\

~ Fraunhofer

EMB

FRAUNHOFER-EINRICHTUNG FUR MARINE BIOTECHNOLOGIE

~KRYOKONSERVIERUNG VON
AQUATISCHEN GENETISCHEN
RESSOURCEN: AUFBAU EINER
ERWEITERTEN ZELLBANK FUR
KARPFENSTAMME"
ABSCHLUSSBERICHT




Abschlussbericht zum Modell- und Demonstrationsvorhaben
.Kryokonservierung von aquatischen genetischen Ressourcen: Aufbau einer
erweiterten Zellbank fiir Karpfenstamme”

ZE: Fraunhofer-Einrichtung fir Marine Biotechnologie (EMB)
Frau Dr. Marina Gebert
Moénkhofer Weg 239a
23562 Libeck
Forderkennzeichen: 2810BM024

Vorhabenbezeichnung:

. Kryokonservierung von aquatischen genetischen Ressourcen: Aufbau einer
erweiterten Zellbank fir Karpfenstamme*

Laufzeit des Vorhabens:
01.10.2012 — 30.09.2015

Berichtszeitraum:
01.10.2012 — 30.09.2015

Berichterstellung:

Dr. Marina Gebert (EMB, Projektleitung)
Dr. Sebastian Rakers (EMB, Projektkoordination)

Bild auf dem Cover: Karpfenembryo im Somitenstadium © Fraunhofer EMB



Inhalt

Abbildungsverzeichnis..........cccoiii e ——————— 4
TabelleNVerzeichnis .........ccccuiiecceeirecsee e e s s ssn e e s s e s smn e e s smn e e e s smn e e e s smnnnas 5
Abkiirzungs-und Fremdworterverzeichnis..........oocvminininins e 6
1 EINLEITUNG..... ..o cicccmes s mm s s smmms e s mmmn e e e s mmmnn e e e e 7
1.1 Aufgabenstellung und Ziel des Vorhabens ... 7
1.2 Voraussetzungen im Projekt ... 8
1.3 Umsetzung der Projektziele ... 8
1.3.1 Planung und ABIAUT ... 8
1.3.2 Methode und Verfahren............cc.oooiiio e, 11
1.3.2.1 Protokolletablierung und -optimierung SPerma ...........cccooiieiiiiiiii e 11
1.3.2.2  Probennanmen .....ooi i 12
2 ERGEBNISSE ... e s e 15
2.1 Meilenstein 0 — Gewinnung von Karpfenspermien und befruchteten sowie

unbefruchteten Karpfeneizellen ... 15
2.2 Meilenstein 1 — Anpassung der Kryokonservierungsprotokolle von

KarpfENSPEIMIEN ... 16
2.3 Meilenstein 2 — Testen der Qualitat der konservierten Spermien durch

Erzeugung und Aufzucht von Karpfenbrut...........ccoooiiiiii 25
24 Meilenstein 3 — Anpassung des Protokolls fiir den Kerntransfer in entkernte

Karpfen@izellen .........o.i i, 29
2.5 Meilenstein 4 — Optimierung eines Kryokonservierungsprotokolls fir

befruchtete und unbefruchtete Kerne aus Karpfeneizellen und Testen der

Qualitat der konservierten und transferierten Eizellkerne durch Erzeugung

und Aufzucht der befruchteten Eizellen ... 33
2.6 Meilenstein 5 — Gewinnung von Spermien und Eizellkernen von

erhaltenswerten Karpfenrassen und deren Kryokonservierung ............ccccccooeee. 36
2.7 Uber das Projekt hinaus relevante Erkenntnisse ..............ccoocooooveoooeiiiieeee 40
3 Konsequenzen fiir ein sich anschlieBendes weiteres Vorhaben................... 42
4 Erfolgskontrolle Giber die Einhaltung des Finanzierungs-, Zeit- und

Arbeitsplans.......... i ——————————— 45
5 Veroffentlichungen aus dem Projekt ... 48
6 ZUSAMMENTASSUNG -...ciierieereeeee e e e e eeeeseessmesemeseme s s e s e e e e e e e e e s snessnessnesenseensanns 50
6.1 ErgebnisKUIZEassSUNG .......coouiiiiiiie e 51
6.2 ADSEIACE ..o 52
7 T T SRR 53
8 [0 ET g1 o U T T T =T 56
9 3 T o ¥ 57
Fraunhofer 2810BM024 FRAUNHOFER EMB 3|57



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abb. 01: Controlled Rate Freezer und Stickstoff-Einfriereinheit fir Pailletten..................... 9
Abb. 02: Behandlung des Karpfenspermas fir die Motilitatsanalyse, Kryokonservierung

UN BEFTUCTUNG ... 12
Abb. 03: Einfrierprofil im Controlled Rate Freezer. ............cccooevveeeeeiieeeiceeeeeeeeeee 14
Abb. 04: Variabilitat der Spermiendichte .........ccooiiiiii e 16
Abb. 05: Einfriervorgang und Auftauen von Karpfensperma............ccccoooeviviiiiiiiiiiiice 18
Abb. 06: Box-Whisker-Plot der Motilitat von 29 ausgewahlten Spermaproben ................. 19
Abb. 07: Anzahl der gemessenen durchschnittlichen Motilitaten nach Kategorien der

FAOD (207 2). ittt 20
Abb. 08: Box-Whisker-Plot von der Bewegungsdauer aktivierter Spermien. ....................... 20
Abb. 09: Aufgetaute Spermaprobe von Mannchen 24..............oociiiiiieiiiiieceee 21
Abb. 10: Viabilitdt von aufgetauten Karpfenspermien, gemessen (ber PI/FDA-Farbung. .... 21
Abb. 11: Viabilitdt von nativen und aufgetauten Karpfenspermien im Vergleich ................ 22
Abb. 12: Dokumentation der Computer-assistierten Spermienanalyse (CASA).. ................. 23
Abb. 13: Ergebnisse der CASA-ANAIYSE ....c..oiiiiiiiiiieie e 24
Abb. 14: Fotoschema des Befruchtungs- und Entwicklungsvorgangs .............cccccoeeveeeninn 25
Abb. 15: Karpfenbrut kurz nach dem Schlupf.........oooeiiii e 26
Abb. 16: Unbefruchtete Karpfeneier............oooioiiiiii e 29
Abb. 17: Hoechst-Farbung fixierter befruchteter Karpfeneier...........ccccoociviiiiiiiiiii 30
Abb. 18: Dissoziierte Zellen VON Danio Ferio. ...........ccuuiiiiiiiiiiiie e 31
Abb. 19: Zellkerne in GIaskapillare. ..........cc.ooeiiieiii e 32
Abb. 20: Vorbereitung von dechorionierten Zebrafischeiern im Blastula-Stadium fir

deN KEINTrANSTEI ..o 32
Abb. 21: Zellsuspension nach Dechorionierung und Homogenisierung von

