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1 EINLEITUNG

Das Breitmaulnashorn (Ceratotherium simum) ist eine bedrohte Wildtierart. Die Reproduk-
tionsrate der in zoologischen Institutionen gehaltenen Breitmaulnashorner ist sehr niedrig.
Dies betrifft insbesondere die F1- und F2-Generation. Um stabile Bestande von dieser im Frei-
land gefahrdeten Tierart in zoologischen Einrichtungen garantieren zu kénnen, erscheint ein
besseres Verstandnis der Reproduktionsbiologie dieser Spezies erforderlich.

Die vorliegende Arbeit fasst den diesbezlglichen Kenntnisstand - unter besonderer Be-
rucksichtigung der mannlichen Reproduktionsphysiologie - zusammen. Eine wichtige Voraus-
setzung fur eine umfassende andrologische Untersuchung ist eine zuverlassige Ejakulatge-
winnung und dessen Analyse. Beim Breitmaulnashorn ist das Wissen Uber die physiologische
Ejakulatbeschaffenheit gegenwartig aufgrund der aufwendigen Spermagewinnung unter An-
wendung der Elektroejakulation begrenzt.

In dieser Arbeit wurde vorrangig die Eignung bzw. der Einfluss pharmakologisch unter-
stutzter Deseminationsmethoden beim Breitmaulnashornbullen untersucht. Mit der Zielsetzung
einer regelmafligen Spermagewinnung wurde primar die manuelle Stimulationstechnik, aber
auch die Gewinnung mit einer Kunstlichen Scheide, durch vorherige Applikation einer
a-adrenergen Medikation modifiziert. Dabei gewonnene Spermaproben wurden einer konven-
tionellen Ejakulatanalyse unterzogen, um Standardparameter zu ermitteln.

Die erstmalige Beschreibung metrischer Spermienkopfdimensionen beim Breitmaul-
nashorn bildete einen weiteren Schwerpunkt dieser Arbeit und wurde durch eine morphometri-
sche Analyse erganzt. Die computergestutzte Spermienkopfmorphometrie mit einem weitge-
hend automatisierten Analysegerat ermdglichte dabei die Erfassung und Auswertung einer

grolien Anzahl metrischer Daten.



2 LITERATUR

2.1 Das Breitmaulnashorn
(Ceratotherium simum - BURCHELL 1817)

Das afrikanische Breitmaulnashorn, Ceratotherium simum (griechisch: cerato: Horn, therium:
wildes Tier, simum: flachnasig), ist nach dem asiatischen und afrikanischen Elefant das dritt-
schwerste rezente Landsaugetier. Die Korpermasse adulter Nashornbullen betragt mehr als
zwei Tonnen. Charakteristisch sind die beiden auf dem Nasenrlcken ausgebildeten Horner.
Die Struktur dieser Horngebilde gleicht prinzipiell dem Bau von Hufen oder Klauen. Die Horner
sind durch Bindegewebsstrange mit dem an diesen Stellen aufgerauhten Nasenbein verbun-
den. Es sind keine Knochenzapfen vorhanden. Weitere besondere Merkmale dieses reinen
Grasfressers sind die breite, kaum bewegliche Oberlippe sowie der deutlich ausgepragte
Nackenwulst, der aus dem Ligamentum nuchae, Muskulatur und Fett besteht und ein dauer-
haftes Senken des Kopfes zum Weiden ermdglicht (KINGDON 1979, KLOS 1968). Der Di-
gestionsapparat der Nashorner gleicht dem der Equiden: Der Magen ist einhohlig, Zakum und
Kolon bilden voluminése Garkammern.

Obwonhl die weitgehend unbehaarte Haut grau ist, wird das Breitmaulnashorn, insbe-
sondere im angelsachsischen Sprachraum, auch als ,white rhinoceros’, ,weil3es Nashorn’, be-
zeichnet. Manche Autoren (z.B. GAISLER & ZEJDA 1997, SCHENKEL 1987) fuhren dies auf
eine FehlUbersetzung des burischen Wortes ,wijde’ (,breit’) - zur Beschreibung der breiten
Maulpartie - in das englische Adjektiv ,white’ zurick. OWEN-SMITH (1988) sowie SKINNER &
SMITHERS (1990) halten dagegen einen Bezug auf das durch helle Lehmsuhlen bedingte,
scheinbar ,weiRe’ Aussehen fur wahrscheinlicher.

Das natlrliche Habitat bilden halbtrockene Savannengebiete. Breitmaulnashorner le-
ben in individuellen Futterstreifgebieten. Dabei sind temporare Assoziationen zwischen adul-

ten Kihen und subadulten Individuen zum Weiden oder Ruhen Ublich (OWEN-SMITH 1988).



211 PHYLOGENESE UND TAXONOMIE

Das Breitmaulnashorn gehort zu der Familie der Nashorner, Rhinocerotidae. Erste Vorfahren
lebten vor etwa 50 Millionen Jahren im mittleren Eozan. Aus der frihesten Gattung Hyrachyus,
deren hornlose Vertreter sowohl in Europa als auch in Nordamerika vorkamen, entwickelten
sich drei Nachfahrenlinien in unterschiedlichen Lebensraumen: Die terrestrischen Hyracodon-
tidae und Rhinocerotidae sowie die semi-aquatischen Amynodontidae (GROVES 1997, PRO-
THERO 1991).

Die heute existierenden Nashornarten gehdren ausschliellich der Familie der
Rhinocerotidae an. Sie umfasst neben dem Breitmaulnashorn eine weitere afrikanische Art,
das Spitzmaulnashorn (Diceros bicornis - LINNAEUS 1758) sowie die drei asiatischen Arten
Indisches Panzernashorn (Rhinoceros wunicornis - LINNAEUS 1758), Javanashorn
(Rhinoceros sondaicus - DESMAREST 1822) und Sumatranashorn (Dicerorhinus sumatrensis
- FISCHER 1814). Gemeinsam mit der Familie der Tapire, Tapiridae, sowie der Pferde,
Equidae, bildet sie die Ordnung der Unpaarzeher, Perissodaktyla (Abb. 1). Nashorner zahlen
zu den Huftieren, Ungulata (REMANE et al. 1986).

Das Breitmaulnashorn gilt als die jungste rezente Nashornart (PROTHERO 1991). Fos-
sile Funde der auf den afrikanischen Kontinent beschrankten Gattung Ceratotherium sind etwa
sieben Millionen Jahre alt. Im Verlauf der Evolution entwickelten sich vier Unterarten, von de-

nen zwei ausgestorben sind (GROVES 1997).



Klasse Mammalia
Saugetiere
Perissodaktyla
Ordnung Unpaarzeher
Familie Equidae Rhinocerotidae Tapiridae
Pferde Nashoérner Tapire
|
| I | |
Gattung Diceros Ceratotherium Dicerorhinus Rhinoceros
Art Diceros bicornis Ceratotherium simum]) | Dicerorhinus sumatrensis| | Rhinoceros unicornis| |Rhinoceros sondaicus
Spitzmaulnashom Breitmaulnashom Sumatranashom Panzernashorn Javanashom
| I I
Unterart Ceratotherium simum simum Ceratotherium simum cottoni
Sldliches Breitmaulnashom Nordliches Breitmaulnashorn
Abb. 1:  Taxonomische Zuordnung des Breitmaulnashorns (Ceratotherium simum)

Abbildung von der Autorin erstellt nach Angaben aus REMANE et al. (1986) und SCHMITZ (1987)




21.2 UNTERARTEN

Es gibt zwei rezente Unterarten, das Nordliche Breitmaulnashorn (Ceratotherium simum cot-
toni) und das Sudliche Breitmaulnashorn (Ceratotherium s. simum), die sich morphologisch in
ihren Korperproportionen unterscheiden. Dabei erscheint die nérdliche Unterart schmaler und
hochbeiniger (GROVES 1997) sowie kurzer in der Gesamtkorperlange (HILLMAN-SMITH
1986). Die Schadeloberseite der sudlichen Unterart ist konkaver geformt, zudem sind die
Backenzahne des Sudlichen Breitmaulnashorns vergleichsweise grofler (GROVES 1997).
Neben diesen eher geringflgigen morphologischen Unterschieden bestehen geneti-
sche Divergenzen, die eine getrennte Entwicklung der beiden Unterarten belegen. Cytogeneti-
sche Untersuchungen durch HOUCK et al. (1994) an 38 Breitmaulnashoérnern beider Unterar-
ten ergaben zwar eine identische Chromosomenzahl von 82 im diploiden Chromosomensatz
sowie weitgehend identische G- und C-Bandenmuster, jedoch bestehen Variationen in Form
von Langenpolymorphismus verschiedener Chromosomen bei mehreren Individuen der nordli-
chen Unterart. Eine vergleichende Analyse der mitochondrialen DNS, Desoxyribonucleinsau-
re, belegt Abweichungen in der Nucleotidsequenz von 1,0 bis 1,4% zwischen den beiden Un-
terarten (GEORGE et al. 1991). Neuere Untersuchungen von KELLNER (2000) bestatigen mit
Hilfe der AFLP Reaktion (Amplified Fragment Length Polymorphism) die Fihrung als getrenn-
te systematische Einheiten. Trotz sehr ahnlicher Bandenmuster erlauben fehlende bzw. zu-
satzliche Banden eine eindeutige Unterscheidung der nordlichen bzw. sudlichen Unterart.
Aufgrund des hohen Verwandtschaftsgrades ist eine Kreuzung der beiden Unterarten
maglich. Hybridzuchten werden jedoch vermieden, um die Trennung der Unterarten zu bewah-
ren. Versehentlich kam es im Zoo Dvur Kralove, Tschechische Republik, zu einer Kreuzung.
Ein weiblicher Hybrid wurde 1977 geboren und von der weiteren Zucht ausgeschlossen

(HILLMAN-SMITH 1986, OCHS 2001).



213 VORKOMMEN UND VERBREITUNG

Die historischen Verbreitungsgebiete der beiden Unterarten des afrikanischen Breitmaulnas-
horns sind durch einen 2000 km breiten Korridor voneinander getrennt (OWEN-SMITH 1988).
Das Nordliche Breitmaulnashorn kam urspringlich im Sudan, in Uganda, im Tschad, der Zen-
tralafrikanischen Republik sowie in Zaire (heute Demokratische Republik Kongo) vor
(HILLMAN-SMITH 1997, SMITH & SMITH 1991, SIDNEY 1965), wahrend die sldliche Unter-
art in weiten Teilen des sudlichen afrikanischen Kontinents verbreitet war (SIDNEY 1965).

Ende des 19. Jahrhunderts galt das Sudliche Breitmaulnashorn als beinahe ausgestor-
ben. Die Population wurde vorwiegend durch Grol3wildjagd auf geschatzte zwanzig Individuen
dezimiert (EMSLIE & ADCOCK 1997, KLOS 1968, SCHENKEL 1987), jedoch 1897 durch die
sudafrikanische Regierung unter Schutz gestellt (KLOS 1968). Wahrend des 20. Jahrhunderts
wuchs die Population auf mehrere Tausend Individuen an und wurde 2001 auf mehr als 11000
Tiere geschatzt (Tab. 1). Durch gezielte Umsiedlungsmafnahmen leben Sudliche Breitmaul-
nashorner auch aufderhalb ihres urspriinglichen Verbreitungsgebiets in Reservaten in Kenia,
Zambia und der Elfenbeinkuste (Abb. 2).

Seit 1946 werden Breitmaulnashorner in zoologischen Einrichtungen, also ex-situ,
gehalten (ROOKMAKER 1998). Die Zoopopulation der sudlichen Unterart umfasst heute mehr
als 700 Individuen (OCHS 2001). Die Entwicklung der Nordlichen Breitmaulnashornpopulation
verlief entgegengesetzt. Die ndrdliche Unterart ist gegenwartig von der Ausrottung bedroht
(HILLMAN-SMITH 1997). Weltweit existieren nur noch 40 Tiere. Der einzige bestatigte Frei-
landbestand lebt im Garamba Nationalpark der Republik Kongo (Abb. 2) und umfasst etwa 30

Individuen (HILLMAN-SMITH 1997, MILLER & FOOSE 1996).



Tab. 1:  Bestandszahlen der Breitmaulnashornpopulation, Stand 2001
Unterarten In-situ Population® Ex-situ Population® Summe
Sudliche Unterart 11640 761 12401
Nordliche Unterart 30 10 40

2 Daten aus IUCN/SSC Af/AsRSG & FOOSE (2001) u. ® OCHS (2001)

out of range

Cameroon

Democratic
Republic of
the Congo

-out of range

- C.s. cottoni

0 500 1000 Swaziland
km

Abb. 2:

Heutige Verbreitungsgebiete von Freilandpopulationen des Nordlichen und Suadli-

chen Breitmaulnashorns (Ceratotherium simum)
Gebiete, in denen urspringlich keine Breitmaulnashérner vorkamen, sind mit ,out of

range’ gekennzeichnet (aus EMSLIE & BROOKS 1999).



214 STATUS

Angesichts des stark bedrohten Zustands der nordlichen Breitmaulnashornpopulation ist deren
Schutz von internationalem Interesse. Jedoch stellen die zunehmende Bevodlkerungsdichte,
Burgerkriege, Wilderei sowie der illegale Handel mit Horn eine erhebliche Gefahr fur die in-situ
Populationen beider Unterarten dar (MEISTER & OWEN-SMITH 1997, MILLER & FOOSE
1996).

Der Handel mit Nashornprodukten besteht schon seit mehr als 2000 Jahren (MARTIN
1991). Nashornprodukte finden vor allem Anwendung in der traditionellen asiatischen Medizin
(PUI-HAY et al. 1990), die fieberhafte Erkrankungen u.a. mit pulverisiertem Nasenhorn be-
handelt (EMSLIE & ADCOCK 1997, MAINKA & MILLS 1995). PUI-HAY et al. (1990) konnten
zwar im Tierversuch mit Ratten eine antipyretische Wirkung von Nasenhornbestandteilen
nachweisen, jedoch hatte die Applikation von Gazellenhorn identische Effekte. Nasenhorner
werden auch zur Herstellung von Schmuck und Trinkgefallen verwendet. Im ehemaligen
Nordjemen und anderen Golfstaaten wurden Dolchgriffe aus Nasenhorn gefertigt und galten
als Statussymbol (EMSLIE & ADCOCK 1997, PUI-HAY et al. 1990). Nach Beobachtungen von
MARTIN (1991) ist dieser Markt jedoch seit Ende der 80er Jahre des 20. Jahrhunderts deut-
lich rcklaufig.

Das Breitmaulnashorn wird in der ,Roten Liste der bedrohten Arten’ gefuhrt, der interna-
tionale Handel mit Nashoérnern sowie mit deren Produkten unterliegt dem Reglement des Wa-

shingtoner Artenschutzabkommens.

2.1.4.1 2000 IUCN Red List

In der von der ,Species Survival Commission’ (SSC) der Weltnaturschutzunion, ,International
Union for the Conservation of Nature’ (IUCN) auf Artniveau erstellten ,Roten Liste der bedroh-
ten Arten 2000’ ist die Spezies Breitmaulnashorn aufgrund der wachsenden Population der
sudlichen Unterart der Kategorie ,Geringeres Risiko — schutzabhangig“ zugeordnet. Der Sta-

tus der ndrdlichen Unterart gilt jedoch als ,Kritisch gefahrdet* (EMSLIE & BROOKS 1999).

-8-



2.1.4.2 CITES

Alle Nashornarten unterliegen seit 1977 der ,Convention on International Trade in Endangered
Species of Wild Fauna and Flora’ (CITES), dem so genannten ,Washingtoner Artenschutzab-
kommen'. Mit Ausnahme der sudafrikanischen Breitmaulnashornpopulation, werden alle Nas-
hornarten in Anhang | gefuihrt. Dieser Anhang umfasst von der Ausrottung bedrohte Arten, die
durch den internationalen Handel in ihrer Existenz zusatzlich gefahrdet werden konnten. Mit
156 Mitgliedstaaten (Stand 01.01.2002) gilt das Ubereinkommen praktisch weltweit. Die Riick-
stufung der stdafrikanischen Breitmaulnashornpopulation 1994 in Anhang Il ist beschrankt auf
einen kontrollierten Handel mit lebenden Tieren an ,genehmigte und akzeptable“ Empfanger

sowie den Export legaler Horntrophden (EMSLIE & ADCOCK 1997).

2.2 Anatomie der Geschlechtsorgane beim afrikanischen Nashorn

Die Abschnitte des Reproduktionstrakts weiblicher und mannlicher Nashorner entsprechen
grundsatzlich den anatomischen Verhaltnissen bei Haussaugetieren. Im Folgenden wird eine
kurze Beschreibung der inneren und auf’eren Geschlechtsorgane unter Bericksichtigung ana-

tomischer Besonderheiten gegeben.

2.21 WEIBLICHER REPRODUKTIONSTRAKT

Die Ovarien haben sowohl makro- als auch mikroskopisch hohe strukturelle Ahnlichkeit mit
den Eierstocken des Rindes (SCHAFFER et al. 2001a). Sie sind oval geformt, Funktionsgebil-
de befinden sich an der Oberflache. Es ist ein Uterus bicornis ausgebildet (GODFREY et al.
1991, RADCLIFFE et al. 1997, SCHAFFER et al. 2001a). Der Korper, Corpus uteri, ist mit ei-
ner durchschnittlichen Lange von 5 cm (gemessen vom Orificium cervicale internum bis zur
Bifurcatio uteri) relativ kurz gegenuber den Uterushérnern, Cornua uteri (ca. 40 cm lang — ge-
messen von der Bifurkation bis zur uterotuberalen Verbindung; GODFREY et al. 1991; vgl.

Abb. 3). Das Endometrium besitzt zahlreiche Langsfalten (SCHAFFER et al. 2001a).



Die Untersuchung von sechs Placenten von Breitmaulnashérnern durch BENIRSCHKE &
LOWENSTINE (1995) ergab eine Zuordnung zum epithelio-chorialen Typ.
Die Cervix simplex ist derb-fibros, der Zervikalkanal ist bedingt durch drei bis funf kraf-

tige Falten, Plicae cervicales, stark gewunden (Abb. 3).

B Vesica urinaria; C Cervix uteri; F Infundibulum tubae uterinae mit Fimbrien; L Labiae vulvae;
O Ovarium; R Rectum; U Tuba uterina; V Vagina

Abb. 3:  Schematische Darstellung der weiblichen Geschlechtsorgane des Nashorns:
a) Aufsicht b) Topographie (aus SCHAFFER et al. 2001a)

In der Scheide nulliparer Individuen ist dorso-kranial vom Diverticulum urethrale ein Hymen
ausgebildet. Bei primi- sowie multiparen Tieren sind Uberreste vorhanden (GODFREY et al.
1991, HERMES et al. 2000, SCHAFFER et al. 2001a). Die Labien sind im ventralen Abschnitt
etwas dicker, die Klitoris befindet sich in der ventralen Kommissur in der Fossa clitoridis
(SCHAFFER et al. 2001a). Es ist ein inguinales Zitzenpaar ausgebildet (SKINNER &

SMITHERS 1990).

-10 -



2.2.2 MANNLICHER REPRODUKTIONSTRAKT

Die Hoden liegen bei Nashornbullen extra-abdominal im Bereich der Regio pubica in einer
Skrotalfalte (DE VOS & BRAACK 1980). Vergleichbar mit den anatomischen Verhaltnissen
beim Hengst (SCHUMMER & VOLLMERHAUS 1987) ist die Langsachse der als ovoid be-
schriebenen Hoden horizontal orientiert, so dass die Extremitas capitata nach kranial weist
und der Nebenhoden, Epididymis, dem Hoden dorso-lateral aufgelagert ist. Das Hodenparen-
chym wird aufRen von einer straffen Bindegewebskapsel, der Tunica albuginea testis, umge-
ben und von deutlich ausgebildeten Bindegewebssepten, Septula testis, in kleine Lappchen,
Lobuli testis, unterteilt. Der Gehalt an Bindegewebe zwischen den gewundenen Hodenkanal-
chen, den Tubuli seminiferi contorti, ist maRig, die intertubularen Raume werden von Aggrega-
ten von Zwischenzellen, Leydig-Zellen, ausgefullt. Der Durchmesser der Tubuli seminiferi con-
torti betragt 180 bis 200 um (SCHAFFER et al. 2001a).

Als akzessorische Geschlechtsdrisen sind die Samenblasendrisen, Glandulae vesicu-
lares, die Vorsteherdrise, Glandula prostatica sowie die Harnrbhrenzwiebeldrise, Glandula
bulbourethralis, ausgebildet (HERMES et al. 2001a, SCHAFFER et al. 2001a). Wahrend die
Glandulae vesiculares bei Breitmaulnashornern, aber auch bei anderen Nashornarten von
SCHAFFER et al. (1994, 1998a, 2001a) als ca. 15,5 x 4,0 cm grol3e, stark gelappte, hockerige
Driisen beschrieben werden, sind sie nach Angaben von HATT & ISENBUGEL (2001) beim
Nashornbullen nicht vorhanden. Der Drusenkorper der Prostata gliedert sich in zwei dreieckige
Drusenlappen, Lobuli prostatae, mit einer jeweiligen Grofle von 12,0 x 4,0 cm, die Uber den
Isthmus prostatae miteinander verbunden sind. Die paarige Bulbourethraldrise (GroRRe jeweils
ca. 10,0 x 6,5 cm) liegt der Harnrohre kurz vor deren Austritt aus der Beckenhohle auf und
besitzt beim Breitmaulnashorn eine langliche, unregelmallige Form. Die Drusenkapsel enthalt
viel Muskulatur. Die beim Hengst deutlich aufgetriebenen Samenleiterampullen, Ampullae
ductus deferentis (SCHUMMER & VOLLMERHAUS 1987), sind beim Nashornbullen

makroskopisch nicht erkennbar. Im histologischen Schnittpraparat konnen jedoch

-11 -



drusenahnliche Strukturen in muskelreichem Stroma nachgewiesen werden. In Abb. 4 sind
Form und Lage der akzessorischen Geschlechtsdrisen beim Spitzmaulnashorn dargestellt.
Zwischen den Geschlechtsorganen der beiden afrikanischen Nashornarten bestehen

keine wesentlichen anatomischen Unterschiede (SCHAFFER et al. 2001a).

B Glandula bulbourethralis; E Cauda epididymi- A Prostata; B Glandula bulbourethralis; D Ductus
dis; H Capitata epdidymidis; P Prostata; U Vesica deferens; P Penis; R Rectum; T Testis; U Vesica
urinaria; V Glandula vesicularis urinaria; \V Glandula vesicularis

Abb. 4:  Schematische Darstellung der mannlichen Geschlechtsorgane des afrikanischen
Nashorns: a) Aufsicht b) Topographie (aus SCHAFFER et al. 2001a)

Der Penis des Nashornbullen entspricht dem muskulo-kaverndsen Typ. Das Praputium o6ffnet
sich nach kaudal, die Glans penis ist im nicht erigierten Zustand nach hinten gerichtet
(Abb. 4b). Der erigierte Penis ist etwa einen Meter lang, weist nach kranial und liegt bei maxi-
maler Erektion der ventralen Bauchwand unmittelbar an. Seitlich am distalen Corpus penis
sind zwei Schwellkissen ausgebildet, die im erigierten Zustand flugelahnliche Gestalt anneh-
men (SCHAFFER et al. 2001a; Abb. 5a). Die Penisspitze besitzt mit der pilzahnlich ausgebil-

deten Glans penis eine charakteristische Form (HATT & ISENBUGEL 2001; Abb. 5b).
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Abb. 5:  Unvollsténdig erigierter Penis eines Breitmaulnashorns
a) Gesamtansicht b) Penisspitze (Quelle Fotos: Autorin)

2.3 Reproduktionsphysiologie des Breitmaulnashorns

Der Kenntnisstand Uber die Reproduktionsphysiologie der Nashorner stellt sich gegenwartig
als uneinheitlich und unvollstandig dar. Fur ein profundes Verstandnis der speziellen weibli-
chen und mannlichen Reproduktionsbiologie besteht ein deutlicher Forschungsbedarf (z.B.
PATTON et al. 1999, ROTH et al. 1998). Dagegen ist das allgemeine Fortpflanzungsverhalten

basierend auf Freilandbeobachtungen hinreichend beschrieben (z.B. OWEN-SMITH 1988).

2.3.1 ALLGEMEINE REPRODUKTIONSPHYSIOLOGIE

Da Breitmaulnashdrner individuelle Futterstreifgebiete besitzen, treffen geschlechtsreife Bullen
und Kihe ausschliel3lich zum Zweck der Reproduktion aufeinander. Wahrend die Territorien

adulter, dominanter Bullen streng gegeneinander abgegrenzt sind, Uberlappen sich die
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Streifgebiete der Klihe und kdnnen sich zudem Uber mehrere Bullenreviere erstrecken. Der
Fortpflanzungserfolg eines Bullen steht in Zusammenhang mit der Attraktivitat seines Reviers,
da der Aufenthaltsort der Nashornkuhe von Futter- und Wasserressourcen bestimmt wird.
Dominante, territoriale Bullen haben somit groere Erfolgsaussichten auf eine Paarung
(OWEN-SMITH 1988, RACHLOW et al. 1998). Dennoch wird der Moglichkeit der Partnerwahl
durch die Kuh im Freiland, aber auch in zoologischen Einrichtungen grofl3e Bedeutung beige-
messen, weshalb von einigen Autoren eine ex-situ Haltung von Breitmaulnashérnern in Grup-
pen propagiert wird (KILLMAR 1997, MEISTER & OWEN-SMITH 1997, PATTON et al. 1999).

Im Freiland folgt die Fortpflanzung von Breitmaulnashornern einer gewissen Saisonali-
tat. Obwohl Paarungen und Geburten wahrend des gesamten Jahres stattfinden, besteht ein
zweigipfliges Verteilungsmuster sowohl der Paarungs- als auch der Geburtenfrequenz. Dabei
scheinen klimatische Faktoren von Bedeutung zu sein. Wahrend der Regen- und frihen
Trockenzeit ist der proportionale Anteil an Kuhen, die von einem Bullen begleitet werden,
deutlich hoher, als wahrend der nachfolgenden Monate der Trockenperiode (OWEN-SMITH
1988, SKINNER & SMITHERS 1990). Dagegen unterliegt die Fortpflanzung der ex-situ Popu-
lation keiner Saisonalitat (MEISTER & OWEN-SMITH 1997, PATTON et al. 1999).

Vor der Paarung kommt es wahrend einer ein bis zwei Wochen umfassenden Wer-
bungsphase zu einer Annaherung der Partner (BOER & HAMZA 1996, OWEN-SMITH 1988).
Die Kuh signalisiert ihre Paarungsbereitschaft durch Schwanzheben, Abgabe von Urin und
Duldung des Bullen (OWEN-SMITH 1988, RADCLIFFE et al. 1997). Die Dauer der Kopulation
kann bis zu 90 Minuten betragen (BOER & HAMZA 1996).

Um eine weitere Paarung mit einem anderen Bullen zu verhindern, begleiten manche
Breitmaulnashornbullen die Kuh nach dem Deckakt noch fur einige Tage. Falls die Paarung
nicht zu einer Trachtigkeit fihrte, kann eine erneute Paarungsbereitschaft der Nashornkuh

nach etwa 30 Tagen beobachtet werden (OWEN-SMITH 1988).
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2.3.2 WEIBLICHE REPRODUKTIONSPHYSIOLOGIE

Im Freiland erreichen Breitmaulnashornkihe die Geschlechtsreife mit fruhestens dreieinhalb
Jahren (OWEN-SMITH 1988), teilweise aber auch erst mit sechs Jahren (SCHENKEL 1987).
Tiere, die in Zoos und Safariparks gehalten werden, kbnnen dagegen vergleichsweise friher
geschlechtsreif werden. Einzelne Kihe wurden bereits in einem Alter unter drei Jahren ge-
deckt (BOER & HAMZA 1996; Tab. 2).

Uber die Dauer des Zyklus bestehen divergente Annahmen (vgl. Tab. 2). Nach Erhe-
bungen im Freiland betragt die Zyklusdauer beim Sddlichen Breitmaulnashorn etwa 30 Tage
(OWEN-SMITH 1988). Bei im Zoo gehaltenen Breitmaulnashornkiihen wurden ebenfalls Zyk-
len von 30 Tagen, aber auch ein Mehrfaches dieses Zeitraums registriert (LINDEMANN 1982).
Auch Beobachtungen von in einem Safaripark gehaltenen Nordlichen Breitmaulnashoérnern
ergaben eine durchschnittliche Zyklusdauer von 29 + 3,4 Tagen (VAHALA et al. 1993). Neben
diesen auf der Basis von ethologischen Untersuchungen gewonnenen Ergebnissen, wurden
mit endokrinologischen Analysen weitere Daten zum Zyklusgeschehen bei Nashornkihen er-
hoben. Die Bestimmung von Steroidhormonen im Urin bei jeweils einem Individuum beider
Unterarten (HINDLE et al. 1992) sowie die Kombination sonographischer und hormoneller Un-
tersuchungstechniken bei einer sudlichen Breitmaulnashornkuh (RADCLIFFE et al. 1997,
RADCLIFFE & OSOFSKY 1996) bestatigten weitgehend die durch Beobachtungen erhobenen
Ergebnisse. SCHWARZENBERGER et al. (1994, 1998) stellten dagegen auf der Basis fakaler
Steroidhormonanalysen bei einer grolReren Anzahl von Individuen vier Kategorien zyklischer
Aktivitat fest und fanden bei zwei Kihen regelmafige Zyklen von ca. 70 Tagen. In Untersu-
chungen von PATTON et al. (1999) konnten durch fakale Hormonanalysen bei funf von drei-
zehn untersuchten Kihen regelmalige Zyklen von 35,4 £ 2,2 Tagen (X £ SEM) protokolliert
werden. Dabei hatten jedoch zwei Individuen neben den kurzen Zyklen auch einzelne Zyklen
mit einer Lange von knapp 70 Tagen. Lange und kurze Zyklen unterschieden sich in der Dau-
er der lutealen Phase, weshalb die Autoren die langeren Zyklen als in- bzw. subfertil einschat-

zen.
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Beobachtungen zufolge betragt die Trachtigkeitsdauer beim Breitmaulnashorn etwa sechzehn
Monate (NELSON & FOWLER 1986, OWEN-SMITH 1988, SCHENKEL 1987, VAHALA et al.
1993; Tab. 2). Dabei handelt es sich jedoch vermutlich um die untere Grenze. Nach neueren
Daten zoologischer Institutionen kann die Graviditat einen Zeitraum von 480 bis 548 Tagen
umfassen (RIECHES 1998). Durch fakale Steroidhormonanalysen konnte eine Graviditats-

dauer von 525 Tagen bei einer Breitmaulnashornkuh belegt werden (PATTON et al. 1999).

