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SUMMARY
The 1ipid fractions of the plasma of 44 guillemots (Uria aalge) is
analysed; by means of a gas chromatograph  to sex itiiese sea birds. The

ultimate determation was obtained by comparing the relative peak s:rface

of a peak between males and females. The method appeared to have a

significance of 7,-90% in relation to a subsequent study of the behavic

of the birds.

SAMENVATTING

De lipidfractie van het plasma van vierenveertig Zeekoeten (Uria aalge)
is geanalyseerd met behulp van een gaschromatograaf, teneinde het

geslacht van deze vogels te kunnen vaststellen. Voor de nlteindeli jke



determinatic werd gebruik gemaakt van een verschil in relatief piek-
oppervlak van één piek tussen mannetjes en vrovwitjes. De gebriikte
methode bleek na vergelijking met de gegevens van het aans'uitend

gedragsonderzoek een betrouwbaarheid te hebben van 75 90%.

IT, INLEIDING
Voor biologisch en ethclogisch onderzock aan dieren is het van groot
belang de sexe van de dieren te kemnen. Wil men dieren in gevanaeischan
tot voortplanting brengen dan is een juiste verdeling van de sexen in
de kooien noodzakelijk. Bij de Zeekcet valt het gesiacht echter niet
op uitwendige morphologische kenmerken vast te stellen (STORER: 19 2).

In de loop der tijd zijn voor vogelsoorten, waarvan de sexedeterminatic

moeilijkheden oplevert, enkele technieken ontwikkeld om het geslacht te

bepalen. Technisch - het eenvoudigst is een onderzoek van de cloaca,

zowel zonder als met een cloacoscoop. Dit geeft voor jonce cendachtigen.

kippen en pingvins goede resultaten. Eventucel kan gebrvik gemaakt worden
van chromosomen onderzoek door middel. van weefsellweek it de veerpulpa

(HOFFMANN, 1972). Voor roofvogels ontwikkelde DIETER (1973) een methode

waarbij door centrifugale chromatografie op silica-gel kolommen eccn

]

anaiyse gemaakt wordt van de steriod hormonen in het Plasma.

QO

On redenen van technische eq/of praltische aard was geen van deze
methoden voor ons op korte termijn bruikbaar. Gezec it werd daarom naar

een nieuwe methode, die werd gevonden door analyse van de lipidfractie

van het plasma met belilp van gaschromatografie.

ITT. MATERIAAL EN METHODE

Van vijf op het institwt aangebrachie Zeekoeten, die he slacitoffer
waren van stookolie en in slechte conditie verkeerden. is bloed afgetapt,

waarna door sectie het gesiacht is vastgesteld. Het biood werd door



toevoeging van heparine onstol baar genaakt en gekoeld. Hierna werd

het gedurende 4 minuten gecentrifigeerd in een tafe’centrifuge (MSE,

4000 toereqﬁninuut). Het ald:s verkregen plasma werd gedecanteerd en

en voor verdere bewerking bewaard bi j ~4OOC° Voor gebriiik werd et =iasma
twee keer onteiwit door extractic met twee volume een'eden dich!oor-
methaan (CH2012, bidestiilata). Na eike extractic werd de onderstaande
vlioeistof afgepipetteerd en overgebracint in een koifje met ¢lazen ston.

De aldus in dichloormethaan cngeloste, verkregen tipidfractic ven et

plasma is vervolgens onder vac:um drocggaodin (Rotavapor R B*cqi),

waarblj er voor gezorgd werd dat de temperatiur van het waterbad bencden

o) . 5
30°C, het kockpunt van CH_CL bleef.

