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1. Ziele und Aufgabenstellung des Projekts

Mit der Geschlechtsreife geht bei Salmoniden, zu denen auch die Regenbogenfo-
relle (Oncorhynchus mykiss) gehort, eine verschlechterte Futterverwertung einher,
eine Verminderung der Fleischqualitat und eine erhéhte Empfanglichkeit fur bakte-
rielle und durch Pilze bedingte Infektionen. Bei der Ausmast auf hohe Koérperge-
wichte bei Forellen und Lachsen sind daher weibliche Fische gefragt, da diese in
der Regel ein Jahr spater geschlechtsreif werden als mannliche Fische.

Die Erzeugung von Lachsforellen, wie die schweren Regenbogenforellen mit
Stlickgewichten tber 1,2 kg genannt werden, stieg von 1990 bis 2006 um 93 %
(zum Vergleich Portionsforellen um ca. 16 % im gleichen Zeitraum), und es wird
eine weiter steigende Erzeugung prognostiziert (FEAP, Federation of European
Aquaculture Producers, Internet 2007). In den Jahresberichten tber die Deutsche
Fischwirtschaft wird auf den zunehmenden Anteil rein weiblicher Bestande in der
Speiseforellenzucht, mit denen Speiseforellen bereits innerhalb von 12 Monaten
auf ein Gewicht von 350 g gemaéstet werden konnen (Quellwasserbetriebe in Ba-
den Wiurttemberg), und die gro3e Beliebtheit, der sich Lachsforellen erfreuen, hin-
gewiesen (BMELF 1999, 2006).

Bei den weltweit in der Aquakultur eingesetzten Arten wie Karpfen, Lachse, Forel-
len und Tilapien kann das physiologische Geschlecht durch den Einsatz von Hor-
monen verandert werden. Um eingeschlechtliche weibliche Populationen von Fo-
rellen und Lachsen zu erzeugen, wird in Praxisbetrieben in Europa (aber nicht in
Deutschland) und Nord Amerika bisher vornehmlich der Ansatz verfolgt, dass
Laichfische eingesetzt werden, deren physiologisches Geschlecht durch Hormon-
behandlungen verandert wurde. Diese Hormonbehandlungen werden im Allgemei-
nen wahrend der Britlingsphase Uber die Futterung durchgefihrt. In Deutschland
ist allerdings der Einsatz von Hormonen in der Fischfutterung nicht erlaubt. Durch
die Hormonfutterung wird eine "Umkehrung" des Geschlechts von genetisch weib-
lichen Tieren in funktionell mannliche Tiere erreicht. Die funktionell méannlichen Fi-
sche werden dann mit unbehandelten weiblichen Fischen angepaart. Die Nach-
kommenschaften derartiger Anpaarungen bestehen nur aus weiblichen Fischen,
die als Eier oder Setzlinge in den Handel kommen.

Das Ziel dieses Projektes war es, Temperaturbehandlungen wahrend der Briit-
lingsphase als eine Alternative zur Hormonbehandlung fur die Erzeugung von rein
weiblichen Forellenbestanden fir die Ausmast auf hohe Stickgewichte (< 1,2 kg)
weiterzuentwickeln. Ein solches Verfahren kdnnte in Deutschland umgesetzt wer-
den und wirde neben wirtschaftlichen Aspekten den hohen Qualitdtsansprichen,
die der Verbraucher an deutsche Fischprodukte stellt, entsprechen.

In einem von der BLE geférderten Kurzprojekt (01HS073) konnte von der AG A-
guakultur und Gewasserokologie gezeigt werden, dass auch bei der Regenbogen-
forelle die Haltungstemperatur einen Einfluss auf die Geschlechtsauspragung ha-
ben kann. Unterschiede in Geschlechterverhéltnissen nach Temperaturbehandlung
zwischen Herkinften und zwischen Familien innerhalb Herkiinften gaben erste
Hinweise auf einen genetischen Hintergrund der temperaturabhangigen Ge-
schlechtsauspragung.

Die Aufgabe im vorliegenden Projekt bestand darin, Folgeversuche zur Uberpri-
fung der Wiederholbarkeit der im vorangegangenen Kurzprojekt erzielten Ergeb-
nisse unter Einbeziehung zusatzlicher Herkinfte durchzufihren und eine weitere
Optimierung der eingesetzten Temperaturbehandlungen zu erreichen. Aufbauend
auf den erzielten Ergebnissen sollten weiterhin Selektionsversuche mit dem Ziel
einer Erhéhung des Weibchenanteils nach Temperaturbehandlung durchgefihrt
werden. Uber die gewonnenen Daten zur Erblichkeit aus diesen Experimenten soll-
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te die notwendige Grundlage zur Bewertung und ggf. Etablierung von Zuchtpro-
grammen mit dem Ziel der Erhdhung des Weibchenanteils in Produktionspopulati-
onen der Regenbogenforelle geschaffen werden.

1.1 Planung und Ablauf des Projekts

1. Jahr: Im ersten Versuchsjahr 2004 sollte die im vorangegangenen Kurzprojekt
erarbeitete Temperaturbehandlung (16°C fiur 30 Tage) mit dem Ziel der Beeinflus-
sung der Geschlechterverhaltnisse bei Regenbogenforellen an weiteren Britling-
schargen getestet werden, um die Wiederholbarkeit des Behandlungserfolges zu
Uberprufen. Zuséatzlich sollte die Temperaturbehandlung durch Prifung weiterer
Temperaturen und Behandlungszeitrdume (18°C fur 20 und 30 Tage) und einem
schonenderen Einleiten des Behandlungsendes optimiert werden. Hierzu sollten in
der Ablaichsaison 03/04 zwolf Elternfischpaare von zwei bereits vorher eingesetz-
ten Herkinften kinstlich reproduziert und befruchtete Eier erbritet werden. Die El-
terntiere wurden nach dem Abstreifen der Gonadenprodukte mit Mikrochip-Marken
individuell markiert, so dass diese Elterntiere fur wiederholbare Anpaarungen im
Verlauf des Experiments eingesetzt werden konnten. Kurz zusammengefasst sollte
das 1. Versuchsjahr dienen zur

o Untersuchung der Wiederholbarkeit des Behandlungserfolges aus dem vo
rangegangenen Kurzprojekt

o Technischen Optimierung der Behandlung

o Prufung weiterer Temperaturbehandlungsvarianten

2. Jahr: In der Ablaichsaison 04/05 sollten Nachkommengruppen von je zwei El-
ternpaaren aus vier bislang nicht getesteten aber in Relliehausen gehaltenen Her-
kinften auf ihre Temperatursensibilitat der Geschlechtsauspragung hin untersucht
werden. Die im ersten Versuchsjahr weiter optimierten Temperaturbehandlungen
sollten fiir die Uberprufung der Temperatursensibilitat der Geschlechtsauspragung
dieser Herklinfte eingesetzt werden. Des weiteren war geplant von zehn tempera-
turbehandelten Brttlingen und zehn Kontrolltieren pro Vollgeschwistergruppe Mus-
kelgewebeproben fir die Untersuchung von haltungstemperaturspezifischen Kor-
perproteinmustern zu entnehmen. Im Elektrophoreselabor des Instituts fir Tier-
zucht und Haustiergenetik sollten darauf folgend Muskelgewebeproben von Be-
handlungs- und Kontrolltieren nach entsprechender Aufbereitung eine zweidimen-
sionale SDS - Gelelektrophorese mit anschlieRender Comassie-Farbung durchlau-
fen. Falls haltungstemperatur-spezifische Proteinmuster erkannt wirden, sollten
charakteristische Proteinspots ausgeschnitten, und die entsprechenden Peptid-
muster tiber massenspektrometrische Untersuchungen erfasst werden. Uber Pep-
tidmassenvergleiche mittels Proteindatenbanken (SWISS-PROT / TrEMBL) kénn-
ten die isolierten Protein-Spots nachfolgend ggf. Proteinverbindungen (Enzymen)
und ihren entsprechenden Funktionen zugeordnet werden, wodurch eine erste Ba-
sis fur zukunftige Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus der Temperaturbe-
handlungen gelegt werden kénnte. Kurz zusammengefasst diente das 2. Ver-
suchsjahr zur
o Uberprufung der Temperatursensibilitat weiterer Herkiinfte
o Untersuchung von haltungstemperaturspezifischen Korperprotein

