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Welcher Samen eignet sich am besten
zur Gefrierkonservierung, und wie kontrolliert man
die Qualitit von tiefgefrorenem Samen?

F. LAHNSTEINER, B. BERGER, T. WEISMANN UND R. A. PATZNER

Abstract

Determination of rainbow trout semen quality for cryopreservation

Parameters for evaluation of semen fitness for cryopreservation and for quality deter-
mination of frozen/thawed semen were investigated in the rainbow trout. To determine
the semen fitness for cryopreservation the seminal plasma pH, the seminal plasma
osmolarity, the fresh semen motility rate and the fresh semen swimming velocity can be
used (p <0.001). Further seminal plasma triglycerid levels, lactate dehydrogenase and
B-D-glucuronmidase activity are estimators for the semen fitness for cryopreservation
(p <0.005). To determine the quality of frozen/thawed semen the post-thaw motility rate
and swimming velocity are very reliable predictors (p <0.001).

1. Einleitung

Fiir die Gefrierkonservierung von Samen der Salmonidae (Regenbogenforelle, Asche, Bach-
forelle, Bachsaibling, Huchen, Seeforelle und Renke) existiert nun eine gut funktionierende
Methode, mit der Befruchtungsraten von 90 bis 100% der Kontrolle mit Fischsamen erreicht
werden (Lahnsteiner et al., 1994, 1995). Aus der Literatur (Leung und Jamieson, 1991) und
aus eigenen Versuchen ist bekannt, daf} die Qualitit von gefriergetrocknetem Samen stark
schwanken kann. Diese Schwankungen werden auf unterschiedliche Einfrierresistenz zuriick-
gefiihrt (Leung und Jamieson, 1991), wissenschaftlich fundierte Kenntnisse fehlen jedoch bis
jetzt. Ebenso gibt es bis jetzt keine Qualitdtskontrollen fiir gefrierkonservierten Fischsamen.
Beide Parameter sind aber fiir die routineméBige Nutzung der Samengefrierkonservierung in
der Aquakultur von grofler Bedeutung. Daher untersuchen wir Méglichkeiten, die Eignung des
Samens zur Gefrierkonservierung und die Qualitdt von gefrierkonserviertem Samen zu be-
stimmen.

2. Material und Methoden

2.1 Samengewinnung

Fiir die Gefrierkonservierungsversuche wurden Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss)
aus der Aufzuchtforschungsanlage Kreuzstein am Mondsee verwendet. Die reifen Milchner
wurden mit MS 222 betdubt, ein Katheder wurde 1 cm bis 1,5 cm in die Genitalpapille einge-

fiihrt und der Samen in eine 5-ml-Spritze aufgesaugt. Die Samenproben wurden entsprechend
der Abb. 1 verarbeitet.

2.2 Gefrierkonservierung

Individuelle Samenproben wurden im Verhéltnis 1:3 mit 4° C kalter Verdiinnerlésung gemischt
(Natriumchlorid 602 mg, Kaliumchlorid 300 mg, Magnesiumsulfat 19 mg, Calciumchlorid
25 mg, Hepespuffer 460 mg, Aqua destillata 100 ml, Dimethylsulfoxid 5%, Glycerin 1%, Rin-
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Abb. 1: Verarbeitung der Samenproben

derserumalbumin 1,5%, Hithnereidotter 7%, Saccharose 0,5%, pH 7,8). Der verdiinnte Samen
wurde 5 min dquilibriert, in 0,5-ml-Pailletten (Minitiib) aufgesaugt und im offenen System
1,5 cm iiber dem Fliissigstickstoffspiegel gefroren. Anschlieend wurden die Pailletten im
Fliissigstickstoff gelagert. Die Pailletten wurden in einem thermostatregulierten Wasserbad bei
25° C 30 sec lang aufgetaut und sofort zur Befruchtung verwendet.

