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1 Einleitung

1  Einleitung

Mit jedem Tag nimmt die Zahl der vom Aussterben bedrohten Tier- und Pflanzenarten zu.
Davon ist auch die Klasse der Vogel (Aves) betroffen. Die letzte Auswertung der
internationalen Schutzorganisation BirdLife International zeigt, dass aktuell 1227 Arten
(12 %) vom Aussterben bedroht sind (BIRDLIFE INTERNATIONAL 2009). Darunter weisen
die Papageienvdgel (Psittaciformes) den weltweit grof3ten Anteil an gefahrdeten Arten auf.
Die Hauptgriinde hierfir sind die anhaltende Zerstdrung ihrer urspriinglichen Lebensrdume,
wie etwa durch Brandrodung oder Besiedlung, aber auch der internationale Handel mit
Wildfangen. Gegenwartig sind ein Drittel aller bekannten Papageienarten vom Aussterben
bedroht (BIRDLIFE INTERNATIONAL 2009). Ein in freier Wildbahn ausgestorbener Papagei
— der Spixara (Cyanopsitta spixii) — ist zum Symbol fir das weltweite Artensterben
geworden. Noch besteht Hoffnung, denn es gibt etwa 70 Spixaras in Menschenobhut, einige
Privathalter und Zoologische Garten, die sich um die Zucht dieser einzigartigen Papageien
bemihen (REINSCHMIDT und LAMBERT 2006). Damit bleibt eine Chance flur die
Wiederauswilderung in die urspringlichen Lebensrdume bestehen. Allerdings gelingt bei
vielen bedrohten Papageienarten die Nachzucht in Gefangenschaft nur sporadisch. Die
Griunde hierfar sind vielfaltig, als Hauptgrund gilt die Zwangsverpaarung im Rahmen von
Zuchtprogrammen (z.B. Europdaisches Erhaltungszuchtprogramm, EEP), hier werden
Brutpaare hauptséchlich nach genetischen Aspekten zusammengestellt. Daneben wird die
Zucht in menschlicher Obhut durch Inzucht und auch Krankheiten erschwert, zum einen weil
Populationen bedrohter Arten in Menschenobhut bereits auf relativ kleine Wildpopulationen
zuriickgehen, was zu einer Reduzierung der genetischen Diversitat gefihrt haben kann
(DANIELL und MURRAY 1986). Weitere Ursachen konnen auf die Haltung in
Menschenobhut an sich zuriickzufiihren sein (MILLAM et al. 1988), die nur schwer den
natirlichen Bedlrfnissen anzupassen ist. Dies ist der Tatsache geschuldet, dass fundierte
wissenschaftliche Untersuchungen zum Reproduktionsstatus nahezu fehlen und ein Transfer
der Analytik vom Saugetier zum Vogel nicht so einfach méglich ist. Zudem zeichnet sich die
Klasse der Aves durch eine hohe Variabilitit aus. Durch besseres Verstandnis, wie die
Umwelt, soziale und hormonelle Faktoren das Reproduktionsgeschehen beeinflussen, kann

die Erfolgsrate zielgerichtet verbessert werden.

In der endokrinologischen Nutzgefligelforschung wurde aufgrund wirtschaftlicher Aspekte
(Eierproduktion) dem weiblichen Geschlecht besondere Aufwerksamkeit gewidmet. Dennoch
treten auch in der mannlichen Reproduktion regelmafig Probleme auf. Oftmals werden in
der tierarztlichen Praxis ,Zuchtpaare” zur Untersuchung vorgestellt, die nach dem Tretakt nur

unbefruchtete Eier legen.



1 Einleitung

Vor diesem Hintergrund hat die vorliegende Arbeit folgende Zielsetzung:

1.

Etablierung von Methoden fir die endokrine Analyse in verschiedenen Medien
(Plasma, Speichel, Kot) von mannlichen Papageien zur Erfassung des

Reproduktionsstatus

Bestimmung der Testosteronkonzentrationen in Plasma, Speichel und Kot

verschiedener Papageienspezies und deren vergleichende Betrachtung
Einfluss von Umwelt- und Haltungsbedingungen auf die Testosteronsekretion

Bestimmung von Corticosteron im Plasma der mannlichen Papageien als Indikator fur

Stress beim Vogel und deren Einfluss auf den Plasma-Testosteronspiegel

Die endokrine Analyse soll der Diagnose und Einordnung des Reproduktionsstatus der Tiere

dienen insbesondere im Hinblick auf mégliche Zuchtprogramme. Winschenswert sind vor

allem nicht-invasive Methoden zur Gewinnung von Untersuchungsmaterial, wie Kot oder

Harn, die mit deutlich geringerem Stress fir die Tiere verbunden sind. In der vorliegenden

Arbeit werden Wellen-, Nymphen- und Halsbandsittiche als Vertreter flr die Gruppe der

Papageienartigen eingesetzt. Die entwickelten Methoden und Erkenntnisse kénnen

madglicherweise auch auf andere Papageienspezies ubertragen werden und so einen

wichtigen Beitrag zum Erhalt bedrohter Arten leisten.



2 Literaturtibersicht

2 Literaturiubersicht

2.1 Beschreibung der untersuchten Papageienspezies

In dieser Arbeit wurden drei Vertreter aus der Ordnung der Papageienvigel (Wellensittiche,
Nymphensittiche, Halsbandsittiche) aus verschiedenen Herkunftsgebieten (Australien, Asien)
endokrinologisch untersucht. Diese Vertreter wurden gewahlt, weil sie aus Gattungen mit
bedrohten Arten stammen, selbst aber nicht zu den gefahrdeten Tierarten gehéren (IUCN
2009) und somit als endokrinologisches Modell fir bedrohte Papageienspezies eingesetzt
werden konnen. Das vorliegende Kapitel soll einen Uberblick (ber die Biologie und

Fortpflanzung der untersuchten Papageienspezies geben.

2.1.1 Der Wellensittich ( Melopsittacus undulatus )

Der Wellensittich ist die einzige Art in dieser Gattung und gehért innerhalb der Ordnung der
Papageien (Psittaciformes) zur Familie der eigentlichen Papageien (Psittacidae). Heute wird
er in die Gattungsgruppe der Plattschweifsittiche (Platycercini) innerhalb der Unterfamilie der
Psittacinae gestellt (COLLAR 1997).

Der zierliche Vogel (26-29 g) erreicht nur eine Gesamtlange von etwa 18 cm (Abb. 1).
Zwischen beiden Geschlechtern besteht ein ausgepragter Geschlechtsdimorphismus. Adulte
Mannchen weisen eine intensiv blaue, die Weibchen eine braunliche Wachshautfarbung auf
(LANTERMANN 1999).

Wellensittiche sind im Inland Australiens weit verbreitet. Sie sind typische Bewohner der
trockenen und halbtrockenen Gebiete und kommen nicht in Waldgebieten vor (ROBILLER
1997). Die in grol3en Schwarmen lebenden Vogel fihren eine nomadische Lebensweise und

ernéhren sich fast ausschlie3lich von Grassamen auf dem Boden.

In Australien zeigen die Wellensittiche ein saisonales Muster der Fortpflanzung. Im Siden
des Kontinents bruten sie meistens im Frihling (September — November) und im Norden
hauptsachlich im Herbst (Marz — Mai) und Winter (Juni — August) (WYNDHAM 1982). Die
Brut wird aber auch zu anderen Jahreszeiten nach gréReren Regenfallen sehr schnell
ausgelost (ROBILLER 1997). Zur Jungenaufzucht bendtigen sie halbreife Samen, die nur
nach Regenperioden vorhanden sind. Als ,opportunistische Brutvigel* (POHL-APEL 1980)
besitzen sie permanent reproduktionsfahige Gonaden, um bei gunstigen Bedingungen sofort
brutbereit zu sein (SERVENTY 1971). In Anpassung an die extremen Lebensbedingungen

sind mannliche Wellensittiche sexuell frihreif, sie kbnnen bereits im Alter von 105 Tagen
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fortpflanzungsfahig sein. In diesem Alter sind viele Wellensittiche bereits verpaart (POHL-
APEL 1980).

Inzwischen ist der Wellensittich wahrscheinlich die am leichtesten zu zichtende
Papageienart Uberhaupt. Hohe Fruchtbarkeit mit schneller Generationsfolge machen den
Wellensittich zum idealen Zuchttier (REINSCHMIDT und LAMBERT 2006). Unter optimalen
Haltungsbedingungen briten die Tiere wahrend des ganzen Jahres (LANTERMANN 1999).

Abb. 1:  A) méannlicher Wellensittich B) mannlicher N ymphensittich C) weiblicher (links) und

mannlicher (rechts) Halsbandsittich

2.1.2 Der Nymphensittich (  Nymphicus hollandicus )

Ein weiterer Vertreter der Papageien ist der Nymphensittich, der zur Familie der Kakadus
(Cacatuidae) gehort. Kakadus unterscheiden sich in der Morphologie von anderen
Psittacidae durch die Position ihrer Karotidarterien (Arteriae carotes communes), das
Vorhandensein einer Gallenblase, das Fehlen von blauer und gruner Farbgebung im
Gefieder, die Schadelform und die aufrichtbare Haube (ROWLEY 1997).

Die 32 cm langen Vogel wiegen etwa 80 bis 120 g (siehe Abb. 1). Nymphensittiche weisen
einen ausgepragten Geschlechtsdimorphismus auf, die Geschlechter lassen sich anhand der
Farbe des Gefieders unterscheiden.

Nymphensittiche leben nomadisch in Schwéarmen und bewohnen offene Wald- und Gras-
gebiete Australiens sowie aride Gebiete Zentralaustraliens. lhre Nahrung besteht aus kleinen
Samereien (Hirse, Sonnenblumen), die sie vom Boden oder direkt von der Pflanze fressen
(ROWLEY 1997).

Der Nymphensittich fihrt eine lebenslange monogame Beziehung (REINSCHMIDT und
LAMBERT 2006). Die Brutzeit ist vom Klima (Regenfallen) abhéangig und liegt folglich sehr

4



2 Literaturtibersicht

unterschiedlich. Im Allgemeinen briiten die Végel zwischen August und Dezember. Bei
gunstigen Bedingungen sind auch mehrere Bruten hintereinander mdoglich (ROBILLER
2001). Im Alter von etwa neun Monaten werden Nymphensittiche geschlechtsreif
(LANTERMANN 1999).

Heutzutage wird der Nymphensittich nach dem Wellensittich von allen Papageienarten am
haufigsten gezichtet. In der Gefangenschaft sind vier Zuchten im Jahr mdglich
(LANTERMANN 1999).

2.1.3 Der Halsbandsittich ( Psittacula krameri )

Der Halsbandsittich, auch kleiner Alexandersittich genannt, gehort innerhalb der Familie der
Psittacidae zu den Edelpapageien (Psittaculinij (COLLAR 1997). Das Vorkommen
beschrankt sich heute nicht mehr nur auf die urspriinglichen Verbreitungsgebiete in Afrika
und Asien. Durch entflogene oder freigelassene Kafigvogel konnten sich inzwischen auch
stabile Populationen an manchen Orten Europas etablieren (LANTERMANN 1999). Auch in
Deutschland leben Halsbandsittiche in freier Wildbahn. Damit ist der Halsbandsittich die
einzige Papageienart, die mittlerweile Uber drei Kontinente verbreitet ist. Es gibt vier
allgemein anerkannte Unterarten: P. k. krameri, P. k. parvirostris, P. k. borealis und P. k.
manillensis (FORSHAW 2006).

Der leuchtend griine Papagei mit rotem Schnabel erreicht eine Gesamtlange von etwa 40 cm
und wiegt zwischen 116 und 139 g. Es besteht ein ausgepragter Geschlechtdimorphismus,
die adulten Mannchen unterscheiden sich durch ihr charakteristisches schwarzes ,Halsband®

von den weiblichen Tieren (siehe Abb. 1).

Als Halbnomaden wandern sie in kleinen Schwarmen auf der Suche nach neuen
Futterquellen umher. Sie erndhren sich von Getreidesamen und Nektar, aber auch von
Frichten und Beeren. Der urspringliche Lebensraum des Halsbandsittichs waren
ausschlieBlich Waldlandschaften. Durch die Kultivierung heute halt er sich sowohl in
landwirtschaftlich genutzten Gebieten als auch in Garten und Stadten auf (LANTERMANN
1999).

Halsbandsittiche sind monogam, freilebende Voégel briten in Afrika von August bis
November und in Indien von Dezember bis Mai. In Europa beginnt die Brutzeit zeitig im Jahr,
haufig schon im Februar (ROBILLER 1997). Bemerkenswert ist das Balzverhalten des
Halsbandsittichs. Bei den Edelpapageien findet man umgekehrte Dominanzverhdltnisse, in
aller Regel nimmt das Weibchen die dominante Position ein (LANTERMANN 1999).

Allgemein sind Halsbandsittiche im dritten Lebensjahr fortpflanzungsféahig. Weibchen legen
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haufiger schon im zweiten Lebensjahr, allerdings sind die Eier dann selten befruchtet
(ROBILLER 1997).

2.2 Der Reproduktionszyklus des Vogels

2.2.1 Bestimmung des Zuchtzeitpunktes

Die meisten Vogelarten briten zu der Jahreszeit, die fir die Aufzucht der Jungen die grof3ten
Erfolgsaussichten hat. Der Zeitpunkt der Zucht wird durch ultimative und unmittelbare
Faktoren festgelegt. Der wichtigste ultimative Faktor ist bei den meisten Spezies das
Vorhandensein von Futter, das fur die Jungenaufzucht benétigt wird. Deshalb briten
Wellensittiche in Australien ausschlief3lich nach den Regenféllen, da nur daran anschlie3end
gentgend Aufzuchtfutter fir die Jungtiere, namlich halbreife Grassamen, vorhanden sind
(POHL-APEL 1980). Aufgrund der Tatsache, dass das Nahrungsangebot vom jahreszeitlich
schwankenden Okosystem abhangig ist, sind die meisten Spezies saisonal. Auch
Papageienarten, die nicht in den Tropen leben, haben eine mehr begrenzte Brutsaison
(JUNIPER und PARR 1998). Tropenvogel briten haufig in Bezug zum Niederschlag, wobei
aulBerhalb der Tropen die Zucht unter dem Einfluss von Temperatur und Tageslange
meistens im Fruhjahr oder Sommer erfolgt. Bei der Haltung in Menschenobhut setzt die
Brutphase in der Regel nach absolvierter Mauser im Frihjahr ein, wenn die Temperaturen
steigen und die Tage langer werden (LANTERMANN 1999). Aufgrund der Nutzung
unterschiedlicher Futterquellen variiert die Brutsaison zwischen den Spezies. So erndhren
sich Kreuzschnabel (Loxia) von den Samen der Nadelbdume, die in unregelmalfiigen
Abstanden vorhanden sind. Sie sind in der Lage in den meisten Monaten (Januar — August)
des Jahres zu briten und z&hlen somit zu den ,opportunistischen Brutvogeln®. Aber auch
diese Vogel zeigen eine klare Jahresperiodik der Gonadenfunktion (BERTHOLD und
GWINNER 1978).

Ein idealer unmittelbarer Faktor zur Kontrolle der Zuchtsaison auf3erhalb der Tropen ist der
jahrliche Zyklus der Tagesléange (Photoperiode), mit dessen Hilfe Vdgel den Beginn ihrer
Zucht voraussehen koénnen. Die Photoperiode definiert den Zeitraum, in dem Vogel
physiologisch in der Lage sind zu briten. Die Feinabstimmung innerhalb dieser Periode
erfolgt durch nicht photoperiodische Stimuli (DAWSON 1999), wie Futterangebot,
Temperatur und Niederschlag. Das Wetter beeinflusst die aviare Reproduktion vorwiegend
auf zwei Wegen. Im frihen Stadium der Brutsaison kann es als zusatzliche Information
dienen und die Gonadenreifung beschleunigen oder hemmen, wobei in spateren

Zyklusphasen schlechtes Wetter zur Unterbrechung der Brut fihrt und so als modifizierender
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Faktor agieren kann (WINGFIELD 1984c). In den Tropen hingegen hat die Photoperiodik nur
wenig Einfluss, da hier die jahrlichen Schwankungen der Tageslange gering ausfallen. Hier
treten extrinsische Faktoren, wie die Wetterlage, das Nahrungsangebot und der Zugang zu
einem Nest als unmittelbare Faktoren in den Vordergrund. In Zentralaustralien, wo die
Niederschlage selten und unregelmafiig auftreten, ist Regen der friilhestmégliche Zeitgeber
fur eine Brutsaison (IMMELMANN 1963). Vor allem fur Hohlenbriter, zu denen auch die hier
untersuchten Papageien gehoren, ist die Bereitstellung einer Nestbox fur eine erfolgreiche
Zucht zwingend erforderlich. Ebenso spielen der Ernahrungszustand sowie der Sozialstatus
eines Individuums als intrinsische Faktoren eine Rolle bei der Bestimmung der Brutsaison
(DAWSON 1999). Besonders bei den weiblichen Vdgeln sind soziale Faktoren, wie die
Anwesenheit eines Partners oder Nestes, erforderlich fir die Eibildung. In Kombination mit
Photostimulation wird so der Reproduktionserfolg beim Nymphensittich verbessert (MILLAM
et al. 1988). Horkontakt zu Artgenossen stimuliert die Gonadenentwicklung beim
Wellensittich (FICKEN et al. 1960), insbesondere das Sanfte Trillern (soft warble) der
Mannchen fordert die Ovarentwicklung und Eiablage (BROCKWAY 1965). Vorraussetzung
fur die sexuelle Entwicklung bei monogamen Spezies ist oft die Paarbindung (MILLAM
1997).

2.2.2 Photoperiodische Kontrolle des Fortpflanzungs zyklus

Fast alle freilebenden Vogel zeigen einen saisonalen Reproduktionszyklus. In Abhangigkeit
von den Futterquellen kann die Zucht immer zur gleichen Zeit (vorhersehbar) oder zu
verschiedenen Zeiten im Jahr (opportunistisch) erfolgen. Wie auch bei anderen Vertebraten
kann die Jahresperiodik der Fortpflanzung zumindest teilweise in einer endogenen
circannualen Rhythmik vorprogrammiert sein, die unter natirlichen Bedingungen von
externen Umweltfaktoren, sogenannten Zeitgebern, auf genau 12 Monate synchronisiert wird
(GWINNER 1981). In der geméaRigten Klimazone nutzen Vdgel vorwiegend den Jahresgang
der Tageslichtdauer (Photoperiode) als wichtigsten Zeitgeber, wahrend in den Tropen und
bei den ,opportunistischen Brutvégeln" die endogene circannuale Rhythmik wichtiger
erscheint und nicht photoperiodische Stimuli (Niederschlag, Futterangebot) als unmittelbare
Faktoren der Zuchtplanung auftreten. Bei diesen Spezies bleibt das Reproduktionssystem fur
lange Zeit in einem Stadium der ,Brutbereitschaft* (DAWSON et al. 2001). Aber trotz des
geringen photoperiodischen Signals in den Tropen zeigen afrikanische Schwarzkehlchen
(Saxicola torquata axillaris) einen &@hnlichen jahrlichen Gonadenzyklus wie ihre Artgenossen
in der gemaRigten Klimazone (S. t. rubicola) mit einer photorefraktaren Periode nach der
Brut (GWINNER und SCHEUERLEIN 1999). Auch die opportunistisch brutenden

Kreuzschnabel scheinen aul3erhalb ihrer Brutsaison im Herbst photorefraktar zu sein (HAHN
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1998). Demnach sind alle Vogelspezies photoperiodisch, aber die Bedeutung der nicht

photoperiodischen Signale bei der Feinabstimmung der Brutsaison variiert.

2.2.2.1 Photostimulation

Die zunehmende Tageslange im Fruhjahr liefert die initiale Information und fiahrt durch
Photostimulation zum Wachstum der Gonaden und damit zur vermehrten Bildung der
Geschlechtshormone. Dieser Prozess wird durch Simulation der Gonadotropinsekretion in
Folge erhdhter GnRH-Freisetzung aus dem Hypothalamus vermittelt. Beim Nymphensittich
zeigt sich ein Zusammenhang zwischen mehreren Umweltstimuli (Tageslichtlange, Kontakt
zum Sozialpartner, Zugang zum Nest) und einer erhéhten LH-Produktion (SHIELDS et al.
1989). Im Unterschied zu den Saugetieren werden beim Vogel die Lichtreize von
extraretinalen Photorezeptoren im Hypothalamus erfasst (DAWSON 1999). Diese Neurone
enthalten ein Opsin-like-Protein, das gleiche, das in den Photorezeptoren der Netzhaut
vorkommt (MILLAM 1997), und sind an der GnRH-Stimulation der Gonadotropine beteiligt.
Vogel benottigen demnach weder die Augen noch die Epiphyse, um Verdnderungen der
Tageslange wahrzunehmen. So ist auch der Melatoninspiegel fir die Regulation der
Gonadenfunktion bedeutungslos. SENGUPTA und MAITRA (2006) untersuchten den
Einfluss der Epiphyse auf den Reproduktionszyklus ménnlicher Halsbandsittiche und
konnten zeigen, dass Melatonin den Aktivitdtszustand des Hoden bei diesen Psittaziden
nicht beeinflusst. Beim Vogel wird normalerweise die Gonadenaktivitdt durch zunehmende
Beleuchtungsdauer stimuliert, wie auch beim Nymphensittich (MILLAM et al. 1988), wahrend
z.B. das Hodenwachstum der indischen Halsbandsittiche mit abnehmender Tageslichtlange
einsetzt (KRISHNAPRASADAN et al. 1988).

2.2.2.2 Photorefraktare Phase

Bei Uberschreitung der kritischen Tageslange wird ein zweiter Prozess initiiert, der die
GnRH-Freisetzung hemmt und die photorefraktdre Phase einleitet. Die zur Brutzeit
reproduktionsfahigen (aktiven) Gonaden bilden sich zuriick (Gonadenregression) und
werden vorlbergehend refraktar (POHL-APEL 1980). An der Entstehung der
Photorefraktivitat sind auch die Schilddrisenhormone und Prolactin beteiligt. Bei den
meisten Spezies setzt mit Beginn der photorefraktdren Phase die Mauser ein, die durch die
Sexualsteroide gehemmt wird (DAWSON 1999). Die VoOgel bleiben solange unempfanglich
gegeniber langen Lichteinflissen bis das refraktare Stadium durch die kurzen Tage im
Herbst endet. Die Auspragung der photorefraktdren Phase ist speziesspezifisch.

Nymphensittiche werden normalerweise nach dem zweiten Gelege photorefraktar (MARTIN
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und MILLAM 1995) und Halsbandsittiche sind fiir mindestens 6 Monate lichtunempfindlich
(MAITRA und DEY 1992). Bei einigen Arten (z.B. Tauben) fehlt dieses Stadium, wahrend bei
Wachteln die Gonaden auch unter Langtagbedingungen vollentwickelt und lichtempfindlich
bleiben, sodass man hier von ,relativer Photorefraktivitat* spricht (FOLLETT und NICHOLLS
1985). Aber die meisten Vogel der mittleren und hohen Breitengrade sind ,absolut
photorefraktar* (DAWSON et al. 2001).

2.2.2.3 Photosensitive Phase

Die abnehmende Tageslichtlange im Herbst stimuliert die Synthese von GnRH im
Hypothalamus, aber die GhRH-Ausschittung muss gering sein, da der Gonadotropinspiegel
nicht ansteigt. Das Reproduktionssystem wird fur den neuen Zyklus vorbereitet und die
Hoden erreichen den photosensitiven Zustand wieder. Dadurch sind sie in der Lage auf die
zunehmende Tageslichtdauer im Frihjahr zu reagieren. Die Lange und die Phase der

Photosensitivitat sind speziesspezifisch.

Die meisten Vogel zeigen alternierende Zyklen zwischen Photosensitivitat
(Spatherbst/Winter), Photostimulation (Fruhling) und Photorefraktivitat (Spatsommer/Herbst),

die im Hypothalamus oder anderen neuralen Zentren gesteuert werden (WILLIAMS 1999).

2.3 Endokrine Steuerung der aviaren Reproduktion

Die wenigen Erkenntnisse auf dem Gebiet der Vogelendokrinologie basieren hauptsachlich
auf Arbeiten aus dem Bereich des Nutzgefligels und der Forschung mit Sperlingsvogeln
(Passeriformes). Die Endokrinologie der Papageien ist in der Literatur unzureichend

beschrieben.

2.3.1 Die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse

Die hormonelle Steuerung der Reproduktion lauft auch beim Vogel im Wesentlichen Uber die
Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse (HPG-Achse). Durch externe oder interne
Stimuli werden in den Nervenzellen des Hypothalamus Gonadotropin Releasing-Hormon
(GnRH) und Vasoaktives Intestinales Peptid (VIP) ausgeschittet, die (ber das
Hypophysenpfortadersystem die Zielzellen der Adenohypophyse erreichen. Dort bewirkt
GnRH die stoRweise Freisetzung der Gonadotropine LH und FSH (HATTORI et al. 1986),
wahrend VIP die Prolactinsynthese induziert. GnRH und VIP kénnen Uber entsprechende
Rezeptoren auch direkt an den Gonaden wirken (ASEM und NOVERO 1993). Die aviaren
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Gonadotropine LH und FSH sind Glykoproteindimere und bestehen wie beim Sauger aus
einer a- und einer spezifischen B-Untereinheit, die fur die biologische Aktivitat essentiell sind
(BURKE et al. 1979). Zielgewebe dieser Gonadotropine sind beim ménnlichen Vogel die
Hoden. FSH induziert das Hodenwachstum und die Spermatogenese durch Stimulation der
Sertolizellen. Diese in den Tubuli seminiferi lokalisierten Zellen sind fir die Ernahrung,
Fortbewegung und Phagozytose der Spermien wichtig und konnen Ostrogene aus
Androgenen sowie Inhibin synthetisieren. Inhibin, ein Polypeptid, ist fir die Hemmung der
FSH-Sekretion verantwortlich (PETRIDES 1998). LH induziert in den Leydigzellen die
Androgensynthese (SCANES 2000) in Form von Testosteron und dessen Vorstufen, den
Androstendionen (NAKAMURA und TANABE 1972). Die Testosteronausschittung in den
Blutkreislauf erfolgt diskontinuierlich unmittelbar nach den LH-Spitzen (BACON et al. 1991).
Testosteron beeinflusst die Spermiogenese, die Ausbildung der sekundaren Geschlechts-
merkmale (Form und Farbe des Gefieders, Wachstum des Kammes) und das Sexual-
verhalten (KIRBY und FROMAN 2000). Daruber hinaus wirken Androgene Uber eine
negative Rickkopplung auf den Hypothalamus und hemmen so die GnRH-Ausschittung
(WOODS und THOMMES 1999). Dadurch wird der Testosteronspiegel innerhalb sehr enger
Grenzen konstant gehalten. Die Testosteronkonzentration im Plasma unterliegt einem
circadianen Rhythmus, wobei die Testosteronproduktion bevorzugt nachts erfolgt
(SCHANBACHER et al. 1974).

2.3.2 Kontrolle der Gonadotropinsekretion

Die Regulation der Gonadotropine LH und FSH erfolgt zum einen direkt Uber das GnRH aus
dem Hypothalamus. Bis heute sind beim Vogel drei verschiedene Isomere dieses
Neurohormons bekannt, die sich in ihrer Struktur, Verbreitung und Funktion voneinander
unterscheiden. Im Hypothalamus des Haushuhnes wurden cGnRH-l1 (KING und MILLAR
1982) und cGnRH-1I (MIYAMOTO et al. 1984) isoliert und beschrieben, und beim Singvogel
wurde eine dritte Form (ir-lamprey GnRH-III) nachgewiesen (BENTLEY et al. 2004). Im
Hypothalamus und in der Hypophyse (Eminentia mediana) von adulten Wachteln isolierten
TSUTSUI et al. (2000) ein weiteres Peptid, das die Gonadotropinfreisetzung hemmt und
deshalb als GnlH (Gonadotropin Inhibiting-Hormon) bezeichnet wird. GnIH kdnnte eine
Erklarung fur das Phanomen der photoinduzierten Gonadenregression beim Vogel sein, da

es im vollentwickelten Hoden Apoptose induziert (UBUKA et al. 2006).

Langwirkende GnRH-Agonisten fiihren durch Herabregulierung (Down-Regulation) des
hypophysaren GnRH-Rezeptors zur reduzierten Gonadotropinausschittung, Gonaden-
regression und Mauser (DICKERMAN und BAHR 1989). Sie sind geeignet, die Eiablage bei
Papageien zu unterdriicken (MILLAM und FINNEY 1994). Beim Wellensittich wird durch die
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Applikation eines GnRH-Analogons (Burserelinacetat) die Eibildung, der Anteil befruchteter
Eier sowie die Ausscheidung von Steroidmetaboliten erhéht (COSTANTINI et al. 2009).

Die entscheidende Kontrolle Gber die LH- und FSH-Sekretion tiben auch beim Vogel die
Steroidhormone aus. Dabei wird die GnRH induzierte LH-Freisetzung durch Testosteron und
noch effektiver durch 5a-Dihydrotestosteron (5a-DHT) gehemmt, wahrend 5B-Dihydro-
testosteron (5B-DHT) und 17B-Ostradiol keinen Einfluss auf die Adenohypophyse haben
(CONNOLLY und CALLARD 1987). Der hemmende Effekt von Corticosteron auf die LH-
Sekretion (CONNOLLY und CALLARD 1987) bestatigt den Einfluss der Glucocorticoide auf
die Reproduktion (MARTIN et al. 1984).

2.3.3 Aufbau und Hormone der Hypophyse (  Glandula pituitaria )

Die Hypophyse setzt sich aus zwei deutlich voneinander abgrenzbaren Anteilen, der Adeno-
hypophyse und der Neurohypophyse, zusammen, die nur durch lockeres Bindegewebe
verbunden sind. Beim Vogel wird die Adenohypophyse in die Pars distalis und Pars tuberalis
unterteilt, wobei sich die Pars distalis durch zwei unterschiedliche Zelltypen in einen
zephalen und kaudalen Lappen gliedert (LUMEIJ 1994). Eine funktionelle Pars intermedia
der Saugetiere fehlt beim Vogel. Die weitaus kleinere Neurohypophyse setzt sich aus der
Eminentia mediana und dem Infundibulum sowie dem nach kaudal gerichteten Lobus

nervosus s. Pars nervosa zusammen (GUTTE 1993).

Die Neurohypophyse setzt zwei wichtige Hormone frei, entweder Mesotocin (MT) oder
Arginin-Vasotocin (AVT). Diese avidren Neuropeptide werden von neurosekretorischen
Zellen in den Kerngebieten des Hypothalamus gebildet, entlang der Axone zur Neuro-

hypophyse transportiert und in der Pars nervosa bis zu ihrer Freisetzung gespeichert.

Die Adenohypophyse ist funktionell mit Hilfe von Venen mit dem Hypothalamus verbunden.
Uber dieses Hypophysenpfortadersystem wirken Substanzen, die in den Kernen des
Hypothalamus gebildet werden, fordernd oder hemmend auf die Funktion der verschiedenen
Drisenzellen in der Adenohypophyse. Aufgrund ihres Farbeverhaltens unterscheidet man
ahnlich wie bei den Saugetieren acidophile, basophile und chromophobe endokrine Zellen,
die der Produktion bestimmter Hormone zuzuordnen sind (SINOWATZ und FREWEIN 2004).
In der Adenohypophyse werden u.a. die Hormone ACTH, FSH und LH gebildet und in den

peripheren Blutkreislauf freigesetzt.

11
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2.3.4 Hoden (Testis)

2.3.4.1 Anatomie

Die paarigen Hoden des méannlichen Vogels sind nach WAIBL und SINOWATZ (2004) oval-
eiférmig bis rund und zumeist von gelblich-weil3er Farbe, sie kénnen auch art- und rasse-
spezifisch pigmentiert sein, wie z.B. bei den Kakadus. Die Farbe verandert sich mit dem

Aktivitatszustand des Hodens.

Beim Vogel liegen die Hoden vollstdndig intraabdominal. Sie sind von Brust- und Bauch-
luftsacken breitflachig umgeben, hierdurch wird ein kiihlender Effekt erzielt. Dartiber hinaus
ermdglicht der den Hoden umspannende, stark verzweigte Venenplexus eine Kihlung der

Keimdrisen.

Die Gr6Re der Hoden ist abhangig von der Art, der Rasse, vom Alter und insbesondere vom
Stadium des Fortpflanzungsgeschehens. Beim Haussperling (Passer domesticus) beispiels-
weise wachst der Hoden in der Fortpflanzungszeit auf das 300-fache seiner urspringlichen
GroRe heran (WAIBL und SINOWATZ 2004). Den saisonalen Wildvogeln stehen die
»opportunistischen Brutvogel* gegeniber, beim Wellensittich z.B. nimmt der Hoden in der
Brutzeit um das 30- bis 40-fache an GroR3e zu (POHL-APEL 1982).

2.3.4.2 Hodenzyklus

In Gebieten mit regelmafig auftretenden guten Brutbedingungen (gemaRigte Klimazone)
zeigen die mannlichen Vogel nur zur Brutzeit reproduktionsfahige Gonaden. Da die Brutzeit
rechtzeitig durch unmittelbare Faktoren angekindigt wird, bleibt gentigend Zeit zur Reifung
der inaktiven Hoden. Die Vogel in den gemaRigten Klimazonen nutzen initial die saisonalen
Veranderungen der Photoperiode und zuséatzliche Signale, wie Futterangebot, Temperatur
und Niederschlag, zur Feinabstimmung der Reproduktion. Im Allgemeinen fihrt die
zunehmende Tagesléange im Frihjahr durch Photostimulation zur Reifung der Gonaden. Das
Uberaus rasche Wachstum der Hoden wird ermoglicht durch die selbstpotenzierende
Wirkung von FSH und dem Synergismus zwischen FSH und Testosteron (TSUTSUI und
ISHII 1978). Zwischen Vogeln und Saugetieren bestehen bedeutende Unterschiede
hinsichtlich der Grol3e des Hodenwachstums. So zeigen viele Vogelspezies einen 100- bis
500-fachen Zuwachs vor der Reproduktionssaison (DONHAM et al. 1982), wobei die Hoden
der Spitzmaus und der Ratte nur um das 5-fache an Grél3e zunehmen. Zur Brutzeit sind die

Hoden voll entwickelt (aktiv), anschlieRend degenerieren sie (Hodenregression) und werden
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in der Regel voribergehend refraktdr (POHL-APEL 1980). Inaktive Gonaden treten

aulRerhalb der Brut und wahrend der Mauser auf.

In Lebensrdumen mit unregelmaRig auftretenden Brutbedingungen ist keine langfristige
Ankiindigung der Brutzeiten durch unmittelbare Faktoren moglich. Um bei glnstigen
Brutbedingungen sofort brutbereit zu sein, besitzen die Vdgel in diesen Gebieten permanent
reproduktionsfahige Gonaden (SERVENTY 1971). Als ,opportunistische Brutvogel“ sind
diese Vogel in der Lage zu jeder Jahreszeit zu briten. Unter den Papageien zadhlen die
Nymphen- und Wellensittiche zu den opportunistisch britenden Arten (POHL-APEL 1980).
Die freilebenden Wellensittiche zeigen charakteristische Zyklen der Gonadenaktivitat und —
inaktivitat. Die Hoden sind klein und inaktiv, wenn sie nicht briten und vergrof3ern sich um
das 30- bis 40-fache wahrend der Brutsaison (POHL-APEL 1982). Die subtropischen,
indischen Halsbandsittiche zeigen ebenfalls saisonale Veranderungen der Hodenaktivitat. So
sind zwischen Mai und Dezember die Hoden vollstéandig zuriickgebildet, wéahrend sie zur
Brut (Dezember — Februar) um das 50-fache an Gewicht zunehmen (KRISHNAPRASADAN
et al. 1988). Der jahrliche Zyklus der Hoden kann in 4 verschiedene Phasen eingeteilt
werden. In dem Zeitraum April bis September (,preparatory“ phase) enthalten die Gonaden
nur ruhende Spermatogonien, die sich in der progressiven Phase (,progressive” phase) zu
primaren Spermatozyten umformen (Oktober — Dezember). Im Januar (,prebreeding” phase)
beginnt die Spermatogenese, die Ende Februar bis Marz (,breeding” phase) ihren
Hohepunkt erreicht (MAITRA und DEY 1992).