KarpIENEIEIN. L e 33
Abb. 22: PI/FDA/DAPI-Farbung von eingefrorenen und wieder aufgetauten

Karpfen@izellen ..........eeee e 34
Abb. 23: Aufgetaute Karpfeneizellen ein Tag nach der Aussaat in eine Zellkulturschale..... 34
Abb. 24: Hoechst-Farbung eines dissoziierten befruchteten Zebrafischeis.......................... 35
Abb. 25: Dechorionierung und Zellvereinzelung nach Calvi und Maisse (1999)................. 38
Abb. 26: NDR-Fernsehen, Beitrag vom 30.08.2015 im Schleswig-Holstein-Magazin .......... 48

Fraunhofer 2810BM024 FRAUNHOFER EMB 4157



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Getestete Kryomittel..........cooviiiii e 17
Tabelle 2: Befruchtungsraten verschiedener Kombinationen von Mannchen und

WBIBCNEN o 27
Tabelle 3: Bedingungen und Ergebnisse aus den Befruchtungsversuchen mit

KarpfeNSPEIMA ... 27
Tabelle 4: Anonymisierte Liste der besuchten Zuchtbetriebe mit Laichfischbesatz ............... 37
Tabelle 5: Daten zur Beprobung bei den Zuchtbetrieben ............cccccooviiiiiiiiii 39

Tabellenverzeichnis

Fraunhofer 2810BM024 FRAUNHOFER EMB

5|57



Abkurzungs-und
Abkiurzungs-und Fremdwaorterverzeichnis Fremdwarterverzeichnis

CASA Computer-assistierte Spermien-Analyse

DAPI  4,6-Diamidin-2-phenylindol

DMSODimethylsulfoxid

DMA Dimethylacrylamid

DGZ Dichtegradientenzentrifugation

FDA  Fluoresceindiacetat

FEM  Fisch-Embryo-Medium

Pl Propidiumiodid

VAP  mittlere Wegstreckengeschwindigkeit (engl. Average path
velocity)

VCL  kurvilineare Geschwindigkeit (engl. Curviliniear velocity)

o VSL  Wegstrecke einer geraden Linie (engl. Straight line velocity)
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1 EINLEITUNG

Der gemeine Karpfen (Cyprinus carpio, LINNAEUS 1758) kommt in Deutschland
Uberwiegend autochthon vor. Er wird seit Jahrhunderten in Teichwirtschaften
domestiziert und ist als Zuchtkarpfen ein gefragter Speise- und Anglerfisch. 2013
produzierten 3885 Betriebe in Deutschland insgesamt 5699 t Speisekarpfen und 2346 t
Satzkarpfen (Bramick, 2013). Allerdings gibt es immer weniger Betriebe mit eigenen
Laichfischbestanden, in 2009 konnten Mdller-Belecke et al. insgesamt 113 Betriebe mit
Karpfenlaichfischen identifizieren. Der Trend ist jedoch weiter rlicklaufig, da die in-situ
Haltung von Aquakulturstimmen sehr groBe Kapazitaten seitens der Zlichter erfordert,
die Zuchtbetriebe aber nur noch vereinzelt im Haupterwerb geflhrt werden, da es
finanziell meist nicht attraktiv ist. Die meisten der Betriebe erzeugen stattdessen
Setzlinge oder Speisefische, die Brut wird von den wenigen verbleibenden Zichtern
bezogen. Dadurch ist der Fortbestand von reinen Linien oder besonderen
Karpfenrassen zunehmend gefahrdet.

Noch existieren in Deutschland derzeit Karpfenrassen, deren Erhalt laut GAK-Liste
(Gemeinschaftsaufgabe ,Verbesserung der Agrarstruktur und des Kistenschutzes”) im
Fachprogramm zur Erhaltung und nachhaltigen Nutzung aquatischer genetischer
Ressourcen des BMELV als sinnvoll eingestuft wird.

.Hierbei wird davon ausgegangen, dass es noch reine Linien in den Laichfisch
produzierenden  Teichwirtschaften gibt. ... Trotzdem ist die genetische Variabilitit
innerhalb der deutschen Wirtschaftskarpfen sehr gering. Sowohl die bayerischen wie
auch die Lausitzer Karpfen sind demnach trotz 40-jahriger getrennter Zlichtungsarbeit
zwar genetisch unterscheidbar, aber sehr eng miteinander verwandt.” (BMELV, 2012)

1.1 Aufgabenstellung und Ziel des Vorhabens

Oberstes Ziel des Modell-und Demonstrationsvorhabens , Kryokonservierung von
aquatischen genetischen Ressourcen: Aufbau einer erweiterten Zellbank fir
Karpfenstdmme” war die Sicherung und Kryokonservierung von genetischem Material
(Sperma, Eizellkerne, ggf. Eizellen) erhaltenswerter Karpfenlinien, insbesondere von
Zuchtstammen deutscher Zlchter, wie die des Aischgriinder oder Lausitzer Karpfens.
Hierdurch soll die vorhandene genetische Variabilitat und Diversitat der Karpfenstamme
gesichert werden.

Das Vorhaben umfasste folgende Teilziele:

Meilenstein 0 — Gewinnung von Karpfenspermien und befruchteten sowie
unbefruchteten Karpfeneizellen

Meilenstein 1 - Anpassung der Kryokonservierungsprotokolle von
Karpfenspermien

Meilenstein 2 - Testen der Qualitdt der konservierten Spermien durch
Erzeugung und Aufzucht von Karpfenbrut

Meilenstein 3 — Anpassung des Protokolls fir den Kerntransfer in entkernte
Karpfeneizellen

Meilenstein 4 - Optimierung eines Kryokonservierungsprotokolls — fir
befruchtete und unbefruchtete Kerne aus Karpfeneizellen und Testen der
Qualitat der konservierten und transferierten Eizellkerne durch Erzeugung und
Aufzucht der befruchteten Eizellen

Meilenstein 5 - Gewinnung von Spermien und Eizellkernen von
erhaltenswerten Karpfenrassen (entsprechend der Ergebnisse der Erhebung
.Erfassung von genetischen Ressourcen aquatischer Kulturen: Karpfen (Cyprinus
carpio)” und deren Kryokonservierung

EINLEITUNG
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Die Fraunhofer-Einrichtung fir Marine Biotechnologie (Fraunhofer EMB) fihrte von
Oktober 2012 bis September 2015 das Modellvorhaben durch. Die ProjektmaBnahmen
forderten die Optimierung der Protokolle hin zu einer standardisierten Durchfihrung
der Einlagerung von tiefgefrorenem Zellmaterial des Karpfens fir den Erhalt und
Fortbestand von aquatischen genetischen Ressourcen. Dazu wurden verschiedene
Zuchtbetriebe im Frihjahr 2015 besucht und Probenahmen durchgefiihrt. Es wurden
die Kerne befruchteter Eizellen, embryonale Zellen und ganze Spermien eingelagert.
Die eingefrorenen Proben wurden dabei einem umfassenden Qualitatscheck
unterzogen.

