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F. Lahnsteiner, T. Weismann und R. A. Patzner

Gefrierkonservierung von Salmonidensamen:
Adaptierung fiir die Praxis

1. Einleitung

Kiirzlich prisentierten wir eine Methode fiir Gefrierkonservierung von Spermien von
Salmoniden (Regenbogenforelle, Bachforelle, Seeforelle und Renke) (Lahnsteiner et al.,
1994, 1995a, 1995b; Weismann et al., 1994). Diese Methode ist fiir alle bisher untersuch-
ten Arten einheitlich und zeichnet sich durch eine einfache Technik und hohe, konstante
Befruchtungsraten aus (90-100% der Kontrollbefruchtung mit Frischsamen).

Die genannte Gefrierkonservierungsmethode wurde unter standardisierten Laborbedin-
gungen entwickelt, die nicht den routineméaBigen Bedingungen in der Teichwirtschaft
entsprechen. Um die Handhabung der Technik fiir den routinemaBigen Gebrauch in der
Fischzucht zu adaptieren, wurden die entscheidenden methodischen Parameter (Lager-
fahigkeit des Samens vor der Gefrierkonservierung, Aquilibrierungszeit und Verdiin-
nungsraten im Verdinner, Einfrierraten, Lagerungszeit von tiefgefrorenem Samen in
Stickstoff, Lagerung von aufgetautem Samen) auf ihre Durchfiihrbarkeit in der Praxis
und auf ihre tolerierbare Abweichung vom Standardgefrierprotokoll hin untersucht.

2. Material und Methoden
2.1 Material

Die fiir die Gefrierkonservierungsversuche verwendeten Regenbogenforellen (Oncorhyn-
chus mykiss), Seeforellen (Salmo trutta f. lacustris), Bachforellen (Salmo truta f. fario)
und Bachsaiblinge (Salvelinus fontinalis) stammten aus der Aufzuchtforschungsanlage
Kreuzstein am Mondsee; Samen und Eier wurden trocken abgestreift. Samen wurde in
Reagenzrohrchen gesammelt und entsprechend dem Versuchsprotokoll weiterverwendet.
Von den Eiern wurde die Ovarialfliissigkeit abgegossen; sie wurden maximal 30 Min.
nach der Gewinnung zur Befruchtung verwendet. Samen und Eier mehrerer Fische wur-
den fiir die Versuche gepoolt.

2.2 Gefrierkonservierung

Die Gefrierkonservierungsversuche basieren auf der Methode von Lahnsteiner et al.
(1994), wobei die einzelnen Parameter, wie unter 2.3 beschrieben, variiert wurden. Im
folgenden wird die Standardmethode noch einmal zusammengefaf3t: Der Samen wurde
in einem Zeitraum von 10 Min. nach der Gewinnung gefrierkonserviert. Dazu wurde er
im Verhiltnis 1:3 mit 4° C kalter Verdiinnerlosung gemischt. Diese besteht aus:
Natriumchlorid 602 mg / 100 ml Aqua destillata, Kaliumchlorid 300 mg / 100 ml H,O,
Magnesiumsulfat 19 mg / 100 ml H,O, Calciumchlorid 25 mg / 100 ml H,O, Hepes-
puffer 460 mg / 100 ml H,O (pH 7,8), Dimethylsulfoxid 5%, Glycerin 1%, Rinder-
serumalbumin 1,5 %, Hiihnereidotter 7 %, Saccharose 0,5 %. Die Aquilibrierungszeit des
Samens im Verdiinner betrug 3 Min. In diesem Zeitraum wurde der verdiinnte Samen in
0,5 ml Pailletten (Minitiib) aufgesaugt und tiefgefroren.

Das Einfrieren erfolgte im offenen System in einer isolierten Kiste (Abb. 1), die bis zu
einer Hohe von 4 cm mit Fliissigstickstoff gefiillt war. Die Pailletten wurden horizontal
auf einen Rost 1,5 cm tiber dem Fliissigstickstoffspiegel aufgebracht und 10 Min. ge-
froren. AnschlieBend wurden sie in Fliissigstickstoff gelagert.

Das Auftauen erfolgte in einem thermostatregulierten Wasserbad bei 25° C, exakt 30 sec
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lang. AnschlieBend wurde der Samen aus
den Pailletten entnommen und sofort zur
Befruchtung verwendet.