mustern Uber die zweidimensionale SDS-Gelelektrophorese

3. Jahr: Es sollten erste Schliisse uber den Beitrag der Paarungspartner und zur
Erblichkeit des untersuchten Merkmals gezogen werden. Dazu sollten insgesamt
acht weibliche und acht mannliche Elterntiere genutzt werden. Von jedem Ge-
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schlecht sollten in der Ablaichsaison 05/06 sechs Laichfische eingesetzt werden,
die in bereits vorangegangenen Versuchen zu hohen Weibchenanteilen nach
Temperaturbehandlungen gefiihrt haben. Die beiden verbleibenden Tiere pro Ge-
schlecht sollten nur geringfligig hhere Weibchenanteile nach Temperaturbehand-
lung der Nachkommen aufweisen. Zur optimalen Ausnutzung abgestreifter Eier
sowie der Temperaturbehandlungseinheit waren zwei zeitlich um etwa einen Mo-
nat versetzte Anpaarungsdiallele geplant. Es sollten in beiden Anpaarungsdiallelen
Elternkombinationen zusammen kommen, bei denen beide Partner sowohl aus
hoch temperatursensiblen als auch aus weniger temperatursensiblen Familien
stammen. Fur jedes Anpaarungsdiallel sollten vier Rogner abgestreift werden. Die
Eier jedes Geleges sollten in vier Gruppen aufgeteilt werden und mit dem Sperma
von vier verschiedenen Milchnern befruchtet werden. Die 16 in dieser Form pro
Anpaarungsdiallel entstandenen Vollgeschwistergruppen sollten gemeinsam erbri-
tet werden. Zwei Wochen nach dem Schlupf wurden diese Vollgeschwistergruppen
jeweils in eine Kontrollgruppe (weitere Aufzucht bei 12 °C) und eine Behandlungs-
gruppe aufgeteilt. Die Behandlungsgruppen wurden unter Nutzung des im ersten
Versuchsjahr optimierten Behandlungsprotokolls von 18°C fir 30 Tage tempera-
turbehandelt. Die separate Aufzucht der Behandlungs — und Kontrollgruppen eines
der beiden Anpaarungsdiallele erfolgte hinsichtlich Besatzdichte und Fitterung un-
ter standardisierten Bedingungen. Nach dem Erreichen eines markierfahigen Alters
(ca. 30g) wurden die Gruppen mittels Kaltbrand markiert, gewogen und in einem
Teich bis zum Erreichen eines vermarktungsfahigen Gewichts gemeinsam aufge-
zogen. Anschlieend wurden die Tiere geschlachtet, gesext und gewogen. Die
Auswertung der Daten ergab Informationen tUber mutterliche und vaterliche Ein-
flisse der eingesetzten Elternfische wie auch erste Informationen tber die mdgli-
che Korrelation zwischen der Sensibilitat der Geschlechtsauspragung gegenuber
Temperaturbehandlungen und dem Wachstum bei der Regenbogenforelle. Kurz
zusammengefasst diente das 3. Versuchsjahr zur
o Erstellung von Anpaarungsdiallelen mit individuell markierten Elternfischen,
zu denen bereits Informationen zur Temperatursensibilitdit von Nachkom-
menschaften vorliegen
o Uberprifung der Wachstumsleistung temperaturbehandelter Nachkommen-

gruppen.

4. Jahr: Die aus den Kontrollgruppen des ersten Versuchsjahrs erhaltenen, indivi-
duell markierten Tiere, deren temperaturbehandelten Vollgeschwister hinsichtlich
ihrer Geschlechtsauspragung sensibel reagierten, sollten im vierten Versuchsjahr
als Elterntiere eingesetzt werden. Mit dem Ziel einer erstmaligen Selektion auf er-
hohte Temperatursensibilitat sollten diese Tiere wie im Vorjahr in Form zweier zeit-
lich versetzter Anpaarungsdiallele verpaart werden. Die 12 Behandlungsgruppen
pro Diallel sollten unter Nutzung des im ersten Versuchsjahr optimierten Behand-
lungsprotokolls von 18°C fur 30 Tage temperaturbehandelt und danach bis zur Er-
fassung der Geschlechterverhaltnisse in ca. 80 | fassenden Kleinbecken separat
aufgezogen werden. Die Auswertung der erzielten Selektionserfolge sollte eine
erste Schatzung der realisierten Heritabilitat ermoéglichen. Damit stinde erstmalig
ein wichtiger genetischer Parameter zur Verfiigung, der die Abschatzung des not-
wendigen Aufwandes und der Erfolgsaussichten eines langerfristig angelegten Se-
lektionsexperimentes zur Erhéhung des Weibchenanteils bei Regenbogenforellen
nach Temperaturbehandlungen erlauben wirde.

Kurz zusammengefasst diente das 4. Versuchsjahr zu



o Anpaarungsdiallele mit individuell markierten Kontrolltieren zu temperatur-
behandelten Nachkommengruppen aus dem 1. Versuchsjahr (Erfassung des Se-
lektionserfolges)

Dartber hinaus wurden noch meiotische Gynogenesen mit Eiern bestimmter Rog-
ner durchgefihrt. Die betreffenden Rogner zeichneten sich dadurch aus, dass sie
an vorausgegangenen Anpaarungen beteiligt waren, die in ihren Geschlechterver-
haltnissen niedrige Weibchenanteile aufwiesen. Es sollte hierbei getestet werden,
ob durch eine Temperaturbehandlung in der weiblichen gynogenetischen Nach-
kommenschaft funktionelle Mannchen erzeugt werden kénnen.

1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekntpft wurde

Eine so genannte temperaturabhéngige Geschlechtsauspragung ist seit den ersten
systematischen Untersuchungen von Pieau (1972) an der Europaischen
Sympfschildkrote (Embys orbicularis) und der Maurischen Landschildkréte (Testu-
do gracea) bei vielen Reptilien bekannt (Viets et al., 1993, 1994; Pieau 1996). Bei
Fischen liegen zu diesem Bereich bisher nur wenige Forschungsarbeiten vor. So
berichten Sullivan und Schultz (1986) bei Poeciliopsis lucida, Baroaillier et al. (1995)
bei Oreochromis niloticus, Craig et al. (1996) bei Oncorhynchus nerka, Strues-
mann et al. (1996) bei Odontesthes bonariensis, und Romer und Beisenherz
(1996) bei Apistogramma spp. Uber Einflisse der Temperatur auf die Ge-
schlechtsauspragung. Am besten dahingehend untersucht ist die Fischart Menidia
menidia (Conover und Kynard, 1981; Conover, 1984; Conover und Heins, 1987a,
b; Conover und van Voorhees, 1990; Conover et al., 1992). Bei Menidia menidia
geht man davon aus, dass der Mechanismus der Geschlechtsdetermination auf
geschlechtsbestimmenden Hauptgenen beruht, deren Expression temperaturab-
hangig ist. Diese Temperaturabhangigkeit ist zwischen Populationen dieser Art
und zwischen Familien unterschiedlich stark ausgepragt. Bei in Kultur genomme-
nen Arten liegen die bisher einzigen umfassenden Untersuchungen bei Tilapien
der Art Oreochromis niloticus vor. Bei O. niloticus sind ménnliche Populationen er-
winscht, da diese kein Maulbrutverhalten zeigen und somit besser abwachsen
sowie geringere Gonadengewichte besitzen und dadurch einen héheren Fleisch-
anteil des Schlachtkdrpers aufweisen als weibliche Fische. Unsere Arbeitsgruppe
Aquakultur und Gewasserokologie beschéftigt sich bereits seit mehreren Jahren
intensiv mit dem System der Geschlechtsdeterminierung bei der wichtigen Nutz-
fischart Oreochromis niloticus (Mtller-Belecke und Hérstgen-Schwark, 1995) und
hier insbesondere mit Einflissen von Temperaturwirkungen auf die Geschlechts-
vererbung dieser Spezies (Tessema und Horstgen-Schwark, 2000; Tessema,
2001; Tessema et al., 2003). So konnten Tessema und Horstgen-Schwark (2000),
Tessema (2001) und Tessema et al. (2003) zeigen, dass durch eine Erh6hung der
Haltungstemperatur wahrend der Britlingsphase die Geschlechtsverhaltnisse bis
zu einem Mannchenanteil von 100 % verandert werden konnen. Ahnlich wie bei
Menidia menidia scheint die Temperatursensibilitat zwischen Populationen und
Familien unterschiedlich stark ausgepréagt zu sein. Die Ergebnisse lassen die Exis-
tenz von zusatzlichen geschlechtsmodifizierenden autosomalen Genen neben dem
XX-XY System (Hauptgene) vermuten, deren Expression sich bei erhohten Hal-
tungstemperaturen wahrend temperatursensibler Phasen auf die Geschlechtsaus-
pragung auswirkt. Dabei scheint ein bestimmter Schwellenwert sowohl an autoso-
malen Genen als auch an Temperaturbehandlung fur die Geschlechtsauspragung
entscheidend zu sein, um den Hauptfaktor (XX-XY) zu Uberdecken. Im Rahmen
unseres bereits erwahnten BLE - finanzierten Kurzprojekts konnte erstmalig ge-

5



zeigt werden, dass auch bei der Regenbogenforelle die Geschlechtsverhaltnisse in
Nachkommengruppen durch Temperaturbehandlung beeinflusst werden konnten.
Auch bei dieser Spezies gab es erste Anzeichen auf einen genetischen Hinter-
grund des Merkmals.