Tab.2:  Fortpflanzungsparameter der Breitmaulnashornkuh im Uberblick

Parameter Alter, Dauer, Gewicht
Eintritt der Geschlechtsreife 2,8 bis 6 Jahre
Erstkalbealter ab 4 bis 5 Jahren
Zyklusdauer 25 bis 90 Tage
Trachtigkeitsdauer 474 bis 548 Tage
Laktationsdauer 14 bis 24 Monate
Zwischenkalbeintervall 2 bis 4 Jahre
Geburtsgewicht 40 bis 65 kg

Das Erstkalbealter wird in zoologischen Einrichtungen teilweise mit vier bis fuinf Jahren (BOER
& HAMZA 1996, LINDEMANN 1982, RIECHES 1998) angegeben, im Freiland dagegen mit
etwa sieben Jahren (HILLMAN-SMITH 1997, OWEN-SMITH 1988, RACHLOW & BERGER
1998; Tab. 2). Dabei scheint das Erstkalbealter ebenso wie die Dauer des ublicherweise zwei
bis vier Jahre umfassenden Zwischenkalbeintervalls (z.B. OWEN-SMITH 1988, RACHLOW &
BERGER 1998) von der jeweiligen Populationsdichte abhangig zu sein. In besonders eng be-
setzten Gebieten betragt das durchschnittliche Erstkalbealter zehn Jahre (RACHLOW &
BERGER 1998). In diesem Zusammenhang ist auch das Alter der Tiere von Bedeutung. Das
Zwischenkalbeintervall betragt bei jingeren Kihen meist weniger als zweieinhalb Jahre. Bei
alteren Individuen dagegen kann der Zeitraum zwischen zwei Geburten oft mehr als drei Jahre
betragen (OWEN-SMITH 1988). Es wird in der Regel ein Kalb mit einem Geburtsgewicht von

40 bis 65 kg geboren (MEISTER & OWEN-SMITH 1997; Tab. 2).

-16 -



Die Laktationsdauer betragt zwischen vierzehn und sechzehn Monaten (BOER & HAMZA
1996), in Ausnahmefallen aber auch bis zu zwei Jahren (OWEN-SMITH 1988; Tab. 2). Das
Jungtier begleitet die Breitmaulnashornkuh bis etwa drei Wochen vor der Geburt des nachsten

Kalbs (MEISTER & OWEN-SMITH 1997).

2.3.3 MANNLICHE REPRODUKTIONSPHYSIOLOGIE

Mit Eintritt der Geschlechtsreife, die mit einem Alter von frihestens funf bis sieben (NELSON
& FOWLER 1986) bzw. acht bis zehn Jahren (MEISTER & OWEN-SMITH 1997) erreicht wird,
versuchen die Bullen ein eigenes Territorium zu besetzen. Revierbesitzer sind dominant und
werden als a-Bullen bezeichnet. Neben Kuhen werden innerhalb eines Reviers nur subdomi-
nante B-Bullen geduldet. In der Regel pflanzen sich nur die dominanten Bullen fort.

Wahrend der mit bis zu 90 Minuten ungewohnlich langen Kopulation scheint es zu
mehreren aufeinander folgenden Ejakulationen zu kommen (OWEN-SMITH 1988). Wahr-
scheinlicher ist jedoch, dass es sich dabei um den Ablauf einer mehrphasigen Ejakulation
handelt. Uber die physiologische Beschaffenheit des Ejakulats ist jedoch bei dieser Spezies
wegen begrenzter Gewinnungsmethoden nur wenig bekannt. Deseminationsmethoden und

Spermaparameter werden im Abschnitt 2.5 naher beschrieben.

24 Reproduktionsprobleme des Breitmaulnashorns - ex-situ

Die Reproduktionsrate der in zoologischen Institutionen gehaltenen Breitmaulnashdrner ist
sehr niedrig. Wahrend die Wachstumsrate der Freilandpopulationen beider Unterarten bei ent-
sprechender Kapazitat des Lebensraums etwa 10% (HILLMAN-SMITH 1997, OWEN-SMITH
1988, RACHLOW & BERGER 1998) bis 15% (KRETZSCHMAR 2001) betragt, sind die ex-situ
Populationen nicht selbst erhaltend (z.B. SCHWARZENBERGER et al. 1999). Nach Angaben
des 8. und 9. Internationalen Zuchtbuchs (OCHS 1999, 2001) fur den Zeitraum 1997 bis 2001

stehen 90 Geburten 104 Todesfalle gegenuber.
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241 NORDLICHES BREITMAULNASHORN
(CERATOTHERIUM SIMUM COTTONI)

Die ex-situ Population der nérdlichen Unterart umfasst nach Angaben des 9. Internationalen
Zuchtbuchs fir das afrikanische Breitmaulnashorn (OCHS 2001) zehn Individuen. Die 1,2" im
San Diego Wild Animal Park, USA, gehaltenen Nordlichen Breitmaulnashorner der
FO-Generation ziichten nicht und sind zudem zum Stand 2001 fast 30 Jahre alt. Bei der 3,4
Tiere umfassenden Population des Safariparks Dvur Kralove, Tschechische Republik, wurde

im Jahr 2000 das erste Kalb (0,1") nach mehr als zehn Jahren geboren.

2.4.2 SUDLICHES BREITMAULNASHORN
(CERATOTHERIUM SIMUM SIMUM)

Von den zum Stand 2001 lebenden geschlechtsreifen Sudlichen Breitmaulnashérnern — aus-
gehend von einer Geschlechtsreife von sechs Jahren bei den Kihen und acht Jahren bei den
Bullen — hat eine von der Autorin durchgeflhrte Auswertung der Daten des 9. Internationalen
Zuchtbuchs fur das afrikanische Breitmaulnashorn (OCHS 2001) ergeben, dass nur etwa 30%
der Tiere bisher erfolgreich gezuchtet haben. Die Halfte der gehaltenen Nashorner ist dabei
jedoch schon alter als zwanzig Jahre.

Ein Vergleich der Zuchterfolge der Nashornbullen der FO-Generation (Wildfange) sowie
der nachgezichteten F1- und F2-Generation der sldlichen Unterart — wiederum von einer Ge-
schlechtsreife von acht Jahren ausgehend — zeigt eine dramatische Entwicklung. Wahrend
mehr als 30% der Bullen der FO-Generation erfolgreich gezuchtet haben, betrug der Anteil der
zuchtenden Bullen der F1-Generation unter 15%, in der F2-Generation weniger als 10%. Da-
bei sind wenige Individuen Uberreprasentiert. Beispielsweise hat ein Breitmaulnashornbulle

der FO-Generation 64 Kalber gezeugt.

' Zoologische Nomenklatur: Die Ziffer vor dem Komma gibt die Anzahl mannlicher Individuen, die Ziffer
nach dem Komma die Anzahl weiblicher Tiere einer Gruppe an.
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243 URSACHEN

Die Ursachen der verminderten Fertilitat der ex-situ Populationen sind noch nicht hinreichend
geklart. Als ein bedeutender Faktor wird von einigen Autoren ein Fehlmanagement der Breit-
maulnashornhaltung angefuhrt (BERTSCHINGER 1994, KOCK & GARNIER 1991). Entgegen
ihrer naturlichen Lebensweise im Freiland leben viele Breitmaulnashorner in Paarhaltungen.
Es wird vermutet, dass sich zwischen Individuen, die Uber lange Zeitrdume gemeinsam in ei-
nem Gehege gehalten werden, ,Geschwisterahnliche Beziehungen’ ausbilden kdnnen. An an-
derer Stelle wurde bereits auf die Forderung nach einer Haltung von Breitmaulnashérnern in
Gruppen hingewiesen (vgl. 2.3.2). Jedoch erfordert eine Gruppenhaltung dieser Tierart eine
differenziertere Betrachtung. Neuere Untersuchungen weisen darauf hin, dass bei gemischter
Gruppenhaltung einzelne Kuhe in ihrer Reproduktion durch ein dominantes weibliches Tier
unterdrickt werden (HILDEBRANDT 2002, personliche Kommunikation). Weiterhin scheint
auch das soziale Umfeld, insbesondere der Reproduktionsstatus der weiblichen Tiere, deutli-
che Auswirkungen auf die Fertilitdt der Nashornbullen zu haben (HERMES 2002, personliche
Kommunikation). Diese Faktoren sollten bei der Zusammenstellung von Gruppen berticksich-
tigt werden.

Eine weitere Ursache fur die niedrige Reproduktionsrate sind pathologische Verande-
rungen der weiblichen Reproduktionsorgane. Ultraschalluntersuchungen des Reproduktions-
trakts von 30 Breitmaulnashornkihen bestatigen die Ausbildung von Uteropathien sowie Ver-
anderungen des Ovars (z.B. uterine und ovarielle Zysten, Tumore etc.) in mehr als 50% der
Falle (HERMES et al. 2001b). Diese Alterationen kdnnen Zyklusstorungen, Konzeptionssto-
rungen sowie Storungen der Graviditat bedingen, jedoch auch ein weiterer Grund fur die oben
beschriebenen Anpaarungsprobleme sein (ANONYMOUS 1998). Das Auftreten pathologi-
scher Veranderungen steht in direktem Zusammenhang mit der Anzahl nicht-konzeptiver Zyk-
len, ist dabei jedoch unabhangig von der Auspragung der zyklischen Aktivitat. Altere Kiihe, die
regelmalfig trachtig waren, weisen vergleichsweise geringfugige Alterationen des Genitaltrakts

auf (HERMES et al. 2001b). Jedoch sind lediglich bei Kihen, die zum Untersuchungszeitpunkt
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junger als zwolf Jahre waren, die Reproduktionsorgane frei von pathologischen Veranderun-
gen (HERMES et al. 2001c). Die Mehrzahl der in zoologischen Einrichtungen gehaltenen Tiere
ist jedoch schon deutlich alter (OCHS 2001).

Neben pathologischen Veranderungen bei den Nashornkihen, mussen Ursachen fur
die verminderte Fertilitat auch bei den mannlichen Tieren gesucht werden. Die Analyse von
Elektroejakulaten von vierzehn Bullen ergab fur neun Bullen eine verminderte Spermaqualitat.
Sonographische Untersuchungen der Hoden und der akzessorischen Geschlechtsdrisen

zeigten jedoch keine wesentlichen Alterationen (HERMES et al. 2001c¢).

244 LOSUNGSANSATZE

Zur Uberwindung der niedrigen Reproduktionsrate erscheint ein besseres Verstandnis der
Reproduktionsbiologie dieser Spezies erforderlich. Wahrend die Gynakologie des Nashorns
mit bereits etablierten nicht-invasiven endokrinologischen und sonographischen Methoden
untersucht werden kann, erfordert die andrologische Forschung vorrangig zuverlassige Dese-
minationsmethoden, die regelmaRige Ejakulatanalysen erlauben. Eine dadurch mdgliche
Bestimmung des Reproduktionsstatus einzelner Individuen kann sowohl eine fundierte Basis
fur Managemententscheidungen im Rahmen von Zuchtprogrammen zur Férderung der naturli-
chen Fortpflanzung, als auch fur die Weiterentwicklung und Anwendung hormoneller Behand-
lungsschemata sowie assistierter Reproduktionstechniken bei dieser Tierart bilden (z.B.

HERMES et al. 2001b, ROTH 2001, SCHWARZENBERGER et al. 1999, 2001).

2.4.4.1 Zuchtprogramme

Seit 1966 wird das ,Internationale Zuchtbuch fir afrikanische Nashorner’ vom Zoologischen
Garten Berlin gefuhrt. Es enthalt wesentliche Informationen zu den weltweit in zoologischen
Einrichtungen gehaltenen afrikanischen Nashérnern. Jedes Individuum ist Uber eine Zucht-
buchnummer registriert. Dabei werden auch Aborte, Totgeburten und unmittelbar nach der

Geburt gestorbene Tiere erfasst. Daten zu Stammbaum, Alter, Geschlecht, Reproduktions-
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status, Todesursache etc. bilden nicht nur die Grundlage fur biostatistische Aussagen zur Po-
pulationsdynamik, sondern auch fur die Entwicklung globaler und regionaler Managementstra-
tegien.

Im Rahmen eines ,Globalen Gefangenschaftsaktionsplans’ (GCAP, Global Captive
Action Plan) sowie eines ,Uberlebensplans’ (GASP, Global Animal Survival Plan) werden
Richtlinien flr die Haltung von Nashdérnern von der Erhaltungszuchtgruppe (CBSG, Conserva-
tion Breeding Specialist Group) der Weltnaturschutzunion erstellt.

Auf regionaler Ebene bestehen Zuchtprogramme, die von einer ,Nashornberatungs-
gruppe’ (Rhinoceros Taxon Advisory Group) unterstutzt werden. Das ,Europaische Erhal-
tungszuchtprogramm’ (EEP) fUr Breitmaulnashdrner wird vom tschechischen Zoo Dvur Kralo-

ve koordiniert.

2.4.4.2 Hormonelle Behandlung

Die Erkennung und Behandlung ovarieller sowie uteriner Dysfunktionen beim Breitmaulnas-
horn ist ein wichtiger Beitrag zur Forderung der naturlichen und kunstlichen Fortpflanzung und
kann durch endokrinologische und sonographische Methoden Gberprift und optimiert werden
(HERMES et al. 2001b). Bisher wurde bei Breitmaulnashérnern erfolgreich ein Protokoll zur
Zyklusinduktion entwickelt. Durch orale Gabe eines synthetischen Progesteronderivats
(Chlormadinon-Acetat) und nachfolgender Injektion von hCG, Human Chorion Gonadotropin,
wurden einzelne ovarielle Zyklen bei bislang azyklischen Individuen induziert (SCHWARZEN-

BERGER 1995, 1998).

2.4.4.3 Assistierte Reproduktion

Assistierte Reproduktionstechniken als Alternative zu konventionellen Zuchtprogrammen ge-
winnen flr den Schutz und die Erhaltung der genetischen Diversitat von in zoologischen Insti-
tutionen gehaltenen Wildtierarten zunehmend an Bedeutung (z.B. BAINBRIDGE & JABBOUR

1998, LASLEY et al. 1994).
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Beim Breitmaulnashorn wurde bislang vorrangig die Entwicklung einer effizienten kinstlichen
Inseminationsmethode verfolgt (HERMES et al. 2000, 2001c, HILDEBRANDT et al. 2000,
2002, SCHWARZENBERGER et al. 1999, 2001). In-vitro Verfahren (Maturation und Fertilisa-
tion) dagegen wurden bisher nur ansatzweise bei dieser Spezies versucht (GODFREY et al.

1990).

Kiinstliche Besamung beim Breitmaulnashorn

Die fur eine Kinstliche Besamung geeigneten Breitmaulnashornkiihe kénnen durch endokri-
nologische und sonographische Untersuchungen selektiert werden (HERMES et al. 2001b).
Fakale Steroidhormonanalysen sind praktikabel und sensitiv, um zyklische Aktivitatsmuster zu
untersuchen (PATTON et al. 1999, SCHWARZENBERGER et al.1998).

Der Besamungszeitpunkt wird durch Beobachtung von Brunstverhalten und -anzeichen,
jedoch malgeblich aufgrund von sonographischen ovariellen und uterinen Befunden be-
stimmt. Die Durchfuhrung einer gynakologischen Ultraschalluntersuchung erfolgt transrektal
und ist bei Nashornern grundsatzlich unter Narkose maoglich. Bei konditionierten Nashornku-
hen kann die Untersuchung auch in einem Zwangsstand — ohne vorherige Sedierung der Tiere
— durchgefuhrt werden (z.B. SCHAFFER et al. 1994, RADCLIFFE et al. 1997, 2001). Wegen
der betrachtlichen Lange des weiblichen Genitaltrakts sind fir eine vollstandige Darstellung
der inneren Geschlechtsorgane die Verwendung eines Ultraschalladapters fur die Aufnahme
des Schallkopfes sowie ein entsprechend verlangertes Kabel hilfreich (HILDEBRANDT et al.
1995, 2000, 2002).

Am Institut fir Zoo- und Wildtierforschung, Berlin, wurde eine atraumatische Technik
der Kinstlichen Besamung von afrikanischen Nashérnern entwickelt. Die Durchfihrung einer
Besamung erfordert aufgrund der anatomischen Verhaltnisse des Genitaltrakts von Nashorn-
kihen ein spezielles Besamungsbesteck. Fur eine intra-zervikale bzw. intra-uterine Insemina-
tion mussen zunachst das bei nulliparen Tieren meist intakte Hymen sowie das stark gewun-
dene Lumen der Zervix passiert werden (HERMES et al. 2000, HILDEBRANDT et al. 2002;

vgl. Abb. 3).
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Die Besamung erfolgt am sedierten, meist jedoch am narkotisierten Tier. Es sind mehrere
Personen erforderlich, um einerseits die Vitalfunktionen der Kuh zu Gberwachen und anderer-
seits die Besamung durchzufihren (WALZER et al. 2001). Dabei werden zunachst durch eine
transrektale Ultraschalluntersuchung die Topographie, Morphologie sowie die Dimensionen
von Vagina, Zervix und Uterus bestimmt. Durch ein im Vestibulum platziertes flexibles Speku-
lum wird unter endoskopischer Kontrolle ein rigider Katheter in den Genitaltrakt eingefuhrt.
Durch transrektale Sonographie wird die intra-zervikale bzw. intra-uterine Position des Kathe-
ters Uberpruft und ein flexibler Besamungskatheter in dessen Lumen nachgeschoben. Die In-
semination erfolgt ebenfalls unter Ultraschallkontrolle (HERMES et al. 2000, HILDEBRANDT
et al. 2002).

Zum Zeitpunkt Oktober 2002 wurden elf Kunstliche Besamungen bei neun Nashornku-
hen (darunter ein Spitzmaulnashorn, Diceros bicornis sowie acht Breimaulnashoérner, Cera-
totherium s. simum) im Alter von 10 bis 29 Jahren durchgefuhrt. Die Mehrzahl der Kihe zeigte
keine zyklische Aktivitat und wurde daher mit Hormonen vorbehandelt. Bei den inseminierten
Proben handelte es sich ausschliellich um durch Elektrostimulation am narkotisierten Nas-
hornbullen gewonnene Ejakulate (s. 2.5.1). Es konnte jedoch noch kein Nachwuchs durch
eine Kunstliche Besamung gezeugt werden (HILDEBRANDT et al. 2002). In einem Fall lie3en
sonographische und endokrinologische Befunde auf eine Graviditat schlie3en, die jedoch nicht
ausgetragen wurde (HERMES et al. 2001c).

Die Spermaparameter der verwendeten Elektroejakulate sind nicht explizit publiziert.
FUr eine zusammenfassende Darstellung der Parameter von 17 Elektroejakulaten, die vorwie-
gend zu Kunstlichen Inseminationszwecken gewonnen wurden, s. 2.5.1.

Obwohl Besamungsversuche sich bisher auf afrikanische Nashornarten beschrankten,
erscheint eine modellhafte Ubertragung der Kenntnisse auch auf andere bedrohte Nashorn-

arten moglich (HERMES et al. 2000, 2001c).
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2.5 Methoden der Spermagewinnung und Qualitat der Spermaproben

bei verschiedenen Nashornarten

Zuverlassige Deseminationsmethoden sind wichtig fur andrologische Untersuchungen sowie
fur die Weiterentwicklung und Anwendung assistierter Reproduktionstechniken. Nachfolgend
werden Verfahren der Spermagewinnung bei verschiedenen Nashornarten beschrieben. Aktu-
ell deutet nichts darauf hin, dass einzelne dieser Verfahren artspezifisch sind und sich damit
deren Methoden und Erkenntnisse nicht auch auf das Breitmaulnashorn Ubertragen liel3en.
Um die zentralen Ergebnisse der einzelnen Methoden zu verstehen und eine abschlieRende
ubergreifende Betrachtung zu ermdglichen, werden vorausgehend die wichtigsten Sperma-

parameter und ihre Erhebung kurz erlautert.

Spermaparameter

Zur umfassenden Beurteilung eines Ejakulats ist im Rahmen einer Routineuntersuchung die
Erhebung makroskopischer, mikroskopischer und chemisch-physikalischer Parameter erfor-
derlich. Bezuglich der zur erwartenden Fertilitat einer Samenprobe bzw. des Samenspenders
bestehen Wechselwirkungen zwischen der Qualitdt und der Quantitdt des Spermas. Neben
konventionellen Analysemethoden steht eine Vielzahl weiterfihrender Untersuchungsverfah-
ren zur Verfugung (z.B. WEITZE 2001a).

In der Mehrzahl der vorliegenden Arbeiten Uber Nashornsperma wurden partielle
Untersuchungen der Proben mit herkdbmmlichen Analysemethoden durchgefuhrt. Als
makroskopische Parameter wurden teilweise Volumen, Farbe, Konsistenz sowie Beimengun-
gen durch eine grobsinnliche Prifung bestimmt (z.B. HERMES et al. 2001a, SCHAFFER et al.
1990,1991).

Im Rahmen der mikroskopischen Analyse wurden vorrangig die Spermienkonzen-
tration, aber auch die Spermienmotilitat und —vitalitat untersucht (z.B. O'BRIEN & ROTH 2000,
WILLIAMS et al. 1995). Uber Ergebnisse der Spermienmorphologie, als wesentlichen Quali-

tatsparameter eines Ejakulats (vgl. z.B. STOLLA 1984), wird nur vereinzelt und ohne genaue

-24 -



Angaben der verwendeten Klassifizierungsschemata berichtet (z.B. SCHAFFER et al. 1991).
Auch das Auftreten eventueller Agglutinationen sowie moglicher Fremdzellen wurde selten
untersucht. Als chemisch-physikalischer Parameter wurde in zwei Untersuchungen der pH-

Wert mit Indikatorpapier bestimmt (O'BRIEN & ROTH 2000, SCHAFFER et al. 1991).

2.5.1 ELEKTROSTIMULATION

Bei der Elektrostimulation werden die akzessorischen Geschlechtsdrusen transrektal mit
elektrischen Impulsen stimuliert. Eine gleichzeitige intensive Massage des Becken- sowie Pe-
nisstlcks der Urethra begunstigt die Ejakulatgewinnung. Als Stimulationssonden werden beim
Nashorn speziell entwickelte zylinderférmige Rektalsonden eingesetzt (z.B. HILDEBRANDT et
al. 2000). Die erforderliche elektrische Spannung und Starke wird durch einen Generator
erzeugt. Dabei ist eine maximale Spannung von 15 Volt bei einer Stromstarke von 800 Milli-
Ampere ausreichend (HILDEBRANDT et al. 2002).

Da die Elektroejakulation am liegenden, narkotisierten Nashornbullen durchgefuhrt
wird, besteht neben dem technischen auch ein grof3er personeller Aufwand. Fur die Gewin-
nung von Elektroejakulaten sind mindestens drei Personen erforderlich, um neben der Durch-
fuhrung der Stimulation, die Proben fraktioniert auffangen und weiter aufbereiten zu kénnen.
Um das bestehende Narkoserisiko zu minimieren, sind fur eine optimale Narkoselberwachung
mindestens zwei weitere Personen notwendig (WALZER et al. 2001). In der Regel ist eine
Narkose von weniger als einer Stunde fur die Desemination ausreichend, da die eigentliche
Elektrostimulation durchschnittlich 20 Minuten dauert (HILDEBRANDT et al. 2002).

Eine transrektale Ultraschalluntersuchung mit Darstellung von Topographie und Mor-
phologie der Geschlechtsdrisen vor sowie wahrend der Elektrostimulation erleichtert die exak-
te Positionierung der Sonde und vermindert das Risiko einer ungewollten Stimulation der
Harnblase. Zudem kann eine sonographische Beurteilung des Funktionszustands der

akzessorischen Geschlechtsdriisen, aber auch der Hoden, Hinweise auf das zu erwartende
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Ejakulatvolumen geben und einer Uberstimulation sub- bzw. infertiler Bullen vorbeugen
(HERMES et al. 2001a, HILDEBRANDT et al. 2000).

Die rektale Elektrostimulation gilt als zuverlassige Gewinnungsmethode vollstandiger
Ejakulate (z.B. HERMES et al. 2001a, HILDEBRANDT et al. 2002; Tab. 3), ist jedoch aufgrund
der erforderlichen Anasthesie nicht fur regelmaRige Deseminationen geeignet (SCHAFFER &
BEEHLER 1988, WALZER et al. 2000). Sie wurde bisher erfolgreich beim Breitmaulnashorn
(Ceratotherium simum; GOLTENBOTH et al. 2000, HERMES et al. 2001a, ¢, SCHAFFER et
al. 2001b), Spitzmaulnashorn (Diceros bicornis; GOLTENBOTH et al. 2000, HILDEBRANDT et
al. 2002, SCHAFFER et al. 1998a, 2001b) sowie beim Indischen Panzernashorn (Rhinoceros

unicornis; SCHAFFER et al. 2001b) durchgefuhrt.

Tab. 3:  Parameter mit rektaler Elektrostimulation von acht Breitmaulnashérnern (Cerato-
therimum s. simum) und mit peniler Elektrostimulation von einem Spitzmaulnashorn
(Diceros bicornis) gewonnener Ejakulate

Breitmaulnashorn?® Spitzmaulnashorn®
Elektroejakulatparameter (n=17) (n=2)
Anzahl der Fraktionen (n) 3-12 -
Gesamtvolumen (ml) 124,0 + 21,1° 18,8 u. 44,6
Sperr(‘snlenkonzentratmn pro ml 48,11 £ 12,6° )
(x 10
Spergnlengesamtzahl pro Ejakulat 237+08° 0.14 u. 0,44
(x10%)
Motilitat einzelner Fraktionen (%) 10-95 60 u. 40

2 Zusammenfassung der Daten aus HERMES et al. (2001a) bzw. ® PLATZ et al. (1979)
°x + SEM

Durch transrektale Elektrostimulation konnen in Abhangigkeit von dem Fertilitatsstatus des
Nashornbullen voluminése (meist 20 bis 50 ml), fraktionierte Ejakulate (in der Regel vier bis
acht Fraktionen) guter Qualitdt gewonnen werden (HERMES 2002, personliche Kommuni-

kation). Dabei war die Spermienkonzentration in einer Studie von HERMES et al. (2001a) mit
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acht Breitmaulnashornbullen bei Tieren, die alter als 30 Jahre waren, signifikant hdher, als bei
jungeren Bullen.

Bei falscher Positionierung der Sonde kann es durch versehentliche Stimulation der
Harnblase oder durch eine Uberstimulation der Geschlechtsdriisen gegen Ende der Manipula-
tion zu Urinkontaminationen und damit verbundener Qualitatsminderung einzelner Fraktionen
kommen (HERMES et al. 2001a).

Abweichend von der Methode der transrektalen Stimulation, |6sten PLATZ et al. (1979)
durch Anlegen manschettenartiger Aluminiumelektroden an den vor gelagerten Penis eines zu
euthanasierenden Spitzmaulnashornbullen (Diceros bicornis) erfolgreich Ejakulationen aus.
Volumen und Konzentration der mit dieser Methode gewonnenen Ejakulate waren jedoch ge-
genuber den mit rektaler Elektrostimulation genommenen Proben vergleichsweise niedriger
(Tab. 3).

Erfolglos dagegen verlief der Versuch, an einem nicht narkotisierten Indischen Panzer-
nashorn (Rhinoceros unicornis) mit transrektaler Elektrostimulation eine Erektion und Ejakula-
tion auszuldsen. In dieser von SCHAFFER et al. (1990) durchgefuhrten Untersuchung wurden
die akzessorischen Geschlechtsdrisen mit einer aufblasbaren Rektalsonde mit elektrischen
Impulsen stimuliert. Die Sonde, die sich flexibel der Enddarmschleimhaut des Bullen anpassen
sollte, war uber an der Stalldecke verlaufende Kabel mit einem Generator verbunden, so dass

sich der Bulle wahrend des Versuchs frei bewegen konnte.

2.5.2 MANUELLE STIMULATION

Bei der manuellen Stimulation, die beispielsweise beim Ruden als Routinemalinahme im
Rahmen einer andrologischen Untersuchung etabliert ist, wird eine Ejakulation durch Massage
und Kompression des Penis ausgeldst (vgl. WEITZE 2001b).

Beim Nashorn wird diese Methode am stehenden, nicht narkotisierten Tier durchgefuhrt
und erfordert einen engen Kontakt mit dem Bullen. Speziell konstruierte Zwangsstande bieten

dabei die notwendige Sicherheit fur den Untersucher (z.B. SCHAFFER et al. 1998b, WALZER

-27 -



et al. 2000). Bei den meisten Bullen ist eine Gewdhnung durch regelmaliges Training Uber
mehrere Monate erforderlich, bis sie sich ruhig im Zwangsstand verhalten und durch die Mani-
pulationen am Genitaltrakt Erektionen und Ejakulationen ausgelést werden kénnen (z.B.
EYRES et al. 2001, SCHAFFER & BEEHLER 1988). Das Instrument der operanten Konditio-
nierung mit positiver Bestarkung, beispielsweise mit Futter, Streicheln oder dem Klang der
Stimme, eignet sich als unterstiutzende Malknahme (vgl. MICHEL & ILLIG 1995, NICHOLSON
1996, SHAFFSTALL 2000, WATKINS & GREGORY 1997 etc.).

Fur die Durchfuhrung einer manuellen Desemination sind mindestens zwei Personen
erforderlich. Befindet sich der Nashornbulle in der gewunschten Position, wird zunachst durch
Streicheln der Innenseiten der Oberschenkel, des Bauchs und des Praputiums eine Protrusion
des Penis bewirkt. Manche Bullen kdnnen so erfolgreich konditioniert werden, dass sie den
Penis bereits vor Beginn der Manipulation ausschachten (EYRES et al. 2001). Eine Massage
des distalen Abschnitts des Penis, gegebenenfalls unter Verwendung von Gleitcreme, kann zu
einer maximalen Erektion mit deutlicher Schwellung der fligeldhnlichen Fortsatze fuhren.
Durch weitere Stimulation kann eine Ejakulation ausgelost werden, nach welcher der Penis
innerhalb kurzer Zeit wieder vollstandig erschlafft. Die Gesamtdauer fur das Induzieren einer
Erektion mit nachfolgender Ejakulation wird mit 10 bis 20 Minuten angegeben (SCHAFFER et
al. 1990).

Die Erfolgsquote der manuellen Stimulationstechnik ist bei Nashornbullen sehr gering.
In einer Studie von SCHAFFER et al. (2001b), in die 19 Bullen vier verschiedener Nashornar-
ten einbezogen wurden, konnten lediglich bei zwei Individuen durch Stimulation des Penis
wiederholt Spermien enthaltende Proben gewonnen werden, Gber deren Parameter keine An-
gaben vorliegen. In anderen Untersuchungen wurde zwar mit manueller Stimulation bei den
meisten Nashornbullen eine Erektion induziert, dies fuhrte jedoch bei einigen Individuen selbst
nach langen Versuchsreihen entweder nie zu einer Abgabe seminaler FlUssigkeiten (HERMES
et al. 2001a, O'BRIEN & ROTH 2000, SCHAFFER 2000) oder lediglich zu einer Gewinnung
von Proben, die ausschlielich tote Spermien bei hohem Fremdzellgehalt (YOUNG 1967) bzw.
vereinzelte sowie morphologisch abweichende Spermien (SCHAFFER 2000) enthielten.
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Durch manuelle Stimulation des duf3eren Genitales wurden jedoch bei einem Indischen Pan-
zernashorn (Rhinoceros unicornis; SCHAFFER et al. 1990) sowie einem Spitzmaulnashorn
(Diceros bicornis; SCHAFFER et al. 1991) wiederholt seminale Flissigkeiten gewonnen (Tab.
4). Auffallend ist die groRe Spannweite aller untersuchten Parameter. Gegenuber den durch
Elektrostimulation gewonnenen Ejakulaten bestehen erhebliche Unterschiede, insbesondere
hinsichtlich des Volumens sowie der Spermienkonzentration. So weisen die mit manueller
Stimulation gewonnenen Proben bei vergleichsweise kleinem Volumen teilweise deutlich ho-

here Spermienkonzentrationen auf (vgl. Tab. 3 und Tab. 4).