1.2 Voraussetzungen im Projekt

Die Fraunhofer EMB unter der Standortleitung von Prof. Dr. Charli Kruse war Trager
des Projektes und wurde vom Bundesministerium fUr Landwirtschaft und Ernahrung
(BMEL) durch Ihren Projekttrager Bundesanstalt fir Landwirtschaft und Erndhrung (BLE)
gefordert. Die Fraunhofer EMB verflgt Uber langjahrige Expertise in den Bereichen
Zellbiologie, Aquakultur sowie in verschiedenen Themen der Kryokonservierung
(Einfrieren somatischer Zellen oder ganzer Gewebestlicke) und war somit als
Projektnehmer pradestiniert. Die Kryolagerung und Archivierung erfolgt mit modernster
Kryotechnik. Ein bestimmter Grundbestand aller eigens etablierten oder gekauften
Zelllinien wird durch Tieffrieren in flissigem Stickstoff bei -196°C gelagert. Aktuell
beinhaltet die Fraunhofer EMB-eigene , Deutsche Zellbank fir Wildtiere Alfred Brehm”,
kurz Cryo-Brehm, ca. 5000 Proben von unterschiedlichen Geweben und Individuen aus
Uber 100 Spezies, davon etwa 20 verschiedene Fischarten (z.B. Ciba et al., 2008;
Grunow et al., 2010; Langner et al., 2011, Rakers et al., 2011). Zudem existiert an der
Fraunhofer EMB die einzigartige Moglichkeit in Deutschland, Zellen in einem mobilen
Labor beim Zlichter vor Ort bearbeiten und einfrieren zu kénnen.

Als wissenschaftliche Unterstitzung, insbesondere fir die Bereitstellung von
Probenmaterial, fungierte das Institut fir Fischereidkologie, AuBenstelle Ahrensburg
(Prof. Dr. Ulfert Focken, Dr. Jochen Trautner), des Bundesforschungsinstituts fur
Landliche Raume, Wald und Fischerei (Thinen-Institut, TI-FOE). Beratend und
unterstitzend tatig waren Dr. Helmut Wedekind von der Bayerischen Landesanstalt fir
Landwirtschaft und Fischerei (IFl) sowie Dr. Gerd Fillner vom Séachsischen Landesamt
fir Umwelt, Landwirtschaft und Geologie, Referat Fischerei, die die Kontaktaufnahmen
zu den Zichtern vereinfachten.

1.3 Umsetzung der Projektziele
1.3.1  Planung und Ablauf

Meilenstein 0 - Gewinnung von Karpfenspermien und befruchteten sowie
unbefruchteten Karpfeneizellen

Befruchtete und unbefruchtete Eizellen sowie Spermien von Karpfen sollten zunachst
vom TI-FOE in Hamburg fir das MuD-Vorhaben zur Anpassung der
Kryokonservierungsprotokolle  kostenfrei zur Verflgung gestellt werden. Die
Vorbereitung der Tiere zum Abstreifen wurde von dem Uber dieses Projekt angestellten
Mitarbeiter der Fraunhofer EMB unterstitzt. Die Tiere wurden kurz vor dem Abstreifen
betdubt, um maoglichst wenig Stress zu erzeugen und die Eier und Spermien geerntet.
Die Spermien wurden bis zur weiteren Verwendung gekuhlt bei 4°C gelagert, die Eier
wurden entweder sofort verwendet oder in Einzelfallen ebenfalls gekihlt gelagert.

EINLEITUNG
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Gestreifte Tiere wurden in bellftete Becken gesetzt und anschlieBend wieder in ihre
Tanks zurlckgefihrt. Die Eier und das Sperma wurden dann schnellstmoglich zur
Fraunhofer EMB transportiert und dort weiter verarbeitet. Aufgrund des Mangels an
Proben von Cyprinus carpio- Eiern in den ersten beiden Berichtsjahren wurde zusatzlich
flr Vorlaufversuche auf den Zebrafisch Danio rerio sowie den Tilapia Oreochromis
niloticus ausgewichen, deren Halterung in der EMB bereits im Rahmen anderer Projekte
etabliert worden war. Daneben wurden noch zwei kooperationsbereite Zichter im
naheren Umkreis (Oeversee und Eschede) gefunden, die bereit waren, jeweils einmal
zusatzlich Probenahmen durchfihren zu lassen. In Eschede waren die Tiere allerdings
zum Zeitpunkt der Probenahme nicht laichbereit und es konnte nicht abgestreift
werden. Im gesamten Berichtszeitraum wurden somit auBerhalb des Meilensteins 5
einmal Eier von einem Weibchen aus Oeversee erhalten und am Thinen-Institut in
Ahrensburg insgesamt 18 Probenahmen durchgefiihrt wobei 34 Mannchen sowie 15
Weibchen beprobt wurden.

Meilenstein 1 — Anpassung der Kryokonservierungsprotokolle von Karpfenspermien

Zunachst wurde in der Fraunhofer EMB die technische Grundausstattung fir die
Kryokonservierung eingerichtet. Neben dem bereits vorhandenen Controlled Rate
Freezer wurde eine Gefriereinheit fur Pailletten von Kryostrohhalmen angeschafft
(Abb. 01) und entsprechende Lagermoglichkeiten in Stickstofftanks eingerichtet. Zur
Optimierung der Logistik wurde wahrend der ersten beiden Probenahmen getestet, wie
lange sich das Sperma bei 2-4°C lagern lasst.