Das saisonale Wachstum der Hoden beruht hauptsachlich auf einer Grél3enzunahme der
Samenkanalchen in Verbindung mit der Spermaproduktion, zudem nimmt die Anzahl der
Interstitialzellen, die fur die Produktion der mannlichen Geschlechtshormone verantwortlich
sind, zu (BIRKHEAD 1999). Somit korreliert der Plasma-Testosteronspiegel mit der
HodengroRe (GARAMSZEGI et al. 2005) und dem Hodengewicht (WINGFIELD und
FARNER 1978). Dagegen behaupten TSUTSUI und ISHII (1978), dass die Zunahme der

Hodenmasse hauptsachlich aufgrund der Hypertrophie der Sertolizellen zustande kommt.

2.3.4.3 Hormone des Hodens

Auch bei Vdgeln ist Testosteron das bedeutendste mannliche Sexualhormon. Jedoch ist bis
heute nicht eindeutig geklart, ob Testosteron auch funktionell das wichtigste Androgen beim
Vogel darstellt. Bei Sperlingsvogeln beispielsweise wurden groRere Konzentrationen von
Testosteronvorstufen im Plasma gefunden (WINGFIELD et al. 1982). Durch Metabolisierung
von Testosteron in den Hoden wird in geringerem Umfang auch Dihydrotestosteron (DHT)

freigesetzt. Die LH-induzierte Testosteronausschittung aus den Leydigzellen erfolgt
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zunachst in die Samenkanalchen und einige Tage verzdgert im peripheren Blutkreislauf
(DONHAM et al. 1982). Das mannliche Geschlechtshormon Testosteron bt mehrere
Funktionen im Zusammenhang mit der Reproduktion aus, hat aber auch nachteilige
biologische Effekte, wie z.B. Immunsuppression (BRAUDE et al. 1999) und verminderte
Uberlebenswahrscheinlichkeit (DUFTY, Jr. 1989). Die blaue Wachshaut, das typische
Balzverhalten und Trillern (,warbling”) der mannlichen Wellensittiche ist auf den héheren
Testosteronspiegel im Vergleich zu den Weibchen zurlckzufiihren (NESPOR et al. 1996).
Neben ihrer Synthese in den Gonaden (Ovar, Testes) werden Androgene in geringen
Mengen auch in der Nebenniere gebildet (SCHLINGER et al. 1999). Ein weiterer
Produktionsort fur Androgene liegt im Gangsystem des Nebenhodens, wo sie fir die
Ausreifung der Spermien mitverantwortlich sind (BUDRAS und SAUER 1975).

2.3.4.3.1 Testosteronkonzentration beim Vogel

Es ist bekannt, dass die Testosteronproduktion der Vdgel von zahlreichen Umwelt- und
Sozialfaktoren abhangig ist. Beim erwachsenen Hahn beispielsweise werden Plasma-
Testosteronspiegel bis zu 2,5 ng/ml erreicht, wobei auch hier starke Schwankungen zu
beobachten sind, die im Wesentlichen auf Umwelteinflissen beruhen (WITTMANN 1994). In
den Tropen fallt die Testosteronkonzentration (1,3 = 0,2 ng/ml) im Durchschnitt geringer aus
als in der gemaRigten Klimazone (GOYMANN et al. 2004). Die merklich unterschiedlichen
Testosteronprofile von gefangenen und freilebenden Vdgeln zeigen, dass Verhaltensweisen
im Feld einen entscheidenden Einfluss auf die Testosteronsekretion ausiiben. So ist der
Plasma-Testosteronspiegel von freilebenden Voégeln héher und weitaus komplexer im
Verlauf des Reproduktionszyklus als bei den Mannchen in Gefangenschaft. WINGFIELD et
al. (1990) beschreiben drei Level der Testosteronsekretion. Level A ist der Basisspiegel
aulRerhalb der Brut zur Erhaltung des negativen Feedbacks. Level B bezeichnet den
Basisspiegel wahrend der Brutsaison, der fir die Spermatogenese, die Entwicklung der
sekundaren Geschlechtsmerkmale sowie das reproduktive Verhalten ausreichend ist und in
Gefangenschaft unter Langtagbedingungen auftritt. Level C kennzeichnet den unter
physiologischen Bedingungen maximal erreichbaren Testosteronspiegel, der bei
freilebenden mannlichen Voégeln durch Interaktionen zwischen den Mannchen und die
Anwesenheit von sexuell empfanglichen Weibchen vorkommt. Der Testosteronspiegel wird
Uber aggressive Auseinandersetzungen mit anderen Mannchen reguliert und korreliert nur in
Zeiten sozialer Instabilitdt mit dem Aggressionsverhalten (,challenge hypothesis®). Die
Interaktionen erhohen den Testosteronspiegel von Level B auf Level C und steigern
wiederum die Frequenz und Intensitdt der Aggression (WINGFIELD et al. 1990). Dieses

.positive” Feedback bleibt solange bestehen bis der Rivale vertrieben oder das Weibchen
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nicht mehr empfanglich ist und die Testosteronstimulation wegféllt. Der Testosteronspiegel
korreliert auch mit dem Grad der elterlichen Firsorge, die abnimmt, wenn die
Testosteronkonzentration tUber Level B ansteigt (WINGFIELD et al. 1990). Aul3erdem ist die
Testosteronsekretion vom Paarungssystem der Vogel abhéngig. Polygyne Spezies haben
hohere Testosteronkonzentrationen wahrend der Brutsaison als monogame Vogelarten.
Méannliche Vogel mit hohen Testosteronkonzentrationen konnen sich gegentber
Konkurrenten durchsetzen, effizienter ihre Sexualpartner verteidigen und ihr Territorium
vergroRRern. Dies ermdglicht ihnen, sich mit zahlreichen Weibchen zu paaren und steigert die
reproduktive Fitness. Demnach tendieren polygyne Vogelarten zu hohen Testosteronbasis-
spiegeln im Gegensatz zu monogamen Arten (WINGFIELD et al. 1990), wobei Spezies mit
hohen Basisspiegeln relativ niedrige Testosteronhdchstwerte aufweisen (GARAMSZEGI et
al. 2005). Von wenigen Ausnahmen abgesehen (Kea, Eulenpapagei) leben die meisten
Papageien monogam (LANTERMANN 1999). WINGFIELD (1984a) zeigt, dass das
Paarungssystem der Végel durch die Testosteronsekretion reguliert wird, indem er in far
gewohnlich monogamen Spezies durch die Applikation von Testosteron-Implantaten
Polygynie induziert. Nicht nur zwischen dem Paarungssystem bestehen Unterschiede in der
Testosteronkonzentration, sondern auch innerhalb der monogamen Spezies schwankt der
Testosteronspiegel stark mit dem Breitengrad und folglich mit der Lange der Brutperiode und
dem Territorialverhalten. Die Brutsaison in der Arktis ist so kurz, dass Territorialbalz und
hohe Testosterontiter nur maximal 1-4 Tage auftreten. Je weiter sidlich die Vogel briten,
desto langer bestehen das Territorialverhalten und der erhdhte Testosteronspiegel
(WINGFIELD und FARNER 1978). In den Tropen sind die Végel oft das ganze Jahr hindurch
territorial, dennoch bleibt die Plasma-Testosteronkonzentration niedrig (0,3 ng/ml, FEDY und
STUTCHBURY (2006)), aul3er wahrend kurzer Perioden sozialer Instabilitat (WIKELSKI et
al. 1999; HAU et al. 2000). Auch bei den subtropischen Halsbandsittichen in Indien korreliert
der zwischen Mai und August (,postbreeding” Periode) ansteigende Testosteronspiegel mit
der verstarkten Abwehr von Konkurrenten in dieser Zeit (KRISHNAPRASADAN et al. 1988).
Selbst unter den Tropenvdgeln schwankt der Testosteronspiegel und wird beeinflusst durch
die Lange der Brutsaison, dem Territorialitatstyp und der Hoéhenlage. Je kirzer die
Brutsaison, desto hoher der maximale Testosterontiter (GOYMANN et al. 2004). Die
mannlichen Vogelspezies in den Tropen haben im Allgemeinen sehr niedrige Testosteron-
Plasmaspiegel (DITTAMI 1986; HAU et al. 2000; GOYMANN et al. 2004; FEDY und
STUTCHBURY 2006) im Vergleich zu den Artverwandten in der gemagigten Klimazone
(SCHWABL et al. 2005; GOYMANN et al. 2006). So zeigen die Europaischen Schwarz-
kehlchen (Saxicola torquata rubicola) in allen Reproduktionsstadien hohere Testosteron-
Plasmaspiegel als ihre Artverwandten am Aquator (Afrikanische Schwarzkehlchen), auRer

wahrend Nestbau und Eiablage. In diesen Stadien tendieren die Afrikanischen
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Schwarzkehlchen zu grolReren Testosteronkonzentrationen (GOYMANN et al. 2006).
Dennoch kdnnen einige Tropenvogel &hnlich hohe Konzentrationen wie ihre Vertreter in den
nordlichen Breiten erreichen (MOORE et al. 2002; GOYMANN et al. 2004).

2.3.4.3.2 Testosteronspiegel wahrend des Reproduktionszyklus

Ein von der Jahreszeit abhéangiger Zyklus lasst sich vor allem bei freilebenden Vdgeln
beobachten. Der Testosteronspiegel steigt mit zunehmender Tageslange im Frihjahr an
(FARNER und WINGFIELD 1980) und erreicht zur Zeit der Balz, beim Nestbau (DAWSON
1983; SCHWABL et al. 2005; GOYMANN et al. 2006) und um die Zeit der Kopulation
besonders hohe Werte. Stare (Sturnus vulgaris) beispielsweise zeigen maximale
Testosteronkonzentrationen im April (Nestbau). Wahrend der Eiablage und Inkubation im
Mai sinkt der Plasma-Testosteronspiegel wieder ab und bleibt den Sommer Uber niedrig
(DAWSON 1983). Zur Zeit der Mauser, die sich normalerweise an die Brutperiode
anschlief3t, treten minimale Testosteronkonzentrationen auf (SCHWABL et al. 2005). Bei
einigen Vogeln, die ein Winterterritorium fur die Brut im nachstfolgenden Frihjahr
verteidigen, kann ein zweiter Anstieg der Testosteronkonzentration im Herbst und Winter
festgestellt werden, wie z.B. beim Star (DAWSON 1983). Die meisten anderen Spezies
weisen basale oder niedrige Plasma-Testosteronspiegel auRerhalb der Brutsaison auf, auch
wenn die territoriale Aggression am intensivsten ist (LOGAN und WINGFIELD 1990;
WINGFIELD und HAHN 1994; GWINNER et al. 1994). Kastration (WINGFIELD 1994) oder
die Verabreichung von Testosteron (SILVERIN et al. 1989; LOGAN und CARLIN 1991)
verdndern das Aggressionsverhalten nicht. Demzufolge beeinflusst Testosteron die
territoriale Aggression nur im Zusammenhang mit der Reproduktion, wahrend das
Territorialverhalten aufRerhalb der Brutsaison Testosteron-unabhangig vorkommt. Dadurch
kénnen die Gefahrdungen durch dauerhaft erhdhte Testosteronspiegel vermieden werden.
Zur Steuerung der Aggression aufRerhalb der Brut nutzen Vdgel alternative Mechanismen,
indem sie Dehydroepiandrosteron (DHEA) bilden (HAU et al. 2004) und im Gehirn in aktive
Sexualhormone umwandeln (SOMA und WINGFIELD 2001). DHEA ist eine Vorstufe der
Androgene (Androstendion, Testosteron), die in den Nebennieren oder zuriickentwickelten
Gonaden gebildet werden kann (SOMA und WINGFIELD 2001). Die Wirkung der
Aromatasehemmer auf die Aggression zeigt, dass Ostrogene an dem mannlichen
Aggressionsverhalten auf3erhalb der Brut beteiligt sind (SOMA et al. 2000).

Bei monogamen Spezies steigt der Testosteronspiegel zu Beginn der Brutsaison an und
nimmt nach der Eiablage und dem Schlupf der Kiken ab (LOGAN und WINGFIELD 1995;
VLECK und BROWN 1999). Bei polygamen Vdgeln dagegen sinkt der Testosteronspiegel

wahrend der Brutzeit nicht ab, weil die polygamen Mannchen einen zweiten Partner
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anlocken und gegenseitig um ein neues Territorium konkurrieren. Die niedrigen
Testosteronkonzentrationen wahrend der Brut kdnnen adaptiv sein, um die negativen
Auswirkungen von Testosteron auf die elterliche Firsorge bei monogamen Spezies zu
umgehen (WINGFIELD et al. 2001). Abweichungen in der Plasma-Steroidkonzentration
stehen mit bestimmten Reproduktionsstadien bei Papageien im Zusammenhang (MILLAM
1997). So erreicht der Testosteronspiegel wahrend der Nestboxinspektion den Hochststand,
wird dann wahrend der Eiablage, Inkubation und Brut unterdriickt und erlangt wieder pro-
sexuelle Ausgangswerte nach dem Fliuggewerden der Kiken und Entfernen der Nestbox
(KENTON und MILLAM 1994). Diese Ergebnisse unterstitzen die Aussage, dass
Testosteron fur die Territoriums- und Nestabwehr wichtig ist. Ein hoher Testosteronspiegel
ist auch inkompatibel mit der entscheidenden Aufgabe der Mannchen, ihre weiblichen
Partner wahrend der Eiablage und Brut zu fattern (MILLAM 2000).

2.4 Endokrine Steuerung der Nebenniere

Die Beziehung zwischen Corticosteroiden im Zusammenhang mit Stress und Reproduktion
ist bei den Saugetieren wohl bekannt, aber es gibt wenige eindeutige Erkenntnisse zu
diesem Thema bei anderen Vertebraten (HANKE 1999). Im Plasma der Papageien ist
hauptsachlich Corticosteron enthalten (HOCHLEITHNER und NOWOTNY 1992), welches
als Indikator fur Stress verwendet werden kann (HARVEY et al. 1984). So wurde im Blut der
hier untersuchten Papageien das Stresshormon Corticosteron bestimmt, um weitere
Erkenntnisse auf dem Gebiet der avidren Endokrinologie zu gewinnen und Beziehungen

zwischen den Hormonen herauszuarbeiten.

2.4.1 Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse

Die Aktivierung der Nebennierenrindenfunktion durch die Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse (HPA-Achse) wird primar durch Adrenocorticotropes Hormon (ACTH)
vermittelt. Die Freisetzung von ACTH aus der Adenohypophyse erfolgt durch Corticotropin
Releasing-Faktor (CRF), ein im Hypothalamus synthetisiertes Polypeptid. Es wird
beschrieben, dass auch Katecholamine und Vasopressin an der ACTH-Freisetzung beteiligt
sind (RIVIER und VALE 1983). Die Aktivitat der hypothalamischen CRF-Neurone wird durch
zwei Stimulusarten reguliert, von denen eine stressinduziert ist und die andere einem
biologischen Rhythmus folgt, der fiur die circadiane ACTH- und Cortisolsekretion
verantwortlich ist (PETRIDES 1998). Aul3erdem bewirken bei einigen Vogelspezies Arginin-
Vasotocin und scheinbar auch Mesotocin eine ACTH-Freisetzung (CASTRO et al. 1986).
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Neuere Untersuchungen zeigen, dass endogenes Somatostatin (CHEUNG et al. 1988) und
Opoide (PEEBLES et al. 1997) einen negativen Einfluss auf die ACTH-Sekretion austben.
ACTH é&hnelt in seinem Aufbau weitgehend dem des Saugers und entsteht wahrscheinlich
ebenfalls durch Proteolyse aus dem Prohormon Pro-Opiomelanocortin (POMC). Demnach
werden die opoiden Peptide B-Endorphin, B-Lipotropin und a-Melanozyten-stimulierendes
Hormon (a-MSH) mit ACTH cosezerniert (PETRIDES 1998). Wie beim Saugetier stimuliert
ACTH in den Interrenalzellen der Nebenniere die Corticoidbiosynthese. Aufgrund
verschiedener ACTH-Sequenzen und ihrer Rezeptoren gibt es interspezifische Unterschiede
hinsichtlich der Reaktion der Interrenalzellen. Corticosteron und andere Glucocorticoide Uben
einen negativen Einfluss auf allen Ebenen der HPA-Achse beim Vogel aus (CARSIA und
HARVEY 2000). Der Plasma-Corticosteronspiegel unterliegt einem circadianen Rhythmus,
der vorwiegend durch den Tag-Nacht Zyklus reguliert wird. Grundsatzlich zeigen viele
Vogelspezies maximale Konzentrationen, wenn es hell wird (CARSIA und HARVEY 2000).
Auch das Futterangebot als wichtiger Zeitgeber (HAU und GWINNER 1996) sowie der
Melatonin-Plasmaspiegel haben einen modulierenden Einfluss auf die HPA-Achse. Die
Nebenniere des Vogels verfligt Gber Melatonin-Rezeptoren (PANG et al. 1994; BROWN et
al. 1994a) und exogen verabreichtes Melatonin bewirkt eine langandauernde Erhéhung des
Corticosterongehalts in der Nebenniere von Passeriformes und Columbiformes (MAHATA
und DE 1991).

2.4.2 Nebenniere ( Glandula adrenalis )

2.4.2.1 Anatomie

Die Nebenniere liegt als paariges Organ beidseits der Aorta abdominalis am medialen Rand
des kranialen Nierenpols und wird beim ménnlichen Vogel ventral von den Hoden bedeckt.
Manchmal treten Glandulae adrenales accessoriae auf, die bei Hahnen oft in der Epididymis
zu finden sind. Bei einzelnen Arten kommt es oft zur Verwachsung von rechter und linker
Nebenniere oder sie verwachsen mit den Hoden (GUTTE 1993). Bei den Voégeln ist die
Nebenniere nicht wie beim Sauger in Mark und Rinde gegliedert, sondern die Adrenalzellen
(Adrenalkérper, entsprechen funktionell dem Nebennierenmark) und die Interrenalzellen

(Interrenalkdrper, entsprechen der Nebennierenrinde) liegen nebeneinander.

2.4.2.2 Hormone der Interrenalzellen

Bei vielen Vogelarten lassen sich die Interrenalzellen in zwei Zonen gliedern. In der

komplexen Innenzone wird vor allem Corticosteron und in der subkapsularen Region in
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geringerem Malfle Aldosteron gebildet (LUMEIJ 1994). Beim Vogel ist Corticosteron das
vorherrschende Sekretionsprodukt der Nebenniere (DEROOS 1961). Auch bei den
Psittaciformes ist vorwiegend Corticosteron im Plasma enthalten (HOCHLEITHNER und
NOWOTNY 1992), wobei das Corticosteron-Cortisol-Verhéltnis zwischen den Spezies
variiert und z.B. beim Graupapagei 14,5 und beim Wellensittich 1,5 betragt. Wie bei den
Saugetieren spielen die Glucocorticoide eine wichtige Rolle im Kohlenhydrat-, Lipid- und
Elektrolytstoffwechsel und sind fiir das Uberleben in Stresssituationen essentiell. Stress
erhoht die Aktivitat der Nebenniere, sodass Corticosteron als Indikator fir Stress verwendet
werden kann (HARVEY et al. 1984). Andere Corticosteroide, wie Cortisol und Cortison,
werden vor allem embryonal und perinatal synthetisiert (KALLIECHARAN und HALL 1974;
NAKAMURA et al. 1978; CARSIA et al. 1987). AuRerdem scheint die Nebenniere eine
wichtige Funktion in der Produktion und Sekretion der Sexualhormone (Androstendion,
Testosteron, Ostradiol) wahrend der embryonalen und perinatalen Periode zu haben
(NAKAMURA et al. 1978; TANABE et al. 1979; TANABE et al. 1983). Daneben werden in
geringem Umfang die adrenalen Androgene Androstendion, 113-OH-Androstendion und
Dehydroepiandrosteron (DHEA) gebildet. Sie haben nur ein geringe androgene Wirksamkeit,
kénnen aber von peripheren Geweben zu wirksamen Androgenen umgewandelt werden
(KARLSON et al. 1994).

2.4.2.2.1 Corticosteronkonzentration beim Vogel

Bei vielen Spezies zeigt der Corticosteron-Plasmaspiegel deutliche tageszeitliche
Schwankungen mit einem Maximum zu Beginn der Lichtperiode und minimalen
Konzentrationen zu Beginn der Nacht (BEUVING und VONDER 1977; CARSIA und
HARVEY 2000). Dariiber hinaus existiert auch ein saisonaler Rhythmus. Bei sesshaften
Spezies ist die Hormonbildung im Fridhjahr, in der Zeit der sexuellen Aktivitat, gering und
erreicht im Sommer, in der sich die photorefraktare Phase ausbildet, ihr Maximum
(WITTMANN 1994). Andere Autoren berichten von hohen Corticosteroidkonzentrationen
wahrend der Brutsaison (DAWSON und HOWE 1983; ROMERO und WINGFIELD 1998;
WADA et al. 2006) und Basal-Plasmaspiegel in der darauffolgenden Mauserperiode
(WINGFIELD und FARNER 1978; WINGFIELD 1984b; ROMERO und WINGFIELD 1999).
Zudem verandert sich die Corticosteronkonzentration mit dem Reproduktionsstadium und ist
zur Zeit des Nestbaus und der Eiablage gegeniber allen anderen Stadien erhoht
(GOYMANN et al. 2006; WILLIAMS et al. 2008). Bei Zugvogeln steigt Corticosteron in der
Zeit der Fruhjahrsmigration (WINGFIELD und FARNER 1978) und im Herbst an. In Bezug
zum Energiestoffwechsel ist Corticosteron im Winter hoch (Aufrechterhaltung der
Korpertemperatur) und im Sommer niedrig (DAWSON und HOWE 1983). Deutliche
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Veranderungen sind beim Vogel unter Stresseinwirkung zu beobachten. Akuter Stress |0st
eine Zunahme der Corticoidfreisetzung aus. So kommt es bereits wenige Minuten nach dem
Fangen des Vogels zum Anstieg der Corticosteronkonzentration im Blut (DAWSON und
HOWE 1983; SILVERIN und WINGFIELD 1998). In Anpassung an extreme klimatische
Bedingungen zeigen Vogel in trockenen, heiRen sowie arktischen Regionen eine
verminderte Reaktion der Nebennierenrinde in akuten Stresssituationen (WINGFIELD et al.
1992b; SILVERIN et al. 1997). So vermeiden sie erhdhte Corticosteronspiegel und ihre
hemmende Wirkung auf die Reproduktion und Immunitat (HARVEY et al. 1984). In der
Literatur werden von MCEWEN und WINGFIELD (2003) drei Phasen der Nebennieren-
rindenaktivitat beschrieben. Level A kennzeichnet den basalen Corticosteroidspiegel, der fur
die Homoostase des Kohlenhydrat- und Elektrolytstoffwechsels essentiell ist, wobei Level B
die taglichen und saisonalen Schwankungen der Corticosteronkonzentration darstellt. Hohe
vortbergehende Corticosteronspitzen, die das ELHS (,Emergency Life History Stage®)
aktivieren und Stress ausldsen, werden als Level C betrachtet. Bei freilebenden Végeln ist
der Corticosteron-Plasmaspiegel hoher als bei Vogeln in Gefangenschaft (WINGFIELD und
FARNER 1978; WINGFIELD 1984b). AuRerdem scheinen die Vogel am Aquator hohere
Corticosteronkonzentrationen als ihre Vertreter in hoheren Breitengraden zu haben
(GOYMANN et al. 2006).

2.5 Einfluss der Glucocorticoide auf die Reproduktion

Bei allen Nichtsaugetieren steigen im Allgemeinen die Corticosteroide wahrend der
Zuchtsaison an. Die Aktivierung der Interrenalzellen ist notwendig fur die Endreifung der
Oozyten. Beim Vogel treten maximale Corticosteron-Plasmaspiegel zum Zeitpunkt der
Ovulation und Eiablage auf (BEUVING und VONDER 1977; WINGFIELD und FARNER
1978; JOHNSON und TIENHOVEN 1981). Somit scheint der plotzliche Anstieg der
Corticosteroide fiur die Induktion der Ovulation und/oder Eiablage erforderlich oder vielleicht
eine Folge davon zu sein. Steigt der Corticosteroidspiegel in Folge von Stress an, so nimmt
die Reproduktionsaktivitdt bei allen Vertebraten ab (HANKE 1999). Umweltbedingter und
sozialer Stress fuhren zum Anstieg der Corticosteroidkonzentration im Plasma durch
Aktivierung der HPA-Achse (BRAUDE et al. 1999). Kurzzeitige Corticosteronanstiege
wahrend der Zuchtsaison fuihren unmittelbar zur Suppression des Reproduktionsverhaltens,
gesteigerten Futtersuche und Gluconeogenese sowie erhohtem Fluchtverhalten. Ein
Hauptfaktor, der sowohl die Reproduktion als auch die Corticosteronsekretion beeinflusst, ist
das Wetter (WINGFIELD 1984c). So fuhrt Unwetter wahrend des Nistens scheinbar

stressbedingt zum Anstieg der Corticosteronkonzentration sowie zum Ruckgang des

20



2 Literaturtibersicht

Korpergewichts, wahrend LH und die Sexualhormone im Blut unbeeinflusst bleiben.
Demgegenuber wird raues Wetter zu Beginn der Brutsaison nicht als Stress empfunden
(Plasma-Corticosteron unveréndert), dennoch kommt es zur Verzégerung der Gonaden-
reifung und Senkung der LH- und Sexualsteroidkonzentration (WINGFIELD 1984c). Ist die
Futterversorgung der Vdgel gewéhrleistet, bleibt der Corticosteronspiegel auch bei niedrigen
Temperaturen unverandert (WINGFIELD et al. 1982). Im Norden, wo die Zuchtsaison sehr
kurz und das Wetter unvorhersehbar ist, missen die Vogel geringe Temperaturen und
kurzzeitigen Stress (z.B. Schneesturm) Uberstehen koénnen. Vogel, die in arktischen
Regionen briten, sind in der Lage ihre Stressantwort zu unterdriicken, um ihre Reproduktion
zu ermoglichen (SILVERIN und WINGFIELD 1998; WINGFIELD und HUNT 2002). So wie
bei Makaken (Macaca) chronischer Stress zur Unterdriickung des ovariellen Zyklus flhrt
(ADAMS et al. 1985), scheinen die Corticosteroide auch beim Vogel die Reproduktion zu
beeintrachtigen. Corticosteron und synthetische Corticoide vermindern die LH-Plasma-
konzentration und das Hodenwachstum von Wachteln (MARTIN et al. 1984). Auch in vitro
hemmt Corticosteron die LH-Freisetzung aus den Hypophysenzellen (CONNOLLY und
CALLARD 1987). An Passeriformes zeigten WINGFIELD und SILVERIN (1986), dass
Corticosteron den Testosteronspiegel ohne Auswirkungen auf die LH-Konzentration senkt,
und bewiesen somit die Wirkung der Corticoide am Hoden. Ein erhéhter Corticosteronspiegel
(60-70 ng/ml) wahrend der Aufzucht reduziert den Reproduktionserfolg, weil die Nestlinge
weniger haufig gefiuttert werden und somit ein geringeres Korpergewicht zeigen (SILVERIN
1986). Die Reproduktionshemmung durch dauerhaft erhdhte Corticosteronspiegel ist
hinsichtlich des Uberlebens zweckmaRig. Andererseits finden die Corticoide auch in der
Reproduktion ihre Funktion, indem sie manchmal als Hilfsfortpflanzungshormon agieren
(CARSIA und HARVEY 2000). So kénnen pharmakologische Corticosterondosierungen
einen praovulatorischen LH-Anstieg (SHARP und BEUVING 1978) und die Ovulation
(ETCHES und CUNNINGHAM 1976) beim Huhn auslésen. Die Beziehung zwischen HPA-
und HPG-Achse ist offensichtlich, aber die Art des Zusammenspiels ist noch unklar. Es ist
nachweislich bekannt, dass eine Erh6hung von Corticosteron im Blut, wie z.B. wahrend einer
Stressreaktion, zum Anstieg des freien Testosteronspiegels fuhrt, wenn beide
Steroidhormone vom Corticosteroid-bindenden Globulin (CBG) im Plasma gebunden werden
(DEVICHE et al. 2001). Corticosteron und Testosteron beeinflussen sich gegenseitig, wenn
ein Sexualhormon-bindendes Protein (SBG) im Plasma fehlt. Obwohl es Beweise dafur gibt,
dass Stress und Glucocorticoide die Testosteronsekretion hemmen (SAPOLSKY 1985),
zeigen andere Studien, dass unter bestimmten Umstanden die Plasmaspiegel von
Testosteron und Corticosteron korrelieren (SILVERIN 1998b). SAPOLSKY (1986) behauptet,

dass der Einfluss von Stress auf den Testosteronspiegel abhéngig vom Sozialstatus des
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Méannchens in der Gruppe ist. Im Gegensatz zu hochrangigen Tieren nimmt die Testosteron-

konzentration bei untergeordneten Primaten sofort und kontinuierlich ab.

2.6 Steroidhormone

Die Steroidhormone werden in den Gonaden und Nebennieren synthetisiert. Die Keimdrisen
produzieren Androgene (C19), Ostrogene (C18) und Gestagene (C21) und in der
Nebenniere entstehen die Gluco- und Mineralocorticoide (C21). Die Nebennieren kénnen

auch in geringen Mengen Androgene sezernieren (SCHLINGER et al. 1999).

Die Vorstufe aller Steroidhormone ist Cholesterol. Es wird entweder aus der Blutbahn, wo es
als LDL (low-density lipoprotein) vorliegt, entnommen oder von den Driisenzellen selbst
synthetisiert. Durch Abspaltung der C6-Seitenkette vom Cholesterol durch die Desmolase
entsteht Pregnenolon. Dieser Schritt findet in den Mitochondrien statt und wird durch ACTH
bzw. LH stimuliert. Pregnenolon wird durch die 33-Hydroxysteroiddehydrogenase (33-HSD)

und Isomerase in Progesteron umgewandelt (siehe Abb. 2).

A5-Biosyntheseweg A*-Biosyntheseweg

’ Pregnenolon % Progesteron ’—' Corticosteron

17a-OH- 17a-OH-
Pregnenolon Progesteron
A 4
Dehydro- | 3B-HSD And v di \ Aromatase N Ost ‘
epiandrosteron ndrostendion | "] sTon
17B-HSD
17B-HSD
v \ 4 2
- Al o .
Androstendiol " Testosteron fomatace o 17-Ostradiol |
5a-Reduktase 5B-Reduktase
A 4 A 4

50-DHT 5B8-DHT

Abb. 2: Biosynthese der Steroidhormone aus Pregneno lon und Testosteron-Metabolismus.
Zwischenschritte und beteiligte Enzyme (modifiziert nach KOHRLE und PETRIDES 2007)

Als Ort der Androgensynthese werden die Leydigzellen angesehen. Durch Hydroxylierung an
C17 und Abspaltung der Seitenkette vom Progesteron entsteht Androstendion und durch

Reduktion der 17-Ketogruppe Testosteron. Wie bei den Saugertieren erfolgt die Testosteron-
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synthese, ausgehend vom Pregnenolon, auf zwei Stoffwechselwegen (NAKAMURA und
TANABE 1972). Androgene koénnen durch die Aromatase in Ostrogene umgewandelt
werden. Die Synthese der Sexualhormone erfolgt hauptséchlich in den Gonaden und in
geringen Mengen auch in der Nebenniere, insbesondere wahrend der embryonalen und
perinatalen Entwicklungsphase (NAKAMURA et al. 1978; TANABE et al. 1979; TANABE et
al. 1983). Daneben werden Androgene auch im Gehirn von VOgeln synthetisiert, wo sie
direkt durch die Aromatase zu Ostradiol umgewandelt werden kénnen (MATSUNAGA et al.
2002).

Die Synthese der Corticosteroide erfolgt in den Interrenalzellen der Nebenniere. Beim Vogel

ist Corticosteron ist das dominierende Sekretionsprodukt der Nebenniere (DEROOS 1961).

Die in den Drusenzellen synthetisierten Steroidhormone werden in die Blutbahn sezerniert.
In der peripheren Blutzirkulation werden die Steroidhormone aufgrund ihrer lipophilen
Eigenschaften reversibel an Transportproteine gebunden. Im Plasma verschiedener
Vogelarten ist Corticosteroid-bindendes Globulin (CBG) enthalten (WINGFIELD et al. 1984;
SILVERIN 1986), welches Glucocorticoide und Progesteron mit hoher Affinitat sowie
Testosteron und Ostradiol mit geringer Affinitat bindet (WINGFIELD et al. 1984). Ein
spezifisches Geschlechtshormon-bindendes Protein (SBG) ist im Plasma der Vogel
scheinbar nicht vorhanden (WINGFIELD et al. 1984), aber CBG bindet auch Testosteron mit
ausreichend hoher Affinitat (DEVICHE et al. 2001). Der CBG-Gehalt im Plasma von
freilebenden Voégeln wird durch Testosteron und die Tageslange reguliert. Die
Bindungskapazitdt von CBG ist zu Beginn der Brutsaison, wenn Testosteron erhoht ist,
hoher als zum Ende der Brutzeit und gréRer bei den ménnlichen Vogeln (SILVERIN 1986;
DEVICHE et al. 2001). Als unspezifisches Transportprotein mit wesentlich geringerer Affinitat
steht Albumin zur Verfligung. Einige Steroidhormone konkurrieren um das gleiche
Transportprotein (KARLSON et al. 1994). Die Bindung an Proteine erhdht die Halbwertszeit
der Steroide im Blut. So kann auch bei geringer Sekretionsrate ein hoher Hormonspiegel
aufrechterhalten werden. Aber proteingebundene Hormone sind biologisch inaktiv, weil sie
nicht in die Zielzellen eindringen kénnen (SLAUNWHITE et al. 1962). Physiologisch liegen

nur 5-10 % in freier, d.h. biologisch aktiver Form vor.

Der Abbau der Steroidhormone erfolgt vor allem in der Leber, aber auch in Niere, Lunge,
Gonaden, anderen Geweben und im Blut (BAMBERG 1994). Dabei bestimmt die
Geschwindigkeit der Abbaureaktionen die Halbwertszeit im Plasma. Die Halbwertszeit von
Corticosteron beim Vogel betragt etwa 15 min (CARSIA und HARVEY 2000). Dieser Prozess
inaktiviert die Steroide und macht sie wasserlgslich fir die Exkretion. Der Metabolismus von
Testosteron fihrt nicht zwangslaufig zu seiner Inaktivierung. Testosteron kann durch

Aromatisierung (Aromatase) des Ringes A in 17B-Ostradiol (E,) und durch Reduktion der
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Doppelbindung (5a-Reduktase) in das stoffwechselaktive 5a-Dihydrotestosteron (5a-DHT)
umgewandelt werden (SCHMIDT und LITWACK 2006). Die 5B-Reduktase deaktiviert
Testosteron durch Umwandlung zu 5B8-DHT, ein inaktives Steroid. Das Gehirn ist flr eine
hohe Aromatase- und 5B-Reduktase-Aktivitdt bekannt (BALTHAZART 1997; SOMA et al.
1999). Die inaktivierten Metabolite werden mit Schwefelsdure verestert oder mit
Glucuronséure glykosidisch verbunden wund dadurch in wasserlgsliche Konjugate
umgewandelt (BAMBERG 1994), die Uber die Nieren mit dem Harn oder mit der
Gallenflissigkeit ausgeschieden werden. Eine Analyse dieser Steroide erlaubt Rickschlisse
auf die Biosynthese und den Stoffwechsel der Steroidhormone und kann zu diagnostischen
Zwecken herangezogen werden (KARLSON et al. 1994). Wie bei den Sdugetieren scheint
auch bei den Voégeln die Galle der Hauptweg flr die Steroidexkretion. Allerdings ist beim
Vogel Uber den Metabolismus in der Leber und den enterohepatischen Kreislauf der
Steroidhormone sehr wenig bekannt. Bei vielen Papageienarten fehlt die Gallenblase,

sodass relativ kontinuierlich Galle in den Darm abfliel3t.

