In-vitro-Erzeugung von
Rinderembryonen

Ultraschallgeleitete Entnahme von Eizellen beschleunigt den

Zuchterfolg

Thomas Greising (Dummerstorf]

ei Kulturpflanzen sorgen leistungsfahige und angepaBte Sorten fir einen hohen Ertrag.

Der Ziichtung kommt hier eine Schliisselstellung zu. Fir die Nutztierhaltung liegen die

Dinge dhnlich. Doch wiihrend in der Pflanzenziichtung mit kurzlebigen, in der Regel
einjdhrigen Arten gearbeitet wird, hat die Ziichtung bei Nutztieren mit wesentlich lngeren
Generationsintervallen zu kampfen. Da zudem — gerade bei groBeren Nutztieren wie Rin-
dern — die Zahl der Nachkommen relativ gering ist, davert es lange, bis sich ein Ziichtungs-
ziel in der Population stabil ausprigt. Mit biotechnologischen Methoden ist es mdglich, so-
wohl die Generationsintervalle zu verkiirzen als auch die Nachkommensrate zu erhghen.

In der Nutztierzucht hangt die
Zeit, die fir eine meBbare Verdnde-
rung von Merkmalen in Richtung des
Zuchizieles bendtigt wird, von ver-
schiedenen Fakioren ab. Wichtige
Fragen sind zum Beispiel: Wie stark
unterscheiden sich die Individuen ei-
ner Population in Bezug auf das Se-
lektionsmerkmal, in welchem Mafe
wird das Merkmal in der nachsten
Ceneration ausgepragt und wie lan-
ge brauchen die neugeborenen
Merkmalsiréger, um selbst wieder
zur Zucht herangezogen zu werden.
Bei langer Tragezeit und geringer
Anzahl von Nachkommen pro Mut-
fertier davert es entsprechend lan-
ge, bis ziichterisch auf verénderte
Umweltbedingungen oder neve An-
spriche der Konsumenten reagiert
werden kann.

leistungsmerkmale innerhalb  ei-
ner Tierpopulation werden Gber die
Keimzellen (Spermien und Eizellen)
an die folgende Generation weiter-
gegeben. Sind einzelne Individuen
der Population aufgrund herausra-
gender leistungen in besonderem
Mabe zur Zucht geeignet, fihrt eine
frihzeitige und verstérkte Nutzung
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ihres Keimzellpotentials zu einer er
hohten Anzahl von Nachkommen,
die Trager der Erbanlagen fir dieses
Leistungsmerkmal sind.

In den letzten Jahren wurden mo-
derne biotechnische Verfahren zur
Kontrolle und Steuerung der Fort-
pflanzung entwickelt, die den Tier-
ziichter bei der Zucht gesunder,
fruchtbarer Tiere unterstiitzen kénnen
und zu einem schnelleren Zucht
erfolg verhelfen.

DiE VATERTIERE

In der Rinderzucht ist es durch die
Entwicklung der kinstlichen Be-
samung moglich geworden, die
ziichterischen  Ressourcen  ausge-
wahlter mannlicher Tiere besser zu
nutzen. Konfinuierliche Samenge-
winnung und Tiefgefrierkonservie-
rung verdunnter Ejakulatportionen
erlouben es, das genetische Poten-
fial leistungsstarker Bullen in einem
weitaus starkeren MafBe zur Zucht
zu nutzen, als das zuvor durch den
natirlichen Deckakt maglich gewe-
sen ist.

SCHWIERIGKEITEN BEI
DER NUTZUNG WEIB-
LICHER KEIMZELLEN

Problematischer gestaltete  sich
die verstarkte Nutzung des Keimzell-
potentials weiblicher Hochleistungs-
rinder. SGugetiere verfigen bei ihrer
Geburt auf den Ovarien (Eier-
stécken) Uber etwa 400.000 Folli-
kel und in diesen Follikeln Uber je
eine Eizelle. Trofz dieser enorm
groPen Zahl ist die Entwicklungsrate
zur  befruchtungsfahigen  Eizelle

auBerst gering. Bis auf wenige Aus-
nahmen reift in jedem ovariellen Zy-
klus beim Rind nur eine einzige Ei-
zelle soweit heran, dafd sie befruch-
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Umsetzen von tiefgefrierkonservierten
Embryonen aus der Gefriermaschine in
den Container

tet werden kann. Die Anzahl er
zeugter Nachkommen pro Kuh ist
daher relativ gering. Oft sind es
nicht mehr als finf Kélber, die von ei-
nem Muttertier geboren werden.
Damit ist die Maglichkeit, die Erb-
anlagen  weiblicher ~ Hochlei-

stungsrinder auf konventionelle Wei-
se in der Zucht zu nutzen, sehr be-
schrénkt.,

DER EMBRYOTRANSFER

Anfang der 7Oer Jahre wurde das
Verfahren des Embryotransfers beim
Rind entwickelt.

