Tierzucht: Durch LASER zum
geplanten Geschlecht

D. Rath (Neustadt) und L. A. Johnson (Beltsville, USA)

ei der Haltung und der Produktion von Nutztieren spielt das Geschlecht der Tiere oft
eine wichtige Rolle. Beispielsweise sind in milchproduzierenden Betrieben in erster
Linie weibliche Tiere von Interesse, wihrend bei der Fleischproduktion Mastbullen
bevorzugt werden. Seit geraumer Zeit sucht man daher schon nach Maglichkeiten, das
Geschlechtsverhiltmis in der Nachkommengeneration zu beeinflussen. Dies kann effek-
tiv nur durch Selektion der Spermien vor der Befruchtung erfolgen. Ein zuverldssiges Ver-
fahren zur Spermienselekfion wurde nahezu bis zur Praxisreife entwickelt und wird in

diesem Beitrag vorgestellt.

HINTERGRUND

Die Natur kennt verschiedene
Mechanismen, um das Geschlecht
der Nachkommen zu bestimmen.
Bei niederen Tieren kann dies zum
Beispiel die Anzahl der X-Chromo-
somen sein oder bei Reptilien die
Umgebungstemperatur wahrend der

Tierart X-Y-DNA % Y-Spermien % X-Spermien
Differenz (%)  bei Selektion bei Selektion
nach Y nach X
Eber 3,7 91,2+2,6 927+1,6
Bulle 39 92,8+0,9 90,4+14
Kaninchen 3,0 84,3+5,7 88,0+22

Embryonalphase. Bei Saugetieren
wird das Geschlecht durch die Kom-
bination der Geschlechtschromoso-
men festgelegt. Eizellen sind immer
X-chromosomal;  Spermien tragen
entweder ein X- oder ein Y-Chromo-
som. Das Spermium bestimmt also
das Geschlecht des Nachkommens:
Die Befruchtung einer Eizelle mit ei-
ner X-Chromosomragenden Sa-
menzelle erzeugt einen weiblichen
Nachkommen,  Y-Chromosom-tra-
gende Spermien lassen einen mann-
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lichen Nachkommen entstehen. Die
wesentliche Information zur Ausbil-
dung des mannlichen Geschlechts
(Ausbildung der Hodenanlage und
Unterdriickung des weiblichen Ge-
schlechts) ist auf dem kurzen Arm
des Y-Chromosoms angelegt. Die
entsprechende Gen-Region ist be-
kannt und durch Erstellung fransge-
ner, also gentechnisch vercinderter
weiblicher Mause mit Ausbildung ei-
ner Hodenanlage und der entspre-
chenden Hormonprodukfion funktio-
nell nachgewiesen.

VERFAHREN DER
GESCHLECHTSERKENNUNG

Auf verschiedene Weisen ist eine

Geschlechtserkennung méglich:

m Durch  Ulraschalluntersuchung
des Fefus (Darstellung des Ge-
schlechtshockers  bzw.  Hoden-
oder  Gesdugeanlage,  vgl.
Abb. 1) sowie durch Chromoso-
menanalyse nach Amniozentese.
Beide Verfahren werden vorwie-
gend beim Menschen eingesefzt.
Das lefztere dient insbesondere
dazu, geschlechtsgebundene Er-
krankungen in der frihen Schwan-
gerschaft zu erkennen. Bei land-
wirtschaftlichen Nutztieren wird

diese Technik kaum angewandt,
da eine Unferbrechung zu diesem
Zeitounkt der Tréchtigkeit (Tag
55-100) aus Tierschutzgrinden
obsolet ist und auBerdem erheb-
liche Probleme bei einer folgen-
den Tréchtigkeit auftreten kénnen.
® Durch mikrochirurgische Entnah-
me einzelner Zellen und an-
schlieBender  molekular-geneti-
schen Aufarbeitung im Rahmen
des Embryotransfers. Die Entnah-
me von Zellen ist zu diesem Zeit-
punkt ohne wesentlichen EinfluB
auf die Weiterentwicklungsfahig-
keit des Embryos, da alle Zellen
noch ,omnipotent” sind. Diese
Methode der Geschlechtsbestim-
mung ist vor allem beim Rind bis
zur Praxisreife entwickelt worden.
Nachteil des mikrochirurgischen
Eingriffs in den Embryo ist aber,
daf3 die den Embryo umgebende
Hille, die Zona pellucida, ersff-
net wird. Hierdurch wird eine
wichtige keimabweisende Barrie-
re des Embryos zerstort. Aufgrund
infernationaler Regularien dirfen
solche Embryonen nur bedingt ex-
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Abb. 1: Ultraschallaufnahme eines ménnlichen Rinderfetus
nen ist der Hodensack (Skrotum) erkennbar (vgl. nebenste
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portiert werden. Auch die Mdg-
lichkeit der Langzeitlagerung mi-
krochirurgisch  behandelter  Em-

bryonen ist  eingeschrankt.
SchlieBlich werden bei dieser
Methode nur die Embryonen mit
dem gewiinschten Geschlecht auf
Empfangertiere Ubertragen; die
verbleibenden rund 50 % werden
vernichtet.

