1 (Frischsperma:
92,6 %; TG-Sperma: 30,8 %) sind womoglich dem anhaltenden Stress aufgrund lang

andauernder Bauarbeiten in unmittelbarer Nahe der Volieren geschuldet. WHIRLEDGE UND
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CibLowskl (2010) erldutern anhand zugrundeliegender molekularer Mechanismen die
negativen Auswirkungen eines erhohten Kortisolspiegels auf die Reproduktionsaktivitat.
So flihrt ein erhohter Kortisolspiegel bei weiblichen Ratten beispielsweise zur einer frithen
Apoptose der Plazenta und verhindert so die Nidation des Embryos (WADDELL U. A., 2000).
Auch bei Vogeln wurde der negative Einfluss einer anhaltenden Immunsuppression auf
die Reproduktionsaktivitdat beschrieben (WiLLIAmMS, 2005; TRAVERS U. A., 2010), sodass auch
in diesem Fall von diesem Einfluss ausgegangen werden kann. Aus dem Bereich der Zier-
und Volierenvogel ist zudem bekannt, dass mehr als 30 % der friihen Embryonaltode im
ersten Drittel der Bebritungsdauer auftreten, wobei Griinde daflir exzessive
Erschitterungen und Stress darstellen kénnen (SCHMIDT U. A., 2008), was sicherlich einen
zusatzlichen negativen Effekt auf die Embryonalentwicklung in der vorliegenden Studie
ausubte. Die Optimierung und Vereinheitlichung der Umweltbedingungen sollte daher bei
allen zukiinftigen Untersuchungen angestrebt werden, um eine bessere Vergleichbarkeit
der Ergebnisse zu gewahrleisten. In diesem Fall war eine Verbesserung der auflleren
Einflisse jedoch ungiinstigerweise nicht moglich, da sich die Baumafnahmen in
unmittelbarer Umgebung der Tierhaltung Uber einen Zeitraum von mehreren Monaten
hinzogen, sodass die komplette Zuchtsaison wahrend des Fertilisationsversuches davon

betroffen war.

5.4 Schlussbetrachtungen und offene Fragestellungen

Der Evaluation der Spermaqualitdt kommt hinsichtlich der Prognostizitit des Uberlebens
der Spermien wahrend der Lagerungszeit, aber auch des Befruchtungserfolges nach Al
eine groRe Bedeutung zu (BLESBOIS U.A., 2008). Standardmalige In-vitro Tests zur
Spermienanalyse sind die Evaluation der Spermienvitalitat, der Prozentsatz der lebenden,
morphologisch unverdanderten Spermien und — woméglich am wichtigsten — der Anteil
vorwartsbeweglicher Spermien (BIRKHEAD U. A., 1999; FROMAN, 2000). Basierend auf den
Ergebnissen dieser Studie lasst sich zusammenfassen, dass sowohl ein geeigneter
Spermaverdiinner zur FlUssigkonservierung evaluiert und modifiziert, als auch ein
effizientes Protokoll zur Kryokonservierung von Nymphensittichspermien entwickelt
wurde. Insgesamt wurden 17 befruchtete Eier aus der artifiziellen Insemination mit TG-

Sperma gewonnen, aus denen 12 Kiiken schliipften. Dabei handelt es sich nach Kenntnis
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der aktuell erhaltlichen Literatur um den weltweit ersten Nymphensittichnachwuchs, der
mit Hilfe von kryokonserviertem Sperma produziert wurde. Dies bedeutet einen ersten
wichtigen Schritt zur Etablierung eines Kryokonservierungsprotokolls fiir weitere
Papageienarten. Besonders im Hinblick auf stark bedrohte Spezies verspricht diese
Methode einen Durchbruch in Arterhaltungsprogrammen, die haufig aus Mangel an
natlrlicher Nachzucht scheitern. Die offene Frage, die aus den Ergebnissen resultiert, ist,
ob die bei diesen Versuchen erzielte hdchste Fertilisationsrate von ca. 30 % nach
artifizieller Insemination mit TG-Sperma fir eine routinemaRige Anwendung ausreichend
ist. Des Weiteren muss erwahnt werden, dass die in dieser Studie wirksamste Methode
der Kryokonservierung von der Nutzung qualitativ hochwertiger, und daher teurer,
Materialien und Gerate abhangig war und sich gleichzeitig auch als sehr zeitaufwandig
darstellte. Dies macht eine nichtkommerzielle Nutzung unter Umstanden schwierig, stellt

aber selbstverstandlich keinen letztendlichen Hinderungsgrund dar.

Das vorliegende Protokoll sollte als Grundlage zur Anwendung des Artenschutzes
bedrohter Papageien betrachtet werden. Ein moglicher Transfer auf andere
Papageienarten muss jedoch in zukiinftigen Untersuchungen evaluiert werden, da
speziesspezifische Unterschiede im Spermienaufbau und -metabolismus unterschiedliche
Anforderung der Spermien an Spermaverdiinner, Kryoprotektivum, Kihl- und sogar

Auftauraten stellen kénnen.

Eine Ubertragbarkeit, bzw. Modifikation des Protokolls auf weitere Papageienarten stellt
besonders im Hinblick auf den Artenschutz seltener, und hochbedrohter Papageienarten
wie z.B. dem Spix-Ara (Cyanopsitta spixii) und der Konigsamazone (Amazona guildingii)
eine vielversprechende Option dar. Der Transport kryokonservierter Spermien wiirde es
ermoglichen, dass geographisch weit voneinander entfernte Tiere flr Zuchtprogramme
verpaart werden konnten, um den Genpool bedrohter Arten optimal auszunutzen. Dies
wirde den Transport der Tiere, die damit verbundenen Gefahren und Stresssituationen
(Gesundheits-Checks, Quarantane, Paarzusammenfiihrung, Eingew6hnung in den neuen
Lebensraum) umgehen. AuRerdem kdnnte bei seltenen Spezies durch vorherige Tests
ausgeschlossen werden, dass Erreger durch die artifizielle Insemination Ubertragen
wirden, die beim direkten Kontakt ein Risiko darstellen (LiErz u. A., 2008). Auf diese Weise

wirden virale und bakterielle Infektionen, als zusatzliche Bedrohung fiir die Bestande,
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eingedammt (SNYDER U. A., 1996). Zudem erlaubt die Kryokonservierung die Schaffung von
Gendatenbanken, die im avidaren Bereich bisher ganzlich fehlen. Diese existieren jedoch
flir seltene Saugetierspezies (FICKEL U.A., 2007) und bieten dort die erfolgreiche
Moglichkeit der dauerhaften Sicherung von Genmaterial bedrohter Spezies. Zudem sind
sie bedeutend fiir die Erhaltung der genetischen Diversitat und eines stabilen Genpools
(HoLT uND PICKARD, 1999; WILDT U. A., 1997). Diese Arbeit stellt einen wichtigen Schritt in
diese Richtung dar und konnte in Zukunft zur Erschaffung eben dieser Datenbanken im

psittaziden Bereich und somit dem Erhalt bedrohter Papageienspezies dienen.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Studie war es, ein effektives Protokoll zur Kryokonservierung von
Papageiensperma durch eine schrittweise Evaluierung zu entwickeln. Nymphensittiche
(Nymphicus hollandicus) wurden als Modelltiere gewahlt, da sie aufgrund ihrer geringen
Grofle leicht zu halten sind und in Menschenobhut nahezu ganzjdhrig zuverldssig
reproduzieren. Des Weiteren lagen fiir diese Spezies bereits Orientierungsdaten zum
Vergleich der Spermawerte vor und die Techniken der assistierten Reproduktion wurden

zudem im Vorfeld der Studie an dieser Spezies erfolgreich angewendet.

Im Vorversuch der Studie wurden regelmaRige Spermaentnahmen an einer Gruppe von
30 mannlichen Nymphensittichen durchgefihrt, um die Ausgangswerte der
Spermaparameter fir den folgenden Hauptversuch zu erhalten. Insbesondere der pH- (X =
7,4) und der Osmolalitatswert (X = 297 mOsm/kg) von nativem Sperma waren von groRer
Bedeutsamkeit flr den weiteren Verlauf der Studie, da im ersten Teil der Hauptstudie drei
verschiedene Spermaverdiinner (SV 1 = Verdlinner nach LAKE UND STEWART (1978); SV 2 =
Verdiinner nach BLANCO U. A. (2008); SV 3 = Beltsville-Poultry-Semen-Extender nach SEXTON
(1977)) spezifisch auf die Physiologie von Nymphensittichspermien angepasst und
entsprechend des pH-Wertes und Osmolalitdtswertes modifiziert wurden, um eine
optimale Grundlage zur Langzeitkonservierung zu schaffen. Mithilfe von 64 Einzelproben
wurde jeder der drei Spermaverdinner wurde in zwei unterschiedlichen
Verdlinnungsstufen (1:4 und 1:8) hinsichtlich Spermienmotilitdt, -vitalitat und -
morphologie Uber einen Zeitraum von 120 Minuten zu funf Untersuchungszeitpunkten
evaluiert. Im zweiten Teil der Studie wurden dem Sperma, das mit dem besten Verdiinner
versetzt wurde, drei verschiedene Kryoprotektiva (Glyzerin, Dimethylacetamid,
Dimethylsulfoxid) in drei unterschiedlichen Konzentrationen (4 %, 8 %, 12 %) zugegeben,
um dasjenige mit den geringsten Negativeinflissen auf die Spermienqualitat als
Gefrierschutzmittel zur weiteren Verwendung zu evaluieren. Der ndchste Schritt lag in der
Evaluierung des Einflusses verschiedener Kihlraten auf Spermienmotilitat, -viabilitat und -
morphologie. Hierzu wurde dasjenige Spermaverdiinner/Kryoprotektivum-Gemisch mit
den besten Ergebnissen eingesetzt und die Spermaproben wurden vergleichend mit einer

schnellen Kuhlrate (> 50 °C/min) und einer kontrollierten, langsamen Gefrierrate mithilfe
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des programmierbaren Einfrierautomaten IceCube 14S eingefroren. Im letzten
Versuchsteil wurden erneut Spermaproben auf die Weise eingefroren, die sich als die
vielversprechendste Methode in den vorangegangenen Versuchsteilen etabliert hatte.
Zwei Gruppen weiblicher Nymphensittiche wurden mit endoskopisch vasektomierten
Nymphensittichhdahnen vergesellschaftet, um ein natirliches Fortpflanzungsverhalten zu
stimulieren und gleichzeitig eine natirliche Fertilisation zu verhindern. In einem Cross-
over-Fertilisationsversuch wurden die Hennen aus Gruppe 1 zunachst artifiziell mit
Frischsperma als Kontrolle inseminiert, wahrend die Hennen aus Gruppe 2 aufgetaute
Tiefgefrierspermaproben erhielten. Im zweiten Fertilisationsexperiment wurden die
Gruppen getauscht, um individuelle Einflisse der Hennen auszuschlieRen. Letztendlich

ergab die Befruchtungsrate Aufschluss tber die Effektivitdt des entwickelten Protokolls.

Nach 120 Minuten Beobachtungszeit bewies der modifizierte Lake-Verdinner in der
Verdiinnungsstufe 1:4 in den Standarduntersuchungen zur Spermienqualitdt die besten
Ergebnisse hinsichtlich Spermienbeweglichkeit (59,1 %), -lebendrate (75,3 %) und des
Anteils morphologisch unveranderter Spermien (43,38 %)und wurde folglich zur weiteren
Evaluierung des Protokolls eingesetzt. Von den verwendeten Kryoprotektiva hatte Glyzerin
in allen eingesetzten Konzentrationen den signifikant schlechtesten Einfluss auf die
Spermienqualitdt (MOT < 6 %, Lebendrate < 21 %), wohingegen Dimethylacetamid in
8%iger Endkonzentration die besten Ergebnisse hinsichtlich Spermienmotilitat (54,1 %)
und -viabilitdat (73 %) aufweisen konnte und daher als Gefrierschutzmittel zur
Kryokonservierung im weiteren Versuchsablauf eingesetzt wurde. Bei der Evaluation des
Einflusses schneller und langsamer Kihlraten im Einfrierprozess war klar ersichtlich, dass
signifikant héhere Uberlebens- und Beweglichkeitsraten bei langsamen Einfrierraten unter
Zuhilfenahme eines programmierbaren Einfrierautomaten erzielt werden konnten.
Schnelle Einfrierraten, inklusive Vitrifikation, fiihrten in allen Féllen zu einem Absinken von
Viabilitat und Motilitdat auf Werte nahe 0 %. Der abschlielende Fertilistationsversuch
demonstrierte, dass die nach Auftauen mittlere Uberlebensrate von 29,8 + 14,2 % (X + SD)
bei einer Gesamtbeweglichkeit von 22,2 + 11,3 % (X + SD) und Vorwartsbeweglichkeit von
10,7 + 7,9 % (X + SD) zur erfolgreichen artifiziellen Insemination von weiblichen
Nymphensittichen ausreichte. Bei der Verwendung von Tiefgefriersperma konnten

Befruchtungsraten von 30,8 % und 18 % erreicht werden. Im Vergleich dazu wurden in der
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Kontrollgruppe unter Verwendung von Frischsperma Befruchtungsraten von 92,6 % und

67,7 % erzielt.

Mit dieser Studie wurde erstmalig ein erfolgreiches Protokoll zur Kryokonservierung von
Nymphensittichsperma evaluiert. Insgesamt schlipften aus 17 befruchteten Eiern der
Besamungsversuche mit Tiefgefriersperma 12 Kiken. Zudem wurden erstmalig die
Einflisse verschiedener Verdlinner, Kryoprotektiva und Einfriermethoden auf die
Standardparameter von Papageiensperma untersucht und beschrieben. Ob und inwieweit
die Erkenntnisse des anhand von Nymphensittichen entwickelten Einfrierprotokolls auf
andere Papageienspezies Ubertragbar und anwendbar sind, sollte in zukiinftigen Studien

untersucht werden.
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7. Summary

Aim of the present study was the development of an effective protocol for the
cryopreservation of psittacine semen. Cockatiels (Nymphicus hollandicus) were chosen as
model animals due to their small size and almost year-round seasonality so that semen
can be collected quite reliably through the established massage method. Moreover, basic
spermatological data were already available for this species and assisted reproduction

techniques have been applied successfully before.

During the preliminary studies, regular semen collections were performed on a group of
30 male cockatiels in order to establish orientation sperm parameter values for the
concluding main trial. Especially the pH-value (X = 7.4) and the osmolality value (X = 297
mOsm/kg) of native cockatiel semen were of particular interest for the further course of
the study, because three different semen extenders [SV 1 = Diluent after LAKE UND STEWART
(1978); SV 2 = Diluent after BLANCO U. A. (2008); SV 3 = Beltsville-Poultry-Semen-Extender
after SExTON (1977)] were specifically adjusted to cockatiel semen physiology and adjusted
to mean pH and osmolality values in order to achieve a profound basis for long-term
semen preservation. In the first part of the main study, out of 64 individual samples, each
of the different semen extenders was evaluated in two different dilutions (1:4 and 1:8)
concerning sperm motility, viability and morphology over the investigation period of 120
minutes at five different points in time. In the second part of the study, semen samples
diluted with the best semen extender, were added with three different cryoprotective
agents (glycerol, dimethylacetamide, dimethyl sulphoxide) in three different
concentration (4 %, 8 %, 12 %), respectively, resulting in 96 individual samples, in order to

evaluate the one with the least harmful effects on sperm quality.

The next step was the evaluation of the influence of different freezing rates on sperm
motility, viability and morphology. Therefore, the cryodiluent mixture with the most
promising results was used and semen samples were comparatively frozen using a high
cooling rate (> 50 °C/min) and a slow, controlled freezing rate, respectively. During the last
step of the main trial, semen samples were again frozen with the most promising
combination of semen extender, cryoprotectant and freezing method. Two groups of each

10 female cockatiels were housed with endoscopically vasectomized male partners to
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stimulate natural breeding behaviour whilst excluding natural fertilization. In a cross-over
fertilization experiment, females of group 1 were artificially inseminated with fresh semen
samples as control, while females of group 2 received frozen/thawed semen samples,
respectively. During the second insemination experiment, groups were switched to
exclude individual influences. Concluding, the fertility rate gave information about the

effectiveness of the developed protocol.

After an investigation period of 120 minutes, modified Lake diluent in 1:4 dilution
provided best results concerning sperm motility (59.1 %), viability (75.3 %) and the rate of
morphologically normal spermatozoa (43.4 %) and was therefore used as the semen
extender for the evaluation of the next steps. Of the used cryoprotectants, glycerol in all
applied concentrations resulted in the significant worst influence on sperm quality (MOT
< 6 %, viability < 21 %), while dimethylacetamide in 8 % final concentration demonstrated
best results concerning sperm motility (54.1 %) and —viability (73 %) and was therefore
further used. Evaluating high and slow freezing rates, it became clear that significantly
higher viability and motility rates were achieved when semen was frozen with the help of
a programmable slow-rate freezing device. High freezing rates led to a decrease in sperm
viability and motility to levels close to zero. The concluding fertility trial demonstrated
that the mean viability rate of 29.8 + 14.2 % (X + SD) and a total motility of 22.2 £+ 11.3 %
(x £ SD), with a progressive motility of 10.7 £ 7.9 % (X + SD) were sufficient to achieve
successful artificial insemination in female cockatiels. Using frozen/thawed semen fertility
rates of 30.8 % and 18 % during the two trials were evaluated. By comparison, fertility

rates of 92.6 % and 67.7 % were achieved in the control group using fresh semen samples.

With this study, for the first time an efficient protocol for the cryopreservation of cockatiel
spermatozoa has been evaluated. Taken together, 12 chicks hatched and fledged out of 17
fertilized eggs following artificial insemination with frozen/thawed semen. Additionally,
the influences of cryoprotective agents, freezing protocols, and thawing methods on
semen parameters have been investigated for the first time in psittacine species.
However, whether and to what extent a transfer of this protocol to other psittacine
species is possible should be evaluated in future studies as species-specific differences in

sperm metabolism must be considered.
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Anhang

9.