2.3 Versuche

Die Auswirkung folgender Parameter auf
die Befruchtungsfihigkeit von gefrierkon-
servierten Samen wurde untersucht:

1. Lagerung von Frischsamen vor der
Gefrierkonservierung: Dazu wurden 1-ml-
Proben von Frischsamen 10 min, 30 min,
60 min, 120 min und 180 min in Reagenz-
glasern auf Eis gelagert und anschlieSend
gefrierkonserviert.

2. Verdiinnungsrate des Samens im Ver-
diinner: Samen wurde im Verhiltnis 1:1,
1:3, 1:5 oder 1:7 verdiinnt und gefrier-

B TE
konserviert. Um das Ei-/Samenverhiltnis Abb. 1: Einfrierbox fir die Konservierung von

Fischsamen in Flussigstickstoff. Konstruktion von

anzugleichen, wurden zur Befruchtung g Mayrhofer, Scharfling (Foto: Th. Weismann)

von 12,5 ml Eiern folgende Samenmengen
verwendet: Verdiinnungsverhéltnis 1:1 =
V2 Paillette, 1:2 = % Paillette, 1:5 = 1% Pailletten, 1:7 = 2 Pailletten.

3. Aquilibrierungszeit des Samens im Verdiinner: Verdiinnter Samen wurde in die Pail-
letten aufgesaugt und vor dem Einfrieren 3 min, 10 min oder 20 min bei 4° C gelagert.

4. Einfrierrate: Die Pailletten wurden entweder 1 cm (-130° C), 1,5 cm (-110° C), 2 cm
(-100° C) oder 2,5 cm (-92° C) iiber dem Fliissigstickstoffspiegel eingefroren. Die Ein-
frierdauer betrug immer 10 min.

S. Lagerungszeitraum im Fliissigstickstoff: Gefrierkonservierter Samen wurde 30 min
oder etwa ein Jahr (340 bis 370 Tage) lang in Fliissigstickstoff gelagert. In diesen Lang-
zeitexperimenten muflten unterschiedliche Samen- und Eiproben fiir Gefrierkonservie-
rungsexperimente und Kontrolle verwendet werden.

6. Lagerung des aufgetauten Samens: a) Samen wurde bei 25° C 30 sec aufgetaut und
sofort zur Befruchtung verwendet (Standardprozedur); b) die Pailletten wurden 30 sec
bei 25° C aufgetaut, aus dem Wasserbad entnommen und 30 sec bei Raumtemperatur
gelagert (10 bis 12° C); c) Die Pailletten wurden nur 20 sec bei 25° C aufgetaut (unvoll-
stindiges Tauen), aus dem Wasserbad entnommen und wiederum 30 sec bei Raum-
temperatur gelagert. AnschlieBend wurde der Samen zur Befruchtung verwendet.

2.4 Fertilititskontrolle

Zur Qualitdtsbestimmung des gefrierkonservierten Samens wurden Befruchtungsver-
suche durchgefiihrt. Dazu wurden 12,5 ml Eier im Verhiltnis 1: 2 in eine 4° C kalte Be-
fruchtungslésung (Natriumhydrogencarbonat 500 mg / 100 ml H,O, Glycin 150 mg /
100 ml H,O, Theophyllin 100 mg / 100 ml H,O, Trispuffer 660 mg / 100 ml H,O, pH 9)
eingebracht. Sofort nach dem Auftauen wurde eine Paillette gefrierkonservierter Samen
zugegeben und mit den Eiern gemischt. Die Eier wurden in der Aufzuchtforschungs-
anstalt Kreuzstein routineméBig erbriitet und der Befruchtungserfolg als prozentueller
Anteil der Eier, die das Augenpunktstadium erreichten, im Verhaltnis zur Gesamtzahl
der Eier definiert. Das Befruchtungsergebnis des gefrierkonservierten Samens wurde mit
der Befruchtungsfihigkeit von Frischsamen verglichen. Um keine Fehlschliisse durch
unterschiedliche Keimzellenqualitit zu erzielen, wurden fiir Kontrollversuche und Ge-
frierkonservierungsversuche immer gleiche Samen- und Eipools verwendet.
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3. Ergebnisse

1. Lagerung von Frischsamen vor der Gefrierkonservierung

Wenn Frischsamen vor der Gefrierkonservierung bis zu einer Stunde gelagert wurde,
hatte das keinen Einflu auf die Befruchtungsfihigkeit des gefrierkonservierten
Samens. Lingere Lagerungszeiten fithrten zu einer signifikanten Abnahme der Befruch-

tungsrate (Tabelle 1).