Nach ausflhrlicher Literaturrecherche wurden die aktuell erfolgreichsten
Kryokonservierungsprotokolle (u.a. Horvath et al. 2003, Altunok et al., 2004, Irawan et
al., 2010; Bozkurt et al.,, 2012) fur Karpfenspermien herausgesucht und validiert.
Danach wurden alle Protokolle flir einen Vergleich herangezogen und teilweise
kombiniert oder modifiziert. Zudem wurden verschiedene Probenbehélter (Straws und
Kryoréhrchen) und Einfrierraten ausgetestet. SchlieBlich wurde ein eigenes, optimiertes
Verfahrensprotokoll fir die Kryokonservierung von Karpfensperma etabliert, das auf
den gemachten Erfahrungen beruhte und fir die Beprobungen im Meilenstein 5
eingesetzt wurde.

Abb. 01:  Controlled Rate Freezer (oben) und Stickstoff-Einfriereinheit fir Pailletten

Meilenstein 2 — Testen der Qualitat der konservierten Spermien durch Erzeugung und
Aufzucht von Karpfenbrut

Um die Befruchtungsraten von tiefgefrorenen Spermien zu kontrollieren, sollten
aufgetaute Spermien neben frischen Spermien als Kontrolle verwendet werden, um
frische Karpfeneier zu befruchten. Die Befruchtungsrate wurde zunédchst im 4-8 Zell
Stadium, ca. 1-2 Stunden nach der Befruchtung mit einer Subpopulation der Eier
ermittelt. Zusatzlich wurde die Entwicklung der Eier und ihr Gesundheitszustand
beobachtet und die Schlupfraten ermittelt. Als zusatzliche Kontrolle dienten die im TI-
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FOE parallel befruchteten Karpfeneier, die allerdings stets mit frischem Sperma
befruchtet wurden. Insgesamt wurden 9 Befruchtungsversuche unternommen.

Meilenstein 3 — Anpassung des Protokolls fir den Kerntransfer in entkernte
Karpfeneizellen

Haltekapillaren und Transferkandlen wurden mit Hilfe des in der Fraunhofer EMB
vorhandenen Mikropipetten-Pullers (Sutter Instruments Co.) hergestellt und zur
Manipulation von Eizellen aus Karpfen und Zebrafischen unter dem Mikroskop
eingesetzt. Zunachst wurden die Eizellen mit einem DNA-Farbstoff (DAPI oder Hoechst
33342) angefarbt, um die Lage des Kerns zu bestimmen. Anhand dieser gefarbten
Kerne wurde die Kernentnahme gelbt. AuBerdem sollte der Transfer in andere
entkernte Eizellen gelibt werden. Spater sollten die Entnahme und der Transfer mit
ungefarbten Zellen durchgefiuhrt werden, da DNA-bindende Farbstoffe mutagene
Eigenschaften besitzen und auBerdem die DNA-Replikation behindern kénnen. Einige
Versuche wurden hierzu am Zebrafisch durchgefiihrt, um die Methoden zu trainieren.
Die hierbei gewonnenen Erkenntnisse sollten auf den Karpfen Gibertragen werden.

Meilenstein 4 — Optimierung eines Kryokonservierungsprotokolls fir befruchtete und
unbefruchtete Kerne aus Karpfeneizellen und Testen der Qualitat der konservierten und
transferierten Eizellkerne durch Erzeugung und Aufzucht der befruchteten Eizellen

Befruchtete und unbefruchtete Eizellen von normalen Karpfen (Cyprinus carpio L.)
sollten entkernt und diese Kerne kryokonserviert werden. SolchermaBen konservierte
Kerne sollten dann wieder aufgetaut werden und in frisch entkernte Eizellen
eingebracht werden. Zusatzlich wurde ein Protokoll von Ronglin et al. (1997) geprift,
bei dem Nuclei direkt und ohne die Zugabe von Kryoprotektiva in der Kantle, mit der
sie entnommen wurden, eingefroren werden. Nach dem Auftauen sollten die Kerne
entsprechend in frisch entkernte Eizellen transferiert und die Entwicklungen
ausgewertet werden. Die durch Kerntransfer entstandenen, unbefruchteten Eizellen
sollten mit frischem sowie alternativ mit wieder aufgetautem Sperma befruchtet
werden. Zusatzlich wurde in diesem Meilenstein Uber eine
Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) eine Separation verschiedener Bestandteile aus
dechorionierten, befruchteten Karpfeneiern ausgetestet.

Meilenstein 5 — Gewinnung von Spermien und Eizellkernen von erhaltenswerten
Karpfenrassen und deren Kryokonservierung

Nach Adaptation der Protokolle sollte Uber das TI-FOE, das bereits Kontakte zu einigen
Zuchtern hat, und den Projektnehmer fir das BMELV geférderte Projekt , Erfassung
und Dokumentation der genetischen Vielfalt von Zuchtkarpfen sowie der Nebenfische
der Karpfenteichwirtschaft, der Zuchtsalmoniden sowie der Nebenfische der
Salmonidenhaltung und der weiteren in Aquakultur gehaltenen Arten in Deutschland”
an die entsprechenden Zlchter herangetreten werden, um von deren Stammen
Spermien und Zellkerne an der Fraunhofer EMB zu konservieren. Um eine breite
genetische Vielfalt zu erhalten, sollte versucht werden, aus jedem der in der Studie
beschriebenen Cluster (S.49; Muller-Belecke et al., 2009) mindestens einen,
idealerweise drei Stamme fir die Kryokonservierung zu verwenden. Pro Linie sollten je
mindestens 25 Proben an Spermien und Kernen (befruchtet und unbefruchtet)
eingelagert werden. Uber die landesbehordlichen Fischereiverbande in Bayern, Sachsen
und Schleswig-Holstein konnten Zichterkontakte hergestellt werden und 11 Zlchter
gefunden werden, die zur Kooperation im Projekt bereit waren. Details des Ablaufs
werden im Folgenden beschrieben.

EINLEITUNG

Fraunhofer 2810BM024 FRAUNHOFER EMB

1057



1.3.2 Methode und Verfahren

Kooperationspartner:

Fur die grundlegenden Versuche zur Protokolloptimierung und Gewinnung der
Gameten wurde mit den Herren Prof. Dr. U. Focken, Dr. J. Trautner und A. Drahotta
vom TI-FOE kooperiert.