Protokolle

9.1

9.1.1 Protokoll zur Spermaentnahme
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9.1.2 Protokoll zur Evaluierung der Verdiinner
Manuelle Verdilinnerevaluierung Motilitat & Viabilitat Datum:
Verdiinner: Verdiinnungsstufe: 1 Proben:
Zeitpunkt 0
L/T Blickfeld |gesamtbeweglich vorwértsbeweglich ortsbeweglich kreisbeweglich unbeweglich Gesamt
Eosin 1
2
3
SYBR 4
5
Zeitpunkt 30
Blickfeld |gesamtbeweglich vorwartsbeweglich ortsheweglich kreisbeweglich unbeweglich Gesamt
1
2
3
4
5
Zeitpunkt 60
Blickfeld [gesamtbeweglich vorwartsbeweglich ortsbeweglich kreisbeweglich unbeweglich Gesamt
1
2
3
4
5
Zeitpunkt 90
Blickfeld [gesamtbeweglich vorwartsbeweglich ortsbeweglich kreisbeweglich unbeweglich Gesamt
1
2
3
4
5
Zeitpunkt 120
LT Blickfeld [gesamtbeweglich vorwartsbeweglich ortsbeweglich kreisbeweglich unbeweglich Gesamt
Eosin 1
2
3
SYBR 4
5
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9.1.3 Protokoll zur Evaluierung der Kryoprotektiva
Manuelle Kryoprotektivaevaluierung Motilitat & Viabilitét Datum:
Sperma:Lake = 1:4 Kryoprotektivum: Proben:
Gesamtvolumen: Konzentration:
Zeitpunkt 0
LT Blickfeld |gesamtbeweglich vorwértsbeweglich ortsbeweglich kreisbeweglich unbeweglich Gesamt
Eosin 1
2
3
SYBR 4
5
Zeitpunkt 30
Blickfeld |gesamtbeweglich vorwartsbeweglich ortsbeweglich kreisbeweglich unbeweglich Gesamt
!
2
3
4
5
Zeitpunkt 60
Blickfeld |gesamtbeweglich vorwartsbeweglich ortsbeweglich kreisbeweglich unbeweglich Gesamt
1
2
3
4
5
Zeitpunkt 90
Blickfeld |gesamtbeweglich vorwartsbeweglich ortsbeweglich kreisbeweglich unbeweglich Gesamt
1
2
3
4
5
Zeitpunkt 120
LT Blickfeld |gesamtbeweglich vorwértsbeweglich ortsbeweglich kreisbeweglich unbeweglich Gesamt
Eosin 1
2
3
SYBR 4
5
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9.1.4 Protokoll zur Evaulierung des Einfrier — und Auftauprozesses

Motilitat und Viabilitét Einfrieren / Vitrifikation Datum:
Sperma:Lake = 1:4 Kryoprotektivum: Proben:
Gesamtvolumen: Konzentration:
Zeitpunkt 0
LT Blickfeld |gesamtbeweglich vorwértsbeweglich ortsbeweglich kreisbeweglich unbeweglich Gesamt
Eosin 1
2
3
SYBR 4
5
nach Auftauen Datum
L/T Blickfeld |gesamtbeweglich vorwértsbeweglich ortsbeweglich kreisbeweglich unbeweglich Gesamt
Eosin 1
2
3
SYBR 4
5
nach Auftauen Datum
L/T Blickfeld |gesamtbeweglich vorwartsbeweglich ortsbeweglich kreisbeweglich unbeweglich Gesamt
Eosin 1
2
3
SYBR 4
5
nach Auftauen Datum
LT Blickfeld |gesamtbeweglich vorwartsbeweglich ortsbeweglich kreisbeweglich unbeweglich Gesamt
Eosin 1
2
3
SYBR 4
5
nach Auftauen Datum
LT Blickfeld |gesamtbeweglich vorwartsbeweglich ortsbeweglich kreisbeweglich unbeweglich Gesamt
Eosin 1
2
3
SYBR 4
5
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9.1.5 Protokoll zur artifiziellen Insemination

[m] joA |exeopienul o [IM] joA  jeuiSeaenul 0 10 605 0502 111 Z snajpupjjoy snajydwAn| 99
[M] joA |exeopenut o [IM] joA  jeuiSeaenul o 10 szLTZ0TINZ snajpupjjoy snasydwAn [43
[M] joA |exeopienul O [IM] joA jeuiBerenui o 10 669 T20Z 11l Z snajpujjoy snaiydwAn (1]4
[IM] [oA |exeopienul O [IM] joA euiBerenul O 10 699 TZ0Z Il Z snajpupjjoy snalydwAn 95
[I] joA |exeopiesul 0 [IM] joA euiSeaenul 0 10 LL6 LEBT IIZ snajpupjjoy sna1ydwAn TL
[IM] joA [exeopiessul 0 [iM] joA  euiSeaenyur 0 T'0 S9% 0S0Z 111 Z snaipupjjoy snatydwAn €9
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9.1.6 Protokoll Nistkastenkontrolle

Nestkontrolle Gruppe 1

Nistl;lar:sten Datlr Ei Nr. Embryologisches Wachstum
Schieren Egg Buddy
1 Oja O nein [Oja O nein
2 Oja O nein [Oja O nein
26 Oja O nein [Oja O nein
10 Oja O nein [Oja O nein
12 Oja O nein [Oja O nein
13 Oja O nein [Oja O nein
14 Oja O nein [Oja O nein
15 Oja O nein [Oja O nein
16 Oja O nein [Oja O nein
Nestkontrolle Gruppe 2
Nistl;laristen Batum EiNF. Embryologisches Wachstum
Schieren Egg Buddy
3 Oja O nein [Oja O nein
4 Oja O nein [Oja O nein
5 0Oja O nein [Oja O nein
6 Oja O nein [Oja O nein
24 Oja O nein [Oja O nein
7 Oja O nein [Oja O nein
8 Oja O nein [Oja O nein
29 Oja O nein [Oja O nein
9 Oja O nein [Oja O nein
10 Oja O nein [Oja O nein
11 Oja O nein [Oja O nein




206 ANHANG

9.1.7 Protokoll zur morphologischen Auswertung

Pathomorphologie Probennummer: Datum:
Kopf Akrosom
Riesenkopf unentwickelt/abgeldst

zu lang rudimentar

zu breit langgestreckt
proximal erweitert (Keule) zugespitzt
mittig erweitert (Spindel) knopfférmig
basal erweitert (Birne) stecknadelférmig
asymmetrisch Verbindungsstiick
Zwergkopf verdickt

zu kurz lokal erweitert

zu dinn seitlich angesetzt
Diploidkopf verkurzt
Kopf abgelost verlangert
geknickt/gebogen unterbrochen
ringférmig geknickt/keilférmig
S-férmig korkenzieherférmig
korkenzieherférmig doppelt
unregelmaBig gekrimmt Schwanz
kugelférmig verlangert
oval verkurzt/abgebrochen
aufgequollen (faltig) verdickt

schrag angesetzt

Normale Retroversion der GeiBel
knaulchenférmig
schleifenférmig

Mehrfachverdanderung spiralférmig/aufgerolit

terminale Schleife

Plasmatropfen

doppelte GeiBel

MehrfachgeiBeln
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9.1.8 Spermienmorphologie aus MARVAN U. A. (1981)

POIQ O

s STOTGOR
v V 101

5{\!

-

-~ - — - o »
= <c =LTT o =5 = =_='UQ =5 o

kugelférmiger Kopf
kugelformiger Kopf
kugelformiger Kopf
kugelformiger Kopf
kugelférmiger Kopf
ovalférmiger Kopf
asymmetrischer Diploidkopf
asymmetrischer Diploidkopf
asymmetrischer Diploidkopf
asymmetrischer Diploidkopf
asymmetrischer Diploidkopf
asymmetrischer Diploidkopf
keulenformiger Kopf
unentwickeltes Spermium
riesiges Spermium

kleines Spermium

unreifes Spermium
Teratoidentwicklung der Geissel
Teratoidentwicklung der Geissel
verdoppelte Geissel

Spermium mit mehreren Geisseln
erhohte Tinktion des Kopfes
verminderte Tinktion des Kopfes

a c d . f g

{ow)

a b < d e

f

I)Teratoidformen

I
A GroBenunterschiede

B Gestaltunterschiede

C Anderung innerer Strukturen

Kopfanomalien

o = o a0 »
s oo o

R o A0 o

"o o0 o

normaler Kopf

langer Kopf

kurzer Kopf

breiter Kopf

schmaler Kopf

basal erweiterter Kopf
spindelartig erweiterter Kopf
proximal erweiterter Kopf
asymmetrischer Kopf

gebogener Kopf

kipfelformiger Kopf

ringformig zusammengestellter K.
S-formiger Kopf
stopselzieherformiger K.
unregelmaBig gekriimmter K.
aufgequollener (faltiger) Kopf

unregelméBige Tinktion proximal
unregelmaBige Tinktion distal
unregelmaBige Tinktion
streifenweise gefarbter K.
Granulation

Vakuolisierung

A Anomalien des Akrosoms

B Verbindungsstiickanomalien

S0 th D 0 O

S0 ho A0 oY

-0
=

III) Akrosom-/Verbindungsstiickanomalien

unentwickeltes Akrosom
zugespitztes Akrosom
langgestrecktes Akrosom
rudimentares Akrosom
knopfformiges Akrosom
stecknadelformiges Akrosom
vakuolisiertes Akrosom
Akrosom mit verm. Firbbarkeit

unregelmaBig erweitertes V.
stopselzieherformiges V.
erweitertes Verbindungsstiick
verdicktes Verbindungsstiick
verengtes Verbindungsstiick
unterbrochenes Verbindungsstiick
verkiirztes Verbindungsstiick
verlangertes Verbindungsstiick
keilférmiges Verbindungsstiick
verdoppeltes Verbindungsstiick

1V) Schwanzanomalien

verdickte Geissel
verkiirzte Geissel
verlingerte Geissel

o0 o Q0 o

kniulchenformige Geissel
schleifenformige Geissel

schrag angesetzte Geissel
spiralférmige Geissel
Retroversion der Geissel
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9.2 Ergebnisse der dreifaktoriellen Varianzanalyse

9.2.1 Evaluierung der Verdiinner

Tabelle 7: Resultierende p-Werte der dreifaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholungen bezliglich

Verdiinner, Verdiinnungsstufe und Zeit, evaluiert anhand von Nymphensittichsperma. Dargestellt: Globaler

Vergleich
Haupteffekte Zweifachwechselwirkungen Dreiféchwechsel-

Variable (p-Wert) (p-Wert) V\zlrl)’_kv\u/r;grte)n

Csv SV x Csv SVxt Csvxt SVxCsvxt
MOT <0,0001 0,0803 <0,0001 0,6429 0,5114 0,1303 0,5630
PMOT <0,0001 0,0072 <0,0001 0,3166 0,4152 0,1558 0,8506
Viabilitat <0,0001 0,8077 <0,0001 0,8961 0,5662 0,0884 0,4643
Normal <0,0001 0,0651 0,0003 0,0610 0,2421 0,4525 0,1540
z Akrosom 0,2514 0,1114 0,8845 0,8892 0,6415 0,9614 0,4499
-§_ Kopf 0,0017 0,3772 0,0216 0,5464 0,9238 0,9816 0,9004
0% VB 0,2062 0,3276 0,4114 0,0312 0,7616 0,4649 0,6417
2 Schwanz 0,1044 0,2270 0,0021 0,4406 0,1195 0,1709 0,1570
Multipel 0,0648 0,7190 0,8837 0,7190 0,4524 0,9833 0,7510

Spermaverdunner (SV); Verdiinnungsstufe Spermaverdiinner (Csy); Zeit (t); Wechselwirkung (x); Gesamtmotilitat

(MOT); Vorwartsmotilitat (PMOT); Verbindungsstiick (VB)
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9.2.2 Evaluierung der Kryoprotektiva

Tabelle 8: Resultierende p-Werte der dreifaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholungen bezliglich
Kryoprotektivum, Konzentration und Zeit, evaluiert anhand von Nymphensittichsperma. Dargestellt: Globaler

Vergleich

Dreifachwechsel-

Haupteffekte Zweifachwechselwirkungen

Variable (p-Wert) (p-Wert) “;gF;VZ%f)n

Ck Kxt KxCkxt
MOT <0,0001 0,0020 <0,0001 <0,0001 0,0001 0,5322 0,9791
PMOT <0,0001 0,0009 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,8863 0,9947
Viabilitat <0,0001 0,0034 <0,0001 0,0003 <0,0001 0,5468 0,7831
Normal <0,0001 0,0001 <0,0001 <0,0001 0,1201 0,6652 0,3872
z Akrosom 0,5185 0,6302 0,0042 0,0131 0,2286 0,3334 0,8460
é_ Kopf <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,3085 0,8411 0,3144
og: VB 0,0095 0,0335 0,2059 0,9451 0,1498 0,9788 0,7857
2 Schwanz <0,0001 0,0029 0,0026 <0,0001 0,8694 0,9071 0,8886
Multipel <0,0001 0,0665 <0,0001 <0,0001 0,3458 0,9429 0,8667

Spermaverdinner (SV); Verdiinnungsstufe Spermaverdinner (Csy); Zeit (t); Wechselwirkung (x); Gesamtmotilitat

(MOT); Vorwartsmotilitat (PMOT); Verbindungsstiick (VB)
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9.3 Ergebnisse der zweifaktoriellen Varianzanalyse

9.3.1 Evaluierung der Verdiinner

Tabelle 9: Resultierende p-Werte einer zweifaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholungen beziiglich

Verdlinner und Zeit, evaluiert anhand von Nymphensittichsperma

Zweifachwechsel-

Haupteffekte (p-Wert)

Variable wirkung (p-wert)
SV SVxt
MOT 0,0002 <0,0001 0,5030
PMOT <0,0001 <0,0001 0,8536
Viabilitat 0,0005 <0,0001 0,4005
Normal <0,0001 <0,0001 0,3173
Z Akrosom 0,4102 0,9274 0,8853
é_ Kopf 0,0214 0,0036 0,9701
8— VB 0,0956 0,6613 0,5366
of%' Schwanz 0,2247 0,0008 0,0980
Multipel 0,1430 0,5960 0,6990

Spermaverdinner (SV); Zeit (t); Gesamtmotilitat (MOT); Vorwartsmotilitat (PMOT), Verbindungsstiick (VB)

Tabelle 10: Resultierende p-Werte einer zweifaktoriellen Varianzanalyse des paarweisen Vergleichs der

Spermaverdiinner mit 1%iger Glukoselosung, evaluiert anhand von Nymphensittichsperma

Variable p-Werte
SE 1 (1:4) SE 1 (1:8) SE 2 (1:4) SE 2 (1:8) SE 3 (1:4) SE 3 (1:8)
MOT 0,0014 0,0529 0,7287 0,3487 0,1206 0,2651
PMOT <0,0001 0,0073 0,9476 0,4185 0,0129 0,1252
Viabilitat 0,0028 0,0045 0,8983 0,9707 0,1725 0,3086

Resultierende p-Werte einer zweifaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholungen beziglich Verdinner und

Zeit
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9.3.2 Evaluierung der Kryoprotektiva

Tabelle 11: Resultierende p-Werte einer zweifaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholungen beziglich

Konzentration und Zeit, evaluiert anhand von Nymphensittichsperma

DMA DMSO Glyzerin
Zweifach- Zweifach- Zweifach-
Variable Haupteffekte wechsel- Haupteffekte wechsel- Haupteffekte wechsel-
(p-Wert) wirkung (p- (p-Wert) wirkung (p- (p-Wert) wirkung (p-
wert) wert) wert)

Ck Ckxt Ck Ckxt Ckxt

MOT 0,0020 <0,0001 0,0107 0,0051 <0,0001 0,9750 0,0027  <0,0001 <0,0001
PMOT 0,0007 <0,0001 0,0085 0,0070 <0,0001 0,7148 0,0226  <0,0001 0,0003
Viabilitat 0,0025 <0,0001 0,0012 0,2236 <0,0001 0,5994 0,0050  <0,0001 0,8824
Normal | 0,0023 <0,0001 0,1100 0,1465 <0,0001 0,0653 <0,0001 <0,0001 0,8151
2 Akrosom | 0,4745 0,0199 0,5144 0,0562 0,0389 0,4996 0,0522 0,7327 0,6695
3 Kopf |<0,0001 <0,0001 0,1045 <0,0001 <0,0001 0,5985 0,0144  <0,0001 0,3464

=

08: VB 0,8950 0,4172 0,6890 0,3285 0,0119 0,5287 0,7583 0,1884 0,7765
®  schwanz 0,0002 0,0068 0,4326 0,3842 0,0025 0,6348 0,6933  <0,0001 0,1341
Multipel | 0,0026 0,0010 0,5325 0,2734 0,0157 0,8848 0,0333  <0,0001 0,3678

Konzentration Kryoprotektivum (Cy); Zeit (t); Wechselwirkung (x); Verbindungssttick (VB)

9.3.3 Evaluierung der Kiihlrate

Tabelle 12: Resultierende p-Werte einer zweifaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholungen beziiglich

Zeit, evaluiert anhand von Nymphensittichsperma

Zweifachwechsel-

Haupteffekte (p-Wert)

Variable wirkung (p-wert)
Methode Methode x t
MOT <0,0001 <0,0001 <0,0001
PMOT 0,0027 <0,0001 <0,0001
Viabilitat <0,0001 <0,0001 <0,0001
Normal 0,0010 <0,0001 <0,0001
z Akrosom 0,1222 0,1048 0,3395
-§_ Kopf <0,0001 <0,0001 <0,0001
0% VB 0,7029 0,5462 0,8002
2 Schwanz <0,0001 0,0203 0,4246
Multipel 0,0003 <0,0001 <0,0001

Zeit (t); Wechselwirkung (x)
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Statistische Werte zu den Grafiken

9.4

9.4.1 Evaluierung der Verdiinner

Mittelwerte (X), Standardabweichungen (SD), Mediane (X), Quartile (Q1 Und Q3), sowie Minima

Tabelle 13

(Xmin) und Maxima (Xmay) der Gesamtmotilitdt (MOT) in Prozent im Vergleich der verschiedenen

Spermaverdinner und Verdiinnungsstufen (n = 64) , evaluiert anhand von Nymphensittichsperma
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inima

M
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Mittelwerte (x), Standardabweichungen (SD), Mediane (x), Quartile (Q1 Und Q3),, sow

Tabelle 14

(Xmin) und Maxima (Xmay) der Vorwartsmotilitdt (PMOT) in Prozent im Vergleich der verschiedenen

64) , evaluiert anhand von Nymphensittichsperma
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Tabelle 15: Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD) in Prozent der Spermienvitalitat in Eosin B-

Ausstrichen beim Vergleich der nativen Spermaproben mit verschiedenen Spermaverdiinnern in

unterschiedlichen Konzentrationen (n = 150) , evaluiert anhand von Nymphensittichsperma
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Tabelle 16: Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD) in Prozent der Spermienmorphologie in Eosin B-

Ausstrichen beim Vergleich der nativen Spermaproben mit verschiedenen Spermaverdiinnern in

unterschiedlichen Konzentrationen (n = 140) , evaluiert anhand von Nymphensittichsperma

Akrosom

Verdanderung

VB

Schwanz

Multipel

Unter-
suchungs-
Spermazusatz el
[min]
0
nativ
120
1:5 0
1% G bl
120
(1:4) 0
120
Sv1
(2:8) 0
120
(1:4) 0
120
Sv2
(1:8) 0
120
(1:4) 0
120
Sv3
(1:8) 0
120

14,68 +1,21
19,23 +1,57
19,38 + 1,06
23,18 +1,08
13,38 + 1,67
15,62 1,39
17,44 +1,38
19,56 + 1,46
22,69 +1,98
23,81+2,98
23,69 2,17
25,94 + 2,61
22,38 +1,45
25,38 1,67
22,00 +1,35
24,13 + 1,59

1,91+0,25
1,95+0,30
2,38+0,18
2,44+0,19
2,06+0,26
1,75+0,36
1,31+0,31
1,75+0,31
2,44 +0,53
2,19+0,27
2,25+0,36
1,88+0,25
2,13+0,40
2,56+0,43
1,88+0,33
1,75+0,32

1,59 0,19
1,60 £ 0,20
2,03+0,15
1,47 £0,11
0,88+0,11
0,81+0,16
1,56 0,23
2,44£0,32
2,63+0,16
2,75+0,34
1,44 0,25
1,63 0,32
0,69+0,15
0,69+0,13
1,88 0,25
1,88 40,28

26,45 + 1,59
29,50 + 1,66
35,15 +1,18
36,74+ 1,11
26,00 + 3,25
30,50 +2,31
31,31+2,89
37,31+2,61
33,63+1,73
36,94+ 4,62
38,31+2,37
39,69 42,35
34,56+ 1,75
38,81+1,74
36,75+ 2,38
34,25 +2,30

8,14+0,51
8,09+ 0,42
9,26+ 0,39
10,35 £ 0,51
8,19 + 1,02
7,94+ 0,68
8,69+0,78
9,50+ 1,11
8,50+ 0,67
9,56 + 2,00
10,50 +0,72
10,88 + 1,05
12,25+ 1,08
11,62 +0,92
10,63 + 0,94
9,69 +0,93