Tab.4: Parameter mit manueller Stimulation gewonnener Spermaproben von jeweils ei-
nem Breitmaulnashorn (Ceratotherium s. simum), Indischen Panzernashorn
(Rhinoceros unicornis) und Spitzmaulnashorn (Diceros bicornis)

Breitmaul- Indisches Spitzmaul-
nashorn® Panzernashorn® nashorn®
Spermaparameter (n=20) (n=2) (n=12) (n=6)° (n=3)
Volumen (ml) 1,0-2,0 4,0 0,2-50,0 2,0-20,0 0,2-164,5
Farbe trans- weily trans- - weild
parent parent
Konsistenz inhomogen® homogen viskos - viskOs
pH-Wert - - - - 7,0-8,5
Spermienkonzentration 47 s . bis 208 0,1-352 0-600
pro ml (x 10°)
Spermiengesamtzahl f
pro Ejakulat (x 10°) 0,262 i ) i i
Motilitat (%) 70-80 70-80 0-80 30-80 0-90
Morphologie, Anteil nor- ) ) ) 10-60

maler Spermien (%)

2 Zusammenfassung der Daten aus HERMES et al. (2001a) bzw. * ° SCHAFFER et al. (1990, 1991)
4 Modifikation mit rektaler Stimulation
fProben mit weiRen, wurmahnlichen Filamenten (Spermienaggregate)

X
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Bei der morphologischen Analyse wurden Zytoplasmatropfen als pathologische Formen be-
wertet und bildeten neben Mittelstliick- und Schwanzveranderungen sowie losen Spermien-
kopfen den Hauptteil der Anomalien (SCHAFFER et al. 1991).

Uber eine erfolgreiche Spermagewinnung mit manueller Stimulation beim Breitmaul-
nashorn (Ceratotherium s. simum) berichten HERMES et al. (2001a). Dabei wurden bei einem
von zwei in die Studie einbezogenen Breitmaulnashornbullen vergleichsweise kleine Volumina
(meist 1 bis 2 ml, maximal 4 ml) gewonnen (Tab. 4). Der relative Anteil erfolgreicher Versuche
lag bei diesem Nashornbullen unter 25%. Die Proben wurden makroskopisch als klar und in-
homogen (n=20) bzw. weil} und homogen (n=2) beschrieben. Auffallend waren weile wurm-
ahnliche Filamente in den klaren seminalen FlUssigkeiten, die sich bei einer mikroskopischen
Untersuchung als Spermienaggregate mit verminderter Motilitat (10 bis 30%) herausstellten.
Durch Zugabe von Verdinnermedium konnten die Aggregate aufgeldst und die Motilitat um
40 bis 50% gesteigert werden. Die Autoren vermuten, dass es sich um im Vas deferens ge-
speicherte und passiv emittierte Proben handelte. Die weil3en, homogenen Ejakulate dagegen
wurden im Zusammenhang mit einem der Stimulation vorangehenden Paarungsverhalten und
sexueller Erregung gewonnen und hatten ein etwas groReres Volumen (4 ml). Diese Proben
enthielten keine Spermienaggregate (Tab. 4).

Manche Autoren halten eine gut ausgepragte Libido bzw. die Anwesenheit einer
Ostrischen Kuh fur eine wesentliche Voraussetzung fur eine erfolgreiche Spermagewinnung
(z.B. YOUNG 1967). Versuche, durch zusatzliche olfaktorische Reize mit Urin und Kot
Ostrischer Kihe eine Ejakulationsauslosung zu erleichtern, verliefen jedoch erfolglos (EYRES

et al. 2001).

2.5.2.1 Pharmakologisch unterstiitzte Spermagewinnung

Der Ablauf der Ejakulation wird neuronal Uber das vegetative Nervensystem gesteuert. Emis-
sion und Ejektion entstehen durch Kontraktionen der glatten Muskulatur des Samenleiters, der

Harnrohre sowie der akzessorischen Geschlechtsdrisen, die durch Impulse der efferenten
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Bahnen des sympathischen Ejakulationszentrums vermittelt werden (BADER 2001). Die Mo-
dulation erfolgt vorwiegend durch a-adrenerge Rezeptoren (EPPEL & BERZIN 1984). Auf-
grund dieser Zusammenhange kann der Ejakulationsablauf pharmakologisch mit
o-adrenergen Substanzen beeinflusst werden, was zunachst in der Humanmedizin zur Be-
handlung von Ejakulationsstérungen des Mannes genutzt wurde (z.B. BROOKS et al. 1980,
EPPEL & BERZIN 1984, KELLY & NEEDLE 1979).

Auch in der Tiermedizin wurde wiederholt Uber den Einsatz a-adrenerger Medikamente
zur Ejakulationsinduktion bei Hengsten berichtet (CARD et al. 1997, McDONNELL 1999,
McDONNELL et al. 1987, McDONNELL & LOVE 1991, McDONNEL & ODIAN 1994, McDON-
NELL & TURNER 1994, TURNER et al. 1995).

Beim Nashorn stellt die pharmakologische Unterstutzung eine Modifikation der manuel-
len Stimulation dar, bei der medikamentds die Auslosung des Ejakulationsreflexes erleichtert
wird. Dazu wird eine Kombination aus einem oa,-Agonisten (z.B. Detomidinhydrochlorid) und
einem partiellen Opioid-Agonisten (z.B. Butorphanol) intramuskular injiziert. Die Medikamen-
tenapplikation kann erleichtert werden, indem zuvor Lokalanasthetika an der Injektionsstelle
aufgetragen werden (vgl. WALZER 1998). Der Wirkungseintritt der a-adrenergen Medikation
ist haufig durch eine Protrusion des Penis erkennbar. Im Anschluss wird der Penis in der oben
beschriebenen Weise manuell stimuliert, um eine Erektion und nachfolgende Ejakulation aus-
zulosen.

In einer Untersuchung von WALZER et al. (2000) wurde bei einer Applikation von 12
bis 15 mg Detomidinhydrochlorid und 8 mg Butorphanol pro Tier bei einem Breitmaulnashorn-
bullen (Ceratotherium s. simum) wiederholt Sperma gewonnen. Nach Angaben der Autoren
erleichterte dabei die Medikation nicht nur die Protrusion des Penis sowie die Auslosung des
Ejakulationsreflexes, sondern auch die Manipulation des Tieres durch den leicht sedierenden
Effekt. Angaben uber Quantitat und Qualitdt der im Rahmen dieser Studie gewonnenen Pro-

ben liegen nicht vor.
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Das Imidazolinderivat Detomidinhydrochlorid gehort zu der Gruppe der sedativ-hypnotischen
Analgetika. Die adrenerge Wirkung wird vorrangig durch a,-Rezeptoren vermittelt, dosisab-
hangig konnen auch a-Rezeptoren stimuliert werden (FREY et al. 1996). Detomidinhydro-
chlorid wird beim Nashorn in der Anasthesie eingesetzt. Es wird sehr gut vertragen und kann
antagonisiert werden (ATKINSON et al. 2002, KOCK et al. 1995, WALZER et al. 2001).
Butorphanol ist ein partieller Opioidagonist. Das synthetisch hergestellte Analgetikum
kann mit a-adrenergen Substanzen kombiniert werden und dabei deren Wirkung um ein Viel-
faches verstarken (FREY et al. 1996). Es wird beim Nashorn ebenfalls fur Narkosezwecke
eingesetzt und in diesem Zusammenhang als sicher beurteilt (RADCLIFFE et al. 2000a, b,

WALZER et al. 2001).

2.5.2.2 Rektale Stimulation

Als eine weitere Abwandlung der manuellen Stimulation beim Nashornbullen kann eine voran-
gehende rektale Massage der akzessorischen Geschlechtsdrisen durchgefuhrt werden. Bei
dieser Methode werden am stehenden Tier das Beckenstick der Harnrohre sowie die
akzessorischen Geschlechtsdrisen manuell massiert, um eine Protrusion und Erektion des
Penis auszulésen. Dadurch konnte bei einem Nashornbullen die Spermaqualitat gegentber
den durch ausschlieRliche manuelle Stimulation des Penis gewonnenen Proben verbessert
werden (SCHAFFER et al. 1990; vgl. Tab. 4).

Im Gegensatz zu Elefantenbullen, bei denen die alleinige rektale Stimulation erfolgreich
zu einer Gewinnung qualitativ hochwertiger Ejakulate fuhrt (SCHMITT & HILDEBRANDT
1998), bewirkt diese Technik beim Nashorn zwar ein Ausschachten des Penis, jedoch keine
Ejakulation (SCHAFFER et al. 1990). HILDEBRANDT (2001, personliche Kommunikation)
fuhrt die ungleiche Reaktion der beiden Tierarten auf den unterschiedlichen anatomischen
Bau der akzessorischen Geschlechtsdrisen zurlick. Wahrend die Ampullae ductus deferentis

beim Elefantenbullen sehr prominent ausgebildet sind, ein groRes Speichervermdgen besitzen
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und leicht ausmassiert werden kénnen, sind sie beim Nashornbullen makroskopisch kaum

darstellbar (vgl. Abb. 4).

2.5.2.3 ,Hot Towel Compression’

Die ,Hot Towel Compression’, bei der am stehenden Tier die Penisbasis und —spitze mit in
heilem Wasser gewarmten Tlchern komprimiert werden, stellt eine Abwandlung der manuel-
len Stimulation dar. Diese Methode wurde an Hengsten entwickelt, bei denen die manuelle
Reizung des Penis alleine nicht zu einer Ejakulationsauslosung fuhrte (CRUMP & CRUMP
1989, 1994, McDONNEL & LOVE 1990). Der Unterschied zu der manuellen Stimulationstech-
nik besteht darin, dass zusatzlich zu den Druckreizen superoptimale Temperaturen auf den
Penis einwirken. Dazu werden Tucher in 45 bis 55 °C warmem Wasser getrankt, ausgedrtickt
und um die Glans und die Basis des Penis gelegt. Mit jedem einsetzenden Beckenschub,
werden diese Bereiche zusatzlich mit den Handen komprimiert, um einerseits die kraniale
Begrenzung der Vagina und andererseits die Kontraktionen der Vulva zu imitieren.

Ebenso wie bei den zuvor beschriebenen Manipulationen am nicht narkotisierten Tier,
setzt auch dieses Vorgehen beim Nashorn die Kooperation des Bullen voraus. In einer Studie
von HERMES et al. (2001a) an zwei Breitmaulnashornbullen (Ceratotherium s. simum) konn-
ten mit dieser Technik wahrend eines Versuchszeitraums von einem Jahr wiederholt

Erektionen und pulsatile Kontraktionen, jedoch keine Ejakulationen ausgeldst werden.

2.5.3 KUNSTLICHE SCHEIDE

Bei der Spermagewinnung mit einer Kiunstlichen Scheide |6sen superoptimale Temperatur-
und Druckreize eine Ejakulation aus. Wahrend in der Haustierandrologie diese Desemina-
tionsmethode Ublicherweise mit einem Sprungpartner (Tier oder Phantom) durchgefiihrt wird
(z.B. BADER 2001), ist beispielsweise beim Hengst auch eine Spermagewinnung am stehen-

den Tier moglich (vgl. FORNEY & McDONNEL 1999, SCHUMACHER & RIDDELL 1986).
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Beim Nashorn sind beide Vorgehensweisen beschrieben und setzen eine entsprechende
Gewdhnungsphase sowie die Kooperation des Bullen voraus. Neben handelsiblichen Rinder-
oder Hengstscheiden (EYRES et al. 2001, YOUNG 1967), wurden auch spezielle, an die
GréRenverhaltnisse des Nashornpenis angepasste Modelle entwickelt (z.B. GOLTENBOTH
1986, SCHAFFER et al. 1990, YOUNG 1967). Rigide Hartschalenkonstruktionen mit Innen-
schlauch sind relativ schwer und kénnen zu mechanischen Schleimhautirritationen der latera-
len Schwellkissen des Penis fuhren. Alternativ kdnnen leichtere und flexiblere doppelwandige
Latexschlauche verwendet werden (SCHAFFER et al. 1990, YOUNG 1967).

Studien, bei denen ein Aufsprung des Bullen auf eine 6strische Nashornkuh erfolgte,
wurden mit einem Spitzmaulnashorn (Diceros bicornis; YOUNG 1967) sowie einem Indischen
Panzernashorn (Rhinoceros unicornis; GOLTENBOTH 1986) durchgefiihrt. Dabei wurde der
erigierte Penis nach dem Aufsprung in die Klnstliche Scheide abgelenkt. Obwohl beide Bullen
die Scheide akzeptierten, ejakulierten sie nicht.

Versuche am stehenden Bullen werden in Abwesenheit einer Nashornkuh durchge-
fuhrt. Um eine Kinstliche Scheide einsetzen zu kdnnen, ist deshalb zunachst eine manuelle
Stimulation des Penis zur Erektionsinduktion erforderlich (SCHAFFER et al. 1990, YOUNG
1967). Auch diese Versuche blieben bei mehreren Nashornbullen wirkungslos (EYRES et al.
2001, HERMES et al. 2001a, YOUNG 1967). Lediglich Proben, die einzelne oder gar keine
Spermien enthielten, konnten in Studien von SCHAFFER et al. (1990, 1991) gewonnen

werden.

254 EPIDIDYMALE SPERMIENENTNAHME

Die Entnahme von Spermien aus dem Nebenhoden stellt eine weitere Moglichkeit der
Spermagewinnung dar. Der Nebenhodenschwanz wird post mortem eréffnet und die Spermien
enthaltenden Anteile vorsichtig aspiriert. Ein behutsames Vorgehen ist erforderlich, um die

Proben mdglichst wenig mit anderen organischen Flussigkeiten (z.B. Blut) zu kontaminieren.
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Um die Spermien lebensfahig zu erhalten, werden sie mdglichst unmittelbar nach ihrer Ent-
nahme in Nahrmedien suspendiert.

Mit dieser Methode wurden epididymale Spermien beim Breitmaulnashorn (Cerato-
therium simum; SCHAFFER et al. 1991, WILLIAMS et al. 1995), Spitzmaulnashorn (Diceros
bicornis; O'BRIEN & ROTH 2000, SCHAFFER et al. 1991) und Indischen Panzernashorn
(Rhinoceros unicornis; SCHAFFER et al. 1991) entnommen. Die bei zwei Nashornarten ermit-
telten Parameter sind in Tab. 5 dargestellt. Der in der Studie von O'BRIEN & ROTH (2000)
bestimmte Anomalienanteil von 90% bedarf dabei einer differenzierten Betrachtung, da mor-
phologisch normale Spermien mit zytoplasmatischen Tropfen (82%) von den Autoren als
anomal eingestuft wurden. Als weiterer Parameter wurde in der Arbeit von SCHAFFER et al.
(1991) die Spermienkonzentration bestimmt, die zwischen 1,3 x 107/ml und 6,5 x 10"%/ml

variierte.

Tab.5: Parameter post mortem gewonnener epididymaler Samenproben eines Breitmaul-
nashorns (Ceratotherium simum) und eines Spitzmaulnashorns (Diceros bicornis)

Breitmaulnashorn®® Spitzmaulnashorn®?
Spermaparameter (n=1) (n=1)
Motilitat (%) 90 60
Vitalitat (%) 95 93
Morphologie, ) 10
Anteil normaler Spermien (%)
Intaktes Akrosom (%) 100 95

& Zusammenfassung der Daten aus WILLIAMS et al. (1995) u. “O'BRIEN & ROTH (2000)

® Epididymale Spermienentnahme 3 Stunden bzw. ¢ 30 Stunden post mortem

2.5.5 POSTCOITALE SPERMAGEWINNUNG

Bei der postcoitalen Spermagewinnung werden die unmittelbar nach erfolgter Kopulation aus
der Scheide heraus tropfenden Flissigkeiten gesammelt. Auf diese Weise wurden bei einem

Sumatranashorn (Dicerorhinus sumatrensis) wiederholt Spermien enthaltende Proben bis zu
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drei Stunden post copulationem aufgefangen und untersucht (O'BRIEN & ROTH 2000).
Wahrend das Volumen nur geringflgig variierte, war die Qualitat der Proben sehr unterschied-
lich und wurde von den Autoren als schlecht bzw. maRig eingestuft (vgl. Tab. 6). Zwei Proben
wiesen mit einem Anteil von mehr als 30% Leukozyten einen hohen Fremdzellgehalt auf. Bei
der morphologischen Analyse wurden Zytoplasmatropfen als anomal bewertet und machten
14,2 £ 5,4% (X £ SEM) der Anomalien aus. Abnorme Kopfe bildeten mit 33,2 £ 2,1% (X £ SEM)

den groften Anteil anomaler Spermien.

Tab.6: Parameter postcoital aufgefangener Spermaproben bei einem Sumatranashorn
(Dicerorhinus sumatrensis; Daten aus O'BRIEN & ROTH 2000)

Ergebnisse (x £ SEM)

Spermaparameter (n=5)

Volumen (ml) 104,0 +* 91
pH-Wert 79 = 0,1
Spermienkonzentration pro ml (x 106) 246 + 8,0
Spermiengesamtzahl pro Ejakulat (x 10°) 25 + 0,8
Motilitat (%) 60,0 + 3,2
Vitalitat (%) 72,0 + 3.2
Morphologie, Anteil normaler Spermien (%) 40,2 + 6,3

2.5.6 ZUSAMMENFASSUNG

Eine zuverlassige Gewinnung qualitativ guter Ejakulate ist beim Nashorn bislang ausschlief3-
lich mit rektaler Elektrostimulation mdglich (HERMES et al. 2001a). Da diese Methode am
narkotisierten Bullen erfolgt und einen hohen technischen und personellen Aufwand erfordert
(s. 2.5.1), werden Elektrostimulationen nur bedingt aus rein wissenschaftlichem Interesse,
sondern vorrangig zur Spermagewinnung fur Klnstliche Inseminationen durchgefihrt.

Die einzige alternative Methode, mit der wiederholt einzelne Samenproben am nicht
narkotisierten Bullen gewonnen wurden, ist die manuelle Stimulation (vgl. 2.5.2). Diese Tech-

nik ist jedoch nur in wenigen zoologischen Institutionen durchfihrbar (Zwangsstand oder
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vergleichbare Vorrichtung, Umganglichkeit und Eingewdhnung des Bullen erforderlich etc.)
und nur bei wenigen Individuen erfolgreich (vgl. SCHAFFER et al. 2001b). Zudem sind wie-
derholte Versuche erforderlich, um eine Probe gewinnen zu kénnen (HERMES et al. 2001a).

Die angefuhrten Faktoren sind fur eine profunde Ejakulatanalyse beim Breitmaulnas-
horn (Ceratotherium simum) limitierend. Vergleicht man die mit den beiden genannten
Techniken erzielten Spermaparameter, so unterscheiden sich die Ejakulate deutlich in Volu-
men und Spermienkonzentration (Tab. 7). Wahrend das Volumen manuell gewonnener
Proben beim Breitmaulnashorn nur wenige Milliliter betragt, umfassen Elektroejakulate in der
Regel 20 bis 50 ml, in Einzelfallen auch mehr. Die mittlere Spermienkonzentration ist bei den
manuell gewonnenen Proben zwar deutlich hdher, Elektroejakulate dagegen weisen jedoch
eine grolere Spermiengesamtzahl auf. Unabhangig von der Deseminationstechnik wurden
Spermaproben mit hoher Motilitit gewonnen. Daten bezlglich der Spermienmorphologie
liegen fur das Breitmaulnashorn nicht vor

Als viel versprechender Ansatz fur eine alternative Methode, die eine regelmalige
Spermagewinnung und somit weiterflhrende Ejakulatanalysen ermdglichen konnte, erscheint
die erfolgreich bei einem Sudlichen Breitmaulnashorn pharmakologisch unterstitzte manuelle
Stimulation, obgleich Angaben zu den im Rahmen der Studie von WALZER et al. (2000)

gewonnenen Ejakulaten fehlen.

Tab.7: Parameter durch zwei verschiedene Methoden gewonnener Spermaproben beim
Breitmaulnashorn (Ceratotherium simum; Daten aus HERMES et al. 2001a)

Elektrostimulation Manuelle Stimulation
Spermaparameter (n=17) (n=20) (n=2)
Volumen (ml) 124,0 + 21,12 1-2 4
Spermienkogzentration 48,11 £ 12,6° 217,3b i
pro ml (x 10°)
Spermiengesamtzahl a b
pro Ejakulat (x 10°) 237+08 0,262 |
Motilitat (%) 10-95 70-80 70-80
axX + SEM
b %
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2.6 Spermienmorphometrie

Morphometrische Daten von Nashornspermien beschranken sich bislang auf die Arten
Spitzmaulnashorn (Diceros bicornis) und Sumatranashorn (Dicerorhinus sumatrensis) und
wurden mit konventionellen Methoden an einem geringen Probenumfang erhoben. In der
vorliegenden Arbeit wurden erstmals Spermaproben von Breitmaulnashérnern (Ceratotherium
simum) morphometrisch untersucht. Dabei wurde ein computergestitztes Analyseverfahren
angewendet.

Im Folgenden wird zunachst die Methode der Spermienmorphometrie vorgestellt. In
Abschnitt 2.6.1 sind die bislang beim Nashorn vorliegenden Kenntnisse uUber die Spermien-
kopfmorphometrie zusammengefasst. Der darauf folgende Abschnitt 2.6.2 befasst sich mit der
Methode der computergestutzten Spermienmorphometrie - unter besonderer Berticksichtigung
des in der vorliegenden Arbeit zur Analyse von Breitmaulnashornspermien verwendeten
Systems.

Die Spermienmorphometrie ist eine weiterfUhrende morphologische Analyse, bei der
die Dimensionen von Spermatozoen erfasst und beurteilt werden. Die metrischen Daten kon-
nen sowohl mit herkdmmlichen Methoden der direkten Mikrometrie, beispielsweise durch
Projektionsmikroskopie nach SAVAGE et al. (1927) oder durch Okularmikrometrie (z.B.
ZELENY & FAUST 1915), als auch mit computergestutzten Verfahren erhoben werden. An-
hand der dabei gewonnenen Daten erscheint eine objektive Beurteilung der Spermienmorpho-
logie moglich.

Zwischen dem Anteil anomaler Spermien in einem Ejakulat und den Konzeptions-
ergebnissen konnte in verschiedenen Studien ein deutlicher Zusammenhang festgestellt
werden. Dabei sind vorrangig Veranderungen des Spermienkopfes hinsichtlich der zu erwar-
tenden Fertilitat von Bedeutung (z.B. JASKO et al. 1990, LEIDL et al. 1971, STOLLA et al.

1978, STOLLA 1984).
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2.6.1 SPERMIENKOPFMORPHOMETRIE BEIM NASHORN

Metrische Dimensionen von Spermienkdpfen beim Nashorn wurden bisher ausschlie3lich
durch die konventionelle Methode der direkten Mikrometrie mit einem skalierten Objekttrager
erfasst. In einer Untersuchung von PLATZ et al. (1979) wurden in diesem Zusammenhang
zehn Spermatozoen eines von einem Spitzmaulnashorn (Diceros bicornis) gewonnenen
Elektroejakulats vermessen. Die von O'BRIEN & ROTH (2000) ermittelten Daten basieren auf
der Analyse von jeweils zehn Spermatozoen von drei postcoital aufgefangenen Ejakulaten
eines Sumatranashorns (Dicerorhinus sumatrensis) bzw. 30 Stunden post mortem gewonne-
ner epididymaler Spermien eines Spitzmaulnashorns (Diceros bicornis). Die Ergebnisse der
vorliegenden Untersuchungen sind in Tab. 8 aufgelistet. Angaben zu metrischen Parametern

von Spermienkdpfen des Breitmaulnashorns (Ceratotherium simum) liegen dagegen nicht vor.

Tab.8: Morphometrische Daten der Spermienkopflange und —breite beim Spitzmaul-
nashorn (Diceros bicornis) und beim Sumatranashorn (Dicerorhinus sumatrensis)

Nashornart Lange (um) Breite (um) Literaturquelle
Spitzmaulnashorn 6,0° 3,5% PLATZ et al. 1979
Spitzmaulnashorn 6,2 + 0,06° 3,0+0,02° O’'BRIEN & ROTH 2000
Sumatranashorn 52 +0,07° 3,0+0,02° O’'BRIEN & ROTH 2000

ax (n= 10 Spermien)
®% + SEM (Spitzmaulnashorn: n= 10 Spermien; Sumatranashorn: n= 30 Spermien)

Innerhalb der Haussaugetiere entsprechen die ermittelten Spermienkopfdimensionen am
ehesten den Grolenverhaltnissen beim Hengst (vgl. z.B. CASEY et al. 1997, DAVIS et al.

1993, GRAVANCE et al. 1996, UHLENBROCK 1999).
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2.6.2 COMPUTERGESTUTZTE MORPHOMETRIE

Zur Vermessung von Spermiendimensionen werden seit etwa zwanzig Jahren computer-
gestutzte Analyseverfahren angewandt. Bei dieser Methode wird mit einer Videokamera ein
Mikroskopbild eines Spermaausstrichpraparats aufgenommen, dabei nochmals vergrofiert und
digitalisiert. Am Computer wird software-gestitzt eine metrische Analyse des umgewandelten
Videobilds durchgefuhrt.

Die meisten derartigen Programme ermdglichen ausschliellich die Vermessung von
Spermienkdpfen. Als Parameter werden beispielsweise Flache, Umfang, Lange und Breite des
Spermienkopfes erfasst. Bestimmte Systeme, z.B. der Morphology Analyzer V 1.5 der Mika
Medical GmbH oder das Hobson Morphology Paket (Hobson Tracking Systems Ltd.,

Sheffield), sehen zudem die Vermessung und Bewertung des Spermatozoenschwanzes vor.

2.6.2.1 Analysegerate

Die Morphometrie-Systeme unterscheiden sich in Art und Zusammenstellung ihrer Komponen-
ten und damit auch in ihrer Funktionsweise. Beispielsweise stellten sich BALL & MOHAMMED
(1995) sowie DAVIS et al. (1993) zur morphometrischen Analyse von Hengstspermien eigene
Anlagen aus handelsublichen Komponenten zusammen. Kommerziell erhaltliche halb- und
vollautomatische Komplettsysteme dagegen integrieren alle flr die Untersuchung erforderli-
chen Einheiten.

Bei halbautomatischen Systemen, wie beispielshalber dem Morphology Analyzer V 1.5
(Mika Medical GmbH, Ismaning, Deutschland) oder dem Cellsoft Morphologizer II (Cryo
Resources Ltd., New York, USA) fokussiert der Untersucher die zu analysierenden Spermien
am Mikroskop, zeichnet einzelne Bilder mit der Kamera auf und Ubertragt diese dann an den
Personalcomputer zur weiteren Auswertung markierter Samenzellen. Vollautomatische
Systeme, wie z.B. der Hamilton Thorne Morphology Analyzer IVOS (Hamilton Thorne
Research, Beverly, USA), das CellForm-Human PAP (Motion Analysis, Santa Rosa, CA, USA)

oder das Lagomorph (University of Davis, CA, USA) dagegen identifizieren und kategorisieren
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nach Ermittlung definierter metrischer Parameter automatisch eine vorgegebene Anzahl von
Spermatozoen. Der Untersucher kann dabei trotzdem die Bildauswahl und die morphologische

Beurteilung uberprifen und gegebenenfalls korrigieren.

Hamilton Thorne Morphology Analyzer IVOS (HTM IVOS)

Das fur die morphometrische Untersuchung von Humanejakulaten entwickelte HTM IVOS (in-
tegrated visual optical system) wurde bisher in der veterinarmedizinischen Andrologie fur die
Analyse von Hengstspermien (CASEY et al. 1997, GRAVANCE et al. 1996, UHLENBROCK
1999) und Bullenspermien (HAKE 2001, RABHOFER 1999, WU, unveréffentlichte Daten) ein-
gesetzt. Das Gerat kombiniert ein optisches System, bestehend aus einem Phasenkontrast-
mikroskop und einer CCD-Videokamera, Uber eine Bildumwandlungskarte mit einem Perso-
nalcomputer. Die einzelnen Bestandteile dieses Systems sind in einem Kunststoffgehause
integriert.

Die grundsatzliche Eignung des HTM IVOS fur die automatisierte morphologische
Untersuchung von Spermienkdpfen bei den genannten Haustierarten wurde von RARBHOFER
(1999) und UHLENBROCK (1999) uberpruft. Dabei fand der Einfluss verschiedener methodi-
scher Faktoren hinsichtlich der Probenaufbereitung (Waschung der Ejakulate, Spermien-
konzentration, Farbung der Ausstrichpraparate) sowie der Geratekonfiguration (Lichtquelle,
Objektiv) besondere Berucksichtigung. HAKE (2001) bestimmte mit dem HTM IVOS Art und
Anteil primarer Kopfanomalien von Bullenspermien bei einer durch Rontgenstrahlung induzier-
ten Spermatogenesestorung.

Obwohl es sich bei diesem Analysegerat um ein vollautomatisches System handelt,
war in den genannten Untersuchungen keine automatische Ermittlung morphometrischer
Kriterien fur Spermienkopfanomalien moglich. Vor einer Kategorisierung war es erforderlich,
dass die Autorinnen metrische Grenzwerte fur verschiedene Anomalienklassen ermittelten und
entsprechende Konfigurationen am System vornahmen. Wahrend die Klassifizierung der

Kopfanomalien bei RABHOFER (1999) und UHLENBROCK (1999) auf statistischen
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Kenngrolen basierte, erfolgte die Auswertung bei HAKE (2001) an Hand einer subjektiv vor-
genommenen Einteilung.

CASEY et al. (1997) und GRAVANCE et al. (1996) fuhrten eine vergleichende Quantifi-
zierung metrischer Spermienkopfparameter fertiler und subfertiler Hengste durch. Fur diese
Untersuchungen wurden die mit dem HTM IVOS an Hematoxylin gefarbten Ausstrichen erho-
benen morphometrischen Werte in eine Datenbank Ubertragen und statistisch ausgewertet.
Die Einteilung der Spermienkdpfe in normale sowie morphologisch abweichende Formen
erfolgte somit ebenfalls nicht durch die HTM-Software, sondern durch eine statistische
Analyse der metrischen Daten. Trotz der eingeschrankten Softwarefunktion erscheint dieses
Analysegerat - bei standardisiertem Vorgehen - auch fur eine objektive morphologische Ejaku-

latuntersuchung in der Tiermedizin geeignet (RABHOFER 1999, UHLENBROCK 1999).