2. Material und Methoden

Im vorliegenden Projekt wurden insgesamt 8 europdische Regenbogenforellenher-
kinfte, die auf der Fischzuchtanlage des Versuchsguts der Georg-August-
Universitat in Relliehausen (Solling) gehalten werden, genutzt. Nach Herkunft mar-
kierte laichreife Rogner und Milchner wurden zunachst abgestreift und dann indivi-
duell mit einem Mikrochip markiert, damit sie im weiteren Versuchsverlauf fur ge-
Zielte Einzelanpaarungen zur Verfugung standen. Nach der kinstlichen Befruch-
tung wurden die den einzelnen Nachkommengruppen zuzuordnenden Eipartien
separat unter Standardbedingungen bei einer Wassertemperatur von 10°C erbru-
tet. Zwei Wochen nach dem Schlupftermin (rund 80 % der Larven waren zu die-
sem Zeitpunkt frei schwimmend) wurden die Gruppen in Kontrollgruppen und
Temperaturbehandlungsgruppen aufgeteilt. Im 1. und 2. Versuchsjahr wurden ver-
schiedene Temperaturregime an unterschiedlichen Populationen und Anpaarun-
gen getestet, wobei neben der Uberpriifung der Wiederholbarkeit von Behand-
lungsergebnissen aus dem vorangegangenen Kurzprojekt mit 16°C fur 30 Behand-
lungstage die Effektivitat weiterer Behandlungsvarianten wie 18°C fur 20 und 30
Tage und 17°C fur 30 Tage erprobt wurde.

Zur Durchfuihrung von Temperaturbehandlungen konnten zwei separate Kreislauf-
anlagen eingesetzt werden, die bereits aus dem vorangegangenen, BLE-
finanzierten Kurzprojekt zur Verfiigung standen. Diese bestanden jeweils aus

3 warmeisolierten Becken a 300 | Haltungsvolumen

Pumpensumpf (80 [, isoliert)

2 Wasserzirkulationspumpen (V = 80 | / min)

mechanisch/biologische Filtereinheit

Beluftungseinrichtung (44 | / min)

Thermostat gesteuerter Heizeinrichtung (3000W)

In die Becken wurden fur die separate Behandlung mehrerer Nachkommengrup-
pen Netzgehege (ca. 20 | Haltungsvolumen pro Stick) eingehéngt. So war es
maoglich, gleichzeitig zwei unterschiedliche Behandlungen im Hinblick auf Tempe-
ratur und Dauer in den beiden Kreislaufen zu fahren, wahrend so z.B. der eine
Kreislauf mit einer Haltungstemperatur von 16°C (+0,5°C) gefahren werden konn-
te, war bei dem zweiten ein Haltungstemperatur von 18°C (+ 0,5°C) maoglich.
Durch einen permanenten Wasserzulauf (Brunnenwasser, 12 °C, 1 I/min pro Kreis-
lauf) wurde eine Anreicherung von Stoffwechselendprodukten der behandelten
Larven im Haltungswasser eingeschrankt. Die entsprechenden Kontrollgruppen
wurden bei einer konstanten Temperatur von 12°C + 1,0°C in Zugerglasern (8 1)
aufgezogen.

Bei einer ausreichenden Zahl an Brtlingen innerhalb der Nachkommengruppen
konnten diese auf mehrere Behandlungsvarianten mit jeweils mindestens 300
Brutlingen zwecks Ermittlung der optimalen Temperaturbehandlung aufgeteilt wer-
den. Die Uberfiihrung von einem Temperaturregime in das andere (von 12°C nach
16° bzw. 18°C und wieder zuriick in 12°C) wurde Uber einen Zeitraum von 2 Tagen
durchgefuhrt. Die Brut wurde zwei Wochen nach dem Schlupftermin (rund 80 %
der Larven waren zu diesem Zeitpunkt frei schwimmend) fiir eine Temperaturbe-
handlung in die Kleinkreislaufe Gberfuhrt, die mit 12°C warmem Wasser gefillt wa-
ren. Die Brut wurde auch zuvor schon bei einer Wassertemperatur von 12°C
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gehalten, und somit konnte der durch das Umsetzten bedingte Stress minimiert
werden. Danach wurden die Heizsysteme der Kleinkreislaufe der Temperaturbe-
handlungseinheit eingeschaltet, und die Erwarmung des Haltungswasser auf 16
bzw. 18°C erfolgte allmahlich tber einen Zeitraum von 2 Tagen. Nach Beendigung
der Temperaturbehandlungen wurden die Behandlungsgruppen in mit 12°C Brun-
nenwasser gespeisten Kleinbecken tberfiihrt. Dabei wurde das Uberfiihren von
einem Temperaturregime in das andere wieder so schonend wie maoglich Uber ei-
nen Zeitraum zwei Tagen durchgefiihrt. Hierzu wurden die Heizsysteme der Klein-
kreislaufe der Temperaturbehandlungseinheit nach Ablauf der Behandlung ausge-
schaltet. Die Temperatur glich sich daraufhin sehr langsam und gleichméafig an
das als permanenten Zulauf genutzte 12°C kalte Brunnenwasser an. Die anschlie-
Rende separate Aufzucht von Behandlungs- und Kontrollgruppen erfolgte in 80 |
fassenden Kleinbecken. Die Uberlebensraten von Behandlungs- und Kontrollgrup-
pen wurden zum Zeitpunkt des jeweiligen Behandlungsendes und zum Zeitpunkt
des Sexens bei einem Individualgewicht von etwa 50 g erfasst. Das Geschlecht
der zuvor getoteten Fische wurde anhand der Gonaden makroskopisch oder, falls
erforderlich, mikroskopisch (Zeiss, 100-fache Vergré3erung), d.h. durch Untersu-
chen des Gonadengewebes anhand der deutlich zu erkennenden Keimzellunter-
schiede von méannlichen und weiblichen Gonaden bestimmt. Anschlielend wurde
das Geschlechterverhéltnis in der Behandlungs- und Kontrollgruppe jeder Einzel-
anpaarung ermittelt.

Die zu priufenden Einzelanpaarungen wurden entsprechend der unter Punkt 1.1
aufgefuhrten Anpaarungsplane der jeweiligen Versuchsjahre durchgefihrt.

3. Ergebnisse
3.1 Ausflhrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse
e Technische Optimierung der Temperaturbehandlung

Begonnen wurde die Optimierung der Temperaturbehandlung mit einer verlang-
samten Anpassung der Temperaturen am Ende der Behandlungen. Dazu wurden
die Heizsysteme der Kleinkreislaufe ausgeschaltet. Die Temperatur glich sich dar-
aufhin sehr langsam und gleichmafRig an das als permanenten Zulauf genutzte
12°C kalte Brunnenwasser an. In Tabelle 1a sind die Uberlebensraten wiederge-
gebenen, die bei der oben beschriebenen Vorgehensweise nach verschiedenen
Temperaturbehandlungen erzielt wurden.

Die in den Kontrollgruppen beobachtete mittlere Uberlebensrate von 81% ent-
spricht Werten, die unter giinstigen Bedingungen in der Praxis erzielt werden. Be-
handlungsbedingte Verluste konnten durch die verlangsamte Temperaturanpas-
sung weitestgehend vermieden werden. Allerdings bleibt anzumerken, dass bei
einzelnen Herkunften (z.B. Herkunft D) bzw. Anpaarungen die Temperaturbehand-
lungen schlechtere Uberlebensraten aufwiesen als die entsprechenden Kontrollen.



Tabelle 1a: Uberlebensraten nach Ende der Temperaturbehandlung in den unter-
suchten Herkunften gemittelt tber Behandlungs- und Kontrollgruppen

Behandlungs- Eingesetzte Familien Uberlebens- Streubreite
Temperatur  Fische (N) (N) rate” (%) Min - Max
Herkunft 2
12°C 2300 9 84,0 48,5 - 95,3
16°C - 20d 437 3 89,6 76,9 - 98,0
16°C - 30d 2566 9 91,9 75,3 -100
18°C - 20d 436 3 90,1 76,4 - 98,4
18°C - 30d 764 3 83,9 71,7-94,7
Herkunft D
12°C 800 4 89,1 75,5-97,5
16°C - 20d 784 4 91,6 85,2 -99,0
16°C - 30d 1566 4 27,6 11,0 - 43,8
18°C - 20d 780 4 59,2 30,5-93,1
18°C - 30d 1571 4 20,6 7,4-38,2
Herkunft E
12°C 1000 2 70,8 67,4-74,2
17°C 1000 2 63,3 57,4 - 65,0
18°C 583 3 94,4 90,6 - 98,3
Uber alle Herkiinfte
@ 12°C 4200 15 81,3 48,5-97,5
@ 16°C 5353 20 75,2 11,0-100,0
@ 17°C 1000 2 63,3 57,4 - 65,0
@ 18°C 4134 17 69,6 7,4-98,4

Danach wurde die langsamere Temperaturadaptation auch zu Beginn der Behand-
lung durchgefihrt. Die Brut wurde zwei Wochen nach dem Schlupftermin (rund 80
% der Larven waren zu diesem Zeitpunkt frei schwimmend) fir eine Temperatur-
behandlung in die Kleinkreislaufe tberfihrt, die mit 12°C warmen Wasser gefullt
waren. Die Brut wurde auch zuvor schon bei einer Wassertemperatur von 12°C
gehalten, und somit konnte der durch das Umsetzten bedingte Stress minimiert
werden. Danach wurden die Heizsysteme der Kleinkreislaufe der Temperaturbe-
handlungseinheit eingeschaltet, und die Erwarmung des Haltungswassers auf
16°C, 17°C oder 18°C erfolgte allméhlich Gber einen Zeitraum von 2 Tagen.