BEEINFLUSSUNG DES
GESCHLECHTS (SEXING)

Eleganter ware daher ein Verfah-
ren, mit dem sich das Geschlecht
bereits im Vorfeld gezielt festlegen
laBt, also zum Zeitpunkt der Befruch-
fung. Hierzu wurden in den vergan-
genen Jahrzehnten die unterschied-
lichsten  Ansétze geprift.  Ce-
schlechtsgebundene  Geschwindig-
keitsmuster wurden ebenso unter-

- nach ca. 100 Tagen Triichtigkeit. Zwischen den Hinterbei-
hende schematische Abbildung)

sucht wie verschiedene Ober-
flachenladungen  oder die  unter-
schiedlichen Gréfen- und Gewichts-
verhdltisse zwischen X- und Y-Chro-
mosomragenden Spermien. Diese
auf rein physikalischen Merkmalen
basierenden  Verfahren  fihrten
aber alle nicht zum gewiinschten Er-
folg.

Einen erfolgreicheren Ansatz ver-
folgten Forscher des USDA (United
States Department of Agriculture) in
Beltsville, USA. Ausgehend von dem
unterschiedlichen DNA-Gehalt von
X- bzw. Y-Chromosomragenden
Spermien entwickelten sie in den
letzten 10 Jahren ein Verfahren, die-
se Unterschiede mePbar zu machen
und fir die Steuerung einer Sortier-
einrichtung zu nutzen. Mitllerweile
hat man dort die sogenannte ,Belts-
ville  Sperm  Sexing  Technology
(BSST)" soweit verfeinert, daf® in
Kombination mit anderen Biotechni-
ken bislang circa 300 Nachkom-
men vor allem bei Rind, Schwein
und Kaninchen erzeugt werden
konnten (Das Kaninchen diente in
den jeweiligen Unfersuchungspha-
sen als Modelltier fur die Techniken,
die spater an den landwirt
schaftlichen Nutztieren zum Einsatz
kamen).

Das Institut fur Tierzucht und Tier-
verhalten Mariensee der Bundesfor-
schungsanstalt  fir  Landwirtschaft
(FAL) beteiligt sich an den Untersu-
chungen im Rahmen der von BML
und USDA geférderten deutsch-ame-
rikanischen Kooperation seit 1990,

wobei insbesondere die Erzeugung
von Nachkommen beim Schwein
durch inwitro-Befruchtung und alter-
native Besamungsverfahren im Blick-
punkt stehen.

DNA-GEHALT KANN
GEMESSEN WERDEN

Der  Chromosomensatz  eines
Spermiums besteht aus den soge-
nannten Autosomen, die die geneti-
schen Informationen aller Kérperzel-
len beinhalten, und einem von zwei
moglichen  Heterosomen  (Ge-
schlechts-Chromosomen), die nach
ihrer Form als X- und Y-Chromosom
bezeichnet werden. Der DNA-Ge-
halt von ,ménnlichen” Spermien ist
etwas geringer als der von ,weibli-
chen” Spermien, da das Y-Chromo-
som kleiner als das X-Chromosom ist
und  demenfsprechend  weniger
DNA enthélt. Bei den landwirt
schaftlichen  Nutztieren  betragt
der Unterschied etwa 3-4% [vgl.
Tab. 1). Der DNA-Gehalt der Auto-
somen ist relativ konstant.

Dieser kleine, aber entscheiden-
de Unterschied 166t sich mit Hilfe
moderner fluoreszierender Vitalfarb-
stoffe opfisch darstellen und kann
zur Steuerung einer Sortfiervorrich-
tung genutzt werden. Als Basisgerd
dient ein sogenanntes Flowzytome-
ter mit Zellsortierer, das an die be-
sonderen morphologischen Bedin-
gungen von Spermien angepaft

werden mufte [Abb. 2, S. 30).

2/1997 FORSCHUNGSREPORT

Die Entwicklung
des Rinder-
embryos.