272
Het verkregen residut werd hicrna opgelost in een mengsel van
dichloor methaan en methancl (9 : 1) en overgebracit in een Xlein »ant-

buisje. Deze handeling werd vijf maal. herhaa'd. De verkregen :ocveeiheid

werd vervoigens onder stikstcf ingedampt, waarna et resid: werd opPgeLosy

in Kooldisulfide (CSZ)° Hiervan werd 5 pl ingespoten in cen gasci rom
graaf (Tracor 550, Techmation) onder de volgende condities (BURCHFIELD
& STORRS, 1970).
Chromatograph : Tracor 550
Column dimensions : 6 £t x 2.5 mm

Sclid support : Chromosorb . A¥(DCMS) $0-100 Mes™

Stationary phase : 3.8% SE--30

Temperature 200°C

Carrier gas : l\T2

Detector : flame ionisation
MAalysis time : 65 minutes

De resultaten zijn geanalyseerd en de picken in percentages “:itgedrvit

volgens de formule:
n a = peak areca

(1) pPer cent = ’IOO.,a.i ¢ a.
J =1 J n = total number of peaks
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Na analyse van de res ltatem is van ailc vierenveertid
Zeekoeten vier mi bloed afgetapt »it de vieugelvenc ter hmoogte van de

uina en volgens de hierboven besciireven methode beverlit.

IV. RESULTATEN
Uit de sectie bleek dat van de vijf cp haet NIOZ aangebrachte stookoiie -
slachtoffers vier vogels van het mannclijke en één van hct vrouwlijke

et tweed

(@]

geslacht waren. De vijf vogels waren a‘le in > lLevaensjaar.
Bij de resultaten verkregen uit de gaschromatograaf bleek er con
grote variatie tussen de vogels onderiing te bestasn wat betreft de

absolute hoogte van de verkregen piecken. De pickopperviakken zijn

derhalve in percentages uitgedrukt (1).

=

let aantal pieken bedraagt ncegentien. Deze zijn genwmmerd van
a bAn s. Op grond van de resuitaten verkregen met deze vijf vogels is
voor de uiteindeiijke bepaling van geslacht bij de overice vogels gebroil
gemaakt van de 18e piek, piek r. De retentietijd van deze piek bedraagt
54 mimiten onder de vermeide condities. In Fig. 1 zijn de chrometo-
grammen voor respectieve ecen mannetje en een vrouwije weergegeven. liet
oppervliak van piek r is bij het vrouvije relatief Ikleiner dan ij het
mannetje.

Voor de manneliijke exemplaren bedraagt het gemiddeld opperviak
6. 5%, voor de vrouwelijk exemplaren 2.5%. met resp. een standaard -
deviatie van + 2.6% en + 1.7%. Voor de determinatie van het ges.acht
gold als criterium voor cen mannetje dat het pickopperviak r meer dan
3.9% bedroeg, voor een vrouwtje dat het pieropperviak r minder den
3.9% bedroeg, Tijdens een hierop asnsivitend gedragsonderzock zijn de
resultaten hiervan vergeleken met de determinatic van et gesiachit met
behuip van de gaschromatograaf. Dcze staan samencevat in Tabel II.

De gesiachtsdeterminatic m.b.ve. gaschromatcorafische anaiyse van



Va

het plasma was voor 75% zcker in overeenstemming met de gegevens van et
gedragsonderzock, in 15% van de geval'len bestond er twijfel, en 10% vas

fout gedetermineerd. (Tabellen I en II),

DISCUSSLE
Bij de gebruikte methode ter bepaling van het geslacht van de Zeekoeten
is als maat het relatief oppervlak ven é&é&n piek genomen. Iet zow ec':iter
beter geweest zijn indien eerst de identiteit van de betrcffende stof
was vastgesteld, waarna een interne standaard toegevoegd ad kinnen
worden. Met deze methode is met mogelijk meer exacte res i taten te
verkri jgen. Bimnen het kader van dit onderzoek viel dit cchiter niet te
verwvezenli jlkeno

Slechtgde identiteit van &én stof kon worden vastgesteid, nl. piek
s, waarvan de retentietijd overeenkvan met die van cholesterol. Bij een
aanta’ monsters kvam op het ciromatogram een veronitreiniging voor. Bij

controle bleck dit alleen het geval. bij geplasmoliyseerde bloedmonsters.