47,23 +0,81
39,64+ 0,88
31,79+0,75
25,82 +0,56
49,50 + 6,19
43,38 +1,05
39,69 + 1,45
29,44 +1,39
30,13 £ 1,41
24,75 + 3,09
23,81+0,83
20,00+ 0,77
28,00+ 0,96
20,94 + 1,06
26,88 +0,71
28,31+1,34

Verbindungsstiick (VB); 1%ige Glukoselosung (1%G); Spermaverdiinner (SV)

9.4.2 Evaluierung der Kryoprotektiva

s. nachste Seite
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Tabelle 17

(Xmin) und Maxima (Xma,) der Gesamtmotilitdt (MOT) in Prozent im Vergleich der verschiedenen Kryoprotektiva

96) , evaluiert anhand von Nymphensittichsperma

und Konzentrationen (n
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Tabelle 18

(Xmin) und Maxima (Xmay) der Vorwartsmotilitdt (PMOT) in Prozent im Vergleich der verschiedenen

96) , evaluiert anhand von Nymphensittichsperma
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Tabelle 19: Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD) in Prozent der Spermienvitalitat in SYBR-14/PI
Kryoprotektiva in unterschiedlichen Konzentrationen (n = 240) , evaluiert anhand von Nymphensittichsperma

Ausstrichen beim Vergleich der nativen Spermaproben mit Spermaverdiinner und verschiedenen
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Tabelle 20: Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD) in Prozent der Spermienmorphologie in Eosin B-

Ausstrichen beim Vergleich der verdiinnten Spermaproben mit verschiedenen Kryoprotektiva in

unterschiedlichen Konzentrationen (n = 240) , evaluiert anhand von Nymphensittichsperma

Spermazusatz Un.tersuchun.gs- Veréinderung
zeitpunkt [min] Kopf Akrosom VB Schwanz Multipel
0 14.04 £0.17 2.10+ 0.05 1.23+0.04 26.23+0.31 8.69+0.14 47.71+0.38
rake () 120 16.50+0.19 2.04 £0.04 0.71+0.03 30.40+0.42 8.10+0.12 42.25+0.35
. 0 20.06 +0.27 1.81+0.20 0.88+0.03 22.88+£0.95 14.88 +£0.58 39.50+0.46
o 120 29.00+0.77 2.19+0.09 0.88+0.11 2444 +1.33 16.13 +0.55 27.38£0.59
. 0 17.06 +0.87 1.00 +0.08 1.00+0.15 28.31+0.79 10.19+0.49 42.44+0.70
PVA & 120 18.94 +0.74 1.63+0.11 0.88 £0.08 28.88 £0.98 14.06 +0.44 35.63+0.80
. 0 30.25+0.37 1.00+0.13 0.94 +0.06 13.38+0.43 16.88 +£0.47 37.56 +0.72
1% 120 30.06 £1.15 1.81+0.11 0.94+0.10 15.19+0.59 16.69 +0.63 22.81+0.71
. 0 22.06+£0.51 2.19+0.17 0.88 £0.07 18.94 + 0.55 15.31+0.33 40.63 £ 0.76
e 120 29.06 £ 0.62 2.19+0.19 0.94 +0.17 20.63 +£0.94 18.44 +0.80 28.75+0.91
0 26.25+0.54 1.38+0.14 0.69 £0.04 15.81+0.62 17.94 £ 0.40 37.94+0.47
DMSO 8%
120 34.38+£0.51 1.75+0.10 0.25+0.04 19.63 +£0.90 21.50+0.69 22.50 £ 0.68
. 0 29.63 £0.59 0.63 £0.08 0.94 £0.07 14.50 £+ 0.53 16.25+0.54 38.06 +0.72
1% 120 38.88+0.53 1.88+0.15 0.69 £ 0.06 18.13+0.54 18.38+0.71 22.06 £ 0.65
. 0 34.63+£0.54 1.06 £0.13 1.06 +£0.07 10.44+0.18 18.44 +0.45 34.38+0.52
o 120 39.69 £ 0.55 1.06 +0.09 1.31+0.09 13.00+0.18 22.88£0.50 22.06 £0.58
0 36.50 £ 0.60 1.19+0.10 0.81+0.05 11.56 +0.38 21.50+0.39 28.44+0,79
Glyzerin 8%
120 43.69 +0.57 1.06 +0.09 1.19+0.09 14.31+0.43 25.00+0.43 14.75+0.70
. 0 40.50+0.82 1.81+0.10 1.06 +£0.07 11.88 +0.57 23.81+0.39 20.94 +£0.92
1% 120 47.00 +0.69 2.25+0.16 1.31+0.09 12.88£0.36 28.31+0.61 8.25+0.31

Verbindungsstiick (VB)
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9.4.3 Evaluierung der Kiihlrate

Tabelle 21: Mittelwerte und Standardabweichungen der Gesamtmotilitdt (MOT), Vorwartsmotilitdt (PMOT) und
der Spermienvitalitat in SYBR-14/PI Ausstrichen in Prozent im Vergleich der verschiedenen Kihlraten (n = 62),

evaluiert anhand von Nymphensittichsperma
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Tabelle 22: Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD) in Prozent der Spermiengesamt- und
vorwartsmotilitat, sowie der Spermienvitalitdt in Eosin B-Ausstrichen beim Vergleich der Vitrifikation ohne

Kryoprotektivum und mit CryoSOfree™ (n = 16) , evaluiert anhand von Nymphensittichsperma

MOT [%] PMOT [%] Vitalitadt [%]
Vitrifikation

vor Einfrieren  nach Auftauen  vor Einfrieren  nach Auftauen vor Einfrieren  nach Auftauen

ohne Kryoprotektivum 92,63+2,72 0,00 +0,00 86,35 +2,40 0,00 +0,00 91,50+ 3,14 0,38 +0,25
CryoSOfree™ 77,73 £ 8,01 0,50+ 0,37 62,48 + 16,04 0,00 + 0,00 85,75+4,63 1,00+0,34

Gesamtmotilitat (MOT); Vorwartsmotilitat (PMOT)
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Tabelle 23: Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD) in Prozent der Spermiengesamt- und
vorwartsmotilitat, sowie der Spermienvitalitdt in Eosin B-Ausstrichen beim Vergleich verschiedener

Kryoprotektiva und der Methode des direkten Eintauchens (n = 24) , evaluiert anhand von

Nymphensittichsperma
Bl MOT [%] PMOT [%] vitalitat [%]

Eintauchen” vor Einfrieren  nach Auftauen  vor Einfrieren  nach Auftauen  vor Einfrieren  nach Auftauen

DMA (8 %) 78,21+0,36 0,83 +0,12 57,28+0,83 0,00 + 0,00 69,50 + 1,50 1,25+0,25

DMA (12 %) 27,99 +£0,35 0,00 + 0,00 3,36+1,96 0,00 + 0,00 79,50+ 1,50 13,25+ 1,25

DMSO (8 %) 50,75+ 6,25 4,12 + 0,66 45,83 +7,99 1,28 +0,48 68,25+ 2,23 15,25+ 1,75

DMSO (12 %) 59,06 £ 0,28 5,45+0,97 47,05 +0,85 1,85+0,27 67,50 £ 5,50 12,50+ 2,50

Glyzerin (8 %) 1,41+0,12 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 19,00 + 1,00 2,00 1,00

Glyzerin (12 %) 0,84 +0,19 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 41,00+0,12 0,75+0,25

Gesamtmotilitdt (MOT); Vorwartsmotilitat (PMOT)

Tabelle 24: Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD) in Prozent der Spermienmorphologie in Eosin B-
Ausstrichen beim Vergleich der verschiedenen Einfriermethoden (n = 62), evaluiert anhand von

Nymphensittichsperma

Einfrierprotokoll Untersuchungs-
Akrosom

Kopf Multipel

zeitpunkt [min]

Vitrifikation ohne
Kryoprotektivum

schnelle Kiihlrate/

DMA (8%)

langsame
Kiihlrate /
DMA (8%)

vor Einfrieren
nach Auftauen
vor Einfrieren
nach Auftauen
vor Einfrieren

nach Auftauen

17,25+2,07
44,38 +1,89
18,50+ 2,12
30,50+3,18
16,43 +0,43

23,40+0,39

1,63+0,34
1,63+0,28
2,75+1,24
0,75+0,18
1,87+0,12

1,73+0,05

Veranderung
VB Schwanz

0,88+0,12 15,13+1,92
1,00+0,18 16,25+1,43
0,25+0,18 21,50+1,06
1,25+0,18 20,75+1,94
1,00+0,09 28,17+0,40
1,00+0,05 29,27+0,42

12,75+ 1,62
22,00 + 1,45
17,50 + 1,06
25,25 +1,95
12,07 40,30

14,90+0,23

52,38+1,64
14,75+ 1,09
39,50+ 1,06
21,50+3,18
40,47 £ 0,40

29,70+ 0,35

Verbindungsstiick (VB)

9.4.4 Evaluierung der Auftaumethoden

Tabelle 25: Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SD) in Prozent der Spermiengesamt- und
vorwartsmotilitat, sowie der Spermienvitalitdt in Eosin B-Ausstrichen beim Vergleich der verschiedenen

Auftaumethoden nach Vitrifikation (n = 56) , evaluiert anhand von Nymphensittichsperma

Vitalitat [%] \

MOT [%] PMOT [%]

Auftauprotokoll

vor Einfrieren  nach Auftauen  vor Einfrieren  nach Auftauen  vor Einfrieren  nach Auftauen

4 °C Wasserbad 77,73 £6,94 0,14 +0,24 62,48 +13,89 0,00 +0,00 85,75+4,01 1,13+0,22

37 °C Wasserbad 92,63 +2,35 0,00 + 0,00 86,35+2,08 0,00 + 0,00 91,50+2,72 0,25 +0,25
Raumtemperatur 92,63 +2,35 0,00 + 0,00 86,35+2,08 0,00 + 0,00 91,50+2,72 0,25+0,43

37 °C Brutschrank 92,63+2,35 0,00 +0,00 86,35+2,08 0,00 +0,00 91,50+2,72 0,25+0,25

4 °C + Raumtemperatur | 77,73 £6,94 0,00 +0,00 62,48 +13,89 0,00 +0,00 85,75+4,01 0,88 +0,22
4°C+37°C 77,73 £6,94 0,71+0,51 62,48 +13,89 0,18 +0,31 85,75+4,01 1,13+0,22

Vit Kit®-Thaw 85,72 +0,00 0,14 +0,24 78,56 + 0,00 0,00 + 0,00 93,50 +0,00 1,00 +0,35
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9.4.5 Fertilisationsversuch

Tabelle 26: Mittelwerte (X), Standardabweichungen (SD), Mediane (X), Quartile (Q1 Und Q3), sowie Minima
(Xmin) und Maxima (Xma,) der Spermienkonzentration, Inseminationsvolumina und Inseminationsdosen (n =12),

evaluiert anhand von Nymphensittichsperma

Experiment 1

Csp [n/ul] Vi [ul] (+SV 1 (1:4)) Inseminationsdosis [n]
Variable . . .
Frischsperma TG-Sperma Frischsperma TG-Sperma Frischsperma TG-Sperma
_ 391677,00 £ 794667,00 + 1256250,00 + 2159000,00
+ + +
AR 179795,40 177.360,90 13,00+1,41 11,000,594 521191,50 +679874,01
X 325000,00 740000,00 12,00 10,00 1218750,00 1850000,00
Ql 268750,00 675000,00 12,00 10,00 928125,00 1687500,00
Q3 481250,00 887000,00 13,50 11,00 1565625,00 2476000,00
. 212500,00 - 610000,00 - 637500,00 - 1525000,00 +
Xmin-Xmax | c3750000 103400000 1200-1500 10,00-12,00 51550000 3102000,00
Experiment 2
Csp [n/ul] Vi [ul] (+SV 1 (1:4)) Inseminationsdosis [n]
Variable . . -
Frischsperma TG-Sperma Frischsperma TG-Sperma Frischsperma TG-Sperma
_ 520833,00+ 1211000,00 1410833,00+ 3257500,00
+ + +
X£SD 258362,90 358915,96 11,00+1,89 11,000,594 840640,46 1051322,58
X 455000,00 1380000,00 12,00 10,00 910000,00 3852500,00
Ql 348750,00 1046000,00 10,00 10,00 818750,00 2816250,00
Q3 520312,50 1120500,00 12,38 11,25 1652343,75 3289625,00
. 242500,00 - 712000,00 - 727500,00 - 1780000,00 -
Xmin-Xmax | gec000,00 154100000 0071200 10,00-12,00 50000000 4140000,00

Spermienkonzentration (Csp); Inseminationsvolumen (V;); Spermaverdiinner (SV)

9.5 Multiple logistische Regressionsanalyse des Fertilisationsversuches

Tabelle 27: Multiple logistische Regression der Befruchtungs- und Absterberaten von Nymphensitticheiern nach

der artifiziellen Insemination mit Frisch- und Tiefgefriersperma

Befruchtungsrate
95 %
S OR Konfidenzntervall
Experiment 0,0151 0,140-0,803
Spermabeschaffenheit <0,0001 0,0315-0,176
Absterberate
95 %
esifhz OR Konfidenzntervall
Experiment -0.4149 0.513 -0.808 0.660 0,4337 0,237-1,84
Spermabeschaffenheit -1.117 0.609 -1.83 0.327 0,0787 0,0967-1,11

Regressionskoeffizient (Coeff); Standardfehler (SE); Odds Ratio (OR)
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9.6 Detaillierte Ergebnistabellen

9.6.1 Evaluierung der Verdiinner

Tabelle 28: Detaillierte Ergebnisdarstellung ausgewahlter Spermaparameter von Nymphensittichen nach

Zusatze verschiedener Spermaverdinner im Zuge der Verdiinnerevaluierung (n = 64)

Vitalitat  Vitalitat Veranderungen [%]

Eosin B SYBR-14 . Normal
%] (%] Kopf Akrosom VB Schwanz Multipel

Zeitpunkt  MOT

Probe Verdiinner Csv Tl %]

(1:5) 0 47,61 36,47 68,00 74,00 19,00 1,00 0,00 28,00 9,00 43,00
(1:5) 30 55,24 39,76 * * * * * * * *

1%G  (1:5) 60 41,12 29,89 * * * * * * * *
(1:5) 90 32,73 25,10 * * * * * * * *

(1:5) 120 |37,76 3145 62,50 6850 2450 1,00 2,00 37,00 850 27,00

(1:4) 0 90,16 82,59 82,50 83,00 1500 1,00 0,00 1850 650 59,00

(1:4) 30 86,15 74,12 * * * * * * * *

SVl  (1:4) 60 82,32 75,60 * * * * * * * *
(1:4) 90 77,69 65,78 * * * * * * * *

(1:4) 120 |7340 63,18 7400 7950 18,00 1,00 1,00 21,00 3,00 56,00

34 (1:4) 0 71,10 6583 7800 81,00 2850 2,50 1,00 31,50 11,50 25,00
(1:4) 30 73,22 64,13 * * * * * * * *

(1:4) 60 68,62 58,50 * * * * * * * *

(1:4) 90 61,16 53,64 * * * * * * * *

o3 (4 120 [s242 4484 7350 7800 2300 250 000 3800 850 28,00
(1:8) 0 57,93 47,90 7550 79,00 2500 050 2,00 37,00 850 27,00

(1:8) 30 53,47 42,91 * * * * * * * *

(1:8) 60 46,73 39,56 * * * * * * * *

(1:8) 90 42,90 37,73 * * * * * * * *

(1:8) 120 |37,37 3267 7000 7650 1650 2,50 0,00 30,00 9,00 42,00

(1:5) 0 41,81 1696 7600 76,50 19,50 2,00 0,00 27,00 12,50 39,00

(1:5) 30 35,68 27,64 * * * * * * * *

1%G  (1:5) 60 26,13 17,71 * * * * * * * *
(1:5) 90 51,69 27,53 * * * * * * * *

(1:5) 120 |3099 12,55 69,00 71,50 32,50 2,50 1,00 31,00 10,50 22,50

(1:8) 0 47,77 37,70 81,50 8500 1500 3,00 050 1450 10,00 57,00

(1:8) 30 41,41 29,66 * * * * * * * *

35 SVl (1:8) 60 40,00 24,28 * * * * * * * *
(1:8) 90 53,31 33,15 * * * * * * * *

(1:8) 120 |6694 5397 7600 8050 10,50 1,50 0,00 26,50 7,50 54,00

(1:8) 0 52,50 28,94 72,00 76,00 2400 050 0,00 33,00 650 36,00

(1:8) 30 36,09 18,48 * * * * * * * *

sV2  (1:8) 60 33,41 12,87 g g g g g g * g
(1:8) 90 27,43 9,37 g g g g g g * g

(1:8) 120 |2419 10,22 69,50 71,00 23,00 1,50 1,00 36,50 8,50 29,50

(1:5) 0 53,44 3825 5850 67,00 1850 1,50 1,00 33,00 12,00 34,00

(1:5) 30 44,66 32,91 * * * * * * * *

1%G  (1:5) 60 41,00 26,00 * * * * * * * *
(1:5) 90 45,45 37,19 * * * * * * * *

(1:5) 120 |3022 19,19 52,00 62,00 29,50 450 0,00 41,00 1500 10,00

(1:8) 0 56,32 46,40 80,00 82,50 1850 2,50 0,50 38,50 850 31,50

(1:8) 30 59,17 51,21 & & & & & & * %

sVl (1:8) 60 51,05 42,62 * * * * * * * *
(1:8) 90 33,78 23,97 * * * * * * * *

e (1:8) 120 |31,38 1740 7500 7650 14,00 3,00 4,00 49,00 10,50 19,50
(1:8) 0 33,34 2045 70,00 74,00 13,00 250 4,50 50,50 550 24,00

(1:8) 30 43,95 28,97 * * * * * * * *

sV2  (1:8) 60 24,63 19,85 * * * * * * * *
(1:8) 90 23,34 14,77 * * * * * * * *

(1:8) 120 |26,82 13,17 6600 70,50 11,50 1,00 3,50 55,50 9,00 19,50

(1:8) 0 58,84 49,95 7650 79,00 17,00 1,50 0,00 34,00 13,00 34,50

(1:8) 30 55,24 45,47 = = = = = = i =

SV3  (1:8) 60 46,61 36,66 * * * * * * * *
(1:8) 90 37,13 25,93 * * * * * * * *

(1:8) 120 |2833 1667 72,00 7450 2800 1,00 2,00 2600 1500 28,00
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Fortsetzung

Veranderungen [%]