2.3 Ermittlung der Spermienmotilitdit

Die Beweglichkeitsanalyse von Frischsamen und von gefrierkonserviertem Samen wurde mit
Videomikroskopie und computerunterstiitzten Auswerteverfahren (Cell motility analysis —
CMA) durchgefiihrt. Dazu wurde ein inverses Phasenkontrastmikroskop (VergroBerung
250fach) verwendet, das mit einer Videokamera gekoppelt war. Die Motilitidt der Samenproben
wurde auf Videobinder aufgezeichnet, und die Messungen erfoigten in einem Zellmotilitéts-
Analyse-Programm von Stroemberg/Mika anhand der Videoaufzeichnungen.

Frischsamen wurde im Verhéltnis 1:3 in einer die Motilitdt hemmenden Salzldsung (Natrium-
chlorid 602 mg, Kaliumchlorid 300 mg, Magnesiumsulfat 19 mg, Calciumchlorid 25 mg,
Hepespuffer 460 mg, Aqua destillata 100 ml) vorverdiinnt, tiefgefrorener Samen im Gefrier-
konservierungsverdiinner. Zur Motilitdtsaktivierung wurde die Untersuchungskammer fiir das
CMA-System (Maklerkammer) mit 20 pl 4° C kalter Befruchtungslosung gefiillt. 0,25 ul bis
0,5 ul vorverdiinnter Samen wurde zugegeben, gemischt, ein Deckglas aufgesetzt und die
Beweglichkeit auf Videoband aufgezeichnet.

Die Messung der Spermienmotilitit erfolgte im Zellmotilitdts- Analyse-Programm von Stroem-
berg/Mika 10+2 sec nach der Motilitdtsaktivierung. Folgende Parameter wurden unterschie-
den: unbewegliche Spermien (Schwimmgeschwindigkeit <5 pm/sec), lokal bewegliche Sper-
mien (Schwimmgeschwindigkeit 5—-20 um/sec), vorwérts bewegliche Spermien (Schwimm-
geschwindigkeit >20 pm/sec). Die vorwirts beweglichen Spermien wurden anhand des Moti-
litdtsmusters in Kreisldufer (maximaler Kreisradius 20 pm), nichtlineare Schwimmer (Linea-
rititsindex <0,9) und lineare Schwimmer (Linearititsindex >0,9) unterteilt (Abb. 2). Die durch-
schnittliche Schwimmgeschwindigkeit auf der tatsdchlich zurilickgelegten Bahn wurde ge-
messen.
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linear schwimmende Spermien

Kreisldufer

nicht linear schwimmende
Spermien

Abb. 2: Bewegungstypen bei Spermien, die mittels computergestiitzter Auswerteprogramme unterschie-

den werden kénnen

2.4 Analyse der Seminalfliissig-
keit und der Spermienenzyme

Ermittlung  der Spermien-
dichte: Die Spermiendichte
wurde nach 100facher Vorver-
diinnung des Samens mit 0,7%
Kochsalzlésung in einem Pho-
tometer bei 450 nm gemessen.
Zur Kalibrierung des Systems
wurde die Dichte ausgewihlter
Samenproben in einer Zihl-
kammer bestimmt.

Trennung von Seminalfliissig-
keit und Spermien: Der Samen
wurde bei 4° C 10 min lang mit
3000 Umdrehungen zentrifu-
giert. Der Uberstand, die Semi-
nalfliissigkeit, wurde abpipet-
tiert, ein zweites Mal zentrifu-
giert und bis zur Analyse in
Fliissigstickstoff tiefgefroren.
Das Pellet, die Spermien,
wurde zweimal in der moti-
lititshemmenden Salzlésung
(siehe oben) gewaschen, um es
von restlicher Seminalfliissig-
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Abb. 3: Zusammenhang zwischen Motilitatsrate von Frischsamen
und der Befruchtungsféhigkeit von gefrierkonserviertem Samen