Tabelle 1b gibt einen Uberblick tiber die erzielten Uberlebensraten nach dieser
weiteren Verbesserung der Behandlungsmethode



Tab.1b :Uberlebensraten nach Ende der Temperaturbehandlung in den untersuch-
ten Herkunften gemittelt Uber Behandlungs- und Kontrollgruppen nach weiterer
Optimierung der Behandlungsmethode

Behandlungs- Eingesetzte Familien Uberlebens- Streubreite
Temperatur  Fische (N) (N) rate”) (%) Min - Max
Herkunft 1

12°C 1800 6 83,0 72,2 -94,0
16°C 1800 6 92,8 78,7 - 98,0
17°C 1000 2 96,1 94,0 - 98,2
18°C 200 1 96,0 -
Herkunft A
12°C 200 1 92,5 -
16°C 600 2 89,9 82,4-97,3
17°C 1000 2 76,5 70,5-82,4
18°C 596 2 82,1 70,5 - 93,6
Herkunft B
12°C 1000 2 70,8 67,4 -74,2
17°C 1000 2 63,3 57,4 - 65,0
18°C 583 3 94,4 90,6 - 98,3
Herkunft N
12°C 3500 7 72,7 39,6 - 96,2
18°C 3500 7 80,0 66,4 - 94,6
Herkunft C
12°C 490 3 66,7 55,0 - 88,9
16°C 490 3 74,9 68,3 - 83,0
17°C 1000 2 60,2 57,0 - 63,3
18°C 800 2 79,3 77,3-81,3
@ 12°C 6990 19 77,1 39,6 -97,3
@ 16°C 2890 11 85,7 68,3 - 98,0
@ 17°C 4000 8 74,0 57,0 - 98,2
@ 18°C 5679 15 86,4 66,4 - 98,3

b direkt nach Temperaturbehandlung erhoben

Uber alle Temperaturbehandlungs- und Kontrollgruppen hinweg, ergab sich bei
den Kontrollgruppen eine Uberlebensrate von 77 %. Bei den entsprechenden Be-
handlungsgruppen wurden vergleichbare Uberlebensraten beobachtet. Dies macht
deutlich, dass nach Optimierung der Methode eine Temperaturbehandlung nicht zu
erhohten Ausfallen gegentber den Kontrollgruppen fihren muss, sondern im Ge-
genteil eine positive Auswirkung auf die Uberlebensrate der Briitlinge haben kann.



e Untersuchung der Wiederholbarkeit des Behandlungserfolges

Zur Beurteilung der Wiederholbarkeit des Behandlungserfolges sind in Tabelle 2
die Ergebnisse der Temperaturbehandlung mit 16°C fur 30 Tage fur die Herklnfte
2, D, B und N aus dem vorangegangenen Kurzprojekt und aus dem vorliegenden
Projekt wiedergegeben. Im Kurzprojekt bestanden die Behandlungsgruppen aus
Mischgruppen von 10 Einzelgelegen, wahrend es sich bei den Behandlungsgrup-
pen der entsprechenden Herklnfte im vorliegenden Projekt um Einzelanpaarungen
handelt.

Tabelle 2: Wiederholbarkeit des Behandlungserfolgs nach Temperaturbehandlung
innerhalb verschiedener Herklnfte

Herkunft Behandlung Eingesetzte Untersuchte % Weibchenanteil
Fische® (N) Gruppen Durchschnitt
(min-max %)

Kurzprojekt

2 16°C fur 30 Tage 1200 1 (Mix)? 57,1

D 16°C fur 30 Tage 1200 1 (Mix) 66,7

B 16°C fur 30 Tage 1200 1 (Mix) 68,9

N 16°C fur 30 Tage 1200 1 (Mix) 56,3
Vorliegendes Projekt

2 16°C fur 30 Tage 2566 9 56,1 (45,5 - 66,7)

D 16°C fur 30 Tage 1766 4 68,8 (65,2 - 83.3)

B 16°C fur 30 Tage 246 2 62,9 (54,5-71,4)

N 16°C fur 30 Tage 259 2 56,8 (47,8 — 65,8)

2° 18°C fir 30 Tage 300 1 61,4

23 18°C fiir 30 Tage 300 1 67,2

c? 18°C fiir 30 Tage 300 1 43,0

c? 18°C fur 30 Tage 300 1 41,9

c3 18°C fir 30 Tage 300 1 36,8

c3 18°C fiir 30 Tage 300 1 32,3

c3 18°C fiir 30 Tage 300 1 34,5

c3 18°C fiir 30 Tage 300 1 38,2

1° 18°C fiir 30 Tage 300 1 53,1

13 18°C fiir 30 Tage 300 1 53,8

A3 18°C fiir 30 Tage 300 1 60,7

A3 18°C fiir 30 Tage 300 1 64,4

! Mischgruppe aus 10 Einzelgelegen, *: Mischgruppe aus 10 Einzelgelegen,
3 wiederholte Einzelanpaarung in aufeinander folgenden Jahren
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Vergleichbare Weibchenanteile nach Temperaturbehandlung in den vier Herkinf-
ten 2, D, B und N im Kurzprojekt und im vorliegenden Projekt zeigen die Wieder-
holbarkeit des Behandlungserfolges. Die Schwankungsbreite bei den verschiede-
nen Gelegen innerhalb der Herklinfte deutet auf einen signifikanten Einfluss der
jeweiligen Paarungspartner hin. Vergleichbare Weibchenanteile in Gelegen von
wiederholten Einzelanpaarungen nach Temperaturbehandlungen von 18°C fur 30
Tage unterstreichen einen genetischen Einfluss auf die Temperatursensibilitat. Im
Gegensatz zu den anderen untersuchten Herkinften zeigte die Herkunft C in wie-
derholten Anpaarungen Nachkommenschaften mit sehr niedrigen Weibchenantei-
len.

e Priifung weiterer Temperaturbehandlungsvarianten / Uberpriifung der
Temperatursensibilitat weiterer Herktinfte

Im Gegensatz zu den 16°C Behandlungen erschienen die im Kurzprojekt einge-
setzten Temperaturbehandlungen mit 20°C zu gré3eren Verlusten zu flhren. Den-
noch wurden mit dieser Temperatur in einer Herkunft (Herkunft 2) die besten Be-
handlungserfolge erzielt. Im vorliegenden Versuchsvorhaben wurden deshalb wei-
tere, auch unter Praxisbedingungen einfach umsetzbare Behandlungsvarianten ge-
testet. Tabelle 3 fuhrt die in den 6 insgesamt gepriften Herklinften beobachteten
Weibchenanteile nach Behandlung mit 16°C, 17°C und 18°C fur 20 bzw. 30 Tage
im Vergleich zu unbehandelten Kontrollgruppen auf.

Die niedrigsten Weibchenanteile von 36,3% und 35,4% wurden in den Behand-
lungsgruppen der Herkunft C mit einer Behandlungstemperatur von 16°C und 17°C
fur 30 Tage erzielt, wahrend die entsprechenden Kontrollgruppen Weibchenanteile
von 48% und 49,4% aufwiesen. Auch Herkunft 1 zeigte niedrigere Weibchenanteile
in den Behandlungsgruppen als in den entsprechenden Kontrollen im Vergleich zu
den Herkinften 2, A, B und N, die in den Behandlungsgruppen zum Teil wesentlich
hohere Weibchenanteile zeigten als in den entsprechenden Kontrollen.

Die zwischen den Herkinften und Familien innerhalb Herkinften (Min - Max) fest-
gestellten unterschiedlichen Streubreiten in den Geschlechterverhaltnissen bei
gleichen Temperaturbehandlungen liel3en einen genetischen Hintergrund (Her-
kunft, Familie) der Sensibilitdt der Geschlechtsauspragung auf eine Temperatur-
behandlung vermuten.

Vergleichbare Behandlungserfolge bei Temperaturregimen von 16 bis 18 °C fur 30
Tage bei vergleichbaren Uberlebensraten (siehe Tab. 1) sowie die Tatsache, dass
die meisten verfugbaren individuell markierten Elternfische, Informationen zur
Temperatursensibilitdat von Nachkommenschaften bei Testung von 18°C fur 30 Ta-
ge aufwiesen, konzentrierten sich die folgenden Untersuchungen auf eine Tempe-
raturbehandlung von 18°C fur 30 Tage.
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Tabelle 3: Durchschnittliche Weibchenanteile in temperaturbehandelten Nach-
kommengruppen und entsprechenden Kontrollgruppen

Behandlungs- Eingesetzte Familien Weibchenanteil Streubreite
Temperatur  Fische (N)* (N)? Durchschnitt (%)  Min — Max (%)
Herkunft 1