Vitalitat  Vitalita
Probe Verdiinner Csv Zeitp.u it MOOT Et';:int 1" SYER—TZ . Normal
[min] [%] (%] (%] Kopf Akrosom VB Schwanz Multipel
(1:5) 0 54,16 38,34 67,50 66,00 17,50 1,00 0,00 29,00 14,00 38,50
(1:5) 30 37,10 16,08 * * * * * * * *
1% G (1:5) 60 35,98 22,16 * * * * * * * *
(1:5) 90 40,58 29,94 * * * * * * * *
(1:5) 120 25,60 14,83 65,00 62,00 23,50 3,00 0,00 34,00 15,50 24,00
(1:4) 0 7419 6871 83,00 84,50 1650 0,50 3,00 3800 7,50 34,50
(1:4) 30 64,91 57,99 < * * * * * e p
Sv1 (1:4) 60 55,03 48,40 * * * * * * * S
(1:4) 90 50,62 43,08 * * * * * * * *
% (1:4) 120 48,97 40,56 73,00 77,00 13,00 2,50 1,00 45,50 6,50 31,50
(1:4) 0 36,53 26,29 82,00 77,50 23,50 3,50 5,00 36,50 6,50 25,00
(1:4) 30 45,38 40,06 * * * * * * * *
Sv2 (1:4) 60 44,44 38,60 * * * * * * * *
(1:4) 90 47,08 40,33 * * * * * * * *
(1:4) 120 41,30 34,61 76,00 72,00 21,00 5,00 4,00 39,00 4,00 27,00
(1:4) 0 71,92 61,77 82,00 78,50 19,00 2,00 0,50 33,50 19,50 25,50
(1:4) 30 64,57 54,19 * * * * * * * *
Sv3 (1:4) 60 56,77 46,42 * * * * * * * *
(1:4) 90 47,70 36,61 * * * * * * * *
(1:4) 120 47,98 37,46 72,00 77,50 24,00 2,00 0,50 43,00 17,50 13,00
(1:5) 0 54,82 32,80 71,00 72,00 24,50 1,50 3,00 33,00 8,00 30,00
(1:5) 30 54,17 30,23 * * * * * * * *
1% G (1:5) 60 46,23 27,15 * * * * * * * *
(1:5) 90 39,88 27,86 * * * * * * * *
(1:5) 120 21,23 14,03 67,50 69,00 32,00 1,00 2,00 34,00 5,00 26,00
(1:8) 0 58,95 50,01 80,00 81,50 19,50 2,50 550 42,50 6,50 23,50
(1:8) 30 49,69 33,56 * * * * * * * -
Sv1 (1:8) 60 52,90 38,74 * * * * * * * *
(1:8) 90 46,55 32,07 * * * * * * o 2
39 (1:8) 120 45,13 33,81 71,00 74,00 21,00 1,50 4,00 40,50 10,00 23,00
(1:8) 0 45,76 33,31 72,00 75,00 26,00 3,00 2,50 36,00 16,00 16,50
(1:8) 30 43,40 29,41 * * * * * * * *
SV 2 (1:8) 60 39,36 27,79 * * * * * * * *
(1:8) 90 38,11 21,44 * * * * * * * *
(1:8) 120 33,47 20,12 69,00 70,00 25,50 1,00 1,00 34,00 18,00 20,50
(1:8) 0 56,19 45,02 82,00 80,50 28,00 0,00 0,00 42,50 9,50 20,00
(1:8) 30 53,61 37,49 * * * * * * o 2
Sv3 (1:8) 60 49,33 26,26 * * * * * * o 2
(1:8) 90 32,63 27,05 * * * * * * o 2
(1:8) 120 43,75 36,81 74,00 77,00 27,50 1,00 0,00 51,50 9,50 10,50
(1:5) 0 55,16 24,24 79,00 79,00 25,50 2,50 4,00 45,00 8,50 14,50
(1:5) 30 71,44 46,25 * * * * * * * *
1% G (1:5) 60 58,41 41,06 * * * * * * * *
(1:5) 90 52,03 33,04 * * * * * * * *
40 (2:5) 120 58,60 37,52 63,00 74,00 17,50 5,00 4,00 44,00 8,00 21,50
(1:4) 0 67,32 57,60 76,00 77,00 6,50 2,00 000 31,50 5,50 54,50
(1:4) 30 59,96 49,71 * * * * * * * *
Sv1 (1:4) 60 62,94 52,93 * * * * * * * *
(1:4) 90 52,24 41,07 * * * * * * * *
(1:4) 120 46,72 27,23 69,00 72,00 9,50 1,00 2,00 38,00 10,00 39,50
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Fortsetzung
s e Veranderungen [%]
. Zeitpunkt  MOT Vlta.|ltat Vitalitat
Probe Verdiinner Csv . o Eosin B  SYBR-14 . Normal
[min] [%] (%] (%] Kopf Akrosom VB Schwanz Multipel
(1:4) 0 59,15 52,87 79,00 79,50 19,00 2,00 4,00 43,50 10,00 21,50
(1:4) 30 53,80 40,84 * * * * * * * *
Sv2 (1:4) 60 46,46 30,77 * * * * * * * *
(1:4) 90 39,51 32,69 * * * * * * * *
(1:4) 120 29,96 18,05 75,50 75,00 28,50 3,00 550 43,50 11,00 8,50
40 (1:4) 0 50,14 30,86 73,00 70,00 22,00 2,00 1,50 45,50 9,00 20,00
(1:4) 30 60,38 51,07 d d o o < < tJ tJ
Sv3 (1:4) 60 58,88 50,19 * * o o < < tJ tJ
(1:4) 90 52,45 41,04 * * o o < < tJ tJ
(1:4) 120 37,26 23,83 45,00 56,00 29,00 1,50 0,00 45,00 10,50 14,00
(1:5) 0 24,90 10,86 47,00 * 30,50 6,50 500 27,50 9,50 21,00
(1:5) 30 15,00 5,00 * * * * * * * *
1% G (1:5) 60 20,90 8,69 * * * * * * * *
(1:5) 90 10,00 0,00 * * * * * * * *
(1:5) 120 0,00 0,00 41,50 * 33,50 3,00 1,00 37,00 12,00 13,50
(1:8) 0 68,31 56,41 81,50 L 18,00 0,50 0,00 20,50 14,50 46,50
(1:8) 30 64,54 46,76 L L & & 3 3 &3 &3
SvV1 (1:8) 60 72,48 57,86 * * * * * * b b
(1:8) 90 66,52 52,76 * * * * * N b b
o (1:8) 120 62,06 48,18 67,50 * 24,00 2,00 0,00 28,00 14,50 31,50
(1:8) 0 40,31 33,76 66,00 * 14,50 1,50 0,00 45,00 9,50 29,50
(1:8) 30 45,34 37,18 * * * * * * * *
Sv2 (1:8) 60 41,58 35,28 * * * * * * * *
(1:8) 90 36,29 29,18 * * * * * * * *
(1:8) 120 32,53 21,64 59,00 * 15,50 1,00 0,00 45,00 13,50 25,00
(1:8) 0 52,30 23,08 60,50 * 22,50 2,50 2,00 41,50 9,00 22,50
(1:8) 30 61,69 41,35 * * * * * N b b
SV3 (1:8) 60 59,19 44,56 * * * * * N b b
(1:8) 90 50,52 31,82 * * * * * e b b
(1:8) 120 41,19 19,58 55,00 e 19,50 2,00 4,00 45,00 8,50 21,00
(1:5) 0 64,49 48,58 76,00 * 24,50 2,50 5,50 43,50 6,50 17,50
(1:5) 30 63,33 31,15 * * * * * * * *
1% G (1:5) 60 55,03 31,34 * * * * * * * *
(1:5) 90 52,98 37,47 * * * * * * * *
(1:5) 120 50,46 40,89 73,00 * 23,50 1,00 3,00 45,00 12,50 15,00
(1:8) 0 67,75 57,03 79,00 * 7,00 1,00 2,00 28,50 5,00 56,50
(1:8) 30 66,85 55,84 * * * * * e b b
Sv1 (1:8) 60 66,15 54,20 e e & & 3 3 & &
(1:8) 90 54,78 41,22 e e * * * * * *
42 (1:8) 120 52,18 41,16 77,00 e 21,00 2,50 6,00 33,50 10,50 26,50
(1:8) 0 33,24 27,69 68,00 * 23,50 3,00 0,50 36,50 11,50 25,00
(1:8) 30 40,83 27,48 * * * * * * « .
SvV2 (1:8) 60 29,50 25,34 * * * * * * * *
(1:8) 90 22,88 13,83 * * * * * * * *
(1:8) 120 26,85 15,83 63,00 * 30,00 2,00 1,00 44,00 13,50 9,50
(1:8) 0 60,89 47,98 77,00 * 18,50 4,00 5,00 46,00 6,50 20,00
(1:8) 30 56,88 46,62 * * * * * * * *
Sv3 (1:8) 60 48,21 35,31 e e & & & & ko ko
(1:8) 90 48,74 35,33 * * * * * * * *
(1:8) 120 42,31 30,19 72,00 * 17,50 2,00 3,00 32,00 5,50 40,00
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Fortsetzung

=1 0,
vitalitit  Vitalitat Verdnderungen [%]

Zeitpunkt = MOT

Probe Verdiinner Csv . Eosin B  SYBR-14 . Normal
[min] [%] (%] %] opf Akrosom VB Schwanz Multipel
(1:5) 0 68,57 56,18 82,50 * 6,00 0,00 2,00 30,00 7,50 54,50
(1:5) 30 74,50 57,64 * * * * * * * *
1% G (1:5) 60 45,02 23,60 * * * * * * * *
(1:5) 90 40,32 24,20 * * * * * * * *
(1:5) 120 34,24 14,95 72,00 * 18,00 2,50 3,00 37,50 5,50 33,50
(1:4) 0 71,40 63,42 82,00 * 6,00 1,50 1,00 24,50 6,00 61,00
(1:4) 30 67,06 58,68 * * * * * * * *
43 Sv1 (1:4) 60 56,58 48,90 d d o o o o * *
(1:4) 90 52,23 45,04 * * o o o o * *
(1:4) 120 50,18 40,35 78,00 * 9,00 1,00 0,00 31,00 9,50 49,50
(1:4) 0 50,10 40,91 68,00 * 17,50 2,00 2,50 28,50 10,00 39,50
(1:4) 30 47,46 38,41 * * * * * * * *
SV 2 (1:4) 60 45,26 35,50 * * * * * * * *
(1:4) 90 44,81 33,89 * * * * * * * *
(1:4) 120 41,97 30,58 54,00 * 30,00 0,50 3,00 36,50 16,00 14,00
(1:5) 0 68,46 53,15 69,50 L 6,50 0,00 1,00 32,00 7,00 53,50
(1:5) 30 71,15 54,13 * * * * * * * *
1% G (1:5) 60 70,32 53,09 L L & & & & o o
(1:5) 90 53,51 31,86 * * * * * * * *
(1:5) 120 34,37 7,51 63,00 * 9,00 1,00 0,00 32,50 10,00 47,50
(1:4) 0 76,21 70,44 85,00 * 11,00 1,00 2,00 28,50 6,00 51,50
(1:4) 30 77,99 69,85 * * * * * * * *
SvV1 (1:4) 60 74,55 66,89 * * * * * * * *
(1:4) 90 67,58 56,10 * * * * * * * *
24 (1:4) 120 64,56 51,03 78,00 * 16,50 3,00 1,00 39,50 3,50 36,50
(1:4) 0 56,76 40,21 62,00 * 12,50 1,50 3,00 21,50 7,50 54,00
(1:4) 30 55,08 34,42 * * * * * * * *
SV 2 (1:4) 60 54,98 37,74 * * * * * * * *
(1:4) 90 46,00 24,64 * * * * * * * *
(1:4) 120 35,08 10,50 58,00 * 14,50 2,00 3,50 22,50 12,50 45,00
(1:4) 0 67,49 55,36 77,50 * 11,50 0,00 0,00 39,00 11,00 38,50
(1:4) 30 68,49 53,85 * * * * * * * *
Sv3 (1:4) 60 62,50 48,57 * * * * * * * *
(1:4) 90 62,25 44,11 * * * * * * * *
(1:4) 120 47,11 27,52 72,00 * 16,50 4,00 1,00 40,50 12,50 25,50
(1:5) 0 65,76 47,63 76,00 e 24,00 5,50 5,00 46,00 6,00 13,50
(1:5) 30 70,12 52,04 * * * * * * * *
1% G (1:5) 60 68,57 49,52 * * * * * * * *
(1:5) 90 54,63 31,63 * * * * * * * *
(1:5) 120 43,92 10,88 71,50 * 22,00 5,00 4,00 42,50 10,00 16,50
(1:4) 0 64,86 42,21 67,00 * 16,50 1,00 2,00 41,50 10,00 29,00
(1:4) 30 63,34 43,04 * * * * * * * *
45 Sv2 (1:4) 60 58,43 35,57 * * * * * * * *
(1:4) 90 48,90 22,30 * * * * * * * *
(1:4) 120 45,56 15,52 58,00 * 15,50 2,00 2,00 45,00 11,00 24,50
(1:4) 0 75,49 60,82 75,00 * 27,50 3,00 0,00 38,50 6,00 25,00
(1:4) 30 71,09 50,88 * * * * * * * *
SvV3 (1:4) 60 64,14 40,06 * * * * * * * *
(1:4) 90 57,64 36,15 * * * * * * * *
(1:4) 120 57,01 24,55 70,00 * 29,50 2,00 1,00 43,50 7,00 17,00




ANHANG 227

Fortsetzung

=1 0,
vitalitit  Vitalitat Verdnderungen [%]

Zeitpunkt = MOT

Probe Verdiinner Csv . Eosin B  SYBR-14 . Normal
[min] [%] (%] %] Kopf Akrosom VB Schwanz Multipel
(1:5) 0 66,72 52,07 68,00 * 20,50 3,50 2,00 27,00 9,50 37,50
(1:5) 30 67,00 48,00 * * * * * * * *
1% G (1:5) 60 64,36 38,81 * * * * * * * *
(1:5) 90 62,28 36,16 * * * * * * * *
(1:5) 120 53,74 22,13 63,00 * 28,50 2,50 0,00 28,00 10,50 30,50
(1:8) 0 70,29 61,94 79,00 d 15,50 1,00 2,00 42,50 9,00 30,00
(1:8) 30 68,60 59,01 * * * * * * * *
Sv1 (1:8) 60 71,86 63,14 * * * * * * * *
(1:8) 90 62,69 49,84 * * * * * * * *
3 (1:8) 120 65,00 52,46 77,00 * 17,50 2,50 2,00 46,00 10,00 22,00
(1:8) 0 62,60 49,16 66,50 * 30,50 2,50 0,00 32,50 8,00 26,50
(1:8) 30 56,17 40,20 * * * * * * * *
Sv2 (1:8) 60 45,28 28,10 * * * * * * * *
(1:8) 90 43,33 22,31 * * * * * * * *
(1:8) 120 43,00 17,73 58,00 * 44,00 2,00 1,00 32,50 8,50 12,00
(1:8) 0 69,18 59,39 71,00 * 24,50 2,00 2,00 25,00 13,50 33,00
(1:8) 30 67,57 57,31 * * * * * * * *
SV3 (1:8) 60 61,44 48,55 * * * * * * * *
(1:8) 90 57,79 44,36 * * * * * * * *
(1:8) 120 61,44 32,39 69,00 L 29,50 1,50 1,00 18,00 11,00 39,00
(1:5) 0 42,32 38,22 70,00 * 22,50 1,00 0,00 27,50 14,00 35,00
(1:5) 30 40,25 34,40 * * * * * * * *
1% G (1:5) 60 39,86 35,32 * * * * * * * *
(1:5) 90 33,99 30,02 * * * * * * * *
(1:5) 120 28,05 21,59 64,00 * 20,00 1,00 0,00 26,00 13,50 39,50
(1:4) 0 82,27 77,05 82,00 * 17,50 3,50 1,00 19,50 13,00 45,50
(1:4) 30 80,71 75,06 * * * * * * * *
Sv1 (1:4) 60 70,32 56,64 L L & & & & o o
(1:4) 90 77,57 68,51 * * * * * * * *
= (1:4) 120 66,94 53,97 78,00 e 23,00 1,00 0,00 15,50 10,50 50,00
(1:4) 0 37,31 28,64 69,00 * 37,50 2,00 1,50 31,50 9,00 18,50
(1:4) 30 46,07 38,85 * * * * * * * *
SvV2 (1:4) 60 42,35 36,13 * * * * * * * *
(1:4) 90 42,72 37,55 * * * * * * * *
(1:4) 120 36,89 31,22 62,50 * 17,50 3,00 4,00 50,50 8,00 17,00
(1:4) 0 55,04 48,68 75,00 e 34,50 1,50 0,00 31,00 11,50 21,50
(1:4) 30 47,74 41,65 * * * * * * * *
Sv3 (1:4) 60 52,06 41,18 e e & & & & o o
(1:4) 90 45,80 34,96 * * * * * * * *
(1:4) 120 35,68 25,92 70,00 * 37,00 2,00 1,00 34,00 13,50 12,50
(1:5) 0 41,22 37,46 69,00 * 13,00 3,00 2,50 42,00 10,50 29,00
(1:5) 30 46,19 42,31 * * * * * * * *
1% G (1:5) 60 42,20 35,59 * * * * * * * *
(1:5) 90 36,23 31,86 * * * * * * * *
48 (1:5) 120 29,99 23,50 58,00 * 19,50 2,50 2,50 36,00 10,00 29,50
(1:8) 0 67,19 60,78 78,00 * 21,50 0,00 1,00 33,50 8,50 35,50
(1:8) 30 66,75 58,54 * * * * * * * *
Sv1 (1:8) 60 65,69 54,44 * * * * * * * *
(1:8) 90 59,14 44,10 * * * * * * * *
(1:8) 120 50,24 35,80 72,00 * 20,50 0,00 0,00 36,00 4,50 39,00
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Fortsetzung

=1 0,
vitalitit  Vitalitat Verdnderungen [%]

Zeitpunkt = MOT

Probe Verdiinner Csv . Eosin B  SYBR-14 . Normal
[min] [%] (%] %] Kopf Akrosom VB Schwanz Multipel
(1:8) 0 55,64 43,71 65,00 * 28,00 3,00 1,50 37,00 15,00 15,50
(1:8) 30 57,00 46,58 * * * * * * * *
Sv2 (1:8) 60 49,19 38,71 * * * * * * * *
(1:8) 90 44,50 25,60 * * * * * * * *
48 (1:8) 120 38,61 19,94 60,00 * 32,50 4,00 0,00 31,00 12,50 20,00
(1:8) 0 60,46 53,54 72,50 d 29,00 2,00 0,00 24,00 11,50 33,50
(1:8) 30 72,11 58,64 * * * * * * * *
Sv3 (1:8) 60 69,15 51,02 * * * * * * * *
(1:8) 90 61,06 37,42 * * * * * * * *
(1:8) 120 58,00 25,83 66,00 * 36,50 0,50 0,00 24,00 11,00 28,00
(1:5) 0 74,33 61,17 86,00 * 31,00 4,50 1,50 32,00 8,00 23,00
(1:5) 30 75,89 63,67 * * * * * * * *
1% G (1:5) 60 66,70 49,16 * * * * * * * *
(1:5) 90 72,36 52,58 * * * * * * * *
(1:5) 120 75,50 53,97 84,00 * 29,00 2,00 0,50 30,50 9,50 28,50
(1:8) 0 83,42 69,94 89,00 * 24,50 0,00 1,00 30,00 7,50 37,00
(1:8) 30 86,13 70,67 * * * * * * * *
Sv1 (1:8) 60 78,33 54,33 * * * * * * * *
(1:8) 90 72,32 51,62 * * * * * * * *
49 (1:8) 120 61,58 45,99 83,00 L 28,00 1,00 3,50 39,00 8,50 20,00
(1:8) 0 75,60 66,17 81,00 * 30,00 2,00 2,50 36,00 12,00 17,50
(1:8) 30 73,40 61,56 * * * * * * * *
SvV2 (1:8) 60 70,13 54,29 * * * * * * * *
(1:8) 90 71,53 52,99 * * * * * * * *
(1:8) 120 66,09 47,45 78,00 * 25,50 2,50 5,50 39,00 3,50 24,00
(1:8) 0 67,92 58,17 76,00 * 11,50 2,50 4,00 44,00 13,50 24,50
(1:8) 30 72,73 60,74 * * * * * * * *
Sv3 (1:8) 60 69,25 52,58 L L & & & & o o
(1:8) 90 67,66 45,30 * * * * * * * *
(1:8) 120 61,71 41,20 70,00 e 18,00 3,50 5,00 47,50 8,00 18,00
(1:5) 0 68,58 61,34 69,00 * 12,00 2,00 1,00 34,00 7,50 43,50
(1:5) 30 66,42 57,57 * * * * * * * *
1% G (1:5) 60 51,16 42,11 * * * * * * * *
(1:5) 90 45,45 35,17 * * * * * * * *
(1:5) 120 36,28 23,84 67,00 * 12,50 2,00 1,00 38,00 10,50 36,00
(1:4) 0 80,17 74,85 83,50 e 14,50 3,00 0,00 20,00 12,50 50,00
(1:4) 30 82,66 73,40 * * * * * * * *
Sv1 (1:4) 60 75,32 62,91 e e & & & & o o
(1:4) 90 68,01 57,76 * * * * * * * *
50 (1:4) 120 64,18 53,24 80,00 * 16,00 2,50 0,00 22,50 9,50 49,50
(1:4) 0 58,47 47,64 67,50 * 24,50 3,50 1,00 26,50 10,50 34,00
(1:4) 30 50,73 31,78 * * * * * * * *
Sv2 (1:4) 60 45,80 27,77 * * * * * * * *
(1:4) 90 45,04 23,40 * * * * * * * *
(1:4) 120 37,98 16,11 62,50 * 26,50 2,00 0,00 32,50 4,00 35,00
(1:4) 0 52,65 47,89 79,00 * 21,00 2,50 1,50 38,00 11,50 25,50
(1:4) 30 55,66 50,53 * * * * * * * *
SV3 (1:4) 60 50,16 42,02 * * * * * * * *
(1:4) 90 46,09 36,72 * * * * * * * *
(1:4) 120 35,88 26,81 71,00 * 24,50 2,50 2,00 39,50 12,50 19,00
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Veranderungen [%]