Das Besondere beim Vogel ist das Fehlen der Harnblase, sodass die Kloake den
gemeinsamen Endabschnitt des Verdauungs- und Urogenitaltraktes bildet. Durch Ringfalten
wird die Kloake in drei abgegrenzte Abschnitte unterteilt, die von kranial nach kaudal als Kot-
(Coprodeum), Harn- (Urodeum) und Endraum (Proctodeum) bezeichnet werden. Bei einigen
Spezies wird der Urin infolge retrograder Peristaltik aus der Kloake (Urodeum) durch das
Rektum und, wenn vorhanden, sogar in den Blinddarm zur nachtraglichen Wasserresorption
transportiert (GOLDSTEIN und SKADHAUGE 2000). Dies betrifft vor allem Vogel, die sich
hauptsachlich von Samen ernahren und langere Perioden ohne Trinkwasser Uberstehen
missen. Folglich sind Harnbestandteile innerhalb der Fazes verteilt, sodass die Hormone im
Harn mit denen in der Galle vermischt sind. Bei anderen Spezies ist der retrograde Abfluss
von Urin in das Rektum minimal und Schleimhautfalten verhindern den Transport von Kot in
das Urodeum. Wahrend der Ausscheidung wird zuerst Urin und dann der Kot abgesetzt
(KLASING 2005). So kann bei einigen Vogelarten der Urin getrennt von dem Kot gesammelt
und Hormonkonzentrationen in beiden Komponenten separat bestimmt werden (WASSER et
al. 1997).
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3 Tiere, Material und Methoden

3.1 Untersuchte Tiere

In dem Zeitraum Juli 2006 bis Januar 2008 wurden aus der Ordnung der Papageienvogel
(Psittaciformes) 11 Wellensittiche (Melopsittacus undulatus), 9 Nymphensittiche (Nymphicus
hollandicus) und 7 Halsbandsittiche (Psittacula krameri) endokrinologisch untersucht. Diese
Vogel wurden vom Bundesverband fur fachgerechten Natur- und Artenschutz e.V. (BNA) fur
die Durchfihrung dieser Studie zur Verfligung gestellt. Es handelte sich ausschliefdlich um
adulte, gesunde Mannchen, die wéhrend der Untersuchungen in der Klinik fir Végel und
Reptilien gehalten wurden. Im Verlauf der Untersuchungen wurde die Kérpermasse von
jedem Tier erfasst, wobei zu Versuchsbeginn die Wellensittiche im Durchschnitt 45,5 £ 6,5 g,
die Nymphensittiche 100,2 + 12,3 g und die Halsbandsittiche 131,3 + 14,2 g gewogen haben.
Zur Kennzeichnung wurde jeder Vogel mit einer internen Nummer benannt, unter der die

Tiere in dieser Arbeit gefuihrt werden.

Die Versuchsgruppen der Wellen-, Nymphen- und Halsbandsittiche setzten sich aus den
oben erwdhnten mannlichen Tieren und jeweils 2 weiblichen Tieren zusammen, die zur
sexuellen Stimulation der Mannchen dienen sollten. Die ebenfalls vom BNA bereitgestellten
Weibchen wurden lediglich als Kontrolltiere in die Untersuchungen einbezogen, wobei ihre
Daten in dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Der Untersuchungszeitraum fir jede Spezies
umfasste ein Jahr, die Wellensittiche wurden vom 11.07.2006 bis 27.06.2007, die Nymphen-
sittiche vom 23.01.2007 bis 09.01.2008 und die Halsbandsittiche vom 22.01.2007 bis
10.01.2008 untersucht. Die Datenerhebung erfolgte standardisiert in regelmaRigen

Abstanden (i.d.R. 14-tagig) und immer zur gleichen Tageszeit.

Alle untersuchten Vogel waren wahrend des Versuchszeitraumes klinisch gesund, was durch
regelmafige Kklinische Untersuchungen festgestellt wurde. Aufgrund von traumatisch
bedingten Todesfallen in der Voliere musste die bestehende Wellensittichgruppe um vier
mannliche Wellensittiche (W15-18) erganzt werden. Auch diese Vogel wurden vom BNA zur
Verfligung gestellt und konnten nach sorgfaltiger Gesundheitsprifung im Januar 2007 in den

Versuch integriert werden.

Die Durchfiihrung der Tierversuche wurde vom Regierungsprasidium Leipzig unter der TVV-
Nr.: 25/06 genehmigt.
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3.2 Haltung und Futterung der Vogel

Die Wellen-, Nymphen- und Halsbandsittiche wurden wahrend des genannten Unter-

suchungszeitraumes in der Klinik fir Végel und Reptilien gehalten.

Die Unterbringung erfolgte getrennt nach Spezies in drei AuRenvolieren und wéahrend der
kalten Monate in drei Innenvolieren mit Sicht- und Hoérkontakt. In Abb. 3 ist die Haltung der

Wellen-, Nymphen- und Halsbandsittiche entsprechend veranschaulicht.

Haltung der Wellensittiche
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Haltung der Halsbandsittiche
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Abb. 3:  Zeitliche Darstellung zur Unterbringung der Voégel in Innen- und AuRenvolieren sowie
Zeitpunkt und -raum der Untersuchungen.  Die Daten stehen fur den Tag der

Probennahme; VB=Versuchsbeginn, VE=Versuchsende
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Die zwei AulR3envolieren fir die Wellen- und Nymphensittiche hatten die MalRe 1 x 3 x 2 m,
wahrend die AulRenvoliere der Halsbandsittiche die MalRe 5,50 x 2,30 x 3 m aufwies und mit
einem Schutzhaus der GrofRe 2,30 x 2,30 x 2 m ausgestattet war. Die Innenvoliere der
Wellensittiche war 1 x2x2m gro und die zwei Innenvolieren fir die Nymphen- und
Halsbandsittiche hatten die Mafl3e 1 x 3 x 2 m. Die Temperatur des Innenraums betrug im
Durchschnitt 20C und zusatzlich zum Tageslicht wur de kiinstliche Beleuchtung fur 10 h (7—
17 Uhr) bereitgestellt.

Die zweimal tagliche Fuitterung bestand morgens aus einer Kdrnermischung
(Sittichfuttermischung, flr Halsbandsittiche zusétzlich Papageienfuttermischung), welche mit
einer Vitamin-Mineralstoffmischung (Korvimin ZVT®; WDT, Garbsen) angereichert wurde und
nachmittags frisches Obst und Gemuse. Wasser stand ad libitum zur Verfligung. Daruber

hinaus stand Grit zur Aufnahme bereit.

3.3 Probengewinnung und -aufarbeitung

Von den drei untersuchten Papageienspezies wurden regelmafig Speichel-, Kot- und
Blutproben gewonnen und fur die endokrinologische Analyse aufbereitet. Jede Tierart wurde
Uber einen Zeitraum von einem Jahr untersucht. Da nachweislich die Ausscheidung von
Steroidhormonen einem circadianen Rhythmus unterliegt, erfolgte die Beprobung regelmafig
am Vormittag (zwischen 9.00 und 12.00 Uhr), wobei der Ablauf der Probennahme immer
identisch war. Somit konnten Tagesschwankungen in der Hormonsekretion weitestgehend
vernachlassigt werden. In den Monaten November und Dezember 2006 wurden die
Wellensittiche nicht beprobt, weil aufgrund der Eingliederung von vier Mannchen in die
bestehende Versuchstiergruppe zusatzliche Gesundheitschecks sowie eine angemessene
Gewohnungsphase notwendig waren. In Abb. 3 ist der Zeitraum sowie der Zeitpunkt der

Probensammlung ersichtlich. Dabei steht jedes Datum fir eine Beprobung.

Am Tag der Probennahme wurden die Voégel in der Voliere gefangen und einzeln in
entsprechende Kafige gesetzt. Anschlie@end wurden die Tiere entsprechend ihrer
Kennzeichnung zugeordnet, damit war eine individuelle und standardisierte Beprobung aller
Vogel gewahrleistet. Die Durchfiihrung der Probensammlung erfolgte fir alle drei Spezies
gleich. In Verbindung mit der Beprobung der einzelnen Tiere wurde die Kérpermasse mit

Hilfe einer Waage (TB Plattformwaage, Kern & Sohn GmbH) erfasst.
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3.3.1 Blut

Zur Blutentnahme wurden die Vogel von einem Helfer fixiert. Nach Desinfektion
(Octenisept®, Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt) der rechten Halsseite und Punktion der V.
jugularis unter Verwendung von 1 ml Spritzen (Dispomed Witt oHG, Gelnhausen) und
0,45 x 12 mm Kanulen (BD Drogheda, Ireland) wurde eine dem Korpergewicht des Vogels
entsprechende Blutmenge (maximal %, der Kérpermasse) entnommen. Die Blutproben
wurden unverziglich in Heparinréhrchen gekuhlt aufbewahrt und anschlieRend im Labor des
Veterinar-Physiologisch-Chemischen Institutes zentrifugiert (5000 rpm, 10 min). Die Aufbe-

wahrung des aliquotierten Plasmas bis zu den Hormonbestimmungen erfolgte bei -80<C.

3.3.2 Speichel

Fur die Gewinnung von Speichel wurde jeder Vogel aus seinem Ké&fig gefangen und von
einem Helfer fixiert. Nach dem Offnen des Schnabels wurde mit einem Wattestabchen
(APPLIMED SA, Schweiz) durch kreisende Bewegung in der Schnabelhéhle Probenmaterial
entnommen. Nach Abtrennung des Metallstiels wurden die Wattestabchen mit der Speichel-
probe zunachst in verschlieRbare Reaktionsgefalie (Eppendorf GmbH, Hamburg) aufbewahrt
und anschlieBend im Veterinar-Physiologisch-Chemischen Institut aufbereitet. Die Watte-
stabchen wurden 2 h bei Raumtemperatur in 70 pl Aqua bidest inkubiert und dann ab-
zentrifugiert (6000 rpm, 10 min). Das aufgefangene Zentrifugat wurde zum Probenvolumen

hinzugefiigt und die Probe bis zur Hormonanalyse bei -20C gelagert.

3.3.3 Kot/Harn

Beim Vogel gibt es die Besonderheit, dass Kot und Harn zusammen durch die Kloake
ausgeschieden werden. Eine separate Gewinnung von Kot und Harn ist schwierig, wenn
nicht unmdoglich. Es handelt sich demnach um Kot-Harn-Gemische, wobei in der
vorliegenden Arbeit generell die Bezeichnung ,Kot* verwendet wird. Die Kotprobensammlung
erfolgte von jedem Tier separat. Wahrend der Probensammlung waren die Végel einzeln in
mit Zeitung ausgelegte Kafige untergebracht. Dadurch war eine individuelle Kotsammlung
ohne ein Herausfangen der Vdgel mdglich. Die Proben wurden unverziglich in Reaktions-
gefalen gekihlt aufbewahrt und im Veterinar-Physiologisch-Chemischen Institut bis zur

Analyse bei -80C tiefgefroren.
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3.4 Vorversuche

3.4.1 Probenaufbereitung zur Androgenbestimmung

Die Aufbereitung der verschiedenen Korperfliissigkeiten zur Testosteronbestimmung erfolgte
unterschiedlich. Wahrend fir die Blut- und Kotproben der Vdgel zuerst die optimale
Extraktionsmethode erarbeitet werden musste, wurden die Speichelproben direkt ohne
Extraktion im Testosteron-Enzymimmunoassay (T-EIA) eingesetzt. Als Vorversuche wurden

die Parallelitat sowie die Wiederfindung fur Blut und Kot bestimmt.

3.4.1.1 Extraktionsmethode fur Blut

Zur Etablierung der optimalen Extraktionsmethode fir die Blutproben der Papageien, wurde
Blut von einem euthanasierten Wellensittich aus der Klinik fir Vogel und Reptilien

verwendet.

Die Extraktion von Testosteron aus dem Plasma wurde nach der von PARISOT et al. (2005)
beschriebenen Methode durchgefihrt. Nach dem Auftauen wurden 125 pl Plasma in einem
Assayréhrchen (60 x 10 mm) mit 3 ml Diethylether versetzt und 30 min bei Raumtemperatur
geschuttelt. Der Etherlberstand wurde nach dem Ausfrieren der wassrigen Phase
abgegossen und im Rotations-Vakuum-Konzentrator (RVC 2-25, Martin Christ Gefrier-
trocknungsanlagen GmbH, Osterode) eingedampft (30C, 20 min). Der Extrakt wurde mit
125 pl Assaypuffer aufgenommen. Um die Parallelitdt zur Testosteronstandardkurve zu
prifen, wurde eine Verdinnungsreihe von dem Extrakt hergestellt. Die Ermittlung der
Wiederfindung erfolgte durch Zugabe von 25 ng/ml Testosteronstammldsung zum Plasma

und anschlieRender Extraktion.

3.4.1.2 Extraktionsmethoden fir Kot

Um die optimale Extraktionsmethode fir die Kotproben zu ermitteln, wurden 3
unterschiedliche Methoden angewandt. Daflir wurde Kot von verschiedenen Papageien in
der Klinik fur Vogel und Reptilien gesammelt, griindlich durchmischt und anschlieBend im
Rotations-Vakuum-Konzentrator (RVC 2-25, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,
Osterode) getrocknet. Nach deren Zerkleinerung im Morser wurden 6 x 120 mg getrockneter
Kot (TM) in Zentrifugenréhrchen eingewogen. Zur Ermittlung der Wiederfindung wurde zu
jeweils 3 Proben Testosteronstandard (25 ng/ml) und parallel zu den 3 Ubrigen Proben PBS
(Pufferkonzentrat ohne BSA, 1:5 verdinnt mit Aqua bidest) zugegeben. Anschlielend

erfolgte die Extraktion nach 3 unterschiedlichen Methoden. Die erste Methode (A) war eine
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Ethanol/Aceton-Extraktion (1:1) modifiziert nach BELANGER et al. (2006), die zweite
Methode (B) war eine 90 %ige Ethanol/dest.-Wasser Extraktion modifiziert nach BROWN et
al. (1994b) und Methode C war eine reine Diethylether-Extraktion modifiziert nach PARISOT
et al. (2005). Nach Zugabe der verschiedenen Extraktionsmittel (je 3 ml) zum Kotgemisch
wurde dieses 30 min bei Raumtemperatur geschuttelt und anschlie@end 15 min bei 4C und
4000 rpm zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde in ein Assayrohrchen abgegossen
und unter Pressluft (Methode A und B) beziehungsweise im Rotations-Vakuum-Konzentrator
bei 30C (Methode C) eingedampft. Fir den Einsatz der Extrakte im Testosteron-
Enzymimmunoassay wurden diese mit 120 ul Assaypuffer wiederaufgenommen und 30 min
auf dem Schuttler inkubiert. Um die Parallelitdt der verschiedenen Extraktionsmethoden zur
Testosteronstandardkurve darzustellen, wurde jeweils eine Verdinnungsreihe der Extrakte

hergestellt.

3.4.1.3 Enzymatische Hydrolyse der Steroidkonjugate im Kot

Das maénnliche Geschlechtshormon Testosteron gehért zu den Steroidhormonen. Diese
werden im Korper metabolisiert und in wasserlgsliche Konjugate umgewandelt, die mit dem
Harn ausgeschieden werden kdnnen. Bei den hier untersuchten Kotproben handelt es sich
ausschlie3lich um Kot-Harn-Gemische, weil eine separate Probengewinnung von Kot und
Harn, wie bereits beschrieben, nicht moglich ist. Da im T-EIA nur freies Testosteron
gemessen wird, wurde in einem weiteren Versuch getestet, ob sich durch enzymatische
Hydrolyse der Anteil an ungebundenem (freien) Hormon in den Kotproben erhéht. Dafir
wurde Kot von mehreren Wellensittichen gemischt, getrocknet und je 110 mg mit
Diethylether extrahiert (PARISOT et al. 2005). Die enzymatische Hydrolyse erfolgte
unmittelbar nach der Steroidextraktion (GOYMANN et al. 2002) mit Hilfe der p-
Glucuronidase/Arylsulfatase (1:100, Merck 4114, Darmstadt). Dieses Enzym spaltet die
veresterten Steroide und erreicht optimale Aktivitat bei 37<C und einem pH von 4,8. So
wurden die Extrakte zur Hydrolyse mit 110 pl Citratpuffer (pH 4,8) wiederaufgenommen und
nach Zugabe des Enzyms der Ansatz 21 h im Trockenschrank (Typ T6, Heraeus, Hanau) bei
37 inkubiert. Vor deren Einsatz im T-EIA wurde die enzymatische Aktivitdt der -

Glucuronidase/Arylsulfatase durch Gefrieren unterbunden.

Nymphensittiche scheiden zu 79 % konjugierte Steroidmetabolite mit dem Kot aus (TELL
1997) und die Hormonbestimmung im Kot sollte zusammen mit der Hydrolyse erfolgen. In
einem weiteren Vorversuch wurden verschiedene Methoden hinsichtlich des Zeitpunktes der
enzymatischen Hydrolyse getestet. Daflr wurde getrockneter Sammelkot von Papageien
verwendet und sowohl vor der Extraktion (TELL 1997) sowieals auch nach der Extraktion

(GOYMANN et al. 2002) hydrolysiert. Vergleichsweise wurde eine Probe ohne Hydrolyse
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mitgefihrt. Zur enzymatischen Hydrolyse wurde in Citratpuffer (pH 4,8) geloste B-
Glucuronidase/Arylsulfatase (1:100, Merck 4114, Darmstadt) verwendet und der Ansatz fur
21 h im Trockenschrank (37<C) inkubiert. Zur Extrak tion von Testosteron aus dem Kot
wurden jeweils 0,5g Probe mit 5 ml Diethylether versetzt und das Gemisch 30 min bei
Raumtemperatur geschuttelt, der Etheriberstand nach dem Ausfrieren der wassrigen Phase
abgegossen und eingedampft. Zur Kontrolle der unspezifischen Bindung wurde in
Citratpuffer geltste B-Glucuronidase/Arylsulfatase (1:100) im T-EIA eingesetzt. In Tab. 1 sind
die verschiedenen Schritte und Methoden der Kotaufbereitung bis zur Analyse im T-EIA

erklart.

Tab. 1:  Durchfiihrung der enzymatischen Hydrolyse vo r/nach der Extraktion in Papageienkot.
Probe 1: Hydrolyse vor der Extraktion, Probe 2: Hydrolyse nach der Extraktion, Probe 3:
ohne Hydrolyse; AP=Assaypuffer, CP=Citratpuffer

Probe | TMk« (@) | Vor der Extraktion Extraktion Nach der Extraktion

1 0,5 Hydrolyse in 500 pl CP _ 500 ul AP

2 05 500 pl AP 5 mi Diethylether |=555" "Ap

3 0,5 500 ul AP Hydrolyse in 500 pl CP

3.4.2 Stimulation der Testosteronsekretion durch ex  ogene Gonado-

tropin-Applikation

Als weiteren Versuch zur Validierung des Testosteron-Assays (T-EIA) auf die aviare
Situation wurde die Stimulation von Testosteron unter Gonadotropin-Applikation in Plasma
und Speichel getestet. Daflr wurden 2 mannliche Wellensittiche (W16 und W18) per
Zufallsprinzip ausgewahlt. Zum Zeitpunkt dieses Versuchs (November 2006) wurden die
Wellensittiche nicht beprobt, sodass eine Beeinflussung der Ergebnisse ausgeschlossen
werden konnte. Unmittelbar vor der Gabe des Gonadotropins wurde von beiden Tieren je
eine Speichel- und Blutprobe als Basalwert entnommen. AnschlieBend wurde einem Tier
(W16) das Gonadotropin PMSG (20 IU, Intergonan®) intramuskulér appliziert, wahrend der
andere Wellensittich (W18) als Kontrolltier eingesetzt wurde. Im Abstand von 1 h, 3,5 h und
24 h nach der Gonadotropin-Applikation wurde von beiden Wellensittichen Speichel und Blut
gewonnen, deren weitere Aufbereitung und Lagerung entsprechend der bereits

beschriebenen Methoden erfolgte.
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3.5 Hauptversuche

3.5.1 Methodik der Androgenbestimmung

In dieser Arbeit soll der Reproduktionsstatus von mannlichen Papageien untersucht und
beurteilt werden. Das dominierende méannliche Geschlechtshormon ist Testosteron, welches
in den Leydigzellen der Hoden sezerniert und im Blut zu den Zielorganen transportiert wird.
Die Hodenaktivitat spiegelt sich im Testosteronspiegel wider. Die Messung der Testosteron-
konzentration in verschiedenen Korperflissigkeiten liefert wichtige Informationen zum

Reproduktionsstatus des Tieres.

Die Testosteronbestimmung in den Blut-, Kot- und Speichelproben der Wellen-, Nymphen-
und Halsbandsittiche erfolgte mit einem Testosteron-Enzymimmunoassay (T-EIA) nach
vorheriger Extraktion der Blut- und Kotproben. In den Kotproben wurden die
Testosteronkonjugate mittels enzymatischer Hydrolyse gespalten. Die Speichelproben

wurden direkt ohne Extraktion in den T-EIA eingesetzt.

3.5.1.1 Extraktion der Blutproben

Die Extraktion der Blutproben erfolgte nach der von PARISOT et al. (2005) beschriebenen
Methode. Nach dem Auftauen der Proben wurden 125 pl Plasma in einem Assayréhrchen
(60 x 10 mm) mit 3 ml Diethylether extrahiert. AnschlieRend wurden die Assayréhrchen fur
etwa 2 h tiefgefroren, damit die Etherphase vom Plasma getrennt werden kann. Nach dem
Eindampfen der Extrakte im Rotations-Vakuum-Konzentrator (30C, 20 min) wurden diese in

125 pl Assaypuffer aufgenommen und im T-EIA eingesetzt.

3.5.1.2 Extraktion und Hydrolyse der Kotproben

Die regelmaRig gesammelten Kotproben der Papageien wurden mit Diethylether extrahiert.
Nach dem Auftauen wurden diese im Rotations-Vakuum-Konzentrator (RVC 2-25, Martin
Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode) getrocknet, anschlieBend in
Zentrifugenrdhrchen eingewogen und zerkleinert. Nach Zugabe von 1 ml Diethylether (Carl
Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe) und anschlieRender Inkubation (30 min) auf dem Schuttler
wurde der Uberstand abpipettiert und im Rotations-Vakuum-Konzentrator bei 30T
eingedampft. Zur enzymatischen Hydrolyse wurden die Extrakte in 110 ul Citratpuffer
(pH 4,8) aufgenommen und mit dem Enzym B-Glucuronidase/Arylsulfatase (1:100, Merck
4114) behandelt. Nach Inkubation des Ansatzes (21 h bei 37C) im Trockenschrank (Typ T6,

Heraeus, Hanau) wurden die Kotextrakte bis zur Testosteronanalyse bei —20C aufbewabhrt.
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So wurden die Kotproben der Wellensittiche aufbereitet (Hydrolyse nach der Extraktion). Bei
den Nymphen- und Halsbandsittichen erfolgte die Kotaufbereitung analog, jedoch mit dem
Unterschied, dass die enzymatische Hydrolyse vor der Etherextraktion durchgefiihrt wurde.
Dies hatte den Vorteil, dass die Extrakte mit Assaypuffer (110 pl) aufgenommen werden

konnten, bevor sie im T-EIA eingesetzt wurden.

3.5.1.3 Durchfihrung des Testosteron-Enzymimmunoassays (EIA)

Zur Ermittlung des Hormongehalts in den gewonnenen Speichel-, Kot- und Blutproben diente

ein kompetitiver Doppelantikérper-Enzymimmunoassay (EIA).

Dabei wurden die Vertiefungen der verwendeten Mikrotiterplatten (Nunc A/S, Denmark) mit
einem unspezifischen Antikdrper, der gegen das hormonspezifische Antiserum gerichtet ist,

beschichtet und bis zur Verwendung bei -20C eingef roren.

Zunachst wurden durch Verdinnen des Testosteron-Standards (10 pg/ml) mit Assaypuffer
die Losungen fur die Eichreihe (0,1-50 ng/ml) sowie anschlieRend die Enzym- und
Antikorperlosung hergestellt. Nach dem Waschen der aufgetauten Platten mit Tween-
Waschlésung und anschlieBendem Ausklopfen wurden die Standardlésungen sowie die
aufgearbeiteten Proben in die Vertiefungen pipettiert (je 50 pl). Nach Zugabe von 100 pl des
hormonspezifischen Antikorpers erfolgte zunachst eine Vorinkubation des Versuchsansatzes
Uber 4 h bei 4C. Danach wurden 100 pl Enzymldsung (Fitzgerald Industries International,
USA) zugegeben, die Platten mit Folie verschlossen und Uber Nacht bei 4C auf dem
Schiittler inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Platte 4 x gewaschen, ausgeklopft und die
Vertiefungen mit je 150 pl Substratlésung gefillt. Nach 50-minitiger Inkubation im Dunkeln
wurde die Reaktion mit je 50 pl einer 2M Schwefelsaurelésung gestoppt. Anschlie3end
erfolgte die Messung der optischen Dichte bei einer Wellenldange von 450 nm mit dem
Photometer (1420 Multilabel Counter VICTOR2w Perkin Elmer™, Finnland), mit Hilfe der
Auswertungssoftware (,Workout", gleiche Fa.) wurden die Hormonkonzentrationen in den

Proben ermittelt.

In jedem Assay wurden Qualitatskontrollproben (QC) zur Ermittlung der Intra- und
Interassayvarianz mitgefiihrt. Hierbei handelte es sich um eine bekannte Konzentration des

zu untersuchenden Hormons, die im mittleren Messbereich der Assays liegt.

Die verwendeten AK, die Kreuzreaktionen der in den EIA verwendeten Antiseren, die Intra-
und Interassayvarianzen sowie die Zusammensetzung der Losungen sind im Kapitel 9.1 des

Anhangs zu finden.
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3.5.2 Methodik der Corticoidbestimmung

Um den Einfluss von Stress auf die Testosteronsekretion zu zeigen, wurde in den
verbliebenen Blutproben der Papageien das Stresshormon Corticosteron bestimmt. Wie
auch bei anderen Vogelarten ist vorwiegend Corticosteron im Plasma von Psittaciformes
enthalten (HOCHLEITHNER und NOWOTNY 1992).

Nach HOCHLEITHNER und NOWOTNY (1992) ist eine Vorreinigung des Plasmas unbedingt
erforderlich, da die Corticoide im Blut an ,Corticosteroid Binding Globulins” gebunden sind. In
dieser Studie wurde zunéachst mittels Hitzebehandlung des Plasmas getestet, ob die Proben
zur Corticosteronbestimmung vorher gereinigt werden muissen. Dazu wurde Plasma von
einer Taube und einem Wellensittich nach dem Auftauen fir 20 min bei 50C im
Trockenschrank behandelt. Die Bestimmung der Corticosteronkonzentration in den
Blutproben erfolgte in 2 Schritten. Zuerst wurden die Plasmaproteine mit Alkohol denaturiert,

anschliel3end erfolgte die Corticosteronbestimmung im Plasma mittels Radioimmunoassay.

3.5.2.1 Denaturierung der Blutproteine

Nach dem Auftauen der Plasmaproben wurden 50 pl mit 450 ul absoluten Ethanol (Fisher
Scientific GmbH, Schwerte) geféllt und anschlieRend 5 min bei Raumtemperatur und
4000 rpm zentrifugiert. Zur Doppelbestimmung wurden jeweils 2 x 100 pl vom erhaltenen
Uberstand abpipettiert und bei 40C im Rotations-Va kuum-Konzentrator eingedampft. Die

Extrakte wurden bis zur Analyse bei —20C gelagert.

3.5.2.2 Durchfihrung des Corticosteron-Radioimmunoassays (RIA)

Zunachst wurden alle Extrakte mit 100 pl Phosphatpuffer Il aufgenommen und 30 min bei
Raumtemperatur geschiittelt. Parallel dazu wurde aus der Corticosteron-Stammlosung
(SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg) mit unmarkiertem Corticosteron als
Referenzsubstanz die Eichreihe (0,16-10 ng/ml) angesetzt. Nach Zugabe von 100 pl Tracer-
Arbeitslésung (GE Healthcare, Minchen) und 100 pl des hormonspezifischen Antikérpers
erfolgte eine Inkubation des Versuchsansatzes tiber 4 h im Eisbad. Die Trennung von freiem
und antikorpergebundenen Hormon erfolgte mit Hilfe einer Dextran-Aktivkohle-Suspension,
welche freie Steroide bindet. Nach weiteren 15 min im Eisbad und anschlie3ender
Zentrifugation (10 min bei 4C und 4000 rpm) wurde der Uberstand in Messrohrchen
(Minivials) abgegossen und mit 3 ml Szintillationsflissigkeit (Carl Roth GmbH & Co.,

Karlsruhe) versetzt. AnschlielBend erfolgten die Messung im Flissigszintillationszéhler
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(Wallac 1409, Perkin Elmer™, Finnland) und die Ermittlung der Hormonkonzentrationen in

den Proben durch die Auswertungssoftware ,Multicalc*.

Zur Bestimmung der Gesamtaktivitat wurden jeweils 3 Messrohrchen eingesetzt, die nur die
Tracerlosung enthielten. Auf3erdem wurden in jedem Versuchsansatz 3 Rohrchen ohne Eich-

und Antikorperldsung zur Beurteilung der unspezifischen Bindung des Tracers mitgefihrt.

Die verwendeten AK, die Kreuzreaktionen der in den RIA verwendeten Antiseren, die Intra-
und Interassayvarianzen sowie die Zusammensetzung der Lésungen sind dem Kapitel 9.1

des Anhangs zu entnehmen.

3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und Graphikerstellung wurde mit den Computerprogrammen
SigmaPlot 10.0 und SigmaStat 3.5 (Systat Software GmbH, Erkrath) durchgefuhrt. Dabei
wurden der Median und die Quartile (75 % und 25 %) der Hormonkonzentrationen bzw. der
Mittelwert und die Standardfehler der Kérpermassen von gesunden Papageien bestimmt.
Der Wilcoxon-Test diente zur Untersuchung auf eine Signifikanz durch den Vergleich der
Konzentrationen und Koérpermassen innerhalb einer Gruppe. Zudem wurde der Pearsonsche
Maflkorrelationskoeffizient r berechnet, um den Zusammenhang zwischen den Testosteron-
und Corticosteronkonzentrationen darzustellen. Dieser Wert kann zwischen -1 und +1
schwanken, je groler er ist, desto grofer ist die Korrelation. Durch das Vorzeichen des
Koeffizienten wird die Richtung des Zusammenhangs angezeigt. Bei allen statistischen
Berechnungen wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit (Signifikanzniveau) von a=5 %
zugrunde gelegt. Statistisch signifikante Anstiege sind in den Graphiken mit *
gekennzeichnet und im Text mit p angegeben. Die Signifikanzen basieren auf * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001.
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4 Ergebnisse

4.1 Methodenetablierung zur Testosteronbestimmung beim Vogel

4.1.1 Extraktionsmethode fir Blut

Fur die Testosteronbestimmung im Plasma der Papageien wurde die Extraktionsmethode
modifiziert nach PARISOT et al. (2005) genutzt.

Dabei zeigte die Verdiunnungsreihe des mit Diethylether extrahierten Plasmas eine gute
Parallelitat zur Testosteron-Standardkurve (siehe Abb. 1). Die Wiederfindung dieser Methode
lag bei 75 %.

1,2
eamm@uume Testosteron-Standardkurve
e» «@ e Verdlnnungsreihe (Diethylether)

1,0 A

0,8 1

0,6 1

Extinktion

0,4 1

0,2 1

0,0 T T
0,1 1 10 100

Testosteron-Konzentration (ng/ml)

Abb. 4: Parallelitat der Extraktionsmethode fir Pla sma zur Testosteron-Standardkurve.

Extraktion von Wellensittichplasma mit Diethylether und Verdinnung des Extraktes

4.1.2 Enzymatische Hydrolyse der Steroidkonjugatei  m Kot

Beim Vogel erfolgt der Harn- und Kotabsatz durch die Kloake, deshalb handelt es sich bei
den gesammelten Kotproben ausschliel3lich um Kot-Harn-Gemische. Da im Harn
hauptsachlich konjugierte Steroide enthalten sind, die im T-EIA nicht erfasst werden, wurden

die Steroidkonjugate in den Kotproben mittels enzymatischer Hydrolyse gespalten.
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Laut Literatur wird einerseits eine Hydrolyse vor (TELL 1997) und andererseits nach der
Steroidextraktion (GOYMANN et al. 2002) empfohlen. Die erste Methode wird beim
Nymphensittich und die zweite Methode bei den Schwarzkehlchen angewandt. Beide
Methoden wurden getestet und der Extraktionsmethode ohne enzymatische Hydrolyse

gegenubergestellt.

In einem ersten Vorversuch wurde getrockneter Wellensittichkot verwendet und nach
GOYMANN et al. (2002) durch Zugabe des Enzyms (-Glucuronidase/Arylsulfatase (1:100)
zum Kotextrakt hydrolysiert. Im Vergleich zu nicht hydrolysiertem Kot erhdhte sich die
Testosteronkonzentration um 42 % (von 0,76 auf 1,08 ng/g TMk.). Jedoch ist zu
bericksichtigen, dass der mit Enzym versetzte Citratpuffer (pH 4,8) einen Basiswert von
0,2 ng/ml Testosteron im Assay (unspezifische Bindung) erzeugte, wahrend der reine
Citratpuffer keine messbaren Werte ergab. Nach Berilicksichtigung des Fehlers verringerte
sich die Konzentrationserhéhung von 0,32 ng/ml auf 0,11 ng/g. Im Anschluss an diesen
Vorversuch wurden die gesammelten Kotproben der Wellensittiche analysiert. Dabei wurde
fur die Hydrolyse der Steroidkonjugate im Kot die Methode nach GOYMANN et al. (2002)

angewandt, um die ungebundene Testosteronfraktion im Kot zu erh6hen.

In einem zweiten Vorversuch wurden die Methoden der enzymatischen Hydrolyse nach
GOYMANN et al. (2002) und TELL (1997) in getrocknetem Arakot getestet. Dabei zeigte
sich, dass die hochste Testosteronkonzentration (8,31 ng/g TM,) im Kot erzielt wird, wenn
die Hydrolyse vor der Extraktion (TELL 1997) erfolgt. Wird Papageienkot nicht hydrolysiert,
sind sehr geringe Testosteronkonzentrationen (1,28 ng/g TMk.) zu erwarten. Bei Hydrolyse
nach erfolgter Extraktion (GOYMANN et al. 2002) erhghte sich die Konzentration um 50 %
(auf 1,92 ng/g TMko) gegeniiber nicht hydrolysierten Proben, aber das in Citratpuffer
(pH 4,8) geloste Enzym (1:100) erzeugte einen Basiswert von 0,2 ng/ml Testosteron
(unspezifische Bindung), sodass die Konzentrationen um diesen Wert korrigiert werden
missten. Aufgrund der Tatsache, dass die enzymatische Hydrolyse vor der Extraktion die
optimale Ausbeute erzielt und die unspezifische Bindung im T-EIA nicht beeintrachtigt,
erfolgte die Kotaufbereitung der Nymphen- und Halsbandsittiche nach TELL (1997), der beim

Nymphensittich die enzymatische Hydrolyse vor der Kotextraktion durchfihrte.

Zusammenfassend zeigte sich, dass Papageien hauptsachlich primar konjugierte
Testosteronmetabolite (85 %) mit dem Kot ausscheiden und der Anteil freier Steroide (15 %)
sehr gering ist, demzufolge ist die enzymatische Hydrolyse der Kotproben angebracht. Um
den gesamten Testosterongehalt im Kot zu erfassen, war es sinnvoll die konjugierten

Steroide vor deren Extraktion mit Hilfe der B-Glucuronidase/Arylsulfatase zu spalten.
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4.1.3 Extraktionsmethode fur Kot

Zur Testosteronbestimmung in den Kotproben der Papageien wurden 3 Extraktions-
methoden getestet. Dabei war Methode A eine Ethanol/Aceton-Extraktion (1:1) modifiziert
nach BELANGER et al. (2006), Methode B eine 90 %ige Ethanol/dest. Wasser-Extraktion
modifiziert nach BROWN et al. (1994) und Methode C eine reine Diethylether-Extraktion
modifiziert nach PARISOT et al. (2005).

Fur alle 3 Extraktionsmethoden, dargestellt in Abb. 5, zeigte sich im Kot eine gute Parallelitat

zur Testosteron-Standardkurve.

1,2
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' e Qu— \|ethode C
0,8 1
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0,2 1
0,0 T T
0,1 1 10 100

Testosteron-Konzentration (ng/ml)

Abb. 5: Parallelitat der verschiedenen Extraktionsm  ethoden fur Kot zur Testosteron-
Standardkurve. Extraktion von Papageienkot (Sammelkot) mit Ethanol/Aceton (Methode
A), 90 % Ethanol (Methode B) und Diethylether (Methode C) und Verdiinnung der Extrakte

Die Wiederfindung ergab fur Methode A 64 %, fir Methode B 74 % und fir Methode C 78 %.
Die Kotextraktion mit Ethanol/Aceton (1:1) sowie 90 %igem Ethanol fuhrte zu einer deutlich
sichtbaren Grinfarbung der Extrakte, die vermutlich durch den griinen Pflanzenfarbstoff
Chlorophyll hervorgerufen wurde. Durch die Aufnahme von griinen Pflanzen mit der Nahrung
sind Chlorophylle auch im Kot von Herbivores zu finden. Die Griunfarbung der Extrakte
kommt durch die gute Ldslichkeit der Chlorophylle in Ethanol und Aceton zustande und
kénnte den Enzymimmunoassay beeintrachtigen, weil die Konzentrationsbestimmung in den
Proben photometrisch, d.h. in einem bestimmten Wellenldngenbereich des Lichtes, erfolgte.