12°C 1800 6 51,6 45,0 — 53,8
16°C 1800 6 46,1 37,9-53,1
12°C 1000 2 46,2 44,7 - 47,1
17°C 1000 2 52,5 48,6 — 55,3
12°C 164 1 57,1 -
18°C 200 1 43,9 -
Herkunft 2
12°C 2300 9 50,8 47,2 - 52,6
16°C 2566 9 56,1 45,5 - 66,7
12°C 4500 9 45,2 40,4 -52,1
17°C 4500 9 52,4 41,5 - 63,9
12°C 4000 8 45,6 41,7 - 52,3
18°C 3264 8 55,3 50,0 - 67,2
Herkunft A
12°C 200 1 51,2 -
16°C 600 2 60,7 57,1-64,3
12°C 1000 2 51,1 50,6 - 51,8
17°C 1000 2 62,3 59,3 -64,4
12°C 200 1 51,2 -
18°C 596 2 52,2 45,0 - 59,3
Herkunft B
12°C 1000 5 48,4 45,1 -52,2
16°C 1000 5 69,0 60,0-71,4
12°C 1000 2 45,3 38,0 -48,0
17°C 1000 2 54,7 43,0 - 69,4
12°C 582 3 46,2 45,3 -47,1
18°C 583 3 56,4 54,3 - 58,5
Herkunft N
12°C - 7 50,9 46,7 — 56,1
16°C - 7 56,0 47,8 — 65,8
12°C 3500 7 42,0 39,8 - 46,3
18°C 3500 7 47,9 43,7 —49,2
Herkunft C
12°C 490 3 48,0 40,0 - 52,7
16°C 490 3 36,3 28,6 — 37,7
12°C 1000 2 49,4 42,9 -55,0
17°C 1000 2 35,4 32,3-38,2
12°C 800 2 48,1 47,1 -49,1
18°C 800 2 46,7 45,1 —48,2

1. eingesetzte Fische in die Temperaturbehandlung,?: Familien = Einzelanpaa-
rungen, % gewichtet mit der Tieranzahl in den Einzelanpaarungen
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e Untersuchung von haltungstemperaturspezifischen Korperprotein-
mustern Uber die zweidimensionale SDS-Gelelektrophorese

Die Untersuchung auf haltungsspezifische Kérperproteinmuster von zehn tempera-
turbehandelten Britlingen und zehn Kontrolltieren aus jeweils zwei Gelegen von
vier verschiedenen Herkinften (A, B, C, 1) fand mittels SDS - Gelelektrophorese
statt. Fur die Untersuchung wurden 160 Fischen (80 aus den Kontrollen und 80
aus den Behandlungsgruppen) nach dem Sexen Muskelgewebeproben entnom-
men. Diese Muskelgewebeproben durchliefen dann im Elektrophoreselabor des
Instituts fur Tierzucht und Haustiergenetik nach entsprechender Aufbereitung eine
zweidimensionale SDS- Gelelektrophorese mit anschlieRender Comassie - Far-
bung. Da keine haltungstemperatur-spezifischen Proteinmuster erkannt werden
konnten, wie in Abbildung 1 beispielhaft gezeigt, wurde weiteres Probenmaterial
fur die Untersuchungen herangezogen, das extreme Unterschiede im Weibchenan-
teil von Behandlungs- und Kontrollgruppen aufwies. Aber auch bei diesem Pro-
benmaterial konnten keine Unterschiede festgestellt werden.

Abbildung 1: Ergebniss der zweidimensionalen SDS Gelelektrophorese
(K = Kontrolle, B = Behandlung)

K K B B K K B B

Page 1. Dimension Page 2. Dimension
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e Erstellung von Anpaarungsdiallelen mit individuell markierten El-
ternfischen, zu denen bereits Informationen zur Temperatursensibi-
litat von Nachkommenschaften vorliegen

Um den Beitrag der Paarungspartner auf die Temperatursensibilitdt ihrer Nach-
kommen zu untersuchen, wurden Anpaarungsdialle durchgefuihrt, deren Ergebnis-
se in Tabelle 4 zusammengefasst sind. Bei den Anpaarungen wurde so verfahren,
dass Elternkombinationen zusammen gebracht wurden, bei denen beide Partner in
der Vorsaison an Gelegen mit hohem (H) bzw. an Gelegen mit niedrigem Weib-
chenanteil (N) beteiligt waren. Weiterhin wurde ein Rogner in die diallelen Anpaa-
rungen eingebunden, der an Gelegen beteiligt war, deren temperaturbehandelte
Gruppen Weibchenanteile um 50% aufwiesen (M Rogner). Insgesamt wurden 24
diallele Paarungskombinationen durchgefuhrt, woran 8 Rogner (6 Rogner mit H
Gelegen , 1 Rogner mit N Gelege, 1 Rogner mit M Gelege) und 3 Milchner (2 mit N
Gelegen, 1 mit H Gelegen) beteiligt waren. Die Nachkommen aus diesen Anpaa-
rungen wurden einer Temperaturbehandlung von 18°C fur 30 Tage unterzogen.
Parallel dazu wurden entsprechenden Kontrollgruppen mitgefthrt.

Die in Tab. 4 wiedergegebenen Ergebnisse zeigen deutlich, dass Paarungskombi-
nationen, bei denen beide Partner in der vorangegangenen Laichsaison an Gele-
gen mit hohem (H) Weibchenanteil beteiligt waren (H-Rogner x H-Milchner), wieder
Gelege mit hohen Weibchenanteilen aufwiesen (siehe rot beschriftete Felder). E-
benso erbrachten Laichfische, die in vorangegangenen Versuchen Geschlechter-
verhaltnisse mit einem niedrigen Weibchenanteil in der Nachkommenschaft tempe-
raturbehandelter Gruppen zeigten (N-Rogner x N- Milchner), wieder Nachkom-
menschaften mit niedrigen Weibchenanteilen in den temperaturbehandelten Grup-
pen (siehe blau beschriftete Felder).

Bei Anpaarungen zwischen H und N Laichfischen variierten die Weibchenanteile in
den temperaturbehandelten Nachkommenschaften. So konnten bei der Verpaa-
rung des N-Rogners mit dem H-Milchner ein Weibchenanteil von 50% in der Be-
handlungsgruppe und 48% in der entsprechenden Kontrolle erzielt werden gegen-
uber einem Weibchenanteil von 35% bzw. 40% in den Behandlungsgruppen und
47% in den jeweiligen Kontrollen bei Verpaarung desselben N-Rogners mit den N-
Milchnern. Wurden H-Rogner mit N-Milchnern verpaart, so kam es in den Extre-
men zu Veranderungen des Weibchenanteils in den temperaturbehandelten Grup-
pen von +14% bis zu -3% gegenuber den entsprechenden Werten in den Kontrol-
len. Anhand der erzielten Ergebnisse ist davon auszugehen, dass beide Elternteile
(Rogner und Milchner) zu den verschiedenen Geschlechterverhéltnissen in den
temperaturbehandelten Nachkommengruppen beitragen.
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Tabelle 4: Durchschnittliche Weibchenanteile in temperaturbehandelten Nach-
kommen- und entsprechenden Kontrollgruppen von Anpaarungen zwischen Eltern-
fischen mit geprufter Temperatursensibilitéat (hoch (H), mittel (M), niedrig (N)) in
Nachkommenschaften aus vorangegangenen Anpaarungen

Hu -1 Nu-1 Nu-2
O (61%) (34%) (43%)
In % In % In %
RE
H6R9$ B:66,9** B:55,7** B:58,5*
(69%) Ki48.4  (+18,5) K417  (+14,0) K453  (+13,2)
';g;/z B:62,2* B:59,7* B:56,5
(56%) Ki47,3  (+14,9) K534 (+6,3) K507  (+5.8)
Hg-3 B:67,2* B:44,2 B:52,3
(61%) K:52,3  (+14,9) K:47,6 (-3,4) K:53,8 (-1,5)
';g;/‘l B:54,5
(59%) (+2,3) K:53,8
';gc'f B:55,7
(58%) (+3,8) K:54,0
He-6 B:59,0
(57%) (+7,0) K:47,5
'\é';yl B:51,2
(53%) (-0,4) K:48,2
';'gg/l B:50,0 B:35,2 B:39,8
(39%) K:47.6 (+2,4) K473 (-12,1) K:46,7 (-6,9)

B = Behandlungsgruppe; K = Kontrollgruppe;

* ** signifikant verschieden von Kontrolle bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p< 0,05, p< 0,01
(Chi-quadrat-Test);

Y Elternfische der Einzelanpaarungen, z.B.:Hy (61%) = Hochyichner; Milchner an Gelege mit 61%
Weibchenanteil in Vorsaison beteiligt gewesen; Hg(69%)= HoChgegner : ROgner an Gelege mit 69%
Weibchenanteil in Vorsaison beteiligt gewesen;

Hoch-Hoch-Anpaarungen; Hoch-Mittel-Anpaarungen; Niedrig-Niedrig-Anpaarungen;

stark umrahmten Anpaarungen: Wachstumsvergleich, siehe Tabelle 5.
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e Uberprufung der Wachstumsleistung temperaturbehandelter Nach-

kommengruppen

Fur die Prufung der Wachstumsleistung von temperaturbehandelten Nachkom-
mengruppen und ihrer entsprechenden Kontrollgruppen wurde ein Teil des in Ta-
belle 4 vorgestellten Diallels (zwei 3x4 Diallele) bis zu einem Alter von 1,5 Jahren
unter standardisierten Bedingungen aufgezogen. Danach wurden die Fische ge-
schlachtet, gewogen (siehe Tabelle 5), und es wurde das Geschlecht der Fische
bestimmt (siehe Tabelle 4).