Fir die bundesweite Erfassung von Haupt- und Nebenerwerbsbetrieben mit eigener
Laichfischhaltung und die erste Kontaktaufnahme mit den Verantwortlichen der
Betriebe war eine enge Kooperation mit den Fischereifachstellen der Bundeslander
angestrebt worden. Insbesondere wurden Kollegen hinzugezogen, die enge Kontakte
zur Teichwirtschaft und dem Fischereisektor in den entsprechenden Bundeslandern
pflegen. Unterstitzt haben uns dabei in Bayern das Institut fir Fischerei in Starnberg
(Dr. H. Wedekind), in Sachsen die Sachsische Landesanstalt fr Landwirtschaft, Referat
Fischerei in Konigswartha (Dr. G. Fullner) und in Schleswig-Holstein das
Kompetenznetzwerk Aquakultur an der Gesellschaft fir Marine Aquakultur in Blsum
(Dr. S. Meyer) sowie der Landesfischereiverband Schleswig-Holstein, Sektion
Binnenfischerei (Frau S. Schwarten). In einem weiteren Schritt wurden die
Betriebsverantwortlichen der Zuchtbetriebe mit einem Schreiben Uber das Projekt
informiert und um Mitarbeit gebeten. Auf verschiedenen Tagungen und Konferenzen
(BUsumer Fischtage 2013-15, Fischereitagung Starnberg 2015, Fischereitagung
Koénigswartha 2015) wurde das Projekt vorgestellt und beworben. Per Telefonat
wurden dann mit kooperationsbereiten Betrieben konkrete Termine zur Probenahme
vereinbart. Die beteiligten Betriebe wurden in einer Liste zusammengefasst und fir die
Probenahme anonymisiert (Codes zugeordnet).

Im Folgenden werden kurz die wichtigsten Methoden beschrieben, die wahrend der
Probenahmen bei den Ziichtern verwendet wurden.

1.3.2.1 Protokolletablierung und -optimierung Sperma

Die Methode der Kryokonservierung von Karpfensperma ist bereits seit den 1950er
Jahren (Sneed und Clemens 1956) erprobt und in den letzten Jahrzehnten mehrfach
verandert worden. Mittlerweile ist die Spermienkonservierung in der Fischzucht ein
weitverbreitetes Verfahren, bei dem es allerdings eine Fllle verschiedener
Methodenansatze hinsichtlich Verdinnungslésungen, eingesetzter Chemikalien und
Einfrierraten gibt. Zur Optimierung wurden verschiedene Protokolle fir die
Kryokonservierung von Karpfensperma aus der Literatur entnommen und Extender
sowie Kryoprotektanzien ausgetestet (Tab. 1).

Aufgrund der groBen Vielfalt an moéglichen Kombinationen von Zuckerverbindungen
oder Salzen als Extender und die Nutzung von einwertigen oder mehrwertigen
Alkoholen sowie organischer Losungsmittel (DMSO, DMA) als Kryokonservierungsmittel
wurde eine Vorauswahl an Kombinationen getroffen. Neben verschiedenen
Kryomitteln wurden auch Einfrierraten und Einfriertechniken ausgetestet. Hierbei
wurde sowohl das Einfrieren mit dem Controlled Rate Freezer IceCube (Sylab) als auch
mit einer einfachen Einfriereinheit getestet. Verschiedene Gefrierverfahren (schnelles
Einfrieren, langsames, kontrolliertes Einfrieren) konnten somit validiert werden.
AuBerdem wurden auch verschiedene Behaltnisse fir die Probenlagerung (Réhrchen,
Strohhalme) hinsichtlich ZweckmaBigkeit, Lagermoglichkeit, Kosten, etc. geprift.

Das Protokoll mit den hdchsten Motilitats- und Viabilitatsraten der kryokonservierten
Proben wurde als Standard-Protokoll etabliert und flr alle folgenden Versuche
verwendet.
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1.3.2.2 Probennahmen

Nach Etablierung eines einheitlichen Protokolls zur Kryokonservierung wurden die
Probenahmen immer nach gleichem Schema (Abb. 02) durchgefihrt.

Karpfeneier wurden durch Abstreifen laichreifer Weibchen gewonnen. Durch eine
leichte Massage der Bauchdecke konnten die Eier ,trocken” in Becher oder Schalen
Uberfihrt werden, wonach sie umgehend weiter bearbeitet wurden oder in Einzelfallen
bis zur Verwendung kihl (4 °C) gelagert wurden. Fir die Verwendung von
befruchteten Eiern wurden die Eier innerhalb einer Stunde nach Entnahme befruchtet
und anschlieBend noch 3-4 h bei Raumtemperatur (20°C) bebritet.

In Ahrensburg wurden jeweils 3-5 laichreife Tiere 24 h vor den Probenahmen
hypophysiert. Hierfir wurden getrocknete, kleingemorserte und in physiologischer
Salzlésung (0,65%) aufgenommene Karpfenhypophysen intramuskular (Rlcken)
injiziert. Mannchen erhielten als einmalige Dosis 1-2 mg Hypophysenextrakt je kg
Korperfrischmasse. Bei den Zichtern vor Ort (Probensammlung 2015) wurde keine
Hypophysierung durchgefiihrt. Das Karpfensperma wurde durch Abstreifen laichreifer
Mannchen gewonnen. Durch eine leichte Massage der Bauchdecke konnte die
SpermaflUssigkeit aus der Genitalpore gedriickt werden. Das Sperma wurde an der
Pore in 5 ml oder 10-ml-Einwegspritzen aufgezogen.

Beim Abstreifen wurde darauf geachtet, dass die Gameten nicht durch Wasser, Kot,
Urin oder Schleim verunreinigt wurden.

Befruchtung

Befruchtung

Kryokonservierung

. (Einfrier-und
Abstreifen des auf.Eis Auftauprozess)

Spermas

Lagerung

Initiilerung der
Motilitat
(Aktivierung)

Initiilerung der
Motilitat
(Aktivierung)

Messung der

Motilitat Messung der
Motilitat

Abb. 02: Behandlung des Karpfenspermas fiir die Motilitdtsanalyse, Kryokonservierung und
Befruchtung

Das frisch abgestreifte Sperma wurde sofort auf Eis gelagert. Alle weiteren
Spermabehandlungen wurden auf Eis und mit kalten Losungen durchgefihrt. Mit
zunehmender Lagerungsdauer nahm die Aktivierbarkeit der Spermien stark ab. Daher
wurde das nach dem Abstreifen erhaltene Sperma so schnell wie méglich gekdhlt ins
Fraunhofer EMB transportiert und unmittelbar flr die nachfolgenden Versuche
verwendet. Die Kihlung erfolgte dabei mittels einer an die Fahrzeugbatterie
angeschlossenen Kihlbox, die exakt temperiert werden kann (+ 1 °C). Eine ausreichend
gute BelUftung konnte durch die Verwendung von Zellkulturflaschen gewahrleistet
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werden, die mit einem luftdurchldssigen Deckel versehen sind. Diese eigneten sich
hervorragend fiir den Transport.