Tabelle 1: Einflufl der Lagerung von Frischsamen der Regenbogenforelle vor der Ge-
frierkonservierung auf die Befruchtungsrate des tiefgefrorenen Samens

Lageruneszeitraum % Absolut- % von Kontroll-
gerung befruchtung befruchtung

Pool 1

Anzahl der Spermien/Ei: 6x10°

10 min 60,4+11,4* 97,4+18,4

60 min 61,4+13,8" 99,4422 3!

120 min 46,61+16,6° 75,11+26,2¢

Kontrolle (Frischsamen) 62,0+11,22

Pool 11

Anzahl der Spermien/Ei: 5x10°

10 min 82,34 2,9° 93,6+ 3,3'

60 min 81,7% 3,4° 92,2+ 3,8

180 min 33,0+ 1,4¢ 37,5+ 1,6™

Kontrolle (Frischsamen) 87,9+ 1,1¢

Werte, die mit dem gleichen Buchstaben iiberschrieben sind, unterscheiden
sich nicht signifikant (p < 0,05).

Tabelle 2: EinfluB} der Verdiinnungsverhéltnisse auf die Befruchtungsrate des tiefgefro-
renen Samens der Regenbogenforelle und des Bachsaiblings

Verdiinnungsverhéltnis liglelrz I:Iif:; tion % Absolut- % von Kontroll-
(Samen . Verdﬁnner) im Verdiinner befruchtung befruchtung
Regenbogenforelle

Anzahl der Spermien/Ei: 3 x10°

1:1 3,1x10° 61,6+3,6° 70,11+41,14
1:3 1,5% 10° 82,31+2,9° 93,6+ 3,3°
1:5 1,0x10° 81,5+4,2° 92,7+ 7,3¢
1:7 7,6 % 108 81,9+3,8° 93,2+ 4,3°
Kontrolle (Frischsamen) 87,9+3,1°

Bachsaibling

Anzahl der Spermien/FEi: 5x10°

1:3 1,2% 10° 56,61+4,3¢ 93,8t 7,1f
1:5 8,0 x 108 58,118,4¢ 96,4+13,9"
Kontrolle (Frischsamen) 60,31+2,2¢

Werte, die mit dem gleichen Buchstaben iiberschrieben sind, unterscheiden sich nicht

signifikant (p < 0,05).
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2. Verdiinnungsrate des Samens im Verdiinner

Bei der Regenbogenforelle, beim Bachsaibling und auch bei der Renke (Daten nicht
gezeigt) hatte eine geringere Verdiinnungsrate als 1:3 einen negativen EinfluB} auf die
Befruchtungsrate des gefrierkonservierten Samens. Hohere Verdiinnungsverhéltnisse
(1:5, 1:7) beeinfluBten das Befruchtungsergebnis nicht (Tabelle 2).

Bei der Seeforelle und der Bachforelle, deren Samen eine bedeutend héhere Spermien-
dichte aufweist, lag die optimale Verdiinnungsrate bei 1:7 (Tabelle 3).

Tabelle 3: Einfluf der Verdiinnungsverhiltnisse auf die Befruchtungsrate des tiefgefro-
renen Samens bei der Seeforelle und der Bachforelle

Verdiinnungsverhaltnis ﬁgﬁrzrenrifrna-tion % Absolut- % von Kontroll-
(Samen : Verdiinner) im Verdiinner befruchtung  befruchtung
Seeforelle

Pool 1

Anzahl der Spermien/Ei: 8x10°

1:3 3,3x10° 21,5+10,6° 51,2124 4k
1:5 2,2% 10° 41,0+ 4,0° 97,6% 9,8
1:7 1,6 X 10° 44,1+ 1,1° 107,3+ 4,2
Kontrolle (Frischsamen) 41,0+ 6,1°

Pool II

Anzahl der Spermien/Ei: 9x10°

1:3 5,3x10° 50,1+ 4,4° 62,3+ 5,5™
1:5 3,5x10° 64,9+ 2,8¢ 80,7+ 3,4"
1:7 2,6 x 10° 73,1t 1,0° 91,0t 4,6°
Kontrolle (Frischsamen) 80,4+ 4,1°

Bachforelle

Anzahl der Spermien/Ei: 5x10°

1:3 2,9% 10° 77,0 2,58 83,5+ 2,7°
1:5 2,0x 10° 85,9+ 1,6 93,1+ 1,79
Kontrolle (Frischsamen) 92,2+ 1,4

Werte, die mit dem gleichen Buchstaben iiberschrieben sind, unterscheiden sich nicht
signifikant (p < 0,05).