Tabelle 5: Wachstumsleistungsvergleich zwischen temperaturbehandelten Nach-

kommengruppen und ihren entsprechenden Kontrollen

d Hy-1 Niy-1 Niy-2
Q (61%) (34%) (43%)
In %, g In %, g In %, g
';g;/”' B:271,0 + 17,0 B:291,6 + 26,3 B:285,6 + 13,1
(59%) K:266,1 + 14,1 K:283,7 + 20,5 K:2745 + 12,8
';g(f B:292,6 + 10,0 B:283,0 + 15,2 B:203,1+ 12,1
(58%) K:279.2 + 10,6 K:274.1+ 9.9 K:278.3 + 7,0
He-6 B:290,7 + 9,7 B:290,6 + 9,5 B:286,5 + 13,5
57% K:279,1 + 8,4 K:282.,6 + 10,0 K:271,7 + 12.1
(57%)
Mg-1 . . )
Y B:286,3 + 18,0 B:287,5 + 15,1 B:290,3 + 6,0
(53%) K:273.8 + 8,7 K:275.9 + 9.8 K:278.3 +13.4

Die Auswertung des Wachstumsversuches ergab héhere Wachstumsleistungen fur
alle Behandlungsgruppen im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen.

Die Untersuchung auf eine mogliche Korrelation zwischen der Sensibilitat der Ge-
schlechtsauspragung gegenuber Temperaturbehandlungen (gemessen in Weib-
chenanteilen der Behandlungs- und entsprechenden Kontrollgruppen) und dem
Wachstum von diesen Regenbogenforellen war positiv mit r,=0,54 (p<0,01).

Es muss hier jedoch deutlich darauf hingewiesen werden, dass in vorangegange-
nen Untersuchungen beziglich des Wachstums von Regenbogenforellen bis zum
Portionsgewicht (Morkramer et al., 1985) keine Unterschiede in der Wachstums-
leistung zwischen mannlichen und weiblichen Tieren festgestellt werden konnten.
Die hier festgestellten Differenzen im Gewicht zwischen Behandlungsgruppen und
Kontrollen sind mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit nicht auf die unterschiedlichen
Geschlechterverhéltnisse in den Behandlungs- und entsprechenden Kontrollgrup-
pen zurtckzufihren, sondern allein auf die hbhere Wassertemperatur wahrend der
30-tagigen Temperaturbehandlung, die den Tieren in den Behandlungsgruppen ei-
nen grofRen Entwicklungsvorsprung gegentber den Kontrollgruppen verschaffte,
der bis zum marktrelevanten Portionsgewicht behauptet werden konnte.
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e Anpaarungsdiallele mit individuell markierten Kontrolltieren zu temperatur-
behandelten Nachkommengruppen aus dem 1. Versuchsjahr (Erfassung
des Selektionserfolges)

Im letzten Versuchsjahr wurden die im ersten und zweiten Versuchsjahr erhalte-
nen, individuell markierten Tiere aus Kontrollgruppen, deren temperaturbehandelte
Vollgeschwister hinsichtlich ihrer Geschlechtsauspragung sensibel reagierten, als
Elterntiere eingesetzt. Aufgrund der geringen Anzahl einsatzfahiger Milchnern und
Rogner zu Beginn der Ablaichsaison 06/07 (keine ausreichende Sperma- bzw. Ei-
mengen fir Diallelanpaarungen, Ausfall von vorhandenen Milchnern im Verlauf
derselben Ablaichsaison) konnten keine vollstandigen 4x4 Diallele (24 Anpaarun-
gen) durchgefuhrt werden. Stattdessen wurden die Laichfische in Form eines An-
paarungsdiallels (3 Rogner x 3 Milchner) angepaart (Tabelle 6), neben weiteren di-
allelen Anpaarungen der selektierten Milchner mit nachkommengepriften Rognern
(insgesamt 6 Rogner x 3 Milchner = 18 Anpaarungsgruppen). DarUberhinaus er-
folgten gezielte Anpaarungen eines selektierten und zweier gepruften Milchner mit
verschiedenen gepruften Rognern (vaterliche Halbgeschwister), die in Tabelle 7
dargestellt sind (insgesamt 21 Anpaarungsgruppen).

Insgesamt wurden bei diesen Anpaarungen 10.596 Fische aus Behandlungs- und
Kontrollgruppen ausgewertet. Fir die Beurteilung der Anwendbarkeit der Tempera-
turbehandlung in der Praxis hat die Uberlebensrate eine entscheidende Bedeu-
tung. Die durchschnittliche Uberlebensrate, (iber alle Einzelanpaarungen gemittelt,
betrug 88% fir die Behandlungsgruppen und war von der in den Kontrollgruppen
ermittelten durchschnittlichen Uberlebensrate von 81% signifikant verschieden.
Wie bereits in den Vorjahren bestétigte sich die positive Wirkung der optimierten
Temperaturbehandlung (18°C fir 30 Tage) auf die Uberlebensraten direkt nach
Temperaturbehandlung.

Wie aus Tabelle 6 ersichtlich, fihren alle Anpaarungen mit dem selektierten N-1
Milchner zu reduzierten oder gleichen Weibchenanteilen wie in den Kontrollen. Das
schliel3t auch die Anpaarung mit einem gepruften hoch temperatursensiblen Rog-
ner ein. Demgegenuber konnten die selektierten Milchner N-2 und N-3 den Effekt
des H-Rogners nicht beeinflussen, so dass in diesen beiden Nachkommenschaften
die hohen Weibchenanteile erhalten blieben. Dergleiche H-Rogner erbrachte in
Anpaarung mit dem Vater des Milchners N-2 vergleichbar hohe Weibchenanteile in
den temperaturbehandelten Nachkommenschaften (Differenz im Weibchenanteil
zwischen Kontrolle und Behandlungsgruppe +13,2%).
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Tabelle 6: Weibchenanteile (%) von Behandlungs (B) -und Kontrollgruppen (K) aus
Anpaarungen von selektierten Milchnern mit selektierten oder gepriften Rognern

d Ny -12 Ny -22 Ny -3?

(37%) (43%) (34)
In % In % In %

Hg -1Y B:48,4 B:64,2 B:60,7

(69%) K459  (+2,5) |K:52,1 (+12,1) |K:50,0  (+10,7)

Mg -1" B:41,9 B:49,1 B:51,2

(53%) K:52,8  (-10,9) |K:49,5 (-0,4) |K:48,2 (+3.0)

Mg -22

(50%)

Mg -3?

(50%)

Mg -42

(50%)

Ng-1% B:41,1 B:52,7

(39%) Ki47,1  (-6,0) |K:i475 (+5,2) ausgefalien

B=Behandlungsgruppe; K=Kontrollgruppe;

* ** gignifikant verschieden von Kontrolle auf einem Niveau von p< 0,05, p < 0,01 (Chi-quadrat-
Test);

Y geprifte Elternfische , ?selektierte Fische.

Elternfische der Einzelanpaarungen, z.B.:Ny (37%) = Niedrigwichner; Milchner aus Gelege (Kontrolle)
mit 37%; Hr(69%)= Hochgrogner : ROgner an Gelege mit 69% Weibchenanteil in Vorsaison beteiligt
gewesen.

Die Nachkommenschaften der Anpaarungen zwischen dem Milchner H-2 mit allen
sieben Rognern fuhrten zu deutlichen Unterschieden zwischen den Behandlungs-
und den Kontrollgruppen (Tabelle 7). So zeigten die vaterlichen Halbgeschwister in
ihren Behandlungsgruppen Weibchenanteile von 63 -55% je nachdem, ob es sich
um hoch temperatursensible Rogner oder weniger temperatursensible bzw. bisher
ungeprifte Rogner handelte.

Der Milchner Ny-1, dessen Einfluss bereits ausfiihrlich dargestellt wurde (Tabelle
6: 7x3-Anpaarungsdiallel), war auch an sieben weiteren Anpaarungen beteiligt, bei
denen seine niedrige Temperatursensibilitat abermals zu geringen Weibchenantei-
len in Behandlungsgruppen (39% — 43%) im Vergleich zu den entsprechenden
Kontrollgruppen (47%— 52%) fihrte.
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Tabelle 7: Weibchenanteile (%) von Behandlungs (B) -und Kontrollgruppen (K) aus
Anpaarungen von selektierten oder gepriften Milchnern mit nachkommengepruften
Rognern

Hu-2 Al Ny-1Y2 Ny -2
_C|>_ e} (63%) 9|_ O | (37%) 9|_ ol (43%)
In % In % In %
He B:61,9 LgY B:41,7 Hr B:58,5
(56%) K:49,1 (43%) K:50,0 (69%) K:45,3
(+12,8) (-8,3) (+13,2)
He B:62,7 Mg, B:41,9 Hgr B:52,7
(58%) K:53,0 (53%) K:52,8 (56%) K:52,5
(+9,7) (-10,9) (+0,2)
Mg B:59,4 Mgs B:39,1 Hr B:48,9
(43%) K:53,0 (50%) K:49,0 (58%) K:47,6
(+6,4) (-9,9) (+1,3)
MR B:58,8 MR6 B:41,2 MR7 B:45,9
(51%) K:47,5 (50%) K:48,1 (50%) K:52,3
(+11,3) (-6,9) (-6,4)
Ur1 B:58,9 Ura B:42,9 Mgy B:49,1
K:47,6 K:49,6 (53%) K:49,5
(+11,3) (-6,7) (-0,4)
Urz B:60,9* Mg, B:40,8 Ng-2 B:41,9
K:47,6 (50%) K:47,4 (43%) K:49,5
(+13,3) (-6,6) (-7,6)
Urs B:55,3 Mg, B:39,8 Mg3 B:43,8
K:48,0 (50%) K:52,2 (50%) K:46,2
(+7,3) (-12,4) (-2,4)

B = Behandlungsgruppe, K = Kontrollgruppe; *, ** = signifikant von Kontrolle verschieden auf einem
Niveau von p< 0,05, p< 0,01 (Chi-quadrat-Test);l) Elternfische der Einzelanpaarungen: Ny -1(37%)
= Niedrigwiichner; Nr(43%) = Niedrigregner: ROgner an Gelege mit 43% Weibchenanteil in Vorsaison
beteiligt gewesen; Milchner aus Gelege mit 37% Weibchenanteil selektiert worden.; Mg=Mittelgogner:
Rogner an Gelege mit ausgeglichenen Geschlechteranteilen in Vorsaison beteiligt gewesen;
Ur=Ungepriiftrogner: ROgNer im Ersteinsatz; * selektierter Fisch.