keit zu sdubern. Dann wurden
die Spermienenzyme in 0,2 M
Trispuffer (pH 7,5), der 0,01%
Triton X-100 enthielt, extra-
hiert, die Zellfragmente mit
10.000 Umdrehungen 15 min
lang abzentrifugiert und der
Uberstand in Fliissigstickstoff
bis zur Analyse gelagert.
Analyse der Seminalfliissigkeit:
Die Osmolaritdt wurde mit
einem automatischen Mikro-
Osmometer bestimmt, der pH-
Wert mit einer gingigen Elek-
trode. Die Ionenzusammenset-
zung (Natrium, Kalium, Cal-
cium) wurde mit Halbmikro-
elektroden, die mit ionensensi-
tiven Membranen versehen
waren, bestimmt. Organische
Komponenten (Glukose, Fruk-
tose, Milchsdure, Pyruvat,
Creatinphosphat, Triglyceride,
Cholesterol, Protein) und
Enzymaktivititen (saure und
alkalische Phosphatase, 3-D-
Glucuronidase, Adenosintri-
phosphatase, Aspartataminot-
ransferase, Lactatdehydrogen-
ase) wurden mittels spektro-
photometrischer Methoden, die
fiir Fischsamen adaptiert wor-
den waren, bestimmt (Berg-
meyer, 1985).
Ermittlung der Enzymaktivitiiten
in den Spermien: Routineme-
thoden von Bergmeyer (1985)
wurden beziiglich Substratkon-
zentration, pH-Wert und Inku-
bationszeit fiir Regenbogenfo-
rellensamen adaptiert. Samtli-
che Messungen wurden bei 20°
C durchgefiihrt. Die Aktivitd-
ten von Isocitratdehydrogenase,
Malatdehydrogenase, Lactatde-
hydrogenase, Pyruvatkinase,
Adenylatkinase, Adenosintrip-
hosphatase, saurer Phosphatase
und von B-D-Glucuronidase
wurden gemessen.

2.5 Befruchtungsversuche
Die Eier wurden von vier
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Abb. 4: Zusammenhang zwischen der Motilittsrate von gefrier-
konserviertem Samen und seiner Befruchtungsfahigkeit
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Abb. 5: Zusammenhang zwischen der Schwimmgeschwindigkeit
von gefrierkonserviertem Samen und seiner Befruchtungsfahigkeit
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Rognern trocken abgestreift,
gepoolt und innerhalb von 30
min fiir die Befruchtungsver-
suche verwendet. 12,5 ml Eier
wurden im Verhéltnis 1:2 in
eine 4° C kalte Befruchtungs-
16sung (Natriumhydrogencar-
bonat 500 mg/100 ml H:0,
Glycin 150 mg/100 ml H-O,
Theophyllin 100 mg/100 ml
H:0, Trispuffer 600 mg/100 ml
H:0, pH 9) eingebracht. Der
Inhalt einer halben 0,5-ml-Pai-
lette wurde zugegeben und mit
den Eiern gemischt. Die Eier
wurden in der Aufzuchtfor-
schungsanlage Kreuzstein rou-
tinemdfig erbriitet und der
Befruchtungserfolg als prozen-
tueller Anteil der Eier, die das
Augenpunktstadium erreich-
ten, im Verhiltnis zur Gesamt-
zahl der Eier definiert. Die
Befruchtungsversuche wurden
mit zwei Eipools wiederholt.

2.6 Statistik

Sdmtliche Daten wurden auf
Normalverteilung gepriift und
falls erforderlich mittels loga-
rithmischer Transformation
oder Winkeltransformation
normalisiert. Die Korrelations-
koeffizienten sind nach Pear-
son fiir metrische Daten berech-
net, Regressionsanalysen wur-
den mit linearen und nichtli-
nearen Modellen durchgefiihrt.