Tabelle 4: EinfluB der Aquilibrierungszeit im Verdiinner auf die Befruchtungsrate des
gefrierkonservierten Samens bei der Regenbogenforelle

Aquilibrierung % Absolut- % von Kontroll-
befruchtung befruchtung

Pool 1

Anzahl der Spermien/Ei: 6x10°

3 min 82,3+2,9° 93,6+3,3°

10 min 80,8+3,6° 91,91+4,0°

20 min 79,4+5,4° 90,1%6,1°

Kontrolle (Frischsamen) 87,941,1°

Werte, die mit dem gleichen Buchstaben iiberschrieben sind, unterscheiden
sich nicht signifikant (p < 0,05).
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3. Aquilibrierungszeit des Samens im Verdiinner

Aquilibrierungszeiten bis zu 20 min hatten keinen Einfluf} auf die Befruchtungsfahigkeit
des gefrierkonservierten Samens (Tabelle 4).

4. Einfrierrate

Bei der Regenbogenforelle, der Seeforelle und der Bachforelle wurde das hochste
Befruchtungsergebnis erzielt, wenn der Samen 1,5 cm (-110° C) iiber dem Fliissigstick-
stoffspiegel eingefroren wurde (Tabelle 5). Wurde der Samen auf dem 1,0-cm-Niveau

Tabelle 5: Einflufi der Einfrierrate auf die Befruchtungskapazitit von gefrierkonser-
viertem Samen der Regenbogenforelle und des Bachsaiblings

Einfrierniveau % Absolut- % von Kontroll-
Einfriertemperatur befruchtung befruchtung
Regenbogenforelle

Anzahl der Spermien/Ei: 3,5x10°

1 cm (-130° C) 63,2+ 9,9 74,1+11,6
1,5 cm (-110° C) 83,8+ 7,1° 98,2+ 8,3f
2 cm (-100° C) 62,8+12,1° 73,7+14,2f
Kontrolle (Frischsamen) 85,3 5,5°

Salvelinus fontinalis

Anzahl der Spermien/Ei: 3,9x10°

1,5 cm (-110° C) 54,6+ 3,3¢ 90,5+ 5,5¢
2 cm (-100° C) 54,4+ 3,44 90,3+ 5,7¢
2,5 cm (-92° C) 62,1t 2.4° 103,1+ 4,1°
Kontrolle (Frischsamen) 60,3+ 2,2¢

Werte, die mit dem gleichen Buchstaben {iberschrieben sind, unterscheiden
sich nicht signifikant (p < 0,05).

Tabelle 6: Einflufl der Lagerung in Fliissigstickstoff auf die Befruchtungsfihigkeit des
gefrierkonservierten Samens

% Absolut- % von Kontroll- % Kontrolle mit
Lagerungsdauer befruchtung befruchtung Frischsamen
Bachsaibling
Anzahl der Spermien/Ei: 4 x 10°
0,5 Stunden 60,0t6,1% 95,2+9,6f 63,0+10,7°
370 Tage 62,742,3*  104,1+3,8" 60,3+ 2,2°
Bachforelle
Anzahl der Spermien/Ei: 8,5x10°
0,5 Stunden 79,3+2,4° 88,912,7¢ 89,2+ 3,4¢
370 Tage 66,9+7,6¢ 85,21+9,7¢ 75,7+ 3,2
Seeforelle
Anzahl der Spermien/Ei: 6,7 x10°
0,5 Stunden 85,4+4,8¢ 87,7+7,5" 97,4+ 54"
370 Tage 50,6+0,7° 123,4%1,7 41,0£ 6,1"

Werte, die mit dem gleichen Buchstaben iiberschrieben sind, unterscheiden sich nicht

signifikant (p < 0,05).
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(-130° C) oder 2,0-cm-Niveau (-100° C) eingefroren, war das Befruchtungsergebnis
signifikant niedriger. Hingegen wurden beim Bachsaibling die hochsten Befruchtungs-
erfolge erzielt, wenn der Samen 2,5 cm (-92° C) tiber dem Fliissigstickstoffspiegel einge-
froren wurde (Tabelle 5).