Motilitat

Zur Testung der Spermienbeweglichkeit wurde 1 pl des frischen oder aufgetauten
Spermas direkt oder versetzt mit einer Immobilisierungsloésung auf einen Objekttrager
platziert und mit 19 pl einer Initiatorldsung (= Aktivierungslosung, s.u.) versetzt. Die
aktivierte Probe wurde unter dem Mikroskop (Zeiss AxioVert) angeschaut und mittels
Stoppuhr die Motilitatsdauer ermittelt. Zusatzlich wurde eine Abschatzung des
prozentualen Anteils der beweglichen Spermien nach der Aktivierung vorgenommen.
Daflr wurden funf Kategorien nach den Empfehlungen der FAO (2012) gebildet, von
unbefriedigend (entspricht <30% Motilitat) bis hin zu sehr gut (entspricht >70%
Motilitat).

Kryokonservierung

Die Qualitat der Spermaproben wurde vor dem Einfrieren wie oben beschrieben
Uberprift. Nur Spermaproben mit hohen Motilitatsraten (>70%) wurden fir
Einfrierversuche verwendet. Die ausgewahlte Spermaprobe wurde anschlieBend erst
mit dem Extender versetzt, fir 10 min auf Eis equilibriert und danach tropfenweise mit
dem Kryomittel versetzt. Nach erneuten 10 min Equilibrierphase wurden die Proben zu
je 250 pl, 500 pl oder 1000 pl Portionen (je nach verfligbarer Menge) in Kryoréhrchen
oder Kryostraws (ca. 15 ¢m lange, strohhalm-ahnliche Kunststoffrohrchen) gefillt. Als
bevorzugte Einfriermethode wurden die Rohrchen auf ein Floss auf flUssigen Stickstoff
in eine Aluminiumwanne gesetzt, sodass die Proben zunachst in der Gasphase des
flussigen Stickstoffs (ca. -50/-60°C) abkuhlen konnten. 10 min danach wurden die
Proben in flissigen Stickstoff (-196°C) UberfUhrt und anschlieBend bis zur weiteren
Verwendung in Stickstofftanks gelagert. Mit Hilfe eines automatischen Einfriergerates
(Controlled Rate Freezer, Fa. Sylab) wurden Proben testweise nach definiertem Profil
(-2°C/min bis 0°C, -1,5°C/min bis -15°C, -6°C/min bis -75°C, Abb. 03) schrittweise
eingefroren und anschlieBend in fllssigen Stickstoff Gberflihrt. Da dies jedoch keine
signifikanten Verbesserungen der Viabilitat und Motilitat der Spermaproben ergab,
wurde aus praktischen Grinden (Platz fir Proben, geringere Kosten, einfachere
Durchfihrung) die zuerst beschriebene Methode bevorzugt. Fir das Auftauen wurden
die Proben aus dem flissigen Stickstoff direkt in ein 40°C warmes Wasserbad Uberfihrt
und fdr maximal 30-45 s aufgetaut. AnschlieBend wurden die aufgetauten Proben
sofort auf Eis gestellt und innerhalb von 10 min die Motilitat und weitere Parameter
bestimmt.
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EINLEITUNG

Temperatre [C)

0 2 4 3 8 10 12 14 16 18 20 2 28 2 28 0 2 3
Tima [min.]
— Chanbor — Sample Act. prog. tomp — Prog. temp

Abb. 03: Einfrierprofil im Controlled Rate Freezer. Gezeigt ist ein Vergleich der Temperatur der
Kammer des Einfriergerats (rote Linie) mit der Temperatur innerhalb des ProbengefiBes
(hellblaue Linie). Der kritische Punkt (Kristallbildung) ist bei etwa -7,5°C erreicht. Hier
wird durch die Eiskristallbildung kurzfristig Warmeenergie frei, die die Temperatur in der
Probe (hellblaue Linie) erhéht. Nahezu deckungsgleich mit der roten Linie sind die
Temperaturanzeigen fiir die einprogrammierte Soll-Temperatur (dunkelblaue Linie) und
die griine Linie der aktuell programmierten Temperatur. Y-Achse: Temperatur in °C, X-
Achse: Zeit in min.
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2 ERGEBNISSE