3. Ergebnisse
3.1 Befruchtungsrate

Die Befruchtungsrate der 50
gefrierkonservierten Samen-
proben betrug 53,8+37,6%.
Dies entspricht 80,3+47,7%
der Kontrollbefruchtung, die
mit einem Pool von 3 Frisch-
samenproben  durchgefiihrt
wurde.
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3.2 Die Samenmotilitéiit und ihre Beziehung zur Befruchtungsfiihigkeit von tiefgefrorenem
Samen

Die Motilitétsrate war im Frischsamen bedeutend hoher als im tiefgefrorenen Samen (Tab. 1).
Im Frischsamen schwammen die Spermien hauptséchlich in Kreisen, was auf die verwendete
Befruchtungsldsung zurlickzufiihren ist (Lahnsteiner et al., 1996a), im gefrierkonservierten
Samen dagegen hauptséchlich linear (Tab. 1). Die Schwimmgeschwindigkeit der Spermien war
im Frischsamen und im gefrierkonservierten Samen gleich hoch (Tab. 1).

Tab. 1: Motilitdt von Frisch- und Tiefgefriersamen der Regenbogenforelle (Mittelwert +
Standardabweichung). Werte innerhalb einer Zeile, die mit demselben Buchstaben iiber-
schrieben sind, unterscheiden sich nicht (p <0,05).

Tab. 2:

Frischsamen tiefgefrorener
Samen

Motilititsrate (%)
unbewegliche Spermien 40,1 = 23,7¢ 89,6 + 8.4°
lokal bewegliche Spermien 9,5 5,8 2,2 +£3,6°
vorwirts bewegliche Spermien 50,4 £ 50,4¢ 8,2£6,5
Motilititstypen (%)
Kreisldufer 54,8 £ 12,7° 24,1 +24,3¢
nicht lineare schwimmende Spermien 27,1 £11,8" 15,1 £ 15,1
linear schwimmende Spermien 18,1 + 16,5t 60,8 + 20,3k
Schwimmgeschwindigkeit (um/sec) 89,9 + 152! 89,8 +22.7

Zusammensetzung der Samenfliissigkeit der Regenbogenforelle
(Mittelwert + Standardabweichung)

Inhaltsstoff Konzentration

Osmolaritit 313,3 £22,3 mosmol/kg
pH-Wert 8,27 +0,16

Spermiendichte 3,3x10°+0,7 x 10°ml
Natrium 3670 + 710 mg/l

Kalium 1000 + 160 mg/1

Calcium 50+ 10 g/l

Protein 1555 = 780 mg/l

Saure Phosphatase
Alkalische Phosphatase
Lactatdehydrogenase
Aspartat-aminotransferase
B-D-glucuronidase
Adenosintriphosphatase
Cholesterol

Cholin

Creatinphosphat
Fruktose

Glukose

Lactat

Pyruvat

Triglyceride

0,2 + 0,1 mg substrate/min/l
0,4 + 0,3 mg substrate/min/l
22,8 + 8,5 mg substrate/min/l
11,9 + 3,3 mg substrate/min/l
0,4 + 0,3 mg substrate/min/l
3,6 = 1,8 mg substrate/min/l
54,1 + 37,6 mg/l

6,7 £ 3,6 mg/l

15,0 £ 5,8 mg/l

3,9 5,0 mg/l

21,2 +24.5 mg/l

2,9 + 2,0 mg/l

10,5 = 5,4 mg/1

177,5.+ 95,4 mg/l
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Zwischen der Beweglichkeit von Frischsamen und der Befruchtungsrate von gefrierkonser-
viertem Samen bestehen folgende hochsignifikante Beziehungen (p <0,001): Befruchtungs-
rate—Motilititsrate: y = 4,996x —0,0958x2+ 0,0006x*—512,7363 (Abb. 3), Befruchtungsrate—
Schwimmgeschwindigkeit: y = 6,741x-0,036x>+-268,37 (Abb. 4).

Auch zwischen der Beweglichkeit von gefrierkonserviertem Samen und seiner Befruchtungs-
rate bestehen hochsignifikante Beziehungen (p <0,001): Befruchtungsrate — Mobilititsrate:
y = 1,943x+28,002 (Abb. 5), Befruchtungsrate — Schwimmgeschwindigkeit: y = 0,821x -
0,0059x2+24,968 (Abb. 6).