In dieser Arbeit wurden die Kotproben der Papageien mit Diethylether (Methode C)
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extrahiert, da eine nur geringfligige Farbung der Extrakte und die beste Wiederfindung mit

dieser Methode erzielt wurden.

4.1.4 Ermittlung der Mindestkottrockenmasse

Wellen-, Nymphen- und Halsbandsittiche scheiden aufgrund ihrer Kérpermasse nur sehr
geringe Kotmengen aus. Wie bereits beschrieben, handelt es sich um Kot-Harn-Gemische,
wobei der Harnanteil in den Kotproben individuell variiert. Wenn die Tiere auf Stress mit
Polyurie reagieren, wird der Wassergehalt im Kot zusatzlich erhdht. Vorraussetzung fir die
Hormonanalyse ist ein einheitliches Probenvolumen, deshalb wurde der Vogelkot bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet und als Trockenmasse (TM) eingewogen. Um die geringste
Kottrockenmasse, die gerade noch eine aussagekréftige Testosteronbestimmung zuldsst, zu
ermitteln, wurde in getrockneten Sammelkot (TMe iIn mg) von Wellen- und Nymphen-

sittichen die Testosteronkonzentration in ng/g TMy, bestimmt.

In Tab. 2 sind die Testosteronkonzentrationen (ng/g) in jeweils 20, 10 und 5 mg getrockneten
Wellen- und Nymphensittichkot aufgefihrt. Dabei zeigt sich, dass bei Reduzierung der
Kottrockenmasse um das 4-fache die Testosteronkonzentration um das 4,6-fache (116 ng/g)

in Wellensittichkot anstieg, wahrend sie beim Nymphensittich gleich blieb (53,2 ng/g).

Tab. 2: Testosteronkonzentration (ng/g) in getrockn ~ eten Sammelkot von Wellen- und

Nymphensittichen in 20, 10 und 5mg TM

TMot (MQ) T (ng/g Kot) in Wellensittichkot T (ng/g Kot) in Nymphensittichkot
20 25,5 55,7
10 38,8 77,4
5 116 53,2

Daraus kann geschlussfolgert werden, dass beim Wellensittich mindestens 10 mg TMy,: und

beim Nymphensittich 5 mg fir die Testosteronanalyse erforderlich sind.

4.1.5 Stimulation der Testosteronsekretion durch ex  ogene Gonado-
tropin-Applikation

Zur Validierung des Testosteron-Enzymimmunoassays auf die aviare Situation wurde die

Stimulation von Testosteron unter Gonadotropin-Applikation in Plasma und Speichel

getestet. Der Test wurde an zwei mannlichen Wellensittichen (W16 und W18) durchgefinhrt,

von denen ein Tier (W16) mit dem Gonadotropin PMSG (Pregnant Mare's Serum
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Gonadotropin, 20 IU pro Tier) behandelt wurde, wéhrend das andere Tier (W18) zur
Kontrolle das Placebo bekam.

In Abb. 6 ist die Testosteronkonzentration vor sowie 1 h, 3,5 h und 24 h nach Applikation des
Gonadotropins bzw. des Placebos in Plasma und Speichel dargestellt. Dabei zeigte sich,
dass schon 1 h nach Gonadotropin-Gabe in beiden Medien ein Anstieg von Testosteron
erfolgte. Die Konzentration erhohte sich innerhalb von 24 h von 0,10 auf 0,35 ng/ml im

Plasma und von 0,49 auf 0,83 ng/ml im Speichel.

10
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0,6 -

0,4

0,2 -

Testosteron (ng/ml)

0,0 -

0 1 3,5 24
Stunden nach PMSG/Placebo-Gabe
—@— Plasma-Testosteronkonzentration des PMSG-behandelten Tieres (W16)
8- Plasma-Testosteronkonzentration des Kontrolltieres (W18)

—e— Speichel-Testosteronkonzentration des PMSG-behandelten Tieres (W16)
—8— Speichel-Testosteronkonzentration des Kontrolltieres (W18)

Abb. 6: Testosteronkonzentration in Plasma und Spei  chel vor (0), 1 h, 3,5 h und 24 h nach
Applikation des Gonadotropins PMSG bzw. des Placebo s

Demgegeniber zeigte das Kontrolltier 1 h nach der Placebo-Gabe keine Konzentrations-
anderung in beiden Medien und innerhalb der nachsten 24 h eine geringfuigige Erhéhung von
0,10 auf 0,14 ng/ml im Plasma und einen minimalen Abfall von 0,22 auf 0,17 ng/ml im
Speichel.

Vor der Behandlung lag der Testosteronspiegel im Plasma bei beiden Wellensittichen
unterhalb der Nachweisgrenze (<0,10 ng/ml), wahrend der Gehalt im Speichel
unterschiedlich war (W16: 0,49 ng/ml; W18: 0,22 ng/ml).

40



4 Ergebnisse

4.2 Koérpermasse der untersuchten Papageien

Die untersuchten Wellen-, Nymphen- und Halsbandsittiche wurden jeweils am Unter-
suchungstag einzeln gewogen. In den folgenden Abbildungen sind die mittleren Korper-

massen (Mittelwerte + Standardfehler) der untersuchten Spezies graphisch dargestellt.

Dabei zeigten die Wellensittiche Maximalgewichte von 49,1 g zu Beginn des Versuchs im
Juli 2006 und Minimalwerte von 40,4 g am letzten Versuchstag im Juni 2007 (siehe Abb. 7).
Zwischenzeitlich kam es zu einer Gewichtsabnahme Anfang September (45,4 g) und
Oktober 2006 (44,3 g) sowie im Januar 2007 (41,5 g). Im weiteren Verlauf nahmen die
Wellensittiche von Januar bis Méarz 2007 signifikant (p<0,01) zu (48,9 g). Bis zum Ende der
Untersuchungen (Juni 2007) zeigten sich geringe Abweichungen mit tendenziell langsamer

Gewichtsreduktion auf 40,4 g.
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Abb. 7:  Koérpermasse der Wellensittiche (MW + SE) im Untersuchungszeitraum

Die mittlere Korpermasse der Nymphensittiche war im April 2007 (112 g) am grof3ten und im
Juli 2007 (93,1 g) minimal (siehe Abb. 8). Von Januar 2007 (106 g) bis April 2007
(KMnax:112 g) nahmen die Vdgel langsam zu. Danach variierte die mittlere Kérpermasse
zwischen 101 g und 104 g und erreichte im Juli 2007 (93,1 g) ihr Minimum. AnschlieRend
stieg das mittlere Gewicht bis Mitte August 2007 signifikant (p<0,01) auf 110 g an und nhahm
im September 2007 (98,7 g) wieder ab. Im weiteren Verlauf blieb die Kérpermasse bis Ende
November 2007 relativ konstant (etwa 100 g). Nach einer geringfiigigen Gewichtzunahme
von ca. 7 g im Dezember 2007 wogen die Nymphensittiche am Ende der Untersuchungen
(Januar 2008) 103 g.
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Abb. 8: Korpermasse der Nymphensittiche (MW = SE)i  m Untersuchungszeitraum

Die Halsbandsittiche zeigten zu Versuchsbeginn (Januar 2007) die héchste (131 g) und im
Juli und September 2007 die geringste mittlere Korpermasse (123 g, siehe Abb. 9).
Nachdem sie Ende Mérz 2007 an Gewicht verloren hatten (125 g), traten nur geringfiigige
Abweichungen der Korpermasse auf. Lediglich Mitte Mai (128 g) und im Dezember 2007

(127 g) waren Gewichtzunahmen zu verzeichnen.
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Abb. 9: Korpermasse der Halsbandsittiche (MW + SE)  im Untersuchungszeitraum
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4.3 Testosterongehalt in Plasma, Speichel und Kot

In diesem Kapitel sind die Testosteronmedianwerte in Plasma, Speichel und Kot der drei
untersuchten Papageienspezies vergleichend dargestellt. Dabei werden die Testosteron-
verlaufe in den drei Medien wahrend des genannten Untersuchungszeitraums
(unterschiedlich fur Wellen-, Nymphen- und Halsbandsittiche) beschrieben, wobei der
Testosteronverlauf im Plasma zuerst interpretiert wird. AnschlieRend wird jeweils der
Testosteronverlauf in Speichel und Kot in Bezug zum Plasma-Testosteronspiegel betrachtet,
um gleichlaufige Zusammenhange zwischen den nicht-invasiven (Speichel, Kot) und
invasiven (Blut) Methoden herauszuarbeiten. Dabei sei zu erwéhnen, dass im Blut die
Steroidhormone nur in niedrigen Konzentrationen vorhanden sind und mit einer
Halbwertszeit von wenigen Minuten (5-10 min) ausgeschieden werden (BAMBERG 1994).
Die Konzentration im Blut stellt sozusagen nur eine Momentaufnahme dar, die in den nicht-

invasiven Medien Speichel und Kot bedingt durch die Biotransformation verzdgert erscheint.

4.3.1 Wellensittiche

Der Testosterongehalt im Plasma der mannlichen Wellensittiche wurde wahrend des
gesamten Versuchszeitraumes vom 11.07.2006 bis 27.06.2007 erfasst, wahrend der
Speichel vom 05.09.2006 bis 27.06.2007 analysiert wurde.

Die mittleren Testosteronkonzentrationen der Voégel lagen zwischen 0,10 (untere
Nachweisgrenze des T-EIA) und 0,36 ng/ml im Plasma sowie 0,10 und 0,52 ng/ml im
Speichel, wahrend der mittlere Testosterongehalt im Kot zwischen 1,09 ng/g Kot und
8,23 ng/g Kot schwankte. In Abb. 10 sind die Testosteronverlaufe in allen Medien als

Medianwerte dargestellt.

Der Plasma-Testosteronspiegel zeigte innerhalb der Versuchsperiode folgenden Verlauf: Zu
Beginn der Untersuchungen im Juli 2006 betrug der Plasma-Testosterongehalt 0,19 ng/ml.
Dann sank die Konzentration im August 2006 unter die Nachweisgrenze (<0,10 ng/ml) und
stieg Anfang September 2006 deutlich auf 0,29 ng/ml an. Kurzfristig fiel der Plasma-
Testosteronspiegel auf 0,12 ng/ml ab, stieg aber im Oktober 2006 wieder auf 0,23 ng/ml an.
Nach der versuchsfreien Zeit (18.10.2006 — 23.01.2007) nahm der Testosterongehalt von
Januar 2007 (0,15 ng/ml) bis Marz 2007 (0,36 ng/ml) signifikant (p<0,001) zu, wobei im Méarz
2007 der Maximalwert von 0,36 ng/ml Testosteron im Plasma erreicht wurde. Sogleich sank
die Testosteronkonzentration auf 0,19 ng/ml im April 2007 ab und stieg erst Ende Mai 2007
wieder an (0,23 ng/ml). Zum Versuchsende (Juni 2007) lag der Plasma-Testosteronspiegel
bei 0,20 ng/ml.
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Abb. 10: Testosteronkonzentrationen (Median, 25. un  d 75. Perzentil) in Plasma, Speichel und

Kot der mannlichen Wellensittiche (n=11)

Bei Betrachtung der Testosteronkonzentrationen in Plasma und Speichel zeigten sich
parallele Verlaufe, besonders im Oktober 2006 und zum Ende der Untersuchungen (April -
Juni 2007). Analog zum Plasma stieg im Oktober 2006 der Testosterongehalt im Speichel
signifikant (p<0,05) von 0,19 auf 0,36 ng/ml an. Andererseits verliefen von Januar bis April
2007 (Innenhaltung) die Testosteronkonzentrationen in beiden Medien gegenlaufig. Wahrend
im Speichel der Testosteronhdchstwert von 0,52 ng/ml bereits im Januar 2007 erreicht war,
erschien der Maximalwert im Plasma (0,36 ng/ml) erst im Méarz 2007. Zu dieser Zeit sank die
Konzentration im Speichel bereits wieder ab (April 2007: 0,15 ng/ml) und schwankte bis zum
Ende der Versuche zwischen 0,10 ng/ml und 0,27 ng/ml. Im Vergleich zum Plasma waren
die Testosteronwerte im Speichel der Wellensittiche (0,10 — 0,52 ng/ml) geringfiigig hoher,
wahrend im Kot die hochsten Testosteronkonzentrationen (1,09 - 8,23 ng/g) zu finden

waren.

Der Testosterongehalt im Kot verlief Uber den gesamten Versuchszeitraum parallel zum
Plasma-Testosteronspiegel, aber in beiden Medien wurden unterschiedliche Konzentrationen
erreicht. Zu Versuchsbeginn (Juli 2006) betrug die mittlere Testosteronkonzentration im Kot
6,88 ng/g. Im weiteren Verlauf nahm die Testosteronausscheidung im Kot ab (23.08.2006:
4,08 ng/g). Der deutliche Anstieg des Plasma-Testosteronspiegels Anfang September 2006
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zeigte sich im Kot nur maRig (4,51 ng/g), aber im Oktober 2006 stieg die
Testosteronausscheidung im Kot (4,93 ng/g) parallel zum Plasma an. Im Anschluss an die
untersuchungsfreie Zeit (18.10.2006 — 23.01.2007) zeigte sich im Kot ein signifikanter
(p<0,05) Testosteronanstieg von 4,27 ng/g (Januar 2007) auf 8,23 ng/g (Februar 2007).
Zeitgleich stieg auch der Testosteronspiegel im Blut an und erreichte im Marz 2007
Hochstwerte (0,36 ng/ml). Der hdchste Testosterongehalt im Kot (8,23 ng/g) zeigte sich im
Februar 2007, wobei im Marz 2007 geringe Testosteronmengen (2,45 ng/g) ausgeschieden
wurden. Parallel zum Plasma nahm der Testosterongehalt im Kot bis Mitte Mai (1,16 ng/g)
weiter ab. Nach einem kurzen Anstieg Ende Mai 2007 (2,40 ng/g) fiel die Kot-
Testosteronkonzentration bis zum Ende des Versuchs (27.06.2007) auf Minimalwerte
(1,09 ng/g) ab.

Der Testosteronverlauf im Plasma in Bezug zu den Haltungs- und Umweltbedingungen wird

in Kapitel 4.4.1 dargelegt.

4.3.2 Nymphensittiche

Die mannlichen Nymphensittiche zeigten wahrend des Versuchszeitraumes (23.01.2007 —
09.01.2008) mittlere Testosteronkonzentrationen zwischen 0,10 ng/ml und 0,34 ng/ml im
Plasma, 0,19 ng/ml und 2,66 ng/ml im Speichel sowie 14,5 ng/g und 39,2 ng/g im Kot. Die

Testosteronverlaufe in allen Medien sind in Abb. 11 dargestellt.

Der mittlere Plasma-Testosterongehalt von 0,22 ng/ml zu Versuchsbeginn (Januar 2007)
stieg signifikant (p<0,01) auf den Hochstwert von 0,34 ng/ml im Februar 2007 an.
Anschlieend sank der Testosteronspiegel unter 0,10 ng/ml im April 2007 ab. Der folgende
Verlauf zeigte weitere Testosteronanstiege im Mai (0,19 ng/ml), Juni (0,20 ng/ml) und
November 2007 (0,18 ng/ml), wobei die Differenz im Juni 2007 statistisch signifikant (p<0,01)

war. In der Zwischenzeit fiel der Plasma-Testosteronspiegel unter 0,10 ng/ml ab.

Der Testosterongehalt im Speichel verlief Uberwiegend parallel zum Plasmaspiegel, jedoch
waren im Speichel hoéhere Konzentrationen zu finden. Zu Beginn der Untersuchungen
(Januar 2007 — Februar 2007) stieg in beiden Medien die Testosteronkonzentration an,
sodass zum Zeitpunkt des hochsten Plasmaspiegels (0,34 ng/ml) im Februar 2007 auch die
Speichelkonzentration erhdht (1,48 ng/ml) war. Dann nahm von Méarz bis April 2007 der
Androgengehalt im Speichel signifikant (p<0,01) zu und erreichte Mitte April 2007 seinen
Hochstwert (2,66 ng/ml). Anschlie3end fiel der Testosterongehalt im Speichel Anfang Mai
drastisch ab (0,46 ng/ml), wobei der Plasmaspiegel anstieg. Die Testosteronanstiege im
Plasma Mitte Juni und November 2007 zeigten sich gleichzeitig auch im Speichel (0,71 -
0,73 ng/ml).
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Abb. 11: Testosteronkonzentrationen (Median, 25. un  d 75. Perzentil) in Plasma, Speichel und

Kot der mannlichen Nymphensittiche (n=9)

Ebenso traten bei nicht nachweisbaren Plasma-Testosteronspiegeln (<0,10 ng/ml)
verminderte Speichelwerte (0,27 — 0,35 ng/ml) auf, wobei im April und September 2007 die
Testosteronkonzentrationen in beiden Medien unterschiedlich verliefen. Wahrend die
Speichel-Testosteronkonzentrationen im April (Tpax 2,66 ng/ml) und September 2007
(1,21 ng/ml) signifikant (p<0,01) anstiegen, blieb der Plasma-Testosteronspiegel niedrig
(<0,10 ng/ml).

Im Kot der Nymphensittiche waren sehr hohe Testosteronkonzentrationen zu finden (14,5 —
39,2 ng/g Kot). Im Vergleich zum Testosteronverlauf im Plasma zeigten sich parallele
Verlaufe im Mai, Juli, September und November 2007, wobei von Januar bis April 2007
sowie zu Versuchsende (Dezember 2007 — Januar 2008) die Testosteronkonzentrationen in
beiden Medien unterschiedlich verliefen. Wahrend im Februar der Testosterongehalt im Kot
abnahm (23,6 ng/g), stieg er in Plasma und Speichel an. Dann erhdhte sich Anfang April
2007 die Testosteronausscheidung im Kot (37,5 ng/g) und der Plasma-Testosteronspiegel
fiel stetig ab. Im weiteren Verlauf sank der Testosterongehalt im Kot auf 32,1 ng/g
(17.04.2007) ab und nahm 14 Tage spater (03.05.2007) wieder zu (36,4 ng/g), wahrend-
dessen der Plasma-Testosteronspiegel stetig anstieg. Der darauffolgende Testosteronabfall
im Kot (19,4 ng/g) Mitte Mai 2007 war auch im Plasma zu finden. Wahrend im Blut kein

Testosteron nachweisbar war (<0,10 ng/ml), erhohte sich Ende Mai 2007 der
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Testosterongehalt im Kot auf 23,6 ng/g und fiel 2 Wochen spater auf den Minimalwert von
14,5 ng/g ab, gleichzeitig zeigte sich im Plasma ein signifikanter Anstieg von Testosteron.
Dann nahm die Testosteronausscheidung im Kot zu (Juli 2007: 27,7 ng/g) und Mitte August
parallel zum Plasma wieder ab (16,5 ng/g). In den nachfolgenden 2 Wochen war die
Testosteronkonzentration in allen Medien gleichbleibend. AnschlieRend (12.09.2007) zeigte
sich in Plasma und Kot (21,2 ng/g) ein Testosteronanstieg. Nachdem Ende September 2007
nur geringe Testosteronkonzentrationen im Kot (15,5 ng/g) ermittelt wurden, stieg die
Testosteronausscheidung wieder an und erreichte Mitte November 2007 den Hdchstwert
(39,2 ng/g). Dann nahm der Androgengehalt in allen Medien ab (28.11.2007: 20,7 ng/g Kot).
Nach einem kurzen Testosteronanstieg im Kot (30,0 ng/g) wurden am Ende der

Untersuchungsperiode (09.01.2008) mittlere Konzentrationen von 20,0 ng/g Kot ermittelt.

In Kapitel 4.4.2 wird der Plasma-Testosteronverlauf der Nymphensittiche bezlglich der

Haltungs- und Umweltbedingungen betrachtet.

4.3.3 Halsbandsittiche

Der Testosteronspiegel der mannlichen Halsbandsittiche lag im Durchschnitt zwischen 0,10
und 0,26 ng/ml im Plasma, 0,10 und 0,44 ng/ml im Speichel sowie 14,7 und 40,6 ng/g im
Kot. In Abb. 12 sind die Testosteronmedianwerte in allen Medien von Januar 2007 bis
Januar 2008 abgebildet.

Der Plasma-Testosteronspiegel der Halsbandsittiche blieb wahrend des ersten Halbjahres
(Januar — Juni 2007) bis auf den kleinen Anstieg (0,13 ng/ml) im Mérz 2007 unter 0,10 ng/ml.
Nachdem im Juli 2007 der Testosterongehalt kurzfristig zunahm (0,13 ng/ml), kam es folglich
im August 2007 zu einem signifikanten (p<0,05) Anstieg des Testosteronspiegels auf
0,20 ng/ml Plasma. Bis zum Ende der Versuche (Januar 2008) blieb der gegeniber dem
ersten Halbjahr erhdhte Plasma-Testosteronspiegel erhalten, wobei Mitte November 2007
der Hochstwert von 0,26 ng/ml erreicht wurde. AnschlieBend fiel im Dezember 2007 der
Testosterongehalt auf 0,13 ng/ml ab und stieg zum Ende der Untersuchungen (Januar 2008)

wieder auf 0,21 ng/ml Plasma an.

Demgegenuber zeigte der Testosteronverlauf im Speichel starke Schwankungen. In der
ersten Halfte der Untersuchungsperiode (Januar — Juni 2007) traten Testosteronmaxima im
Méarz (0,37 ng/ml), April (0,40 ng/ml) und Mai 2007 (0,38 ng/ml) auf, wahrend der
Plasmaspiegel in diesem Zeitraum lediglich im Méarz die untere Nachweisgrenze tberschritt.
Parallel zum Plasma stieg von Juli bis Ende August 2007 die Testosteronkonzentration im
Speichel signifikant (p<0,05) an (0,30 ng/ml).
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Abb. 12: Testosteronkonzentrationen (Median, 25. un  d 75. Perzentil) in Plasma, Speichel und

Kot der mannlichen Halsbandsittiche (n=7)

Zum Zeitpunkt der maximalen Plasma-Testosteronkonzentration im November 2007
(0,26 ng/ml) war auch der Speichelgehalt erhdht (0,28 ng/ml). Wahrend im Oktober 2007 der
Plasma-Testosteronspiegel vermindert war (0,13 ng/ml), stieg der Testosterongehalt im
Speichel von September (0,10 ng/ml) bis Oktober 2007 signifikant (p<0,05) auf den
Hochstwert (0,44 ng/ml) an.

Zum Zeitpunkt erhohter Plasma-Testosteronspiegel war auch die Konzentration im Kot
erhoht, wobei sich der erhohte Plasma-Testosteronspiegel im Juli 2007 erst 2 Wochen
spater im Kot zeigte. Im Januar 2007 lag die mittlere Testosteronkonzentration im Kot bei
22,4 ng/g und stieg Anfang Marz 2007 parallel zum Plasma maximal (40,6 ng/g) an. Dann
nahm der Testosterongehalt im Kot Ende Méarz 2007 wieder ab (23,7 ng/g), blieb bis Anfang
Mai 2007 konstant und fiel dann weiter (16,8 ng/g) ab. Dann stieg die Testosteron-
konzentration im Kot langsam bis Ende Juni 2007 an (25,8 ng/g). Der Plasma-
Testosteronspiegel lag wahrend dieser Zeit (April — Ende Juni 2007) unter 0,10 ng/ml und
stieg im Juli 2007 kurzfristig an. Gleichzeitig nahm der Testosterongehalt im Kot (17,8 ng/q)
ab und nach 14 Tagen wieder zu (25,2 ng/g). Im August 2007 lag die Testosteron-
konzentration im Kot zwischen 22,1 und 24,5 ng/g und Mitte September 2007 fiel sie parallel
zum Plasma auf das Minimum (14,7 ng/g) ab. Dann nahm der Testosterongehalt im Kot

kontinuierlich zu (29.10.2007: 30,0 ng/g), wobei der Plasmaspiegel weitgehend konstant
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blieb (0,14 ng/ml). Wahrend die Testosteronkonzentration im Kot abnahm (26,0 ng/ml),
erreichte sie im Blut Mitte November 2007 den Hochstwert (0,26 ng/ml). Bis zum Ende der
Untersuchungen (Januar 2008) verliefen die Testosteronkonzentrationen in Plasma und Kot
parallel, im Dezember 2007 waren niedrige Werte (15,6 ng/g) und im Januar 2008 erhthte

Testosteronwerte (32,0 ng/g) im Kot zu finden.

Auf Zusammenhange zwischen dem Plasma-Testosteronspiegel und exogener Einflisse

wird in Kapitel 4.4.3 eingegangen.

4.4 Plasma-Testosteronspiegel in Bezug zu exogenen Faktoren

Der Untersuchungszeitraum fir jede Tierart umfasste ein Jahr, dabei war es aus
organisatorischen Griinden nicht méglich, alle Tiere zum gleichen Untersuchungszeitraum zu
betrachten, sodass die Versuchsperioden zwischen den Spezies nicht Ubereinstimmen.
Zudem wurden die Haltungsbedingungen im Laufe des Versuchsjahres der Jahreszeit
angepasst, indem die Unterbringung wahrend der kalten Monate (November bis April, unter
10T AulRentemperatur) in der Innenvoliere und den R est des Jahres in der Aul3envoliere

erfolgte.

Die Ergebnisse werden im Folgenden unter Berlcksichtigung der Haltungs- und
Umweltbedingungen (Klima, Jahreszeit, Photoperiode) betrachtet. Dabei wird nur der
Plasma-Testosteronverlauf berlcksichtigt, weil Blut den aktuellen Hormonstatus wider-

spiegelt, welcher weniger durch Biotransformationsvorgange beeinflusst wird.

4.4.1 Wellensittiche

Betrachtet man den Testosteronverlauf der Wellensittiche in Bezug zur mittleren
Niederschlagsmenge in den untersuchten Monaten (siehe Abb. 13), so zeigt sich, dass sich
die Vogel in der AuRRenvoliere anders verhielten als in der Innenvoliere. Bei Auf3enhaltung
blieb der Hormonspiegel wahrend der regenreichen Monate (Juli, August, Oktober 2006 und
Mai, Juni 2007: mittlere Niederschlagsmenge >50 mm) niedrig und stieg spontan an
(05.09.2006: 0,29 ng/ml), sobald die Niederschlagsmenge abnahm (September 2006:
mittlere Niederschlagsmenge <20 mm). In der Innenvoliere stieg der Testosteronspiegel im
Méarz 2007 auf das Maximum (0,36 ng/ml) an, zur selben Zeit war die mittlere Niederschlags-
menge erhoht (55 mm) und die AuRBentemperatur niedrig (7,3C). Jedoch ist zu beachten,
dass im Innenraum konstante Licht- (TLL 10/24h) und Temperaturverhaltnisse (20C)

vorlagen.
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Abb. 13: Plasma-Testosteronverlauf der mannlichen W ellensittiche (n=11) in Bezug zur
mittleren Niederschlagsmenge, Aul3entemperatur (Quel  le: wetteronline.de) und

Haltungsbedingungen (Innen- oder Aul3envoliere)

In Bezug zur Jahreszeit zeigte sich, dass bei sommerlichen Aufl3entemperaturen in
Aulenhaltung die Testosteronkonzentration erniedrigt war (Juli — August 2006: <0,20 ng/ml).
Im September 2006 (Spatsommer; mittlere AuRentemperatur: 18C) kam es jedoch zu einem
deutlichen Anstieg des Testosteronspiegels (0,29 ng/ml), der 2 Wochen spater bereits
wieder auf 0,12 ng/ml abfiel. Im Herbst (Oktober 2006) bei geringen Aul3entemperaturen
nahm die Testosteronkonzentration zu (17.10.2006: 0,23 ng/ml). In den Wintermonaten
Januar bis Marz 2007 stieg der Testosteronspiegel hochsignifikant an (Tma: 0,36 ng/ml),
aber die Vogel waren zu dieser Zeit in der Innenvoliere mit Lichtregime untergebracht,
sodass klimatische Einflisse wahrscheinlich eine untergeordnete Rolle spielten. Inwieweit
sich Umweltfaktoren (Klima, Photoperiode) trotzdem auf den Organismus auswirken, kann
zum jetzigen Zeitpunkt nicht gesagt werden. Im Frihjahr (April und Mai 2007), wenn die
meisten einheimischen Voégel reproduktiv sind, nahm der Testosterongehalt im Blut der
Wellensittiche ab (Mitte Mai 2007: 0,14 ng/ml), unabhangig von den Haltungsbedingungen.
Nach dem Umsetzen der Vogel in die Aul3envoliere (27.04.2007) stieg Ende Mai 2007 der
Plasma-Testosteronspiegel (0,23 ng/ml) an und blieb bis zum Ende der Untersuchungen
(27.06.2007) bei 0,20 ng/ml erhalten.
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In den Monaten November und Dezember 2006 wurden keine Hormonuntersuchungen
durchgefihrt, weil die Vogel in die Innenvoliere umgesetzt und 4 mannliche Wellensittiche in
die bestehende Gruppe integriert wurden. Darauffolgend kam es im Januar 2007 zunachst
zu einem Einbruch der Testosteronsekretion (0,15 ng/ml), nach Akklimatisation stieg der
Plasmaspiegel wieder an. Der Umsetzstress und die damit verbundenen klimatischen
Verdnderungen waren moglicherweise dafir verantwortlich. Durch Bestimmung des
Stresshormons Corticosteron in den Blutproben wird dieser Hypothese in Kapitel 4.5.1
nachgegangen. Ferner sind auch soziale Faktoren zu berlcksichtigen. Der erhéhte
Konkurrenzdruck durch die Aufnahme von fremden Artgenossen (n=4) kénnte fur den
Testosteronanstieg von 0,15 ng/ml (Januar 2007) auf 0,36 ng/ml (Marz 2007) bei allen

Tieren verantwortlich sein.

Zusammenfassend zeigt sich, dass es in der Aul3envoliere offenbar keinen Zusammenhang
mit dem Klima gab, die Wellensittiche reagierten nicht auf erhéhte Temperaturen und
Niederschlagsmengen. In ihrem Heimatland Australien entspricht der Wellensittich dem Typ
des ,opportunistischen Brutvogels® (POHL-APEL 1980), d.h. sie briten nach regen-
abhangigen Vegetationsperioden. Dies konnte bei den hier beheimateten Wellensittichen
nicht bestatigt werden. In der Innenvoliere verlief die Testosteronkonzentration parallel zur
Niederschlagsmenge, jedoch missen beeinflussende Faktoren (Innenhaltung, soziale
Faktoren) bertcksichtigt werden, sodass nicht gesagt werden kann, ob zwischen

Testosteronspiegel und Klima ein Zusammenhang besteht.

4.4.2 Nymphensittiche

Bei Betrachtung der in Abb. 14 dargestellten Beziehung zwischen der Testosteron-
konzentration und der mittleren Niederschlagsmenge, fallt auf, dass es bei den Nymphen-
sittichen abhéngig von den Haltungsbedingungen (Innen- oder AuRenvoliere) offenbar einen
Zusammenhang gibt. In der Innenvoliere stieg der Testosteronspiegel im Februar 2007 auf
das Maximum (0,34 ng/ml) an und fiel mit der Niederschlagsmenge im April 2007 wieder ab
(<0,10 ng/ml). Auch nach dem Umsetzen der Vogel von der Auf3en- in die Innenvoliere im
Oktober 2007 nahm der Testosterongehalt (13.11.2007: 0,18 ng/ml) mit der Niederschlags-
menge (77 mm) zu. Umgekehrt verhielt es sich dagegen in der AulRenvoliere, wo die Tiere
unter natdrlichen Umweltbedingungen gehalten wurden. Hier stieg anfangs der
Testosteronspiegel (03.05.2007: 0,19 ng/ml), sank aber 2 Wochen spater wieder auf
0,10 ng/ml ab, wahrend die Niederschlagsmenge anstieg (104 mm). Sobald der Nieder-
schlag nachlie® (68 mm), erhdhte sich die Testosteronkonzentration im Blut (14.06.2007:
0,20 ng/ml). Zum Zeitpunkt der maximalen Niederschlagsmenge (Juli 2007: 142 mm) fiel der

Testosteronspiegel ab und blieb bis zum Umsetzen der Tiere in die Innenvoliere niedrig
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(<0,10 ng/ml). Der Temperaturanstieg und die zunehmende Tageslichtlange im Fruhjahr
hatten offenbar positive Effekte auf die Testosteronsekretion, aber die stark erhéhte
Niederschlagsmenge im Mai (104 mm) und Juli 2007 (142 mm) wirkte sich eher negativ aus,

sodass die Plasma-Testosteronkonzentration abnahm.
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Abb. 14: Plasma-Testosteronverlauf der mannlichen N ymphensittiche (n=9) in Bezug zur
mittleren Niederschlagsmenge, Au3entemperatur (Quel  le: wetteronline.de) und

Haltungsbedingungen (Innen- oder Auf3envoliere)

In Bezug =zur Jahreszeit zeigten die Nymphensittiche maximale Testosteronspiegel
(0,34 ng/ml) im Winter (Februar 2007) in der Innenvoliere (TLL 10/14h; Innentemperatur:
20C), wahrend zu Beginn des Frihjahrs (Marz, April 2007) die Konzentration rasch abfiel
(April 2007: 0,10 ng/ml). Da sich die Haltungsbedingungen nicht veréndert hatten
(Innenvoliere), spielten wahrscheinlich externe Faktoren, wie zunehmende Aul3entemperatur
und Tageslichtlange sowie abnehmende Niederschlagsmenge, verstarkt eine Rolle. Nach
dem Umsetzen der Vdgel in die AuRenvoliere, wo sie Umwelteinflissen direkt ausgesetzt
waren, zeigten die Nymphensittiche erhdhte Testosteronspiegel Anfang Mai (0,19 ng/ml) und
Mitte Juni 2007 (0,20 ng/ml), wahrend zwischenzeitlich geringere Konzentrationen vorlagen.
Erst im November 2007 (Winteranfang), als die Vdgel in der Innenvoliere waren, stieg der

Testosteronspiegel wieder an (0,18 ng/ml).
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Interessanterweise erhohte sich nach dem Umsetzen der Nymphensittiche von der Innen- in
die Aulenvoliere (27.04.2007) der Plasma-Testosteronspiegel von 0,11 ng/ml auf
0,19 ng/ml. Zu dieser Zeit war der Stresshormonspiegel nur geringfiigig erhoht (um
1,66 ng/ml), wahrend nach dem Umsetzen der Tiere in die Winterquartiere (15.10.2007) der
Corticosterongehalt im Blut bei konstanten Testosteronspiegel (0,10 ng/ml) sogar vermindert

war (siehe Kapitel 4.5.2).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass sich die hier untersuchten Nymphensittiche anders
verhielten als in ihrem Heimatland Australien, wo sie abhéngig vom Nahrungsangebot und
somit indirekt in Korrelation zum Niederschlag briten. Bei den hier beheimateten Papageien
zeigten sich Unterschiede hinsichtlich der Haltung in der Innen- und Auf3envoliere. Wahrend
bei Innenhaltung mit konstanten Temperatur- und Lichtbedingungen die Tiere positiv auf
erhdhten Niederschlag reagierten, wirkte bei Au3enhaltung starker Regen als limitierender
Faktor.