2.1 Meilenstein 0 — Gewinnung von Karpfenspermien und
befruchteten sowie unbefruchteten Karpfeneizellen

Dieser Meilenstein diente in den ersten Projektjahren der Gewinnung von
Karpfenspermien und Karpfeneiern mit Hilfe des TI-FOE zur Vorbereitung und
Durchflhrung der folgenden Meilensteine. Mit dem TI-FOE wurde zunachst gemeinsam
ein detaillierter Beprobungsplan entworfen, der neben der Gewinnung der Gameten
auch eine moglichst umfangreiche Probendokumentation einschloss (einschlieBlich
Details zu den Elterntieren und dem Behandlungsverlauf). Da Karpfen natirlicherweise,
je nach Verbreitungsgebiet, bei Wassertemperaturen zwischen min. 13°C und max.
20°C in auBenliegenden Gewassern in den Monaten April bis spatestens Ende Juni
laichen, mussten die Karpfen hier fir die Induktion der Laichreife zunachst in
geschlossenen Anlagen an die entsprechenden Temperaturen gewohnt werden. Durch
Veranderung der kinstlichen Tageslangen in diesen Anlagen wurde zusatzlich der
LFrahling” vorgetauscht. Im ersten Berichtsjahr konnten 5 Probenahmen durchgefihrt
werden. Eine erste erfolgreiche Induktion weiblicher Fische wurde Anfang Februar
2013 bei der dritten Probenahme erreicht. Im zweiten Berichtsjahr wurden 8
Probenahmen durchgefiihrt, im dritten Jahr nochmals 5 Probenahmen. Die
Vorbereitung einer groBen Anzahl an Tieren war aufgrund der vorliegenden
Platzverhaltnisse im TI-FOE leider nicht mdglich. Aufgrund der limitierten Probenzahl
wurden im Lauf des Projekts neben dem TI-FOE weitere Kontakte zu anderen,
kommerziellen Fischzlchtern in Norddeutschland hergestellt (z.B. Fischzucht Reese in
Sarlhusen, Fischzucht Grambek in Grambek, Fischzucht Kortmann in Hohenwestedt,
Krebszucht Jeske in Oversee, Fischzucht Hagedorn in Bargstedt). Die Mehrzahl dieser
Zuchter betreibt ausschlieBlich eine natirliche Reproduktion in ihren Fischteichen und
kann somit auBerhalb der Laichsaison nicht an Spermien oder weibliche unbefruchtete
Gameten gelangen. Mit Herrn Jeske von der Krebszucht Jeske in Oversee wurde im Mai
2014 Uber Hypophysierung versucht, die Geschlechtsreife bei Karpfen zu steuern und
unbefruchtete Eier zu erhalten. Von einem Weibchen wurden dabei Eier gewonnen.
Ebenso wurde im Mai Herr Heese an der Teichwirtschaft Aschauteiche besucht, jedoch
konnten keine Eier gewonnen werden. Aufgrund des Mangels an Proben von Cyprinus
carpio wurde deshalb auf den Zebrafisch Danio rerio sowie den Tilapia Oreochromis
niloticus ausgewichen, deren Halterung in der EMB bereits im Rahmen anderer Projekte
etabliert worden war. Anhand dieser beiden Arten wurden die im Antrag
beschriebenen Protokolle weiter ausgetestet und schlieBlich auf den Karpfen
Ubertragen, nachdem 2014 haufiger Proben zur Verfligung standen. Bei insgesamt 18
Probenahmen in Ahrensburg im Zeitraum von 2012-2015 wurden schlieBlich 34
Karpfen-Mannchen sowie 15 Karpfen-Weibchen beprobt. Die beprobten Mannchen
hatten ein durchschnittliches Gewicht von rund 2200 g, die Weibchen lagen bei etwa
2500 g, bei einer Altersstruktur von 3-9 Jahren. Im Durchschnitt gaben die Mannchen
etwa 5 ml Sperma ab, die Weibchen etwa 140 g Eier, wobei einmal auch deutlich mehr
Eier (1260 g) abgestreift wurden. Allerdings wurden in diesem Fall ,nur” 210 g der Eier
mit ins EMB transportiert, der Rest wurde fir Befruchtungen direkt im TI-FOE
verwendet. Die durchschnittliche Spermiendichte lag bei etwa 8,5 x 10° Spermien/ml,
wobei die Standardabweichung sehr hoch war, sie lag etwa bei einer Zehnerpotenz.
Solche starken Abweichungen werden jedoch auch bei anderen Arten, wie etwa dem
Atlantischen Lachs beobachtet (Garber et al., 2015). Exemplarisch zeigt Abb. 04 die
Spermiendichte von 20 Karpfen-Mannchen, die zwischen dem 12.06.2014 und
19.03.2015 beprobt wurden.

Eine wichtige Komponente bei den Probenahmen, insbesondere spater im Projekt bei
den Zichtern, waren die jeweiligen lokalen klimatischen Bedingungen. So waren die
Frdhlingsmonate im Jahr 2014 relativ warm, im Norden Deutschlands fiel jedoch 2014
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im Mittel relativ viel Niederschlag, wahrend es im Suden im Vergleich mit den
Vorjahren zu trocken war. Damit korrelierend waren die Stunden Sonnenschein im
Stden deutlich hoher als im Norden, wodurch die Geschlechtsreifung der Laichfische
eventuell entscheidend beeinflusst wurde. 2015 waren die Temperaturmittel im Norden
deutlich geringer, sodass die Geschlechtsreife der Laichfische sehr spat einsetzte. Dies
hatte auch Folgen fir die Probenahme bei den Zlchtern (sieche Meilenstein 5).

Spermiendichte von 20 Mannchen
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Abb. 04: Variabilitat der Spermiendichte von 20 beprobten Mannchen wéahrend 9 verschiedenen
Probenahmen am Standort Ahrensburg im Projektzeitraum vom 12.06.2014 bis
19.03.2015.

2.2 Meilenstein 1 — Anpassung der
Kryokonservierungsprotokolle von Karpfenspermien

In  diesem Meilenstein sollten existierende Kryokonservierungsprotokolle an
Karpfenspermien erprobt und nach Bedarf angepasst werden. Alle Arbeitsschritte, die
die Gefahr eines mdglichen Kontaktes mit Wasser, Urin oder Faeces bargen, wurden
mit gréBter Vorsicht und Sorgfalt durchgefihrt, um die Qualitat der Spermaproben
nicht negativ zu beeinflussen. Mit den erhaltenen nativen Spermaproben wurden
verschiedene ~ Kombinationen ~ von  Extender  und  Kryoprotektanz  als
Kryokonservierungsmittel —ausgetestet um valide Aussagen zu erhalten. Die
verwendeten Kombinationen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Vergleicht man einschlagige
Literatur zur Kryokonservierung von Karpfenspermien, so existiert eine gro3e Vielfalt an
maoglichen Kombinationen von Zuckerverbindungen oder Salzen als Extender und von
einwertigen oder mehrwertigen Alkoholen sowie organischen Ldsungsmittel (DMSO,
Methanol, DMA) als Kryokonservierungsmittel. Fir die im Projekt vorgesehene
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ERGEBNISSE
Zlchterprobenahme (Meilenstein 5) sollte ein mdglichst einfaches Verfahrensprotokoll

(im Anhang) entwickelt werden, anhand dessen der Einfriervorgang aber verlasslich
und reproduzierbar durchgeflihrt werden konnte. Dabei sollte mdglichst ein einziges
Kroyprotektanz mit einer einzigen Zuckerart als Extender verwendet werden. Aus den
getesteten Kombinationen von Extendern und Kryokonservierungsmitteln (Tab. 1)
wurde die Kombination Kryo 4 gewahlt, die die besten Ergebnisse hinsichtlich Dauer
der Aktivitat der Spermien (bis zu 6 min Aktivitat) und Viabilitat (PI/FDA-Farbung, @
40% viable Zellen) nach dem Auftauen lieferte und zum anderen sehr einfach
herzustellen war. Kryo4 besteht aus 151 mM Sucrose + 93 mM Natriumchlorid + 18
mM Natriumhydroxid + Penicillin/Streptomycin (1:100) + DMSO 10%, bei einem pH
von 7,49 und einer Osmolaritat um 350 mOsmol/kg.