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse kann von einer Vererbbarkeit der Temperatur-
sensibilitdt ausgegangen werden. Ein weiteres Diallel mit selektierten Rognern und
Milchnern aus den Kontrollen, deren Vollgeschwister in den Temperaturbehand-
lungsgruppen hohe oder niedrige Weibchenanteile erbrachten, wurde in der Laich-
saison 2007/8 erstellt. Die Bestimmung des Geschlechtes und die Auswertung der
Geschlechterverhaltnisse in diesen Nachkommengruppen wird im Herbst moéglich
sein. Basierend auf den bisher vorliegenden Daten konnte eine realisierte Heritabi-
litat von 0.18 ermittelt werden, die eine vergleichbare Grol3e wie die im Rahmen
eines Selektionsexperimentes flir die Stickmasse von Regenbogenforellen (Porti-
onsforellen) aufweist (Horstgen-Schwark 1993). Aufgrund der bisher erzielten Er-
gebnisse kann davon ausgegangen werden, dass Selektionslinien entwickelt wer-
den koénnten, die nach Temperaturbehandlung der Brut je nach Ausgangspopulati-
on erhohte Weibchen- oder Mannchenanteile aufweisen. Allerdings wéare dieser
Weg des Aufbaus von Zuchtlinien bei Regenbogenforellen mit einem hohen Ar-
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beits-, Kosten- und Zeitaufwand aufgrund des langen Generationsintervalls von
mindestens 3 Jahren verbunden. (Moglicherweise kdnnte durch eine Marker As-
sisted Selection der Aufwand verringert werden, falls MAS machbar)

Meiotische Gynogenese

Des Weiteren wurden meiotische Gynogenesen mit Rognern durchgefiihrt, die in
vorangegangenen Anpaarungen niedrige Weibchenanteile in temperaturbehandel-
ten Nachkommenschaften zeigten. Dabei wurde zuerst das Sperma mit einer L6-
sung aus 2 g Kaliumchlorid auf 11 Wasser gemischt und dann einer funfmindtigen
UV - Bestrahlung ausgesetzt. Dies diente der Inaktivierung der mannlichen Erbin-
formation, wobei das Sperma jedoch die Fahigkeit zur Aktivierung der weiblichen
Eizellen behielt. Unter Zugabe von einer Befruchtungslosung (bestehend aus 2,42
g Tris, 3,75 g Glycin, 5,52 g Natriumchlorid pro Liter Wasser) wurden dann die Eier
mit dem bestrahlten Sperma aktiviert. Somit konnte gewéhrleistet werden, dass nur
die weiblichen Erbinformationen an die Nachkommen weitergegeben wurden. An-
schlieBend wurden die aktivierten Eier der Behandlungsgruppe 25 Minuten nach
der Scheinbefruchtung fir 20 Minuten in 26°C warmes Wasser verbracht (bis auf
50 Eier, die als haploide Kontrollgruppe dienten), um die Beibehaltung des 2. Pol-
korpers wahrend der Meiose zu erreichen. Danach wurden die Eier in einem Brut-
schrank bei 12°C erbritet, bis sie dann ebenfalls nach dem Schlupf der meiotisch
gynogenetischen Brtlinge in eine Kontroll- und eine Behandlungsgruppe aufgeteilt
wurden. Die Behandlungsgruppe wurde, wie bei den vorangegangenen Versu-
chen, 14 Tage nach dem Schlupf fur 30 Tage in 18 °C warmes Wasser in die
Kleinkreislaufe verbracht. Aus der haploiden Kontrolle, die keiner Hitzeschockbe-
handlung ausgesetzt wurde, gingen keine schwimmfahigen Fische hervor, was auf
eine erfolgreiche Inaktivierung des Spermas hindeutete.

Der Rogner Ngr-1 (39%), der bereits in vorangegangenen Anpaarungen in ver-
schiedenen Jahren wiederholt Nachkommenschaften in den Temperaturbehand-
lungsgruppen mit niedrigem Weibchenanteil gegeniiber den entsprechenden Kon-
trollgruppen (1. Anpaarung: Behandlungsgruppe: 35%; Kontrollgruppe:47% und 2.
Anpaarung: Behandlungsgruppe:39%; Kontrollgruppe:46%) aufwies, wurde auch
fur eine meiotische Gynogenese herangezogen. Die gynogenetischen Fische wie-
sen nach Temperaturbehandlung einem Weibchenanteil von 84,2% in der Be-
handlungsgruppe und von 96,3% in der Kontrollgruppe auf, wobei diese beiden
Geschlechterverhaltnisse hochsignifikant (p<0,01) verschieden von einander wa-
ren.

Die Tatsache, dass auch in der Kontrollgruppe mannliche Tiere unter den Nach-
kommen waren, kann auf epistatische Effekte zuriickzufihren sein oder auch seine
Ursache in der Existenz eines (oder mehrerer) Gens(e) haben, welches(e) in der
Lage ist (sind), die Geschlechtshauptfaktoren zu Uberlagern und so Weibchen mit
XX - Hauptgeschlechtsfaktoren zu funktionelle Mannchen umzuwandeln (Quillet et
al., 2002).

Die durchgefuhrte Temperaturbehandlung beginstigt offensichtlich die Umwand-
lung von genetisch weiblichen Fischen in funktionelle mannliche Tiere. Diese funk-
tionellen Milchner wéaren im geschlechtsreifen Alter bei einer Verpaarung mit nor-
malen Rognern in der Lage, rein weibliche Nachkommenschaften zu erzeugen,
was noch in Testanpaarungen zu prifen ist, in die auch die mannlichen Fische aus
der Kontrolle eingeschlossen werden mussen.
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3.2 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Von wissenschaftlicher Bedeutung ist die im vorliegenden Versuchsvorhaben bes-
tatigte Sensibilitat des Systems der Geschlechtsauspragung von Regenbogenforel-
len gegenuber Umweltwirkungen (Temperatur). Es konnte gezeigt werden, dass
mit einer auch unter Praxisbedingungen einfach durchzufiihrenden Temperaturbe-
handlung eine signifikante Erh6hung des Weibchenanteils zu erreichen ist, bei
vergleichbaren Uberlebensraten der Fische wie in den nicht temperaturbehandel-
ten Kontrollgruppen und besseren Wachstumsleistungen als in den Kontrollen. Es
konnte ferner erstmalig gezeigt werden, dass, bei bestimmten Herkinften und Fa-
milien, durch eine Temperaturbehandlung auch héhere Mannchenanteile erreicht
werden kénnen. Ahnliche Temperaturwirkungen auf die Geschlechtsauspragung
wurden auch beim Rotlachs (Oncorhynchus nerka) beobachtet (Craig et al., 1996;
Azuma et al., 2004). Die Ergebnisse der Temperaturtestung (18°C fur 30 Tage)
von Nachkommen aus wiederholten Anpaarungen derselben Eltern variierten nur
um 1 bis 6%. Beide Elternteile (Milchner und Rogner) trugen zu den verschiedenen
Geschlechterverhéltnissen in den temperaturbehandelten Nachkommengruppen
bei. Da die verpaarten Nachkommen, die zuvor aus Kontrollgruppen temperatur-
sensibler Gelege selektiert wurden, ebenfalls hohe bzw. niedrige Weibchenanteile
in ihren Nachkommenschaften zeigten, kann die Sensibilitat der Geschlechterver-
haltnisse gegenlber Temperaturbehandlungen (temperaturabhangige Ge-
schlechtsauspragung) bei Regenbogenforellen als genetisch kontrolliert und ver-
erbbares Merkmal angesehen werden.

Von den Ergebnisse des Forschungsvorhabens kénnten Praxisbetriebe direkt pro-
fitieren, indem sie diese umwelt- und konsumentenfreundliche Methode zur Erho-
hung der Weibchenanteile bei Regenbogenforellen nutzen, die auf jeglichen Hor-
moneinsatz verzichtet und mit verhaltnismafig geringem Material- bzw. Kapital-
aufwand durchgefuhrt werden kann. So kdnnten die Forellenbetriebe ihre selbst
erzeugte Brut wahrend der geschlechtslabilen Phase einer Temperatur von 16-
18°C aussetzen, sofern die Herkunft sich als sensibel erweist. Aber eine erhéhte
Wassertemperatur wahrend der Britlingsphase hatte immer eine positive Auswir-
kung auf das Heranwachsen der Britlinge. .Auf der anderen Seite konnte im Rah-
men von Zuchtprogrammen eine Selektion von temperatursensiblen Regenbogen-
forellen erfolgen. Aufgrund der erzielten Ergebnisse kann davon ausgegangen
werden, dass Selektionslinien entwickelt werden kdénnten, die nach Temperaturbe-
handlung der Brut je nach Ausgangspopulation erhohte Weibchen- oder Mann-
chenanteile aufweisen.