5. Lagerungszeitraum im Fliissigstickstoff

Der Lagerungszeitraum im Fliissigstickstoff hatte keinen Einfluf3 auf die Befruchtungs-
fahigkeit (Tabelle 6).

6. Lagerung des aufgetauten Samens

Lagerung des aufgetauten Samens fiir 30 sec fiihrte zu einer signifikanten Abnahme der
Befruchtungsrate gegeniiber dem Samen, der nach dem Auftauen sofort zur Befruch-
tung verwendet wurde (Tabelle 7).

Tabelle 7: Einfluf der Lagerung von aufgetautem Samen der Regenbogenforelle auf die
Befruchtungsrate. Anzahl der Spermien/Ei: 5x10°

% Absolut- % von Kontroll-

Auftautechnik befruchtung befruchtung
25° C, 30 sec 83,8+ 7,1* 982+ 8,3°

25° C, 30 sec, 30 sec an der Luft (8-10° C)

gelagert 58,51+20,7° 68,5+24,3¢

25° C, 20 sec, 30 sec an der Luft (8-10° C)

gelagert 64,0+ 81° 751+ 94¢

Kontrolle (Frischsamen) 85,3+ 5,5°

Werte, die mit dem gleichen Buchstaben iiberschrieben sind, unterscheiden
sich nicht signifikant (p < 0,05).

4. Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse bestitigen die Reproduzierbarkeit und den hohen Befruch-
tungserfolg der beschriebenen Methode. Die erfolgreichen Gefrierkonservierungsver-
suche an Samen des Bachsaiblings zeigen, daB3 die Methode neben der Regenbogen-
forelle, Seeforelle, Bachforelle und Renke auch fiir diese Salmonidenart anwendbar ist.
Zur Erlangung des hohen Befruchtungserfolges sind beim Bachsaibling artspezifische
Adaptationen in der Einfrierrate und bei der Seeforelle und Bachforelle im Verdiin-
nungsverhaltnis der Spermien im Verdiinner notwendig (siche auch Weismann et al.,
1995, Lahnsteiner et al., 1996).

1. Lagerung von Frischsamen vor der Gefrierkonservierung

Die Moglichkeit der Lagerung von Frischsamen vor der Gefrierkonservierung hat
Bedeutung a) zur Samengewinnung und zum meist notwendigen Poolen der Einzel-
ejakulate; b) zur Qualitdtskontrolle von Samen vor der Gefrierkonservierung; c) zum
Samentransport zu einer fiir die Gefrierkonservierung eingerichteten Institution. Die
vorliegenden Daten zeigen, dafl Samen vor dem Tieffrieren ohne Qualitédtsverlust bis zu
einer Stunde gelagert werden kann. Dies ist konform mit #lteren Ergebnissen von Stoss
und Holtz (1983) und Holtz (1993). Lingere Lagerungszeiten bewirken in jedem Fall
einen Qualitdtsverlust. Bei Verschmutzung mit Harn oder Wasser nimmt die Samen-
qualitédt aufgrund osmotische Schiadigungen der Samenzellen und teilweiser Mortilitats-
aktivierung schneller ab (Lahnsteiner et al., 1995¢). Eine Stunde ist zur Ejakulatsamm-
lung und zur Durchfithrung der genannten Prozeduren meist ausreichend.
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2. Verdiinnungsrate des Samens im Verdiinner