Dit tengevolge van het feit dat et afgetapte bloed met te grote krac:t
vit de injectiespuit in een buisje, waarin L.et tijdelijk werd bewaard.
was gespoten. Deze verontreciniging bemceilijkte de berclening van et
relatief pieropperviak in hoge mate.
Het feit dat de resuitaten van het gedragsonderzoek niet altijd
in overeenstemming waren met die van de determinatice m.b.ve caschromato--
grafische analyse van het plasma kan deels aan bovenstaande felten
worden toegeschreven, deels zan moge:ijk een verkeerd gedragspatroon
van enkele van de op dat moment noy niet gesiachtsrijpe Zeekoetcn.

De gebrvikte methode hceft ais groot voordee’ dat men siechits een
zeer kleine hoeveeiheid bloed hoeft of te tappen, dat ingevroren kan

worden tot het wordt geanalyseerd.



llet verdient aanbeveling dat cen paer waarvan et ges-acit bekend
is in een b indoefening wordt gebruikt, voordat cen scrie vogels word:
geanalyseerd. Verwacht kan worden dat de betrouvbaarheid van de
determinatie, die bij de geana'yseerde Zeekoeten 75%--907% bedraagt door

toepassing van verbeterde methodes nog sterk vergroot kan wordens

LITERATUUR

BURCHFIELD, H.P. & E.E. STORRS, 1970. Biochemical application of
Gaschiromatograpiy. Academic Press New Yorl, Ue Se o
517520

DIETER, M.P.. 1973. Sex determination of Ezgles, Owls and lerons by
analvzing plasma steroid hormones. Bureauof Sport Fisgheries
and ¥i'dlife. Special Scientific Report Wil .d:ife no. 167

HOFFMANN, R., 1972. Einfache Methode zur Darstellung von Vogel chromoso--

men us der Federpulpa. Jour. f. Ornithologe 117: 334--336.

(Y]

-
o8

OCSTEN, J.R. VAN, & J.W. FORESTER, 1974 Sexing techniques on birds.
Gamebird Gazette 23 (2): 20-21.

STORER. R., 1952. A comparision of Variation, Behaviour and Evolution
in the Sea Birds genera Uria and Cepphus. Unive Calif,
Publ. Zodl. 52: 121--222.

SWENNEN, C., 1973. Nieuwe mogelijkheden voor laboratorivmonderzoek aaon

zcevogels. Het Vogeljaar 21 (2): 323-327.

* (niet gezien).



Tabel I (Kooi 1)

Nr. Klevrcode Geslachtsdeterminatie
plasma gedrag
786 T - a man vrouw?
1% g~ a man man
789 rv - oa vrovy vIouw
790 rg- a vIrouw VI oLy
791 v a man vrouy
792 W g - a man man
793 gr - a vrovw Vo
794 gwv - a man man
795 - T a vrouw vrouw
796 - T T a vrou vrouw?
190 gr a vrouv vrouw?
799 rrroa man man
178 gwwa vrouw &
181 rga man vrouy
182 w g a vIouw vrouw?
186 rgaga man man
194 wWga VI ouwy VoW
192 -~ agg ? Q
195 W W o-oa mam man
169 arr vroaw Vrouw
798 agqg--a vrouw man
191 T r o oa ? vrouw?
188 ~aww man man
1864 rrga inan vrouw




Tabel II (Xooi 2)

Nr., A Klenrcode Gesi achtsdeterninatie
plasna gedrag
300 rvoroa T man?
160 rgr a nan man
161 VIrroa VIO vroUw
162 VW oa man an
163 v gIra man man
164 grr a vrouw \alethaty
165 cwW T a Vo VI OULY
166 ggr a vrony Vre.
167 - W oA VIOt Vrouw
168 -~ W W a man man
169 ST W a nan man
170 - gwa vrony Vrovy
171 rTrwa vrouwy 7
172 WV & man man
173 T gWoa man vrouw
175 VW Woa Vo VIrouy
176 Vg woa nan man
177 gr v a VoW vrovw
180 e g & m n vrouw
163 g g a Vrouw VoUW
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Fig. 1. Gaschromatogram van mannelijke en vrouwelijke zeckoct.
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