2.6.2.2 Eignung und Grenzen

Wahrend die konventionelle lichtmikroskopische Beurteilung der Spermienmorphologie auf-
grund ihrer Subjektivitdt sowie dem Fehlen international standardisierter Untersuchungs-
methoden nur einen bedingten Vergleich von Ergebnissen verschiedener Untersucherlnnen
oder Laboratorien erlaubt (STOLLA 1984), kann der Einsatz computergestutzter Untersu-
chungsverfahren durch die exakte Bestimmung metrischer Parameter die Reproduzierbarkeit
und Objektivitdt der morphologischen Ejakulatanalyse verbessern. AuRerdem ist gegenuber
herkdmmlichen mikrometrischen Methoden die Erfassung umfangreicher metrischer Daten bei
einem vertretbaren Zeitaufwand moglich (BOERSMA & BRAUN 1999).

Untersuchungen von RARBHOFER (1999) und UHLENBROCK (1999) dagegen belegen
einen vergleichsweise hohen Zeitaufwand bei Verwendung der computergestutzten morpholo-
gischen Analyse bei schlechterer Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gegenuber der visuell-
subjektiven Methode. Zudem weisen die Ergebnisse computerassistierter morphometrischer
Untersuchungen deutliche Abhangigkeit zu einer Reihe vorrangig methodischer Faktoren, wie

z.B. der Praparation von Ausstrichpraparaten, auf. Dies muss bei einem Vergleich sowie einer
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Interpretation von Ergebnissen verschiedener Studien bericksichtigt werden (RABRHOFER
1999, UHLENBROCK 1999, BOERSMA et al. 1999).

Wahrend bei der visuell-subjektiven morphologischen Analyse die Prazision der
Auswertung mit steigender Probengréfie einen positiven Trend zeigt (STOLLA 1984), ist bei
der computerassistierten Morphometrie bereits ein Probenumfang von etwa 60 Spermien flr
die Bestimmung von Spermienkopfmalen ausreichend (BOERSMA et al. 1999).

Ein routinemaRiger Einsatz der computergestitzten morphologischen Untersuchung in
der Veterinarmedizin ist jedoch nicht zuletzt auf Grund der hohen Anschaffungskosten gegen-

wartig nicht absehbar (RABHOFER 1999, UHLENBROCK 1999).
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3

Im Folgenden werden die drei Forschungsansatze der vorliegenden Arbeit dargestellt:
(1) Pharmakologisch unterstitzte Spermagewinnung, (2) Konventionelle Ejakulatanalyse so-
wie (3) Computergestiutzte Spermienkopfmorphometrie beim Breitmaulnashorn (Ceratotherium

simum). Abb. 6 gibt in Form eines Struktogramms einen Uberblick tber die durchgefiihrten

MATERIAL UND METHODEN

Untersuchungen, Methoden sowie Uber die jeweils erwarteten Ergebnisse.

Pharmakologisch unterstitzte Spermagewinnung

Voruntersuchung Hauptuntersuchung Implement.studie

v }

Manuelle Stimulation Manuelle Stimulation Kinstliche Scheide Manuelle Stimulation

mit/ohne Medikation mit/ohne Medikation mit Medikation mit Medikation

3 Versuchsreihen 2 Versuchsreihen 2 Versuchsreihen Einzelversuche

Einfluss v. Medikation Wirkung d. Medikat.? Einfluss v. Temperatur Praktische

und Randfaktoren? Reliabilitat? und Druck? Durchflihrbarkeit?

Spermagewinnung? Spermagewinnung? Spermagewinnung? Spermagewinnung?
Ejakulatanalyse

Konventionelle Analyse Morphometrische Analyse

Makroskopisch, mikroskopisch, Spermienkopfmorphometrie
chemisch-physikalisch (computergestutzt)

Metrische Daten, Grenzwerte

Allgemeine Spermaparameter . .
9 P P zur Klassifizierung v. Anomalien

Abb. 6:

Zu (1): Bei den Untersuchungen zur Spermagewinnung am stehenden Breitmaulnashorn-
bullen wurde der Einfluss a-adrenerger Medikamente bei manueller Stimulation, aufbauend
auf den Untersuchungen von WALZER et al. (2000), Uberprift (s. 2.5.2.1). Neben der phar-

makologisch unterstitzten manuellen Stimulation wurden zudem Deseminationsversuche

Struktogramm

Ubersicht tber die Inhalte der vorliegenden Arbeit, gegliedert nach Untersuchung,

Methode und erwarteten Ergebnissen

unter Verwendung einer Kunstlichen Scheide durchgefuhrt.
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Zu (2): Die im Rahmen des Versuchsabschnitts Desemination gewonnenen Proben wurden
einer konventionellen Ejakulatanalyse unterzogen, um Standardparameter fir Sperma, das

manuell sowie mit einer Kunstlichen Scheide gewonnen wurde, zu ermitteln.

Zu (3): Der gegenwartige Stand der Literatur weist keine metrischen spermatologischen Daten
beim Breitmaulnashorn (Ceratotherium simum) auf (vgl. 2.6.1). Im Versuchsabschnitt compu-
tergestutzte Spermienkopfmorphometrie wurden zunachst verschiedene morphometrische
Parameter bestimmt. Dazu wurden manuell sowie durch Elektrostimulation gewonnene Ejaku-
late computergestitzt untersucht. FUr eine morphometrische Analyse war es erforderlich,
Grenzwerte zur Klassifizierung verschiedener Spermienkopfanomalien bei dieser Tierart zu

bestimmen.

3.1 Pharmakologisch unterstiitzte Spermagewinnung

Der Versuchsabschnitt gliederte sich in eine Voruntersuchung und eine Hauptuntersuchung. In
einer sich anschlielenden Implementationsstudie wurde die praktische Durchflhrbarkeit der

untersuchten Methode Uberpruft.

311 VORUNTERSUCHUNG

Im Rahmen einer Voruntersuchung wurde der Einfluss des o,-Agonisten Detomidinhydrochlo-
rid?, nachfolgend als Detomidin bezeichnet, bei alleiniger Applikation sowie in Kombination mit
dem partiellen Opioidagonisten Butorphanol® auf die Desemination bei manueller Stimulation
uberpruft und mit Deseminationsversuchen ohne pharmakologische Unterstutzung verglichen.

In diesem Zusammenhang war es erforderlich, eventuelle tageszeitbedingte Einflisse
bzw. Management der Tiere sowie die Moglichkeit eines konditionierenden Effekts wiederhol-
ter manueller Stimulationen auf die Desemination zu bertcksichtigen.

Die Voruntersuchung wurde mit einem Bullen durchgefiihrt (s. 3.1.4) und gliederte sich

in drei aufeinander folgende Versuchsreihen (Tab. 9).

2 Medikamente und Dosierungen s. Anhang S. 3-4
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Tab.9: Aufbau und Inhalt der Voruntersuchung - gegliedert nach Versuchsreihe und Ver-

suchsart
Versuchsreihe Versuchsart
1 Manuelle Stimulation ohne Medikation
2 Manuelle Stimulation mit bzw. ohne Applikation von Detomidin
3 Manuelle Stimulation mit bzw. ohne Applikation von Detomidin und Butorphanol

Jede Versuchsreihe umfasste zehn Versuchstage. An zwei Versuchstagen pro Woche wurde
jeweils ein Versuch am Vormittag sowie am Nachmittag von der Autorin, mit Unterstitzung
des leitenden Revierpflegers, durchgefihrt.

Ein in einer Box eingerichteter Zwangsstand (s. 3.1.4 sowie Anhang S. 2-3) ermoglichte
Manipulationen im Bereich der Inguinalregion des Nashornbullen, bei grof3tmaoglicher Sicher-
heit fur die Versuchsdurchfiihrenden. Bei den Versuchen am Vormittag hielt sich der Bulle seit
dem Vorabend in einer Innenbox auf, die Sichtkontakt zu weiblichen Nashornern gewahrte.
Vor den Versuchen am Nachmittag befand sich der Bulle dagegen in einem AuRengehege, mit
direktem Kontakt zu mehreren Nashornkihen.

Zu Versuchsbeginn wurde der Bulle vom Pfleger aufgefordert, den Zwangsstand zu be-
treten. AnschlieRend wurde in den am Nachmittag durchgeflhrten Versuchen der Versuchs-
reihen 2 und 3 die Medikation appliziert® (vgl. Tab. 9). Die Pharmaka wurden mit Wasser fiir
Injektionszwecke auf ein Volumen von 4 ml verdunnt und intramuskular, kaudal der Ohrbasis,
injiziert. Um die Injektion manuell vornehmen zu konnen, wurde im Bereich der Injektionsstelle
eine Oberflachenanasthesie der Haut durchgefuhrt. Ein Lokalanasthetikum als Creme-
Zubereitung* wurde mindestens 60 Minuten zuvor auf die gereinigte Haut aufgetragen.

Nach erfolgter Injektion wurde der Bulle in Ruhe gelassen und erst nach dem Aus-
schachten des Penis und einsetzender Erektion mit der manuellen Stimulation (Ablauf der
Stimulation, s. 2.5.2) begonnen. In Versuchen, in denen nach der Medikamentengabe keine
Emissio und Erectio penis eintraten, wurde nach Ablauf einer Zeitspanne von 15 Minuten mit
der manuellen Stimulation begonnen. Seminale Proben wurden in vorgewarmten Proben-
behaltern (s. Anhang S. 5) aufgefangen und einer konventionellen Ejakulatanalyse unterzogen
(s. 3.2).

Die Medikamente wurden ausschliefllich wahrend der Versuche am Nachmittag appliziert, da der Bulle
nach Versuchsende in der Innenbox verbleiben konnte. Dadurch waren Risiken durch eine eventuell se-
dierende Wirkung der Medikation minimiert.

Lokalanasthetikum, s. Anhang S. 3
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Ein Versuch wurde beendet, wenn a) trotz zehn minutiger Stimulation keine Erektion ausgeldst
werden konnte, b) nach induzierter Erektion und nachfolgender Erschlaffung trotz weiterer
Stimulation keine erneute Erektion induziert werden konnte, c) seminale Proben gewonnen
wurden oder d) der Bulle den Zwangsstand verliel3.

An Hand verschiedener Parameter, die in Verhaltensparameter (1) und quantitative Pa-
rameter (2) unterschieden wurden, sollten Verhalten und Reaktionen des Nashornbullen fest-

gehalten werden.

(1) Verhaltensparameter®

Das Verhalten des Bullen wurde wahrend jedes Deseminationsversuchs durch 12 verschiede-
ne Parameter Uber skalierte Datenerhebungsbdgen (s. 3.1.5 und Anhang S. 7-8) eingeschatzt.
Beurteilt wurden beispielsweise das Verhalten beim Betreten des Zwangsstands, die Positio-
nierung im Zwangsstand sowie emotionale AuRerungen, wie Angst, Aggressivitat und sexuelle

Erregung.

(2) Quantitative Parameter

In Form quantitativer Parameter wurde flir jeden Versuch festgehalten, ob Proben gewonnen
werden konnten, ob die extrapraputiale Verlagerung und Erektion des Penis als Folge der Me-
dikation oder erst durch manuelle Stimulation eintraten und wie schnell die Emissio penis nach
der Medikamentenapplikation bzw. nach dem Beginn der Stimulation erfolgte. Weiterhin wurde

die Stimulations- und Erektionsdauer gemessen.

3.1.2 HAUPTUNTERSUCHUNG

Die Hauptuntersuchung umfasst zwei getrennte Versuchsabschnitte, die auf den Ergebnissen

der Voruntersuchung (s. Ergebnisse 4.1.1) aufbauen:

(1) Einfluss der Applikation des o,-Agonisten Detomidin in Kombination mit dem partiellen

Opioidagonisten Butorphanol bei manueller Stimulation
(2) Einfluss der Kunstlichen Scheide bei pharmakologisch induzierter Erektion

Zu (1): Um eventuelle Versuchsleitereffekte auszuschlief3en, wurden die Deseminationsversu-

che im Doppelblindversuch durchgefihrt. Es fanden 48 Versuche (24 Versuche mit

® Ausfiihrliche Darstellung der Verhaltensparameter sowie des verwendeten Bewertungsschemas, s. An-
hang S. 7-8, 12-13
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Medikation, 24 Versuche ohne Medikation) mit zwei Bullen in zwei verschiedenen Institutionen
(s. 3.1.4) statt. Da in einem der beiden Zoos die Versuche in direktem, ungeschitztem Kontakt
zu dem Bullen durchgefuhrt werden mussten, wurde die Versuchsanzahl aus Sicherheitsgrin-
den bei diesem Bullen auf 18 Wiederholungen beschrankt. Placebo und Medikation (Dosie-
rung, s. Anhang S. 4) wurden in einer zufalligen Reihenfolge appliziert, wobei der Pfleger und
die Autorin Uber die Art der Injektionsldsung nicht informiert waren. Der Versuchsablauf sowie
die Datenerhebung entsprachen generell der in der Voruntersuchung beschriebenen Vor-
gehensweise (s. 3.1.1).

Um die Reliabilitat der subjektiven Verhaltensbeurteilung festzustellen, erfolgte bei
einem Bullen die Einschatzung der Verhaltensparameter nicht nur durch die Autorin, sondern
auch durch den leitenden Revierpfleger. Seine Beurteilungen stimmten weitgehend mit denen
der Autorin Uberein (s. Anhang S. 14-15).

Zu (2): Mit einer Kinstlichen Scheide wurde die Wirkung zusatzlicher Druck- und Temperatur-
reize auf die Auslosung des Ejakulationsreflexes untersucht. Die Erektion wurde pharmako-
logisch durch Applikation der unter (1) verwendeten Medikamentenkombination (Dosierung, s.
Anhang S. 4) induziert.

Als Kunstliche Scheide wurde das fur Hengstdeseminationen entwickelte Hannover-
sche Modell modifiziert. Um eine mechanische Irritation der lateralen Penisschwellkissen zu
verhindern, wurde das Modell auf beiden Seiten entsprechend der Lange des distalen Penis-
abschnitts geklrzt und mit einer neuen Andruckplatte versehen (s. Anhang S. 5). Die Kunstli-
che Scheide wurde auf Temperaturbereiche zwischen 42 und 44 °C sowie 48 und 50 °C
erwarmt und auf den distalen Abschnitt des erigierten Penis aufgestllpt. Die lateralen
Schwellkissen sowie der proximale Abschnitt des Penis wurden manuell unterstatzt und komp-
rimiert (s. Anhang S. 5). Fur jeden Temperaturbereich wurden zehn Wiederholungen bei zwei
Versuchen pro Woche durchgefuhrt. Im Anschluss an jeden Versuch wurden die unter 3.1.1
genannten Parameter erhoben und zusatzlich notiert, ob der Bulle Friktionsbewegungen aus-
fuhrte.

Diese Versuchsreihe wurde auf einen Nashornbullen beschrankt, da sich die Methode
in Vorversuchen bei einem weiteren Bullen als ungeeignet erwies. Wahrend der bei diesem
Bullen vergleichsweise langeren Erektionsdauer (bis zu 1,5 Stunden), kuhlte die temperierte
Scheide ab, was zu einem Abbruch der Erektion fuhrte. Ein wahrend der Versuche vorge-
nommener Wechsel der kalteren Scheide gegen eine auf Ausgangstemperatur erwarmte

Scheide fuhrte bei diesem Bullen zu Abwehrbewegungen und zum Versuchsabbruch.
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313 IMPLEMENTATIONSSTUDIE

Um die praktische Relevanz der pharmakologisch modifizierten manuellen Stimulation zur
kurzfristigen und zuverlassigen Spermagewinnung zu verifizieren, wurde eine weitere Ver-
suchsreihe mit dem im Rahmen der Hauptuntersuchung als geeigneter befundenen Nashorn-
bullen durchgefuhrt. Der Versuchsablauf sowie die Datenerhebung entsprachen generell der
Vorgehensweise der Hauptuntersuchung (s. 3.1.2). Die Versuchsreihe wurde auf zwei
Versuchstage beschrankt, an denen jeweils ein Versuch am Vormittag sowie am Nachmittag
erfolgte. Zwischen der Hauptuntersuchung und der Implementationsstudie lagen mehrere
Wochen, in denen der Bulle nicht manuell stimuliert wurde. Als Medikation wurde eine Kombi-
nation aus Detomidin und Butorphanol (Dosierung, s. Anhang S. 4) in der unter 3.1.1 be-

schriebenen Weise appliziert.

314 TIERE UND EINRICHTUNGEN

Die Voruntersuchung sowie die beiden Abschnitte der Hauptuntersuchung wurden mit einem
im Untersuchungszeitraum 30-jahrigen Breitmaulnashornbullen (Ceratotherium s. simum) der
FO-Generation, Zuchtbuchnummer 0360, durchgefuhrt. Der Bulle lebt seit 1991 im Zoo Salz-
burg, Osterreich, in gemischter Gruppenhaltung und tragt den Hausnamen ,Denny’. Nach
Angaben des 9. Internationalen Zuchtbuchs fur das Breitmaulnashorn hatte der Bulle bis zum
Stand 01.01.2001 nicht reproduziert (OCHS 2001).

Als weiterer Proband sollte der ebenfalls im Zoo Salzburg gehaltene, zehn Jahre
jungere Breitmaulnashornbulle ,Benno’, Zuchtbuchnummer 0676, F1-Generation, in die Vor-
sowie in die Hauptuntersuchung aufgenommen werden. Aufgrund aggressiven Verhaltens des
Tieres und damit verbundenen Risiken fur die Versuchsdurchfuhrenden mussten die Untersu-
chungen jedoch in der Vorversuchsphase abgebrochen werden.

Die Versuche im Zoo Salzburg wurden in einem flr die Zoobesucher nicht zugangli-
chen Gebaude durchgefuhrt. Es verfugt Uber eine Innenbox mit integriertem, frei begehbaren
Zwangsstand. In einer mehrwochigen Vorversuchsphase wurde der Bulle ,Denny’ an den
Aufenthalt im Zwangsstand sowie an die vorgenommenen Manipulationen der Inguinalregion
gewohnt. Die Konstruktion des Zwangsstands ist im Anhang (S. 2-3) dargestelit.

Der erste Versuchsabschnitt der Hauptuntersuchung sowie die Implementationsstudie
wurden mit dem wahrend des Untersuchungszeitraums 12-jahrigen Breitmaulnashornbullen
,Harry’, Zuchtbuchnummer 0974, des Allwetterzoo Munster, Deutschland, durchgefuhrt. Der
Bulle gehort der F2-Generation an und hatte bis zum Untersuchungszeitpunkt einmal erfolg-

reich gezuchtet sowie regelmaRige Deckaktivitat gezeigt.
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Die Hauptuntersuchung wurde im AufRengehege der Nashornanlage in unmittelbarem Kontakt
mit dem Bullen durchgeflhrt. In den der Versuchsreihe vorausgegangenen Wochen wurde der
Bulle durch die Tierpfleger des Allwetterzoo Munster an die Manipulationen des aul3eren
Genitales gewohnt. Fur die Implementationsstudie wurde ein provisorischer Zwangsstand im
Innengehege eingerichtet.

Die Nashornbullen waren wahrend des Untersuchungszeitraums klinisch gesund.

3.1.5 DATENERHEBUNG

Quantitative Daten sowie Einschatzparameter des Verhaltens wurden auf separaten Erhe-
bungsbodgen (s. Anhang S. 6-13) festgehalten. In der Voruntersuchung wurde das Verhalten
des Bullen an Hand einer 5-stufigen, unidirektionalen Rating-Skala eingeschatzt. Um eine
hohere Aufldsung und Transparenz der subjektiven Beurteilung zu ermdglichen, erfolgte die
Bewertung des Verhaltens in der Hauptuntersuchung Uber eine kontinuierliche Minimum-

Maximum-Skala von 100 mm Lange.

3.2 Konventionelle Ejakulatanalyse

Um Standardparameter manuell sowie mit einer Kunstlichen Scheide gewonnenen Spermas
zu ermitteln, wurden die im Rahmen des Versuchsabschnitts Desemination gewonnenen
Proben einer konventionellen makroskopischen, mikroskopischen sowie chemisch-

physikalischen Analyse unterzogen.

3.2.1 MAKROSKOPISCHE EJAKULATANALYSE

Neben einer Volumenbestimmung wurden die Proben grobsinnlich auf Farbe, Konsistenz und

Geruch sowie eventuelle Beimengungen untersucht.

3.2.2 MIKROSKOPISCHE EJAKULATANALYSE

Die mikroskopische Analyse wurde mit den in der Praxis Ublichen Untersuchungsmethoden
durchgefiuhrt (vgl. WEITZE 2001a). Sie umfasste die Schatzung der Motilitat (%), die Bestim-
mung des prozentualen Anteils vitaler Spermien (Supravitalfarbung: Bromphenolblau-Nigrosin,
300 analysierte Spermien pro Ejakulat), die Berechnung der Spermienkonzentration (Zahl-

kammer nach Blurker-Turk) sowie die subjektive Beurteilung der Spermienmorphologie
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(300 analysierte Spermien pro Ejakulat). Dabei erfolgte die Klassifizierung der Spermien-
anomalien in Anlehnung an LEIDL et al. (1971) sowie MOSS et al. (1979).

3.2.3 CHEMISCH-PHYSIKALISCHE EJAKULATANALYSE

Als chemisch-physikalischer Parameter wurde der pH-Wert der Proben mit Indikatorpapier-

streifen bestimmt.

3.3 Computergestiitzte Spermienkopfmorphometrie

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten metrische Spermienkopfparameter beim Breit-
maulnashorn (Ceratotherium simum) erfasst werden. Dazu wurden Ausstrichpraparate von
jeweils 17 mit manueller Stimulation sowie durch Elektrostimulation gewonnener Ejakulate®
computergestitzt analysiert. Pro Ejakulat wurden unmittelbar nach deren Gewinnung
mindestens sechs Ausstriche angefertigt, luftgetrocknet, nach frihestens 12 Stunden gefarbt
(Farelly mit modifizierter Farbezeit; BOERSMA et al. 1999; Farbeprotokoll s. Anhang S. 16)
und nach weiteren 12 Stunden eingedeckt.

In die Untersuchung wurden Spermaproben von 14 Sudlichen Breitmaulnashdrnern
(Ceratotherium s. simum) und einem Nordlichen Breitmaulnashornbullen (Ceratotherium s.
cottoni) aufgenommen. Die Nashornbullen stammten aus 11 verschiedenen Zoos (Nord-
amerika und Europa), waren zum Untersuchungszeitpunkt zwischen 12 und 32 Jahre alt und

klinisch gesund.

3.31 ANALYSEGERAT UND ANALYSEN-SETUP

Die morphometrische Untersuchung wurde mit dem weitgehend automatisierten System
Hamilton Thorne Morphology Analyser IVOS (integrated visual optical system) der Firma
Hamilton Thorne Research, Beverly, USA, durchgefuhrt (s. 2.6.2.1). Das Analysegerat wird
nachfolgend als HTM IVOS bezeichnet. Als Software wurde das auf Microsoft Windows 3.11
basierende Programm Metrix (Version 10.7B) verwendet.

Als Objektiv wurde ein 100x-Objektiv (Olympus) mit Olimmersion eingesetzt. Durch den
55x-Faktor der Videokamera ergab sich auf dem Monitor eine 5500-fache Gesamt-

vergroferung.

® Die Elektroejakulate wurden von Dres. T. B. Hildebrandt, F. Géritz und R. Hermes, Institut fiir Zoo- und
Wildtierforschung, Berlin, gewonnen.
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Mit Hilfe eines Objektmikrometers wurde flr das verwendete Objektiv der VergroRerungsfaktor
47,26 ermittelt und das HTM IVOS entsprechend geeicht. Basierend auf den Ergebnissen von
UHLENBROCK (1999) wurde fir die Analyse eine monochromatische Lichtquelle der Wellen-
lange A = 510 + 20 nm eingesetzt.

Das Analysegerat verfugt Uber einen serienmafig produzierten Objekttragertisch mit
einer Halterung fur Standardobjekttrager. Diese Konstruktion hatte jedoch nur eine Analyse im
Bereich der zentralen Langsachse eines Ausstrichpraparats erlaubt. Um auch Spermienkdpfe
anderer Areale in die Untersuchung mit einbeziehen zu kénnen, wurde von der Autorin ein
spezieller Tischaufsatz entwickelt und in das Gerat eingebaut (s. Anhang S. 17).

Das HTM IVOS wurde mit Setup-Parametern konfiguriert (s. Anhang S. 18), die in Vor-
versuchen ermittelt wurden. Jeweils vor Beginn der Untersuchung eines neuen Praparates
wurden die optimalen Beleuchtungseinstellungen bestimmt. Die Werte fur die Beleuchtungs-
parameter Bildschirmhelligkeit variierten zwischen 1900-1970, fir den Kontrast zwischen
37-42 und fur die Starke der Lampe zwischen 2139-2147.

3.3.2 COMPUTERGESTUTZTE MORPHOMETRISCHE ANALYSE

Vor der Durchfihrung der morphometrischen Analyse zur Bestimmung des prozentualen An-
teils anomaler Spermienkopfe war es erforderlich, morphologische Klassen zu definieren und
deren Grenzwerte fur die Spezies Breitmaulnashorn (Ceratotherium simum) zu berechnen. Mit
den ermittelten Grenzwerten wurde das Kategorien-Setup der HTM IVOS-Software kon-

figuriert.

3.3.2.1 Definition und Berechnung der Spermienkopfklassen

Fur die Berechnung der Grenzwerte verschiedener Anomalienklassen wurden zunachst von
jeweils einem Ejakulat der 15 Nashornbullen mindestens 400 Spermienkdpfe - unabhangig
von ihrer morphologischen Beschaffenheit - mit dem HTM IVOS analysiert. Dabei wurden
sechs metrische Spermienkopfparameter erfasst (Tab. 10).

Vorraussetzung war eine exakte Digitalisierung der Spermienkdpfe durch das Analyse-
gerat, die fur jeden einzelnen Wert von der Autorin Uberprift und gegebenenfalls korrigiert

wurde.
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Tab. 10: Computergestutzt berechnete Spermienkopfparameter

Spermienkopfparameter Einheit
Lange pum
Breite um
Elongation (Verhaltnis Lange/Breite) %
Flache pm?
Umfang um
Symmetrie %

Als Grenzwerte wurden das 5. und 95. Perzentil jedes Spermienkopfparameters berechnet
und die Werte innerhalb dieses Bereichs als ,normal’ definiert. Dies erfolgte fur manuell bzw.
durch Elektrostimulation gewonnene Ejakulate getrennt. Basierend auf den Ergebnissen einer
konventionellen morphologischen Analyse, wurden jedoch die Elektroejakulate von sechs
Nashornbullen, die einen Anteil von mehr als 30% Spermienanomalien bzw. weniger als 1/3
intakte apikale Akrosomenrander aufwiesen, von der Berechnung dieses ,Normbereichs’ aus-
geschlossen.

Es wurden funf morphologische Klassen unterschieden (normaler Spermienkopf, klei-
ner bzw. grofer Spermienkopf sowie schmaler bzw. breiter Spermienkopf). Die Anomalien-
klassen wurden durch charakteristische metrische Parameter definiert, deren obere bzw.
untere Grenzwerte jeweils unmittelbar unterhalb des 5. Perzentils bzw. oberhalb des 95. Per-
zentils lagen. Dadurch schlossen sich die Anomalienklassen direkt an den durch statistische

Kenngrdlen begrenzten Normalbereich an.

3.3.2.2 Computergetutzte Klassifikation von Spermienkopfanomalien

Nach Definition, Berechnung und Konfiguration der morphologischen Spermienkopfklassen
erfolgte die eigentliche computergetlitzte morphometrische Analyse mit einer Klassifikation
von Spermienkopfanomalien durch das HTM IVOS. Pro Ejakulat wurden mindestens 200
Spermien computergestutzt analysiert. Dabei wurde der prozentuale Anteil der funf morpho-
logischen Klassen (s. 3.3.2.1) bestimmt. Die Digitalisierung sowie Klassifizierung der
Spermienkdpfe wurde subjektiv von der Autorin Uberpruft und gegebenenfalls korrigiert. Dabei

wurde der prozentuale Anteil falsch digitalisierter sowie kategorisierter Spermienkopfe’ erfasst.

" Definition, s. UHLENBROCK (1999), S. 32
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3.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit den Programmen Microsoft® Excel 2002 und SPSS
10.0.7 fir Windows. Der Vergleich von Verteilungen wurde mit dem Chi>-Test durchgefiihrt.
Als Streuungsparameter wurde der Variationskoeffizient berechnet. Der Unterschied von Mit-
telwerten wurde an Hand parameterfreier Verfahren getestet (Varianzanalyse - Kruskal-Wallis-

Test; Vergleich von zwei Mittelwerten - Mann-Whitney-U-Test).

-54 -



4 ERGEBNISSE

4.1 Pharmakologisch unterstiitzte Spermagewinnung

und konventionelle Ejakulatanalyse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Vor- und Hauptuntersuchung sowie die der
Implementationsstudie vorgestellt. Die wahrend dieser Untersuchungen gewonnenen Sper-
maproben wurden einer konventionellen Ejakulatanalyse unterzogen. Die dabei ermittelten

Parameter werden im Kontext der jeweiligen Untersuchung dargestelit.

411 VORUNTERSUCHUNG

Der Einfluss des a,-Agonisten Detomidin bei alleiniger Applikation sowie in Kombination mit
dem partiellen Opioidagonisten Butorphanol auf die Desemination bei manueller Stimulation
wurde in Form von Verhaltensparametern (1) und quantitativen Parametern (2) erfasst.
Zunachst wird an Hand dieser Teilaspekte (1, 2) sowie der Ergebnisse der konventio-
nellen Ejakulatanalyse (3) ein Uberblick tiber die Resultate der drei Versuchsreihen gegeben.
Anschliefend wird die Untersuchung mdoglicher Einflussfaktoren wie Tageszeit, Management
und Regelmaligkeit der Stimulation sowie der Einfluss der applizierten Medikationen im Ein-

zelnen dargestellt.

(1) Verhaltensparameter

Um einen Uberblick (ber das Verhalten des Bullen wahrend der Versuchsdurchfiihrung zu
geben, wurden flur alle Versuchsreihen, getrennt nach Vor- und Nachmittagen, die Einschat-
zung der Verhaltensparameter als Mediane in Tab. 11 dargestellt. Wie sich daraus entnehmen

|asst, war das Verhalten des Bullen ,Denny’ wahrend der drei Versuchsreihen relativ konstant.
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Tab. 11:

Einschatzung des Verhaltens des Nashornbullen ,Denny’ wahrend der Voruntersuchung

An Hand einer 5-stufigen Ratingskala® wurden fiir jeden Verhaltensparameter pro Versuchsreihe 20 Einzelwerte ermittelt und
der Median berechnet; Zu jedem Median ist kursiv die nominale Bedeutung des jeweiligen Wertes angefihrt.