Am 29. Tag ist er
etwa 10 mm grof}
(2. Bild), wiichst
in 10 Tagen um
weitere 10 mm
und zeigt am

65. Tag eine
Grifle von 9 cm



Flowzytometer dienen zur Erken-
nung von DNA-Gehalten in Zellen
und werden zum Beispiel zur Bestim-
mung von Zell- und Partikelgroben
oder Zellzahlen verwendet. Das
Grundgerdt besteht aus einer ener-
giereichen Llichiquelle wie einem La-
ser, einem Fofomultiplier, einem Light
Scatter sowie der eigentlichen Durch-
fluBeinrichtung, die es erlaubt, einen
gerichtefen Flissigkeitsstrom mit den
zu unfersuchenden Zellen an einer
lichtquelle entlangflieBen zu lassen.
Zur Sorfierung der Zellen werden
elekirostatische oder piezoelekirische
Sortiereinrichtungen verwendet.

Fir unsere Zwecke wurde der light
Scatter Defektor durch eine zweite
Fotozelle (0° Detekfor) ersetzt und
statt der Gblicherweise zylindrischen
Einsougdise eine abgeschragte,
rechteckig geformte Dise verwen-
det. Fir den Sortiervorgang wurden
die Ejokulate auf 10 x 10° Sper-
mien/ml verdinnt und mit einem
Fluoreszenzfarbstoff ~ (Bisbenzimid
Hoechst 33342) angefarbt. Der
Farbstoff durchdringt die Spermien-
membran bei 32 °C innerhalb von
30 Minuten und lagert sich direkt an
die SpermienDNA an. Die gefarb-
fen  Samenzellen  werden  an-
schlieBend in das Flowzytometer an-
gesaugt. Durch die beschriebene Di-
senform lassen sich die Spermien im
Flussigkeitssirom weitgehend so ori-
entieren, dab ihre flache Seite mog-
lichst senkrecht zu dem Llaserstrahl
des Flowzytometers ausgerichtet ist.
Das energiereiche Laserlicht regt die
Spermien zur  Aussendung eines
Fluoreszenzsignals an. Dieses Sig-
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nal, dessen Starke proportional zum
DNA-Gehalt der Samenzelle ist,
wird von einer im 0° Winkel insftal-
lierten Fotozelle registriert und einem
schnellen Rechner zugefihrt.

Eine Besonderheit von Spermien
ist, daf sie von ihrem Rand zusditz-
lich ein zweites Fluoreszenzsignal
aussenden. Dieses ist nicht proportio-
nal  zum DNA-Gehalt, sondern
kommt aufgrund des hohen Bre-
chungsindexes der paddelférmigen
Spermien gegeniber dem Flussig-
keitsstrom zustande. Dieses Signal
wird von der zusatzlich installierten

Tierart intrabutale  Keimzellentransfer In-vitro- unchirurgische
Samen- in den Eileiter Befruchtung Besamung
ibertragung GIFT IVF 1]
Kaninchen + - = =
Rind + = + +
Schwein + +* +

+= Verfahren erprobt; — = nicht getestet oder Unfersuchungen noch nicht abgeschlossen; * nur bis zum spiiten Embryonalstadium Gberprift
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Fotozelle (90° Detektor] registriert
und dient zur Ermitlung der Orientie-
rung der Samenzellposition zum Lla-
serlicht. Nur Samenzellen, die ein
hohes ~ Randsignal ~ aussenden
(Schwellwertmessung) und die mit ih-
rer flachen Seite senkrecht zu dem
auftreffenden  Laserlicht — orientiert
sind, werden fir den eigentlichen
Sortiervorgang  beriicksichtigt. - Alle
nicht eindeutig erfaBbaren oder nicht
opfimal orientierten Spermien wer-
den vom eigentlichen Sortierprozess
ausgeschlossen und in einem ge-
frennten Sammelgefal aufgefangen.

Der Flussigkeitssirom ist diskonfinu-
ierlich: Es entstehen Tropfchen, die
maximal eine Samenzelle enthalten.
Je nach Starke des vom Flowzytome-
fer erkannfen (DNA)-Signals werden
diese Tropfchen elekirisch mehr oder
weniger stark geladen. Beim an-
schlieBenden Passieren eines elek-
frostatischen  Feldes werden die
Trépfchen in ihrer Flugrichtung ent
sprechend ihrer ladung seitlich ab-
gelenkt und kénnen getfrennt entspre-
chend ihres DNA-Gehaltes in Eppen-



dorf-Réhrchen aufgefangen werden.
Die Rdhrchen sind mit einem fir die
Samenzellen geeigneten Kulturmedi-
um gefillt (Abb. 2).