Je geringer das Verdiinnungsverhéltnis des Samens ist, um so mehr Spermien befinden
sich in den Pailletten und um so weniger Pailletten sind zur Befruchtung einer bestimm-
ten Eimenge notwendig. Dies ist mit einer Kostenreduktion verbunden, da geringere Ver-
diinnermengen und weniger Pailletten benotigt werden, erleichtert aber vor allem die
Befruchtungstechnik, da mit einer geringeren Paillettenzahl gearbeitet werden kann.
Die vorgelegten Daten zeigen, daf} die Verdiinnungsrate bei der Regenbogenforelle, beim
Bachsaibling und bei der Renke 1:3 nicht unterschreiten darf, bei der Seeforelle und
Bachforelle, deren Samen eine hohere Spermiendichte aufweist, 1:7. Dies entspricht
einer Zellkonzentration von 2,0 bis 2,5x10° Spermien/ml Verdiinner. Die Spermien-
dichte betrigt bei der Regenbogenforelle, beim Bachsaibling und bei der Renke etwa
5 bis 10x10° Spermien/ml Samen (Stein, 1980), bei der Seeforelle und Bachforelle ist
sie etwa 10mal hoher (Stein, 1980). Zu hohe Zellkonzentrationen im Verdiinner fithren
wahrscheinlich zu Kompressionsschidigungen wéhrend des Einfrier- und Auftauvor-
gangs.

3. Aquilibrierungszeit des Samens im Verdiinner

Aquilibrierung der Spermien bis zu 20 min im Verdiinner ist vor dem Einfrieren moglich.
Eine lange Aquilibrierungszeit steigert im Vergleich zu kurzer Aquilibrierung von 3 bis
5 min zwar nicht die Befruchtungskapazitit des Samens, hat aber dem Vorteil, daBl gro-
Bere Samenmengen verdiinnt und in Pailletten abgeftillt werden kénnen. Dies erleichtert
das routinemifige Einfrieren grofer Samenmengen.

4. Einfrierrate

Im offenen System liegt die optimale Einfrierrate von Samen der Regenbogenforelle, der
Seeforelle, der Bachforelle und der Renke bei -110° C, das ist 1,5 cm iiber dem Stickstoff-
spiegel. Beim Bachsaibling betrigt sie -92° C (2,5 cm tiber dem Stickstoffspiegel). Die
Einfriertemperatur (das Einfrierniveau) weist somit artspezifische Unterschiede auf.
Unsere Versuchsserie zeigt aber auch, daf3 Verdnderungen im Einfrierniveau um nur 0,5
cm einem Temperaturgradienten von 10° C entsprechen und eine signifikante Erniedri-
gung der Befruchtungsrate zur Folge haben. Dies ist ein kritischer Punkt unter Praxisbe-
dingungen. Das Einfrierniveau im Einfrierbehélter muf} exakt eingestellt und der Stick-
stoffspiegel iiberwacht werden, da im offenen System laufend eine Abdampfung erfolgt.

5. Lagerungszeitraum im Fliissigstickstoff

Bei den Befruchtungsergebnissen mit gefrierkonserviertem Samen vom Bachsaibling
waren die Befruchtungsraten gleich hoch, wenn Samen 30 min oder 1 Jahr gelagert
wurde. Bei de Seeforelle und der Bachforelle waren die absoluten Befruchtungsraten
zwar niedriger, wenn Samen statt 30 min 1 Jahr gelagert wurde, die Befruchtungsraten
im Verhiltnis zur Kontrollbefruchtung mit Frischsamen waren aber gleich hoch bzw.
sogar hoher. Dies zeigt, daB die Unterschiede in der Befruchtungsrate nicht auf einen
Verlust der Samenqualitit wiahrend der Lagerung, sondern auf Unterschiede in der
Eiqualitit zuriickzufiihren sind. Entgegen fritherer Versuche (Kurokura und Hirano,
1980), bei denen Samenqualititsverluste wahrend der Lagerung beobachtet wurden,
zeigen unsere Ergebnisse, daf3 gefrierkonservierter Fischsamen wie Sdugersamen iiber
lingeren Zeitraum gelagert werden kann.