Die sogenannte Superovulations-
behandlung — ein Teilschritt dieses
Verfahrens — stellt einen wichtigen
Meilenstein bei der verstarkten Nut-
zung des weiblichen Keimzellpoten-
fials dar. Unter Superovulation ver-
steht man die gezielte Behandlung
von Kihen und Farsen mit Hormo-
nen, die dazu fihrt, daB auf den
Ovarien dieser Tiere vermehrt Folli-
kel und damit befruchtungsfahige Ei-
zellen heranreifen. Nach der Ovulo-
tion (Eisprung) werden durch kinstli-
che Besamung statt einem gleich
mehrere Embryonen erzeugt, die
durch Spilung von Eileiter und Ute-
rus aus dem Spendertier gewonnen
werden kdnnen.

Die Embryonen werden in Emp-
fangertiere transferiert und von ihnen
ausgetragen. Pro Behandlung und
Spendertier liegt die Erfolgsrate der-
zeit bei etwa 5-7 transfertauglichen
Embryonen, von denen sich in der
Regel 2-3 zu Kélbern entwickeln.
Bei wiederholter Nutzung dieses
Verfahrens sind bis zu 100 Nach-
kommen pro Kuh méglich.

Superovulation und Embryotrans-
fer tragen als Komplex dazu bei, die
Erbanlagen  weiblicher  Hochlei-
stungstiere in wesentlich starkerem
MaBe in die Gesamtpopulation ein-
zubringen, als es durch ‘klassische’
kiinstliche Besamung der Tiere mdg-
lich ware.

Abb. 1:

Die vltraschallgeleitete
Follikelaspiration

beim Rind.

A) Die Ultraschallsonde
wird durch den Tierarzt
fixiert und die
Aspirationskaniile
durch einen Helfer
eingefiihrt.

ULttt B) Ultraschallbild

eines Rinder-Ovars.
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Obwohl Superovulation und Em-
bryotransfer beim Rind mittlerweile
feste Bestandteile der Arbeit von
Zuchtverbanden sind, wird weiter
an ihrer Optimierung gearbeitef.
Beiden Verfahren liegen &uBerst
komplexe biologische Mechanis-
men zugrunde, de-
ren  Charakferisie-
rung ein breites Me-
thodenspekirum  er-
fordert. Die Untersu-
chungen an leben-
den Tieren dienen [
dabei als Grundla-
ge fir die FErarbei-
fung von Modellen
zur Simulation phy-
siologischer Vorgan-
ge. Ziel ist es, zel
lulére und  systemi-
sche Regulationsme- ==
chanismen genauer
zu unfersuchen und
zu entschlisseln. Die komplexe Nut-
zung zellphysiologischer, biochemi-
scher und klinischer Methoden trégt
neben dem wissenschaftlichen Er-
kennmisgewinn auch zur Entwick-
lung von innovativen biotechnischen
Verfahren bei. Ein Beispiel hierfir ist
die ultraschallkontrollierfe Entnahme
von Eizellen aus den Follikeln (Folli-
kelaspiration), die als Grundlage fir
die InvitroProduktion von Embryo-
nen dient.

DIE TRANSVAGINALE
ULTRASCHALLGELEITETE
FOLLIKELASPIRATION

Superovulation und Embryotrans-
fer waren zundchst die einzigen
Méglichkeiten, das  Eizellpotential
weiblicher Hochleistungsrinder in
verstarktem Mafe zu Zucht zu nut-
zen. Nach wie vor war man aber
darauf angewiesen, die Kihe kinst-
lich zu besamen und die Embryonen
durch Spilung von Eileiter und Ute-
rus zu gewinnen. Mit der Entwick-
lung von In-vitro-Techniken zur Eizel
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Laden des
Transfergeriites
mit einem
aufgetauten
TG-Embryo

vor der
Ubertragung



Abb. 2:

Zwei Rinder-
embryonen im
Stadivm der
Blastozyste,

8 Tage nach der
Befruchtung
der Eizellen.
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reifung, Befruchtung und Embryokul-
tur eréffnete sich die Maglichkeit,
Embryonen auch auBerhalb des Or-
ganismus zu erzeugen.