Ublicherweise werden in einem
etwa zweistindigen Durchlauf ca.
150 Millionen Spermien  sortiert.
Hiervon lassen sich mit modernen
Hochgeschwindigkeits-Flowzytome-
fern circa 10 Millionen Spermien je
Geschlecht nach ihren chromosomao-
len Eigenschaften sorfieren (,sexen”).
Die Sortiergenauigkeit wird mafgeb-
lich von der DNA-Differenz beein-
fluBt und schwankt bei den landwirt
schaftlichen Nutztieren zwischen 85
und 95 % (Tab. 1). Dies l&Bt sich sehr
genau durch eine Rick-Analyse un-
mittelbar nach dem eigentlichen Sor-
tiervorgang ermitteln.

NOCH ZU GERINGE
ANZAHL VON SPERMIEN

Auch wenn infensive Forschungs-
arbeifen in Zukunft eine hohe Zahl
gesexter Spermien in Aussicht stellen,

kann zur Zeit die begrenzte Ausbeu-

fe pro Ausgangsprobe noch nicht be-

friedigen. Fir eine instrumentelle So-
meniberfragung, wie sie bei Rind

und Schwein Gblich ist, werden 20

Millionen (Rind) bzw. 2 Milliarden

Samenzellen  (Schwein) bendtigt.

Das bedeutet: Um geniigend gesexte

Spermien fir eine einzige Samen-

ibertragung beim Rind zu bekom-

men, miBte ein Flowzytometer rund

2 Stunden laufen. Das ist nicht wirt-

schaftlich. In der jingsten Vergan-

genheit wurden jedoch biotechni-
sche Verfahren entwickelt, mit denen
auch mit geringen Spermienzahlen

Nachkommen erstellt werden kon-

nen. Hierzu zahlen:

m die introfubale  Sameniber
fragung, d. h. die chirurgische
Besamung in dem Eileiter,

® der sogenannte ,Gamete infra fal-
lopian transfer (GIFT)", bei dem Ei-
zellen und gesexte Spermien in
den Eileifer eines Empfdngertieres
ibertragen werden,

m die invitroBefruchtung (kinstliche
Befruchtung ,im Reagenzglas”) mit
anschliePendem Embryotransfer,

m und die hoch inftraruterine, nicht
chirurgische ~ Sameniibertragung
(U), die zur Zeit in Beltsville, Fort
Collins und am FALInstitut in Mari-
ensee fur Rind und Schwein unter-
sucht wird. Hierzu werden die
Spermien in die Spitze des Uterus-
horns an dem Ubergang zum Ei-
leiter Ubertragen.

Tabelle 2 faPt die Ubertragungs-
moglichkeiten  bei  verschiedenen
Tierarfen zusammen. In Tabelle 3
sind einige Ergebnisse aufgefihrt,
wie sie beispielhaft fir den Einsatz
von gesextem Sperma beim Schwein
erzielt wurden.

Cegenwartige  Untersuchungen
zielen auf die Verbesserung der Sper-
mienorientierung im  Flowzytometer
(Beltsville), die Verbesserung der in-
vitro-Methoden (Mariensee und Belts-
ville) und die hoch intra-uterine Be-
samung bei Rind und Schwein. Ver-
schiedene Institutionen in den USA,
England, den Niederlanden und
Australien beteiligen sich an weiteren
Defailfragen. Es ist abzusehen, daf3
die ,Beltsville Sperm Sexing Techno-
logy (BSST)" in Kirze Eingang in mo-
deme  Zuchtkonzeptionen  finden
wird. In den USA ist bereits ein Un-
fernehmen gegrindet worden, daf
sich ausschlieBlich mit dem Vertrieb
des patentierfen BSSTVerfahrens, der
erforderlichen Gerdte und dem Ver-
kauf von gesextem Sperma beschafti-
gen wird. n

Dr. D. Rath, Bundesforschungsan-
stalt fir Landwirtschaft (FAL), Institut
fir Tierzucht und Tierverhalten Mari-
ensee, 31535 Neustadt

Dr. L. A. Johnson, U.S. Depariment
of Agriculture, Agricultural Research
Service, Germplasm and Gamete
Physiology  Laboratory,  Beltsville,
MD 20705, USA

Behandlung Worf- Nachkommen
grofle real Vorhersage*
weiblich  miinnlich X Y

A

sortiert fiir Y (mnnl.) 7 1(=14%  6(=86%) 15% 85%
sortiert fiir X (weibl.) 8 7(=88% 1(=12%) 89% 11%
B

sorfiert fir X (weibl.) 6 6 0 89% 11%
sortiert fiir X (weibl.) 4 4 0 89% 11%

* aufgrund der Riick-Analyse sortierter Spermien
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