Versuchsreihe 1

Versuchsreihe 2

Versuchsreihe 3

Vormittag Nachmittag Vormittag Nachmittag Vormittag Nachmittag
Medikation Medikation Medikation Medikation® Medikation Medikation®
: SR ; 3 3 3 3 3 3
Zielstrebigkeit beim Betreten des Zwangsstands geméchlich geméchlich geméchlich geméchlich geméchlich geméchlich
; 4 4 4 4 4 4
Ruhe beim Betreten des Zwangsstands rubig rubig rubig rubig ruhig rubig
; : : 3 3 3 3 3 3
Stand vor Beginn der manuellen Stimulation durchschn. durchschn. durchschn. durchschn. durchschn. durchschn.
- ; ; 3 3 3 3 3 4
Stand wahrend der manuelien Stimulation durchschn. durchschn. durchschn. durchschn. durchschn. ruhig
Erreichbarkeit des auflieren Genitales 4 4 4 4 4 4
-vor Beginn der manuellen Stimulation- gut gut gut gut gut gut
Erreichbarkeit des auferen Genitales 4 4 4 4 4 4
-wahrend der manuellen Stimulation- gut gut gut gut gut gut
PR 2 3 3 3 3 3
Kooperativitat des Bullen kaum erkennbar erkennbar erkennbar erkennbar erkennbar
A ; ; 1 1 1 1 1 1
Angstlichkeit keine keine keine keine keine keine
PR 1 1 1 1 1 1
Aggressivitat keine keine keine keine keine keine
1 1 1 1 1 1
Abwehrbewegungen keine keine keine keine keine keine
2 2 3 3 2 2
Sexuelle Erregung kaum kaum erkennbar erkennbar kaum kaum
; - 4 4 4 5 4 5
Erektionsstarke stark stark stark sehr stark stark sehr stark

2 Ausfiihrlicher im Anhang S. 7-8, 12-13

® Medikation: Detomidin; ¢ Medikation: Detomidin in Kombination mit Butorphanol



Der Nashornbulle betrat den Zwangsstand meist gemachlich. Er fand sich nach der Aufforde-
rung des Pflegers dort ohne Zureden ein, wobei er sich dabei noch umsah, herumschnffelte
oder ab und zu markierte. Er zeigte kaum Anzeichen von Nervositat. Vor sowie wahrend der
manuellen Stimulation stand der Bulle relativ still, ging kleine Schritte vor und zurtck und wich
Beruhrungen geringfugig aus. Er war so positioniert, dass das aul3ere Genitale von den
Versuchsdurchfuhrenden gut erreicht werden konnte. Meist verhielt sich der Nashornbulle
erkennbar kooperativ; er ermdglichte in einigen Fallen aktiv einen guten Zugang zum auf3eren
Genitale.

In der Mehrzahl der Versuche konnten weder Angstlichkeit, Aggressivitat noch Ab-
wehrbewegungen beobachtet werden. Der Bulle erschien in den Versuchsreihen 1 und 3, trotz
deutlicher Erektion, vom Gesamtverhalten her eher unbeteiligt. In Versuchsreihe 2 waren
aulRere Anzeichen sexueller Erregung wahrnehmbar. Ein erkennbarer Unterschied bestand in
der Auspragung der Erektion, die bei pharmakologischer Beeinflussung Uberwiegend sehr
stark, dagegen ohne Medikation nur stark war. Dieser Aspekt wird nachfolgend naher dar-

gestellt und erlautert (s. 4.1.1.3).

(2) Quantitative Parameter

Neben der subjektiven Einschatzung des Verhaltens des Bullen wurden wahrend der Desemi-
nationsversuche auch objektive Daten erhoben (Tab. 12).

In allen Versuchsreihnen wurden Proben® gewonnen, unter dem Einfluss der
oa-adrenergen Medikation am Nachmittag in den Versuchen der Reihen 2 und 3 jedoch
vergleichsweise haufiger. Das Verhaltnis der Probengewinnung gegenuber der Anzahl der
Versuche betrug dabei 2:10 in den Versuchen ohne Medikation, 3:10 bei der alleinigen Appli-

kation von Detomidin und 4:10 bei der Kombination von Detomidin mit Butorphanol.

¢ Angaben zu Quantitat und Qualitat der Proben s. nachfolgend (3) Konventionelle Ejakulatanalyse
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Tab. 12: Quantitativ wahrend der Voruntersuchung bei Nashornbulle ,Denny’ erfasste Parameter (n bzw. X + SD)

Versuchsreihe 1

Versuchsreihe 2

Versuchsreihe 3

Vormittag Nachmittag Vormittag Nachmittag Vormittag Nachmittag
Quantitative Parameter ohne ohne ohne mit ohne mit
Medikation Medikation Medikation Medikation? Medikation Medikation®
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Probengewinnung® (n) 2 2 2 3 2 4
Emissio penis ohne manuelle Stimulation (n) 0 0 0 5 0 9
Emissio penis nach manueller Stimulation (n) 10 10 10 5 10 1
Dguer bis zum Eintritt der .EmISSI.O penis nach ) ) ) 95+ 1,0 ) 8510
Injektion ohne manuelle Stimulation (min)
Dauer bis zum Elnt.rltt der Emissio penis nach 30 + 20 25 + 20 30 + 20 35 + 20 30 + 20 20
manueller Stimulation (sek)
Dauer der Stimulation (min) 75+25 7515 8,0+3,0 95+35 75+15 9,5+3,0
Dauer der Erektion (min) 50+2,0 45+15 5,0 + 2,0° 7,0 £2,5° 5,0+1,5° 7,5+3,0°

2 Medikation: Detomidin; ® Medikation: Detomidin in Kombination mit Butorphanol
¢ Quantitat und Qualitat der gewonnenen Proben s. nachfolgend (3) Konventionelle Ejakulatanalyse
dWerte innerhalb einer Versuchsreihe weisen einen Trend auf (p < 0,1; Mann-Whitney-U-Test)
®Werte innerhalb einer Versuchsreihe unterscheiden sich signifikant (p < 0,05; Mann-Whitney-U-Test)



In allen Versuchen konnte ein Ausschachten des Penis mit nachfolgender Erektion provoziert
werden. Dabei bestanden Unterschiede zwischen den Versuchen mit und ohne Medikation.
Unter dem Einfluss der Medikation kam es in der Mehrzahl der Versuche zu einer extra-
praputialen Verlagerung und Erektion des Penis, bevor mit der manuellen Stimulation be-
gonnen wurde. Ohne pharmakologische Unterstitzung dagegen trat die Emissio penis aus-
schlielich als Folge der Stimulation der Inguinalregion ein (Tab. 12).

Deutliche Unterschiede bestanden auch hinsichtlich der Erektionsdauer, die unter dem
Einfluss der Medikamente in Versuchsreihe 3 signifikant langer anhielt (s. 4.1.1.3; Tab. 12).
Dieser Effekt ist vorwiegend auf die Medikation zurlckzufuhren, da die eine Erektion unter-
stitzende manuelle Stimulation in den Versuchen mit Medikation nicht signifikant langer

durchgefuhrt wurde.

(3) Konventionelle Ejakulatanalyse

Im Rahmen der Voruntersuchung wurden insgesamt 15 Proben von sehr unterschiedlichem
Volumen (0,2 bis 40 ml) und Qualitdt gewonnen (Tab. 13). Davon wiesen neun Proben keine
bzw. nur vereinzelte tote Spermien auf und waren teilweise mit Urin kontaminiert.

Sechs Proben enthielten Spermien in quantifizierbarer Konzentration (11,7 + 11,9

x 10%ml, X + SD) und wurden ausschlieBlich bei pharmakologischer Unterstiitzung der manu-

ellen Stimulation gewonnen.

Bei diesen Spermaproben handelte es sich jedoch in Anbetracht der geringen, meist
nur wenige Milliliter umfassenden Volumina, um keine vollstandigen Ejakulate. Dies belegen
auch die geringe Spermienkonzentration pro Milliliter bzw. die geringe Spermiengesamtzahl
pro Ejakulat mit maximalen Werten von 31,5 x 10° Spermien/ml bzw. 0,09 x 10° Sper-
mien/Ejakulat (Tab. 13). Die Untersuchung der qualitativen Spermaparameter Motilitat, Vitalitat
sowie Spermienmorphologie dagegen fuhrte zu guten Ergebnissen. Die Motilitat lag zwischen
70 und 85%, die Vitalitdt (s. Abb. 7) zwischen 70 und 87%. Der Anteil anomaler Spermien

variierte zwischen 10 und 19%, bei annahernd gleichem Verhaltnis primarer zu sekundarer
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Anomalien (Tab. 13; Abb. 7a, Abb. 8 und Abb. 9). Dabei Uberwogen akrosomale Defekte
(Abb. 8). Auffallend waren ein bei allen untersuchten Spermien beobachteter und als normal
bewerteter abaxialer Schwanzansatz (Abb. 7 bis Abb. 9) sowie die weitgehende Abwesenheit

von zytoplasmatischen Tropfen (< 1%).

Abb. 7:  Breitmaulnashornspermien, Supravitalfarbung: Bromphenolblau-Nigrosin, 100x Ob-
jektiv, Olimmersion:
a) Beispiel fur morphologisch normale, vitale Spermien sowie fur ein vitales
Spermium mit einer unspezifischen Kopfanomalie (schmaler Kopf). Weiterhin ist bei
diesem Spermium ein Zytoplasmatropfen vorhanden.
b) Beispiel fur die unterschiedliche Anfarbung vitaler (helles Spermium) und
geschadigter Spermien (blau gefarbtes Spermium) bei einer Supravitalfarbung. Bei
geschadigten Spermien diffundiert der blaue Farbstoff (Bromphenolblau) durch die
Spermienmembran.

Makroskopisch erschienen die Spermaproben Uberwiegend homogen, elfenbeinfarben. Die
Konsistenz war molke- bis milchahnlich, der Geruch war neutral. Es waren keine Bei-

mengungen erkennbar. Der pH-Wert dieser Proben betrug einheitlich 8,0 (Tab. 13).
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Abb. 8: Beispiele fur primare und sekundare akrosomale Defekte, Supravitalfarbung: Brom-
phenolblau-Nigrosin, 100x Objektiv, Olimmersion:
a) Primarer Defekt: Vakuolisiertes Akrosom
b) Sekundarer Defekt: Geschwollene und in Abldsung begriffene Kopfkappe
c) Sekundarer Defekt: Abgeldste Kopfkappe

Abb. 9:  Beispiele fur primare und sekundare Schwanzanomalien, Supravitalfarbung: Brom-
phenolblau-Nigrosin, 100x Objektiv, Olimmersion:
a) Primare Schwanzanomalie: Aufrollung unter Einbeziehung des Mittelstucks
b) Sekundare Schwanzanomalie: Krummling
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Tab. 13: Spermaparameter der wahrend der Voruntersuchung von Nashornbulle ,Denny’ gewonnenen Proben (Werte in Klammern als X)

Versuchsreihe 1

Versuchsreihe 2

Versuchsreihe 3

Vormittag Nachmittag Vormittag Nachmittag Vormittag Nachmittag
ohne ohne ohne mit ohne mit
Medikation Medikation Medikation Medikation? Medikation Medikation®
Spermaparameter
permap (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Anzahl der Proben (n) 2 2 2 3 2 4

Volumen (ml) 0,2°u. 1,0 0,5° u. 3,0°¢ 2,0° u. 40,0° 0,2% 1,0%; 3,0° 0,5°u.0,5 1,5-5,0° (3,4)

Spermienkonzentration

oro ml (x 10°) - - - 3,1u.9,8 - 2,3-31,5 (14,3)

Spermiengesamtzahl

oro Ejakulat (x 10%) - - - 0,003 u. 0,03 - 0,009-0,09 (0,05)

Motilitat (%) - - - 75 u. 80 - 70-85 (75)

Vitalitat (%) - - - 78 u. 82 - 70-87 (80)

Morphologie, Anteil anomaler ) ) ) ) )

Spermien (%) 12 u. 16 10-19 (13)
Primare Anomalien (%) - - - 6u.7 - 4-8 (6)
Sekundare Anomalien (%) - - - 6u.8 - 5-9 (7)
Tertiare Anomalien (%) - - - Ou.1 - 0-2 (0,5)

pH-Wert 80u.75 7,7u.>8,0 7,7u.>8,0 > 8,0; 8,0; 8,0 7,7u.75 8,0 (8,0)

2 Medikation: Detomidin; ® Medikation: Detomidin kombiniert mit Butorphanol

°Vereinzelt tote Spermien nachweisbar; ¢ Urinkontaminierte Probe; ® Spermienkonzentration bestimmbar



4.1.1.1 Einfluss von Tageszeit und Management

Die Medikamentenapplikation sollte aus Sicherheitserwagungen (s. 3.1.1) ausschlief3lich am
Nachmittag erfolgen. Da der Nashornbulle nachts in einer Einzelbox mit Sichtkontakt, tagsuber
jedoch in einem Auliengehege mit direktem Kontakt zu Nashornkihen gehalten wird, wurde in
der Versuchsreihe 1 untersucht, ob Tageszeit und Management einen erkennbaren Einfluss
auf die Deseminationsversuche nehmen. Dazu wurde sowohl am Vormittag, als auch am
Nachmittag des jeweiligen Versuchstags die manuelle Stimulation ohne pharmakologische
Unterstutzung durchgefuhrt und die dabei erhobenen Daten miteinander verglichen.

An Hand der Datenauswertung der Versuchsreihe 1 konnte ein signifikanter Einfluss
der Tageszeit sowie des Managements auf die Deseminationsversuche ausgeschlossen
werden. Ohne Medikation wurden weder am Vormittag, noch am Nachmittag Spermaproben
gewonnen (Tab. 13). Die Analyse der erhobenen Verhaltensparameter zeigte keine signifikan-
ten Unterschiede im Verhalten des Nashornbullen (p > 0,05; Chi>-Test). Auch fiir die quantita-

tiven Parameter bestanden keine Signifikanzen (p > 0,05; Mann-Whitney-U-Test; Tab. 12).

4.1.1.2 Einfluss regelméadBiger manueller Stimulation

Um festzustellen, ob ein von der Medikation unabhangiger konditionierender Effekt durch die
regelmafiigen Deseminationsversuche bestand, der nur einen bedingten Vergleich der
Versuchsreihen miteinander erlauben wurde, wurden die Ergebnisse der Vormittagsdaten der
drei Versuchsreihen miteinander verglichen.

FUr die erhobenen Parameter konnte ein signifikanter konditionierender Einfluss der
regelmafigen Versuchsdurchfihrung ausgeschlossen werden. Der Nashornbulle zeigte
wahrend der Versuche am Vormittag Uber alle drei Versuchsreihen keine signifikanten
Veranderungen des Verhaltens (p > 0,05; Chi*-Test).

Es wurden in allen Versuchsreihen am Vormittag Proben gewonnen (Tab. 12 und
Tab. 13), die sich teilweise deutlich im Volumen unterschieden. Dies war jedoch in einem Ex-

tremfall (40 ml) auf eine Kontamination mit Urin zurlckzufUhren. Keine der Proben enthielt
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Spermien in quantifizierbarer Konzentration. Auch der Vergleich der quantitativen Parameter

ergab keine Signifikanzen (p > 0,05; Kruskal-Wallis-Test).

4.1.1.3 Einfluss der Medikation

Um den Einfluss der Medikation zu ermitteln, wurden die am Nachmittag (mit Medikation)
erhobenen Daten mit den Vormittagsergebnissen (ohne Medikation), getrennt fur die Ver-

suchsreihen 2 und 3, miteinander verglichen.

(1) Verhaltensparameter

Die Medikation hatte einen deutlichen Einfluss auf den Parameter ,Erektionsstarke’. Wahrend
sich bei alleiniger Applikation von Detomidin ein positiver Trend (p < 0,1; Chi%-Test; Versuchs-
reihe 2; Abb. 10) abzeichnete, fihrte die Medikamentenkombination mit Butorphanol zu einer
signifikant starkeren Auspragung der Erektion gegenuber den Versuchen ohne Medikation

(p < 0,001, Chi*>-Test; Versuchsreihe 3; Abb. 11).

Versuchsreihe 2
9
<
— 6 -
E B einfache Medikation
2 3 B ohne Medikation
S 3
:(© 2
T 7772 1
00 0F
0 k :
keine schwach mittel stark sehr stark
Auspragung der Erektion

Abb. 10: Einfluss der einfachen Medikation auf die Erektionsstarke
Die alleinige Applikation von Detomidin (n=10) bewirkte gegeniiber den Versuchen
ohne Medikation (n=10) einen positiven Trend der Erektionsauspragung
(p < 0,1; Chi*-Test).

-64 -



Versuchsreihe 3
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<
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[ 4 B kombinierte Medik.
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qu 5 | 3 l_ , O ohne Medikation
" . m m
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0 [] ‘
keine schwach mittel stark sehr stark

Auspragung der Erektion

Abb. 11: Einfluss der kombinierten Medikation auf die Erektionsstarke
Die kombinierte Applikation von Detomidin und Butorphanol (n=10) bewirkte gegen-
Uber den Versuchen ohne Medikation (n=10) signifikant starkere Erektionen
(p < 0,001, Chi*-Test).

Auf die anderen Verhaltensparameter hatte die einfache Medikation bei Nashornbulle ,Denny’
keinen erkennbaren Einfluss (p > 0,05; Chi*-Test; Tab. 11). Dagegen verhielt sich der Bulle bei
kombinierter Medikation im Zwangsstand wahrend der manuellen Stimulation ruhiger gegen-
(iber den Versuchen ohne pharmakologische Unterstiitzung (p < 0,1; Chi’*-Test; Tab. 11). Dies

wird auf die sedierende Wirkung der Medikation zurtickgefuhrt.

(2) Quantitative Parameter

Die Medikation forderte deutlich den Eintritt und die Dauer der Erektion. Bei alleiniger Applika-
tion von Detomidin kam es in 5 der 10 Versuche durchschnittlich 9,5 £+ 1,0 Minuten (X £ SD)
nach der Injektion zu einer Emissio penis mit nachfolgender Erektion, ohne dass manuell
stimuliert wurde (Tab. 12). Die Erektionsdauer bei einfacher Medikation zeigte dabei einen
positiven Trend gegenuber den Versuchen, die ohne pharmakologische Unterstutzung

durchgefiihrt wurden (p < 0,1; Mann-Whitney-U-Test).
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Bei Applikation der Medikamentenkombination war der Einfluss auf die Erektionsauslosung
und —dauer noch deutlicher. Bei 9 der 10 Versuche mit kombinierter Medikation wurde durch-
schnittlich 8,5 + 1,0 Minuten (X + SD) post injectionem eine extrapraputiale Verlagerung des
Penis mit nachfolgender Erektion beobachtet. Dabei war die Dauer der Erektion mit durch-
schnittlich 7,5 Minuten £ 3,0 Minuten (X £ SD) signifikant langer, als bei den Versuchen ohne
Medikation (5,0 £ 1,0 Minuten; p < 0,05; Mann-Whitney-U-Test; Tab. 12).

In den insgesamt 40 Deseminationsversuchen der Versuchsreihen 2 und 3, die ohne
pharmakologische Unterstltzung durchgefuhrt wurden, kam es dagegen erst nach Beginn der

manuellen Stimulation der Inguinalregion zum Ausschachten und Erigieren des Penis.

(3) Konventionelle Ejakulatanalyse

Spermaproben wurden ausschliel3lich bei manueller Stimulation mit Medikation gewonnen
(Tab. 13). Seminale Flussigkeiten, die dagegen in den Versuchen ohne Medikation aufgefan-
gen wurden, enthielten keine bzw. nur vereinzelte tote Spermien.

Die Art der Medikation hatte einen Einfluss auf die Haufigkeit der Spermagewinnung,
jedoch nicht auf die Qualitdt der Ejakulate. Wahrend bei alleiniger Applikation des
az-Agonisten in zehn Deseminationsversuchen nur zwei Spermaproben gewonnen wurden,
konnten bei kombinierter Medikation - bei identischer Versuchsanzahl - vier Ejakulationen
ausgelost werden (Tab. 13). Bei den Spermaproben handelte es sich jedoch um keine voll-
standigen Ejakulate. Wahrend das Volumen und die Spermienkonzentration der Proben relativ

gering waren, waren die Motilitat und Vitalitdt der Spermien hoch (s.o.).

41.2 HAUPTUNTERSUCHUNG

Aufgrund der Teilerfolge bei kombinierter Applikation von Detomidin und Butorphanol auf die
Spermagewinnung bei manueller Stimulation in der Voruntersuchung (s. 4.1.1.3), sollten diese
Ergebnisse im Rahmen der Hauptuntersuchung uberprift und erganzt werden. Dazu wurde im

ersten Versuchsabschnitt der Einfluss der Medikation bei zwei verschiedenen Nashornbullen
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bei manueller Deseminationstechnik in einer Doppelblindstudie untersucht. Im zweiten Ver-

suchsabschnitt wurde die Stimulationsmethode mit einer Kiinstlichen Scheide variiert.

4.1.2.1 Einfluss von Detomidin und Butorphanol bei manueller

Stimulationstechnik

(1) Verhaltensparameter

Das wahrend der Hauptuntersuchung eingeschatzte Verhalten des Bullen ,Denny’ entsprach
fur die meisten Parameter den in der Voruntersuchung beobachteten Verhaltensweisen
(s. 4.1.1). Beim Vergleich der beiden Nashornbullen bestanden zwar einige Verhaltensparalle-
len, es wurden aber auch Unterschiede offen gelegt (Tab. 14). Die Datenauswertung erfolgte
unter Anwendung des Mann-Whitney-U-Tests.

Bei beiden Individuen erleichterte die Medikation die Versuchsdurchfihrung. Unter dem
Einfluss der Medikation wirkten die Nashornbullen entspannter und verhielten sich wahrend
der manuellen Stimulation signifikant ruhiger, als in den Versuchen, in denen ein Placebo
injiziert wurde (p < 0,05, ,Denny’ bzw. p < 0,01, ,Harry’). Interessant dabei war, dass Nashorn-
bulle ,Harry’ beim Betreten des Untersuchungsbereichs gegeniber ,Denny’ zunachst signifi-
kant weniger zielstrebig (p < 0,01) und signifikant unruhiger (p < 0,01) wirkte. Jedoch bestand
fur die Versuchsdurchfuhrung mit Bulle ,Harry’ keine einem Zwangsstand vergleichbare
Vorrichtung (vgl. 3.1.4), sodass diese Parameter nur bedingt miteinander vergleichbar sind.

In den Versuchen mit Medikation verhielten sich beide Bullen signifikant kooperativer,
als bei Placebogabe (p < 0,05). Dabei ermdglichte der jingere Nashornbulle ,Harry’ - im Ver-
gleich zu ,Denny’ - wesentlich aktiver einen Zugang zum auferen Genitale, indem er wahrend
der Stimulation das Bein nach hinten wegstreckte. Dieser Unterschied zwischen den Nas-
hornbullen war signifikant (p < 0,01). Auch fuhrte ,Harry’ bei allen Versuchen weniger Abwehr-
bewegungen durch. In den Versuchen mit Medikation bestanden zwischen den Nashornbullen

fur diesen Parameter signifikante Unterschiede (p < 0,001).
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Tab. 14: Einschatzung des Verhaltens der Nashornbullen ,Denny’ und ,Harry’ im Doppel-
blindversuch der Hauptuntersuchung an Hand einer kontinuierlichen Minimum-

Maximum-Skala (x £ SD)

Nashornbulle

Nashornbulle

,Denny’ ,Harry’

Verhaltensparameter Placebo Medikat. Placebo Medikat.
(minimale — maximale Auspragung)® (n=15) (n=15) (n=9) (n=9)
Zielstrebigkeit beim Betreten des Stands” 80+ 13 73 + 20 50 + 26 52 + 28
(sehr zégernd - sehr ziigig)

. b
Ruhe beim _Betreten des_ Stands 85 + 17 70 + 26 51 + 29 53 + 29
(sehr unruhig - sehr ruhig)
Stand vor Beginn der manuellen Stimulation 76 + 18 78 + 12 49 + 23 51 + 28
(sehr unruhig - sehr ruhig) - - - -
Stand wahrend der manuellen Stimulation 64 + 20° 79 + 7 51 + 16° 76 + 149
(sehr unruhig - sehr ruhig) - - - -
Erreichbarkeit des duf3eren Genitales vor Be-
ginn der manuellen Stimulation 79 +£19 7419 42 + 21 49 + 21
(nicht erreichbar — optimal erreichbar)
Erreichbarkeit des duf3eren Genitales wahrend
der manuellen Stimulation 57£23° 7611 50z 14° 79 £ 13°
(nicht erreichbar — optimal erreichbar)
Kooperativitat des Bullen 35 + 23¢ 53 + 15¢ 50 + 16° 69 + 11¢
(nicht kooperativ - sehr kooperativ) - - - -
Angstlichkeit c c
(nicht angstlich - sehr angstlich) 89 425 20£25 143
Aggressivitat . 8+17 1012 6+12 122
(nicht aggressiv - sehr aggressiv)
Abwehrbewegungen c c
(nicht abwehrend - sehr abwehrend) 24+27 239 1416 34
Sexuelle Erregung 33+31  49:+28  23:16%  87+12°
(nicht sexuell erregt - sehr sexuell erregt)
Erektionsstarke 47+25°  81£11°  54+19° 93+ 13

(keine - sehr stark)

@ Auf der kontinuierlichen Bewertungsskala von 0 bis 100 bezieht sich die in Klammern links stehende
Beurteilung auf den Beginn, die rechts stehende Beurteilung auf das Ende der Skala (ausfihrlicher s.

Anhang S. 9-13)

® Die Versuche mit ,Denny’ wurden in einem Zwangsstand (Zoo Salzburg), die Versuche mit ,Harry’ im

AuRengehege (Allwetterzoo Miinster) durchgefiihrt

° Werte weisen beim jeweiligen Bullen einen Trend auf (p < 0,1; Mann-Whitney-U-Test)
4 Werte unterscheiden sich beim jeweiligen Bullen signifikant (p < 0,05; Mann-Whitney-U-Test)

Der bereits in der Voruntersuchung festgestellte Einfluss der Medikation auf die Erektionsstar-

ke (s. 4.1.1.3) wurde in der Hauptuntersuchung bei beiden Nashornbullen bestatigt. Wahrend

durch die manuelle Stimulation in den Versuchen ohne Medikation nur mittelstarke Erektionen
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ausgelost wurden, kam es bei Medikamentenapplikation zu starken bis sehr starken
Erektionen (p < 0,001). Dennoch wirkte der altere, libidoschwachere Nashornbulle in allen
Versuchen nur maRig sexuell erregt. Dagegen zeigte der regelmalig deckende Bulle ,Harry’ in
den pharmakologisch unterstitzen Versuchen Anzeichen starker sexueller Erregung. Gegen-
uber den Versuchen, in denen ein Placebo appliziert wurde, war die Erregungsauspragung

dabei signifikant starker (p < 0,001; Tab. 14).

(2) Quantitative Parameter

Die Ergebnisse der Hauptuntersuchung bestatigten den in der Voruntersuchung bei Nashorn-
bulle ,Denny’ festgestellten signifikanten Einfluss der Medikation auf die Parameter ,Emissio
penis’ und ,Erektionsdauer’ (vgl. Tab. 12 und Tab. 15) bei beiden Individuen.

Bei dem regelmallig deckenden Nashornbullen ,Harry’ hatte die Medikation dabei je-
doch einen vergleichsweise starkeren Einfluss. So bedingten die a-adrenergen Medikamente
bei ,Harry’ relativ haufiger, namlich in 7 von 9 Versuchen gegeniber 8 von 15 Versuchen bei
Bulle ,Denny’, eine extrapraputiale Verlagerung des Penis mit nachfolgender Erektion, bevor
mit der manuellen Stimulation begonnen wurde. Dabei kam es bei Nashornbulle ,Harry’ durch-
schnittlich 11,5 £ 1,5 Minuten (X £ SD) nach der Medikamentenapplikation zum Ausschachten
und Erigieren des Penis, ohne dass manuell stimuliert wurde (Tab. 15). In den Versuchen mit
Placebogabe kam es bei beiden Bullen dagegen erst durch die manuelle Stimulation des
aulBeren Genitales zur Erektionsinduktion. Dabei konnte in einem Versuch (Placebo, Nas-
hornbulle ,Denny’) trotz langerer manueller Stimulation kein Ausschachten des Penis provo-
ziert werden (Tab. 15).

Signifikante Unterschiede zwischen den Nashornbullen wurden auch fur den Parameter
,Erektionsdauer’ festgestellt (p < 0,001; Mann-Whitney-U-Test). Wahrend bei Placebogabe bei
beiden Bullen durch manuelle Stimulation eine durchschnittliche Erektionsdauer von 3,5 Minu-
ten (X) ausgelost wurde, verhielt sich dies in den Versuchen mit Medikation sehr unterschied-
lich. Bei pharmakologischer Unterstitzung hielt die Erektion bei Nashornbulle ,Harry’ durch-
schnittlich langer als 30 Minuten (32,5 + 24,0 Minuten; X £ SD) an - bei einer Mindestdauer
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von 7 Minuten und einer maximalen Dauer von 70 Minuten. Der Unterschied zu den Versu-
chen mit Placebo war signifikant (p < 0,001; Mann-Whitney-U-Test). Bei Nashornbulle ,Denny’
wurde die Erektionsdauer durch die Medikation zwar auch signifikant gegenuber den Versu-
chen mit Placebo verlangert (p < 0,001; Mann-Whitney-U-Test), hielt jedoch mit durchschnitt-
lich 6,5 + 1,5 Minuten (x £ SD) im Vergleich zu dem jungeren Nashornbullen wesentlich kirzer

an (Tab. 15).

Tab. 15: Quantitativ wahrend der Hauptuntersuchung bei den Nashornbullen ,Denny’ und
,Harry’ erfasste Parameter bei manueller Stimulation (n bzw. X £ SD)

Nashornbulle ,Denny’ Nashornbulle ,Harry’
Quantitative Parameter Placebo Medikation Placebo Medikation
(n=15) (n=15) (n=9) (n=9)
Probengewinnung? (n) 5 5 2 4
Em/ssm penis ohne manuelle 0 8 0 7
Stimulation (n)
Emissio penis nach manueller 14 7 9 2

Stimulation (n)

Dauer bis zum Eintritt der Emissio
penis nach Injektion ohne man. - 8,5+0,5 - 11,5+1,5
Stimulation (min)

Dauer bis zum Eintritt der Emissio

b b
penis nach man. Stimulation (sek) 35+10 30£25 40£10 30£0,0
Dauer der Stimulation (min) 75+15 8,025 12,0 £ 8,5° 44,0 + 31,0°
Dauer der Erektion (min) 3,56+2,0° 6,5+ 1,5° 35+25° 32,5+ 24,0°

 Quantitat und Qualitat der gewonnenen Proben s. nachfolgend (3) Konventionelle Ejakulatanalyse
® Werte weisen beim jeweiligen Bullen einen Trend auf (p < 0,1; Mann-Whitney-U-Test)
¢ Werte unterscheiden sich beim jeweiligen Bullen signifikant (p < 0,01; Mann-Whitney-U-Test)

(3) Konventionelle Ejakulatanalyse

Die Medikation forderte die Spermagewinnung bei beiden Nashornbullen. Mit einer Ausnahme

wurden Spermaproben ausschliel3lich in den pharmakologisch unterstitzten Versuchen
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gewonnen. Hinsichtlich der relativen Haufigkeit der Probengewinnung und der Qualitat, insbe-
sondere aber der Spermienkonzentration, bestanden zwischen den Nashornbullen sehr grol3e
Unterschiede (Tab. 16). Wahrend bei Nashornbulle ,Denny’ in 15 Versuchen mit Medikation
durchschnittlich jeder 3. Versuch zu einer Ejakulation fuhrte, war das Verhaltnis Versuchsan-

zahl: Ejakulationsinduktion bei Bulle ,Harry’ mit 4: 9 vergleichsweise gunstiger (Tab. 16).