3.3 Zusammensetzung der Seminalfliissigkeit und ihre Beziehung zur Befruchtungsfihigkeit
von tiefgefrorenem Samen

Die Zusammensetzung des Seminalplasmas ist aus Tabelle 2 ersichtlich. Zwischen der Be-
fruchtungsfihigkeit des gefrierkonservierten Samens und Seminalplasmakomponenten be-
stehen folgende hochsignifikante (P <0,001) Zusammenhinge: pH-Wert— Befruchtungsrate:
y =-82,768x+728,133 (Abb. 7), Osmolaritit — Befruchtungsrate: y = 0,539x —125,59 (Abb. 8).
Auch die Triglyceridkonzentration (y = 0,069x+29,863), die B-D-Glucuronidaseaktivitit
(y =—1,112x+0,0058x>+82,229) und die Lactatdehydrogenaseaktivitit (y = 0,096x +0,00006x>
+58,802) der Samenfliissigkeit weisen einen Zusammenhang zur Befruchtungsrate auf, der
aber von geringerer statistischer Signifikanz (P <0,005) ist.

3.4 Enzymaktivitiiten der Spermien und ihre Beziehung zur Befruchtungsfihigkeit von tiefge-
frorenem Samen

Mittels der Enzymaktivititen (Tabelle 3) lassen sich die Befruchtungsraten von gefrier-
konserviertem Samen nicht verldBlich vorhersagen. Nur die saure Phosphataseaktivitit
(y=-132,51x+126,38x>+66,48) sowie die Adenylatkinaseaktivitit (y = 3,474x+4,925) der
Spermien hatten eine Beziehung zur Befruchtungsrate des gefrierkonservierten Samens, die
eine geringe statistische Signifikanz (p >0,01) aufwies.

Tab. 3: Enzymaktivitiiten in den Spermien der Regenbogenforelle
(Mittelwert + Standardabweichung)

Enzym Aktivitit!
Isocitratdehydrogenase 40=x3,0
Malatdrehydrogenase 1,5+0,5
Lactatdehydrogenase 7,1 +3,1
Pyruvatkinase 9,2+4,0
Adenylatkinase 48+23
Adenosintriphosphatase 7.4+52
Saure Phosphatase 0,1 +0,05
b-D-Glucuronidase 0,9+04

1 mg substrate/min/100 mg Protein

4. Diskussion

Unter Routinebedingungen verwendet man zirka 5 bis 10 ml gefrierkonservierten Samen zur
Befruchtung von einem Liter Eier (Spermien-Ei- Verhiltnis 3x10° Spermien/Ei) (Lahnsteiner
et al. 1996b), also eine 5- bis 10mal groBere Menge als bei Frischsamen (3- bis 6x10° Sper-
mien/Ei) (Stein, 1980). Die hier beschriebenen Befruchtungsversuche wurden bei einem nied-
rigeren Spermien-Ei-Verhiltnis von 0,5 bis 1x10° Spermien/Ei durchgefiihrt. Daraus resul-
tieren die grofen Schwankungen in der Befruchtungsrate, die die unterschiedliche Samen-
qualitit zeigen.
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Eignung von Samen zur Gefrierkonservierung

