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Salmoniden — Kunstliche Vermehrung
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Wenige Praxis-relevante Studien
Anekdotisches ,Wissen*
Optimierung der Techniken

Auch ,Negativergebnisse* wichtig

Geheimniskramerei

Keine Selektion auf Fertilitat und Fekunditat im fr eien Gewasser




Problematik
Hohe Variabilitat des Reproduktionserfolgs

Weillwerden”“ oder ,Blindwerden*

Befruchtungsprobleme oder
Entwicklungsstérungen

* Probleme mit der Befruchtungsrate
* Probleme wahrend der Entwicklung

 Hohe Verluste auch nach AP-
Stadium

* Probleme bei Schlupf und
Dottersackresorption

Eine als gut zu beurteilende BR fur

Forellenartige liegt bei > 80%
(Lahnsteiner et al. 1998)




Mogliche Ursachen fur Verluste

Virale, parasitare und bakterielle Infektionen (der Adultfische und Gameten)
Gametenqualitat (,Befruchtungsvermogen*” z.B. Mobilitatsrate der Spermien)
Falsches Handling der Gameten (Aktivierung, Befruchtungsmethodik)
Physiologische Dysfunktion der Laichfische (z.B. erndhrungsbedingte Mangel)
Alter der Laichfische

Reifegrad der Eier

Genetische Grinde (z.B. inkompatible Herktinfte, In-/ Auszuchtphdnomene)
Wasserparameter wahrend der Erbritung (Verunreinigung, Temperatur)
Stress der Laichfische

Wissen versus Erfahrungswerte




Mogliche Ursachen fur Verluste

Gametenqualitat (,Befruchtungsvermogen” z.B. Mobilitatsrate der Spermien)
Falsches Handling der Gameten (Aktivierung, Befruchtungsmethodik)

Physiologische Dysfunktion der Laichfische (z.B. ernahrungsbedingte Mangel)
Reifegrad der Eier




Versuchsanordnung

Einheitliche experimentelle Befruchtung

Fischalter 3-4 Jahre

Hauptzielgroien BR und/oder SR

BR: Sortierung (Durchlicht) ab dem 8. bis 15. Tagd  er Erbritung
Spermienkonzentration 600 000 pro Ei

Spermienzahlung computergestutzt mittels Zahlkammer (Burker) und digitalem
Imaging-System (4 x 0,004 ul 1:500 Verdiinnung nat. Ejakulats)

Verdinnung mit Inhibierungsldsung (125 mmol/l NaCl, 2 mmol/l KCI, 1.5 mmol/l CaCl2, 0,8
mmol/l MgSO4, 20 mmol/l Tris, pH 7,8)




Versuchsanordnung

Standardisierte Befruchtungsmethodik

Befruchtung von 100 Eiern

Eier abgezanhlt in Plastikschalchen

Spermienzugabe + 8 ml Aktivierungslosung (60 mmol/l NaHCO3, 50 mmol/l Tris, pH 8,5)
10 ml gekuhltes Quellwasser (7-8C)

Schwenken

1 h Ruhen (gekdhlt) — ,Quellen”

Einzeleinheiten aus Plexiglas/Unterstromkasten (in Durchlaufrinnen)
Erbritungstemperatur @ 8,5T

NoghwbhE




Versuchseinheiten




Gametengualitat - Milch

Spermienkonzentration




Spermienkonzentration
z.B. Bachforelle (pro 100 nl)




Spermienkonzentrationen
Bachsaiblinge (pro 100 nl)




Spermagualitat

Woran kann der Zlchter ,gute” Milch erkennen?

Gultiger Standard fir die Qualitatsbestimmung von S permien von Fischen vor der
Befruchtung generell nicht vorhanden (Fitzpatrick e t al. 2005)

Parameter aus der Literatur:

Befruchtungsrate (BR)

Spermatokrit

Konzentration im Ejakulat

Osmolalitat/pH Seminalplasma (pH < 7,5 Inhibierung!)
Enzymaktivitaten

ATP-Konzentration

Motilitatskriterien

Morphologie der Spermien (Ultrastruktur)

In der Praxis anwendbar:

Anteil motiler Spermien (> 75%)
Seminalplasma pH-Werte (8,0-8,2)

Die SR konnte nicht _ mit dem Seminalplasma-pH einzelner
BS Milchner in Verbindung gebracht werden (Pearson K -
0,049, P =0,44)




Spermienkonzentration
Viel hilft viel?