Tab. 16: Spermaparameter der wahrend der Hauptuntersuchung zur pharmakologisch unter-
stitzten manuellen Stimulation bei den Nashornbullen ,Denny’ und ,Harry’ gewon-
nenen Proben (Werte in Klammern als X)

Nashornbulle ,Denny’ Nashornbulle ,Harry’
Spermaparameter Placebo Medikation Placebo Medikation
permap (n=15) (n=15) (n=9) (n=9)
Anzahl der Proben (n) 5 5 2 4
Volumen (ml) 0,5-2,0%3,0° 1,0-45°°(2,3) 0,3%u.05*  3,0-9,0°(6,0)
23,0°¢° 0,5
Spermienkonzentration 8,3 3,4-14,2 (7,9) ) 180-539 (341)
pro ml (x 10°) 59,7%¢ 117°¢
Spermiengesamtzahl 0,02 0,008-0,06 (0,02) ) 0,8-2,2 (1,3)
pro Ejakulat (x 10°) 1,26%¢ 0,06°¢
Motilitat (%) 75 15-75 (60) - 65-75" (70)
Vitalitat (%) 78 18-83 (63) - 73-817(78)
Morphologie, Anteil ) ) )
anomaler Spermien (%) 21 17-28 (20) 15-28 (21)
Primare Anomalien (%) 10 7-20 (12) 8-13 (11)
Sek. Anomalien (%) 11 2-11 (8) 5-14 (8)
Tertiare Anomalien (%) - 0-1 (0,5) - 1-2 (1)
pH-Wert 7,5->8,0;7,7 7,6->8,0 7,7u.8,0 7,2-8,0 (7,7)

2 Vereinzelt tote Spermien nachweisbar; ® Spermienkonzentration bestimmbar

° Geringfiigige Urinkontamination bei einer Probe; ¢ Probe besteht aus mehreren Fraktionen

€ Von den Ubrigen Proben in Volumen und Konzentration abweichende Einzelprobe

" Werte der jeweils zuletzt gewonnenen Fraktion; Motilitat und Vitalitat der zuvor gewonnenen Fraktio-
nen wegen langerer Aufbewahrung bis zur Analyse sind bis zu 45% geringer
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Abgesehen von einem aus drei Fraktionen bestehendem Ejakulat und einem den physiologi-
schen Verhaltnissen am ehesten entsprechenden Gesamtvolumen von 23 ml (Nashornbulle
,Denny’), umfasste das Volumen der Spermaproben beider Nashornbullen in der Regel nur
wenige Milliliter. Obwohl sich auch die kleinvolumigen Ejakulate bei Nashornbulle ,Harry’ meist
aus 3 bis 4 Fraktionen zusammensetzten und zwischen der Ejektion der einzelner Fraktionen
bis zu 35 Minuten vergingen, handelte es sich angesichts der geringen Volumina um keine
vollstandigen Ejakulate. Dennoch unterschieden sich die Fraktionen deutlich in Aussehen,
Spermienkonzentration und pH-Wert.

Die Fraktionen 1 bzw. 2 erschienen transparent hellbraun, enthielten nur vereinzelte,
tote Spermien und hatten einen vergleichsweise niedrigen pH-Wert von 7,2 bis 7,5. Die Frak-
tionen 2 bzw. 3 bis 4 dagegen waren molkeahnlich, enthielten in drei Fallen ein weildes,
filamentdses Gel und hatten einen pH-Wert von 7,7 bis 8,0. In der mikroskopischen Unter-
suchung erwiesen sich die gelartigen Filamente als Spermienaggregate mit verminderter Moti-
litat, in welchen Kopf- an Kopfagglutinationen Gberwogen.

Auf die deutlichen Unterschiede bezuglich der Spermienkonzentration zwischen den
beiden Nashornbullen wurde bereits hingewiesen. Wahrend bei dem nicht ziichtenden Bullen
,Denny’ die mittlere Konzentration bei der Mehrzahl der Proben nicht mehr als 15 x 10° Sper-
mien/ml ausmachte und auch die Spermiengesamtzahl pro Ejakulat bis auf eine Ausnahme
(1,26 x 10° Spermien/Ejakulat) mit durchschnittlich 0,02 x 10° Spermien/Ejakulat (X) sehr ge-
ring war, waren die Ejakulate des regelmafig deckenden Bullen ,Harry’ vergleichsweise stark
konzentriert (117-539 x 10° Spermien/ml; 0,06-2,2 x 10° Spermien/Ejakulat; Tab. 16).

Fir die Spermienparameter Motilitat und Vitalitat dagegen bestanden meist weder zwi-
schen den Ejakulaten, noch zwischen den Nashornbullen Unterschiede (Tab. 16). Der Anteil
anomaler Spermien betrug bei beiden Nashornbullen 15-28%. Dabei lag der Anteil primarer
Anomalien meist etwas hoher, als der Anteil sekundarer Anomalien. Unter den primaren Ano-
malien Uberwogen unspezifische Kopfveranderungen, bei den sekundaren Anomalien abge-
|6ste Kopfkappen. Wahrend in keiner Spermaprobe des Bullen ,Denny’ Zytoplasmatropfen

auftraten, wurden in den Proben des Nashornbullen ,Harry’ bei 2 bis 6% der Spermien

-72-



zytoplasmatische Tropfen sowohl in proximaler (Abb. 12a), als auch in distaler Position

(Abb. 12b) festgestellt.

Abb. 12: Zytoplasmatische Tropfen
Breimaulnashornspermien, Farbung: Bromphenolblau-Nigrosin, 100x-Objektiv,
Olimmersion
a) Proximale Position
b) Distale Position

4.1.2.2 Einfluss der Kiinstlichen Scheide bei pharmakologisch

induzierter Erektion

Durch zuséatzliche Druck- und Temperaturreize mit Hilfe einer Kunstlichen Scheide wurde bei
pharmakologisch unterstutzten Deseminationsversuchen keine Verbesserung der Ejakulati-
onsauslosung erzielt. Die auf zwei verschiedene Temperaturbereiche erwarmte Kuinstliche
Scheide wurde zwar bei allen Versuchen von Nashornbulle ,Denny’ gut angenommen (in der
Mehrzahl der Versuche erfolgten Friktionsbewegungen; Tab. 17), gegentber der manuellen
Stimulationstechnik wurden jedoch mit dieser Methode in 20 Versuchen nur drei Sperma-
proben mit vergleichsweise deutlich verminderter Qualitdt gewonnen. Zwei dieser Proben ent-
hielten fur eine exakte Konzentrationsbestimmung zu wenige Spermien und hatten nur eine
Moatilitat von 20% (Tab. 17).

Bei allen drei Proben war unabhangig vom Temperaturbereich der Kiinstlichen Scheide
der Anteil morphologisch anomaler Spermien mit mehr als 60% sehr hoch und umfasste vor-
wiegend Spermien mit in Ablésung begriffenen Kopfkappen. Zudem enthielten die drei Proben

zahlreiche Partikel und Zellaggregate.
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Tab. 17: Spermaparameter und quantitative Parameter bei Deseminationsversuchen mit ei-
ner Kunstlichen Scheide bei Nashornbulle ,Denny’ (n bzw. X + SD)

Kinstliche Scheide

Sperma- und quantitative Parameter 42 (bnii;l(;l;C 48 (I?]ii15(§))°c
Probennahme (n) 2 1
Volumen (ml) 1,5%u.4,5 2,0°
Spermienkonzentration pro ml (x 10°) -/14,3 -
Motilitat (%) 20 u. 65 20
Vitalitat (%) -169 -
Anteil anomaler Spermien (%) > 60 u. 69 > 60
pH-Wert 8,0u.7,7 8,0
Friktionsbewegungen (in n Versuchen) 7 8
Dauer der Stimulation (min) 6,0+1,5 7015
Dauer der Erektion (min) 6,0+15 70+15

& Spermienzahl fiir exakte Bestimmung der Konzentration zu gering

Die Wirkung der applizierten Medikation auf das Verhalten bei Nashornbulle ,Denny’ wurde
bereits ausfuhrlich unter 4.1.2.1 beschrieben und veranderte sich nicht signifikant bei dem
Gebrauch der Kunstlichen Scheide. Auch fur die weiteren quantitativ erhobenen Parameter
bestanden bei Verwendung der Kunstlichen Scheide keine signifikanten Unterschiede

(Tab. 17).

41.3 IMPLEMENTATIONSSTUDIE

In der Hauptuntersuchung (s. 4.1.2.1) konnten von Nashornbulle ,Harry’ wiederholt klein-
volumige, jedoch stark konzentrierte Spermaproben guter Qualitat gewonnen werden. Dabei
stand jedoch ein zeitlicher Rahmen zur Verfugung, der fur eine spatere Anwendung der

Methode in der Praxis zu aufwendig erscheint. Es bestanden aber auch Zweifel, dass die
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erprobte Methode ohne vorausgehende Eingewdhnungsphase bzw. ohne mehrtagige Anwe-
senheit der Versuchsdurchfihrenden zu Erfolgen fuhren wirde.

Zur Verifikation der praktischen Relevanz der pharmakologisch modifizierten manuellen
Stimulation wurde daher eine auf zwei Tage begrenzte Implementationsstudie mit dem Ziel
der Ejakulatgewinnung fiir eine geplante Kiinstliche Besamung durchgefiihrt®.

Die Studie verlief erfolgreich. Es wurden zwei Spermaproben gewonnen, von denen
eine Probe eine sehr hohe Spermiengesamtzahl (6,6 x 10%) bei zufrieden stellender Motilitat
aufwies (Tab. 18). Der hohe Anteil morphologisch anomaler Spermien war vorwiegend durch
beginnende Veranderungen des apikalen Akrosomenrands (44,5% bei Spermaprobe 1)

bedingt.

Tab. 18: Spermaparameter® in der Implementationsstudie durch pharmakologisch untersttitz-
te manuelle Stimulation von Nashornbulle ,Harry’ gewonnener Proben

Spermaparameter Spermaprobe 1 Spermaprobe 2
Gesamtvolumen (ml) 7.4 0,7
Anzahl der Fraktionen (n) 4 2
Spermienkonzentration pro ml (x 10°) 1520° 12,5u. 30
Spermiengesamtzahl pro Ejakulat (x 10°) 6,6 0,002 u. 0,01
Motilitat (%) 65 70
Vitalitat (%) - 71

Anteil anomaler Spermien (%) 64 46

@ Mit Ausnahme der Vitalitatsbestimmung sowie der morphologischen Analyse der Spermaprobe 2,
wurden alle Spermaparameter von Dr. S. Blottner, Institut fir Zoo- und Wildtierforschung, IZW, Berlin,
bestimmt

® Wert der spermienreichsten Fraktion

Der Nashornbulle wirkte im Vergleich zur Hauptuntersuchung auch nach Medikamentenappli-

kation unruhig und angstlich, jedoch muss bericksichtigt werden, dass sich der Bulle wahrend

® Das in der Implementationsstudie gewonnene Sperma, wurde von Dres. S. Blottner und. R. Hermes, Insti-
tut fur Zoo- und Wildtierforschung, Berlin, kryokonserviert und fir die Kinstliche Besamung der Breitmaul-
nashornkuh ,Noelle’, Zuchtbuchnummer 0767, Zoo La Palmyre, Frankreich, verwendet.
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der Versuche in einem provisorisch eingerichteten Zwangsstand befand, der erst wenige Tage
vor Beginn der Studie aufgebaut wurde. Trotz geringer sexueller Erregung war die Erektion in
allen Versuchen maximal ausgepragt. Durch erhdhte Schreckhaftigkeit und Unruhe des Nas-
hornbullen kam es wiederholt zu einem kurzzeitigen Abbruch der Erektion. Die Stimulation
erfolgte mit den durch die Nervositat des Bullen bedingten Unterbrechungen fur 40 bis 130

Minuten bei entsprechender Erektionsdauer.

4.2 Computergestitzte Spermienkopfmorphometrie

421 DEFINITION UND BERECHNUNG DER SPERMIENKOPFKLASSEN

Die Konfiguration des Kategorien-Setups der HTM IVOS-Software erforderte die Definition und
Berechnung von Spermienkopfklassen. Dazu wurden Spermienkopfabmessungen von 15 ver-
schiedenen Breitmaulnashornbullen unabhangig von der Spermienmorphologie mit dem HTM
IVOS bestimmt. Vorraussetzung war eine exakte Fokussierung sowie Digitalisierung der

Spermienkopfe durch das Analysegerat (Abb. 13).

_IJ_SJ@ | H

m

Abb. 13: Fokussieren, Digitalisieren und Aufzeichnen der zu analysierenden Spermien mit
dem HTM IVOS )
Breitmaulnashornspermium, Farbung Farelly, mod., 100x-Objekt., Olimmersion
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Die vom HTM IVOS fur die Messung der Spermienkopfparameter gezogenen Grenzlinien

wurden fur jeden Spermienkopf von der Autorin Uberprift und gegebenenfalls korrigiert

(Abb. 14).

Acquire [' Hesull.l

Print ﬂ&lup[ﬁa]l Learn ﬂﬁl

:
g

08|

Abb. 14: Uberprifen der exakten Digitalisierung sowie der durch das HTM IVOS fiir die
Messung der Spermienkopfparameter gezogenen Grenzlinien )
Breitmaulnashornspermium, Farbung Farelly, mod., 100x-Objekt., Olimmersion

Entsprechend der Gewinnungsmethode wurde getrennt zwischen Spermaproben, die durch

manuelle Stimulation (Tab. 19) bzw. durch Elektroejakulation (Tab. 20) gewonnen wurden. Die

Nashornbullen wurden mit den Buchstaben A bis O bezeichnet.

Tab. 19: Metrische Spermienkopfparameter mit manueller Stimulation gewonnener Sper-
maproben von drei Sudlichen Breitmaulnashornbullen (Ceratotherium s. simum;
X £ SD; n= Anzahl der analysierten Spermien)

Nashorn- Lange Breite Elongat. Flache Umfang Symmetrie
bulle (um) (um) (%) (um?) (um) (%)
A(n=456) 53+03 29%02  555%40 127+10  145%06  90,9%4,0
B(n=434) 53%03 2702  522+45 121+10  142+06  90,5+4,1
C(n=450) 53%03 2802  541%41 12511  144+06  90,2+43
Gesamt = 53403 28£02"° 540£44% 124£11%° 144£06" 905+4,1°
(n=1340)

@ Spermienkopfparameter unterscheiden sich zwischen den Nashornbullen signifikant (p < 0,05;

Kruskal-Wallis-Test)
® Variationskoeffizient < 10%
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Tab. 20: Metrische Spermienkopfparameter von Elektroejakulaten von 15 Sldlichen Breitmaulnashérnern (Ceratotherium s. simum; Nas-
hornbullen A-N) und einem Nordlichen Breitmaulnashorn (Ceratotherium s. cottoni; Nashornbulle O; X £ SD; n= Anzahl der analy-

sierten Spermien)

Nashornbulle Lange (um) Breite (um) Elongation (%) Flache (um?) Umfang (um) Symmetrie (%)
A (n=426) 52+0,2 2,9+0,1 55,4 + 3,6 12,6 £0,9 14,4 +0,5 91,4 +3,6
B (n=445) 53+0,3 2,8+0,2 52,4+46 12,1+ 1,1 14,3+ 0,6 90,4 + 4,0
C (n=499) 52+0,3 2,8+0,2 54,9+4,3 12,1+0,9 14,2+ 0,5 90,2 +4,6
D (n=432) 54+0,4 28%0,2 53,0+ 4,6 12,6 + 1,4 14,5+0,7 90,5+4,4
E (n=422) 54+0,3 29+0,2 53,3+3,8 12,9+1,3 14,7+ 0,7 89,8 +5,2
F (n=431) 53+0,3 2,7+0,2 50,4 + 3,4 11,8+ 1,0 14,1+ 0,6 90,3 +3,9
G (n=403) 53+0,3 2,9+0,2 55,1+ 4,3 12,9+1,2 14,6 +0,7 90,9 + 4,1
H (n=438) 56+0,3 29+0,2 52,3+3,6 13,7+1,2 15,1+ 0,6 90,3 + 4,1
| (n=418) 53+0,3 28+0,2 53,0+ 4,3 12,3+ 1,1 14,3+ 0,6 90,9 3,9
J (n=415) 57+0,3 29+0,2 51,5+2,9 14,0+ 1,2 15,2+ 0,6 91,2+4,0
K (n=418) 54+04 29+0,2 53,5+ 3,9 13,0+ 1,4 14,7 +0,7 90,2 +4,2
L (n=420) 52+0,3 2,8+0,2 53,7 + 4,1 12,1+0,9 14,2+ 0,5 91,3+3,9
M (n=420) 53+0,3 29+0,2 54,7 +3,8 12,6 + 1,1 14,5+ 0,6 90,6 + 4,2
N (n=421) 55+0,2 29+0,2 52,4+3,3 13,4+1,0 14,9+ 0,5 90,4 +3,9
O (n=433) 56+0,3 2,9+0,2 51,9+3,5 13,7 £ 1,1 15,1+ 0,6 90,5+ 3,8
Gesamt (n=6393) 54 +0,3%*° 2,8+0,2%° 53,2 +4,1%° 12,8 +1,3° 14,6 +0,72° 90,6 + 4,2%°

@ Spermienkopfparameter unterscheiden sich zwischen den Nashornbullen signifikant (p < 0,05; Kruskal-Wallis-Test)
® Variationskoeffizient < 10%



Die gemessenen Spermienkopfparameter der verschiedenen Nashornbullen zeigten nur eine
relativ kleine Streuung (Variationskoeffizient < 10%). Wie der hohe Stichprobenumfang
(n > 400 analysierte Spermien pro Breitmaulnashornbulle) erwarten lie3, bestanden teilweise
zwischen den Nashornbullen signifikante Unterschiede hinsichtlich der gemessenen Sper-
mienkopfparameter (p < 0,05; Kruskal-Wallis-Test). Dabei unterschieden sich jedoch die
Spermienkopfabmessungen einzelner Nashornbullen nur bei bestimmten metrischen Parame-
tern um mehr als den Wert der Standardabweichung (Tab. 19 und Tab. 20).

Fir die nachfolgende computergestitzte Klassifikation von Spermienkopfanomalien
(4.2.2) wurden funf morphologische Klassen definiert (normaler Spermienkopf, kleiner bzw.
grolRer Spermienkopf sowie schmaler bzw. breiter Spermienkopf; Abb. 15). Die Berechnung

der Grenzwerte dieser Klassen erfolgte an Hand der morphometrischen Daten der analysier-

ten Spermienkdpfe (Tab. 19 und Tab. 20) - getrennt nach der Gewinnungsmethode.

a) ,normal’
b) ,klein’
c) ,grof¥’
d) ,schmal’
e) ,breit’

Abb. 15: Spermienkopfklassen )
Breitmaulnashornspermien, Farbung Farelly, mod., 100x-Objekt., Olimmersion

Als statistische KenngroRen wurden das 5. und 95. Perzentil sowie der Minimum- und Maxi-
mumwert der einzelnen Spermienkopfparameter bestimmt (Tab. 21 und Tab. 22). Die Werte
innerhalb des 5. und 95. Perzentils wurden als ,normale’ Spermienkopfabmessungen definiert.
Das 5. und 95. Perzentil bildeten somit die Grenzwerte fur den ,Normbereich’. Minimum- und
Maximumwert begrenzten dagegen die Gesamtheit mdglicher morphologischer Variationen.
Aufgrund von Qualitdtsunterschieden wurden daher die Elektroejakulate von sechs
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Nashornbullen (D, F, G, I, L und M) von der Berechnung der Perzentile ausgeschlossen. Bei
diesen sechs Elektroejakulaten ergab eine konventionelle morphologische Analyse einen
erhdhten Anteil an Spermienanomalien (> 30%) bzw. ein gehauftes Auftreten defekter apikaler
Akrosomenrander (> 2/3 der analysierten Spermien). Bei der Bestimmung der Extrema (Mini-
mum und Maximum) der morphologischen Klassen wurden dagegen alle Elektroejakulate be-

rucksichtigt (vgl. Tab. 22).

Tab. 21: Statistische Kenngrof3en der metrischen Spermienkopfparameter von mit manueller
Stimulation gewonnenen Proben von drei Breitmaulnashornbullen (n=1340 Sper-

mien)
Spermienkopfparameter Minimum 5. Perzentil 95. Perzentil Maximum
Lange (um) 4.4 4,8 5,8 6,5
Breite (um) 2,2 2,6 3,2 3,5
Elongation (%) 38,7 46,8 61,0 70,5
Flache (um?) 9,0 10,7 14,3 17,0
Umfang (um) 12,4 13,4 15,4 16,5
Symmetrie (%) 73,5 83,2 96,6 98,7

Tab. 22: Statistische KenngréRen der metrischen Spermienkopfparameter von Elektroejaku-
laten von 15 Breitmaulnashornbullen (Minimum und Maximum: n=6393 Spermien;
Perzentile: n=3876 Spermien)

Spermienkopfparameter Minimum 5. Perzentil 95. Perzentil Maximum
Lange (um) 4,2 4,9 59 6,5
Breite (um) 2,1 2,6 3,2 3,5
Elongation (%) 38,8 46,8 60,0 77,3
Flache (um?) 8,4 10,9 15,1 17,2
Umfang (um) 11,9 13,5 15,7 16,7
Symmetrie (%) 65,7 83,2 96,6 99,3
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Fur die nachfolgende morphometrische Analyse wurden die so berechneten Grenzwerte im
Kategorien-Setup der HTM IVOS-Software als ,Idealwert + erlaubte Abweichung’ fur die flinf
morphologischen Klassen eingegeben. Als ldealwert wurde der Mittelwert der jeweiligen
Grenzwerte berechnet, die Abweichung entsprach der Differenz aus dem Mittelwert und den
Grenzwerten. Wahrend die Grenzwerte der Spermienkopfklasse ,normal’ durch das 5. und 95.
Perzentil fur alle sechs morphometrischen Parameter berechnet wurden, wurden die Grenz-
werte der vier Anomalienklassen durch zwei bzw. drei Spermienkopfparameter festgelegt.
Diese fur eine Spermienkopfkategorie charakteristischen Parameter erstreckten sich vom
,Normbereich’ bis zu dem fur den jeweiligen Parameter gemessenen Minimal- bzw. Maximal-

wert (vgl. UHLENBROCK 1999 und RARHOFER 1999; Tab. 23 und Tab. 24).

Tab. 23: Berechnete Grenzwerte der metrischen Parameter definierter Spermienkopfklassen
zur Analyse von manuell gewonnenen Spermaproben beim Breitmaulnashorn
(n=1340 Spermien)

] . . Idealwert
Spermienkopfklasse Parameter (Einheit) Grenzwerte + Abweichung®
,normal’ Lange (um) 4,8-5,8 53+0,5

Breite (um) 26-3,2 29+0,3
Elongation (%) 46,8 - 61,0 53,9+7,1
Flache (um?) 10,7 - 14,3 12,5+2,8
Umfang (um) 13,4-154 14,4+£1,0
Symmetrie (%) 83,2 - 96,6 89,9+6,7
klein’ Elongation (%) 46,8 - 61,0 539+71
Flache (um?) 9,0-10,6 9,8+0,8
Symmetrie (%) 83,2 -96,6 89,9+6,7
,grof¥’ Elongation (%) 46,8 - 61,0 53,9+7.1
Flache (um?) 14,4 -17,0 15,7+1,3
Symmetrie (%) 83,2 - 96,6 89,9+6,7
,schmal’ Elongation (%) 38,7 - 46,7 42,7 +4,0
Symmetrie (%) 83,2 -96,6 89,9+6,7
Jbreit’ Elongation (%) 61,1-70,5 65,8 +4,7
Symmetrie (%) 83,2-96,6 89,9+6,7

? Werte zur Konfiguration des Kategorien-Setups der HTM IVOS-Software zur Klassifizierung von

Spermienkopfanomalien
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Tab. 24: Berechnete Grenzwerte der metrischen Parameter definierter Spermienkopfklassen
zur Analyse von Elektroejakulaten beim Breitmaulnashorn (n=6393 Spermien)

. S Idealwert
Spermienkopfklasse Parameter (Einheit) Grenzwerte + Abweichung®
,normal’ Lange (um) 49-59 54+0,5

Breite (um) 26-3,2 29+0,3
Elongation (%) 46,8 - 60,0 53,4 £ 6,6
Flache (um?) 10,9 - 15,1 13,0 2,1
Umfang (um) 13,56-157 14,6 £ 1,1
Symmetrie (%) 83,2 -96,6 89,9+6,7
klein’ Elongation (%) 46,8 - 60,0 53,4 +6,6
Flache (um?) 8,4-10,8 9,6+1,2
Symmetrie (%) 83,2-96,6 89,9+6,7
,grofy’ Elongation (%) 46,8 - 60,0 53,4 £ 6,6
Flache (um?) 15,2-17,2 16,2+ 1,2
Symmetrie (%) 83,2 -96,6 89,9+6,7
,schmal’ Elongation (%) 38,7 -46,7 42,7 +4,0
Symmetrie (%) 83,2-96,6 89,9+6,7
Jbreit’ Elongation (%) 60,1-77,3 68,7 + 8,6
Symmetrie (%) 83,2-96,6 89,9+6,7

? Werte zur Konfiguration des Kategorien-Setups der HTM IVOS-Software zur Klassifizierung von
Spermienkopfanomalien

42.2 COMPUTERGESTUTZTE KLASSIFIKATION VON SPERMIENKOPFANOMALIEN

Nach Definition und Berechnung der Spermienkopfklassen sowie der Konfiguration des Kate-
gorien-Setups der HTM IVOS-Software (s. 4.2.1) wurde eine morphometrische Analyse mit
computergestutzter Klassifikation von Spermienkopfanomalien beim Breitmaulnashorn (Cera-
totherium simum) durchgefuhrt.

Die computergestitzte morphometrische Analyse erforderte bei 61 £ 17% (X = SD) der
Spermien eine Korrektur der Digitalisierung, da die vom HTM IVOS gezogenen Grenzlinien
nach subjektivem Eindruck der Autorin nicht mit den tatsachlichen Spermienkopfgrenzen

ubereinstimmten (vgl. Abb. 13 und Abb. 14). Wichen trotz manueller Bearbeitung die Konturen
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voneinander ab, so wurden die Spermien nicht klassifiziert und vom HTM IVOS als zurtckge-
wiesen (,rejected’) registriert. Fremdzellen sowie Schmutzpartikel wurden ebenfalls vom Ana-
lysegerat zurtckgewiesen (vgl. Abb. 16). Weiterhin wurde die Richtigkeit der Klassifizierung

der Spermienkopfe subjektiv von der Autorin Uberprift (Abb. 16).
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Abb. 16: Uberpriifen der durch das HTM IVOS klassifizierten Spermienkopfe; Schmutz-
partikel wurden vom System zurlickgewiesen (,rejected’) )
Breitmaulnashornspermien, Farbung Farelly, mod., 100x-Objekt., Olimmersion

Die Klassifizierung bei exakter Digitalisierung wurde nur bei 1 bis 6% der Spermien korrigiert —
mit Ausnahme von einem Ejakulat (Nashornbulle F), das eine Fehlerquote von 70% aufgrund
eines hohen Anteils geschwollener und in Ablésung begriffener Akrosome hatte. Der aber an-
sonsten von der Autorin subjektiv als falsch klassifizierte geringe Anteil an Spermien, war in
der Mehrzahl der Falle (91%) auf eine schrage Ausrichtung oder auf Uberlappungen der
Spermienkdpfe zurickzuflihren. Geschwollene Kopfkappen fihrten mit Ausnahme des
Elektroejakulats des Nashornbullen F nur zu einem vergleichsweise geringen Teil (9%) zu ei-
ner abweichenden Klassifizierung der Kopfform. Die genannten Faktoren ergaben vor allem

fur die Parameter Elongation und Flache fehlerhafte Werte, die somit zu einer falschen
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Kategorisierung einzelner Spermienkopfe flhrten. Diese Spermien wurden bei der Klassi-
fizierung nicht berlcksichtigt und zuriickgewiesen.

Die computergestutzte Spermienkopfanalyse ergab fur die mit manueller Stimulation
gewonnenen Ejakulate (n=17) der Nashornbullen A, B und C einen Anteil ,normaler’ Sper-
mienkdpfe von 92 bis 96% (Tab. 25). Die abnormen Kopfformen waren mit prozentualen An-
teilen von durchschnittlich 1 £ 1 (,breiter’ Spermienkopf) bzw. 2 + 1 (,kleiner’, ,gro3er sowie
,schmaler’ Spermienkopf; X £ SD) in einem annahernd gleichen Verhaltnis tGber die vier defi-
nierten Anomalienklassen (vgl. Abb. 15) verteilt.

Bei den Elektroejakulaten (n=17) der 15 Breitmaulnashornbullen (A bis O) schwankte
der Anteil der ,normal’ klassifierten Spermienkopfe in Abhangigkeit vom Bullen zwischen 84
und 96% (Tab. 26). Der durchschnittliche prozentuale Anteil primarer Spermienkopfanomalien
betrug weniger als 10% (9 % 4; X £ SD), bei in etwa gleichmaRiger Verteilung Uber die vier

definierten Anomalienklassen (Tab. 26).
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Tab. 25: Ergebnisse der morphometrischen Spermienkopfanalyse mit dem HTM IVOS beim Breitmaulnashorn (Ceratotherium simum)
17 mit manueller Stimulation gewonnene Ejakulate von drei Nashornbullen (A: n=10; B: n=6; C: n=1; X £ SD)

Analysierte  Nicht klassif. Klassifizierte Spermienkopfformen %
Bulle Spermien Spermien?®
n % ,normal’ klein’ ,grofy’ ,schmal’ Jbreit’ > Anomalien
A 2060 335 92+3 2+1 2+1 3+1 1+1 8+3
B 1029 36+4 94 +2 1+1 2+1 2+1 1+1 6+2
C 204 27 96 2 1 2 0 4
Gesamt (n=3293) 33+5 93+3 2+1 2+1 2+1 1+1 7+3

2 Spermien, deren Grenzlinien trotz Korrektur der Digitalisierung nicht mit dem Spermienkopf ibereinstimmten, wurden bei der Klassifizierung der Sper-
mienkopfformen nicht berlicksichtigt und vom HTM IVOS als zurlickgewiesen (,rejected’) registriert.