Zeitpunkt  MOT Vitalitat  Vitalitat

Probe Verdinner Csv . " Eosin B SYBR-14 . Normal
[min] (%] %] %] Kopf ~Akrosom VB Schwanz Multipel
(1:5) 0 70,34 58,39 66,00 * 1450 2,50 1,00 61,00 7,50 13,50
(1:5) 30 70,06 60,50 * * * * * * * *
1%G  (1:5) 60 57,91 42,61 * * * * * * * X
(1:5) 90 45,50 33,20 * * * * * * * X
(1:5) 120 |3860 22,11 62,00 * 19,00 2,00 1,00 50,50 9,50 18,00
(1:4) 0 ]7675 71,26 79,50 * 2000 400 000 2750 850 40,00
(1:4) 30 73,43 68,64 2 * * * * * z "
SV1 o (1:4) 60 69,21 63,09 < * * * * * * *
(1:4) 90 62,42 55,25 * * * * o * " .
51 (1:4) 120 |5814 49,24 72,00 & 20,00 2,00 1,50 31,00 11,00 34,50
(1:4) 0 57,70 46,78 69,50 * 30,50 4,00 2,00 39,50 4,50 19,50
(1:4) 30 55,26 44,06 * * * * * * « "
sV2  (1:4) 60 44,96 35,41 * * * * * * « X
(1:4) 90 42,18 33,57 * * * * * * X "
(1:4) 120 |36,43 2554 63,00 * 37,00 000 000 2600 10,00 27,00
(1:4) 0 16952 61,07 76,50 * 1500 350 1,00 1950 1800 43,00
(1:4) 30 72,88 63,01 * * * * * * e *
Sv3 (1:4) 60 61,60 52,53 * * * * * I P "
(1:4) 90 59,28 48,60 * * * * * * e *
(1:4) 120 4443 32,41 68,50 S 19,50 4,00 0,00 27,00 11,00 38,50

Verdiinnungsstufe (Csy); Gesamtmotilitdat (MOT); Vorwartsmotilitat (PMOT); Verbindungsstiick (VB)

9.6.2 Evaluierung der Kryoprotektiva

Tabelle 29: Detaillierte Ergebnisdarstellung ausgewahlter Spermaparameter von Nymphensittichen nach

Zusatze verschiedener Kryoprotektiva im Zuge der der Kryoprotektivaevaluierung (n = 96)

= Zeit- Verdnderungen
Probe plszce)k— ck pj:kt P'\ﬁlOT Vitalitat  Vitalitat Normal
tivum il (%] EosinB SYBR-14 Akro- Multi-
[%] [%] Kopf VB Schwanz pel
(1:4) 0 77,26 70,27 80,00 83,00 16,00 3,00 0,00 19,50 12,50 49,00
(1:4) 30 |7734 6858 * * * * 2 X " "
lake  (1:4) 60 | 7419 66,70 S g * * * * p p
(1:4) 90 68,30 57,61 * * * * * * * *
(1:4) 120 | 64,57 52,00 72,00 7950 16,50 3,00 0,00 21,50 9,50 49,50
12% 0 40,33 16,96 * 73,50 27,50 1,00 2,00 18,00 11,00 40,50
12% 30 |3637 17,9 * * * * * * N i
DMA  12% 60 |3899 17,05 * * * * * * " N
12% 90 | 3503 1365 * * * * * * N N
52 12% 120 | 34,70 13,40 * 64,00 42,00 3,50 1,50 18,50 11,50 23,00
12% 0 43,80 20,56 * 72,00 31,00 2,00 1,00 14,50 17,50 34,00
12% 30 |4589 22,52 * * * * * % * n
DMSO  12% 60 | 3737 2546 * * * * * o o o
12% 90 | 3658 20,26 * * * * X * o "
12% 120 | 3432 19,92 * 6850 41,00 1,50 0,00 14,00 23,50 20,00
2% 0 9,65 6,80 * 18,00 5250 3,00 0,50 800 2050 1550
12% 30 10,46 1,00 * * * * * * X N
Glyzerin  12% 60 10,62 3,76 * * * * * * * "
12% 90 58 2,30 * * * * * * X N
12% 120 | 347 111 * 7,00 53,50 3,00 1,50 850 2450 9,00
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Fortsetzung

Kryo- Zeit- MOT - - Veranderungen
Probe protek- Ck  punkt 5 Vitalitdt  Vitalitat Normal
e [min] (%] EosinB SYBR-14
[%] [%] Kopf VB Schwanz
(1:4) 0 81,52 76,20 82,50 84,50 20,00 4,00 0,00 27,50 8,50 40,00
(1:4) 30 78,48 69,66 * * & & = & = =
Lake  (1:4) 60 74,50 62,36 < < * * * * * *
(1:4) 90 69,36 55,84 < < * * * * * *
(1:4) 120 | 64,16 51,55 74,50 77,00 20,50 2,50 1,50 31,00 10,00 34,50
8% 0 67,63 54,60 * 77,00 11,50 1,00 2,50 29,00 8,50 47,50
8% 30 65,54 50,50 * * * * * " * .
DMA 8% 60 64,11 47,53 * * * * * " « .
8% 90 58,35 42,82 * * * * * " * .
= 8% 120 | 55,09 37,68 * 72,50 20,00 0,50 1,00 33,50 11,50 33,50
8% 0 68,41 49,73 * 75,00 31,00 2,00 1,00 13,50 11,50 41,00
8% 30 64,38 51,46 * * & & < & i i
DMSO 8% 60 64,11 47,53 J @ * * * * * *
8% 90 57,29 36,93 * * & & < & i i
8% 120 | 55,04 29,78 S 68,50 34,50 1,00 0,50 13,50 27,00 23,50
8% 0 13,96 6,26 * 31,00 28,50 0,50 0,00 15,50 19,50 36,00
8% 30 16,38 5,07 * * * * * * M «
Glyzerin 8% 60 8,43 3,07 * * * * * * * *
8% 90 8,34 3,40 * * * * * * " «
8% 120 7,26 2,93 * 1450 3550 1,50 0,00 18,00 25,00 20,00
(1:4) 0 67,32 57,60 76,50 77,00 17,50 3,50 1,00 19,50 13,00 45,50
(1:4) 30 59,96 49,71 o o i i & i & &
Lake  (1:4) 60 62,94 52,93 o o i i & i & &
(1:4) 90 60,84 49,49 o o i i & i & &
(1:4) 120 | 60,43 37,38 71,00 72,00 23,50 1,00 0,00 15,00 10,50 50,00
12% 0 78,24 68,48 * 73,50 28,50 0,00 1,00 8,50 13,50 48,50
12% 30 73,02 63,93 * * * * * * * *
DMA  12% 60 66,19 54,07 * * * * * * * *
12% 90 63,68 46,28 * * * * * * * *
4 12% 120 | 55,00 33,27 * 68,00 3250 1,50 2,00 13,50 19,00 31,50
12% 0 63,11 45,86 < 69,00 30,50 0,00 0,50 13,50 7,00 48,50
12% 30 60,25 42,86 * * o o g o < <
DMSO  12% 60 59,05 44,23 * * o o g o < <
12% 90 52,24 35,06 * * & & < & < <
12% 120 | 52,09 30,98 & 62,00 37,50 3,50 0,00 14,00 13,50 31,50
12% 0 8,28 4,43 * 21,00 4500 0,50 1,00 9,00 20,00 24,50
12% 30 597 1,18 * * * * * * * *
Glyzerin  12% 60 508 2,50 * * * * * * * *
12% 90 4,88 1,05 * * * * * * * *
12% 120 1,54 0,00 * 10,00 5500 0,00 1,50 10,00 21,50 12,00
(1:4) 0 71,40 57,25 75,50 80,00 15,50 0,50 3,00 38,50 7,50 35,00
(1:4) 30 73,74 53,23 * * o o < o < <
Lake  (1:4) 60 67,17 51,91 * * o o < o < <
(1:4) 90 63,60 51,31 * * o o o o i i
= (1:4) 120 | 61,60 48,53 66,00 72,50 14,50 3,00 1,00 43,00 6,00 32,50
4% 0 68,57 49,23 * 76,50 15,50 0,00 1,00 34,00 12,00 37,50
4% 30 64,68 44,97 * * * * * * * *
DMA 4% 60 61,19 41,75 * * * * * * * *
4% 90 54,84 37,74 * * * * * * * *
4% 120 | 48,43 32,06 * 54,00 19,00 3,00 2,50 41,00 13,00 21,50
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Fortsetzung

Kryo- Veranderungen
Probe protek- PMOT  yjtalitat  vitalitat Normal
e (%] EosinB SYBR-14 Akro-
[%] [%] Kopf VB Schwanz
4% 0 62,59 36,34 * 73,00 22,50 2,00 1,00 23,00 18,50 33,00
4% 30 56,33 33,33 * * o o o o o o
DMSO 4% 60 51,32 29,97 * * S S 3 S 3 3
4% 90 47,66 25,79 * * S S 3 S 3 3
s 4% 120 | 42,75 24,00 * 5500 32,50 1,50 0,00 30,00 23,00 13,00
4% 0 19,14 4,67 * 66,00 32,50 0,00 0,50 11,00 21,00 35,00
4% 30 13,08 4,32 * * * * * * * *
Glyzerin 4% 60 11,38 2,58 * * * * * * * *
4% 90 8,74 1,18 * * * * * * * *
4% 120 7,55 0,00 * 1800 3650 0,50 0,00 14,50 29,50 19,00
(1:4) 0 70,65 61,78 82,00 8550 1850 3,00 1,00 25,50 9,50 42,50
(1:4) 30 68,95 60,39 * * & & & & o o
Lake  (1:4) 60 67,50 58,33 * * & & & & o o
(1:4) 90 64,77 54,67 * * & & & & o o
(1:4) 120 |6261 5355 7800 8,00 19,00 2,50 1,50 32,00 10,50 34,50
8% 0 69,44 59,22 * 79,00 18,00 0,00 0,50 18,50 17,50 45,50
8% 30 68,73 57,86 * * * * * * * *
DMA 8% 60 67,91 57,27 * * * * * * * *
8% 90 66,26 51,29 * * * * * * * *
56 8% 120 | 64,53 47,89 * 74,00 21,00 2,50 0,50 18,00 16,00 42,00
8% 0 65,56 45,61 * 76,00 22,50 2,00 1,00 23,00 18,50 33,00
8% 30 60,82 39,42 * * & & & & o o
DMSO 8% 60 56,46 38,06 * * o o o o o o
8% 90 54,35 35,42 * * o o o o o o
8% 120 | 51,89 33,90 * 5500 32,50 1,50 0,00 30,00 23,00 13,00
8% 0 4,19 091 * 21,00 43,50 1,00 1,00 9,50 22,00 23,00
8% 30 5,76 1,00 * * * * * * * *
Glyzerin 8% 60 0,00 0,00 * * * * * * * *
8% 90 0,00 0,00 * * * * * * * *
8% 120 0,00 0,00 * 9,00 47,00 1,00 1,50 16,00 2550 9,00
(1:4) 0 81,20 74,65 80,00 83,00 17,00 0,50 3,00 37,00 8,00 34,50
(1:4) 30 81,08 72,16 * * & & & & o o
Lake  (1:4) 60 70,82 58,21 * * & & & & o o
(1:4) 90 69,49 57,61 * * & & & & o o
(1:4) 120 | 6450 52,13 72,00 76,550 12,50 2,50 1,00 45,50 7,00 31,50
4% 0 76,52 48,52 * 79,50 18,00 1,00 0,50 36,50 10,50 33,50
4% 30 71,45 42,30 * * * * * * * *
DMA 4% 60 66,89 46,03 * * * * * * * *
4% 90 60,77 32,83 * * * * * * * *
o 4% 120 | 52,82 24,27 * 66,00 24,00 3,50 1,50 40,50 6,50 24,00
4% 0 71,85 45,37 * 7800 18,50 3,50 1,00 19,00 15,00 43,00
4% 30 63,19 43,11 * * o o & o o o
DMSO 4% 60 56,69 41,13 * * o o & o o o
4% 90 48,56 33,82 * * & & & & o o
4% 120 | 44,93 0,30 * 6500 21,50 2,00 0,00 25,50 16,50 34,50
4% 0 31,92 0,91 * 78,50 32,50 0,00 0,50 11,50 15,50 40,00
4% 30 538 0,00 * * * * * * * *
Glyzerin 4% 60 1,54 0,00 * * * * * * * *
4% 90 2,59 0,00 * * * * * * * *
4% 120 1,05 1,05 * 10,00 39,00 0,50 1,00 14,50 20,50 24,50
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Fortsetzung

Kryo- Zeit- ovoT - Veranderungen
Probe protek- Ck  punkt 5 Vitalitat  Vitalitat Normal
tivum Tl (%] EosinB SYBR-14
[%] [%] Kopf VB Schwanz
(1:4) 0 62,47 48,79 83,50 91,50 11,50 2,00 0,00 19,00 8,50 59,00
(1:4) 30 68,55 56,94 * * * * * * * *
Lake (1:4) 60 60,59 41,27 * * * * * * * *
(1:4) 90 59,15 48,82 * * * * * * * *
(1:4) 120 57,18 42,43 78,00 85,00 18,50 2,00 0,50 19,00 4,00 56,00
4% 0 61,95 43,32 * 88,00 20,50 0,00 1,00 13,00 25,50 40,00
4% 30 46,49 25,24 * * * * * * * *
DMA 4% 60 42,43 20,94 * * * * * * * *
4% 90 34,28 17,77 * * * * * * * *
58 4% 120 31,05 15,46 * 77,00 40,00 2,50 0,00 14,00 20,00 23,50
4% 0 47,19 30,76 * 68,00 29,00 3,50 2,00 20,00 13,00 32,50
4% 30 38,13 22,95 * * o o o 3 &3 &3
DMSO 4% 60 34,04 23,78 * * o o o 3 &3 &3
4% 90 33,03 16,43 * * o o o 3 &3 &3
4% 120 27,71 9,40 * 58,50 28,50 6,00 4,00 30,50 10,00 21,00
4% 0 7,51 4,64 * 60,00 39,50 0,00 0,50 7,50 15,00 37,50
4% 30 4,13 2,18 * * * * * * * *
Glyzerin 4% 60 2,59 1,05 * * * * * * * *
4% 90 2,65 1,05 * * * * * * * *
4% 120 0,00 0,00 * 7,50 43,50 1,00 1,00 12,50 19,00 23,00
(1:4) 0 67,64 58,79 77,00 82,00 17,50 3,50 1,00 19,50 13,00 45,50
(1:4) 30 63,30 53,78 * * o o o 3 & &
Lake (1:4) 60 59,46 44,89 * * * * * * * *
(1:4) 90 42,33 32,87 * * * * * * * *
(1:4) 120 47,76 37,50 68,50 75,00 25,50 1,00 0,00 15,50 10,50 47,50
12% 0 66,76 46,15 * 74,00 30,00 0,00 0,50 12,00 14,00 43,50
12% 30 61,88 42,44 * * * * * * * *
DMA 12% 60 59,24 41,88 * * * * * * * *
12% 90 55,00 30,57 * * * * * * * *
1 12% 120 49,48 26,99 * 57,50 38,00 2,50 0,00 12,00 15,50 32,00
12% 0 64,28 43,82 * 68,50 27,00 1,00 1,00 12,00 20,50 38,50
12% 30 64,78 49,71 * * * * * % . =
DMSO  12% 60 58,87 47,02 * * S S 2 S S S
12% 90 54,43 37,81 * * S S 2 S S S
12% 120 |5221 30,53 g 60,00 32,50 0,00 1,00 20,50 19,00 27,00
12% 0 1,00 0,00 * 18,00 43,50 2,50 1,00 9,00 23,50 20,50
12% 30 0,00 0,00 * * * * * * * *
Glyzerin  12% 60 1,00 0,00 * * * * * * * *
12% 90 0,00 0,00 * * * * * * * *
12% 120 0,00 0,00 * 9,00 46,00 3,00 2,50 13,50 30,00 5,00
(1:4) 0 80,38 75,07 85,00 89,50 12,00 1,50 2,50 30,00 2,50 51,50
(1:4) 30 84,11 74,88 * * & & e 3 & &
Lake  (1:4) 60 77,63 65,01 * * S S & & & &
(1:4) 90 69,93 60,48 * * S S 3 & & &
2 (1:4) 120 62,47 51,24 80,00 83,00 17,00 3,00 1,00 38,00 4,00 37,00
4% 0 67,17 53,07 * 86,00 20,00 4,50 1,00 19,00 12,50 43,00
4% 30 62,30 47,74 * * * * * * * *
DMA 4% 60 53,40 41,85 * * * * * * * *
4% 90 43,71 28,05 * * * * * * * *
4% 120 40,00 29,59 * 69,00 31,00 2,00 1,00 17,00 16,50 32,50
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Fortsetzung

Kryo-
protek-
tivum

Probe

PMOT  yitalitat

(%] Eosin B

[%]

Vitalitat
SYBR-14
[%]

Kopf

Akro-

Veranderungen

\':) Schwanz

Normal

4% 0 31,35 20,81 * 77,00 20,50 2,00 0,50 23,50 17,50 36,00

4% 30 40,84 26,40 * * < < 2 < i *

DMSO 4% 60 39,14 25,06 * * < < 2 < i i
4% 90 32,99 21,71 * * < < & < * *

> 4% 120 | 28,67 18,20 * 69,50 24,50 1,00 0,50 11,50 32,50 30,00
4% 0 0,00 0,00 * 12,00 3650 0,50 1,00 9,00 16,00 37,00

4% 30 0,00 0,00 * * * * * " M .
Glyzerin 4% 60 0,00 0,00 * * * * * * * *
1% 90 0,00 0'00 * * * * * * * *

4% 120 0,00 0,00 * 6,00 4400 0,00 1,50 10,00 17,50 27,00

(1:4) 0 74,81 64,18 79,00 8400 17,00 1,00 2,50 38,50 6,50 34,50

(1:4) 30 62,59 48,56 * * & & & & < <

Lake  (1:4) 60 48,14 33,34 * * & & & & < <
(1:4) 90 51,83 36,41 * * & & & & < <

(1:4) 120 | 45,88 33,70 65,00 69,00 13,00 2,50 1,00 45,50 6,50 31,50

12% 0 62,29 24,64 * 7500 36,00 0,00 1,00 8,50 18,00 36,50

12% 30 47,25 22,74 * * * * * * * *

DMA  12% 60 44,54 18,04 * * * * * * * *
12% 90 32,06 8,54 * * * * * * * *

. 12% 120 | 2536 7,30 * 56,00 48,00 1,00 1,00 11,50 24,00 14,50
12% 0 54,40 34,71 & 70,00 26,50 1,00 2,00 21,50 15,00 34,00