Eimix von 20 BS-Rognern in 100er Portionen

Je 4 Aliquots befruchtet mit Spermien von 3 Milchnern

3 Konzentrationen, zusétzlich hohe Uberkonzentration

BR signifikant verschieden voneinander (P < 0,05, ANOVA/Tukey HSD t-Test)
Erst ab etwa 3-400 000 Spermien/Ei kdnnen Eier grof3tenteils auch befruchtet werden
Polyspermie-Effekte nicht zu beobachten

Spermienkonzentration tragt entscheidend zur Befruch tungswahrscheinlichkeit bei!




Anzahl der Milchner

Steigern mehr Bocke bei gleicher Spermienmenge die BR?

Eier von 6 SS-Rognern a 100 Stlick
Je 4 der Aliquots befruchtet mit insg. 600 000 Spermien (von 1, 2 und 3 Milchnern) pro Ei

BR der Gruppen 3 und 6 gegen 1 signifikant verschiede n (P < 0,01, paired t-Test)
Mehrere Milchner gleichzeitig zu verwenden scheint daher von Vorteil zu sein!

1 BS Rogner, 12 Milchner! iy




Motilitat

Anteil und Schwimmgeschwindigkeit aktivierbarer Spe

Filmsequenzen (Triplikate) BS Milch

5 ul Ejakulat zu 750 ul Aktivierungslosung

Makler Spermien-Zahlkammer

Binarisierte Sequenzen von 5 s bis 15 s nach Aktivierung
Auswertung durch CASA Plugin der Software ImageJ (Java)
nach Wilson-Leedy & Ingermann (2006)

Bei einigen Milchnern deutlich geringere
Aktivierbarkeitsraten (bis P = 0,001; Kruskal-Wallis)
Bei BS teils Motilitatsrate von weit unter 10%

Geschwindigkeiten schwankten stark zw. Individuen

rmien




Motilitat
Schwimmdauer — Visuelle Beurteilung

Zeit von der Aktivierung bis zum Abfall der Zahl sc hwimmender Individuen

0,6 ul Ejakulat + 50 I Aktivierungslosung (eisgekd  hlt)
Aktivitatsdauer von ca. 90% der Spermien (Triplikate , lichtmikroskopisch ermittelt)

Kein Tier unter 30 s, aber einige nicht aktivierbar!




Gametenqualitat - Rogen

Fakten

Eizahl bei Salmoniden-Rognern (Fekunditat) - Fltterung

EigrolRe - Grol3e Rogners

Wildfische haben oft bessere Eiqualitat und niedriger e Verluste

Zeitfenster von 1 Woche nach Ovulation fir Erhalt v italer Eier (Bromage et al. 1994)
Eier von Salmoniden nach etwa in Wasser zu 100%

Eiqualitat

Wichtige (?) Faktoren fur Eiqualitat bei Salmoniden | aut Literatur:
Endokriner Status des Rogners wahrend der Oogenese
Ovarialplasma pH (tber 8,2 laut Wojtczak et al. 2004)
Reifegrad der Gameten

Stress und Haltungsbedingungen der Laicher
Erndhrung der Elterntiere

Beschadigung durch falsches Handling

Belastung durch Bakterienwachstum

Menge und Art von versch. Stoffen im Ei

Verteilung der Lipidtropfchen

Eigewichtszunahme

Wasserparameter

Transparenz

Eigewicht

Grosse




,Rognereffekt”

Wie unterschiedlich fekund sind einzelne Muttertier e?

Versuch: 12 BS Rogner + 1 Milchner

Deutliche Unterschiede

BR und SR korrelierten erwartungsgemald (Pearson K 0,63, P = 0,013)

BR Spannweite 58% (Maximalwert 96%, relativer Variationskoeffizient 7,64%, SD 16,99)

SR Spannweite 63% (Maximalwert 79,39%, relativer Variationskoeffizient 11,12%, SD 18,99)




Eiqualitat

Eigewichtszunahme nach dem Quellen

SS Laicher
Wiegen nach Entnahme und nach 18h

Rogner mit geringster Zunahme beste BR!

Zuerst/Zuletzt entnommene Eier

BS Laicher
Aufteilung in cranial und caudal gelegene Eier

Keine signifikanten Unterschiede in BR

Visuelle Kriterien

Anzeichen von _(granulare Einschltsse, Trubung, inhomogene Verteilung der Protein- und

Lipidvesikel), Verunreinigungen (Kot, Blut, Eischalen) und Beschadigungen (geplatzte Eier), Gréssen-
und Farbunterschiede

Optisch als schlecht eingestufte Chargen bis zum AP-Stadium Ausfalle bis Gber 40%, z.T. Totalausfall

Rigoroses Aussortieren brachte BR und die SR tber 80%




Befruchtungsmethodik

Richtwert: Eier von 3-5 Rognern mit Spermien von
2-3 Milchnern zu befruchten (Schmidt, 1998)