Tab. 26: Ergebnisse der morphometrischen Spermienkopfanalyse mit dem HTM IVOS beim Breitmaulnashorn (Ceratotherium simum)
17 Elektroejakulate von 15 Nashornbullen

Analysierte  Nicht klassif. Klassifizierte Spermienkopfformen % (n)
Bulle Spermien Spermien?®
n % (n) ,normal’ klein’ ,grof¥y’ ,schmal’ Jbreit’ > Anomalien

A 203 32 (65) 91 (126) 3 (4) 2(3) 3 (4) 1(1) 9(12)
B 207 35 (72) 94 (127) 0 (0) 2(3) 2(3) 2(2) 6 (8)
C 406° 30 (122) 94 (267) 2 (6) 1(3) 3(8) 0 (0) 6 (17)
D 206 32 (66) 84 (118) 4 (6) 6 (8) 3(4) 3 (4) 16 (22)
E 205 12 (25) 91 (164) 2 (3) 1(2) 4 (8) 2(3) 9 (16)
F 212 70 (148) 86 (55) 0 (0) 1(1) 8 (5) 5(3) 14 (9)
G 202 31 (63) 88 (122) 2(3) 2(3) 3(4) 5(7) 12 (17)
H 200 19 (38) 91 (147) 1(2) 0 (0) 4(7) 4 (6) 9 (15)
I 207 54 (112) 91 (86) 1(1) 2(2) 5 (5) 1(1) 9(9)
J 206 23 (47) 86 (137) 0 (0) 1(2) 7(11) 6 (9) 14 (22)
K 203 26 (53) 96 (144) 1(2) 1(1) 1(1) 1(2) 4 (6)
L 409° 37 (151) 92 (237) 1(2) 0 (0) 3(7) 4 (10) 8 (21)
M 205 17 (35) 96 (163) 1(2) 0 (0) 2 (3) 1(1) 4(7)
N 202 68 (137) 89 (58) 3(2) 3(2) 0 (0) 5(3) 11 (7)
O 207 12 (25) 93 (169) 1(2) 2 (4) 1(2) 3(5) 7 (13)
Gesamt (n=3480) 33+18° 91 +4° 1+1° 2+2° 3+2° 3+2° 9+4°

@ Spermien, deren Grenzlinien trotz Korrektur der Digitalisierung nicht mit dem Spermienkopf (ibereinstimmten, wurden bei der Klassifizierung der Sper-
m|enkopﬁormen nicht bertcksichtigt und vom HTM IVOS als zurtickgewiesen (,rejected’) registriert.
2 Elektroejakulate
X + SD



5 DISKUSSION

Das Breitmaulnashorn (Ceratotherium simum) wird in der ,Roten Liste der bedrohten Arten’
gefuhrt. Der internationale Handel mit Nashornern sowie mit deren Produkten unterliegt dem
Reglement des Washingtoner Artenschutzabkommens (vgl. http://www.cites.org). Wahrend
jedoch die Population der sudlichen Unterart (Ceratotherium s. simum) mehr als 12000 Indivi-
duen umfasst, beschrankt sich der Bestand der nérdlichen Unterart (Ceratotherium s. cottoni)
auf gegenwartig 40 Tiere und wird als ,kritisch gefahrdet” eingestuft (EMSLIE & BROOKS
1999, IUCN/SSC Af/AsRSG & FOOSE 2001).

Die Reproduktionsrate der in zoologischen Institutionen gehaltenen Breitmaulnashorner
ist sehr niedrig. Dies betrifft insbesondere die F1- und F2-Generation. Die ex-situ Populationen
sind nicht selbst erhaltend (OCHS 2001). Um stabile Bestande von dieser im Freiland gefahr-
deten Tierart in zoologischen Einrichtungen garantieren zu kdnnen, erscheint ein besseres
Verstandnis der Reproduktionsbiologie dieser Spezies erforderlich.

Wahrend bei weiblichen Nashdrnern eine gynakologische Untersuchung mit nicht-
invasiven endokrinologischen und sonographischen Methoden bereits etabliert ist, erfordert
die andrologische Forschung vorrangig zuverlassige Deseminationsmethoden, die regel-
mafige Ejakulatanalysen erlauben. Eine dadurch mdgliche Beurteilung des Reproduktions-
status einzelner Individuen konnte sowohl eine fundierte Basis fur Management-
entscheidungen zur Foérderung der naturlichen Fortpflanzung, als auch fur die Weiterentwick-
lung assistierter Reproduktionstechniken bei dieser Tierart bilden (z.B. HERMES et al. 2001b,
ROTH 2001, SCHWARZENBERGER et al. 1999, 2001).

Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Eignung bzw. des
Einflusses pharmakologisch unterstutzter Deseminationsmethoden beim Breitmaulnashorn.
Dazu wurden die beim Nashorn nur bedingt erfolgreichen Techniken der manuellen Stimula-
tion (z.B. HERMES et al. 2001a, O'BRIEN & ROTH 2000, SCHAFFER et al. 1990, 2001b) und

der Spermagewinnung mit einer Kinstlichen Scheide (vgl. EYRES et al. 2001, HERMES et al.
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2001a, SCHAFFER et al. 1990, YOUNG 1967) durch eine vorherige Medikamentenapplikation
modifiziert.

Als Medikation wurde der az-Agonist Detomidinhydrochlorid, nachfolgend als Detomidin
bezeichnet, intramuskular injiziert. Durch die Kombination mit dem partiellen Opioidagonisten
Butorphanol liel3 sich dessen a-adrenerge Wirkung verstarken (vgl. FREY et al. 1996). Beide
Medikamente werden beim Nashorn in der Anasthesie eingesetzt und als sicher beurteilt (z.B.
ATKINSON et al. 2002, KOCK et al. 1995, RADCLIFFE et al. 2000a, b, WALZER et al. 2001).

Die Mdglichkeit, den Ejakulationsablauf pharmakologisch mit a-adrenergen Substanzen
zu beeinflussen, ist vielfach beschrieben (z.B. EPPEL & BERZIN 1984) und wurde zunachst in
der Humanmedizin zur Behandlung von Ejakulationsstorungen des Mannes genutzt (z.B.
BROOKS et al. 1980, EPPEL & BERZIN 1984, KELLY & NEEDLE 1979). Auch in der Tier-
medizin wurde wiederholt Uber eine pharmakologische Ejakulationsinduktion bei Hengsten
berichtet (CARD et al. 1997, McDONNELL et al. 1987, McDONNELL 1999, McDONNELL &
LOVE 1991, McDONNEL & ODIAN 1994, McDONNELL & TURNER 1994, TURNER et al.
1995).

Innerhalb der Taxonomie der Saugetiere stehen sich Nashorn und Pferd vergleichs-
weise nahe (REMANE et al. 1986). Auch der anatomische Bau der mannlichen Geschlechts-
organe weist Ahnlichkeiten bei beiden Familien auf (s. 1.2.2). Insofern bietet es sich an, die
bei Hengsten eingesetzte Methode der pharmakologischen Ejakulationsinduktion auch beim
Nashornbullen auf ihre Eignung zu Uberprufen.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit einer Doppelblindstudie, die mit zwei Nashorn-
bullen unterschiedlichen Alters und Zuchtstatus durchgefuhrt wurde, ein deutlicher positiver
Einfluss von Detomidin und Butorphanol auf Verlauf bzw. Erfolg von Deseminationsversuchen
bei manueller Stimulation des aufleren Genitales nachgewiesen. Gegenuber einer Placebo-
gabe fuhrte die Medikation bei den Nashornbullen nicht nur haufiger zu einer Gewinnung von
Sperma guter Qualitat, sondern erleichterte zudem den Versuchsablauf. Dabei kam es in der

Mehrzahl der Versuche zu einem Ausschachten des Penis mit nachfolgender Erektion, noch
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bevor mit der manuellen Stimulation begonnen wurde. Auch die Erektionsdauer und —starke
wurden durch die a-adrenerge Medikation signifikant beeinflusst (p < 0,001). Die Nashornbul-
len verhielten sich zudem bei pharmakologischer Unterstutzung signifikant ruhiger und koope-
rativer (p < 0,05).

Bei einem Nashornbullen wurden Ejakulationen ausschliellich bei manueller Stimula-
tion mit a-adrenerger Medikation ausgelost. Allerdings waren mehrere Versuche fur die
Gewinnung von einem Ejakulat erforderlich. Dieses Problem bestand auch bei mehreren Nas-
hornbullen in Untersuchungen von HERMES et al. (2001a), O'BRIEN & ROTH (2000) sowie
SCHAFFER et al. (2001b), die bei alleiniger manueller Stimulation nicht regelmaRig bzw. teil-
weise gar nicht ejakulierten.

Keine Verbesserung der Ejakulationsauslosung wurde mit einer Kunstlichen Scheide
bei pharmakologisch induzierter Erektion erzielt. Das Modell, das an die anatomischen
Besonderheiten des Nashornpenis angepasst war, wurde zwar von den Nashornbullen gut
angenommen, flhrte aber nur vereinzelt zu einer Spermagewinnung. Bei einem der beiden
Nashornbullen kihlte die temperierte Scheide wahrend der lang anhaltenden Erektionen deut-
lich ab.

Alle Deseminationsversuche wurden in engen Kontakt mit den Nashornbullen durchge-
fuhrt. Eine wichtige Voraussetzung fur einen sicheren, risikoarmen Versuchsablauf war die
Installation eines Zwangsstands. Im Allwetterzoo Munster, wo zunachst Versuche in direktem
Kontakt mit dem Nashornbullen durchgeflihrt wurden, lie sich mit einer einfachen Konstruk-
tion das Risiko fur die Versuchsdurchfuhrenden deutlich senken. In Anlehnung an einen im
Zoo Salzburg entwickelten Zwangsstandtyp (s. Anhang S. 2-3), der bei Bedarf in einer Box
eingerichtet werden kann, wurde mit vertikalen Stahlsaulen die seitliche Bewegungsfreiheit
des Nashornbullen eingeschrankt. Die Halbierung der Saulen im hinteren Bereich des Stands
ermoglichte einen ungehinderten Zugang zu der Inguinalregion des Nashorns. Abweichend
von der Forderung amerikanischer Autoren nach Zwangsstanden, deren Hohe die Korper-

grolRe des Tieres deutlich Uberschreiten soll (SCHAFFER et al. 1998b), war die niedrige
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Konstruktion des Stands durch den weniger eingeschrankten Zugang zum Tier zweckmaRig,
dabei sicher und durch die Materialersparnis vergleichsweise kostengunstig.

Bei den meisten Nashornbullen erscheint eine Gewdhnung durch regelmaliges Trai-
ning uber einen langeren Zeitraum erforderlich, bis sie sich ruhig im Zwangsstand verhalten
und Manipulationen am Genitaltrakt zuverlassig durchgefuhrt werden kdnnen. Dies kann durch
operante Konditionierung mit positiver Bestarkung unterstutzt werden (vgl. MICHEL & ILLIG
1995, NICHOLSON 1996, SHAFFSTALL 2000 etc.). Ein entschiedener Vorteil pharmakolo-
gisch unterstutzter Deseminationsversuche besteht in diesem Zusammenhang in der leicht
sedierenden Wirkung der a-adrenergen Medikation. Dennoch ist die Methode nicht fur jedes
Individuum geeignet. Bei einem Nashornbullen mussten, wegen aggressiven Verhaltens des
Tieres und damit verbundenen Risiken flir die Versuchsdurchfihrenden, die Untersuchungen
in der Vorversuchsphase abgebrochen werden. Dieses Problem besteht nicht bei einer Sper-
magewinnung mit rektaler Elektrostimulation, die eine zuverlassige Gewinnung vollstandiger
Ejakulate bei beliebigen Nashornbullen ohne Eingewdhnungsphase der Tiere ermdglicht
(HERMES et al. 2001a, HILDEBRANDT et al. 2002). Allerdings ist diese Methode wegen der
erforderlichen Anasthesie nicht fir regelmalige Deseminationen geeignet (SCHAFFER &
BEEHLER 1988, WALZER et al. 2000).

Uber die physiologische Beschaffenheit des Ejakulats beim Nashorn ist aufgrund der
aufwendigen Spermagewinnung nur wenig bekannt. Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegen-
den Arbeit bestand daher in einer konventionellen Analyse der gewonnenen Spermaproben.

Dabei wurden deutliche Unterschiede hinsichtlich der Spermaquantitdt und —qualitat
zwischen den angewandten Methoden sowie zwischen den Nashornbullen offen gelegt. Wah-
rend mit der Kunstlichen Scheide auch bei Medikamentenapplikation nur wenige Spermapro-
ben von verminderter Qualitdt und einem hohen Fremdzellgehalt gewonnen wurden, fihrte die
manuelle Stimulation unter dem Einfluss der a-adrenergen Medikation zu einer Gewinnung

von Ejakulaten guter Qualitat.
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Mit Ausnahme eines aus drei Fraktionen bestehenden Ejakulats mit einem Volumen von 23
ml, umfassten die Spermaproben jedoch nur wenige Milliliter. Zu ahnlichen Ergebnissen flhr-
ten manuelle Stimulationsversuche ohne Medikation von HERMES et al. (2001a) bei zwei
Breitmaulnashornbullen. Uber die Gewinnung groRvolumiger (bis zu 164 ml) Ejakulate bei
manueller Stimulation dagegen berichten SCHAFFER et al. (1990, 1991) beim Indischen Pan-
zernashorn (Rhinoceros unicornis) und Spitzmaulnashorn (Diceros bicornis). Derart grof3-
volumige Ejakulate sind jedoch in der Regel auf eine Kontamination mit Urin zurtickzufihren
und werden in Einzelfallen auch bei Elektroejakulaten durch eine versehentliche Stimulation
der Harnblase oder durch eine Uberstimulation der Geschlechtsdriisen verursacht (HERMES
et al. 2001a). Angesichts der betrachtlichen Lange des weiblichen Genitaltrakts (z.B. GOD-
FREY et al. 1991, SCHAFFER et al. 2001a) und den Beobachtungen von OWEN-SMITH
(1988), die auf eine mehrphasige Ejakulation wahrend der sehr langen Kopulationsdauer bei
dieser Tierart schliel3en lassen, wurden Volumina in der Grol3enordnung der beim Hengst ge-
wonnenen Ejakulate (z.B. WEITZE 2001c) von 20 bis 120 ml erwartet.

Eine mogliche Ursache fur die Gewinnung unvollstandiger Ejakulate bei den pharmako-
logisch unterstitzten Deseminationsversuchen konnte das Fehlen eines Sprungpartners sein.
Jedoch ist beispielsweise beim Hengst eine erfolgreiche Spermagewinnung am stehenden
Tier beschrieben (z.B. FORNEY & McDONNEL 1999, SCHUMACHER & RIDDELL 1986). Zu-
dem fuhrten selbst riskante Studien mit Nashornern, bei denen ein Aufsprung des Bullen auf
eine Kuh erfolgte und der erigierte Penis z.B. in eine Kinstliche Scheide abgelenkt wurde, zu
keiner Spermagewinnung (GOLTENBOTH 1986, YOUNG 1967).

Eine weiterfiUhrende biochemische Analyse des Seminalplasmas (z.B. MANN 1964, MORTI-
MER 1994) unvollstandiger Ejakulate konnte Aufschluss tber Art und Umfang der Beteiligung
der akzessorischen Geschlechtsdrisen geben.

Die mit pharmakologischer Unterstlitzung gewonnenen Ejakulate enthielten Spermien
in sehr unterschiedlicher Konzentration (2,3 - 1520 x 10°/ml sowie 0,002 — 6,6 x 10%Ejakulat).
In diesem Zusammenhang wurden grof3e individuelle Unterschiede zwischen den Nashornbul-
len deutlich. Gegenuber den Spermaproben des alteren, libidoschwachen Bullen waren die
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Ejakulate des jungeren, regelmalig deckenden Nashornbullen um ein Vielfaches héher kon-
zentriert. Dies steht in Gegensatz zu den Ergebnissen einer Studie von HERMES et al.
(2001a), wonach bei alteren Tieren signifikant hdhere Spermakonzentrationen bestimmt wur-
den. Diese Ejakulate wurden jedoch mit Elektrostimulation gewonnen.

Detaillierte Angaben Uber die Spermienkonzentration von mit manueller Stimulation
ohne Medikation gewonnener Ejakulate beim Breitmaulnashorn gibt eine Untersuchung von
HERMES et al. (2001a). Dabei wurde eine durchschnittliche Spermiengesamtzahl von 0,26 x
10%Ejakulat (X; n=20) ermittelt. Im Vergleich dazu, wiesen die vorwiegend mit pharmakologi-
scher Unterstitzung gewonnenen Proben des alteren Bullen eine um den Faktor 10 geringere
Spermiengesamtzahl auf (0,03 x 10%Ejakulat; X; n=11). Eine Ausnahme bildete ein aus drei
Fraktionen bestehendes Ejakulat mit 1,26 x 10° Spermien. Die Ejakulate des jiingeren Bullen
waren im Vergleich zu den Ergebnissen von HERMES et al. (2001a) wesentlich starker kon-
zentriert (1,7 + 2,5 x 10%Ejakulat; X + SD; n=6) und ahnelten der Spermiengesamtzahl von
Elektroejakulaten (2,37 + 0,8 x 10%Ejakulat; X + SEM; n=17; HERMES et al. 2001a). Eine Pro-
be enthielt sogar 6,6 x 10° Spermien und eignete sich zur Kryokonservierung'® und fiir kiinstli-
che Besamungszwecke.

Als weiterer Parameter wurde die Spermienmotilitat geschatzt und der Anteil vitaler so-
wie anomaler Spermien bestimmt. Die Motilitat betrug fur die meisten Spermaproben zwischen
65 und 75%, der prozentuale Anteil vitaler Spermien lag in der Regel geringfligig héher.

Die Mehrzahl der Ejakulate enthielt weniger als 30% anomale Spermien und entsprach
damit den an Hengstejakulaten gestellten Mindestanforderungen (WEITZE 2001c). In zwei
Proben wurde jedoch ein hoher Prozentsatz geschwollener sowie in Ablésung begriffener
Kopfkappen festgestellt. Derartige Veranderungen des apikalen Akrosomenrands entstehen
im Verlauf von Alterungsprozessen (WEITZE 2001a) und kdnnten durch eine suboptimale

Temperatur des Auffangtrichters bedingt sein. Zwar wurden die Auffanggefale auf 37 °C

'° Die Kryokonservierung erfolgte durch Dres. S. Blottner und R. Hermes, Institut fiir Zoo- und Wildtierfor-
schung, Berlin.

-92-



temperiert und isoliert, jedoch ist bei niedrigen Umgebungstemperaturen ein Abkihlen mog-
lich. Der Austausch des Trichters gegen eine Auffangvorrichtung mit geringerer Warmeleitfa-
higkeit kdnnte diese Problematik vermindern (KRAUSE & HERMES 2003, unverdffentlichte
Daten).

Um weitere Informationen Uber die Spermienmorphologie beim Breitmaulnashorn zu
erhalten, wurden die in der vorgestellten Untersuchung manuell gewonnenen Spermaproben
sowie Elektroejakulate’” von 15 Breitmaulnashornbullen, darunter auch ein Bulle der nérd-
lichen Unterart, morphometrisch analysiert. In verschiedenen Studien an anderen Tierarten
konnte ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem Anteil anomaler Spermien eines Ejaku-
lats und den Konzeptionsergebnissen festgestellt werden. Hinsichtlich der zu erwartenden
Fertilitat sind dabei vorrangig Veranderungen des Spermienkopfes von Bedeutung (z.B.
JASKO et al. 1990, LEIDL et al. 1971, STOLLA et al. 1978, STOLLA 1984).

Metrische Daten von Nashornspermien beschranken sich bislang auf die Arten Spitz-
maulnashorn (Diceros bicornis; O'BRIEN & ROTH 2000, PLATZ et al. 1979) und Sumatra-
nashorn (Dicerorhinus sumatrensis; O'BRIEN & ROTH 2000) und wurden durch die Vermes-
sung von jeweils zehn Spermien pro Probe mit direkter Mikrometrie mit einem skalierten
Objekttrager erfasst.

In der vorliegenden Arbeit wurde dagegen eine computergestutzte Analyse mit dem
Hamilton Thorne Morphology Analyzer IVOS (integrated visual optical system), nachfolgend
als HTM IVOS bezeichnet, durchgefuhrt. Das fur die Untersuchung von Humanejakulaten ent-
wickelte System wurde bisher in der Veterinarmedizin flr die Analyse von Hengstspermien
(CASEY et al. 1997, GRAVANCE et al. 1996, UHLENBROCK 1999) und Bullenspermien
(HAKE 2001, RABRHOFER 1999, WU, unveroffentlichte Daten) eingesetzt. Wahrend das HTM
IVOS ausschlieldlich die Vermessung von Spermienkopfen erlaubt, sehen andere Systeme

auch eine Beurteilung des Spermatozoenschwanzes vor. Die Genauigkeit dieser Zusatz-

" Die Elektroejakulate wurden von Dres. T. B. Hildebrandt, F. Géritz und R. Hermes, Institut fiir Zoo- und
Wildtierforschung, Berlin, gewonnen.
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funktion wird jedoch in Abhangigkeit des verwendeten Systems sehr unterschiedlich beurteilt.
So war in einer Studie von THURSTON et al. (1999) eine prazise Bestimmung der
Schwanzlange moglich, Untersuchungen mit einem anderen Geratetypus dagegen fuhrten zu
keinen zufrieden stellenden Ergebnissen (z.B. STEIGERWALD & KRAUSE 1998).

Das HTM IVOS ist serienmafig mit einem Objekttragertischsystem ausgestattet, das
nur die Betrachtung eines geringen Teilausschnitts des Ausstrichpraparats entlang der zentra-
len Langsachse erlaubt. Um auch Spermienkdpfe anderer Areale des Objekttragers in die Un-
tersuchung mit einbeziehen zu konnen, war eine technische Modifikation des Systems erfor-
derlich. Ein von der Autorin entwickelter spezieller Tischaufsatz ermoglichte die Untersuchung
aller Areale des Ausstrichpraparats.

Die mit dem HTM IVOS flur das Breitmaulnashorn (Ceratotherium simum) gemessenen
Spermienkdpfe waren durchschnittlich 5,4 + 0,3 um lang und 2,8 + 0,2 um breit (X £ SD;
n= 7733 analysierte Spermien). Zwischen den einzelnen Nashornbullen bestanden fir die ge-
messenen Spermienkopfparameter teilweise signifikante Unterschiede (p < 0,05). Allerdings
ist ungewiss, ob die prozentual gesehen eher kleinen Differenzen (Variationskoeffizient
< 10%) biologisch relevant sind. Es ist anzunehmen, dass sich diese relativ kleine Streuung
der Spermienkopfdimensionen auf Grund des hohen Stichprobenumfangs (n > 400 analysierte
Spermien pro Breitmaulnashornbulle) als signifikant herausstellt. Als eine mdgliche andere
Ursache sind eventuelle methodische Faktoren in Betracht zu ziehen (vgl. BOERSMA et al.
1999, RARHOFER 1999 und UHLENBROCK 1999).

Innerhalb der Familie der Rhinocerotidae entsprechen die fiur das Breitmaulnashorn
gemessenen Spermienkopfdimensionen in etwa den beim Sumatranashorn ermittelten Werten
(O'BRIEN & ROTH 2000). Die beim Spitzmaulnashorn bestimmten Spermienkdpfe waren ver-
gleichsweise grofler (O'BRIEN & ROTH 2000, PLATZ et al. 1979). Jedoch basieren die metri-
schen Daten der beiden anderen Nashornarten auf einem sehr geringen Probenumfang (n=10
Spermien pro Ejakulat) und wurden mit konventionellen Methoden erhoben.

Die Spermienkopfmorphometrie des Breitmaulnashorns ahnelte innerhalb der Haus-
saugetiere den Grolenverhaltnissen beim Hengst (vgl. z.B. CASEY et al. 1997, DAVIS et al.
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1993, GRAVANCE et al. 1996, UHLENBROCK 1999). Zudem zeigten die analysierten
Breitmaulnashornspermien eine abaxiale Position des Schwanzes — ein Charakteristikum, das
auch fir Hengstspermien beschrieben wurde (z.B. HANCOCK 1957).

Die Durchfuhrung einer computergestutzten Klassifizierung von Spermienkopfanoma-
lien mit dem HTM IVOS erforderte die Definition und Konfiguration verschiedener morphologi-
scher Klassen innerhalb der Computer-Software. An Hand von statistischen KenngréRen der
metrischen Spermienkopfparameter (5. und 95. Perzentil sowie Minimal- und Maximalwert)
wurden - in Anlehnung an die Methode von RABHOFER (1999) und UHLENBROCK (1999) -
Grenzwerte fur funf morphologische Spermienkopfklassen berechnet.

Die Klassifizierung der Spermienkopfe durch das HTM IVOS wurde von der Autorin
uberprift und erfolgte bei richtiger Digitalisierung zuverlassig. Der Anteil subjektiv als falsch
klassifizierter Spermien lag zwischen 1 und 6% und war in der Mehrzahl der Falle auf eine
schrage Ausrichtung oder auf Uberlappungen der Spermienkdpfe sowie zu einem geringeren
Teil auf Veranderungen des apikalen Akrosomenrands zuruckzufuhren. Jedoch war bei
61 £ 17% (X £ SD) der Spermien eine zeitaufwandige Korrektur der Digitalisierung erforderlich,
da die vom HTM IVOS gezogenen Grenzlinien nach subjektivem Eindruck der Autorin nicht
mit den tatsachlichen Spermienkopfgrenzen tUbereinstimmten. Gegenlber einer mit dem HTM
IVOS durchgefiihrten Analyse von Hengstspermien, bei der maximal 25,6 + 9,9% Digitalisie-
rungsfehler auftraten (UHLENBROCK 1999), war dieser Anteil sehr hoch und konnte
eventuell durch eine Waschung der Spermien sowie einer Verringerung der Spermienkon-
zentration vor der Anfertigung der Ausstrichpraparate gesenkt werden (vgl. RABHOFER 1999,
UHLENBROCK 1999).

Zwischen den Ejakulaten der 15 Breitmaulnashornbullen bestanden relativ grol3e Un-
terschiede hinsichtlich des Anteils anomaler Kopfformen, der zwischen 4 und 16% schwankte.
Bei anderen Tierarten wird der maximal vertretbare Anteil an Kopfveranderungen mit etwa 5%
angegeben (WEITZE 2001a). Im Gegensatz zu Nutztieren, bei denen umfassende Untersu-
chungen uber den Zusammenhang zwischen Spermienmorphometrie und der Fertilitat durch-
gefuhrt werden kénnen (z.B. HIRAI 2000), ist dies beim Breitmaulnashorn aufgrund der
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geschilderten Problematik nicht mdglich. Daher ist gegenwartig eine Interpretation morpho-

metrischer Ergebnisse bei dieser Tierart nur im Kontext weiterer Spermaparameter zulassig.

Schlussfolgerung:

Durch eine pharmakologische Unterstlitzung der manuellen Stimulationstechnik mit Detomidin
und Butorphanol ist beim Breitmaulnashorn die Gewinnung kleinvolumiger, jedoch hoch kon-
zentrierter Spermaproben moglich. Bezuglich der Haufigkeit der Spermagewinnung und der
Spermaqualitat bestehen deutliche individuelle Unterschiede. Untersuchungen, die Uber den
Rahmen dieser Dissertation hinausgehen, deuten darauf hin, dass in diesem Zusammenhang
das soziale Umfeld einen entscheidenden Faktor hinsichtlich der Fertilitdt eines Nashornbullen
darstellt (HERMES 2003, personliche Mitteilung).

Die a-adrenerge Medikation eignet sich flr eine regelmalige Spermagewinnung bei
dieser Tierart, jedoch sind mehrere Versuche erforderlich, um ein Ejakulat zu gewinnen. Wich-
tige Voraussetzungen fur eine sichere, risikoarme Versuchsdurchfiihrung sind die Einrichtung
eines Zwangsstands sowie die Gewdhnung der Nashornbullen an die Manipulationen.

Pharmakologisch unterstitzte Deseminationsversuche bei der Verwendung einer
Kinstlichen Scheide fuhrten dagegen nur selten zu einer Spermagewinnung. Nicht zuletzt
aufgrund der bei Nashornbullen mitunter langen Erektionsdauer, erscheint diese Methode flr
eine Spermagewinnung bei dieser Tierart ungeeignet.

Die computergestutzte Spermienkopfmorphometrie mit dem HTM IVOS ermaoglichte die
Erfassung einer grolden Anzahl metrischer Daten und die Beschreibung von Spermienkopf-
dimensionen beim Breitmaulnashorn. Eine Klassifizierung von Spermienkopfanomalien durch
das Analysegerat erfolgte nach Definition und Konfiguration verschiedener morphologischer
Kategorien. Da Untersuchungen Uber den Zusammenhang zwischen Morphometrie und
Fertilitat bei dieser Tierart zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht durchfuhrbar sind, besitzen die

Analyseergebnisse bezuglich der Befruchtungsfahigkeit lediglich hinweisenden Charakter.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Pharmakologisch unterstiitzte manuelle Spermagewinnung und computergestiitzte

Spermienkopfmorphometrie beim Breitmaulnashorn (Ceratotherium simum)

In der vorliegenden Arbeit wurde die Eignung bzw. der Einfluss pharmakologisch unterstutzter
Deseminationsmethoden beim Breitmaulnashorn (Ceratotherium simum) untersucht. Die so
gewonnenen Spermaproben wurden einer konventionellen Ejakulatanalyse unterzogen. Da-
ruber hinaus wurden computergestutzt metrische Spermienkopfdimensionen bei 15 Breitmaul-
nashornbullen bestimmt und eine morphometrische Ejakulatanalyse durchgefuhrt.

Als Medikation wurden der a,-Agonist Detomidinhydrochlorid (Domosedan®) und der
partielle Opioidagonist Butorphanol (Butomidor®) intramuskular appliziert. Wichtige Voraus-
setzungen fur eine sichere, risikoarme Versuchsdurchfuhrung waren die Einrichtung eines
Zwangsstands sowie die Gewdhnung der Nashornbullen an die Manipulationen.

In einer Doppelblindstudie, die mit zwei Breitmaulnashornbullen unterschiedlichen
Alters und Zuchtstatus durchgefiuhrt wurde, konnte ein deutlicher positiver Einfluss der
oa-adrenergen Medikation auf den Verlauf bzw. den Erfolg von manuellen Deseminationsver-
suchen nachgewiesen werden. Die Medikation erleichterte die manuelle Stimulation des aul3e-
ren Genitales und forderte die Ejakulationsausldosung bei beiden Nashornbullen. Dennoch er-
wies sich die pharmakologisch unterstitzte manuelle Desemination als relativ zeitaufwendig.
Die Gewinnung einer Spermaprobe erforderte meist mehrere Versuche. Pharmakologisch un-
terstutzte Deseminationsversuche mit einer Kunstlichen Scheide fuhrten dagegen nur selten
zu einer Ejakulationsauslésung.

Zwischen den angewandten Deseminationsmethoden bestanden jedoch nicht nur Un-
terschiede in der Haufigkeit der Spermagewinnung, sondern auch in der Spermaqualitat. Zu-
dem wurden individuelle Unterschiede zwischen den Nashornbullen beobachtet. Die mit phar-
makologisch unterstutzter manueller Stimulationstechnik gewonnenen Ejakulate waren
unvollstandig, umfassten meist nur wenige Milliliter (0,5 bis 9,0 ml, in einem Fall 23 ml), waren
dabei jedoch teilweise hoch konzentriert (Gesamtspermienzahl bis zu 6,6 x 10%/Ejakulat) und
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von guter Qualitat. Spermaproben, die dagegen nur in Einzelfallen mit einer kinstlichen
Scheide gewonnen wurden, hatten eine deutlich verminderte Qualitat und enthielten zudem
zahlreiche Partikel und Zellaggregate. Die Verwendung einer Kunstlichen Scheide erscheint
daher nicht zuletzt aufgrund der bei Nashornbullen mitunter langen Erektionsdauer fur die Eja-
kulationsauslésung bei dieser Tierart ungeeignet.