12% 30 43,08 24,59 * * & & o & < <

DMSO  12% 60 41,81 30,05 * * o o o o * *
12% 90 32,76 21,22 * * o o o o * *

12% 120 | 26,89 18,37 * 55,50 42,00 3,50 1,50 23,50 10,00 19,50

12% 0 0,00 0,00 * 5500 3500 1,00 2,00 12,00 22,50 27,50

12% 30 0,00 0,00 * * * * * * * *
Glyzerin  12% 60 0,00 0,00 * * * * * * * *
12% 90 0,00 0,00 * * * * * * * *

12% 120 0,00 0,00 * 2,00 46,00 1,50 1,50 13,00 29,00 9,00

(1:4) 0 84,46 77,12 8600 92,00 13,50 1,50 2,00 28,00 3,50 51,50

(1:4) 30 83,49 77,45 * * o o & o * *

Lake  (1:4) 60 82,70 75,79 * * o o o o < <
(1:4) 90 82,29 75,50 * * o o o o < <

(1:4) 120 | 8069 62,48 8500 89,50 14,50 3,00 1,50 37,50 4,50 39,00

8% 0 71,25 49,39 * 7500 14,50 1,00 0,50 39,50 9,00 35,50

8% 30 67,22 47,55 * * * * * * * *

DMA 8% 60 60,26 40,05 * * * * * * * *
8% 90 52,38 34,45 * * * * * * * *

n 8% 120 | 48,77 29,97 * 69,00 19,00 3,00 1,50 35,00 12,00 29,50
8% 0 71,72 56,17 * 73,00 30,00 0,00 0,50 12,50 18,00 39,00

8% 30 65,09 51,83 * * & & & & < <

DMSO 8% 60 64,29 43,95 * * 2 2 o 2 < =
8% 90 62,04 41,55 * * & & & & = <

8% 120 | 59,43 36,50 * 64,00 40,00 3,50 0,00 15,50 12,50 28,50

8% 0 3,28 0,00 * 21,00 3550 2,50 1,00 9,00 24,50 27,50

8% 30 0,00 0,00 * * * * * * * *
Glyzerin 8% 60 0,00 0,00 * * * * * * * *
8% 90 0,00 0,00 * * * * * * * *

8% 120 0,00 0,00 * 10,00 47,50 0,00 1,50 9,00 30,00 12,00
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Fortsetzung

- it- Verdnderungen
Probe pI:(r)ZZk- ck pzjr:tkt P'\fOT Vitalitat  Vitalitat Normal
tivum Tl (%] EosinB  SYBR-14 Akro-
[%] [%] VB Schwanz
(1:4) 0 77,45 67,85 9400 9600 750 0,50 1,00 21,00 6,00 64,00
(1:4) 30 80,62 74,08 * * < < 2 < i *
Lake  (1:4) 60 78,68 67,95 * * o o 2 < i i
(1:4) 90 73,98 66,87 * * o o 2 < 2 2
(1:4) 120 | 70,85 5294 9300 9450 11,50 1,00 0,00 32,00 6,50 49,00
12% 0 41,99 19,25 * 87,00 31,00 200 1,00 14,50 17,00 34,50
12% 30 36,14 19,89 * * * * * * * *
DMA  12% 60 3512 13,88 * * * * * * * *
12% 90 32,33 11,38 * * * * * * * *
5 12% 120 | 2881 8,15 * 62,00 42,00 1,50 0,00 14,50 21,00 21,00
12% 0 44,70 27,36 S 88,00 3550 0,50 0,50 8,50 18,50 36,50
12% 30 45,89 28,60 * * & & & & < <
DMSO  12% 60 3599 21,39 * * & & & & < <
12% 90 33,83 16,95 * * & & & & < <
12% 120 | 30,65 8,79 S 61,50 46,50 1,00 1,00 11,50 24,50 15,50
12% 0 0,00 0,00 * 29,00 3550 2,00 2,00 12,00 26,00 22,50
12% 30 0,00 0,00 * * * * * * * *
Glyzerin = 12% 60 0,01 0,00 * * * * * * * *
12% 90 0,00 0,00 * * * * * * * *
12% 120 0,00 0,00 * 300 41,50 2,50 2,00 13,00 33,50 7,50
(1:4) 0 81,53 76,25 8250 84,50 11,50 1,00 0,00 19,00 6,50 62,00
(1:4) 30 74,17 62,59 * * & & o & < <
Lake  (1:4) 60 71,56 61,32 * * o o o * * *
(1:4) 90 69,60 59,01 * * o o o * * *
(1:4) 120 | 6577 4943 7600 80,00 19,00 1,00 1,00 21,00 3,00 55,00
8% 0 69,07 46,83 * 84,00 800 250 0,00 31,00 7,50 51,00
8% 30 67,82 43,25 * * * * * * * *
DMA 8% 60 62,42 40,97 * * * * * * * *
8% 90 53,35 37,14 * * * * * * * *
. 8% 120 | 51,56 32,99 * 78,50 10,00 1,00 2,00 38,50 12,00 36,50
8% 0 67,18 46,29 * 8500 19,00 3,50 1,00 21,50 19,50 35,50
8% 30 61,71 43,56 * * o o & * * *
DMSO 8% 60 50,08 33,32 * * o o o o < <
8% 90 42,38 28,22 * * o o o o < <
8% 120 | 40,85 27,75 * 70,50 27,00 2,00 0,00 29,00 15,50 26,50
8% 0 1,98 0,65 * 43,00 3500 1,50 1,50 12,00 25,50 24,50
8% 30 0,00 0,00 * * * * * * * *
Glyzerin 8% 60 0,00 0,00 * * * * * * * *
8% 90 0,00 0,00 * * * * * * * *
8% 120 0,00 0,00 * 12,00 4500 2,00 0,50 15,00 23,50 14,00
(1:4) 0 71,68 4565 8550 81,00 14,50 0,50 3,00 38,50 7,00 36,50
(1:4) 30 78,29 54,65 * * & & & & < <
Lake  (1:4) 60 73,83 53,38 * * & & & & & <
(1:4) 90 69,74 51,32 * * 2 2 o 2 = =
> (1:4) 120 | 63,41 41,71 67,00 72,50 13,50 3,00 1,50 44,50 6,50 31,00
12% 0 44,02 16,85 * 78,00 33,50 3,00 1,00 12,50 17,00 33,00
12% 30 44,05 10,28 * * * * * * * *
DMA  12% 60 41,89 10,33 * * * * * * * *
12% 90 36,08 9,64 * * * * * * * *
12% 120 | 3583 9,19 * 60,50 33,00 2,50 2,00 20,50 18,00 24,00
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Fortsetzung

Kryo- Zeit- ovoT - Veranderungen
Probe protek- Ck  punkt 5 Vitalitat  Vitalitat Normal
tivum Tl (%] EosinB  SYBR-14 Akro-
[%] [%] Kopf VB Schwanz
12% 0 53,72 27,87 & 77,50 30,00 0,00 1,50 21,00 12,50 35,00
12% 30 31,68 23,13 * * o o o o o o
DMSO  12% 60 39,71 16,85 * * i i 2 S 2 &
12% 90 38,20 19,10 * * o o o o o o
s 12% 120 | 36,35 18,02 o 59,00 40,50 2,00 0,50 23,50 11,00 22,50
12% 0 3,11 2,11 * 2500 50,00 1,50 0,50 23,00 13,50 11,50
12% 30 1,11 0,00 * * * * * * * *
Glyzerin  12% 60 0,00 0,00 * * * * * * * *
12% 90 0,00 0,00 * * * * * * * *
12% 120 0,00 0,00 * 4,00 49,50 2,00 0,00 19,00 21,50 8,00
(1:4) 0 81,19 71,93 9350 9500 14,00 3,50 0,00 20,00 12,50 50,00
(1:4) 30 81,22 74,74 * * & & & & < <
Lake  (1:4) 60 79,04 72,24 * * & & & & < <
(1:4) 90 75,63 65,23 * * & & & & < <
(1:4) 120 | 7285 62,88 90,00 91,50 20,50 2,50 0,00 23,50 8,50 45,00
8% 0 59,57 44,59 * 78,50 19,00 0,50 1,00 27,50 6,00 46,00
8% 30 56,16 41,93 * * * * * * * *
DMA 8% 60 57,52 44,88 * * * * * * * *
8% 90 52,35 37,49 * * * * * * * *
. 8% 120 | 48,12 33,18 * 70,00 16,50 1,00 0,00 32,00 12,00 38,50
8% 0 44,50 37,85 * 66,00 29,00 1,00 1,00 20,50 16,00 32,50
8% 30 47,09 41,23 * * & & o & < <
DMSO 8% 60 42,89 33,88 * * o o o o * *
8% 90 39,32 30,10 * * o o o o * *
8% 120 | 38,41 27,15 * 56,50 34,50 1,50 0,00 27,50 22,00 14,50
8% 0 1,52 0,00 * 20,00 41,00 1,50 1,00 11,00 25,00 20,50
8% 30 0,69 0,00 * * * * * * * *
Glyzerin 8% 60 1,19 0,00 * * * * * * * *
8% 90 0,00 0,00 * * * * * * * *
8% 120 0,00 0,00 * 500 46,00 2,00 2,50 14,50 30,00 5,00
(1:4) 0 70,28 61,95 8700 93,50 7,00 1,00 1,00 25,00 6,00 59,50
(1:4) 30 67,81 61,22 * * o o & o * *
Lake  (1:4) 60 62,34 56,00 * * i * * * * *
(1:4) 90 56,80 50,18 * * o o o o < <
(1:4) 120 | 5432 4705 7800 8600 800 1,00 0,00 28,00 10,50 52,50
4% 0 67,39 45,30 * 70,50 21,00 3,00 1,00 17,00 11,50 46,50
4% 30 62,60 41,40 * * * * * * * *
DMA 4% 60 59,25 33,32 * * * * * * * *
4% 90 55,41 28,01 * * * * * * * *
g 4% 120 | 48,43 23,49 * 64,00 34,00 1,00 1,50 15,00 15,00 33,50
4% 0 53,57 45,65 * 79,00 16,50 3,50 1,00 19,00 14,50 45,50
4% 30 52,66 39,23 * * & & & & < <
DMSO 4% 60 50,63 39,59 * * & & & & & &
4% 90 48,84 37,03 * * & & & & < <
4% 120 | 45,85 31,52 * 66,00 24,50 2,00 0,00 25,50 16,00 32,00
4% 0 21,88 8,05 * 5500 26,00 2,50 1,00 10,50 24,00 36,00
4% 30 19,78 9,22 * * * * * * * *
Glyzerin 4% 60 16,26 5,82 * * * * * * * *
4% 90 11,08 4,19 * * * * * * * *
4% 120 7,86 3,33 * 40,00 34,50 2,00 1,00 14,50 20,50 27,50
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Fortsetzung

Kryo-
protek-
tivum

Probe

Ck

Zeit-
punkt
[min]

PMOT  yitalitat

(%] Eosin B

[%]

Vitalitat
SYBR-14
[%]

Kopf

Veranderungen

\':) Schwanz

Normal

(1:4) 0 79,63 74,17 82,50 87,00 19,00 3,50 1,00 15,00 16,00 45,50

(1:4) 30 71,30 59,52 * * < < o < < <

Lake  (1:4) 60 71,15 60,50 * * < < o < < <
(1:4) 90 67,25 56,22 * * < < o < < <

(1:4) 120 62,89 52,22 79,00 82,00 24,00 1,00 0,00 18,50 11,00 45,50

8% 0 66,75 58,13 * 82,00 10,50 1,00 3,50 34,50 15,00 35,50

8% 30 67,13 61,39 * * * * * * * *

DMA 8% 60 60,78 55,97 * * * * * * * *
8% 90 58,92 50,53 * * * * * * * *

" 8% 120 54,52 47,88 * 68,00 20,00 2,50 1,00 32,50 19,00 25,00
8% 0 67,42 47,53 * 80,00 21,50 0,00 0,00 11,00 23,50 44,00

8% 30 67,79 39,99 * * i i < i < <

DMSO 8% 60 57,91 34,05 * * o o o o & &
8% 90 52,32 33,05 * * o o o o & &

8% 120 50,32 26,83 * 68,00 37,50 2,50 0,00 13,50 19,50 27,00

8% 0 20,08 10,21 * 61,00 30,50 0,00 0,50 8,50 21,00 39,50

8% 30 16,38 5,07 * * * * * * * *
Glyzerin 8% 60 8,43 3,07 * * * * * * * *
8% 90 8,34 3,40 * * * * * * * *

8% 120 7,26 2,93 * 12,00 38,00 1,00 1,00 12,50 24,00 23,50

(1:4) 0 81,98 77,00 87,50 94,00 12,00 3,50 0,00 18,50 13,50 52,50

(1:4) 30 79,78 70,03 * * & & < & i i

Lake  (1:4) 60 74,23 62,02 * * & & < & i i
(1:4) 90 69,16 60,02 * * & & < & i i

(1:4) 120 64,42 50,57 79,00 81,50 12,00 3,00 0,00 22,50 12,00 50,50

4% 0 71,22 60,71 * 81,50 21,50 0,50 0,50 20,50 17,00 40,00

4% 30 68,57 57,88 * * * * * * * *

DMA 4% 60 60,69 50,73 * * * * * * * *
4% 90 53,56 42,56 * * * * * * * *

ad 4% 120 51,95 41,52 * 67,50 29,50 2,00 0,50 14,00 20,50 33,50
4% 0 67,11 53,82 * 78,00 28,00 0,00 1,00 8,50 14,00 48,50

4% 30 65,18 55,27 * * g g < g 3 3

DMSO 4% 60 60,51 49,43 * * o o g o < <
4% 90 56,64 48,14 * * o o g o < <

4% 120 53,95 44,98 * 64,00 31,50 1,50 2,00 12,50 20,00 32,50

4% 0 8,51 5,58 * 23,50 40,50 2,50 1,00 10,50 18,00 27,50

1% 30 4,79 2,29 * * * * * * * *
Glyzerin 4% 60 4,33 0,91 * * * * * * * *
4% 90 1,82 0,00 * * * * * * * *

4% 120 1,25 0,00 * 9,00 4750 2,00 2,50 12,50 23,50 12,00

(1:4) 0 80,11 75,32 89,00 90,00 11,50 1,00 2,50 27,50 6,00 51,50

(1:4) 30 78,73 71,72 * * o o g o < <

Lake  (1:4) 60 77,35 71,54 * * g g < g 3 3
(1:4) 90 72,22 64,21 * * g g & g & &

- (1:4) 120 69,16 61,69 82,00 86,00 14,50 3,00 1,00 38,50 5,00 38,00
8% 0 70,64 63,91 * 84,00 2850 1,00 0,00 22,50 6,50 41,50

8% 30 69,50 59,95 * * * * * * * *

DMA 8% 60 67,14 56,47 * * * * * * * *
8% 90 66,59 55,58 * * * * * * * *

8% 120 64,48 50,63 * 7800 31,50 1,00 1,00 20,00 13,00 33,50
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Kryo- Veranderungen
Probe  proteks PMOT  yialitat  Vitalitat Normal
tivum (%] EosinB SYBR-14 Akro-
[%] [%] Kopf VB Schwanz
8% 0 70,91 60,94 * 77,00 26,50 2,00 0,50 16,00 17,00 38,00
8% 30 68,65 59,54 * * o o o o o o
DMSO 8% 60 67,04 57,46 * = * * * * * *
8% 90 66,85 54,66 * * o o o o o o
1 8% 120 | 63,81 50,05 * 72,00 30,50 1,00 0,50 15,50 31,00 21,50
8% 0 567 2,67 * 64,50 39,00 2,00 0,50 17,50 16,50 24,50
8% 30 2,86 2,29 * * * * * * * *
Glyzerin 8% 60 3,56 1,38 * * * * * * * *
8% 90 0,65 0,00 * * * * * * * *
8% 120 0,00 0,00 * 7,00 4150 1,00 1,00 19,50 19,00 18,00
(1:4) 0 74,15 69,80 83,00 8550 17,00 2,50 1,00 22,00 12,50 45,00
(1:4) 30 71,15 65,70 * * © © o & o o
Lake  (1:4) 60 66,03 59,33 * * o o o o o o
(1:4) 90 65,06 57,25 * * o o o o o o
(1:4) 120 | 6034 4907 7300 77,50 18,550 1,00 0,00 17,50 14,50 48,50
12% 0 63,87 58,36 * 72,50 27,00 1,00 0,50 16,00 21,50 34,00
12% 30 60,54 52,21 * * * * * * * *
DMA  12% 60 57,53 47,82 * * * * * * * *
12% 90 50,25 40,24 * * * * * * * *
0@ 12% 120 | 45,80 30,26 * 60,00 16,50 2,50 0,00 24,50 28,00 28,50
12% 0 57,71 50,06 o 65550 36,00 0,50 1,00 12,50 18,50 31,50
12% 30 50,67 42,72 * o * * * o o *
DMSO  12% 60 48,70 36,19 * * o o & o o o
12% 90 43,43 32,94 * * o o & o o o
12% 120 | 41,43 26,29 @ 59,00 37,00 1,00 1,00 20,50 25,00 15,50
12% 0 1,29 0,65 * 20,00 42,50 1,50 1,00 13,00 30,50 11,50
12% 30 2,71 0,67 * * * * * * * *
Glyzerin  12% 60 0,63 0,00 * * * * * * * *
12% 90 1,38 0,00 * * * * * * * *
12% 120 0,00 0,00 * 4,00 47,50 1,50 1,00 14,00 31,50 4,50
(1:4) 0 78,03 72,20 8300 8,00 650 2,00 1,00 23,00 6,00 61,50
(1:4) 30 75,02 68,09 * * @ @ & & & &
Lake  (1:4) 60 69,47 62,56 * 3 * * * * * *
(1:4) 90 67,32 61,07 * * o o o & o o
(1:4) 120 | 6417 5712 7800 83,50 11,00 1,00 0,00 28,00 9,50 50,50
4% 0 55,28 48,37 * 78,00 22,50 3,50 1,00 22,00 13,00 38,00
4% 30 53,01 46,25 * * * * * * * *
DMA 4% 60 47,07 39,81 * * * * * * * *
4% 90 41,04 30,29 * * * * * * * *
4% 120 | 37,38 28,00 * 66,00 30,50 2,00 0,00 26,00 18,00 23,50
14 4% 0 45,47 36,73 * 7550 21,50 0,00 0,00 21,00 19,00 38,50
4% 30 41,57 32,16 * * o o o & o o
DMSO 4% 60 40,17 29,45 * * o o o & o o
4% 90 33,29 24,40 * * & & & & o o
4% 120 | 30,54 19,60 * 69,00 37,50 2,50 0,00 13,50 15,00 31,50
4% 0 26,02 19,88 * 5500 36,00 2,00 2,00 11,50 14,50 34,00
4% 30 23,67 16,00 * * * * * * * *
Glyzerin 4% 60 22,38 14,07 * * * * * * * *
4% 90 20,37 11,73 * * * * * * * *
4% 120 | 14,33 8,50 * 40,00 3650 1,50 1,50 13,00 24,50 23,00
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Kryo- Zeit- MOT - - Veranderungen
Probe protek- Ck  punkt 5 Vitalitdt  Vitalitat Normal
e [min] (%] EosinB SYBR-14
[%] [%] Kopf VB Schwanz
(1:4) 0 79,06 74,34 84,50 87,00 19,00 4,50 0,50 28,00 9,50 38,50
(1:4) 30 77,68 72,19 * * © © & © & &
Lake  (1:4) 60 72,57 67,21 * * < < o < < <
(1:4) 90 67,13 58,15 * * o o & o & &
(1:4) 120 | 61,71 49,16 80,00 85,00 22,50 2,00 0,50 31,00 10,00 34,00
8% 0 69,06 61,11 * 81,50 22,50 5,00 0,00 24,00 11,50 37,00
8% 30 67,87 59,26 * * * * * * * *
DMA 8% 60 61,15 54,07 * * * * * * * *
8% 90 52,57 46,78 * * * * * * * *
5 8% 120 | 45,43 41,76 * 74,00 13,50 1,50 0,00 27,50 11,00 46,50
8% 0 65,46 56,47 * 83,00 30,50 0,50 0,50 8,50 19,50 40,50
8% 30 62,52 54,94 * * * * * % % .
DMSO 8% 60 52,01 45,47 < < * * * * * *
8% 90 47,47 39,24 * * o o < o < <
8% 120 | 41,18 33,43 & 72,50 38,50 1,00 1,00 12,50 21,50 25,50
8% 0 9,31 4,44 * 22,00 39,00 0,50 1,00 9,50 18,00 32,00
8% 30 432 2,16 * * * * * * * *
Glyzerin 8% 60 2,44 1,33 * * * * * * * *
8% 90 1,54 0,00 * * * * * * * *
8% 120 0,00 0,00 * 11,00 49,00 0,00 1,50 10,00 23,00 16,50
(1:4) 0 83,39 76,16 92,00 93,00 15,00 0,50 2,50 38,50 8,50 35,00
(1:4) 30 82,72 77,36 * * © © < © < <
Lake (1:4) 60 78,62 72,81 * * o o o o < <
(1:4) 90 75,12 67,17 * * 5 5 S 5 S S
(1:4) 120 | 70,45 61,25 89,00 88,00 16,00 2,50 2,00 42,50 550 31,50
12% 0 48,16 41,78 * 87,00 28,50 1,00 0,50 17,00 23,00 30,00
12% 30 45,01 39,76 * * * * * * * *
DMA 12% 60 42,25 36,74 * * * * * * * *
12% 90 36,89 28,37 * * * * * * * *
16 12% 120 | 30,82 25,66 * 62,00 30,50 1,00 1,00 21,00 17,50 29,00
12% 0 46,33 39,50 o 84,00 20,50 0,00 0,00 12,50 20,50 46,50
12% 30 43,85 37,36 * * 3 3 S 3 S S
DMSO  12% 60 38,32 32,61 * * 3 3 2 3 2 2
12% 90 33,87 26,43 * * 3 3 2 3 2 2
12% 120 | 30,19 22,99 o 59,00 34,00 2,50 0,50 17,50 20,50 25,00
12% 0 0,00 0,00 * 61,00 30,00 2,50 0,50 9,00 24,00 34,00
12% 30 0,00 0,00 * * * * * * * *
Glyzerin  12% 60 0,00 0,00 * * * * * * * *
12% 90 0,00 0,00 * * * * * * * *
12% 120 0,00 0,00 * 12,50 37,00 4,50 0,50 12,00 3500 11,00
(1:4) 0 73,78 69,89 86,00 88,50 650 2,50 0,00 31,00 550 54,50
(1:4) 30 79,06 74,33 * * & & < & < <
Lake  (1:4) 60 73,51 65,84 * * 2 2 o 2 < <
(1:4) 90 65,02 52,93 * * 2 2 o 2 < <
i (1:4) 120 | 58,26 42,66 80,50 82,00 10,00 1,00 2,00 38,50 9,00 39,50
4% 0 53,29 46,07 * 69,00 21,50 2,00 1,00 21,00 17,00 37,50
4% 30 44,18 37,42 * * * * * * * *
DMA 4% 60 40,98 30,90 * * * * * * * *
4% 90 36,59 26,82 * * * * * * * *
4% 120 | 33,88 21,31 * 63,50 24,00 1,50 0,00 28,00 19,50 27,00
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Fortsetzung