6. Lagerung des aufgetauten Samens

Wie bereits beschrieben (Lahnsteiner et al., 1994; Weismann et al., 1994), ist das Auf-
tauen der Pailletten der empfindlichste Arbeitsschritt der Gefrierkonservierung von
Salmonidensamen. Die Auftaubedingungen (Wasserbad 25° C, 30 sec lang) miissen
exakt eingehalten werden. Bereits eine Verlingerung oder Verkiirzung der Auftauphase
um 5 sec hat eine signifikante Erniedrigung der Befruchtungsrate zur Folge. Die jetzt
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vorliegenden Daten zeigen, daB der aufge-
taute Samen unverziiglich zur Befruch-
tung verwendet werden muf. Auch eine
Lagerung von Samen fiir so kurze Zeit-
rdume wie 30 sec oder ein unvollstdndiges
Auftauen vor der Lagerung erniedrigt die
Befruchtungsrate signifikant. Fiir die
Praxis bedeutet dies, daf3 die zur Befruch-
tung notwendige Paillettenzahl exakt und
gleichzeitig aufgetaut und der Inhalt
sofort nach dem Auftauen mit den Eiern
vermischt werden muf}. Gerade bei Ver-
wendung groferer Paillettenmengen kon-
nen hier Schwierigkeiten im exakten
Arbeitsablauf entstehen. Aus diesem
Grund wird von uns eine Vorrichtung ent- |
wickelt, die das exakte Auftauen grofer L

Stiickzahlen erméglicht (Abb. 2). Abb. 2: Aufsaugen von Samen (inkl. Verdinner
und Gefrierschutz) in die Pailletten

Zusammenfassung (Foto: Th. Weismann)

Die von Lahnsteiner et al. (1994, 1995a) entwickelte Gefrierkonservierungsmethode fiir
Spermien von Oncorhynchus mykiss, Salvelinus fontinalis, Salmo trutta f. lacustris,
Salmo trutta f. fario und Coregonus sp. wird auf ihre Eignung fiir den routinemiBigen
Gebrauch gepriift. Dazu werden die entscheidenden Arbeitsschritte (Lagerfahigkeit des
Samens vor der Gefrierkonservierung, Aquilibrierungszeit und Verdiinnungsraten im
Verdiinner, Einfrierraten, Lagerungszeit von tiefgefrorenem Samen in Stickstoff, Lage-
rung von aufgetautem Samen) auf ihre Durchfiihrbarkeit unter Praxisbedingungen und
auf ihre tolerierbaren Abweichungen hin untersucht.

Summary

Cryopreservation of semen of salmonid fishes: Workability in practice.

The uniform cryopreservation method for semen of salmonid fishes of Lahnsteiner et
al. (1994, 1995a) is investigated in aspects of suitability under routine aquacultural
conditions. The workability of important handling parametes in practice (storage of
untreated semen before cryopreservation, equilibration period and dilution ratio in
extender, freezing and thawing conditions, storage of deep frozen semen in liquid nitro-
gen) and their allowable variations are determined.
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Fischereiwirtschaft
und Fischereibiologie

Christian Mitterlehner

Selektivitat der Fliegenfischerei auf Salmoniden

Einleitung

Relativ wenig ist iiber die unterschiedliche Fangigkeit von Salmoniden mit der Flugangel
bekannt. Im Rahmen eines Besatzprojektes, durchgefiihrt von der Abteilung fiir Hydro-
biologie, Fischereiwirtschaft und Aquakultur der Universitit fiir Bodenkultur, wurde
der Oberlauf der Traisen, deren Fischbestand gut dokumentiert ist, mit der Angel
befischt. Im folgenden wird die Artenzusammensetzung der gefangenen Fische mit jener
des Gesamtbestandes verglichen, und es wird iiberpriift, ob einzelne Stimme oder Gro-
Benklassen selektiv mit der Angel erbeutet worden sind.

Die Fingigkeit eines Fisches mit der Angel ist ein wichtiger Aspekt des Fischverhaltens,
der bei Bewirtschaftungsfragen beriicksichtigt werden sollte (Behnke, 1980). Wihrend in
»Put-and-Take-Gewissern« ein leicht zu fangender Fisch erwiinschter ist, ist ein
Abwachsen zu kapitaler GréBe bei »mifitrauischen« Fischen leichter méglich. Nicht nur
zwischen einzelnen Salmonidenarten (Cooper, 1951), sondern auch zwischen unter-
schiedlichen Stimmen derselben Art kann sich das Beifiverhalten unterscheiden. Dwyer
(1990) vergleicht die unterschiedliche Fingigkeit einzelner Stimme der Cutthroat-Forelle
(Oncorhynchus clarki) miteinander. Es wurden fangfihige Nachkommen eines Wild-
fischstammes bzw. von Fischzuchtstimmen besetzt. Die einzelnen Stimme waren um so
leichter mit der Angel zu fangen, je linger sie intensiven Aufzuchtbedingungen ausge-
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