4.4.3 Halsbandsittiche

Abb. 15 zeigt den mittleren Testosteronverlauf im Plasma der mannlichen Halsbandsittiche
im Zusammenhang mit der mittleren Niederschlagsmenge und der Auf3entemperatur in den
untersuchten Monaten (Januar 2007 — Januar 2008) sowie der Haltung in Innen- oder
AulRenvoliere. Bei Betrachtung des Testosteronverlaufs und der Niederschlagsmenge fallt
auf, dass in der Innenvoliere der Testosteronspiegel zeitgleich mit der Niederschlagsmenge
und in der AuRenvoliere verzogert ansteigt. Nach der Umsetzung der Végel in die
AulRenvoliere blieb der Testosteronspiegel in den untersuchten Monaten April bis Juni 2007
zunéachst niedrig (<0,10 ng/ml), auch bei viel Regen (mittlere Niederschlagsmenge >50 mm)
und steigenden AuRBentemperaturen. Testosteronanstiege traten im Juli 2007 (0,13 ng/ml)
zum Zeitpunkt der hochsten Niederschlagsmenge (142 mm) und Ende August 2007
(0,20 ng/ml) auf. Mit sinkender AuRRentemperatur nahm der Testosterongehalt im Blut ab
(September, Oktober 2007: ~0,14 ng/ml), wobei in der Innenvoliere die Plasma-Testosteron-
konzentration mit zunehmender Niederschlagsmenge anstieg (01.03.2007: 0,15 ng/ml,
15.11.2007: 0,26 ng/ml, 10.01.2008: 0,21 ng/ml). Im Gegensatz zu den Wellen- und
Nymphensittichen traten maximale Testosteronspiegel zu Beginn der Winterzeit im
November 2007 (0,26 ng/ml) auf, unmittelbar nach dem Verbringen der Tiere in die

Winterquartiere.
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Abb. 15: Plasma-Testosteronverlauf der mannlichen H  alsbandsittiche (n=7) in Bezug zur
mittleren Niederschlagsmenge, Aul3entemperatur (Quel  le: wetteronline.de) und

Haltungsbedingungen (Innen- oder Aul3envoliere)

In ihrem Heimatland Indien treten die hdchsten Plasma-Testosteronkonzentrationen
zwischen Mai und August auf, wenn zur Verteidigung der Nachzucht die Aggression
gegenuber anderen Spezies steigt (KRISHNAPRASADAN et al. 1988). Dies konnte bei den
hier gehaltenen Halsbandsittichen nicht nachgewiesen werden, denn die maximale
Testosteronkonzentration (0,26 ng/ml) zeigte sich bereits im November 2007 unmittelbar
nach dem Verbringen der Vdgel in die Innenvoliere. Die damit verbundenen klimatischen
Anderungen, wie zunehmende Temperatur (20C) und Be leuchtung, wirkten sich offenbar
positiv auf die Testosteronsekretion aus. Der Umsetzstress fiihrte zum Anstieg des

Corticosteronspiegels, der in Kapitel 4.5.3 néaher betrachtet wird.

4.5 Plasma-Corticosterongehalt im Vergleich zum Testosteronspiegel

In den noch verfigbaren Blutproben der untersuchten Papageienspezies wurde das
Stresshormon Corticosteron bestimmt. Aufgrund der Empfehlung von HOCHLEITHNER und
NOWOTNY (1992) wurde zunédchst getestet, ob eine Vorreinigung des Plasmas zur

Corticosteronbestimmung notwendig ist. Beim Vergleich der Ergebnisse von jeweils 3
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Corticosteronmessungen im Tauben- und Wellensittichplasma ohne Hitzedenaturierung mit
den jeweiligen hitzebehandelten Proben wurde festgestellt, dass die Resultate identisch sind.
Daher war eine Hitzebehandlung der Blutproben nicht erforderlich. Die Corticosteron-
konzentrationen im Plasma der Papageien werden im Folgenden zusammen mit dem
Plasma-Testosteronspiegel gezeigt.

45.1 Wellensittiche

Der mittlere Corticosterongehalt im Plasma der mannlichen Wellensittiche lag zwischen 1,76

und 17,1 ng/ml. Fir die Corticosteronbestimmung am 11.07.2006 war kein Plasma mehr
verflgbar.
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Abb. 16: Corticosteronkonzentrationen (Median, 25. und 75. Perzentil) im Vergleich zum

Plasma-Testosteronverlauf der mannlichen Wellensitt iche (n=11)

Bei Betrachtung der in Abb. 16 dargestellten Corticosteronkonzentrationen féllt auf, dass die
Corticosteronmedianwerte im untersuchten Halbjahr 2006 gegentber 2007 deutlich niedriger
waren (<10 ng/ml). Die niedrigsten Hormonspiegel traten im September (1,76 ng/ml) und
Oktober 2006 (2,59 ng/ml) auf. Demgegeniber wurden im Untersuchungszeitraum 2007
hdhere Corticosteronwerte (>10 ng/ml) ermittelt. Im Januar 2007 war der Corticoidspiegel
deutlich erhéht (12,0 ng/ml), fiel im Marz auf 9,78 ng/ml ab und erreichte Anfang April den

Maximalwert von 17,1 ng/ml (p<0,001). Im weiteren Verlauf lag der Stresshormonspiegel
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zwischen 12,0 und 13,3 ng/ml und sank im Juni 2007 auf 5,84 ng/ml ab. Zum Ende des
Versuchs (27.06.2007) stieg der Corticosterongehalt im Plasma signifikant (p<0,01) auf
13,6 ng/ml an. In dem untersuchungsfreien Zeitraum (November, Dezember 2006) wurden 4
mannliche Wellensittiche in die bestehende Versuchstiergruppe integriert. Der dadurch
erhdhte soziale Stress konnte fur den drastisch erhdhten Corticosteronspiegel im Januar
2007 verantwortlich gewesen sein. Zum Zeitpunkt der Untersuchung im Januar 2007 waren
die Vogel in der Innenvoliere mit Lichtregime untergebracht. Sie wurden Ende Oktober 2006
in die Winterquartiere eingestallt und bis 23.01.2007 nicht untersucht, sodass sie

ausreichend Zeit hatten, sich an die neue Umgebung zu gewothnen.

Betrachtet man in Abb. 16 den Testosteronverlauf im Vergleich zum Corticosteronspiegel, so
zeigt sich offenbar eine gegenlaufige Beziehung. Zum Zeitpunkt der Testosteronmaxima war
der Corticoidspiegel gegentiber dem vorherigen Untersuchungszeitpunkt erniedrigt, wahrend
ein Testosteronabfall fast ausnahmslos mit einem erhdhten Corticoidspiegel auftrat. Im
September 2006 sowie im April 2007 verliefen die Testosteron- und Corticosteronwerte

parallel.
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Abb. 17: Gegenlaufiger linearer Zusammenhang der Co  rticosteron- und Testosteron-
konzentration im Plasma des Wellensittichs W9

Das Stress- und Testosteronprofil des Wellensittichs W9, dargestellt in Abb. 17, zeigt
beispielhaft die Korrelation (r=-0,66; p<0,01) zwischen den beiden Hormonen. Der erhéhte

Corticoidspiegel hatte Auswirkungen auf die Plasma-Testosteronkonzentration, héchstwahr-
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scheinlich durch Hemmung der GnRH-Freisetzung im Hypothalamus (CALOGERO et al.
1999).

4.5.2 Nymphensittiche

Der Corticosterongehalt im Plasma der mannlichen Nymphensittiche schwankte im
Durchschnitt zwischen 4,06 und 12,1 ng/ml.
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Abb. 18: Corticosteronkonzentrationen (Median, 25. und 75. Perzentil) im Vergleich zum

Plasma-Testosteronverlauf der mannlichen Nymphensit tiche (n=9)

Der in Abb. 18 dargestellte Stresshormonspiegel zeigt innerhalb der Untersuchungsperiode
einen anndhernd gleichméaRigen Verlauf. Zu Beginn der Untersuchungen im Januar 2007
betrug die mittlere Corticosteronkonzentration 8,41 ng/ml. Im Februar 2007 kam es zu einem
signifikanten (p<0,05) Anstieg des Corticoidspiegels (12,1 ng/ml), der im April 2007 wieder
auf das Anfangsniveau abfiel. Nach dem folgenden kurzen Anstieg auf 10,8 ng/ml im Mai
2007 (p<0,01), sank der Corticoidgehalt langsam ab und erreichte Mitte Juni 2007 den
Minimalwert von 4,06 ng/ml. Im Juli 2007 stieg der Corticosteronspiegel auf 10,5 ng/ml
(p<0,01) an, fiel aber sofort wieder um 50 % ab (25.07.2007: 5,50 ng/ml). Der anschlie3ende
Verlauf der Plasma-Corticoidkonzentration zeigt signifikante Anstiege Ende August
(8,96 ng/ml) sowie Mitte Oktober (9,61 ng/ml) und November 2007 (8,44 ng/ml), wahrend

zwischenzeitlich verminderte Hormonwerte auftraten. Am Ende der Versuchsperiode
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(November 2007 bis Januar 2008) blieb der Corticosteronspiegel relativ stabil (8,55 —
7,10 ng/ml).

In Bezug zum Plasma-Testosteronspiegel bestand ein positiver linearer Zusammenhang
(r=0,43, p<0,05), d.h der Corticoidspiegel stieg tendenziell mit dem Testosteronspiegel an. In
Abb. 19 ist beispielhaft der Corticoid- und Androgenverlauf im Plasma des Nymphensittich
N8 dargestellt, welcher sehr gut die Korrelation (r=0,47; p<0,05) der beiden Hormone

veranschaulicht.
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Abb. 19: Gleichlaufiger linearer Zusammenhang der C  orticosteron- und Testosteron-

konzentration im Plasma des Nymphensittichs N8

4.5.3 Halsbandsittiche

Der Corticosterongehalt im Plasma der mannlichen Halsbandsittiche lag im Durchschnitt
zwischen 15,9 und 35,6 ng/ml und somit deutlich héher als bei den bisher untersuchten

Spezies.

Bei Betrachtung der in Abb. 20 dargestellten Corticosteronverlaufs fallt auf, dass die
Halsbandsittiche im ersten Drittel der Untersuchungsperiode (Marz — Mai 2007) sehr hohe
Plasma-Corticosteronspiegel (32,1 — 35,6 ng/ml) zeigten, wahrend von Juni 2007 bis zum
Ende der Untersuchungen (Januar 2008) die Corticosteronkonzentrationen deutlich geringer

(15,9 - 26,5 ng/ml) waren. Am ersten Untersuchungstag (22.01.2007) betrug die mittlere
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Corticosteronkonzentration 19,2 ng/ml. Im Marz 2007 kam es zu einem deutlichen Anstieg
des Corticoidspiegels auf 32,1 ng/ml (p<0,05). Nachdem Anfang April 2007 die
Corticosteronkonzentration kurzzeitig abfiel (23,2 ng/ml), stieg sie 2 Wochen spater
signifikant (p<0,05) auf 34,7 ng/ml an und erreichte im Mai 2007 den Maximalwert
(35,6 ng/ml). Bis Mitte Juni 2007 fiel der Stresshormonspiegel auf 19,9 ng/ml ab und blieb bis
zum Ende der Versuche erniedrigt, wobei signifikante Anstiege (p<0,05) Ende Juni
(25,7 ng/ml) und Anfang Oktober 2007 (26,0 ng/ml) ermittelt wurden. Nachdem sich Ende
Oktober 2007 minimale Plasma-Corticosteronkonzentrationen (15,9 ng/ml) ergaben, stieg
der Corticosteronspiegel kurzfristig (November 2007) auf 27,4 ng/ml an und erreichte im

Januar 2008 eine Konzentration von 22,7 ng/ml.
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Abb. 20: Corticosteronkonzentrationen (Median, 25. und 75. Perzentil) im Vergleich zum

Plasma-Testosteronverlauf der ménnlichen Halsbandsi ttiche (n=7)

Zum Plasma-Testosteronspiegel bestand keine Korrelation, aber bei Betrachtung der Abb.
20 fallt auf, dass im ersten Drittel der Versuchsperiode der Corticosteronspiegel erhéht und
gleichzeitig der Testosteronspiegel vermindert war (<0,10 ng/ml). Erst nachdem die
Corticoidkonzentration im Blut abgesunken war, stieg der Plasma-Testosteronspiegel
allmahlich an. Nachfolgend ist in Abb. 21 der Corticosteron- und Testosteronverlauf im
Plasma des Halsbandsittichs H6 aufgefiihrt. Hier zeigt sich, dass zwischen den beiden

Hormonen ein gegenlaufiger linearer Zusammenhang (r=-0,61; p<0,01) bestand.
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Abb. 21: Gegenlaufiger linearer Zusammenhang der Co  rticosteron- und Testosteron-

konzentration im Plasma des Halsbandsittichs H6

4.6 Interspezifischer Vergleich der Plasma-Hormonspiegel

Im Folgenden werden die Plasma-Hormonspiegel von Testosteron und Corticosteron der
drei untersuchten Spezies vergleichend betrachtet. Der Untersuchungszeitraum fir alle
Spezies umfasste ein Jahr, jedoch ist zu beachten, dass die Versuchsperioden
unterschiedlich lagen. Wahrend die Wellensittiche vom Juli 2006 bis Juni 2007 untersucht

wurden, begann die Probensammlung der Nymphen- und Halsbandsittiche im Januar 2007.

4.6.1 Testosteron

Die drei untersuchten Papageienspezies wiesen sehr niedrige Testosteronspiegel auf, wobei
die Wellensittiche mit 0,36 ng/ml die hdchsten Konzentrationen erreichten, gefolgt von den
Nymphensittichen mit 0,34 ng/ml und Halsbandsittichen mit 0,26 ng/ml. Zudem lagen die
Hormonkonzentrationen der zuletzt genannten Spezies haufiger unterhalb der unteren
Nachweisgrenze des Testosteronassays (<0,10 ng/ml), wahrend die Wellensittiche fast
durchgehend Werte im Messbereich des T-EIA zeigten.
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Abb. 22: Plasma-Testosteronverlauf (Medianwerte) de  r Wellensittiche (n=11), Nymphensittiche

(n=9) und Halsbandsittiche (n=7) und Tageslichtlang e

Bei Vergleich der in der Abb. 22 dargestellten Testosteronverlaufe sind Ahnlichkeiten
untereinander feststellbar, die darauf beruhen, dass alle Tiere im Februar 2007 einen
Testosteronanstieg zeigten, der bei den Wellensittichen bis Marz 2007 anhielt, wahrend er
bei den Nymphen- und Halsbandsittichen sofort wieder abfiel. Die Wellen- und
Nymphensittiche erreichten im Februar 2007 und die Halsbandsittiche erst im November
2007 maximale Plasma-Testosteronkonzentrationen. Die Végel waren zum Zeitpunkt ihrer
hdchsten Testosteronspiegel in der Innenvoliere untergebracht. Im weiteren Verlauf traten
Gemeinsamkeiten zwischen den Nymphen- und Halsbandsittichen dahingehend auf, dass im
April, Mitte bis Ende Mai sowie Ende Juli bis Mitte August 2007 der mittlere
Testosteronspiegel unterhalb der Nachweisgrenze des T-EIA lag (<0,10 g/ml) und im

November 2007 kurzzeitig anstieg.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die untersuchten Papageien unterschiedliche
Testosteronprofile aufweisen und sich jahreszeitlich speziesspezifisch verhalten haben.
Wahrend die Wellen- und Nymphensittiche vorwiegend zu Beginn des Jahres erhdhte
Testosteronspiegel zeigten, kam es bei den Halsbandsittichen erst im zweiten Halbjahr zur

vermehrten Testosteronsekretion. Maximale Testosteronspiegel traten bei allen Spezies
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vorwiegend in den Wintermonaten auf. Die Wellen- und Nymphensittiche verhielten sich hier
ahnlich (Tyax iIm Februar/Méarz 2007), wobei der Halsbandsittich, der sich auch in seinem
Ursprungsland von den anderen beiden Spezies unterscheidet, im November 2007
maximale Testosteronkonzentrationen aufwies. Demnach wurde die Testosteronsekretion
der Halsbandsittiche durch kurze Lichttage und bei den Wellen- und Nymphensittichen durch
die zunehmende Tageslange stimuliert. Die VAgel waren zu dieser Jahreszeit (Winter) in der
Innenvoliere untergebracht, sodass nicht gesagt werden kann, ob die hormonelle Steuerung

der Hodenfunktion durch exogene Faktoren (Photoperiode) beeinflusst wurde.

4.6.2 Corticosteron

Bei Vergleich der Corticosteronprofile zwischen den Spezies treten quantitative und
qualitative Unterschiede auf. Betrachtet man die in Abb. 23 dargestellten Corticosteron-
medianwerte der untersuchten Papageien, so fallt auf, dass die Halsbandsittiche die
hochsten Stresshormonspiegel (35,6 ng/ml) zeigten, wahrend die Nymphensittiche mit den

geringsten Konzentrationen (12,1 ng/ml), den Wellensittichen (17,1 ng/ml) &hnlich waren.

Weiterhin zeigt sich, dass der Corticosterongehalt im Plasma der verschiedenen Spezies
uber den Versuchszeitraum unterschiedlich stark schwankte, die grof3te Spannweite zeigten
die Halsbandsittiche (19,8 ng/ml) gegenuber den Wellensittichen (15,4 ng/ml)) und
Nymphensittichen (8,02 ng/ml). Aufféllig ist der hohe Stresshormonspiegel der Halsband-
sittiche zu Versuchsbeginn (Januar bis Mai 2007). Die Wellensittiche zeigten zur gleichen
Zeit erhohte Corticosteronkonzentrationen, die aber in der zweiten Halfte der
Untersuchungsperiode (Januar — Juni 2007) erfasst wurden. Bei den Nymphensittichen

traten Uber den gesamten Zeitraum nur geringe Schwankungen im Hormonverlauf auf.

In Bezug zur Haltung zeigt sich, dass die Corticosteronsekretion der Papageien offenbar
nicht durch die veranderten Haltungsbedingungen beeinflusst wurde oder sie konnten sich
schnell an die neue Situation anpassen. Die Untersuchungen erfolgten jeweils nach einer
gewissen Gewdhnungszeit. Die Umsetzung von der Innen- in die Aul3envoliere hatte keinen
Einfluss auf den Plasma-Corticosteronspiegel, nach dem Verbringen der Végel in die
Innenvoliere (Oktober 2007) war bei allen Spezies der Stresshormonspiegel sogar
vermindert. Bei Betrachtung der Abb. 23 fallt auf, dass die Halsbandsittiche ab Ende Mai
2007 ihren Corticosteronspiegel dauerhaft senken konnten, vermutlich durch ginstige
Klimabedingungen, wie z.B. steigende AulRentemperaturen, und Gewo6hnung an das
regelmafRige Handling bei der Probennahme. Ein Bezug zur Tageslichtlange (TLL) liel3 sich

nicht ableiten.
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5 Diskussion

Fast ein Drittel der Papageienvigel sind vom Aussterben bedroht und ihre Zucht in
Menschenobhut bleibt meistens erfolglos. Fir eine erfolgreiche Nachzucht sind Kenntnisse
Uber den Reproduktionsstatus und das Geschlecht des einzelnen Vogels wichtig. Viele
Vogelarten sind monomorph und adspektorisch zwischen den Geschlechtern nicht zu
unterscheiden. Zudem liegen die Reproduktionsorgane beim Vogel intraabdominal, dadurch
ist es haufig sehr schwer, den Fortpflanzungsstatus und das Geschlecht nicht-invasiv zu
bestimmen. Eine direkte Untersuchung der Gonaden in der Bauchhdhle durch chirurgische
Laparotomie ist mdglich, erfordert jedoch das Fangen und die Anasthesie des Vogels.
Alternativ  kénnen das Geschlecht und der Reproduktionsstatus durch Hormon-
untersuchungen im Blut bestimmt werden. Diese Methode hat den Nachteil, dass der Vogel
zur Blutentnahme gefangen werden muss, was mit Stress verbunden ist und moéglicherweise
den endokrinen Status des Vogels verandert. Daher sind nicht-invasive Techniken
erwiinscht, die ein Handling des Vogels ausschlieRen, wie z.B. Hormonbestimmungen im
Kot. Das Ziel dieser Arbeit war, zuverlassige Methoden fir die endokrine Analyse in
verschiedenen Medien beim Papagei zu etablieren, mit deren Hilfe eine Einordnung des
Reproduktionsstatus méglich ist. Als Vertreter flr die Gruppe der Papageienartigen wurden
gesunde, geschlechtsreife  Wellensittiche (n=11), Nymphensittiche (n=9) und
Halsbandsittiche (n=7) endokrinologisch untersucht. Diese Vogel wurden vom BNA fir die
Durchfihrung dieser Studie zur Verfigung gestellt, weil Vogel nicht fir Versuchszwecke
gezuchtet werden. In den Blut-, Speichel- und Kotproben der méannlichen Psittaziden erfolgte
die Bestimmung des Sexualhormons Testosteron. Daneben wurde das Stresshormon
Corticosteron analysiert, um einerseits den jahreszeitlichen Verlauf und andererseits den
Einfluss von Stress auf die Testosteronausschuttung zu untersuchen. In dem vorliegenden
Kapitel werden zunéchst die zur Testosteronbestimmung unterschiedlich genutzten Medien
vergleichend diskutiert, um anschlieRend eine Einordnung des endokrinen Reproduktions-
status bei den verschiedenen Spezies vorzunehmen. Diese erfolgt unter Berlicksichtigung
der Umwelt- und Haltungsbedingungen. Danach wird mit Hilfe des Corticosterons der

Einfluss von Stress auf die Testosteronsekretion beurteilt.

5.1 Vergleichende Betrachtung der unterschiedlich genutzten Medien

Die Reproduktion der Psittaciformes ist kaum untersucht und Routinemethoden, wie sie bei

Saugetieren lange schon etabliert sind, kdnnen nicht ohne weiteres tUbertragen werden. Aus
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diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit zunachst geeignete Methoden zur
Testosteronbestimmung in Blut, Speichel und Kot von Papageien entwickelt. Im Gegensatz
zu den Se- und Exkreten spiegeln die im Blut messbaren Hormone den endokrinen Status
zurzeit der Probennahme wider (WHITTEN et al. 1998). Der Nachteil der invasiven
Blutgewinnung ist, dass die Tiere gefangen und fixiert werden mussen. Das Einfangen und
Handling sowohl domestizierter als auch wildlebender Vdgel ist mit Stress verbunden und
fuhrt zum Anstieg der Corticosteronkonzentration im Blut (WINGFIELD et al. 1982,
WINGFIELD et al. 1992b; SILVERIN et al. 1997). Dabei wird Uber den Zeitpunkt der
endokrinen Beeinflussung in der Literatur heterogen diskutiert (siehe Kapitel 5.3). Der Effekt
der Manipulation auf die Testosteronkonzentration wird unterschiedlich bewertet. Wahrend
bei der Dachsammer (Zonotrichia leucophrys) der Testosteronspiegel nach 5-10 min
abnimmt (WINGFIELD et al. 1982), wird er beim Trauerschnapper (Ficedula hypoleuca) und
Schwarzkehlchen (Saxicola torquata) nicht durch das Fangen oder Handling beeintrachtigt
(SILVERIN 1998a; GOYMANN et al. 2006). Neben der Beeinflussung der zirkulierenden
Hormone stellen Blutuntersuchungen besonders in Hinsicht auf die vom Aussterben
bedrohten Arten ein potentielles Risiko dar. Vor allem bei kleinen Vdgeln ist oft die
Durchfiuihrbarkeit von Hormonstudien aufgrund von Frequenz und Volumen der Blutproben
limitiert. Haufige Blutenthnahmen kénnen zum Venenkollaps und letztlich zum Tod des Tieres
fuhren. Die hier untersuchten Papageien wurden im Allgemeinen im 14-tdgigen Abstand Uber
einen Zeitraum von einem Jahr beprobt. Das Blutprobenvolumen war entsprechend dem
Korpergewicht des Vogels, v.a. bei den Wellensittichen (<0,5 ml), sehr gering, sodass
Wiederholungsmessungen nur eingeschrankt moglich waren. Die gewonnenen Blutproben
wurden unmittelbar nach der Probensammlung zentrifugiert und bis zu den Hormonanalysen
als Plasma bei -80C eingefroren. Serumsteroide sind bis zu 72 h bei Raumtemperatur
bestéandig und kénnen viele Jahre bei —20C gelagert werden. Anderes gilt fir unpolare
Steroide, wie Progesteron und Androgene, die sehr instabil sind, wenn sie nicht in
proteingebundener Form vorliegen (WHITTEN et al. 1998). Bei langfristiger
Kryokonservierung (>3 Jahre) koénnen die lipophilen Steroide mit der Zeit an die
Gefalinnenwand absorbieren (Progesteron) oder sich aus ihrer Globulinbindung I6sen
(Testosteron), was die freie Fraktion im Blut erhdéht (BOLELLI et al. 1995). In der
vorliegenden Arbeit wurden die Steroidhormonanalysen zeithah zu den Probensammlungen
durchgefihrt, sodass lagerungsbedingte Einflisse nicht berlicksichtigt werden mussten. Fur
die Steroidbestimmungen im Blut der Psittaciformes wurde heparinisiertes Plasma
verwendet; diese Form ist dem Serum vorzuziehen, wenn eine Metabolisierung von
Steroiden im Blut stattfindet (BAMBERG 1994). Die Testosteronbestimmung in den

verschiedenen Medien der Papageien erfolgte mit einem Enzymimmunoassay (EIA) nach
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vorheriger Extraktion der Plasmaproben mit Diethylether. Diese Extraktionsmethode wird in

der Literatur haufig beschrieben.

Die Nachteile der invasiven Blutgewinnung kénnen durch nicht-invasive Techniken, wie z.B.
Kotuntersuchungen, umgangen werden. Die Steroidhormonbestimmung im Kot ist somit eine
ndtzliche nicht-invasive Alternative zur Beurteilung von Reproduktion, Umweltstress und
Aggression bei freilebenden und in Gefangenschaft gehaltenen Saugetieren (WHITTEN et
al. 1998) und Vogeln (BISHOP und HALL 1991; COCKREM und ROUNCE 1994; WASSER
et al. 1997; GOYMANN et al. 2002). Sie ist zugleich ein erfolgversprechendes Hilfsmittel der
endokrinen Kontrolle von Gonaden und Nebennieren bei seltenen und bedrohten Greifvogeln
(Falconiformes) (STALEY et al. 2007). Die Sammelmethode beeinflusst weder das Verhalten
noch den endokrinen Status und erlaubt eine mehrfache Beprobung der Tiere ohne
speziellen Aufwand. Dennoch zeigen die Ergebnisse von STALEY et al. (2007), dass flr
einige Spezies (in diesem Fall der Wanderfalke (Falco peregrinus)) sogar die gelegentliche
menschliche Anwesenheit bei der Kotsammlung scheinbar als Stress empfunden wird. Ein
Problem stellt die individuelle Kotsammlung im Feld, aber auch in Gefangenschaft dar, wenn
die Tiere in Gruppen gehalten werden. Deshalb wurden in dieser Studie die Vogel aus der
Voliere gefangen, identifiziert und bis zum Abschluss der Probensammlung einzeln in
Kafigen untergebracht. Fallweise ist demnach auch diese Sammelmethode mit dem
Einfangen des Vogels verbunden. Im Vergleich zu Feldstudien stellt die angemessene
Lagerung der Proben in Gefangenschaftshaltung keine Herausforderung dar, es sei denn die
Lagerungskapazitaten sind begrenzt. Kotproben sind, wie die meisten biologischen Proben,
auRRerst bestandig, wenn sie gefroren gelagert werden (WHITTEN et al. 1998). In der
vorliegenden Arbeit wurden die Kotproben wahrend der Probensammlung fur maximal 3 h im
Kdhlschrank gelagert (4C) und anschlieBend sofort bei —80 T eingefroren, um die
Auswirkungen der Lagerung auf die Steroide zu minimieren. Natirlich vorkommende
Bakterien und bakterielle Enzyme (Glucuronidasen) in den Féazes spalten die
Steroidmetabolite und beeinflussen somit die Stabilitat der im Kot ausgeschiedenen
Hormone. In Abhéangigkeit von der untersuchten Tierart steigt der Steroidgehalt im Kot
verschiedener Saugetiere innerhalb von 1 bis 24 h nach der Defékation an (WASSER et al.
1988; MOESTL et al. 1999). Alternativ kann Ethanol als Konservierungsmittel fur die
kurzzeitige (bis 30 Tage) Lagerung der Kotproben bei Umgebungstemperatur (WASSER et
al. 1988) oder langfristig vorzugsweise bei —20TC (KHAN et al. 2002) eingesetzt werden. Die
Steroidkonzentration im Kot wird somit durch die Lagerungsdauer und —technik beeinflusst
und sollte bei der Hormonanalyse beriicksichtigt werden. In nicht konservierten Kotproben
kann einerseits die Hormonkonzentration paradoxerweise ansteigen (KHAN et al. 2002) oder

absinken (WASSER et al. 1988). Im ersten Fall handelt es sich anscheinend um ein Artefakt
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durch die Verwendung eines gruppenspezifischen Antikoérpers, der mit den verschiedenen
Metaboliten des Haupthormons kreuzreagiert (WASSER et al. 1988; KHAN et al. 2002). Der
zweite Fall kann durch Oxidation oder Dekonjugation (bakterielle Glucuronidase) der
Steroide in Verbindung mit einem spezifischen Antikérper, der die neuen Verbindungen nicht
erkennt, auftreten (WASSER et al. 1988). Das Problem der bakteriellen Metabolisierung
existiert insbesondere in Kotproben, in denen reichlich gastrointestinale Bakterien vorhanden
sind (WHITTEN et al. 1998). Die Zusammensetzung der Darmflora ist abhéangig von der
Ernahrungsstrategie des Vogels, diese umfasst seine Nahrungspréaferenzen, die Anatomie
und Physiologie des Verdauungstraktes, das biochemisches Potential und die symbiotische
Mikroflora (KLASING 2005). Eine besonders intensive Mikroflora befindet sich in Blindarm
und Rektum herbivorer Spezies. Durch ihre zahlreichen enzymatischen Aktivitaten (u.a.
Dekonjugation) koénnen Gallensauren und Steroidhormone verandert werden. Viele
Vogelarten, wie auch die Papageienvogel, haben keinen Blinddarm und somit eine geringere
Mikroflora als z.B. Hihnervogel. Zudem gehdren die hier untersuchten Papageienspezies zu
den Kornerfressern (Granivores). Nach KLASING (2005) weisen Granivores eine sehr
geringe mikrobielle Aktivitdt im Verdauungstrakt auf. Somit scheint die Modifikation der
Hormone bei Papageien &uf3erst gering zu sein. In eigenen Untersuchungen wurde bestatigt,
dass Papageien hauptsachlich Steroidkonjugate im Kot ausscheiden. Wahrend die
Steroidhormone im Blut den aktuellen Hormonstatus zum Zeitpunkt der Probennahme
widerspiegeln, reprasentieren die ausgeschiedenen Hormonmetabolite im Kot eine
zurickliegende Zeitperiode (GOYMANN et al. 2002). Daraus ergeben sich auch Nachteile fur
nicht-invasive Techniken, da insbesondere in Kot- und Federproben nur durchschnittliche
Hormonspiegel tber eine beachtliche und moglicherweise unbekannte Periode angezeigt
werden (BUCHANAN und GOLDSMITH 2004). Kurzfristige Veranderungen des
Hormonspiegels kdnnen in den Fazes nicht immer festgestellt werden, vor allem wenn die
Ausscheidungsrate gering ist. Steroide gelangen aus dem Blut und Uber die Galle in den
Magen-Darm Trakt und koénnen in Abh&angigkeit von der Darmpassagezeit ins Blut
reabsorbiert werden. Die sehr variable Darmpassagerate ist abhangig von der
Ernahrungsstrategie des Tieres und schwankt beim Vogel zwischen weniger als 30 min bis
ein paar Tage (KLASING 2005). So weisen Vdgel, die sich vorwiegend von Frichten
(Frugivores), Insekten (Insectivores) oder Kérnern (Granivores) ernahren, eine geringere
Verweildauer im Darm (15-100 min) auf als Vdégel, die zu den Fleisch-, Fisch- oder
Pflanzenfressern gehodren. Beim Nymphensittich treten radiomarkierte Steroide 4 h nach
ihrer intramuskuléren Injektion erstmalig im Kot auf (TELL 1997). Wie bei den Séugetieren
dauert die Ausscheidung im Kot langer als die Exkretion tber die Nieren. Im Urin werden
I6sliche (konjugierte) Steroide ausgeschieden und in den Fazes sind in Abhangigkeit von der

Tierart sowohl konjugierte als auch unkonjugierte Steroide enthalten (WHITTEN et al. 1998).
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So konnte mit dieser Arbeit gezeigt werden, dass Papageien hauptsachlich konjugierte
Testosteronmetabolite (85 %) ausscheiden, was mit den von TELL (1997) fir
Nymphensittiche und LEE et al. (1999) fir Wellensittiche und Amazonen verdffentlichten
Daten Ubereinstimmt. FUr die Messung der freien Steroide ist eine enzymatische Hydrolyse
der ausgeschiedenen Steroidmetabolite notwendig. In der Literatur wird einerseits die
Hydrolyse vor (TELL 1997) und andererseits nach der Steroidextraktion
(HIRSCHENHAUSER et al. 1999; GOYMANN et al. 2002) beschrieben. Beide Methoden
wurden in dieser Arbeit getestet, mit dem Ergebnis, dass die Hydrolyse vor der Extraktion
effektiver und zuverlassiger ist (sieche Kapitel 4.1.2). Die Durchfiihrung der enzymatischen
Hydrolyse nach der Extraktion ist wenig effektiv, da nichtkonjugierte (freie) Steroide mit
Diethylether herausgelost werden (BAMBERG 1994). Die Hydrolyse erfolgte in Citratpuffer
(pH 4,8), um eine optimale Aktivitat der B-Glucuronidase/Arylsulfatase zu erzielen. Bei der
Hydrolyse nach der Extraktion wurde demnach Citratpuffer statt Assaypuffer im T-EIA
eingesetzt. Dadurch zeigte sich im EIA eine erhdhte unspezifische Bindung (0,2 ng/ml),
sodass die gemessenen Konzentrationen um diesen Fehlerwert korrigiert werden mussten.
Daraus ergibt sich fir die Hormonanalyse in Papageienkot folgende Schlussfolgerung. Die
Uberwiegend konjugierten Steroide (85 %) in den Féazes sollten mittels enzymatischer
Hydrolyse gespalten werden. Bei Anwendung eines Enzymimmunoassays ist die Hydrolyse
vor der Extraktion zu empfehlen. Bei den hier untersuchten Wellensittichen erfolgte die
enzymatische Hydrolyse der Kotproben nach der Steroidextraktion, so wie es fur
Schwarzkehlchen beschrieben wurde (GOYMANN et al. 2002). Aus diesem Grund waren die
gemessenen Testosteronkonzentrationen im Kot der Wellensittiche deutlich niedriger (1,09 —
8,23 ng/g Kot) als bei den Nymphen- (14,5 — 39,2 ng/g Kot) und Halsbandsittichen (14,7 —
40,6 ng/g Kot). Bei den letztgenannten Spezies wurden die Steroidmetabolite im Kot vor der
Etherextraktion hydrolysiert. Diese Methode nutzten auch COSTANTINI et al. (2008) und
ermittelten deutlich héhere Kotkonzentrationen (29,2 + 4,5 ng/g) fir ménnliche Wellensittiche
unter natirlichen Bedingungen (TLL 10/24 h). Im Unterschied zu den in dieser Arbeit
verwendeten Analysemethoden (Kottrockenmasse, EIA) wurde von COSTANTINI et al.

(2008) die Testosteronkonzentration in Frischkot mit dem RIA bestimmt.

Beim Vogel erfolgt der Kot- und Harnabsatz durch die Kloake. Eine separate
Probengewinnung ist sehr schwierig, sodass Kot-Harn-Gemische zur Hormonanalyse
verwendet wurden, wobei das Harnvolumen in den Proben individuell abweicht. Zudem
scheiden einige Voégel in Stresssituationen erhéhte Harnmengen aus (Polyurie), die den
Wassergehalt der Fazes zusatzlich vergroRern. Aufgrund des sehr variablen Wassergehalts
wurden die Exkremente der hier untersuchten Papageien getrocknet, um das

Probenvolumen zu standardisieren, was die Probengrof3e zusatzlich vermindert hat.
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Aufgrund der geringen Kotabsatzmenge stellt die Hormonanalyse in den Fézes von kleinen
Vogeln eine Herausforderung an den Untersucher dar. Sehr kleine Proben (<0,02 g TMkq)
ergeben proportional héhere Hormonkonzentrationen als gréf3ere Proben (MILLSPAUGH
und WASHBURN 2004; GOYMANN 2005). In dieser Studie wurden &hnliche Effekte bei den
Wellensittichen gefunden. Bei Verwendung von weniger als 10 mg Trockenkot stieg die
Testosteronkonzentration drastisch an. Als eine mdgliche Erklarung fir diese Tendenz
geben MILLSPAUGH und WASHBURN (2004) an, dass die Extraktionseffizienz zwischen
kleinen und groRen Proben abweichen kann. GOYMANN (2005) behauptet, dass durch
statistische Fehler bei der Datenauswertung die Korrelation zwischen Probengewicht und
Hormonkonzentration falsch sein kann. Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit flr die
Wellen- und Nymphensittiche die Mindestkottrockenmassen bestimmt. Die Testosteron-
analysen erfolgten auf der Grundlage der ermittelten Mindestkottrockenmasse von 10 mg fir
den Wellensittich und 5 mg fir den Nymphensittich (siehe Kapitel 4.1.4). Eine mogliche
Alternative, um das Problem der zu geringen Probenmenge zu vermeiden, ware die von
COSTANTINI et al. (2008) praktizierte Sammelmethode. Dabei wurden zur Testosteron-
bestimmung im Kot der Wellensittiche die in einem bestimmten Zeitraum (2 h) abgesetzten

Kothaufen zu einem ,Kotpool“ vermischt.