Kryo-
protek-
tivum

Probe

DMSO

17

Glyzerin

4% 0
4% 30
4% 60
4% 90
4% 120
4% 0
4% 30
4% 60
4% 90
4% 120

PMOT  yitalitat

[%]

50,48
47,75
42,29
39,26
36,32
31,76
27,97
21,45
17,09
14,86

44,06
39,77
32,75
31,07
29,25
18,20
13,68
9,15
7,48
6,91

Eosin B
[%]

*

Vitalitat
SYBR-14
[%]
72,00 20,00

g *

g *

& *
62,00 32,00
48,00 33,50

* *

* *

* *
36,50 36,00

1,00
1,00

*
*

*

1,00

Verdanderungen

VB

1,00
2,00

*
*

*

2,00

Schwanz

16,00
12,00

*
*

*

12,50

14,50
23,50

28,00

Normal

35,50
28,00

20,50

Konzentration (C¢); Gesamtmotilitdt (MOT); Vorwartsmotilitat (PMOT); Verbindungsstiick (VB)

9.6.3 Evaluierung der Kiihlrate

Tabelle 30: Detaillierte Ergebnisdarstellung ausgewahlter Spermaparameter von Nymphensittichen vor und

nach dem Einfrieren mit verschiedenen Kihlraten im Zuge der der Kihlratenevaluiertung (n =31)

K1

K2

K3

K4

K5

K6

K7

lang-
sam

K8

K9

K10

K11

K12

K13

K14

K15

Zeitpunkt [min]

vor Einfrieren
nach Auftauen
vor Einfrieren
nach Auftauen
vor Einfrieren
nach Auftauen
vor Einfrieren
nach Auftauen
vor Einfrieren
nach Auftauen
vor Einfrieren
nach Auftauen
vor Einfrieren
nach Auftauen
vor Einfrieren
nach Auftauen
vor Einfrieren
nach Auftauen
vor Einfrieren
nach Auftauen
vor Einfrieren
nach Auftauen
vor Einfrieren
nach Auftauen
vor Einfrieren
nach Auftauen
vor Einfrieren
nach Auftauen
vor Einfrieren
nach Auftauen

MOT
[%]

77,29
22,45
79,38
9,38
52,94
23,66
64,91
30,52
79,91
39,35
79,15
37,39
65,98
30,24
74,19
11,80
49,24
11,04
83,75
17,28
93,56
18,06
76,79
5,22
69,17
26,22
53,47
11,83
70,36
38,47

56,90
7,35
72,33
2,87
22,62
2,87
18,21
8,67
66,86
13,84
58,12
17,92
51,96
16,64
65,53
6,43
27,00
7,69
69,69
7,98
85,47
9,06
61,09
2,51
54,19
16,02
22,67
7,83
41,50
32,82

Vitalitat
SYBR-14
(%] Kopf
77,5 11,50
48,5 23,00
86,5 22,50
21 21,50
80 18,00
27 25,50
78,5 28,50
57 33,50
82 14,50
37 20,50
81,5 10,50
42 21,50
81,5 8,00
37,5 12,50
86,5 19,00
25 20,00
79,5 20,50
23,5 24,50
78 26,50
27,5 33,50
93,5 10,50
34 20,50
86 19,50
13 29,50
85,5 9,00
1,5 18,00
60,5 17,00
17 28,00
72,5 11,00
36 19,00

som
1,00
0,50
5,00
1,50
0,00
2,50
1,00
1,00
1,00
3,00
1,00
2,50
2,50
1,00
0,50
1,00
5,00
1,50
1,00
1,00
1,00
2,50
0,50
2,00
2,50
1,00
5,00
2,00
1,00
3,00

Veranderungen [%]
Akro-

VB
2,50
1,00
0,00
0,00
0,50
0,50
0,00
1,00
0,50
1,50
3,50
1,00
0,00
2,00
1,00
0,00
0,00
0,00
0,00
1,00
3,50
1,00
0,50
0,50
0,00
2,00
0,50
1,50
2,50
2,00

Schwanz  Multipel
29,00 8,50
33,50 11,50
24,00 11,50
27,50 10,50
18,50 17,50
18,00 16,00
22,50 6,50
20,00 13,00
39,50 9,00
35,00 12,00
34,50 15,00
32,50 19,00
31,00 7,50
38,50 12,00
27,50 6,00
32,00 12,00
24,00 15,50
27,50 17,00
27,00 7,00
21,00 13,50
34,50 15,00
32,50 19,00
20,00 16,00
26,00 21,00
30,00 10,50
37,00 13,50
26,00 18,50
25,50 14,00
34,50 17,00
32,50 19,50

Normal

47,50
30,50
37,00
39,00
45,50
37,50
41,50
31,50
35,50
28,00
35,50
23,50
51,00
34,00
46,00
35,00
35,00
29,50
38,50
30,00
35,50
24,50
43,50
21,00
48,00
28,50
33,00
29,00
34,00
24,00
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Fortsetzung

Vitalitdt Veranderungen [%]
Zeitpunkt [min] SYBR-14 Akro-

(%] Kopf  som VB Schwanz  Multipel  Normal

QF1 vor Einfrieren 44,50 37,85 66,00 30,50 0,00 0,50 13,50 7,00 48,50
nach Auftauen 4,77 0,80 17,00 47,00 3,50 0,00 14,00 22,00 13,50

QF2 vor Einfrieren 57,00 53,82 70,50 35,50 0,50 0,50 8,50 18,50 36,50
nach Auftauen 3,46 1,75 13,50 49,00 1,00 1,00 11,50 28,50 9,00

aF3 vor Einfrieren 78,57 58,11 68,00 15,50 4,50 0,00 23,00 19,00 38,00
nach Auftauen 0,95 0,00 1,50 26,00 1,00 1,00 18,00 28,00 26,00

aFa vor Einfrieren 77,86 56,45 71,00 21,50 1,00 0,50 20,00 16,00 41,00
nach Auftauen 0,71 0,00 1,00 35,00 0,50 1,50 23,50 22,50 17,00

QFé vor Einfrieren 27,64 1,40 78,00 35,50 0,50 0,50 8,50 18,50 36,50
nach Auftauen 0,00 0,00 14,50 30,50 1,50 1,50 22,00 36,00 8,50

QF7 vor Einfrieren 28,35 5,32 81,00 30,00 0,00 1,50 21,00 12,50 35,00
schnell nach Auftauen 0,00 0,00 12,00 39,50 1,00 1,00 27,50 23,00 8,00

aFs vor Einfrieren 59,34 47,90 73,00 30,50 0,50 0,50 8,50 19,50 40,50
nach Auftauen 4,48 1,58 15,00 40,50 1,00 1,00 12,50 26,00 19,00

QF9 vor Einfrieren 58,79 46,20 62,00 30,00 0,00 0,50 12,50 18,00 39,00
nach Auftauen 6,42 2,11 10,00 44,50 3,50 0,00 15,50 28,00 8,50

QF10 vor Einfrieren 1,52 0,00 20,00 45,00 0,50 1,00 9,00 20,00 24,50
nach Auftauen 0,00 0,00 3,00 44,00 1,00 1,00 9,50 23,00 21,50

QF11 vor Einfrieren 1,29 0,00 18,00 52,50 3,00 0,50 8,00 20,50 15,50
nach Auftauen 0,00 0,00 1,00 47,00 0,50 1,50 16,50 25,50 9,50

QF12 vor Einfrieren 1,03 0,00 53,00 35,00 1,00 2,00 12,00 22,50 27,50
nach Auftauen 0,00 0,00 0,50 50,00 1,50 0,50 23,00 14,50 10,50

QF13 vor Einfrieren 0,65 0,00 29,00 35,50 2,00 2,00 12,00 26,00 22,50
nach Auftauen 0,00 0,00 1,00 51,00 2,00 0,00 19,00 21,5 6,50

Vi vor Einfrieren 96,30 89,58 92,50 17,50 0,00 1,00 9,50 20,00 52,00
nach Auftauen 0,00 0,00 0,50 47,00 1,00 1,50 16,00 25,50 9,00

V2 vor Einfrieren 91,43 84,21 89,00 23,50 3,00 0,50 10,00 9,50 53,50
nach Auftauen 0,00 0,00 0,50 51,00 3,00 1,50 8,50 21,50 14,50

& vor Einfrieren 65,86 38,70 79,00 22,00 1,00 2,00 12,00 16,50 46,50
nach Auftauen 0,56 0,00 1,50 46,00 1,50 1,50 13,00 29,00 9,00

va vor Einfrieren 80,82 67,61 87,50 39,00 1,00 1,00 9,50 20,00 29,50
Vitrifi- nach Auftauen 0,91 0,00 0,88 47,00 1,00 1,50 16,00 25,50 9,00

V5 kation vor Einfrieren 89,94 84,90 89,00 22,50 1,00 1,50 15,00 16,00 44,00
nach Auftauen 0,00 0,00 0,50 33,50 0,50 1,00 18,50 27,00 19,50

V6 vor Einfrieren 92,83 86,72 95,50 5,50 2,50 0,50 26,00 5,50 60,00
nach Auftauen 0,00 0,00 0,00 46,00 2,00 0,00 22,00 14,00 16,00

V7 vor Einfrieren 83,46 73,59 89,50 23,50 3,00 0,50 8,00 17,50 47,50
nach Auftauen 0,00 0,00 0,75 53,50 3,00 1,50 8,50 24,50 9,00

V8 vor Einfrieren 80,78 70,03 87,00 32,50 1,50 0,50 20,00 8,50 37,00
nach Auftauen 0,53 0,00 0,88 49,50 2,00 0,00 19,00 21,50 8,00

Gesamtmotilitdt (MOT); Vorwartsmotilitat (PMOT), Verbindungsstiick (VB)
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9.6.4 Evaluierung der Auftaumethoden nach Vitrifikation

Tabelle 31: Detaillierte Ergebnisdarstellung ausgewahlter Spermaparameter von Nymphensittichen vor und

nach dem Auftauen mit verschiedenen Auftaumethoden im Zuge der der Auftaumethodenevaluierung (n = 28)

Vitalitat SYBR-14

Auftaumethode Zeitpunkt [min] MOT [%] PMOT [%] %]

vor Einfrieren 65,86 38,70 79,00

! nach Auftauen 0,56 0,00 1,50

vor Einfrieren 80,82 67,61 87,50

2 nach Auftauen 0,00 0,00 1,00
4 °C Wasserbad

vor Einfrieren 83,46 73,59 89,50

} nach Auftauen 0,00 0,00 1,00

vor Einfrieren 80,78 70,03 87,00

! nach Auftauen 0,00 0,00 1,00

vor Einfrieren 96,30 89,58 92,50

! nach Auftauen 0,00 0,00 0,50

vor Einfrieren 91,43 84,21 89,00

2 nach Auftauen 0,00 0,00 0,00
37 °C Wasserbad

vor Einfrieren 89,94 84,90 89,00

3 nach Auftauen 0,00 0,00 0,50

vor Einfrieren 92,83 86,72 95,50

N nach Auftauen 0,00 0,00 0,00

1 vor Einfrieren 96,30 89,58 92,50

nach Auftauen 0,00 0,00 0,00

5 vor Einfrieren 91,43 84,21 89,00

Raumtemperatur nach Auftauen 0,00 0,00 100

3 vor Einfrieren 89,94 84,90 89,00

nach Auftauen 0,00 0,00 0,00

. vor Einfrieren 92,83 86,72 95,50

nach Auftauen 0,00 0,00 0,00

1 vor Einfrieren 96,30 89,58 92,50

nach Auftauen 0,00 0,00 0,50

) vor Einfrieren 91,43 84,21 89,00

37 °C Brutschrank EEn AT 0,00 0,00 0.0

3 vor Einfrieren 89,94 84,90 89,00

nach Auftauen 0,00 0,00 0,50

4 vor Einfrieren 92,83 86,72 95,50

nach Auftauen 0,00 0,00 0,00
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Fortsetzung

Auftaumethode

Zeitpunkt [min]

MOT [%]

PMOT [%]

Vitalitat SYBR-14
[%]

nach Auftauen

vor Einfrieren 65,86 38,70 79,00

nach Auftauen 0,00 0,00 0,50

vor Einfrieren 80,82 67,61 87,50

4 °C + Raumtemperatur AT 000 0,00 1,00
vor Einfrieren 83,46 73,59 89,50

nach Auftauen 0,00 0,00 1,00

vor Einfrieren 80,78 70,03 87,00

nach Auftauen 0,00 0,00 1,00

vor Einfrieren 65,86 38,70 79,00

nach Auftauen 1,40 0,71 1,00

vor Einfrieren 80,82 67,61 87,50

4°C+37°C nach Auftauen 0,91 0,00 1,50
vor Einfrieren 83,46 73,59 89,50

nach Auftauen 0,00 0,00 1,00

vor Einfrieren 80,78 70,03 87,00

nach Auftauen 0,53 0,00 1,00

vor Einfrieren 85,72 78,56 93,50

nach Auftauen 0,00 0,00 0,50

vor Einfrieren 85,72 78,56 93,50

Vit Kit® Thaw nach Auftauen 0,56 0,00 1,00
vor Einfrieren 85,72 78,56 93,50

nach Auftauen 0,00 0,00 1,50

vor Einfrieren 85,72 78,56 93,50

0,00 0,00 1,00

Gesamtmotilitat (MOT); Vorwartsmotilitat (PMOT)
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9.6.5 Transmissionselektronenmikroskopie

Tabelle 32: Vorkommen von Plasmamembranveranderungen von Nymphensittichspermien vor der

Kryokonservierung (n = 25) und nach dem Auftauen (n = 25) in vier transmissionselektronenmikroskopisch

untersuchten Spermienabschnitten (Akrosom, Kopf, Verbindungssttiick, Schwanz)

Veranderung vor Kryokonservierung Veranderung nach Kryokonservierung
Membran- Membran-
abschnitt abschnitt

1 nein nein nein nein 1 nein ja nein nein
2 nein nein nein nein 2 nein ja ja nein
3 nein nein nein nein 3 nein ja nein nein
4 nein ja nein nein 4 ja nein nein nein
5 nein nein ja nein 5 ja nein ja nein
6 nein nein nein nein 6 nein nein nein ja

7 ja nein nein nein 7 nein ja nein nein
8 nein ja nein nein 8 nein ja nein nein
9 nein nein nein nein 9 nein ja nein nein
10 nein ja nein nein 10 nein nein nein ja

11 ja nein nein nein 11 nein nein nein nein
12 nein nein nein nein 12 nein nein nein nein
13 nein ja ja nein i3 nein ja ja nein
14 nein nein nein nein 14 nein nein nein nein
15 nein nein nein nein 15 ja ja nein nein
16 ja nein nein nein 16 nein ja nein nein
17 nein nein nein nein 17 nein nein nein nein
18 nein nein nein ja 18 nein nein ja nein
19 nein nein nein nein 19 nein nein nein nein
20 nein ja nein nein 20 ja ja nein nein
21 nein nein ja nein 21 nein nein nein nein
22 ja nein nein ja 22 nein ja nein nein
23 nein nein nein nein 23 ja ja nein nein
24 nein nein nein nein 24 nein nein nein nein
25 nein ja nein nein 25 nein nein nein nein
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9.6.6 Fertilisationsversuch

Tabelle 33: Ergebnisse der beiden Inseminationsexperimente von Nymphensittichen mit Frischsperma und

Tiefgefriersperma

Variable Eier
gesamt
[n]
Gruppe 1
Frischsperma
Gruppe 2
TG-Sperma
Variable Eier
gesamt
[n]
Gruppe 1
50
TG-Sperma
Gruppe 2
34

Frischsperma

Experiment 1

Eier
unbefruchtet

[n]

Nestlinge
[n]

Experiment 2

Eier
unbefruchtet

[n]

Nestlinge
[n]

41 6

11 12

Befruchtungs-
rate [%]

Befruchtungs-
rate [%]

18,00

67,65
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9.7 Gerdte

Arbeitskanal (5 Charr.)