Die Bestimmung metrischer Spermienkopfdimensionen beim Breitmaulnashorn basierte
auf der computergestitzten Untersuchung von Ejakulaten von 15 Nashornbullen, die mit
pharmakologisch unterstutzter manueller Stimulation sowie durch Elektrostimulation gewon-
nen wurden. Mit dem Hamilton Thorne Morphology Analyser IVOS wurden sechs metrische
Spermienkopfparameter erfasst. Innerhalb der Haussaugetiere ahnelten die fur das Breitmaul-
nashorn ermittelten Spermienkopfdimensionen, mit einer durchschnittlichen Lange von 5,4 +
0,3 um und Breite von 2,8 £ 0,2 um (X = SD; n=7733 analysierte Spermien), den mit dem glei-
chen Analysegerat bestimmten Grof3enverhaltnissen beim Hengst (z.B. UHLENBROCK 1999).

Eine morphometrische Analyse der Ejakulate war nach einer Definition morphologi-
scher Klassen moglich. An Hand statistischer Kenngrofen (5. und 95. Perzentil, Minimum und
Maximum) wurden metrische Grenzwerte fur funf morphologische Klassen berechnet. Zwi-
schen den Ejakulaten der 15 Nashornbullen bestanden relativ grof3e Unterschiede hinsichtlich
des Anteils anomaler Kopfformen, der zwischen 4 und 16% schwankte. Da Untersuchungen
uber den Zusammenhang zwischen Morphometrie und Fertilitdt bei dieser Tierart zum gegen-
wartigen Zeitpunkt nicht durchflhrbar sind, besitzen die Analyseergebnisse bezuglich der Be-
fruchtungsfahigkeit lediglich hinweisenden Charakter und sollten nur im Kontext weiterer

Spermaparameter interpretiert werden.

Trotz der genannten Einschrankungen ist die pharmakologisch unterstutzte manuelle
Stimulation grundsatzlich fur eine regelmaflige Spermagewinnung beim Breitmaulnashorn ge-
eignet. Wahrend Volumen und Konzentration der Proben zwischen verschiedenen Nashorn-
bullen deutlich variierten, stellte sich die Spermienmorphologie bzw. —morphometrie relativ
einheitlich dar.

-08 -



7 SUMMARY

Pharmacologically enhanced manual semen collection and computer assisted sperm

head morphometry in the white rhinoceros (Ceratotherium simum)

In this study the influence and applicability of pharmacologically enhanced semen collection in
the white rhinoceros (Ceratotherium simum) was investigated. Obtained semen samples were
assessed by routine methods. Additionally, computer assisted sperm head dimensions were
determined for 15 individuals and a morphometric analysis was performed.

A combination of the a,-agonist Detomidine-Hydrochloride (Domosedan®) and the par-
tial opioid agonist Butorphanol (Butomidor®) was administered intramuscular. In order to pro-
vide adequate safety margins for the operating persons, important requirements consist in a
restraint chute and conditioning of the rhinoceros to tolerate manipulations.

In a double blind trial, conducted on two bulls of various age and breeding status, a
strong positive influence of the a-adrenergic medication was noted on both, performance and
the outcome of the manual desemination trials. The medication facilitated manual stimulation
of the genital region and semen collection in both males, but was time consuming as repeated
collection trials had to be performed in order to obtain a single ejaculate. Pharmacologically
enhanced desemination trials with an artificial vagina could not induce ejaculations efficiently.

The frequency of semen collection and semen quality varied considerably between the
applied desemination techniques, but also between the rhinoceros bulls. Ejaculates collected
by the pharmacologically enhanced manual stimulation technique were incomplete, consisted
of small volumes (0,5 to 9,0 ml, with one exception of 23 ml), but were highly concentrated in
some cases (total number of sperms up to 6,6 x 10° per ejaculate) and of good quality. Semen
samples collected with an artificial vagina however, were of low quality and were contaminated
by debris. Amongst other factors, the extensive duration of the penile erection in rhinoceroses,

appears to limit the suitability of the artificial vagina for semen collection.
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The determination of sperm head dimensions in the white rhinoceros was based on a com-
puter assisted morphometric analysis of ejaculates from 15 individuals. The samples consisted
of pharmacologically enhanced manually collected semen and electroejaculates. The Hamilton
Thorne Morphology Analyser IVOS (integrated visual optical system; Hamilton Thorne Re-
search, Beverly, USA) allowed the measurement of six metric sperm head parameters. The
sperm head dimensions found for the white rhinoceros with a mean length of 5,4 + 0,3 um and
width of 2,8 + 0,2 um (X £ SD; n=7733 analysed sperms) resemble those of the horse as
determined by the same analysis system (e.g. UHLENBROCK 1999).

A definition of morphometric criteria was required prior to the morphometric analysis.
Limit values for five morphologic categories were calculated based on statistic parameters
(5™ and 95™ percentiles, minimum and maximum). The analysis revealed a comparatively
broad variation in the number of sperm head anomalies for the 15 rhinoceroses, ranging from
4 to 16%. As to date, investigations on the relationship between morphometry and fertility
cannot be conducted in this species, these morphometric results should be interpreted

species-specific and in conjunction with further semen parameters.

In conclusion, pharmacologically enhanced manual stimulation with an a-adrenergic
medication is a suitable alternative method for repeated semen collection in the white rhino-
ceros, although problems with this method as described are evident. While a considerable
variation in volume and concentration of the samples was noted for individual rhinoceros bulls,

the sperm morphology and morphometry generally appeared homogenous.
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Versuchsabschnitt Spermagewinnung

. Zwangsstand

/

Stallgasse Innenbox

Stahlpfosten

Betonsaule
Sicherer Zugang Sichere Position
durch halbierbare des Pflegers
Pfosten

Abb. 1:  Zwangsstand, Zoo Salzburg. Skizze Aufsicht:
Der Stand als Bestandteil der Innenbox ist frei begehbar und nach hinten nicht be-
grenzt. Stahlpfosten auf beiden Seiten des Nashorns gewahrleisten eine sichere
Positionierung der Versuchsdurchfiihrenden. Die hinteren Pfosten sind
in der HOhe halbierbar (vgl. Abb. 2).
(Quelle Skizze: Autorin)
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Abb. 2:  Zwangsstand, Zoo Salzburg. Ansicht von Stallgasse:
a) Stahlpfosten in maximaler Hohe
b) Stahlpfosten halbiert
(Quelle Fotos: Autorin)

Il. Medikamente

a) Praparate

Detomidinhydrochlorid
Domosedan®, gebrauchsfertige, wassrige Injektionslosung (10 mg/ml)
Z. Nr.: 8-00128, Pfizer Corporation Austria Ges.m.b.H., A-1071 Wien

Butorphanol als Tartrat
Butomidor®, gebrauchsfertige, wassrige Injektionslésung (10 mg/ml)
Z. Nr.: 8-00427, Richter Pharma AG, A-5600 Wels

Wasser fur Injektionszwecke
Aqua bidest. ,Fresenius'®
Z. Nr.: 14.345, Fresenius Kabi Austria GmbH, A-8055 Graz

Lidocain und Prilocain

Emla® 5 %-Creme, Lokalanasthetikum (je 25 mg/g)
Z. Nr.: 1-21507, AstraZeneca Osterreich GmbH, A-1037 Wien
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b) Dosierungen

Tab. 1:  Dosierungen der wahrend der Voruntersuchung (VU) und Hauptuntersuchung (HU)
bei Bulle ,Denny’, Zoo Salzburg, intramuskular applizierten Medikamente (KS:
Klnstliche Scheide)

Untersuchung Detomidinhydrochlorid ~ Butorphanol =~ Wiederholungen
(Versuchsreihe) (mg) (mg) (n)
VU (Versuchsreihe 2) 8 0 2
VU (Versuchsreihe 2) 10 0 2
VU (Versuchsreihe 2) 12 0 2
VU (Versuchsreihe 2) 14 0 2
VU (Versuchsreihe 2) 16 0 2
VU (Versuchsreihe 3) 14 2 2
U (Versuchsreihe 3) 14 4 2
U (Versuchsreihe 3) 14 6 2
U (Versuchsreihe 3) 14 8 2
U (Versuchsreihe 3) 14 10 2
U (Doppelblind)? 8 4 3
U (Doppelblind)® 8 8 3
U (Doppelblind)® 10 4 3
U (Doppelblind)® 10 8 3
U (Doppelblind)® 14 4 3
U (KS 42 -44 °C) 12 6 10
U (KS 48 -50 °C) 12 6 10

% Die Medikamente wurden in den Doppelblindversuchen gegentiber der Versuchreihe 3 niedriger
dosiert, um zu vermeiden, dass durch einen eventuellen sichtbar sedierenden Effekt, die Medi-
kation fiir die Versuchsdurchflihrenden erkennbar wird.

Tab.2: Dosierungen der wahrend der Hauptuntersuchung (HU) und der Implemen-
tationsstudie (IS) bei Bulle ,Harry’, Allwetterzoo Munster, intramuskular applizierten
Medikamente

Untersuchung Detomidinhydrochlorid Butorphanol Wiederholungen
(Versuchsreihe) (mg) (mg) (n)

HU (Doppelblind) 13 5 5

HU (Doppelblind) 14 6 4

IS 13 5 4

Anhang S. 4



lll. Technische Hilfsmittel

a) b)

A'hn..

Abb. 3:  Polypropylenréhrchen und -trichter zum Auffangen seminaler Proben:
a) Ubersicht: Das Réhrchen links im Bild ist zur Warmedammung mit einer
Schaumstoffisolation ummantelt
b) Demonstration der praktischen Anwendung (Quelle Fotos: Autorin)

Abb. 4:  Kunstliche Scheide, modifiziertes Hannoversches Modell
Um eine mechanische Irritation der lateralen Penisschwellkissen zu verhindern,
wurde das Modell auf beiden Seiten entsprechend der Lange des distalen Penisab-
schnitts gekuirzt:
a) Kunstliche Scheide, zusammengebaut
b) Demonstration der praktischen Anwendung (Quelle Fotos: Autorin)
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IV. Datenerhebungsbogen

a) Quantitative Parameter

Untersuchung Versuchsreihe

Versuchseinheit

Datum Uhrzeit

Nashornbulle

Ja Nein
Probennahme induziert !
. ) . . . , Ja Nein
Emissio und Erectio penis vor Beginn der manuellen Stimulation
Zeit bis zur Emissio penis nach Injektion (min)
(Intervall 0,5 min)
Ja Nein

Emissio und Erectio penis bei manueller Stimulation

Zeit bis zur Emissio penis nach Beginn der manuellen Stimulation (sek)

(Intervall 5 sek)

Stimulationsdauer (min)
(Intervall 0,5 min)

Erektionsdauer (min)
(Intervall 0,5 min)

Bemerkungen, Besonderheiten
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b) Verhaltensparameter - 5-stufige, unidirektionale Ratingskala

Voruntersuchung

Versuchsreihe

Versuchseinheit

Nashornbulle

Datum

Uhrzeit

e
< S k)
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N > | © S .
L |O| &E| N|E
SN 8 |3
Q S)
1. Zielstrebigkeit beim Betreten des Zwangsstands. 1 >l 3lals
Der Bulle betritt den Zwangsstand ....
<
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2. Ruhe beim Betreten des Zwangsstands. 1 5 4
Der Bulle verhélt sich beim Betreten des Zwangsstands .... 3 5
3. Stand vor Beginn der manuellen Stimulation.
Der Bulle verhélt sich im Zwangsstand .... 1 2131415
4. Stand wahrend der manuellen Stimulation.
Der Bulle verhélt sich im Zwangsstand .... 1 2131415
<
8
o = —
-~ [¢)) E - ®
S1E|5|3 %
S 8|S S
o
S
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5. Position vor Beginn der manuellen Stimulation.
Das dul3ere Genitale des Bullen ist ... erreichbar. 1 213145
6. Positi ahrend d llen Stimulation.
osition wahrend der manuellen Stimulation 1 >l 3lals

Das &ul3ere Genitale des Bullen ist ... erreichbar.
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-Rickseite des Bogens-
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7. Kooperativitat
Der Bulle erscheint ... kooperativ. 1 2131415
8. Angstlichkeit
Der Bulle erscheint ... &ngstlich. 1 2131415
9. Aggressivitat
Der Bulle erscheint ... aggressiv. 1 2131415
10. Abwehrbewegungen
Der Bulle erscheint ... abwehrend. 1 2131415
11. Sexuelle Erregung
Der Bulle erscheint ... sexuell erregt. 1 2131415
< =
el 8|2 |x |8
D S| 2|8 o
x| §| &| 92| <
@ 3
12. Erekti tark
rektionsstarke 1121314als5s

Bemerkungen, Besonderheiten
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c) Verhaltensparameter - Kontinuierliche Bewertungsskala

Die Einschatzung der Auspragung einer Verhaltensweise erfolgt durch einen Strich am
Querbalken.

Beispiel:

Abwehrbewegungen

Abwehrbewegungen kénnen wéhrend der Versuchsdurchfihrung in Form von Kopf-
schlagen (z.B. bei der Injektion) oder Tritten (z.B. bei der Stimulation des dulReren Ge-
nitales gegen den Penis oder in Richtung der Versuchsdurchfiihrenden) erfolgen.
Wéhrend des Versuchs erscheint der Bulle ....

100 mm
92 mm |
nicht abwehrend deutlich abwehrend

In dem Beispiel wurde der Strich im aul3eren rechten Bereich der 100 mm-Skala platziert.
Das Verhalten des Bullen wurde als deutlich abwehrend eingeschatzt. Die Abwehrbewe-
gungen sind sehr stark, jedoch nicht maximal ausgepragt. Der Abstand vom Minimums-
Bereich der Skala (im vorliegenden Beispiel ,nicht abwehrend’) betragt 92 mm und ent-
spricht somit in der Datenauswertung dem Wert 92.

1. Zielstrebigkeit beim Betreten des Zwangsstands’
Der Bulle befindet sich aul3erhalb oder nicht vollstédndig im Zwangsstand.
Nach Zuruf betritt der Bulle den Zwangsstand ....

~
7

o
) 4

sehr zégernd sehr zligig

' Die Doppelblindstudie im Allwetterzoo Miinster wurde ohne Zwangsstand, jedoch innerhalb eines be-
grenzten Untersuchungsbereichs im Gehege in direktem Kontakt zu dem Bullen durchgefihrt.
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Ruhe beim Betreten des Zwangsstands
Der Bulle befindet sich aul3erhalb oder nicht vollstédndig im Zwangsstand.
Beim Betreten des Zwangsstands erscheint der Bulle ....

o ~
) 4 7

sehr unruhig sehr ruhig

Stand vor Beginn der Stimulation
Der Bulle verhélt sich im Zwangsstand ....

o N
A g 7
sehr unruhig sehr ruhig

Stand wahrend der Stimulation
Der Bulle verhélt sich im Zwangsstand ....

o ~
7

sehr unruhig sehr ruhig

Position im Zwangsstand vor Beginn der Stimulation

Bei einer optimalen Position befindet sich der Kopf des Bullen maximal weit vorn im
Zwangsstand.

Das &uBere Genitale des Bullen ist ....

o N

nicht erreichbar optimal erreichbar

Position wahrend der manuellen Stimulation

Bei einer optimalen Position befindet sich der Kopf des Bullen maximal weit vorn im
Zwangsstand.

Das &ul3ere Genitale des Bullen ist ....

o ~
v T
nicht erreichbar optimal erreichbar

Kooperativitat

Durch Heben und Wegstrecken einer Hintergliedmal3e kann der Bulle aktiv einen guten
Zugang zum &ulBeren Genitale ermbglichen.

Wéhrend des Versuchs verhélt sich der Bulle ....

o ~
) 4 7

nicht kooperativ sehr kooperativ
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8.

10.

11.

12

Angstlichkeit

Der Bulle erscheint &ngstlich, wenn er bei unerwarteten, jedoch vertrauten Geréu-
schen (z.B. hervorgerufen durch andere Tiere) zusammenzuckt oder aus dem
Zwangsstand zurtickweicht.

Wéhrend des Versuchs erscheint der Bulle ....

~
7

o
\ 4

nicht &ngstlich sehr &ngstlich

Aggressivitat

Der Bulle &uBert Aggressivitdt in Form von Schnauben, Grollen oder
(Schein)Angriffen.

Wéhrend des Versuchs erscheint der Bulle ....

nicht aggressiv sehr aggressiv
Abwehrbewegungen

Abwehrbewegungen kénnen wéahrend der Versuchsdurchfiihrung in Form von Kopf-
schlagen (z.B. bei der Injektion) oder Tritten (z.B. bei der Stimulation des &ul3eren Ge-
nitales) erfolgen.

Wéhrend des Versuchs erscheint der Bulle ....

o ~
v 7

nicht abwehrend deutlich abwehrend

Sexuelle Erregung

Der Bulle erscheint sexuell erregt, wenn er wéhrend der Stimulation héufig schnaubt,
die Futteraufnahme unterbricht, Beckenschiibe ausiibt.

Wéhrend des Versuchs erscheint der Bulle ....

~
7

nicht erregt sehr erregt

o
\ 4

Auspragung der Erektion

Eine maximale Erektion liegt vor, wenn die lateralen Schwellkissen deutlich ausgebildet
sind, der Penis nach vorne sowie parallel zur Bauchwand gerichtet ist und pulsatile
Kontraktionen der penilen Muskulatur ablaufen.

Wéhrend des Versuchs ist der Penis ....

nicht erigiert sehr stark erigiert

Anhang S. 11



d) Verhaltensparameter — Bewertungsschliissel mit ,Ankerbeispielen’

1. Zielstrebigkeit beim Betreten des Zwangsstands

Der Bulle betritt den Zwangsstand ....

sehr zégernd Der Bulle wird wiederholt verbal aufgefordert den Stand zu betreten. Erst

sehr zigig

nach mehrmaligem Anbieten von bevorzugten Futtermitteln und Zureden
betritt der Bulle nach mehreren Minuten den Stand sehr langsam.

Beim Erblicken der Versuchsdurchfuhrenden betritt der Bulle prompt und
zZielstrebig innerhalb von wenigen Sekunden den Stand. Es ist dabei ma-
ximal eine einmalige verbale Aufforderung erfolgt.

2. Ruhe beim Betreten des Zwangsstands

Der Bulle verhélt sich beim Betreten des Zwangsstands ....

sehr unruhig

sehr ruhig

Der Bulle blickt nervds um sich, schnuffelt, markiert und weicht wiederholt
aus dem Zwangsstand zuruck.

Der Bulle betritt den Zwangsstand ohne Unterbrechungen und ohne Zei-
chen von Nervositat.

3. Stand vor Beginn der manuellen Stimulation

4. Stand wahrend der manuellen Stimulation

Der Bulle verhélt sich im Zwangsstand ....

sehr unruhig

sehr ruhig

Der Bulle steht nicht still, weicht mehrfach mit groRen Schritten zurick,
lasst sich nicht berUhren.
Der Bulle steht sehr still, weicht Berihrungen nicht aus.

5. Position vor der manuellen Stimulation

6. Position wahrend der manuellen Stimulation

Das dul3ere Genitale des Bullen ist ... erreichbar.

nicht

optimal

Der Bulle befindet sich fast auRerhalb des Zwangsstands, so dass das au-
Rere Genitale des Bullen fur die Versuchsdurchfihrenden nicht mehr si-
cher zu erreichen ist.

Der Kopf des Bullen befindet sich maximal weit vorn im Stand. Das auliere
Genitale ist somit auf Hohe der halbierbaren Saulen und fur die Versuchs-
durchfuhrenden einfach und sicher zu erreichen.

7. Kooperativitat

Der Bulle erscheint ... kooperativ.
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nicht Der Bulle blockiert mit den Hinterbeinen den Zugang zu den aulReren Ge-
schlechtsorganen.

sehr Durch Heben und Wegstrecken einer Hintergliedmalle ermdglicht der Bulle
aktiv einen guten Zugang zum aufReren Genitale.

8. Angstlichkeit

Der Bulle erscheint ... &ngstlich.

nicht Selbst bei unerwartet auftretenden Gerauschen (z.B. vorbei fliegende
Flugzeuge, Baularm, eintretende Personen) reagiert der Bulle nicht.
sehr Bei unerwartet auftretenden - auch vertrauten - Gerauschen (z.B. hervor-

gerufen durch Pfleger, andere Tiere, ...) zuckt der Bulle erheblich zusam-
men und zeigt Fluchtverhalten aus dem Zwangsstand.

9. Aggressivitat

Bulle erscheint ... aggressiv.

sehr Der Bulle schnaubt, grollt oder fuhrt (Schein)Angriffe aus, wenn sich ihm
die Versuchsdurchfihrenden nahern.
nicht Der Bulle zeigt keine der genannten Verhaltensweisen.

10. Abwehrbewegungen
Der Bulle erscheint ... abwehrend.
sehr Die Injektion kann nur unter grof3en Schwierigkeiten durchgefuhrt werden,
da der Bulle mit dem Kopf schlagt und sich nicht im Bereich der Injektions-
stelle hinter dem Ohr berthren lasst. Bei der Stimulation des Penis tritt der

Bulle in Richtung der Versuchsdurchfihrenden oder gegen den Penis.
nicht Der Bulle zeigt keine der genannten Verhaltensweisen.

11. Sexuelle Erregung

Der Bulle erscheint ... sexuell erregt.

nicht Der Bulle wirkt unbeteiligt und frisst das im Zwangsstand vorhandene Fut-
ter.
sehr Der Bulle unterbricht die Futteraufnahme, hebt den Kopf und den Schwanz

an, fuhrt wiederholt Beckenschibe aus, schnaubt.

12. Erektionsstarke

keine Die Glans penis befindet sich vollstandig im Praputium.

mittel Die lateralen Schwellkissen sind maRig gefullt, der erigierte Penis ist nach
kaudal gerichtet.

sehr stark Der Penis ist nach kranial sowie parallel zur Bauchwand gerichtet. Die late-

ralen Schwellkissen sind prall geflllt und maximal entfaltet. Es laufen pul-
satile Kontraktionen der penilen Muskulatur ab.
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V. Reliabilitat

Um die Reliabilitdt des Instruments der Erhebung der Verhaltensparameter festzustellen, wur-
de im Rahmen der Hauptuntersuchung das Verhalten des Nashornbullen nicht nur durch die
Autorin, sondern auch durch den leitenden Revierpfleger eingeschatzt. Die Auswertung erfolg-
te durch den Mann-Whitney-U-Test.

Ein Vergleich der Einschatzungen von Autorin und Pfleger zeigte groRe Ubereinstim-
mungen fur die meisten Verhaltensparameter. Nur bei vier Verhaltensparametern bestanden
signifikante Unterschiede (p < 0,05). Damit war die Reliabilitat generell gewahrleistet (Tab. 3).

Abweichend von der Beurteilung durch die Autorin wurde die ,Erreichbarkeit des aul3e-
ren Genitales bei der manuellen Stimulation’ vom Pfleger sowohl in den Versuchen ohne, als
auch mit Medikation signifikant besser bewertet (p < 0,05 bzw. p < 0,01; Tab. 3). Diese von-
einander abweichenden Einschatzungen lassen sich mdglicherweise auf die unterschiedliche
Positionierung von Pfleger und Autorin wahrend der Versuchsdurchfihrung zurtickfliihren. Der
Pfleger befindet sich innerhalb der Nashornbox. Steht der Nashornbulle nicht ganz vorn im
Stand, wird der Zugang zum auleren Genitale des Bullen im hinteren Bereich des Stands nur
noch durch maximal eine Saule eingeschrankt. Dagegen wird die Autorin, die sich auf3erhalb
der Box befindet, bei identischer Positionierung des Bullen von einer Betonsaule beeintrachtigt
(vgl. Abb. 1).

Unterschiede bestanden auch in der Beurteilung des Abwehrverhaltens und der Koope-
rativitat des Bullen. In den Versuchen mit Medikation, wurde der Bulle vom Pfleger signifikant
weniger abwehrend eingeschatzt, als es durch die Autorin erfolgte (p < 0,05). Fur die Koopera-
tivitat liegt ein positiver Trend in der Beurteilung durch den Pfleger vor (p < 0,1). Die positivere
Bewertung dieser Parameter durch den Pfleger kdnnte ebenfalls auf die unterschiedliche Posi-
tion, aber vorwiegend auf die unterschiedlichen Aufgaben wahrend der Versuchsdurchfihrung
zurlckgefuhrt werden. Neben der Stimulation erfolgte das Auffangen eventueller Ejakulate in
Probenbehaltern durch die Autorin. Abhangig von der Position des Bullen, konnte sie dabei
durch Saulen des Stands oder durch den Bullen beeintrachtigt werden und Abwehrbewegun-
gen vergleichsweise starker empfinden.

Die signifikant unterschiedliche Beurteilung der Aggressivitat des Bullen bei den Versu-
chen ohne Medikation (p < 0,05), kdnnte ebenso durch die unterschiedliche Position von Pfle-
ger und Autorin bei der Versuchsdurchfihrung bedingt sein. Vielmehr ist aber davon auszuge-
hen, dass der Pfleger durch seine langjahrige, intensive Erfahrung im Umgang mit Nashdrnern
fr0her sowie mit hdherer Sensibilitdt Anzeichen von Aggressivitat des Nashornbullen wahr-

nimmt.
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Tab. 3: Einschatzung des Verhaltens des Bullen ,Denny’, Zoo Salzburg, wahrend der
Hauptuntersuchung durch den Pfleger und durch die Autorin an Hand einer kontinu-

ierlichen Minimum-Maximum-Skala zum Nachweis der Reliabilitat (X £ SD)

Einschatzung des Verhaltens

Placebo Medikation
Verhaltensparameter Pfleger Autorin Pfleger Autorin
(minimale — maximale Auspragung)? (n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
Zlelstre"blgkelt beim Be.‘.trgten des Zwangsstands 86 +6 80 + 13 84 + 12 73 + 20
(sehr zégernd - sehr zlgig)
Ruhe beim Betreten deg Zwangsstands 87 +6 85 + 17 84 + 10 70 + 26
(sehr unruhig - sehr ruhig)
Stand vor B.eglnn der m_anuellen Stimulation 78 + 12 76 + 18 80 + 11 78 + 12
(sehr unruhig - sehr ruhig)
Stand wahrfend der maquellen Stimulation 69 + 18 64 + 20 82+9 79+ 7
(sehr unruhig - sehr ruhig)
Erreichbarkeit des duReren Genitales vor Beginn
der manuellen Stimulation 75+£12 79+£19 79+10 74+ 9
(nicht erreichbar — optimal erreichbar)
Erreichbarkeit des dufReren Genitales wahrend
der manuellen Stimulation 76 £14° 57 +23° 89+%5° 76 £ 11°
(nicht erreichbar — optimal erreichbar)
Kooperativitat des Bullen . 44428 35+23 64+14° 53+ 15°
(nicht kooperativ - sehr kooperativ)
Angstlichkeit
(nicht angstlich - sehr angstlich) 10+7 89 52 4£5
Aggressivitat . 17+26° 8+17° 9+8  10+12
(nicht aggressiv - sehr aggressiv)
Abwehrbewegungen ¢ c
(nicht abwehrend - sehr abwehrend) 16£13 24x27 9+8 239
Sexuelle Erregung 41+30 33+31 57+28 4928
(nicht sexuell erregt - sehr sexuell erregt)
Erektionsstarke 38+30 47+25 75+17 8111

(keine - sehr stark)

@ Auf der kontinuierlichen Bewertungsskala von 0 bis 100 bezieht sich die in Klammern links stehende
Beurteilung auf den Beginn, die rechts stehende Beurteilung auf das Ende der Skala (ausfihrlicher s.

Anhang S. 9-13).
® Trend (p < 0,1, Mann-Whitney-U-Test)

¢ Signifikant unterschiedliche Einschatzung des jeweiligen Verhaltensparameters (p < 0,05; Mann-

Whitney-U-Test)
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Versuchsabschnitt Spermienkopfmorphometrie

VI. Farbeprotokoll

Farbung nach Farelly (Farbezeit modifiziert)

10% Formalin in 0,9% NaCl-Lésung 10 sec
5% Anilinblau 5 min
0,5% Kristallviolett 1 min

Nach jedem Schritt spulen mit Aqua dest.

In Vorversuchen ergab die modifizierte Farelly-Farbung fur die morphometrische Analyse mit

dem HTM IVOS fir Nashornspermien die besten Ergebnisse, da sich die Spermienkopfe in-

tensiv und weitgehend homogen anfarbten (Abb 5a).

Trotz hoher morphologischer Ahnlichkeit zu Hengstsperma, erwies sich dagegen die in

Untersuchungen von UHLENBROCK (1999) bei dieser Tierart am besten geeignete Hemato-

xylin-Farbung flr Nashornsperma als ungeeignet, da sich die Spermienkdpfe vergleichsweise

blass und sehr inhomogen anfarbten (Abb 5b). Daraus resultierten bei der morphometrischen

Analyse mit dem HTM IVOS zahlreiche Digitalisierungsfehler.

Abb 5:

Breitmaulnashornspermien, 100x Objektiv, Olimmersion:

a) Farbung: Farelly, modifiziert. Intensive, relativ. homogene Farbung der
Spermienkdpfe

b) Farbung: Hematoxylin: Schwache, inhomogene Farbung der Spermienkdpfe
(Quelle Fotos: Autorin)
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VIl. Technische Modifikation des HTM IVOS

Das HTM IVOS ist serienmaBig mit einem Objekttragertischsystem ausgestattet, das ein au-
tomatisches Ein- und Ausfahren von Objekttragern ermoglicht. Die beiden Hauptteile dieses
Systems bestehen in einem elektronisch gesteuerten Tisch und einer darin befindlichen Ob-
jekttragerhalterung (Abb. 6a).

Die Form und die seitlichen Vertiefungen der Halterung erlaubten nur die Betrachtung
eines geringen Teilausschnitts des Ausstrichpraparats entlang der zentralen Langsachse. Um
auch Spermienkopfe anderer Areale des Objekttragers in die Untersuchung mit einbeziehen
zu kénnen, wurde von der Autorin ein spezieller Tischaufsatz entwickelt, der aufgrund seiner

ebenen Struktur ein beliebiges Verschieben des Objekttragers erlaubte (Abb. 6).

Abb. 6:  Objekttragerhalterung des HTM IVOS:
a) Serienmalig produzierter Tischaufsatz des Analysesystems: Der Objekttrager
wird fest in die Halterung eingespannt und kann durch die seitlichen Vertiefungen
kaum verschoben werden. Dadurch ist nur eine Analyse entlang der zentralen
Langsachse des Ausstrichpraparats maoglich.
b) Von der Autorin entwickelter Tischaufsatz: Die ebene Flache ermdglicht ein Ver-
schieben des Objekttragers und die Analyse beliebiger Areale.
(Quelle Fotos: Autorin)
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VIIl. Setup-Einstellungen

Tab. 4: Konfiguration der Setup-Parameter der HTM IVOS-Software

Setup-Parameter Konfiguration
Frames to average 2

View Selection Mode Manual
Minimum Contrast 70
Minimum Cell Size (Pixel) 400
Category Method Single
Capture Radius 5
Acrosome Gate (%) 0
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