Zudem liel3en sich Steroidhormone im Speichel der untersuchten Vogel, ebenfalls eine nicht-
invasive Methode, messen. Die Steroide gelangen durch passive Diffusion in den Speichel.
Nur die freien (nicht proteingebundenen) oder schwach gebundenen (geringe Affinitat)
Steroide im Blut dissoziieren wahrend der Speichelbildung durch die Membran. Der Speichel
reflektiert somit die freie Hormonkonzentration im Plasma (QUISSELL 1993). Die Bedeutung
von Hormonbestimmungen im Speichel als alternative Methode hat in den letzten Jahren
zugenommen. Die Beprobung erweist sich bei Tieren in Gefangenschaft als einfach und
kann haufig durchgefuhrt werden. Dagegen stellt die Speichelsammlung im Feld bei
Wildtieren ein Problem dar (WHITTEN et al. 1998). Ahnlich wie bei der Blutentnahme
missen die Tiere gefangen und fixiert werden. Bei kleinen Tieren ist aul3erdem die
Hormonanalyse im Speichel aufgrund der geringen Probenmenge schwierig. In der
vorliegenden Arbeit konnten die minimalen Speichelmengen der untersuchten Papageien
mengenmafig nicht erfasst werden. Die Probenentnahme und -aufbereitung zur
Hormonanalyse erfolgten standardisiert. Dennoch kénnten Abweichungen hinsichtlich der
variablen Speichelmenge auftreten, die in der Datenauswertung als Fehlerquelle
berlcksichtigt werden sollten. Die Literaturangaben diesbeziglich sind begrenzt und
basieren vorwiegend auf Untersuchungen an S&ugetieren. So sind beispielsweise Cortisol,
Ostrogene und Androgene im Speichel des Menschen und einiger Saugetiere messbar.

Beim Meerschwein (Cavia aperea) z.B. eignet sich Speichel anscheinend nicht zur
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endokrinen Kontrolle der Hodenaktivitéat, weil der Testosterongehalt im Speichel nicht den
Plasmaspiegel reflektiert. Dagegen ist Cortisol im Speichel des Meerschweins als nicht-
invasive Methode gut geeignet (FENSKE 1996). Bei anderen Saugetieren (Mensch, Schaf,
Rind) korrelieren Cortisol und auch die Sexualsteroide im Speichel gut mit denen im Blut
(READ 1993; COOK 2002; NEGRAO et al. 2004). Ahnliche Ergebnisse wurden in der
vorliegenden Studie fir Testosteron bei Papageien gefunden. Nach Gonadotropin-
Applikation stieg die Konzentration im Plasma und Speichel an, wobei der Testosteron-
anstieg im Speichel verzogert erschien. Um eine hohe Korrelation zwischen den Speichel-
und Blutwerten zu erzielen, sollten aufgrund der zeitlich verzégerten Steroidausscheidung im
Speichel die Blutproben 20-30 min vor den Speichelproben entnommen werden (COOK
2002). In dieser Arbeit erfolgte die Speichel-, Kot- und Blutsammlung etwa zeitgleich, weil
jeder Vogel zur Stressminimierung nur einmal aus seinem Kafig gefangen wurde.
Abgesehen von den Problemen beim Probenmanagement kénnen auch Komplikationen bei
der Speichelanalyse auftreten. Das Steroid kann wahrend der transzellularen Passage, z.B.
durch Oxygenasen in den Driusenzellen, metabolisiert werden, oder es wird durch orale
Bakterien im Speichel zum Zeitpunkt der Sammlung abgebaut. Dadurch wird der Nachweis
der Speichelhormone in Abhangigkeit von der Methode verandert oder unmoglich
(QUISSELL 1993). Daraus ergibt sich, dass orale Bakterien und Enzyme im Speichel
durchaus auch Auswirkungen auf die Stabilitat der Hormone haben. So ist Testosteron im
Speichel des Delphins (Tursiops truncatus) bei Raumtemperatur (21C) nicht bestandig und
steigt nach 3 h an (HOGG et al. 2005). Im Speichel der hier untersuchten Papageienspezies
wurden zum Teil hohere Testosteronkonzentrationen als im Blut gemessen. Besonders
deutlich ist dieser Unterschied bei den Nymphensittichen. Die Ergebnisse von HOGG et al.
(2005) konnten hierfir eine Erklarung sein. Die Speicheltupfer wurden nach der
Probenentnahme in Aqua bidest 2 h bei Raumtemperatur inkubiert, sodass es zumindest
teilweise zum Abbau der Steroide durch Bakterien und/oder Enzyme kam. Durch
Verwendung eines gruppenspezifischen Antikdrpers, der mit den verschiedenen
Steroidmetaboliten kreuzreagiert, steigt die Hormonkonzentration paradoxerweise an (KHAN
et al. 2002). Zum Vorkommen bestimmter Enzyme in der Schnabelhdhle ist bisher wenig
beschrieben. Es ist bekannt, dass die Speicheldrisen beim Vogel vorwiegend mukdses
Sekret und je nach Spezies Amylase absondern. Wahrend Huhner (Gallus) und Puten
(Meleagris) keine Amylaseaktivitat aufweisen, wurde im Speichel des Haussperlings
(JERRETT und GOODGE 1973) und anderen Spezies (BHATTACHARYA und GHOSE
1971) Amylase nachgewiesen. Fir die Klasse Aves fehlen in der Literatur bisher Angaben
zur Hormonanalyse im Speichel, sodass weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet
erwinscht sind. So kann beispielsweise die Stabilitdt von Testosteron im Speichel durch die

Zugabe eines Hemmstoffes, wie beispielsweise Antibiotika oder MnCl, verbessert werden
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(HOGG et al. 2005). Dies wurde in den hier durchgefihrten Untersuchungen nicht

eingesetzt.

Jede neue Methode zur Messung von Hormonen sollte fur die entsprechende Tierart validiert
sein. Eine offensichtliche und scheinbar unkomplizierte Mdglichkeit der Validierung einer
nicht-invasiven Methode ist die einfache Korrelation mit den Blutwerten. Aber die Variabilitat
der Hormone und ihrer Metabolite sowie die zeitliche Verzégerung zwischen Sekretion und
Exkretion kdnnen solche Korrelationen erschweren. Kurzfristige hormonelle Abweichungen
im Blut sind im Kot nicht immer nachweisbar (GOYMANN 2005). Das Fehlen einer guten
Korrelation zwischen Plasma und Fazes widerlegt somit nicht die Gliltigkeit der nicht-
invasiven Methode. Obwohl der Testosterongehalt in Plasma und Kot der Hausgans nach
GnRH-Behandlung parallel anstieg, konnte keine Kkurzfristige Beziehung zwischen der
Androgenkonzentration im Plasma und den Fazes festgestellt werden (HIRSCHENHAUSER
et al. 2000). Aufgrund dessen wurde in dieser Arbeit auf den Korrelationsversuch verzichtet
und zur Validierung des Testosteronassays fir die Papageienspezies die Stimulation der
Testosteronsekretion unter Gonadotropin-Applikation in Plasma und Speichel getestet.
Daraufhin kam es in beiden Medien zu einem Testosteronanstieg gegeniiber dem Basiswert,
der sich deutlicher im Plasma (3,5-fach) als im Speichel (1,7-fach) zeigte (siehe Kapitel
4.1.5). Gewohnlich ist die pharmakologische Stimulation oder Hemmung der Hormon-
freisetzung, besonders flr Androgene und Corticosteroide, aussagekraftiger (GOYMANN
2005). HIRSCHENHAUSER et al. (2000) untersuchten bei der Hausgans auch die
Testosteronausscheidung im Kot nach GnRH-Applikation. Dabei zeigte sich der
Testosteronanstieg im Blut mit 2 bis 6 h Verzégerung auch im Kot, bedingt durch die
Biotransformation. Dieser Test wurde in der vorliegenden Arbeit nicht durchgefihrt, aber
COSTANTINI et al. (2008) fanden heraus, dass die Verabreichung eines GnRH-Analogons
beim Wellensittich zu einer erhéhten Ausscheidung von Testosteronmetaboliten im Kot flhrt.
Aufgrund der positiven Korrelation zwischen Plasma und Kot sind Testosteronbestimmungen
in den Fazes von Huhnern (COCKREM und ROUNCE 1994) und Wachteln (BISHOP und
HALL 1991) so zuverlassig und aussagefahig wie Testosteronmessungen im Blut.

Demzufolge sind Plasmaspiegel fir die Validierung nicht erforderlich.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass der Hormonstatus im Blut nur eine Momentaufnahme
darstellt und der durch die Blutentnahme verursachte Stress den Hormonstatus beeinflussen
kann. Dies ist inshesondere in Hinsicht auf bedrohte Vogelarten sowie in Stresshormon-
studien problematisch. Die Hormonanalyse im Speichel stellt eine nicht-invasive Alternative
dar, jedoch setzt die Probennahme das Fangen und Handling des Vogels voraus, was
insbesonders bei Wildvogeln eine Herausforderung ist. Zur Entwicklung einer zuverlassigen

Methode fir die Speichelanalyse beim Vogel bedarf es weiterer Untersuchungen auf diesem
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Gebiet, wie z.B. Verbesserung der Sammelmethode und Probenaufbereitung. Zur endokrino-
logischen Untersuchung der Voégel, insbesondere der Nebennierenaktivitat, scheinen
Kot/Harn am besten geeignet, da die Probensammlung ohne Beeintrachtigung der Tiere
erfolgen kann und der Hormongehalt im Kot eine zurilickliegende Zeitperiode anzeigt. Die
Kot-/Urinsammlung ist eine praktische und effiziente Methode zur Kontrolle der Reproduktion

beim Nymphensittich (TELL 1997) und weiteren Papageienspezies.

5.2 Bestimmung des Reproduktionsstatus

In der vorliegenden Arbeit wurden drei Vertreter der Papageienvigel aus verschiedenen
Herkunftsgebieten (Asien, Australien) ausgewahlt und endokrinologisch untersucht. Die
australischen Wellen- und Nymphensittiche gehdren zu den tropischen Papageien, wahrend
die Halsbandsittiche urspriinglich aus den Subtropen kommen, mittlerweile aber auf drei
Kontinenten verbreitet sind und auch europdische Gebiete bewohnen. Bei den hier
untersuchten Papageien handelte es sich um domestizierte Vagel (Wellen- und Nymphen-
sittiche) und nicht domestizierte Vogel (Halsbandsittich), die in der gemaRigten Klimazone
(Leipzig: 5120’ N) gehalten wurden. Dies ist insofern von Bedeutung, weil sich das
Reproduktionsverhalten (z.B. Bedeutung der Photoperiode) zwischen den Végeln in der
gemaRigten Zone und den Tropen bzw. Subtropen unterscheidet. In den ariden Gebieten
Australiens, wo die hier untersuchten Wellen- und Nymphensittiche beheimatet sind, dient
der Niederschlag ersatzweise fir die Tageslange als der oberste Zeitgeber (SERVENTY
1971). Insbesondere in West- und Zentralaustralien stehen die Regenfélle in keinem
Zusammenhang mit den Jahreszeiten, sodass hier die Reproduktion unregelmaRig zu jeder
Jahreszeit auftreten kann. Die Ermittlung von saisonalen Testosteronanstiegen bei Tropen-
vogeln stellt eine Herausforderung dar, weil die Wahrscheinlichkeit, dass man die Mannchen
gerade zum Zeitpunkt ihrer maximalen Testosteronsekretion beprobt, gering ist (HAU et al.
2008). Die Vogel in der gemaRigten Zone nutzen zur Vorhersage der Brutsaison initial
langfristige Signale, wie die Photoperiode, und zusatzlich kurzfristige Zeichen, wie z.B.
Temperatur, Futter- und Nistplatzverfigbarkeit, zur Feinabstimmung der Brut mit der lokalen
Umwelt (WINGFIELD et al. 1992a). Licht kann fiir Vogel, die in Aquatorndhe leben, als
Zeitgeber kaum in Frage kommen, da die jahreszeitlichen Schwankungen der Tageslange
sehr gering sind und nur selten eine Kopplung mit mittelbaren Faktoren gegeben ist.
Dennoch besitzen einige Tropenvogel die Fahigkeit auf experimentelle Tagesverlangerung
mit Gonadenwachstum zu reagieren (MILLER 1965; EPPLE et al. 1972). Dieser photo-
stimulierende Effekt zeigt sich beim Fleckenbrust-Waldwachter (Hylophylax n. naevioides)

bereits bei einem 13 h Tag (HAU et al. 1998), was fur eine hohe Sensitivitat der tropischen
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Vogel gegenuber minimalen Lichtveranderungen spricht. Jedoch scheinen die photo-
periodischen Signale in den Tropen nicht so nitzlich wie in héheren Breiten zu sein, da
selten eine Verbindung mit dem zukinftigen Futterangebot gegeben ist (MOORE 2005).
Versetzt man am Aquator lebende Vogel in hohere Breitengrade mit einer saisonalen
Photoperiodik, so verlangert sich unter natirlichen Langtagbedingungen (TLL 15/24h) ihre
Reproduktionsperiode (MILLER 1965). Diese Vogel zeigen im Gegensatz zu den
einheimischen Vogeln der gemaligten Klimazone keine Hodenregression durch die
anhaltende Lichtexposition. Auch eine Verkirzung des Lichttages auf 10-11 h kann den
Reproduktionszyklus nicht unterdriicken (MILLER 1965). Das Wachstum der Hoden unter
diesen Bedingungen erfolgt als eine Reflexion des endogenen circannualen Rhythmus, der
nachweislich in den Populationen am Aquator sowie unter konstanten Haltungsbedingungen
(Lichttag, Temperatur) besteht (GWINNER und DITTAMI 1990) und durch photoperiodische
Zyklen synchronisiert werden kann (GWINNER und SCHEUERLEIN 1999). Es ist bekannt,
dass die Eulenpapageien (Strigops) in Neuseeland jahrlich briten und zur Stimulation des
Gonadenwachstums im Frihjahr (September — November) hauptsachlich die Tagesléange
nutzen (COCKREM und ROUNCE 1995). Somit scheinen alle Vogelspezies unabhéngig von
ihrem Ursprung in der Lage zu sein, auf Veranderungen der TageslichtlAnge zu reagieren.
Auch bei den opportunistisch britenden Zebrafinken (Taeniopygia g. guttata) wird unter
Langtagbedingungen (TLL 20/24 h) das Hodenwachstum angeregt, aber bei gleichzeitig
restriktiver Futterung bleibt die Gonadenentwicklung stehen (PERFITO et al. 2008).

Die mittleren Testosteronkonzentrationen im Plasma der hier untersuchten Papageien fielen
generell sehr gering aus. Die hochsten Plasmaspiegel zeigten die Wellensittiche mit
0,36 ng/ml, gefolgt von den Nymphensittichen mit 0,34 ng/ml und den Halsbandsittichen mit
0,26 ng/ml. Eine Erklarung hierfir ergibt sich aus der tageszeitlichen Rhythmik der
Testosteronsekretion, die Uberwiegend nachts erfolgt (SCHANBACHER et al. 1974). In der
vorliegenden Studie erfolgte die Probensammlung fur die Testosteronanalyse am Vormittag
(9-12 Uhr). Die publizierten Daten zum Plasma-Testosteronspiegel bei Vogeln beruhen
hauptsachlich auf Untersuchungen an Sperlings- und Hihnervégeln. Daneben existieren
Veroffentlichungen zu einigen Papageienspezies, wie z.B. Amazonen (Amazona amazonica)
und freilebenden Halsbandsittichen, die &hnlich niedrige Testosteronkonzentrationen
aufweisen. So zeigen Amazonen in Gefangenschaft maximale Testosteronspiegel von etwa
0,6 ng/ml im Plasma unmittelbar (1 Tag) nach der Nestboxinspektion. Danach nimmt die
Testosteronkonzentration ab (<0,10 ng/ml) und steigt erst wieder an (0,25 ng/ml), wenn die
Kiken fligge werden (KENTON und MILLAM 1994; MILLAM 1997). Die freilebenden
Halsbandsittiche in Indien erreichen maximale Testosteronspiegel von zirka 0,9 ng/ml

Plasma zwischen Mai und August (,postbreeding stage“) und etwa 0,5 ng/ml Plasma

73



5 Diskussion

wahrend der Brutphase (KRISHNAPRASADAN et al. 1988). Dabei kann nicht gesagt
werden, zu welcher Tageszeit die Amazonen und Halsbandsittiche untersucht worden sind.
Maximale Testosteronspiegel werden nur unter physiologischen Bedingungen, d.h. in freier
Wildbahn, erreicht. Fur die Voégel in Gefangenschaft sind die maximal erreichbaren
Testosteronkonzentrationen deutlich niedriger (WINGFIELD et al. 1990). Es ist
unwahrscheinlich, dass der geringere Testosteronspiegel der Vogel in Gefangenschaft durch
Stress verursacht wird, weil auch der Corticosteronspiegel freilebender Vogel hoher ist. In
Gefangenschaft wird die Hormonantwort scheinbar unterdriickt, weil entsprechende
Verhaltensweisen (z.B. Territorialverhalten), welche im Feld die Testosteronsekretion
beeinflussen (WINGFIELD et al. 2001), verdrangt werden. So zeigen méannliche Vogel, die
ein Territorium etablieren, hdhere Testosteronkonzentrationen als jene, die bereits ihre
Reviergrenzen festgelegt haben. Diese Komponente entfiel in dieser Studie, da die Vogel in
Gemeinschaftsvolieren getrennt nach Spezies gehalten wurden. Die geringen Testosteron-
konzentrationen im Plasma der hier untersuchten maénnlichen Papageien kdnnten auch
durch die monogame Lebensweise begrindet werden, weil monogame Spezies im Vergleich
zu polygynen Arten niedrigere Testosteronspiegel wahrend der Brutsaison aufweisen
(WINGFIELD et al. 1990). Die Mannchen monogamer Vogelarten, zu denen auch die
Papageien gehdren, sind aktiver an der Jungenaufzucht beteiligt als die Mannchen von
polygynen Spezies. So sind beispielsweise mannliche Nymphensittiche direkt am Brut-
geschaft beteiligt, indem sie tagsiuber die Eier bebriten, wahrend die Wellensittich-
Méannchen indirekt mitwirken und die britenden Weibchen fiittern. Weil Testosteron die
elterliche Fursorge beeinflusst, zeigen die Mannchen monogamer Spezies, die sich intensiv
an der Jungenaufzucht beteiligen, niedrige Plasma-Testosteronkonzentrationen. Die
Empfindlichkeit auf soziale Reize (Herausforderung von einem mannlichen Eindringling)
steigt mit der vaterlichen Fursorge. Mannchen, die sich gar nicht oder nur gering an der Brut
beteiligen (typisch fir polygyne Spezies) scheinen weniger auf soziale Herausforderungen
zu reagieren (WINGFIELD et al. 1990). Der Sozialstatus korreliert ebenso mit der
Testosteronsekretion. Dominante Mannchen weisen hdhere Testosteronkonzentrationen als
untergeordnete Artgenossen auf (PETERS et al. 2001). Meist ist das Mannchen der
dominierende Partner, beim Halsbandsittich nehmen die Weibchen die dominante Position
ein (LANTERMANN 1999). Dies konnte eine Erklarung fir die sehr niedrigen Plasma-
Testosteronkonzentrationen der hier untersuchten méannlichen Halsbandsittiche sein. Auch
soziale Faktoren, wie die Anwesenheit eines Partners, sind wichtig fur die Gonadenreifung
und Hormonsekretion. Die Paarung der mannlichen Trauerschnapper (Ficedula hypoleuca)
ist mit einem Testosteronanstieg im Plasma verbunden, der wahrscheinlich durch den Reiz
des Weibchens ausgelost wird (SILVERIN 1984). Der Testosteronspiegel von nicht

verpaarten Mannchen bleibt dagegen niedrig. In der vorliegenden Arbeit konnten maximal
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zwei Mannchen eine Paarbindung mit einem Weibchen eingehen, weil in jeder Gruppe nur
zwei weibliche Tiere verfigbar waren. Horkontakt zu Artgenossen stimuliert die Gonaden-
entwicklung beim Wellensittich (FICKEN et al. 1960), aber Vorraussetzung fur die sexuelle
Entwicklung bei monogamen Spezies ist oft die Paarbindung (MILLAM 1997). Das
Vorhandensein eines Nestes ist sowohl fir die Eibildung als auch fir die mannliche
Hormonsekretion wichtig. So weisen mannliche Amazonen wahrend der Nestboxinspektion
maximale Testosteronspiegel auf (KENTON und MILLAM 1994). Zudem wird die
Testosteronsekretion der Mannchen in Anwesenheit sexuell empfanglicher Weibchen
stimuliert (WINGFIELD et al. 1990). Die Papageien dieser Studie hatten keine Nist-
gelegenheit, so wurde bei den weiblichen Tieren auch keine Brut ausgeldst. Insbesondere
fur Hohlenbriter ist das Vorhandensein einer Nestbox vielleicht der wichtigste Stimulus fur
die Entwicklung der Geschlechtsorgane (MARTIN und MILLAM 1995). Wenn ein oder
mehrere Umweltfaktoren fehlen oder mangelhaft sind, so wie es haufig in Gefangenschaft
ist, fuhrt dies letztlich zu einem verminderten Reproduktionserfolg. Aufféllig in dieser Arbeit
waren die jahreszeitlich sehr variablen Testosteronkonzentrationen bei den verschiedenen
Papageienspezies. Insbesondere bei den Nymphensittichen gab es mehrere Testosteron-
maxima zu verschiedenen Zeitpunkten. GOYMANN et al. (2004) fanden heraus, dass in den
Tropen die Lange der Brutsaison der Hauptbestimmungsfaktor fir die Testosteron-
hochstwerte ist. Beim Schwarzkehlchen ist eine stark saisonale Zucht mit hohen
Testosteronmaxima in niedrigen und hohen Breitengraden assoziiert (GOYMANN et al.
2006). Da in Gefangenschaft die Zucht unter optimalen Bedingungen zu fast jeder Jahreszeit
maoglich ist, zeigten die hier untersuchten Papageien niedrige Testosteronmaxima.
Andererseits kdnnten ausgeprégte Testosteronhdchstwerte in dieser Studie nicht erfasst
worden sein, weil die Vogel in Abstanden von 2 Wochen untersucht worden sind, oder
maximale Testosteronkonzentrationen wurden in Gefangenschaft nicht erreicht, weil z.B.
fertile Weibchen, ein Nest und der Partner fehlten. Zusammenfassend ist zu sagen, dass der
absolute Testosteronspiegel im Blut nicht prinzipiell den Reproduktionsstatus des Vogels
anzeigt, sondern vielmehr dazu dient Voraussagen Uber die endokrine Basis von
Paarungssystemen und Brutstrategien zu treffen (WINGFIELD et al. 1990). Maximale
Testosteronspiegel treten groRtenteils mit der Revierverteidigung, Balz und Nestaktivitat auf.
Weiterhin haben domestizierte Spezies im unterschiedlichen Mal3e die Fahigkeit verloren,
auf Veranderungen in der Umwelt zu reagieren. Die meisten Wildvégel werden in
Gefangenschaft fir gewdhnlich nicht briten, einerseits aufgrund von Stress und Unruhe und
andererseits weil die breite Palette von Umweltfaktoren, wie z.B. ein Partner oder
Territorium, fehlt (DAWSON 1983).
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Wahrend im Blut die Steroidhormone nur in niedrigen Konzentrationen vorhanden sind
(BAMBERG 1994), wurden im Kot der hier untersuchten Papageien deutlich hdhere
Testosteronwerte ermittelt. Die im Kot gemessenen Steroidmetabolite stellen die kumulative
Fraktion der ausgeschiedenen Hormone (ber einen langeren Zeitraum dar (GOYMANN
2005). Somit kdnnen stark abweichende Plasma-Testosteronkonzentrationen durch
Kotuntersuchungen vermieden werden (WHITTEN et al. 1998). Daher bietet die Steroid-
hormonbestimmung im Kot von Vdgeln eine praktische Alternative zur Blutsammlung und
damit auch weniger Stress fur die Tiere. Die bisherigen Untersuchungen im Kot von Végeln
beschranken sich hauptsachlich auf Hihnervdgel (BISHOP und HALL 1991; COCKREM und
ROUNCE 1994; HIRSCHENHAUSER et al. 1999) und Sperlingsvégel (GOYMANN 2005),
wahrend flr die Ordnung der Psittaciformes nur begrenzt Daten vorliegen. Eine Studie von
COCKREM und ROUNCE (1995) beschreibt saisonale Veranderungen der Gonadenaktivitat
beim Kakapo (Strigops habroptilus) mittels nicht-invasiver Steroidhormonanalyse im Kot.
Dieser in Neuseeland beheimatete Vogel ist akut vom Aussterben bedroht und der einzige
bekannte flugunfahige Papagei. Die nachtaktiven Kakapos zeigen einen jahrlichen Zyklus
der Testosteronausscheidung im Kot mit maximalen Konzentrationen im Februar
(309,5 £ 57,5 ng/g TMko) und Dezember (441,1 + 163,4 ng/g TM.). Die erhdhte Androgen-
ausscheidung deckt sich somit mit dem Zeitraum der sexuellen Aktivitdt der mannlichen
Kakapos im spaten Frahling und Sommer (COCKREM und ROUNCE 1995). Kurz zu
erwdhnen sei hier, dass in Neuseeland (gemé&Rigtes und subtropisches Klima) die
Jahreszeiten umgekehrt auftreten. Fir die hier untersuchten Papageienspezies wurden
maximale Kotkonzentrationen im Februar (Wellensittiche), November (Nymphensittiche) und
Méarz 2007 (Halsbandsittiche) ermittelt. In unseren Breiten scheiden die Papageien demnach
in den Wintermonaten (November bis Mé&rz) erhthte Testosteronmengen im Kot aus.
Wahrend dieser Zeit wurden die Voégel in der Innenvoliere unter konstanten Temperatur-
(20C) und Lichtbedingungen gehalten, sodass der jahreszeitliche Einfluss scheinbar
weniger von Bedeutung ist. Bei den Eulenpapageien (Strigops) in Neuseeland bleibt der
mittlere Testosterongehalt im Kot von April bis Oktober niedrig (<60 ng/g TMk.). Zu dieser
Zeit stellen die Mannchen ihr Sexualverhalten ein und mausern (COCKREM und ROUNCE
1995). Die Wellensittiche dieser Studie verhielten sich hier &hnlich wie die Kakapos, denn
von April bis Juni 2007 (Versuchsende) war die Testosteronausscheidung im Kot gering,
nachdem sich im Februar 2007 maximale Testosteronkonzentrationen im Kot zeigten. Im
Vergleich zu den Kakapos scheiden die hier untersuchten Papageien deutlich weniger
Testosteron im Kot aus. Die von COCKREM und ROUNCE (1995) verdffentlichten Kot-
konzentrationen stimmen jedoch mit den Ergebnissen von COCKREM und ROUNCE (1994)
fur das Haushuhn sowie von BISHOP und HALL (1991) fur die Wachtel Uberein. Die

unterschiedlichen Konzentrationen sind wahrscheinlich durch die abweichende Kérpermasse
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zwischen den Spezies zu erklaren. Adulte, ménnliche Kakapos wiegen 3 bis 4 kg und sind
diesbeziglich dem Hausgefligel &hnlich. Von den hier untersuchten Papageien sind die
Halsbandsittiche mit 131 + 14,2 g (Mittelwert am 1. Untersuchungstag) am schwersten.
Aufgrund ihrer geringen Korpermasse/-gréf3e scheiden sie haufiger kleine Kotmengen aus.
Des Weiteren gibt es Unterschiede in der Testosteronsekretion zwischen freilebenden und in
Gefangenschaft gehaltenen Vogeln. Maximale Testosteronspiegel werden in Gefangenschaft
nicht erreicht (WINGFIELD et al. 1990). Ein weiteres wichtiges Argument fir die
abweichenden Testosteronkonzentrationen zwischen den hier untersuchten Papageien und
dem Kakapo liefert das unterschiedliche Paarungssystem. So wie fast alle Psittaziden sind
auch die Papageien der vorliegenden Studie monogam. Kakapos dagegen haben ein sehr
kompliziertes Paarungssystem mit einem Arena-Balzverhalten (,lekking behaviour"), bei dem
die Mannchen sich an einer sog. Balzarena versammeln und um die Gunst der Weibchen
konkurrieren. Auflerdem sind mannliche Kakapos nicht am Brutgeschaft oder der
Jungenaufzucht beteiligt, was eine Erklarung fir die deutlich erhdhten Testosteron-
konzentrationen ist. Monogame Mannchen, die sich aktiv an der Brut und Aufzucht
beteiligen, weisen die geringsten Testosteronspiegel auf (WINGFIELD et al. 1990). Davon
abgesehen scheiden die freilebenden Kakapos in Neuseeland zwischen den sexuell aktiven
Phasen (April bis Oktober 1990) weniger als 60 ng/g Testosteron im Kot aus (COCKREM
und ROUNCE 1995). In der vorliegenden Arbeit wurden vergleichbare Testosteronmengen in
den Fazes der Halsbandsittiche (Tmax: 40,6 ng/g TMky) und Nymphensittiche (Tmax:
39,2 ng/g TM.r) gefunden. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die hier untersuchten
Papageien anscheinend sexuell inaktiv waren und, dass unter physiologischen
Bedingungen, d.h. in Freiland, weitaus héhere Testosteronspiegel erreicht werden kénnen
(WINGFIELD et al. 1990).

Zudem war Testosteron auch im Speichel der Psittaciformes nachweisbar. Bei den Wellen-
(0,10-0,52 ng/ml) und Halsbandsittichen (0,10 - 0,44 ng/ml) wurden vergleichbare
Konzentrationen ermittelt, die etwa in dem Konzentrationsbereich des Blutes lagen.
Steroidhormone gelangen durch passive Diffusion aus dem Blut in den Speichel (QUISSELL
1993), sodass ahnliche Konzentrationen in beiden Medien auftreten. Im Vergleich zu den
Wellen- und Halsbandsittichen wurden bei den Nymphensittichen im Mittel 8-fach héhere
Konzentrationen gemessen. Zudem traten bei allen Spezies im Speichel zeitweise hdhere
Testosteronwerte als im Plasma auf. Diese Differenzen sind wahrscheinlich durch die
Probenaufbereitung des Speichels bedingt (siehe Kapitel 3.3.2). Dabei wurden die
Speicheltupfer 2 h bei Raumtemperatur in Aqua bidest inkubiert. Aufgrund der geringen
Stabilitat von Testosteron steigt bei Raumtemperatur (21C) die Konzentration im Speichel

nach 3 h an (HOGG et al. 2005). Als weitere Ursache fir die erhdhten Testosteronwerte im
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Speichel sind diverse Laborfehler und/oder Probenverunreinigungen zu nennen. Einerseits
korrelierte im Verlauf der Untersuchungen der Testosterongehalt im Speichel mit den
Plasmawerten, andererseits traten, v.a. bei den Wellen- und Halsbandsittichen, auch
gegenlaufige Zyklen auf. Die Testosteronausscheidung im Speichel erfolgt zeitlich verzdgert
im Vergleich zum Blut. Nach COOK (2002) sollten die Speichelproben 20-30 min nach den
Blutproben entnommen werden, um eine hohe Korrelation zwischen den Speichel- und
Blutwerten zu erzielen. In dieser Studie erfolgte die Speichelsammlung zeitnah mit der
Blutentnahme, sodass teilweise abweichende Testosteronkonzentrationen in beiden Medien
ermittelt wurden. AbschlieBend ist zu sagen, dass die endokrine Speichelanalyse bei
Papageien prinzipiell mdglich ist, jedoch stellt Speichel zum jetzigen Zeitpunkt nicht das
Mittel der Wahl dar. Dafur sind weitere Untersuchungen, wie z.B. Verbesserung der Proben-
sammlung und Analysemethoden, auf diesem Gebiet erwiinscht, um zukinftig Hormon-

bestimmungen im Speichel von Papageien als geeignete Alternative zum Blut anzubieten.

5.2.1 Wellensittiche

Nach der allgemeinen Diskussion wird nun auf die Besonderheiten der Reproduktion beim
Wellensittich eingegangen. In der Forschung wird der Wellensittich gern als
wissenschaftliches Modelltier genutzt, jedoch sind endokrinologische Parameter zu dieser
Spezies in der Literatur unzureichend beschrieben. Zum Reproduktionszyklus domestizierter
Wellensittiche gibt es unterschiedliche Meinungen. BROCKWAY (1964b) behauptet, dass
domestizierte ménnliche Wellensittiche keine saisonalen Zyklen der Gonadenreifung oder —
regression aufweisen. Die Hoden sind das ganze Jahr aktiv und produzieren Spermien und
Androgene, vorausgesetzt die Vogel werden paarweise (getrenntgeschlechtlich) mit Sicht-
und Horkontakt zu Artgenossen und ad libitum Fitterung gehalten (FICKEN et al. 1960;
BROCKWAY 1964a). Dagegen zeigte HUMPHREYS (1975), dass die Photoperiode Einfluss
auf die Hodenfunktion nimmt und demnach aktive (TLL 14-16/24 h) und inaktive (TLL 8/24 h)
Stadien auftreten. Auch SAMOUR et al. (1987) beschrieben einem jahrlichen Hodenzyklus
domestizierter Wellensittiche mit vier Perioden der Spermienproduktion im Jahr und
dazwischen liegender Hodeninaktivitdt. Die Hodenregression ist in den inaktiven Zyklus-
phasen am grof3ten, dennoch nicht so ausgepragt wie bei nicht britenden Wellensittichen im
Freiland. Ahnliche Beobachtungen machten FICKEN et al. (1960) sowie BROCKWAY
(19644a) fur méannliche Wellensittiche, die visuell oder auditiv von ihren Artgenossen isoliert
wurden. Hat ein Mannchen einmal die Geschlechtsreife erreicht, scheinen die Hoden auf
einer relativ hohen Entwicklungsstufe zu bleiben. Dies kann als Artefakt der Domestikation
gedeutet werden (BROCKWAY 1964b). Vielleicht sind gefangen gehaltene Wellensittiche

nicht so empfindlich gegeniber jenen Umweltfaktoren, welche die Brut bei Wildvogeln
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kontrollieren, und briten deshalb wahrend des ganzen Jahres (SAMOUR et al. 1987). Schon
in den 70er Jahren berichtete SERVENTY (1971), dass Wellensittiche fortwahrend briten

solange geeignete Bedingungen vorherrschen.