e Arcadia 20 W Fluorescent Bird Lamp
2,4 % UVB /12 % UVA

e Assistent® Counter AC-8

e Brutschrank Cellstar

e Bunsenbrenner LABOGAZ®

e Digital Egg Monitor ,,Buddy”
e Einfrierautomat IceCube 14S
e Erlenmeyerkolben, 100 ml

e Feinwaage SI-234

e flexible Biopsiezange

(5 Charr, Lange 34 cm)

e flexible Fasszange

(5 Charr, Lange 34 cm)
e Hettich Rotanta/T Kihlzentrifuge 4300

e Karl Storz Endoskop
starre Hopkins®Optik 30°, @ 2,7 mm,

Lange 18 cm
e Karl Storz scb image 1 hub 222000 20
e Karl Storz xenon nova 201315 20 175
e Kirsch Kdltemaschine Bosch Froster-720
e Kottermann Wasserbad
e LED Lenser H7R.2
e Leica Reichert-Jung Mikrotom
e Leica Reichert-Jung Ultrastainer
e Liebherr Gewerbekiihlschrank GKV 4310

e Ldser Osmometer Typ 6

Karl Storz GmbH & Co. KG

Arcadia Products plc

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG
Nunc GmbH

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG
Avitronics, Avian Biotech International
SY-LAB Gerdte GmbH

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG
Denver Instruments GmbH

Karl Storz GmbH & Co. KG

Karl Storz GmbH & Co. KG

Andreas Hettich GmbH & Co. KG

Karl Storz GmbH & Co. KG

Karl Storz GmbH & Co. KG

Karl Storz GmbH & Co. KG

Phillip Kirsch GmbH

Kottermann GmbH & Co. KG

Zweibrider Optoelectronics GmbH & Co. KG
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
Liebherr-Internation Deutschland GmbH

Loser Messtechnik
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Magnetrihrer Ika® Ret basic
Mikroskop Leica DM2500
Mikroskopkamera Leica DFC425 C

Nasenspekulum nach Hartmann-Halle

Schenkellange 30 mm, 150 mm
Neubauer improved-Zahlkammer
pH Messgerat S20 SevenEasy™ pH
PIPETMAN Classic™ P10
PIPETMAN Classic™ P100
PIPETMAN Classic™ P20
PIPETMAN Classic™ P200
Samsung LCD Monitor
Stickstoffcontainer TW CX 100
Telecam Ein-Chip-Kamerakopf

Transmissionselektronenmikroskop

Zeiss EM 109
Vitrification Unit

Vogel-Untersuchungsschaft
(14,5 Charr., Nutzldange 14 cm)
Objektiv (10x) Leica o=/-/

B N PLAN 10x/RB,25 526260

Objektiv (40x) Leica 5060990/
0.17/0 N PLAN 40x/0,65 PH2

Objektiv (100x) Leica Germany 506132
oo/-/D N PLAN 100x/1.25-0,60 OIL

Ika®-Werke GmbH & Co. KG
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
Leica Mikrosysteme Vertrieb Gmb

Henry Schein VET GmbH

LO Laboroptik GmbH

Mettler Toledo Gmbh

Gilson Inc.

Gilson Inc.

Gilson Inc.

Gilson Inc.

Samsung Electronics GmbH
Taylor-Wharton Germany GmbH
Karl Storz GmbH & Co. KG

Carl Zeiss AG

Minitib GmbH

Karl Storz GmbH & Co. KG

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
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9.8 Verbrauchsmaterialien

Assistent® Deckglaser 18 x 18 mm

e Assistent® Deckglaser 60 x 24 mm

e Assistent® Hamatokrit Verschlusswachs
e Assistent® Objekttrager Elka 76 x 26 mm
e BD Discardit® Einmalspritzen

e Big Parakeets Prestige

e Bola Schlduche, PTFE, Innen-@ 0,5 mm
e Braunol®

e CELLSTAR® TUBES 10 ml

e CHIPSI EXTRA Small Vollholz-Granulat

e Eppendorf® Safe-Lock Tubes 0,5 ml

e Eppendorf® Safe-Lock Tubes 1,5 ml

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co.
Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co.
Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co.

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co.

Becton Dickinson GmbH
Versele-Laga

Bohlender GmbH

B. Braun Melsungen AG

Greiner Bio-One GmbH

KG

KG

KG

KG

J. RETTENMAIER & SOHNE GmbH & Co. KG

Eppendorf AG

Eppendorf AG

e Eppendorf® Safe-Lock Tubes Amber 0,5 ml Eppendorf AG

e Ethicon® Vicryl Plus 4-0

e Isosthesia® 1000 mg/g

e Kleenex® Original

e kodan® Tinktur forte farblos

e Korvimin® ZVT & Reptil

e Lidocain-HCI

e Meloxivet 1,5 mg/ml

e Millex®GP Filtereinheit 0,22 um
e MiniPailette, transparent, 0,25 ml
e Mini-Spike® Entnahmekantile

e Pipettenspitzen 10 ul

e Pipettenspitzen 100 pl

e Pipettenspitzen 20 ul

Johnson & Johnson Medical GmbH
Henry Schein VET GmbH
Kimberly-Clark GmbH
Schiilke & Mayr GmbH

WDT

B. Braun Melsungen AG
Elanco Deutschland GmbH
Merck Millipore, Merck KGaA
Minitib GmbH

B. Braun Melsungen AG
Sarstedt AG & Co.

Sarstedt AG & Co.

Sarstedt AG & Co.
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Pipettenspitzen 200 ul
Spezial-Indikatorpapier pH 5,4 — 7,0
Spezial-Indikatorpapier pH 5,5 -9,0
Spezial-Indikatorpapier pH 6,4 — 8,0
Vasofix® Braunile® 24 G 0.7 x 19 mm

Verschlusskugel Metall

fir 0,25 ml Pailetten

Wiretrol® Il 1 -5 pl Kapillaren

Sarstedt AG & Co.
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
B. Braun Melsungen AG

Minitib GmbH

Drummond Scientific Co.
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9.9 Chemikalien

e Adenosintriphosphat (Dinatriumsalz)
Ci0H14NsNay043P3 - xH,0, MW 541,14

e AHK Spiritus, 94 % Vol.

e Betainhydrochlorid
(CH3)3sN*CH,COOH - CI', MW 153,61

e Bleizitrat-Trihydrat
(CeHs07),Pbs - 3H,0, MW 1053,85

e CryoSOfree™ DMSO-free
Cryopreservation Medium

e D-(-)-Fruktose, 299 %
CsH1,06, MW 180,16

e Dialysis tubing cellulose membrane
avg. flat width 25 mm (1.0 in.)

e Dikaliumhydrogenphosphat, > 98 %
K;HPO, MW 174,18

e DMA,99,8%
CH3CON(CH;),, MW 87,12

e DMSO, 299%
(CH5),SO, MW 78,13

e Entellan® Neu

e Ethanol 100 %
CH;CH,OH, MW 46,07

e Glukose 5% B. Braun Infusionsldsung

e Glutaraldehyd 6 %
OHC(CH,)3CHO, MW 100,12

e Glyzerin,>299 %
HOCH,CH(OH)CH,OH, MW 92,09

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Walter Schmidt Chemie GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Merck KGaA

Carl Roth GmbH & Co. KG

B. Braun Melsungen AG

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA
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Glycidether 100 (vormals EPON® 812)
MW 306,0

Kaliumazetat, 299 %

CH3COOK, MW 98,14

Kaliumzitrat, > 99 %
HOC(COOK)(CH,COOK); - H,0,
MW 324,41

Kaliumdihydrogenphosphat, 2 99%
KH,PO, MW 136,09

LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit

Magnesiumazetat-Tetrahydrat, 2 99 %
(CH3COO0),;Mg - 4H,0, MW 214,45

Magnesiumchlorid Hexahydrat, > 99%
MgCl, - 6H,0, MW 203,30

Mononatriumglutamat, > 98 %
NaOOCCH,CH,CH(NH,)COOH - H,0,
MW 187,13

Natriumazetat Trihydrat, > 99,5%
CH3COONa . 3 H,0, MW 136,08

Natrium-Cacodylatpuffer 0,1 M

Natriumhydroxid, 1 M
NaOH, MW 40

Osmiumtetroxid

0sO4, MW 254,23
PBS

Polyvinylpyrrolidon,
(CgHsNO),, MW 10.000

Ringer®-Infusionslésung B. Braun

Salzsdure, 1 M

HCl, MW 36,46

SERVA Electrophoresis GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific Inc.

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

B. Braun Melsungen AG

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA
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TES, 299,5%
CeH1sNOeS, MW 229,25

Uranylazetat

C4HeO6U, MW 388,12
Wasser fir Injektionszwecke

Xylol
CgHi0, MW 106,17

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH/Merck KGaA

Serumwerk Bernburg AG

Merck KGaA



252

ANHANG

9.10 Rezepte der verwendeten Medien

9.10.1 Rezepte der Verdiinner

9.10.1.1 1%ige Glukoseldsung

e Ringer®-Infusionslésung

e Glukose 5 %-Infusionslosung

9.10.1.2 Modifizierter Verdiinner nach LAKE UND STEWART (1978)

D-(-)-Fruktose

e Natriumglutamat

e Magnesiumazetat-Tetrahydrat

e Kaliumazetat

e Polyvinylpyrrolidon (MW 10.000)

e Wasser fir Injektionszwecke

4 ml

1ml

0,70 g
1,92¢g
0,08¢g
0,50¢g
0,30g

ad 100 g

9.10.1.3 Modifizierter Verdiinner nach BLANCO u. A. (2008)

D-(-)-Fruktose

e Natriumglutamat

e Kaliumazetat

e Betainhydrochlorid

e Polyvinylpyrrolidon (MW 10.000)
o ATP

e Wasser fiir Injektionszwecke

0,575 ¢
2,00 g
0,25g
0,1M
0,15¢g
30 mM

ad 100 g
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9.10.1.4 Modifizierter Verdiinner nach SExToN (1977)/ Beltsville-Poultry-Semen-Extender (BPSE)

e D-(-)-Fruktose 0,3330¢g
e Natriumglutamat 0,5780 g
e Natriumazetat Trihydrat 0,2870 g
o Kaliumzitrat 0,0427 g
e Magnesiumchlorid Hexahydrat 0,0227 g
e Dikaliumhydrogenphosphat 0,8467 g
e Kaliumdihydrogenphosphat 0,0433 g
e TES 0,1950 g
e Wasser fur Injektionszwecke ad 100 g

9.10.2 Rezepte diverser Gebrauchsmedien

9.10.2.1 2%ige Eosin-B Farbel6sung

e 2gkEosinB
e 3 g Natriumzitrat

e ad 100 ml Aqua dest.

9.10.2.2 Firbeldsung fiir die Fluoreszenz-Viabilititsanlyse: LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit

(Invitrogen™ - Molecular Probes™)

Herstellungsanweisung (nach Minitlb):

Die Komponenten der Farbelosung sind lichtempfindlich. Darauf sollte wahrend der

Herstellung und auch wahrend der Lagerung Riicksicht genommen werden.

2,5 pl der Farbelosung bestehen aus:

e 1,2 ul Androhep®-Verdiinner
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e 0,05 plSYBR-14

e 1,25 ul Propidiumiodid

Fir die Herstellung werden 0,12 ml Androhep®-Verdiinner mit 5 ul SYBR-14 und 0,125 ml
Propidiumiodid gemischt. Das daraus entstehende Volumen von 0,25 ml wird anschlieBend
auf 100 braune Eppendorf ReaktionsgefdRe (Safe-Lock Tubes, 0,5 ml; Eppendorf AG,
Hamburg) aufgeteilt, sodass sich in jedem GefaR 2,5 ul der Farbelosung befinden. Bis zum

Gebrauch sollte die Farbelosung bei -20 °C aufbewahrt werden.

9.10.3 Zusammensetzung des Vit Kit®-Thaw

(Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA)

Thawing Solution:

e 1 M Sukrose
e 20 % 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonsdure (DSS)
e Gentamicin

e in einem M-199 HEPES-gepufferten Medium

Dilution Solution:

0,5 M Sukrose

20 % 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonsdure (DSS)

Gentamicin

e in einem M-199 HEPES-gepufferten Medium

Washing Solution:

e 20 % 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonsdure (DSS)
e Gentamicin

e in einem M-199 HEPES-gepufferten Medium
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9.11 Herstellerangaben

Andreas Hettich GmbH & Co. KG
Fohrenstr. 12
78532 Tuttlingen, Deutschland

Arcadia Products plc
8 io Centre, Salbrook Road
Redhill, RH1 5GJ, UK

Avian Biotech International
1336 Timberlane Road
Tallahassee, FL 32312-1766, USA

B. Braun Melsungen AG
Carl-Braun-Str. 1
34212 Melsungen, Deutschland

Becton Dickinson GmbH
TullastraRe 8-12
69126 Heidelberg, Deutschland

Bohlender GmbH
Waltersberg 8
97947 Griinsberg, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG
Schoemperlenstralle 1-5
76185 Karlsruhe, Deutschland

Carl Zeiss AG
Carl-Zeiss-StralRe 22
73447 Oberkochen, Deutschland

Denver Instruments GmbH
Robert-Bosch-Breite 10
37079 Gottingen, Deutschland

Drummond Scientific Co.
500 Parkway, Box 700
Broomall, PA 19008, USA

www.hettichlab.com

www.arcadia-birds.com

www.avianbiotech.com

www.bbraun.de

www.bd.com

www.bola.de

www.carlroth.com

www.zeiss.de

www.denverinstrument.com

www.drummondsci.com


http://www.hettichlab.com/
http://www.arcadia-birds.com/
http://www.avianbiotech.com/
http://www.bbraun.de/
http://www.bd.com/
http://www.bola.de/
http://www.carlroth.com/
http://www.zeiss.de/
http://www.denverinstrument.com/
http://www.drummondsci.com/
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Elanco Deutschland GmbH
Werner-Reimers-Stralle 2 — 4
61352 Bad Homburg

Eppendorf AG
Barkhausenweg 1
22331 Hamburg, Deutschland

Gilson Inc.
P.O. Box 620027
Middleton, WI 53562-0027, USA

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH und Co KG

Stettener Str. 22 - 24
97647 Sondheim, Deutschland

Henry Schein VET GmbH
Am Neumarkt 34
22041 Hamburg, Deutschland

Ika®-Werke GmbH & Co. KG
Janke & Kunkel-Str. 10
79219 Staufen

Invitrogen™ - Molecular Probes™
29851 Willow Creek Road
Eugene, Oregon 97402, USA

Irvine Scientific
1830 E. Warner Avenue
Santa Ana, CA 92705-5505, USA

J. RETTENMAIER & SOHNE GmbH & Co. KG
73493 Rosenberg, Deutschland

Johnson & Johnson Medical GmbH
Robert-Koch-StraRe 1
22851 Norderstedt, Deutschland

Karl Storz GmbH & Co. KG
MittelstralRe 8
78532 Tuttlingen, Deutschland

www.elanco.de

www.eppendorf.de

www.gilson.com

www.hecht-assistent.de

www.henryschein-vet.de

www.ika.de

www.lifetechnologies.com

WWW.irvinesci.com

www.chipsi-streu.de

www.jnj.de

www.karlstorz.com


http://www.elanco.de/
http://www.eppendorf.de/
http://www.gilson.com/
http://www.hecht-assistent.de/
http://www.henryschein-vet.de/
http://www.ika.de/
http://www.lifetechnologies.com/
http://www.irvinesci.com/
http://www.chipsi-streu.de/
http://www.jnj.de/
http://www.karlstorz.com/
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Kimberly-Clark GmbH
Carl-Spaeter-StraRe 17
56070 Koblenz, Deutschland

Kottermann GmbH & Co. KG
Industriestr. 2—-10
31311 Uetze/Hanigsen, Deutschland

Leica Mikrosysteme GmbH
Ernst-Leitz-Str. 17 — 37
35578 Wetzlar, Deutschland

Liebherr-International Deutchland GmbH
Hans-Liebherr-Str. 45
88400 Biberach an der RiR, Deutschland

Merck KgaA
Frankfurter Str. 250
64293 Darmstadt, Deutschland

Mettler Toledo GmbH
Ockerweg 3

Postfach 110840

35353 GieRen, Deutschland

Minitiib GmbH
Hauptstr. 41
84184 Tiefenbach, Deutschland

Nunc GmbH & Co. KG
Rheingaustr. 32
65201 Wiesbaden

Phillip Kirsch GmbH
Postfach 1840
77608 Offenburg, Deutschland

Reinhold Hackmann
Mettinger Stralle 75
49509 Recke, Deutschland

www.kimberly-clark.de

www.koettermann.com

www.leica-microsystems.com

www.liebherr.com

www.merck.de

de.mt.com

www.minitube.de

www..nunc.de

www.kirsch-medical.de

www.nisthoehlen.de


http://www.kimberly-clark.de/
http://www.koettermann.com/
http://www.leica-microsystems.com/
http://www.liebherr.com/
http://www.merck.de/
http://de.mt.com/de/de/home.html
http://www.minitube.de/
http://www.nunc.de/
http://www.kirsch-medical.de/
http://www.nisthoehlen.de/
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Samsung Electronics GmbH
Samsung House

Am Kronberger Hang 6
65824 Schwalbach/Taunus

Sarstedt AG & Co.
Sarstedtstrale

Postfach 1220

51582 Nirnbrecht, Deutschland

Schiilke & Mayr GmbH
Robert-Koch-Str. 2
22851 Norderstedt

Serumwerk Bernburg AG
Hallesche LandstralRe 105B
06406 Bernburg (Saale),Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH
Carl-Benz-StralRe 7
69115 Heidelberg, Deutschland

Sigma Aldrich Laborchemikalien GmbH
Wunstorferstr. 40
30926 Seelze, Deutschland

Sigma-Aldrich Biochemie GmbH
Georg-Heyken-Str. 14
21147 Hamburg, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Riedstr. 2
89555 Steinheim, Deutschland

SY-LAB Gerate GmbH
Tullnerbachstr. 61-65
3011 Neupurkersdorf, Osterreich

Taylor-Wharton Germany GmbH
Mildstedter Landstralle 1
25866 Mildstedt, Deutschland

www.samsung.com

www.sarstedt.com

www.schuelke.com

www.serumwerk.com

www.serva.de

www.sigmaaldrich.com

www.sigmaaldrich.com

www.sigmaaldrich.com

www.sylab.com

www.taylorwharton.com


http://www.samsung.com/
http://www.sarstedt.com/
http://www.schuelke.com/
http://www.serumwerk.com/
http://www.serva.de/
http://www.sigmaaldrich.com/
http://www.sigmaaldrich.com/
http://www.sigmaaldrich.com/
http://www.sylab.com/
http://www.taylorwharton.com/

ANHANG

259

Trixie Heimtierbedarf GmbH & Co. KG
Industriestr. 32
24963 Tarp, Deutschland

Versele-Laga
Kapellestraat 70
9800 Deinze, Deutschland

Walter Schmidt Chemie GmbH
Kurfurstendamm 119
10711 Berlin, Deutschland

Wirtschaftsgenossenschaft deutscher Tierdrzte
(WDT) eG

Siemensstralle 14

30827 Garbsen, Deutschland

Zweibrider Optoelectronics GmbH & Co. KG
KronenstraRe 5
42699 Solingen, Deutschland

www.trixie.de

www.versele-laga.com

www.avg-robbyrob.de

www.wdt.de

www.ledlenser.com


http://www.trixie.de/
http://www.versele-laga.com/
http://www.avg-robbyrob.de/
http://www.wdt.de/
https://www.ledlenser.com/de/
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Ich erklare:

Ich habe die vorgelegte Dissertation selbstandig und ohne unerlaubte fremde Hilfe und
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