Dass es mdoglich ist, Zuchtlinien fur eine hohe Temperatursensibilitat der Ge-
schlechtsauspragung durch Selektion zu erstellen, konnte kirzlich bei der Spezies
Tilapia (Oreochromis niloticus) mit einem Generationsintervall von 9 Monaten in
einem Selektionsexperiment zur temperaturabhéngigen Geschlechtsauspragung
Uber zwei Generationen gezeigt werden (Wessels und Horstgen-Schwark, 2007).
Allerdings ware dieser Weg des Aufbaus von Zuchtlinien bei Regenbogenforellen
mit einem hohem Arbeits-, Kosten- und Zeitaufwand aufgrund des langen Genera-
tionsintervalls von mindestens 3 Jahren verbunden. (Mdglicherweise kénnte durch
eine MarkerAssistedSelection der Aufwand verringert werden, falls MAS machbar)

Eine mdgliche Alternative, rein weibliche Nachkommenschaften zu erzeugen, ware
es, mit Hilfe der bereits in diesem Projekt getesteten meiotischen Gynogenese und
einer anschlielenden Temperaturbehandlung der Nachkommen, funktionelle
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Milchner zu erstellen. Funktionelle Milchner erbringen in Anpaarung mit normalen
Rognern weibliche Nachkommenschaften .So hétte man einen zusatzlichen Weg
gefunden, bei der Ausmast von Regenbogenforellen auf hohe Stlickgewichte Uber
1,2 kg den Einsatz von Hormonen zwecks Erstellung eingeschlechtlicher weibli-
cher Populationen Uberflissig zu machen.

4. Zusammenfassung

Das Ziel dieses Projektes war es, eine alternative Form (zum sonst ublichen Hor-
moneinsatz) fur die Erzeugung von rein weiblichen Forellenbestanden fur die
Ausmast auf hohe Kérpergewichte (> 1,2 kg) zu eruieren, die in Deutschland um-
gesetzt werden kann und neben wirtschaftlichen Aspekten den hohen Qualitatsan-
sprichen, die der deutsche Verbraucher an deutsche Fischprodukte stellt, ent-
spricht. Der hier verfolgte neue Ansatz, die Geschlechtsauspragung bei Forellen zu
beeinflussen, beruhte auf der gezielten Veranderung der Haltungstemperatur wah-
rend der Brutlingsphase. Eine Sensibilitat der Geschlechtsauspragung gegentber
Haltungstemperaturen konnte fiir andere Fischarten (z.B. Tilapien) bereits wissen-
schaftlich nachgewiesen werden.

Nach technischer Optimierung der Behandlungsablaufe kam eine Behandlungs-
temperatur von 18°C fur 30 Tage, beginnend zwei Wochen nach Schlupf, zum Ein-
satz. Die Uberlebensraten der Brut nach dieser Behandlungsvariante zeigten keine
signifikanten Unterschiede zu den Kontrollwerten. Eine erhéhte Wassertemperatur
wahrend der Britlingsphase hatte im Gegenteil eine positive Auswirkung auf das
Heranwachsen der Britlinge. Je nach verwendeter Herkunft und Familie zeigten
die Behandlungsgruppen gegenuber den unbehandelten Kontrollgruppen deutlich
erhdohte Weibchenanteile (von bis zu 83%) oder deutlich niedrigere (bis zu 30%).
Die Ergebnisse der Temperaturtestung (18°C fur 30 Tage) von Nachkommen aus
wiederholten Anpaarungen derselben Eltern variierten nur um 1 bis 6%. Beide EI-
ternteile (Milchner und Rogner) trugen zu den verschiedenen Geschlechterverhélt-
nissen in den temperaturbehandelten Nachkommengruppen bei. Da die verpaarten
Nachkommen, die zuvor aus Kontrollgruppen temperatursensibler Gelege selek-
tiert wurden, ebenfalls hohe bzw. niedrige Weibchenanteile in ihren Nachkommen-
schaften zeigten, kann bei der Sensibilitdt der Geschlechtsauspragung gegenuber
Temperaturbehandlungen bei Regenbogenforellen von einem vererbbares Merk-
mal ausgegangen werden.

Forellenbetriebe konnten die entwickelte Temperaturbehandlungmethode direkt
zur Erh6hung des Anteils weiblicher Fische in ihren Produktionspopulationen nut-
zen, die durch die warmeren Haltungstemperaturen gleichzeitig einen Wachstums-
vorsprung erfahren wirden. Auf der anderen Seite kdnnte im Rahmen von Zucht-
programmen eine Selektion von temperatursensiblen Regenbogenforellen erfol-
gen. Aufgrund der erzielten Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass
Selektionslinien entwickelt werden kdnnten, die nach Temperaturbehandlung der
Brut je nach Ausgangspopulation erhéhte Weibchen- oder Mannchenanteile auf-
weisen. Wie schnell die Zuchtlinienentwicklung durchgefiihrt werden kann, hangt
vorranig von der jeweils zur Verfigung stehenden Ausgangspopulation ab, da gro-
Be Unterschiede bezlglich der Temperatursensibilitat zwischen Herkinften und
Familien gefunden wurden. Dass es mdglich ist, Zuchtlinien fir eine hohe Tempe-
ratursensibilitat der Geschlechtsauspragung durch Selektion zu erstellen, konnte
kirzlich bei der Spezies Tilapia (Oreochromis niloticus) mit einem Generationsin-
tervall von 9 Monaten in einem Selektionsexperiment zur temperaturabhangigen
Geschlechtsauspragung tber zwei Generationen gezeigt werden (Wessels und
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Horstgen-Schwark, 2007). Allerdings wéare dieser Weg des Aufbaus von Zuchtli-
nien bei Regenbogenforellen mit einem hohem Arbeits-, Kosten- und Zeitaufwand
aufgrund des langen Generationsintervalls von mindestens 3 Jahren verbunden.
(Moglicherweise konnte durch eine MarkerAssistedSelection der Aufwand verrin-
gert werden, falls MAS machbar)

Eine mdgliche Alternative, rein weibliche Nachkommenschaften zu erzeugen, ware
es, mit Hilfe der bereits in diesem Projekt getesteten meiotischen Gynogenese und
einer anschlielenden Temperaturbehandlung der Nachkommen, funktionelle
Milchner zu erstellen. Funktionelle Milchner erbringen in Anpaarung mit normalen
Rognern weibliche Nachkommenschaften .So hatte man einen zusatzlichen Weg
gefunden, bei der Ausmast von Regenbogenforellen auf hohe Stlickgewichte Uber
1,2 kg den Einsatz von Hormonen zwecks Erstellung eingeschlechtlicher weibli-
cher Populationen tberflissig zu machen.

5.Gegenuberstellung der urspringlich geplanten zu den tatsachlich erreich-
ten Zielen und weiterfihrende Fragestellungen

Das Ziel des vorliegenden Projektes war es, den Einfluss der Temperatur wahrend
der Geschlechtsauspragung bei der Regenbogenforelle vertiefend zu untersuchen.
Dazu bedurfte es zunachst der weiteren Optimierung des Behandlungsprotokolls
(Behandlungstemperatur, Behandlungsdauer). Dann sollte der Einfluss der Hal-
tungstemperatur wahrend der Britlingsphase auf die Geschlechtsauspragung bei
Regenbogenforellen und auf die Uberlebensraten nach der Temperaturbehandlung
bei verschiedenen Herklnften und bei Familien innerhalb Herkinften gepruft wer-
den. Es sollte ferner untersucht werden, ob eine Korrelation zwischen der tempera-
turabhéngigen Geschlechtsauspragung und dem Wachstum der Regenbogenforel-
le besteht. Vorrangig sollte geprift werden, ob es sich bei der Temperatursensibili-
tat um ein erbliches Merkmal handelt, so dass auch die Nachkommen der Eltern
vergleichbare Geschlechterverhaltnisse in ihren Nachkommenschaften aufweisen.
Diese Ziele wurden, wie in Abschnitt 3.1 berichtet, erreicht. Weitere Nachkommen
aus der ersten Selektionsgeneration kénnen erst im Herbst gesext werden. Diese
Daten dienen der weiteren Absicherung der bisher erzielten Selektionserfolge.
Uber die Ziele des Projektantrages hinaus wurde mittels meiotischer Gynogenesen
und anschlieBender Temperaturbehandlung gepruft, ob bestimmte Rogner, die be-
reits in vorangegangenen Anpaarungen niedrige Weibchenanteile gezeigt hatten,
die Fahigkeit besalRen, Uber Temperaturbehandlungen funktionelle Mannchen zu
erzeugen. Dieses Ziel wurde ebenfalls erreicht.,
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