Ob die Entwicklung der Hoden beim Wellensittich unter dem Einfluss der Tageslénge steht,
wird in der Literatur heterogen diskutiert. Einerseits wird behauptet, dass keine prinzipielle
photoperiodische Steuerung der Gonadenentwicklung vorliegt (POHL-APEL und SOSSINKA
1975) und andererseits wird beschrieben, dass Wellensittiche in Gefangenschaft auf
photoperiodische Stimulation ansprechen (PUTMAN und HINDE 1973). Die Hoden kénnen
in Abhangigkeit von der Tageslange in finf verschiedene Stadien eingeteilt werden
(HUMPHREYS 1975). Dabei fuhren kurze Lichttage (TLL 8/24 h) zur Hodenregression mit
Abbruch der Spermatogenese. COSTANTINI et al. (2008) fanden heraus, dass es infolge
verlangerter Lichtperioden (TLL 16/24 h) zur vermehrten Ausscheidung von Testosteron-
metaboliten im Kot mannlicher Wellensittiche kommt. Die bisher genannten Autoren
beschaftigten sich hauptsachlich mit der Hodenstruktur des Wellensittichs unter dem Einfluss
der Photoperiode. In dieser Arbeit wurde vordergrindig der endokrine Reproduktionsstatus
der mannlichen Papageien in der gemalfigten Klimazone untersucht. Ob die Androgen-
sekretion der mannlichen Wellensittiche unter dem Einfluss der Tageslange steht, wird in
diesem Kapitel erdrtert. Der Androgenspiegel der Wellensittiche ist im Verlauf der
Untersuchungsperiode z.B. vergleichbar mit dem der freilebenden Stare (Sturnus vulgaris).
Stare weisen maximale Plasma-Testosteronkonzentrationen in Verbindung mit dem grof3ten
Hodengewicht im April, der Periode des Nestbaus, auf (DAWSON 1983). Die Wellensittiche
dieser Studie zeigten im Marz (Tmax: 0,36 ng/ml) die hochste Testosteronkonzentration im
Plasma. In diesem Zeitraum waren sie in der Innenvoliere mit konstanten Licht-
(TLL 10/24 h) und Temperaturbedingungen (20<C) unte rgebracht, jedoch konnten die Vdgel
durch das im Innenraum vorhandene Fenster Tageslicht wahrnehmen. AnschlieRend fiel im
April 2007 der Testosteronspiegel (0,19 ng/ml) ab und blieb auch nach dem Umsetzen in die
AulRenvoliere (Ende April) niedrig (14.05.2007: 0,14 ng/ml). Auch bei den Vdgeln der
gemaRigten Zone, wie z.B. dem Star, nimmt die Testosteronsekretion im Mai ab und bleibt
den Sommer Uber niedrig. Stare zeigen im September und Oktober die sogenannte
.Herbstsexualitat* im Zusammenhang mit einem leichten Anstieg des Androgenspiegels
(DAWSON 1983). Bei den hier untersuchten Wellensittichen war im September 2006 ebenso
ein kurzfristiger Testosteronanstieg im Blut zu verzeichnen, wahrend in den Sommer-
monaten die Plasma-Testosteronsekretion erniedrigt war. Obwohl sich die beiden Vogelarten
Star (Sperlingsvogel) und Wellensittich (Papagei) hinsichtlich der Systematik und naturlichen
Verbreitung unterscheiden, zeigen sie dennoch vergleichbare Testosteronprofile. Offenbar

hat sich der Wellensittich im Rahmen der Domestikation bezliglich seiner Fortpflanzung den
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Wildvogeln der gemaliigten Klimazone angendhert. Andererseits wurden die Papageien
dieser Arbeit teilweise in der Innenvoliere (von Oktober bis April) unter konstanten
Bedingungen gehalten, sodass Umwelteinflisse (Photoperiode, Klima) nur indirekt Einfluss
auf die Hormonsekretion austiben konnten. Fir den maximalen Testosteronanstieg im Marz
2007 konnen weitere Grinde in Betracht kommen. Neben dem bereits beschriebenen
Aspekt der photoperiodischen Stimulation spielen auch soziale Faktoren in der Testosteron-
sekretion eine Rolle, wie z.B. Populationsdichte und -struktur. So wurden wahrend der
untersuchungsfreien Zeit (18.10 2006 — 23.01.2007) 4 mannliche Wellensittiche in die
bestehende Versuchsgruppe integriert. Darauffolgende Testosteronbestimmungen im Blut
zeigten zunachst einen Testosteronabfall im Januar 2007 (0,15 ng/ml) und anschlieRend
einen maximalen Anstieg im Marz 2007 (Tmax: 0,36 ng/ml). Einerseits reguliert das mannliche
Sexualhormon Testosteron die Reproduktion und andererseits auch das Aggressions-
verhalten unter den Vdgeln. Obwohl viele Tropenvigel saisonal briuten, ist der Testosteron-
spiegel oft das ganze Jahr niedrig, wahrend in Zeiten sozialer Instabilitat die Testosteron-
konzentration ansteigt, auch wenn die Mannchen vollstandig zurlickgebildete Gonaden
haben (WIKELSKI et al. 1999). Die veranderte Sozialstruktur und erhdhte Populationsdichte
durch die Aufnahme von fremden Artgenossen (n=4) und die damit verbundene zunehmende
Konkurrenz zwischen den Mannchen um weibliche Partner und Futter kénnten fir diesen
Testosteronanstieg bei den Wellensittichen verantwortlich sein. Auch bei verschiedenen
Sperlingsvogeln verandert sich die Plasma-Testosteronkonzentration mit der Populations-
dichte (BELETSKY et al. 1990; DUFTY, Jr. 1993). Dabei steigt der Testosteronspiegel
sowohl bei dem mannlichen Eindringling als auch bei den Nachbarn in dem Territorium an
(WINGFIELD 1985). Werden domestizierte mannliche und weibliche Kanarienvégel (Serinus
canaria) zusammen in einer Voliere gehalten, ergibt sich aufgrund der hohen Konkurrenz-
situation ein polygames Testosteronprofil. Bei Paarhaltung erhalt man ein klares monogames
Hormonprofil. Damit bestatigen PARISOT et al. (2005) die Hypothese von WINGFIELD et al.
(1990), dass Testosteron mit zunehmender Konkurrenz ansteigt (,challenge hypothesis").
Weiterhin kdnnte indirekt die erhéhte Niederschlagsmenge in diesem Zeitraum (Marz 2007)
in Verbindung mit der ansteigenden Luftfeuchtigkeit im Innenraum die Testosteron-
ausschuttung der hier untersuchten Wellensittiche positiv beeinflusst haben. Denn in ihrem
natirlichen Habitat in Australien beginnen die Wellensittiche nach den Regenfallen sofort mit
der Brut (POHL-APEL 1980). Demgegenuber lasst sich wéahrend der AufRenhaltung kein
Bezug zum Klima ableiten, da in den regenreichen Monaten Juli, August, Oktober 2006
sowie Mai, Juni 2007 der Testosteronspiegel der Wellensittiche dieser Studie vermindert

war.
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Das mittlere Korpergewicht der ménnlichen Wellensittiche schwankte im Verlauf der hier
vorgestellten Untersuchungsperiode. Auch SAMOUR et al. (1987) fanden heraus, dass die
Kdrpermasse von Wellensittichen zyklische Ver&nderungen zeigt. Es fallt auf, dass von
Januar bis Méarz 2007 die Korpermasse und der Testosteronspiegel parallel ansteigen und
Hochstwerte erreichen (Tmax: 0,36 ng/ml). Die Fortpflanzungsperiode freilebender Vogel wird
durch das Vorhandensein von Futter festgelegt, da Aktivitditen im Zusammenhang mit der
Reproduktion (Inkubation, territoriale Abwehr, Aufzucht der Jungtiere) mit erheblichem
Energieaufwand verbunden sind. Das saisonale Wachstum der Vogelhoden ist relativ
aufwendig im Vergleich zu anderen Vertebraten (BLEM 2000). So nehmen die Hoden beim
Wellensittich wéahrend der Brut um das 30- bis 40-fache an Masse zu (POHL-APEL 1982).
Aufgrund der ahnlichen Verlaufe scheint Testosteron die Koérpermasse positiv zu
beeinflussen, obwohl KETTERSON et al. (1991) herausfanden, dass eine Erhéhung von

Testosteron mit einem Verlust von Kdrpermasse und Fettreserven einhergeht.

Die gemessenen Testosteronkonzentrationen im Kot (1,09 — 8,23 ng/g) der hier untersuchten
Wellensittiche waren erwartungsgeman hoher als im Blut, jedoch deutlich niedriger als die
von COSTANTINI et al. (2008) ermittelten Werte (29,2 +4,5ng/g) fir mannliche
Wellensittiche unter nattrlichen Lichtbedingungen (TLL 10/24 h). Die Grinde hierfur liegen
vermutlich in der unterschiedlichen Methodik der Testosteronmessung. COSTANTINI et al.
(2008) haben die Testosteronkonzentration in Frischkot (nicht getrocknet) mit dem RIA
bestimmt und die konjugierten Steroide im Kot vor der Extraktion mit Diethylether
hydrolysiert. In dieser Arbeit erfolgte die enzymatische Hydrolyse der Testosteronmetabolite
im Kot der Wellensittiche nach der Extraktion, so wie es HHRSCHENHAUSER et al. (1999)
und GOYMANN et al. (2002) beschrieben haben. Einerseits korrelierten die Testosteron-
konzentrationen im Kot der hier untersuchten Wellensittiche mit denen im Plasma,
andererseits zeigte sich die héchste Plasmakonzentration (Marz 2007: 0,36 ng/ml) nicht im
Kot. FiUr die Variabilitat zwischen Plasma-Hormonspiegel und der fakalen Hormon-
konzentration gibt es zahlreiche Grinde. Die Untersuchungsmethode selbst scheint nicht der
wichtigste Aspekt zu sein, aber mit jedem Schritt der Probenaufbereitung bis zur Analyse im
EIA kommen Abweichungen hinzu, die sich am Ende summieren. Eine weitere Erklarung fur
die Streuung zwischen Kot- und Plasmakonzentrationen liefern der Steroidmetabolismus in
der Leber und die Ausscheidung Uber Niere und Darm. Wesentliche interspezifische
Unterschiede bestehen im zeitlichen Verlauf der Exkretion durch Urin oder Kot (WHITTEN et
al. 1998). Sogar zwischen den Vogelarten variiert die Ausscheidung der Steroidhormone. So
treten maximale Testosteronkonzentrationen im Kot nach intramuskularer Applikation beim
Wanderfalken (STALEY et al. 2007) nach 12 h und bei den Nymphensittichen (TELL 1997),

Wellensittichen und Amazonen (LEE et al. 1999) bereits nach 4 h auf. Demnach sollten die
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Kotproben 4 h nach den Blutproben gesammelt werden. Dies war in dieser Arbeit aus
logistischen Griinden nicht méglich, sodass die gemessenen Testosteronkonzentrationen im
Kot teilweise nicht mit denen im Blut korrelieren. Speziell beim Vogel kommt hinzu, dass
Harn und Kot nicht getrennt untersucht werden kénnen und der Urinanteil in den
gesammelten Kotproben individuell abweicht. Die Messung der ausgeschiedenen Steroid-
metabolite beriicksichtigt demnach immer beide Ausscheidungswege (HIRSCHENHAUSER
et al. 2000). COSTANTINI et al (2008) stellten fest, dass photostimulierte (TLL 16/24 h)
mannliche Wellensittiche erhthte Testosteronkonzentrationen (50,1 £ 6,4 ng/g) ausscheiden.
Dies kann fur die hier untersuchten Wellensittiche nicht eindeutig gesagt werden, da sie zum
Zeitpunkt der héchsten Androgenausscheidung im Kot (Februar 2007) in der Innenvoliere mit
konstantem Lichtregime untergebracht waren, wobei sie durch das vorhandene Fenster im

Innenraum Tageslicht wahrnehmen konnten.

5.2.2 Nymphensittiche

In diesem Kapitel soll die Reproduktion der Nymphensittiche genauer betrachten werden.
Ebenso wie die Wellensittiche gehéren die Nymphensittiche zu den opportunistisch
britenden Vogeln mit einer Brutsaison, die im Wesentlichen von den Klimabedingungen
(Niederschlag) abhéngig ist. Die Reproduktion in Gefangenschaft wird durch vorhandene
Nestboxen sowie ginstige Umweltbedingungen (erhdhte Umgebungstemperatur,
Luftfeuchtigkeit und Tageslange) angeregt (MILLAM et al. 1988). Aufgrund ihres
monogamen Paarungssystems und der Beteiligung beider Geschlechter am Brutgeschaft
kann der Plasma-Testosteronspiegel der hier untersuchten Nymphensittiche mit dem des
Japanischen Mdvchens (Lonchura striata var. domestica) verglichen werden. Es hat seinen
Ursprung in Stdostasien. Bei der domestizierten Prachtfinkenart ist der Testosteronspiegel
der Mannchen wahrend des Nestbaus (Median: 1536 pg/ml Plasma) gegeniber allen
folgenden Brutstadien erhoht. In diesen Stadien des Brutzyklus sind die Werte nicht gréf3er
als 200 pg/ml (SEILER et al. 1992) und liegen somit innerhalb der hier ermittelten
Testosteronkonzentrationen der mannlichen Nymphensittiche (100 — 340 pg/ml Plasma). Der
Testosteronspiegel zur Zeit des Nestbaus wurde in dieser Arbeit nicht erfasst, weil in der
Voliere keine Nistgelegenheit zur Verfiigung stand. Die Reproduktionsaktivitat beim
Nymphensittich kann durch Licht stimuliert werden, wobei der LH-Spiegel der Weibchen
ansteigt, wenn ihnen gleichzeitig Kontakt zum Partner und Zugang zu einem Nest gewahrt
wird (SHIELDS et al. 1989). Gerade fir Nymphensittiche, die eine lebenslange feste
Paarbindung eingehen, ist ein Partner Vorraussetzung fir eine erfolgreiche Reproduktion.
Diese Bedingungen (Partner, Nest) konnten in dieser Studie nicht erfullt werden, was

madglicherweise eine Erklarung fur die geringen Plasma-Testosteronspiegel der ménnlichen
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Nymphensittiche ist. Auch Amazonen zeigen bei fehlender Nestbox minimale
Testosteronkonzentrationen und wahrend der Nestboxinspektion hohe Plasmaspiegel
(KENTON und MILLAM 1994). Beim Nymphensittich treten maximale LH-Plasmaspiegel
wahrend der Nestboxinspektion auf (MYERS et al. 1989). Da LH in den Leydigzellen der
Hoden die Androgensynthese induziert (SCANES 2000), treten demnach hohe
Testosteronkonzentrationen nur in Anwesenheit eines Nestes auf. Die mannlichen
Nymphensittiche dieser Arbeit wurden mit zwei weiblichen Tieren in der Voliere gehalten.
Somit konnten zwei Mannchen eine Paarbindung mit einem Weibchen eingehen. Bei einem
mannlichen Nymphensittich (N6) wurde eine Verpaarung mit einem der Weibchen
beobachtet. Der Plasma-Testosteronspiegel von diesem Mannchen lag im Durchschnitt unter
0,20 ng/ml, wahrend die anderen mannlichen Nymphensittiche hodhere Plasma-
Testosteronkonzentrationen aufwiesen. Die Resultate widersprechen der Aussage von
SILVERIN (1984), dass bei nicht verpaarten mannlichen Végeln der Testosteronspiegel
niedrig bleibt. Nach der Hypothese von WINGFIELD et al. (1990) wird der
Testosteronspiegel von mannlichen Vogeln Uber das Aggressionsverhalten reguliert. Durch
die Paarbindung konnte das Nymphensittich-M&nnchen (N6) scheinbar sein Aggressions-
verhalten und die Testosteronsekretion senken. Denn das mannliche Sexualhormon
Testosteron beeintréchtigt die Paarbindung und elterliche Fiursorge (WINGFIELD et al.
2001). Bei einem weiteren Nymphensittich-Hahn (N12) wurde wahrend der hier durchge-
fuhrten Studie intensives Balzverhalten beobachtet. Bei diesem Mannchen wurden maximale

Plasma-Testosteronkonzentrationen ermittelt.

Im Gegensatz zu den Wildformen zeigten die hier gehaltenen Nymphensittiche in der
AulRenvoliere offensichtlich keinen Bezug zum Niederschlag, da zum Zeitpunkt erhghter
Niederschlagsmengen (Mai, Juli, September 2007) der Testosteronspiegel erniedrigt war.
Starke Regenfélle hatten anscheinend eher nachteilige Effekte auf den Hormonspiegel. Es
ist bekannt, dass die Witterung Einfluss auf die aviare Reproduktion nimmt und die Sekretion
der Reproduktionshormone unterdrickt (WINGFIELD 1984c). Im Allgemeinen zeigten die
hier untersuchten Nymphensittiche wéahrend der Auf3enhaltung mit Ausnahme von zwei
Anstiegen Anfang Mai und Juni 2007 verminderte Testosterongehalte. Einerseits konnten
groRere Klimaschwankungen (Temperatur, Niederschlag) und andererseits der Standort der
Voliere (disponierte Lage bezlglich Personenverkehr) dafiir verantwortlich sein. Vor allem
die sinkenden Temperaturen im September/Oktober 2007 scheinen die Testosteronsekretion
negativ beeinflusst zu haben. Schlechtes Wetter (z.B. niedrige Temperaturen) zu Beginn der
Brutsaison fuhrt zur Verzogerung der Gonadenreifung und senkt den zirkulierenden LH- und
Sexualhormonspiegel (WINGFIELD 1984c). Ist dagegen ausreichend Futter vorhanden, so

haben niedrige Temperaturen nur geringe Auswirkungen auf das Hodenwachstum und der
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LH- und Testosteronspiegel bleiben unveradndert (WINGFIELD et al. 1982). Nachdem im Mai
und Juni 2007 die Androgenkonzentration im Plasma der hier untersuchten Nymphensittiche
kurzzeitig anstieg, fiel sie bereits ab Ende Juni 2007 kontinuierlich ab und blieb bis zur
Umstallung in die Innenvoliere (Oktober 2007) niedrig. Die abnehmende Tageslichtdauer
und/oder die heiRen AufRentemperaturen Mitte Juli 2007 (>30C) wirkten anscheinend
hemmend auf die Testosteronsekretion. WINGFIELD et al. (1982) fanden heraus, dass der
Testosteronspiegel der Dachsammer bei einer Haltungstemperatur von 32€C gegenlber
Raumtemperatur (23C) verringert ist. Nach dem Umsetzen der Nymphensittiche in die
Innenvoliere im Oktober 2007 stieg die Plasma-Testosteronkonzentration an. In der
Innenvoliere  zeigten die  Nymphensittiche generell hdhere Testosteronspiegel,
wahrscheinlich durch die gunstigen, konstanten Temperatur- und Lichtbedingungen (20T,
TLL 10/24 h) im Innenraum in Verbindung mit der minimalen Stérung der Vdgel (z.B. durch
Personen). In der Innenvoliere hatten die Papageien offenbar weniger Stress, was die
Hormonsekretion begunstigt hat. Nach LANTERMANN (1999) bruten Nymphensittiche in
Abhangigkeit von der Haltungstemperatur, i.d.R. aber im Frihjahr. Im Vergleich zur
Aullenhaltung wirkte sich die Niederschlagsmenge, anscheinend indirekt Uber die
Luftfeuchtigkeit im Innenraum, positiv auf die Testosteronsekretion der Nymphensittiche aus.
Obwohl die Temperatur- und Lichtverhaltnisse im Innenraum konstant waren, stieg der
Androgenspiegel wahrend der Innenhaltung kontinuierlich an und erreichte im Februar 2007
den Maximalwert (0,34 ng/ml). Neben der erhohten Luftfeuchtigkeit kann auch die
zunehmende Tageslichtlange dafir verantwortlich gewesen sein. Auch in der Innenvoliere
waren die Papageien in der Lage durch natirlichen Tageslichteinfall (Fenster) die
Photoperiode wahrzunehmen. Durch Photostimulation wird die Reproduktionsaktivitat beim
Nymphensittich angeregt (MILLAM et al. 1988; SHIELDS et al. 1989) und auch Temperatur
und Luftfeuchtigkeit wirken sich positiv auf die Fortpflanzung aus (MILLAM et al. 1988).

Wie die Wellensittiche in dieser Studie hatten auch die Nymphensittiche im Verlauf der
Versuchsperiode unterschiedliche mittlere Kérpermassen. Zu Beginn der Untersuchungen
nahmen die Végel kontinuierlich zu, bis sie im April 2007 Maximalgewichte (112 g) erreicht
hatten. In diesem Zeitraum stiegen auch die Testosteronwerte im Plasma maximal (Februar
2007) an. Bis April 2007 fiel der Testosteronspiegel jedoch wieder ab, sodass zum Zeitpunkt
der hdchsten Gewichtszunahmen die Testosteronausschittung gering war. Den grof3ten
Gewichtsverlust zeigten die Nymphensittiche im Juli 2007 (93,1 g), zeitgleich fiel auch der
Plasma-Testosteronspiegel ab. AnschlieRend nahm die mittlere Kérpermasse der Nymphen-
sittiche bis August 2007 signifikant zu, wahrend der Testosteronspiegel vermindert war und
erst nach dem Verbringen der Tiere in die Innenvoliere wieder anstieg (November 2007). Im

Vergleich zu den Wellensittichen dieser Studie zeigten die Nymphensittiche zum Zeitpunkt
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erhohter Gewichtszunahme (August 2007) niedrige Testosteronspiegel, wahrend
Testosteronanstiege keinen Einfluss auf die Gewichtsentwicklung hatten. Somit liel3 sich

keine direkte Beziehung der Kérpermasse zum Hormonstatus ableiten.

Die Ausscheidung von Testosteron im Kot der Nymphensittiche war im Vergleich zum
Plasma und zu den fakalen Hormonkonzentrationen der Wellensittiche deutlich hdher (14,5 —
39,2 ng/ml). Im Gegensatz zu den untersuchten Kotproben der Wellensittiche wurden die
Testosteronanalysen im Kot der Nymphensittiche modifiziert nach der Methode von TELL
(1997) durchgefuhrt. Demnach erfolgte die Hydrolyse vor der Etherextraktion, was die
Effizienz der Hormonmessung verbesserte. In den Monaten Mai, Juli, September und
November 2007 gaben die Testosteronkonzentrationen im Kot den Plasmaspiegel wieder,
wahrend in der restlichen Zeit der Untersuchungsperiode keine Beziehung zum Plasma-
Hormonspiegel bestand. Dieser unterschiedliche Verlauf in beiden Medien war zu erwarten,
da die Steroidausscheidung Uber Darm und Nieren durch Biotransformationsvorgange
zeitlich verzégert erfolgt. Beim Nymphensittich erscheinen maximale Plasma-Testosteron-
spiegel 4 h spater im Kot (TELL 1997). Da die Sammlung der verschiedenen Proben
anndhernd gleichzeitig erfolgte, konnten kurzfristig erhthte Plasmaspiegel nicht im Kot
erfasst werden. Im Mai und November 2007 wiesen die hier untersuchten Nymphensittiche
erhohte Testosteronkonzentrationen sowohl im Plasma als auch im Kot auf, sodass in diesen
Monaten vermutlich Gber einen langeren Zeitraum vermehrt Testosteron sezerniert wurde.
Da der Plasma-Testosteronspiegel mit der Hodengrof3e korreliert (GARAMSZEGI et al.
2005), konnten die Nymphensittiche zu dieser Zeit im Stadium des Gonadenwachstums
gewesen sein, welches jedoch abgebrochen wurde, weil die zur Brut erforderlichen
Bedingungen (Nest, Partner) fehlten. Folglich wurde die GnRH-stimulierte Testosteron-

freisetzung und somit der Reproduktionszyklus beendet.

5.2.3 Halsbandsittiche

Des Weiteren wurden in dieser Arbeit ménnliche Halsbandsittiche endokrinologisch
untersucht. Im Unterschied zu den bereits besprochenen australischen Papageien kommen
die Halsbandsittiche urspriinglich aus Indien. Mittlerweile sind sie auf mehreren Kontinenten
verbreitet. Der freilebende indische Halsbandsittich ist saisonal und briitet im Winter. Die
hdchsten Plasma-Testosteronkonzentrationen treten zwischen Mai und August auf, wenn zur
Verteidigung der Nachzucht die Aggression gegenuber anderen Spezies steigt
(KRISHNAPRASADAN et al. 1988). Dies konnte fiir die hier gehaltenen Halsbandsittiche
nicht gezeigt werden, da in diesem Zeitraum der Testosteronspiegel erniedrigt war. Die von
KRISHNAPRASADAN et al. (1988) publizierten Testosteronkonzentrationen fir freilebende

Halsbandsittiche sind héher als die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Testosteronwerte.
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Somit bestatigen unsere Ergebnisse, dass maximale Testosteronspiegel in Gefangenschaft
nicht erreicht werden konnen (WINGFIELD et al. 1990). Bei den freilebenden
Halsbandsittichen korreliert die Gonadenaktivitat nicht mit dem Testosteronspiegel, da zum
Zeitpunkt der maximalen Plasma-Testosteronkonzentration die Gonaden vollstdndig
zuriickgebildet sind (KRISHNAPRASADAN et al. 1988). Wie bei den meisten Wildvogeln
wird der Testosteronspiegel lUber aggressive Auseinandersetzungen mit anderen Spezies
reguliert (WINGFIELD et al. 1990). In Gefangenschaft spielt dieser Aspekt eher eine
untergeordnete Rolle und auch territoriales Verhalten ist selten ausgepragt. Es kdnnen
lediglich innerartliche Konkurrenzkdmpfe um Futter oder Weibchen in der Voliere auftreten.
Das Hodenwachstum der freilebenden indischen Halsbandsittiche beginnt zwischen
Dezember und Januar, wenn die Tage kurz (10-12 h) und die Temperaturen niedrig (8-20C)
sind (KRISHNAPRASADAN et al. 1988). Auch die Halsbandsittiche dieser Arbeit reagierten
besonders auf abnehmende Lichttage und sinkende Temperaturen, genauso wie ihre
freilebenden Artgenossen. So war in der Aul3envoliere der Testosteronspiegel von April bis
Ende Juni 2007 minimal (<0,10 ng/ml) und stieg im Juli und August 2007 mit abnehmender
Tageslange und AuRentemperatur an. MAITRA und DEY (1992) vermuten, dass Halsband-
sittiche irgendwann wéhrend der Brutphase (Mé&rz) photorefraktér werden und bis September
(,preparatory phase*) in diesem Status verbleiben. Wahrscheinlich waren die Hoden der hier
untersuchten Halsbandsittiche von April bis Juni 2007 refraktar und zuriickgebildet, da keine
messbaren Testosteronkonzentrationen (<0,10 ng/ml) ermittelt werden konnten. Diese
Resultate bestatigen die Korrelation der Plasma-Testosteronkonzentration mit der Hoden-
groRe (GARAMSZEGI et al. 2005) bzw. der Hodenmasse (WINGFIELD und FARNER 1978).
In freier Wildbahn hingegen steht der hohe Testosteronspiegel in direkter Beziehung zur
Intensitat des aggressiven Verhaltens (KRISHNAPRASADAN et al. 1988), dabei spielt der
Aktivitatszustand des Hoden keine Rolle. Das mannliche Aggressionsverhalten wird durch
Testosteron und 17B-Ostradiol reguliert (SCHLINGER und CALLARD 1990; SOMA et al.
2000). Neben ihrer Synthese in den Gonaden werden Androgene in geringen Mengen auch
in den Nebennieren (SCHLINGER et al. 1999) und im Gehirn (MATSUNAGA et al. 2002)
gebildet, wo sie durch die Aromatase direkt in Ostradiol umgewandelt werden kénnen. Im
Gegensatz zur AulRenhaltung der Halsbandsittiche hatten die zusétzliche Beleuchtung und
warmen Temperaturen in der Innenvoliere anscheinend positive Effekte auf die Testosteron-
sekretion, denn die Halsbandsittiche erreichten maximale Testosteronspiegel (0,26 ng/ml) im
November 2007 unmittelbar nach dem Umsetzen in die Innenvoliere. Andererseits konnte
indirekt auch die erhdhte Niederschlagsmenge zu dem Anstieg des Testosteronspiegels
gefuhrt haben. Die indischen Halsbandsittiche befinden sich zu dieser Zeit in der
photosensitiven Phase (,progressive phase®), in der die Hoden unter Langtagbedingungen
(TLL 16/24 h) nach 45 Tagen fruhreif werden (MAITRA und DEY 1992). Nach weiteren
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45 Tagen bilden sich die Gonaden durch die anhaltende Lichtexposition zuriick und werden
photorefraktdr. Die von MAITRA und DEY (1992) gezeigten Resultate kdnnten den
Testosteronverlauf der hier untersuchten Halsbandsittiche in der Innenvoliere erklaren. Der
kunstlich verlangerte Lichttag fuhrte durch Photostimulation zum maximalen Testosteron-
anstieg. Durch die andauernde Bestrahlung kam es folglich im Dezember 2007 zum Abbruch
der Testosteronsekretion mit Erniedrigung des Testosteronspiegels (photorefraktare Phase).
Im Januar 2008 nahm der Testosterongehalt im Plasma wieder zu, wahrscheinlich hat zu
dieser Zeit die Spermienbildung und das Hodenwachstum eingesetzt, so wie bei den
freilebenden Halsbandsittichen (MAITRA und DEY 1992). Zusammenfassend ist zu sagen,
dass die endokrine Gonadenaktivitat der Halsbandsittiche in Gefangenschaft offenbar
hauptsachlich durch die Tageslichtlange reguliert wird, wahrend in freier Wildbahn der
Testosteronspiegel Uber das Aggressionsverhalten gesteuert wird. Die Voégel der
gemaRigten Klimazone fangen im Frihjahr an zu briten, wenn die Tage langer werden. Bei
den Halsbandsittichen dieser Studie hatte die zunehmende Tageslichtlange im Frihjahr

keinen Einfluss auf den Testosteronspiegel, vermutlich weil die Hoden photorefraktar waren.

Im Vergleich zu den Wellen- und Nymphensittichen zeigten die Halsbandsittiche nur maRige
Abweichungen der mittleren Korpermasse (123 g-—131g). In ihrer Studie zur Licht-
empfindlichkeit der Gonaden wahrend verschiedener Phasen des Reproduktionszyklus
konnten MAITRA und DEY (1992) ebenfalls keine Gewichtsver&dnderungen bei den Hals-
bandsittichen feststellen. Auch zwischen der Gewichtsentwicklung und dem Testosteron-

spiegel war kein Zusammenhang erkennbar.

Die Testosteronkonzentrationen im Kot der hier untersuchten Halsbandsittiche sind
vergleichbar mit den Ergebnissen der Nymphensittiche dieser Arbeit. Fir beide Spezies
wurden die gleichen Methoden der Testosteronanalyse angewandt und sie sind sich
bezuglich ihres Korpergewichts und ihrer —gréf3e ahnlich. Jedoch zeigten sich Unterschiede
im Verlauf der Testosteronausscheidung im Kot, beim Halsbandsittich war diese sehr
variabel. Obwohl zu Beginn der Studie minimale Testosteronkonzentrationen im Blut
(<0,10 ng/ml) gemessen wurden, waren erhebliche Mengen im Kot zu finden. Eine mégliche
Erklarung dafir ist die erhdhte Stressanfélligkeit der Halsbandsittiche gegentber den hier
untersuchten Wellen- und Nymphensittichen. Der vermehrte Harnabsatz (Polyurie) wahrend
der Beprobung und die erhéhten Corticosteronkonzentrationen im Blut der Halsbandsittiche
bestédtigen diese Feststellung (siehe Kapitel 4.5.3). Der Stress wahrend der Proben-
sammlung hatte offensichtlich direkt Auswirkungen auf die Plasma-Testosteron-
konzentration. Die Ausscheidung der Steroidhormone im Kot erfolgt kumulativ tUber eine
zuriickliegende Zeitperiode, sodass kurzfristige hormonelle Stérungen im Blut in den

Exkrementen nicht immer nachweisbar sind (GOYMANN 2005). In der zweiten Halfte der
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Untersuchungsperiode (Juli 2007 — Januar 2008) wiesen die Halsbandsittiche im Allge-
meinen hohere Plasma-Testosteronspiegel auf. Wahrend dieser Zeit wurden auch geringere
Corticosteronkonzentrationen im Plasma gemessen (siehe Kapitel 4.5.3). Anscheinend
hatten sich die Halsbandsittiche an das regelméRige Handling bei der Probennahme

gewohnt und waren in der Lage ihre Stressantwort und Corticosteronsekretion zu reduzieren.

5.3 Corticosteron in Bezug zur aviaren Reproduktion

Stress erhtéht die Aktivitdt der Nebenniere und fuhrt beim Vogel zum Anstieg der
Corticosteronsekretion. So kann Corticosteron als Indikator fur Stress verwendet werden
(HARVEY et al. 1984). In dieser Arbeit mussten die untersuchten Vogel zur Proben-
gewinnung, insbesondere von Speichel und Blut, gefangen und fixiert werden, was mit
erheblichem Stress fur die Tiere verbunden war. Der Effekt der Manipulation auf die
Corticosteronkonzentration wird unterschiedlich bewertet. Die Immobilisierung mit der Hand
fuhrt bereits nach 45 s (BEUVING und VONDER 1978) oder 1 min (DAWSON und HOWE
1983) zum Anstieg von Corticosteron im Blut. Andere Autoren behaupten, dass der
Corticosteronspiegel erst 10 min nach dem Fangen mit der Zeit ansteigt (WINGFIELD und
FARNER 1976; WINGFIELD et al. 1982). Unter Umstanden, z.B. im Winter, erhdht sich
bereits zwischen 3 und 10 min nach dem Fangen die Corticosteronkonzentration im Blut
(WINGFIELD et al. 1982). Auch beim Trauerschndpper (Ficedula hypoleuca) war innerhalb
von 5 min ein deutlicher Corticosteronanstieg zu verzeichnen (SILVERIN und WINGFIELD
1998). SILVERIN et al. (1997) zeigten den Einfluss von Geschlecht und geografischer Breite
auf die Corticosteronsekretion. Bei den Mannchen und in héheren Breitengraden steigt der
Corticosteron-Plasmaspiegel nach dem Fangen langsamer an (20 min) als bei den
weiblichen Vogeln in sudlicheren Regionen (5 min). Um Basalwerte zu erzielen, sollten die
Blutproben sofort nach dem Fangen des Vogels entnommen werden. Dies konnte in dieser
Studie nicht realisiert werden, weil die Papageien fiir eine individuelle Beprobung zunéchst in
Einzelkéafige verbracht wurden, d.h. die hier aufgefihrten Corticosteronkonzentrationen sind
unter Stressbedingungen zu erwarten, wobei ihre physiologischen Werte in Ruhe
wahrscheinlich deutlich niedriger liegen. Beim Kormoran (Phalacrocorax carbo) fuhrt das
herkdbmmliche Einfangen zu einer 30-fach hoheren Corticosteronkonzentration
(37,6 £17,8 ng/ml) im Vergleich zum Basal-Plasmaspiegel des Huhnes (DEHNHARD et al.
2003). Bei Anwendung eines Injektionssystems zum Einfangen der Kormorane treten
deutlich geringere Corticosteronkonzentrationen (10,7 +10,5 ng/ml) auf. Neben der
stressinduzierten Verdnderung des Corticosteron-Plasmaspiegels sollte die circadiane

Corticosteronsekretion berlicksichtigt werden, wobei Vogel im Allgemeinen zu Beginn der
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Lichtperiode (dunkel-hell Ubergang) maximale Konzentrationen aufweisen (CARSIA und
HARVEY 2000). Beim Haushuhn wurden 4 h nach Anbruch der Lichtperiode maximale
Konzentrationen ermittelt (JOHNSON und TIENHOVEN 1981). In dieser Arbeit erfolgte die
Beprobung der Papageien standardisiert und regelmafRig am Vormittag (9-12 Uhr), sodass
tagesrhythmische Abweichungen in der Steroidhormonsekretion bei der Auswertung der

Daten nicht bertcksichtigt werden mussten.

Nach HOCHLEITHNER und NOWOTNY (1992) ist eine Vorreinigung der Proben zur
Corticosteronmessung unbedingt notwendig, da Corticosteron im Blut an CBG gebunden ist.
In dieser Studie war eine Vorbehandlung des Plasmas nicht erforderlich, denn beim
Vergleich der Ergebnisse der Corticosteronbestimmungen mit und ohne Hitzebehandlung
zeigten sich Ubereinstimmende Resultate. Vermutlich wurde die Proteinbindung von
Corticosteron durch die Extraktion der Blutproben mit absoluten Ethanol aufgel6st, sodass

eine Vorbehandlung des Plasmas Uberflissig war.