Das Problem bei der prakfischen
Anwendung bestand allerdings dar-
in, daB zur Eizellgewinnung an-
fangs nur die Ovarien geschlachte-
fer Rinder genutzt werden konnten.
Von lebenden Tieren lieBen sich kei-
ne frischen unbefruchteten Eizellen
gewinnen. Die sogenannte ultro-
schallgeleitete Follikelaspiration hat
hier zu einem Durchbruch gefihrt.

Bei diesem Verfahren werden die
Ovarien des Eizellspenders und
eine fransvaginal eingefihrte Kanile
mittels Ultraschallsonde auf einem
Monitor sichtbar gemacht (Abb. 1).
Dadurch kann der Tierarzt das Ab-
saugen von Follikelflissigkeit und Ei-
zellen auf dem Bildschirm genau
verfolgen. Fir die Spendertiere stellt
dieser Eingriff keine sfarke Belastung
dar, er kann daher in regelmaBigen
Abstanden wiederholt werden.

UNTERSUCHUNGEN
am FBN

Seit mehreren Jahren werden im
Forschungsbereich  Forfpflanzungs-
biologie des Forschungsinstituts fur
die Biologie landwirtschaftlicher
Nutztiere  (FBN) in  Dummerstorf
grundlagenorientierte Forschungsar-
beiten zur uliraschallgeleiteten Folli-
kelaspiration durchgefuhrt. Ein Team
von Wissenschaftlern untersucht der-
zeit den EinfluB verschiedener Fakio-
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ren auf die Effizienz der Technik. Im
Vordergrund stehen dabei das Alter,
der Zyklusstand und die hormonelle
Behandlung der Tiere. Die gewon-
nenen Daten geben Auskunft Uber
die Auswirkungen biologischer Ein-
fluBgréBen auf die Anzahl und Quo-
litat der Eizellen. Die Optimierung
technischer Details wie Aspirations-
druck, Ultraschallsonde und Aspirati-
onssystem soll dazu beitragen, die
Methode als neue Biotechnik in
gréPerem Rahmen als bisher fiir die
Praxis nutzbar zu machen. Gegen-
wartig kénnen in Dummerstorf im
Mittel sechs reifungstaugliche Eizel-
len pro Spendertier und Aspiration
gewonnen und fir die Embryonen-
produkfion in vitro genutzt werden.
Im Llabor werden die gewonne-
nen Eizellen in Abhangigkeit von
der hormonellen Vorbehandlung der
Tiere, vom Gewinnungszeitpunkf
und vom morphologischen Zustand
der Eizellen gereift. Bei ihrer Be-
fruchtung konnte ein Einflub des Bul-
len auf die Befruchtungsrate nachge-
wiesen werden. Durch verschiedene
Medienzusdize soll die Effizienz der
Embryoproduktion  optimiert  wer-
den. Derzeit ist es moglich, aus den
gewonnen Eizellen im Durchschnit
20 % Morulae und Blastozysten — er-
ste Entwicklungsstadien auf dem
Weg zum Embryo — zu erzeugen

(Abb. 2). Nachdem die ultraschall-

geleitete  Follikelaspiration anfang-
lich nur bei ,Problemtieren” ange-
wandt worden ist, also bei Kishen,
die auf die Superovulationsbehand-
lung nicht angesprochen haben
oder von denen aus anderen Grin-
den keine Embryonen gewonnen
werden konnten, stehen mitlerweile
vor allem tragende Tiere bis zum
vierfen  Trichtigkeitsmonat  sowie
Kéalber und Jungtiere im Mittelpunkt
des Interesses der Forscher.