Die Eignung des Samens zur Gefrierkonservierung 148t sich am besten mittels zwei Parameter
der Seminalfliissigkeit bestimmen: pH-Wert und Osmolaritit stehen beide in linearer, hoch-
signifikanter Beziehung zur Befruchtungsrate von gefrierkonserviertem Samen. Der pH-Wert
kann in unbehandeltem Samen direkt nach der Gewinnung und ohne Probenaufbereitung
gemessen werden, zur Osmolaritdtsmessung ist nur ein Préparationsschritt, ndmlich das Zentri-
fugieren der Samenproben, notwendig. Bei entsprechend adaptierter Ausstattung kann somit
eine hohe Anzahl an Samenproben rasch tiberpriift werden (zirka 20 bis 30 Proben in 15 min).
Weiters kann die Eignung von Samen zur Gefrierkonservierung durch seine Beweglichkeit
bestimmt werden: Die Beziehung zwischen der Motilitétsrate von Frischsamen und der Be-
fruchtungsrate des tiefgefrorenen Samens ist durch eine kubische Funktion wiedergegeben.
Dies bedeutet, daB3 die Frischsamenmotilitdt nur sehr schlechte und sehr gute Samenproben
charakterisiert (der steil ansteigende Bereich der Funktion), wihrend Samenproben mit mitt-
leren Motilitétsraten keine genauen Schliisse auf ihre Eignung zur Gefrierkonservierung zulas-
sen (der flache Teil der Funktion). Die Beziehung zwischen der Schwimmgeschwindigkeit von
Frischsamen und der Befruchtungsrate von tiefgefrorenen Samen ist quadratisch. Spermien
haben also ein gewisses Geschwindigkeitsoptimum. Hohere und niedrigere Schwimmge-
schwindigkeiten lassen auf Verdnderungen in Physiologie und Metabolismus (Vorschiddigun-
gen) schlieBen.

Weitere organische Komponenten der Seminalfliissigkeit, wie Lactatdehydrogenase, Trigly-
ceridspiegel und B-D-Glucuronidaseaktivitit eignen sich ebenfalls zur Vorhersage des Gefrier-
konservierungserfolges, der Analyseaufwand ist jedoch bedeutend groBer und die statistische
Signifikanz geringer. Die Spermienenzyme, die die Stoffwechselaktivitit des Samens charak-
terisieren, eignen sich zur Vorhersage des Gefrierkonservierungserfolges nur begrenzt.

Qualititsbestimmung des tiefgefrorenen Samens

Zur Charakterisierung der Qualitiit des tiefgefrorenen Samens eignet sich die Motilitédt. Die
Motilitdtsrate von gefrierkonserviertem Samen weist eine hochsignifikante, lineare Beziehung
zur Befruchtungsrate auf, die Schwimmgeschwindigkeit eine quadratische. Wie Frischsamen
hat somit auch gefrierkonservierter Samen ein Geschwindigkeitsoptimum. Die Motilitdtsrate
kann fiir grobe Qualitdtserhebungen rasch in einem Lichtmikroskop geschitzt werden, genauere
Daten liefern die beschriebenen computergestiitzten Auswerteverfahren, die auch fiir Samen-
qualitdtserhebungen bei Sdugern routineméfBig verwendet werden.

Zusammenfassung

Merkmale, mit denen die Eignung von Samen zur Gefrierkonservierung und die Qualitit von
gefrierkonserviertem Samen bestimmt werden kénnen, wurden an der Regenbogenforelle
untersucht. Die Eignung des Samens zur Gefrierkonservierung kann am besten durch den pH-
Wert und durch die Osmolaritit des Seminalplasmas und durch die Motilitétsrate und die
Schwimmgeschwindigkeit von Frischsamen bestimmt werden (p <0,001). Weiters konnen der
Triglyceridgehalt, die Lactatdehydrogenase- und die B-D-Glucuronidaseaktivitit des Semi-
nalplasmas zur Qualitidtsbestimmung herangezogen werden (p <0,005). Die Qualitét des tief-
gefrorenen Samens wird am besten durch die Motilititsrate und die Schwimmgeschwindig-
keit charakterisiert (p <0,001).
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J. Hartmann und L. Probst

Mehr Bodentiere niher zum organisch belasteten
See-Zufluf} ?

Einleitung

Der Bestand der am Seeboden lebenden »nackenden und schaligen Gewiirme« (Miller,
1875) andert sich rdumlich und zeitlich, regel- und unregelmifig mit dem Sediment und
dem Wasserkorper, dem Nahrungsangebot und den Schadstoffen, den Fref3feinden und
Konkurrenten, der Ufergestalt und der ZufluBfracht, dem Wetter und dem Stabilitéts-

SCHUSSEN

Abb. 1: Fanggebiet mit den 4 Transekten. Tiefenli-
nien: 1 m, 2 m, 3 m, 10 m bei Uferlinie 39545 m
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