Die ermittelten Corticosteronkonzentrationen der hier untersuchten Papageien lagen
insgesamt im ng/ml Bereich, wobei die Halsbandsittiche mit 35,6 ng/ml die héchsten und die
Wellensittiche mit 1,76 ng/ml die geringsten Plasmaspiegel zeigten. Die angegebenen
Corticosteronkonzentrationen in der Literatur weisen bei den verschiedenen Autoren
erhebliche Schwankungen auf. So werden z.B. bei Hihnern als Konzentrationen 0,4 —
0,8 ng/ml (JOHNSON und TIENHOVEN 1981), 0,5 - 2,3 ng/ml (BEUVING und VONDER
1977), 17 — 23 ng/ml (SALEH und JAKSCH 1977) und 1,24 + 0,78 ng/ml (DEHNHARD et al.
2003) im Plasma angegeben. Fur andere Vogelarten, wie z.B die Singammer (Melospiza
melodia), ein Vertreter der Sperlingsvogel, wurden von (WINGFIELD 1984a) Corticosteron-
konzentrationen von 6,24 ng/ml im April und 13,17 ng/ml im Mai ermittelt. HOCHLEITHNER
und NOWOTNY (1992) untersuchten verschiedene Papageienspezies und beschrieben
mittlere Corticosteronkonzentrationen von 2,48 ng/ml fur Aras, 6,53 ng/ml fir Amazonen,
5,54 ng/ml fir Graupapageien und 1,68 ng/ml fir Wellensittiche, wobei die Blutentnahmen im
Februar jeweils zwischen 18.00 und 18.30 Uhr erfolgten. In der vorliegenden Arbeit wurden
die Corticosteronspiegel der Papageien am Vormittag (9-12 Uhr) erfasst und im Vergleich zu
den von HOCHLEITHNER und NOWOTNY (1992) publizierten Daten deutlich hohere
Konzentrationen ermittelt. Eine Erklarung hierfir ist durch die tageszeitliche Rhythmik der
Hormonsekretion gegeben, die zu Beginn des Lichttages am hdchsten ist. Daneben stellten
HOCHLEITHNER und NOWOTNY (1992) fest, dass bei den verschiedenen Papageienarten
die weiblichen Tiere héhere Corticosteronkonzentrationen aufweisen, was wahrscheinlich auf
die Bedeutung von Corticosteron bei der Ovulation zuriickzufiihren ist. Andere Resultate
wurden in dieser Arbeit erzielt, denn im Vergleich zu den M&nnchen zeigten die weiblichen

Tiere geringere (Wellen- und Halsbandsittiche) oder vergleichbare (Nymphensittiche)
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Corticosteron-Plasmaspiegel (Daten werden hier nicht gezeigt), vermutlich weil
ovulationsauslosende Stimuli, wie z.B. ein Nest, fehlten. Es ist bekannt, dass der
Corticosteronspiegel bei vielen freilebenden Vdgeln auch saisonal schwankt und wahrend
der Brutzeit am hochsten ist (DAWSON und HOWE 1983; ROMERO und WINGFIELD
1998), speziell in der Zeit des Nestbaus und der Eiablage (GOYMANN et al. 2006;
WILLIAMS et al. 2008). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch bei
verschiedenen Papageienspezies der Corticosteronspiegel jahreszeitlich variiert, jedoch
kann nicht eindeutig gesagt werden, ob diese mit dem Reproduktionszyklus
zusammenhangen. Beim Nymphensittich korrelierte der Corticosteron- mit dem
Testosteronspiegel, sodass die Vermutung nahe liegt, dass in den sexuell aktiven
Zyklusphasen erhdhte Stresshormonkonzentrationen auftreten. Bei den hier untersuchten
Papageien wurden im Vergleich zu den Literaturangaben sehr hohe Plasma-
Corticosteronkonzentrationen ermittelt, obwohl freilebende Végel héhere Corticosteron-
spiegel aufweisen (WINGFIELD und FARNER 1978; WINGFIELD 1984a). Daten zum
Corticosterongehalt von freilebenden Psittaziden liegen jedoch nicht vor. ROMERO und
WINGFIELD (1999) ermittelten fir Dachsammern nach 2 Wochen in Gefangenschaft hthere
Corticosteronwerte (40,98 + 4,13 ng/ml) als in freier Wildbahn (ROMERO und WINGFIELD
1998). Nach 2 bis 3 Monaten in Gefangenschaft zeigten die Vdgel gleiche Corticosteron-
konzentrationen wie ihre freilebenden Verwandten (ROMERO und WINGFIELD 1999).
Ahnliche Resultate wurden in der vorliegenden Arbeit fiir die Halsbandsittiche erzielt. Zu
Beginn dieser Studie waren die Corticosteronspiegel sehr hoch (max. 35,6 ng/ml), nach 5

Monaten wurden geringere Konzentrationen ermittelt.

Zwischen den Plasma-Corticosteronverlauf und der mittleren Kodrpermasse der hier
untersuchten Papageienmannchen konnte in Ubereinstimmung mit DAWSON und HOWE
(1983) sowie SILVERIN et al. (1997) keine Beziehung festgestellt werden.

5.3.1 Wellensittiche

Der Corticosteron-Plasmaspiegel der hier untersuchten mannlichen Wellensittiche lag
zwischen 1,76 ng/ml und 17,1 ng/ml und war grof3tenteils deutlich hoher als in der Literatur
angegeben. HOCHLEITHNER und NOWOTNY (1992) beschrieben fur Wellensittiche im
Februar 2007 mittlere Corticosteronkonzentrationen von 1,68 ng/ml Plasma. Zur gleichen
Jahreszeit zeigten die Wellensittiche dieser Studie ungefahr 7-fach hohere Konzentrationen
(22,3 ng/ml). Jedoch sind die hier ermittelten Ergebnisse und die von HOCHLEITHNER und
NOWOTNY (1992) nicht vergleichbar, weil die Untersuchungen zu verschiedenen
Tageszeiten erfolgten und die Methodik der Corticoidbestimmung nicht Ubereinstimmt. Bei

den hier untersuchten Wellensittichen fallt aul3erdem auf, dass der Corticosteronspiegel im
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Januar 2007 drastisch anstieg und bis zum Ende der Untersuchungsperiode (Juni 2007)
insgesamt hoher war als zu Beginn der Untersuchungen (Juli 2006). Dafir kbnnen mehrere
Ursachen genannt werden. Bei vielen Spezies schwankt der Corticosteronspiegel im Verlauf
des Jahres und ist wéahrend der Brut erhoht (WINGFIELD und FARNER 1978; DAWSON und
HOWE 1983; ROMERO und WINGFIELD 1998). Dabei wird vermutet, dass insbesondere
bei photosensitiven Spezies die Steroidsekretion durch verlangerte Lichttage erhoht wird.
Der mit der Umsetzung der Wellensittiche in die Innenvoliere (Ende Oktober 2006)
verbundene Anstieg der Tageslichtlange konnte fir die Erhéhung des Corticosteronspiegels
im Januar 2007 verantwortlich sein, obwohl man erwartet hatte, dass durch die glinstigen
Bedingungen im Innenraum (20C, minimale Stérung der Végel) die Corticosteronsekretion
abnimmt. Offensichtlich hatten sowohl die fremde Umgebung als auch die verdnderte
Populationsdichte und- struktur einen groReren Einfluss auf die HPA-Achse. Denn mit der
Umsetzung wurde die bestehende Wellensittichgruppe um 4 mannliche Tiere erganzt,
sodass vermutlich der dadurch erhéhte Konkurrenzdruck innerhalb der Gruppe stressbedingt
zum Anstieg des Corticosteron-Plasmaspiegels fuhrte. SILVERIN (1998b) fand heraus, dass
mannliche Trauerschnépper (Ficedula hypoleuca) im Laubwald grol3ere Testosteron- und
Corticosteronspiegel haben als die Mannchen in suboptimalen Habitaten (Nadelwald),
hdchstwahrscheinlich aufgrund der hoheren Populationsdichte im Laubwald. Im Unterschied
zu den Halsbandsittichen, die sich vermutlich an das regelmaRige Handling gewéhnt hatten,
wurde bei den Wellensittichen anscheinend die Stressbelastung zunehmend grof3er. Beim
Haushuhn zeigte sich ebenfalls keine Adaptation an das wiederholte Handling, die
Corticosteronkonzentrationen blieben gleich (BEUVING und VONDER 1978). Der drastisch
erhdhte Corticosteronspiegel der hier untersuchten Wellensittiche am 03. April 2007 kann
nicht eindeutig begriindet werden. Die Papageien waren zu dieser Zeit noch in der
Innenvoliere untergebracht und wurden erst Ende April in die Auf3envoliere umgesetzt.
Vielleicht ist der zur gleichen Zeit erniedrigte Plasma-Testosteronspiegel dafir
verantwortlich. Der Corticosteronanstieg am 27.06.2007 kann z.B. durch die hei3en AulRen-
temperaturen bedingt sein, doch die Dachsammer zeigte bei einer Umgebungstemperatur
von 32T keine signifikante Corticosteronerhéhung i m Blut (WINGFIELD et al. 1982).

Beim Vergleich des Corticosteron- mit dem Testosteron-Plasmaspiegel der Wellensittiche
zeigt sich offenbar eine gegenlaufige Beziehung, die bei dem méannlichen Wellensittich W9
auch statistisch belegt ist. Diese Ergebnisse sprechen daflir, dass eine stressinduzierte
Erhéhung des Corticosteronspiegels die Reproduktion beeintréchtigt oder unterdriickt
(HANKE 1999), um in Belastungssituationen (z.B. Unwetter) primér das eigene Uberleben zu
sichern. Auch bei Primaten ist bekannt, dass Stress die LH-induzierte Testosteronsekretion
hemmt (SAPOLSKY 1985). Zudem scheint im Plasma der Wellensittiche ein Geschlechts-
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hormon-bindendes Protein (SBG) vorhanden zu sein. Wenn namlich ein SBG im Plasma
fehlt, so wie es bei vielen Vogelarten der Fall ist (WINGFIELD et al. 1984), steigt infolge der
Corticosteronerh6hung im Plasma auch der freie Testosteronspiegel an (DEVICHE et al.
2001), weil beide Steroidhormone von CBG gebunden werden und um die Bindungsstellen

am Transportprotein konkurrieren.

5.3.2 Nymphensittiche

Die mittleren Corticosteronkonzentrationen der mannlichen Nymphensittiche dieser Studie
(4,06 — 12,1 ng/ml) sind mit dem Corticosterongehalt der Wellensittiche vergleichbar. Sie
weisen auch hinsichtlich ihres Ursprungs und ihrer Lebensweise viele Gemeinsamkeiten auf
und z&hlen zu den domestizierten Vogelarten. Im Unterschied zu den Wellensittichen zeigten
die Nymphensittiche ein ganz anderes Sekretionsmuster mit deutlichen Schwankungen im
Verlauf des Jahres. Wie bei den meisten freilebenden Vdgeln treten auch bei den hier
untersuchten Papageien saisonale Veradnderungen des Corticosteronspiegels auf. Die in
Siudamerika heimische Rotschwanzamazone (Amazona brasiliensis) zeigt ein saisonales
Muster der Corticoidausscheidung mit maximalen Konzentrationen im September (Winter),
wenn normalerweise ihre Brutperiode beginnt (POPP et al. 2008). Somit kann Corticosteron
nicht nur zur Kontrolle der Nebennierenaktivitat (Stress) herangezogen werden, sondern
auch Uber den Zeitpunkt der Zucht Auskunft geben. Nymphensittiche gehdren zu den
~opportunistischen Brutvogeln®, d.h. die Brutzeit ist vom Klima abhangig und liegt somit sehr
unterschiedlich. In dieser Arbeit wurden erhohte Corticosteron-Plasmaspiegel zu
verschiedenen Jahreszeiten (Februar, Mai, Juli, August, Oktober und November 2007)
ermittelt. Zudem  korrelierte die Corticosteronkonzentration mit dem Plasma-
Testosteronspiegel, sodass vermutlich auch beim  Nymphensittich maximale
Stresshormonspiegel wahrend der Brutperiode auftreten, so wie flr Sperlingsvogel
beschrieben wurde (WINGFIELD und FARNER 1978; DAWSON und HOWE 1983;
ROMERO und WINGFIELD 1998). Somit kann Corticosteron zur Bestimmung des
Reproduktionsstatus von mannlichen Nymphensittichen eingesetzt werden. Dabei sollte eine
stressbedingte Corticosteronerhfhung ausgeschlossen werden, z.B. durch Corticoid-
bestimmungen im Kot. In aktuellen Untersuchungen haben POPP et al. (2008) gezeigt, dass
Corticosteronmessungen im Kot eine einfache und effiziente Methode zur Kontrolle der

Nebennierenaktivitdt von Papageien in Gefangenschaft sind.

Die hier gezeigten Ergebnisse bestéatigen, dass unter Umstdnden der Testosteron- mit dem
Corticosteron-Plasmaspiegel korreliert (SILVERIN 1998b; GOYMANN et al. 2006). Aufgrund
des gleichlaufigen Zusammenhangs zwischen den Steroidhormonen fehlt im Plasma der
Nymphensittiche, wie bei vielen Vogelarten (WINGFIELD et al. 1984), vermutlich ein SBG.
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Somit wird Testosteron im Plasma von CBG gebunden und im Falle einer stressinduzierten

Corticosteronerhéhung aus der Proteinbindung verdrangt (DEVICHE et al. 2001).

5.3.3 Halsbandsittiche

Von den hier untersuchten Papageienspezies zeigten die Halsbandsittiche die gréf3ten
Corticosteronkonzentrationen im Plasma (15,9 — 35,6 ng/ml). Fur Kormorane wurden von
DEHNHARD et al. (2003) ahnlich hohe Plasmaspiegel (37,6 +17,8 ng/ml) nach der
herkdbmmlichen Einfangmethode ermittelt. Deutliche Corticosteronanstiege sind bei den
mannlichen Halsbandsittichen dieser Arbeit im Marz, April, Juni und Oktober 2007 zu finden.
In Indien briten die Halsbandsittiche im Winter zwischen Januar und Marz
(KRISHNAPRASADAN et al. 1988), und in Europa beginnt die Brutzeit haufig schon im
Februar (ROBILLER 1997). Bei den hier untersuchten Halsbandsittichen lag der Plasma-
Testosteronspiegel von Januar bis Juni 2007 unter 0,10 ng/ml, wahrenddessen der
Corticosteronspiegel mit Werten zwischen 32,1 und 35,6 ng/ml sehr hoch war. Bei
freilebenden Halsbandsittichen treten maximale Testosteronkonzentrationen wahrend der
Nestabwehr (,postbreeding stage”) auf, wenn die Hoden vollstdndig zurtickentwickelt sind
(KRISHNAPRASADAN et al. 1988). So scheint Testosteron bei diesen Psittaziden nicht zur
Bestimmung des Reproduktionsstatus geeignet zu sein. Die Halsbandsittiche der
vorliegenden Arbeit zeigten erhdhte Stresshormonspiegel im Méarz 2007, wenn normaler-
weise ihre Brutperiode beginnt, so wie fir Amazonen (POPP et al. 2008) und Sperlingsvogel
berichtet wurde (WINGFIELD und FARNER 1978; DAWSON und HOWE 1983; ROMERO
und WINGFIELD 1998). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass beim Halsbandsittich
Corticosteron zur Bestimmung des Reproduktionsstatus besser geeignet ist als Testosteron.
In weiterfuhrenden Untersuchungen sollte eine stressinduzierte Corticosteronerhéhung
ausgeschlossen werden, wie z.B. durch Corticosteroidbestimmungen im Kot von Papageien
(POPP et al. 2008). Steigt der Corticoidspiegel in Folge von Stress an, so nimmt die
Reproduktionsaktivitait ab (HANKE 1999). Dies kann fir die Halsbandsittiche bestatigt
werden, denn bei der Beprobung fiel auf, dass sie deutlich stressanfalliger (Polyurie,
Kreischen) waren als die Wellen- und Nymphensittiche. Die ermittelten Corticosteron-
konzentrationen im Blut der Halsbandsittiche bestéatigen diese Hypothese. Der zwischen den
Spezies abweichende Corticosteron-Plasmaspiegel kdnnte als eine Folge der Domestikation
der Vogel angesehen werden. Anscheinend konnten die Wellen- und Nymphensittiche im
Laufe der Domestikation ihre Stressempfindlichkeit und Corticosteronkonzentration
reduzieren, um in Gefangenschaft zu Uberleben. Zudem zeigen Spezies, die in extremen
Habitaten (Arktis, Wuste) briiten, eine geringere Sensitivitat gegenuber Stress (WINGFIELD
et al. 1992b; SILVERIN et al. 1997). Die in Australien heimischen Wellen- und Nymphen-
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sittiche missen haufig sehr lange Durreperioden tberstehen und sind offenbar in der Lage
ihre Stressanfalligkeit zu unterdriicken, so wie einige Vogel in der Wiste (WINGFIELD et al.
1992b). Vermutlich sind Halsbandsittiche stressanfélliger, weil sie nicht domestiziert sind. Im
Verlauf der Untersuchungen fallt auf, dass der Corticosteron-Plasmaspiegel der
Halsbandsittiche in den ersten 5 Monaten der Studie (Januar bis Mai 2007) sehr hoch war,
dann drastisch abfiel (Juni 2007) und bis zum Ende der Versuche vermindert blieb.
Wahrscheinlich haben sich die Vogel an das regelmalige Handling bei der Probennahme
gewohnt, obwohl BEUVING und VONDER (1978) beim Haushuhn keine Adaptation an das
wiederholte Handling zeigen konnten. Aber CYR et al. (2007) fanden heraus, dass die
Corticosteronkonzentration beim Star (Sturnus vulgaris) unter chronischen Stress nach 9 bis
12 Tagen erheblich abnimmt, und behaupten, dass Stare die HPA-Achse dampfen, um
chronisch erhohte Corticosteronspiegel zu vermeiden. So kann auch die abnehmende
Corticosteronkonzentration der Halsbandsittiche 5 Monate nach Versuchsbeginn erklart
werden. Die Adaptation dauerte entsprechend langer, weil die Beprobung (Stress) nicht

taglich, sondern nur alle 2 Wochen erfolgte.

AbschlieRend ist zu sagen, dass die nicht domestizierten Halsbandsittiche eine deutlich
groRRere Nebennierenaktivitdt und somit héhere Plasma-Corticosteronspiegel aufwiesen als
die domestizierten Wellen- und Nymphensittiche. Weiterhin konnte mit dieser Arbeit gezeigt
werden, dass eine stressinduzierte Corticosteronerhohung, wie z.B. bei den Halsband-
sittichen, die Testosteronsekretion beeintrachtigt, was letztlich zu einem verminderten
Reproduktionserfolg fiihren kdnnte. Andererseits wurde auch ein positiver Zusammenhang
zwischen dem Sexualhormon Testosteron und dem Stresshormon Corticosteron bei den
Nymphensittichen festgestellt, d.h. die Steroidhormone der Gonaden und der Nebennieren
stehen offensichtlich zueinander in Beziehung. Demnach konnte auch Corticosteron als
diagnostisches Hilfsmittel zur Einordnung des Reproduktionsstatus von mannlichen

Papageien herangezogen werden.
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Weltweit ist eine rasante Zunahme des Artensterbens auch bei der Klasse Aves zu
verzeichnen. Durch Umweltveranderungen und unzahlige andere menschliche Einflisse
(z.B. illegaler Handel) ist fast ein Drittel der Papageienpopulation (Psittaciformes) vom
Aussterben bedroht. Eine Mdéglichkeit, diesen Trend aufzuhalten, besteht in der gezielten
und effektiven Nachzucht bedrohter Arten in der Obhut von Menschen mit dem Ziel der
spateren Wiederauswilderung. Leider waren bisher solche Bemihungen oft erfolglos. Dies
ist der Tatsache geschuldet, dass fundierte wissenschaftliche Untersuchungen zum
Reproduktionsstatus nahezu fehlen und ein Transfer der hormonanalytischen Methoden vom

Saugetier zum Vogel nicht so einfach mdglich ist.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung von Methoden zur Hormonbestimmung in
verschiedenen Medien beim mannlichen Papagei, mit deren Hilfe eine Einordnung des
Reproduktionsstatus moglich ist. Im Vordergrund standen dabei vor allem nicht-invasive
Techniken, die mit deutlich geringerem Stress fir die Tiere verbunden sind. Als Vertreter fir
die Gruppe der Papageienartigen wurden Wellensittiche (Melopsittacus undulatus, n=11),
Nymphensittiche (Nymphicus hollandicus, n=9) und Halsbandsittiche (Psittacula krameri,
n=7) ausgewahlt und endokrinologisch untersucht. Diese Vdgel wurden vom Bundesverband
fur fachgerechten Natur- und Artenschutz e.V. (BNA) zur Verfigung gestellt. Die Hormon-
analyse erfolgte in den regelmalig gesammelten Blut-, Speichel- und Kotproben der
mannlichen Psittaziden. Neben dem Sexualhormon Testosteron wurden die Blutspiegel des
Stresshormons Corticosteron bestimmt, da eine mdgliche Beziehung zwischen Stress und
Testosteronsekretion besteht.

In den Vorversuchen wurden zunadchst geeignete Methoden fir die Hormonanalyse in den

verschiedenen Medien beim Papagei entwickelt. Zur Extraktion von Testosteron aus den
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Blut- und Kotproben erwies sich Diethylether als gut geeignet, wahrend Speichel direkt ohne
Extraktion im Testosteron-Enzymimmunoassay eingesetzt wurde. Da Papageien
hauptsachlich primar konjugierte Testosteronmetabolite (85 %) ausscheiden, wurden die
Kotproben nach dem Trocknen und Einwiegen mit Hilfe der B-Glucuronidase/Arylsulfatase
hydrolysiert und dann mit Diethyether extrahiert. Die Corticosteronanalyse im Plasma der
Papageien erfolgte durch Fallung der Proteine mittels absolutem Alkohol und Einsatz der

Plasmaextrakte in den Radioimmunoassay.

Bei den verschiedenen Papageienspezies traten wéahrend der Untersuchungsperiode
vergleichbare Plasma-Testosteronkonzentrationen auf. Die hochsten Plasmaspiegel
(0,36 ng/ml) wiesen die Wellensittiche im Marz 2007 auf, ahnliche Konzentrationen
(0,34 ng/ml) erreichten die Nymphensittiche im Februar 2007. Demgegenlber zeigten die
Halsbandsittiche geringere maximale Konzentrationen (0,26 ng/ml) im November 2007. Im
Kot der Papageien wurden erwartungsgemal’ deutlich hbhere Testosteronwerte gemessen,
weil die Steroidausscheidung im Kot kumulativ eine zuriickliegende Zeitperiode und Blut den
aktuellen Hormonstatus zum Zeitpunkt der Probennahme widerspiegelt. Bezlglich der
Haltungs- und Umweltbedingungen zeigten die Papageien maximale Testosteronspiegel
wahrend der kalten Jahreszeit, bei kurzer (Halsbandsittich) bzw. zunehmender
Tageslichtlange (Wellen- und Nymphensittich) und Haltung in der Innenvoliere. Dabei spielte
die Niederschlagsmenge in der gemafigten Klimazone offenbar weniger eine Rolle in der
aviaren Reproduktion. Die Verlaufsuntersuchungen des Stresshormons Corticosteron im Blut
der Papageien ergaben speziesspezifische Unterschiede hinsichtlich der Konzentrationen,
zeitlichen Verlaufe und in Bezug zum Testosteronspiegel. Auffallig hohe Corticosteron-
konzentrationen zeigten die nicht domestizierten Halsbandsittiche (15,9 — 35,6 ng/ml) im
Vergleich zu den Wellensittichen (1,76 —17,1 ng/ml) und Nymphensittichen (4,06 —
12,1 ng/ml), bei denen sich vermutlich im Laufe der Domestikation eine verminderte
Sensibilitdt der HPA-Achse ausgebildet hat. In Bezug zum Plasma-Testosteronspiegel war
bei den Wellen- und Halsbandsittichen ein gegenlaufiger Zusammenhang erkennbar, wobei
beim Nymphensittich eine positive Korrelation zwischen der Testosteron- und Corticosteron-

konzentration im Plasma bestand.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die Testosteronanalyse in Kot und Plasma
eine Einordnung des Reproduktionsstatus beim Wellen-, Nymphen- und Halsbandsittich
mdglich ist. Es ist jedoch sinnvoll, Proben zu verschiedenen Zeitpunkten vergleichend zu
betrachten, um die tierindividuellen Unterschiede zu bertcksichtigen. Offensichtlich stehen
die Steroidhormone der Gonaden und der Nebenniere zueinander in Beziehung, sodass
auch Corticosteron in der Reproduktionsdiagnostik von mannlichen Psittaziden Anwendung

finden sollte.
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A rapid loss of species can be globally observed, especially in the class of Aves. Changes in
their environment and action by humans, such as illegal trading, induced extinction of nearly
a third of the world wide population of parrots (Psittaciformes). One way would be the
selective and effective breeding in captivity with the purpose to release the animals into the
wild. Unfortunately most of these breeding efforts have been unsuccessful until now, which is

mostly due to the lack of scientific research about the reproductive status of birds.

The aim of the present study was to establish endocrine methods in different specimens of
male parrots to assess their reproductive status. The main focus was in the use of non-
invasive techniques, which cause less stress in the animals. As representatives for the
psittacines, budgerigars (Melopsittacus undulates, n=11), cockatiels (Nymphicus hollandicus,
n=9) and rose-ringed parakeets (Psittacula krameri, n=7) were chosen and their endocrine
profiles were examined. These birds were provided by ,Bundesverband fiir fachgerechten
Natur- und Artenschutz e.V." (BNA). Hormone analysis was carried out on regularly collected
samples of blood, saliva and faeces of the male parrots. Beside the sexual hormone
testosterone the levels of the stress hormone corticosterone were also determined due to the

fact that, there is a possible relationship between stress and the secretion of testosterone.

In pre-experiments, reliable techniques were established to determine hormones in the
different specimens of parrots. For the extraction of testosterone from blood and faeces,
diethyl ether was suitable, whereas saliva could be used without any extraction in the
testosterone enzyme immunoassay. While parrots mostly secrete primary conjugated
metabolites of testosterone (85 %), the faecal samples were hydrolysed with [-

glucuronidase/arylsulfatase after drying and weighing, and then extracted with diethyl ether.
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The determination of corticosterone in plasma was achieved by precipitating the proteins with

absolute alcohol and analysis of the extracts by radioimmunoassay.

The different species used in this study showed similar concentrations of testosterone in
plasma. Whereas, the budgerigars had the highest levels in plasma (0.36 ng/ml) in March
2007, the cockatiels reached the highest concentrations (0.34 ng/ml) in February 2007. In
contrast, the rose-ringed parakeets showed the maximal concentration of 0.26 ng/ml in
November 2007. As expected, much higher levels of testosterone were measured in faeces,
because faecal steroid metabolites from a longer period are stored in these samples
whereas plasma hormone levels reflect the hormonal status at a certain time point.
Concerning environmental and housing conditions maximal levels of testosterone occurred
during the cold season, when the lengths of daylight were short (rose-ringed parakeets)
respectively with increasing hours of daylight, as observed in budgerigars and cockatiels,
and when the birds were kept in inside enclosures. In this study, rainfall did not appear to
play an important role in avian reproduction in our temperate zone. Process analysis of the
stress hormone corticosterone in the blood showed differences between the species
concerning concentrations, changes over time and in relation to the level of testosterone. In
the non-domestic rose-ringed parakeets, the levels of corticosterone in plasma were
exceptionally high (15.9 — 35.6 ng/ml) compared to the budgerigars (1.76 — 17.1 ng/ml) and
cockatiels (4.06 — 12.1 ng/ml). This is likely due to the fact, that these two species developed
a lower sensitivity of the HPA-Axis during domestication. Budgerigars and rose-ringed
parakeets showed a reversed relation between testosterone and corticosterone in plasma

while the correlation was positive in cockatiels.

In conclusion, the analysis of testosterone in faeces and plasma is a useful as well as
reliable technique to assess the reproductive status of budgerigars, cockatiels and rose-
ringed parakeets. To account for individual variations, samples should be taken at different
times and the results compared. A relationship between the steroid hormones of the gonads
and the adrenals is obvious, therefore, corticosterone should be used as well to asses the

reproductive status of male psittacines.
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9 Anhang

9.1 Material und Methoden

9.1.1 Losungen des Testosteron-EIA

Beschichtungspuffer:

4,29 g Na,CO; x 10 H,O (Natriumcarbonat, Merck 6391)
2,93 g NaHCO; (Natriumhydrogencarbonat, Merck 6329)
ad 1000 ml Aqua bidest, pH 9,6

Assaypuffer:

7,12 g NaHPO,4 x 2 H,O (Natriumhydrogenphosphat, Merck 6580)
8,5 g NaCl (Natriumchlorid, Merck 6404)

1,0 g BSA (Bovines Serumalbumin, Serva 11930)

ad 1000 ml Aqua bidest., pH 7,2

Citratpuffer:

2,10 g Citronensaure (wasserfrei, Baker)
12,5 ml 2N NaOH
ad 1000 ml Aqua bidest, pH 4,8

Waschldsung:

0,5 g Tween 80 (Polyoxyethylensorbitanmonooleat, Merck 822187)
ad 1000 ml Aqua bidest.

Substratlésung A:

1,0 g Wasserstoffperoxid-Harnstoff (Merck 818356)

18,0 g Na,HPO, x 2H,0 (Natriumhydrogenphosphat, Merck 6580)
10,3 g Citronensaure x 1 H,O (Merck 244)

ad 1000 ml Aqua bidest., pH 5,0
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Substratlésung B:

0,5 g TMB (Tetramethylbenzidin, Boehringer 784974)
40 ml DMSO (Dimethylsulfoxid, Serva 20385)

10,3 g Citronensaure x 1 H,O (Merck 244)

ad 1000 ml Aqua bidest., pH 2,4

2M H,SO, als Stoppldsung:

889 ml Aqua dest.
111 ml H,SO4 (Schwefelsdure, 95-98 %)

9.1.2 Ldsungen des Corticosteron-RIA

Phosphatpuffer I:

13,8 g NaH,PO, x H,O (Natriumhydrogenphosphat, Merck 6346)
2,0 g NaN; (Natriumazid, Sprengstoffwerk Schénebeck/Elbe)
ad 1000 ml Aqua bidest., pH 7,4

Phosphatpuffer Il:

500 ml Phosphatpuffer |
1,0 g Gelatine (DAB 7, Laborchemie Apolda)
ad 1000 ml Aqua bidest.

Aktivkohlesuspension:

600 mg Norit A (Serva 30890)
60 mg Dextran T70 (Pharmacia Fine Chemicals AB, Schweden)
ad 100 ml Phosphatpuffer |

9.1.3 Antikorper (AK) der Immunoassays

Beschichtungs-AK:

Testosteron: Sheep-Anti-Rabbit 1gG (Sigma R 3631, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen, Germany)
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Spezifischer AK:

Testosteron: laboreigene Immunisierung (Kaninchen), Endverdiinnung 1:300000

Corticosteron: laboreigene Immunisierung (Kaninchen), Endverdiinnung 1:900

9.1.4 Enzym des Testosteron-EIA

Testosterone-3-CMO-HRP (65-1T07, Fitzgerald Industries International, USA)
Endverdinnung: 1:30000

9.1.5 Tracer des Corticosteron-RIA

[1,2,6,7-3H]-Corticosterone (TRK406, Amersham GE Healthcare, UK)
Endverdiinnung: 1:7500

9.1.6 Kreuzreaktivitdten der in den Immunoassays ve  rwendeten AK

Testosteron-AK:

%

Testosteron 100
Androstendion (A,) 0,58
Progesteron (P,) 0,09
Ostradiol (E,) <0,01

Corticosteron-AK (nach KRATZSCH 1984):

%

Corticosteron 100
Cortisol 0,04
Cortison 0,04
11-Desoxycortisol 0,01
11-Desoxycorticosteron 4,0
Progesteron 0,08
17a-Hydroxyprogesteron 0,04
Aldosteron 0,02
Dexamethason <0,01
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9.1.7 Intra- und Interassayvarianzen der Immunoassa

Tab. 3: Intra- und Interassayvarianz des Testostero

yS

n-EIA und Corticosteron-RIA

Testosteron-EIA

Corticosteron-RIA

Intraassayvarianz (%)

4,42

6,12

Interassayvarianz (%)

6,71

7,42

9.2 Ergebnisse

9.2.1 Wellensittiche

Tab. 4: Koérpermasse (KM, Mittelwerte in g), Testost  eronkonzentrationen (T) in Plasma,
Speichel (Medianwerte in ng/ml) und Kot (Medianwert e in ng/g TM) und Plasma-

Corticosteronkonzentrationen (Medianwerte in ng/ml) , h.u.=nicht untersucht

Datum KM T-Plasma T-Speichel T-Kot Corticosteron
11.07.2006 |49,1 0,19 n.u. 6,88 n.u.
26.07.2006 [49,1 0,14 n.u. 5,21 6,07
08.08.2006 [48,0 0,14 n.u. 6,52 5,90
23.08.2006 47,7 <0,10 n.u. 4,08 9,41
05.09.2006 |45,4 0,29 0,14 4,51 7,54
20.09.2006 47,7 0,12 0,28 3,85 1,76
04.10.2006 [44,3 0,13 0,19 3,33 5,67
17.10.2006 |45,6 0,23 0,36 4,93 2,59
24.01.2007 (41,5 0,15 0,52 4,27 12,0
27.02.2007 |46,6 0,30 0,26 8,23 12,3
21.03.2007 48,9 0,36 0,18 2,45 9,78
03.04.2007 45,6 0,24 0,16 1,65 17,1
16.04.2007 |45,2 0,19 0,28 1,63 12,0
02.05.2007 (44,4 0,17 0,16 1,14 12,7
14.05.2007 |42,8 0,14 <0,10 1,16 13,3
29.05.2007 43,6 0,23 0,19 2,40 9,58
13.06.2007 |42,6 0,22 0,12 1,31 5,84
27.06.2007 40,4 0,20 0,15 1,09 13,6
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9.2.2 Nymphensittiche

Tab.5: Korpermasse (KM, Mittelwerte in g), Testost  eronkonzentrationen (T) in Plasma,
Speichel (Medianwerte in ng/ml) und Kot (Medianwert e in ng/g TM) und Plasma-
Corticosteronkonzentrationen (Medianwerte in ng/ml)

Datum KM T-Plasma T-Speichel T-Kot Corticosteron

23.01.2007 |106,2 0,22 0,66 31,6 8,41

28.02.2007 |107,1 0,34 1,43 23,6 12,1

22.03.2007 |110,0 0,15 0,70 31,0 12,1

04.04.2007 |111,3 <0,10 1,48 37,5 8,60

17.04.2007 ]111,8 0,11 2,66 32,1 9,16

03.05.2007 |103,8 0,19 0,46 36,4 10,8

15.05.2007 ]101,3 <0,10 0,27 194 7,53
30.05.2007 |102,2 <0,10 0,48 23,6 6,63
14.06.2007 (104,0 0,20 0,71 14,5 4,06

28.06.2007 |102,4 0,16 0,28 21,2 7,97

11.07.2007 ]93,1 0,12 0,30 27,7 10,5

25.07.2007 |103,6 <0,10 0,36 21,8 5,50

15.08.2007 ]110,0 <0,10 0,26 16,5 591

29.08.2007 |100,0 <0,10 0,28 16,1 8,96

12.09.2007 (98,7 <0,10 0,30 21,2 7,76

26.09.2007 |100,0 <0,10 1,21 15,5 6,17

12.10.2007 ]100,4 0,10 0,85 19,5 9,61

30.10.2007 |100,7 <0,10 0,35 25,3 4,53

13.11.2007 ]100,4 0,18 0,73 39,2 8,44

28.11.2007 |101,6 0,12 0,62 20,7 8,55

10.12.2007 |[107,6 <0,10 0,19 30,0 7,10

09.01.2008 |103,1 0,10 0,32 20,0 7,78
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9.2.3 Halsbandsittiche

Tab. 6: Korpermasse (KM, Mittelwerte in g), Testost  eronkonzentrationen (T) in Plasma,
Speichel (Medianwerte in ng/ml) und Kot (Medianwert e in ng/g TM) und Plasma-
Corticosteronkonzentrationen (Medianwerte in ng/ml)

Datum KM T-Plasma T-Speichel T-Kot Corticosteron

22.01.2007 |131,3 <0,10 0,18 22,4 19,2

01.03.2007 |130,4 0,13 0,13 40,6 32,1

23.03.2007 |124,9 0,11 0,37 23,7 34,9

05.04.2007 |124,6 <0,10 0,10 23,0 23,2

18.04.2007 |123,4 <0,10 0,40 25,2 34,7

04.05.2007 |124,6 <0,10 0,19 23,3 34,6

16.05.2007 ]128,0 <0,10 0,24 16,8 35,6
31.05.2007 |125,4 <0,10 0,38 20,0 26,5
15.06.2007 |[126,6 <0,10 0,19 18,3 19,9
29.06.2007 |125,7 <0,10 0,19 25,8 25,7
10.07.2007 |124,0 0,13 <0,10 17,8 21,1
26.07.2007 |122,9 <0,10 0,11 25,2 25,4
16.08.2007 |124,9 <0,10 0,20 22,1 26,4
30.08.2007 |124,9 0,20 0,30 24,5 25,4
13.09.2007 [122,9 0,14 <0,10 14,7 22,8
27.09.2007 |123,9 0,15 0,19 20,0 19,0
11.10.2007 |124,6 0,13 0,44 26,0 26,0
29.10.2007 |124,9 0,15 0,17 30,0 15,9
15.11.2007 |123,7 0,26 0,28 26,0 27,4
29.11.2007 |127,7 0,17 0,17 16,8 23,3
11.12.2007 ([127,0 0,13 0,12 15,6 23,3
10.01.2008 (125,0 0,21 <0,10 32,0 22,7
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