NUTZEN FiR
DIE TIERZUCHT

Besonders vielversprechend  im
Hinblick auf eine Beschleunigung
des Zuchtfortschrittes ist die Nutzung
von Tieren noch vor der Ce-
schlechtsreife. Durch die beschrie-
benen Techniken wird es maglich,
Nachkommen auch von Tieren zu
erzeugen, die aufgrund ihres gerin-
gen Alters noch nicht in der konven-
fionellen Zucht verwendef werden
kénnen. Eine frihere Nutzung der
Jungtiere, das heift eine Verkirzung
des Generationsintervalls, bedeutet
eine erhdhte Anzahl von Nachkom-
men pro Muttertier und damit eine
groBere EinfluBnahme ihrerseits auf
den Zuchtfortschrift.

Diese Tafsache gewinnt besonde-
re Bedeutung im Zusammenhang mit



BIOTECHNOLOGIE

sogenannten MOET-Zuchtprogram-
men. Diese Programme sind do-
durch gekennzeichnet, daB die
Zucht ausschlieBlich innerhalb be-
stimmter kleiner Kernpopulationen
stattfindet. Charakferistisch for diese
Programme ist die Tatsache, dab die
Prifung des Zuchtfortschrittes nicht
anhand umfangreicher Nachkom-
mengruppen durchgefihrt wird, son-
dern sfafidessen Prifungsergebnisse
von Ahnen, Voll- und Halbgeschwi-
stern herangezogen werden. Aus-
schlaggebend fir die Zuverlassig-
keit einer so gefélltfen Selektionsent-
scheidung ist die Anzahl und Ausso-
gekraft der Informationen tber Eltern
und Geschwistertiere. Zwangslaufig
ergibt sich damit die Forderung
nach einer hohen Anzahl an Nach-
kommen pro Ellernpaar. Die Kombi-
nation von uliraschallgeleiteter Folli-
kelaspiration und  Invitro-Techniken
zur  Embryoproduktion  stellt  eine
Méglichkeit dar, dieser Forderung
gerecht zu werden.

Wissenschaftliche  Erkenntnisse

haben mehr und mehr Eingang in
die modeme Tierzucht gefunden.
Damit ein rascher Wissens- und
Technologiefransfer in die Praxis si-
chergestellt wird, sollten Grundlo-

genforschung und  praktische An-
wendung nicht voneinander ge-
frennt werden.

Einzelne Methoden und Modelle
fortpflanzungsbiologischer Grundla-
genforschung bieten die Maglich-
keit, die Prozesse von Keimzellent-
wicklung und Befruchtung bis hin zur
Wechselwirkung von Embryo und
Muttertier genauer zu durchdringen.
Fir die prakfische Nutzung dieses
Wissens ist es off notwendig, ver-
schiedene Techniken innerhalb ei-
nes biotechnischen Verfahrens zu-
sammenzufigen.

Die Méglichkeit, durch ultraschall-
geleitete Follikelaspiration in regel-
mabiger Folge Eizellen vom leben-
den Tier zu gewinnen, erdffnet dem

Tierzichter in Kombination mit den
In-vitro-Techniken der Reifung, Be-
fruchtung und Embryokultur sowie
dem Embryonentransfer neuve Per-
spektiven. Mit Hilfe dieses Metho-
denkomplexes wird er in die lage
versetzt, das Generationsintervall zu
verkirzen und das genefische Poten-
fial weiblicher Hochleistungstiere
verstarkt fur die Zucht zu nutzen.

Alle genannten biotechnischen
Verfohren  haben derzeit  einen
Stand erreicht, der ihre praktische
Nutzung maglich macht.

Nun kommt es darauf an, den aus
der Praxis erfolgenden Informations-
ricklauf in die fortlaufenden For-
schungsarbeiten zu infegrieren, um
die Systeme weiter zu verbessern.
Wissenschaft und Praxis im Kom-
plex schaffen so die Maglichkeit,
den 8konomischen Anforderungen
in der Landwirtschaft weiter gerecht
zu werden. L]

Dr. Thomas Greising, Forschungs-
institut fir die Biologie landwirtschaft
licher Nutztiere, Forschungsbereich
Fortpflanzungsbiologie, Wilhelm-
StahlAllee 2, 18196 Dummerstorf
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Rinderembryo
30 Tage nach
Befruchtung
(links: Grofle
etwa 10 mm)
und 10 Tage
spiiter (unten:
Grofle 20 mm)