Grund: Vorzeitige Aktivierung und Mengen-
verhaltnisse ergeben Schwankungen

Versuch: Frisch befruchtete SS-Gelege erst nach 1
h waschen statt nach 5 min um die BR zu erh6hen
brachte lediglich eine 5% hdhere BR

Versuch: 6 SS-Rogner und je 20 pl Sperma-Mix von
3 Milchnern (680 000 Spermien/Ei) mit 3 Methoden
befruchtet




Befruchtungsmethodik

Versuch mit Seesaiblingen

Methoden:
1. Ma1: Verwendung von Inakivierungs-/Aktivierungslosungen (Versuchsansatz)

2. M2: ,Trockene Methode” mit nativem Ejakulat (5 s, dann aufgiessen)
3. M3: ,Nasse Methode” mit Ovarialplasma (8 ml/Rogner)

Knapp nicht signifikanter Unterschied (P = 0,069, Friedman)

M1 geringste Varianz (M1: 29,9, M2: 109,0, M3: 44,5)




Futter

Extrudiertes handelsibliches Laichfischfutter vs. ,N

9 Monate separat gefltterte BS Laicher

Dritte Gruppe erhielt eine 25:75 Mischung
(Trockenfutter:Naturfutter, w/w)

Naturfutter: 50% zerkleinerter Weil3fisch (gefroren),
25% Schweine- und Rinderleber, 25% getrockneten
Bachflohkrebsen, getrockneten Garnelen und
Trockenfisch (frisch vermengt).

Fltterung ad libidum von Hand (ab August nur noch
halbe Menge)

Mittlere SR der Gruppen — je 10 getrennt gestreifte
Rogner + Spermienmix aus jew. Gruppe

Kein Unterschied (Naturfutter: 58,9% = 8,74,
Pelletfutter 55,2%, + 7,20; P = 0,74, t-Test)

aturfutter”




Entwicklungsprobleme




Entwicklungsprobleme

” " (auch ,Kleinkdpfigkeit®)

Hohe Ausfalle von Uber 80% bis zum Schlupf

Anastomose Veranderungen der BG und Deformationen
Schwach beaugte zumeist verkriippelte Embryos und Larven

Ursachen genetisch physikalischen Ursprungs, z.B. Temperatur,
Probleme bei Ovulation und Laichreife, hormoneller Status

Laufendes Projekt soll Frage nach Inzuchtdepression und div.
anderen Parametern abklaren




Tips und Regeln

Rogner erst ca. 1-3 Tage nach Ovulation abstreifen

Strikte Qualitatskontrolle der Eier jedes Rogners
(Einschlisse und Lipidverteilung)

Streifen und Befruchtung unter Verwendung von
Ovarialplasma

Lagerung von Eiern in Ovarialplasma fir einige
Stunden (gekihlt) moglich

Milch mdglichst vieler Milchner verwenden (Ziel:
BR optimieren, genetische Vielfalt zu sichern)

Aktivierbarkeit von Spermien Uberprifen
Verwendung von Befruchtungslosungen
Spermienzugabe mdglichst gleichzeitig
Uberprifung der BR moglichst frithzeitig (10-15 d)

Eingehende Dokumentation der
Befruchtungscharge

Zu haufiges Umsetzen, Keschern, Sortieren
Abstreifen mit zuviel Druck

Vermengen von Eichargen verschiedener
Populationen und Herkunft

Erstlaicher (separat abstreifen)

Futterung mit Mastfutter — NICHT MISCHEN
Kontakt der Gameten mit Wasser
Verschmutzung durch Blut, Kot, Urin

Zu geringes Spermien-Ei-Verhaltniss
Unzureichende Verdinnung

Zu grosse Eimengen




Dokumentation!




Basis - Studie
Durchgefihrt in den Laichperioden 2006-2009
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Spermienaktivierung

Hohe Osmolalitatswerte um 400 mosm/kg + Androgamon | inhibieren
Spermienbewegung

Wird gestartet bei einer K+-Konzentrationen unter 5 mM (Cosson et al. 1995)
vermittelt Gber intrazellularen Ca2+-Flux (Tanimoto et al. 1994)

Na+-lonen und Faktoren im Ovarialplasma férdern die Bewegung

Bei Salmoniden Bewegungsdauer i.d.R. < 30 s (Rurangwa et al. 2004, Perchec et al.
1996) bei Schwimmgeschwindigkeit von 100-120 um/s (bei Regenbogenforellen,
Lahnsteiner et al. 1998)

Einmal aktivierte Spermien sind also nicht in der Lage, wahrend der Dauer der
Aktivitat ein Ei mittlerer GrofRe auch nur halb zu umschwimmen




Befruchten befruchten!




Experimente