Kryomittel Extender, Zusatz Kryoprotektanz Referenz Tabelle 1:
Getestete Kryomittel. Kryo 1, 2
Kryo 1 Sucrose, NaCl, NaOH DMSO 10% Irawan et al. 2010 und 4 haben unterschiedliche
Extender-Konzentrationen.
In griin unterlegt: im
Kryo 2 Sucrose, NaCl, NaOH DMSO 10% [rawan et al. 2010 Verfahrensprotokoll
verwendetes Kryomittel.
Kryo 3 Sucrose, NaCl, NaOH Methanol 10% Irawan et al. 2010

Sucrose, NaCl, NaOH

DMSO 10%

I[rawan et al. 2010

Kryo 5 Trehalose, NaCl, NaOH DMSO 10% Irawan et al. 2010
Kryo 6 Glucose, Eigelb DMSO 10% Bozkurt et al. 2012
Kryo 7 Glucose, Eigelb Methanol 10% Horvath et al. 2003,
Bozkurt et al. 2012
Kryo 8 Sucrose Methanol 10% Altunok et al. 2004
Kryo 9 Sucrose + Milch DMSO 10% Altunok et al. 2004
Kryo 10 Fructose Methanol 10% -
Kryo 11 Fructose DMSO 10% -
Kryo 12 Sucrose,Manitol, NaCl, NaHCOs, Ethylenglykol Liet al. 2010
KClI, CaCly, MgSQs,, Tris-HC 16%
Kryo 13 NaCl, NaHCOs, KCl, CaCl,, DMSO 10% Kurokura et al. 1984,
MgCl, Warnecke 2002
Kryo 14 Trehalose, NaCl, NaHCOs, KC], DMSO 10% Kurokura et al. 1984,
CaCl, MgCl, Warnecke 2002
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Enorm bedeutend waren zudem die Mischungsverhaltnisse von Extender zu Probe. Hier
konnte ein optimales Mischungsverhaltnis von 1:1 bei dem gewahlten Kryomittel 4
ermittelt werden. Hohere Anteile von Extendern wirkten sich negativ auf die Motilitat
und Aktivierungsrate aus. Nach Testung verschiedener Einfrierprozesse konnte die
Einfrierstrategie mit Stickstoff, wie unter 1.3.2.2. beschrieben, als die beste und dabei
praktischste Methode identifiziert werden. Das bedeutete, dass die Probe nach Erhalt
sofort auf Eis gekihlt gelagert wurde, ehe sie weiter verwendet wurde. Die Probe
wurde zunachst hinsichtlich ihrer Qualitat (Aktivitdt, Anzahl motiler Spermien,
Spermiendichte) bewertet und dann portionsweise mit dem Extender versetzt und 10
min auf Eis equilibriert. Danach wurde das Kryoprotektanz tropfchenweise
hinzugegeben und erneut 10 min equilibriert, ehe die Probe auf ein Floss auf fllissigen
Stickstoff gesetzt wurde (Abb. 05a). Es folgte das Halten der Probe in der Gasphase 2
cm oberhalb des flissigen Stickstoffs fir 10 min und danach das Eintauchen in
flissigen Stickstoff.

Abb. 05: Einfriervorgang und Auftauen von Karpfensperma. a: Die Proben werden auf einem FloB
2 cm lber dem flissigen Stickstoff fiir 10 min in der Gasphase heruntergekiihlt. b: Nach
dem Auftauen war die Spermaprobe bei einigen getesteten Kryomitteln teils fliissig, teils
agglutiniert.

Neben den Einfrierprozessen bereitete vor allem der Auftauvorgang die groBten
Probleme flr eine erfolgreiche spétere Befruchtung. Eingefrorene Spermien wurden
nach 1-7 Tagen aufgetaut und aktiviert. Hier war es sehr wichtig, schnell (d.h.
innerhalb weniger Sekunden) bei 40°C aufzutauen, um die Spermien nicht zu
schadigen. Wird dies beachtet, so lassen sich reproduzierbar gute Ergebnisse erzielen.
Die verwendeten Kryotubes (Volumen 2 ml) wurden hierflr maximal 30-45 Sekunden
im Wasserbad angetaut, die Kryostaws (Volumen 0,5 ml) wurden maximal 10-15
Sekunden angetaut. Danach war der flissige Anteil der Probe sofort zu entnehmen
und zu verwenden. Flir das spatere Verfahrensprotokoll wurden nur Kryotubes
verwendet, da diese eine gréBere Menge Spermaflissigkeit aufnehmen konnten. Einige
getestete Extender (wie z.B. Extender 5) wiesen nach dem Auftauen eine erhdhte
Viskositat auf, wodurch es zu unerwinschten Verklumpungen der Spermien kam
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(Abb. 05b). Dieser agglutinierte Anteil des Spermas reduzierte die Qualitat bzw. den
prozentualen Anteil an vitalen Spermien und war hinsichtlich einer Aktivierung der
Spermien nicht geeignet. Eine in der Literatur empfohlene Bellftung der Spermaproben
nach dem Auftauen fir eine gute Aktivierbarkeit der Spermien (Kopeika et al. 2007) ist
nur bis maximal 5 min zu empfehlen. Das Verfahrensprotokoll sieht allerdings keine
Belliftung der Proben vor, da keine signifikant verbesserte Aktivierbarkeit beobachtet
werden konnte und das finale Protokoll so einfach wie moglich gehalten werden sollte.
Eine leichte Bewegung der Spermien, die nach dem Auftauen haufig beobachtet
werden kann, noch bevor Aktivierungsldsung zugegeben wird, kann durch Zugabe
einer Immobilisierungslésung (ImmoS, nach Warnecke 2002) unterbunden werden, um
einen Energieverlust zu verhindern. In unseren Versuchen kam es bei einzelnen Proben
zwar trotzdem zur Spontanaktivierung der Spermien, diese Proben lieBen sich mit
Aktivierungslosung dennoch vollstandig aktivieren. Eine Langzeit-Kryokonservierung
zeigte keine negativen Auswirkungen auf die Qualitat der Spermien. Auch Uber 2 Jahre
(853 Tage) nach dem Einfrieren konnten Proben wieder aufgetaut und aktiviert
werden.

Insgesamt betrug die durchschnittliche Motilitat von 29 vollstandig getesteten
Spermaproben nach dem Verfahrensprotokoll 92%+19% fir native Spermienproben
und 53%=+28% fur kryokonservierte Proben. Der Box-Whisker-Plot (Abb. 06) zeigt
anschaulich die Verteilung der verschiedenen Proben: der Median bei nativen Proben
lag bei 100%, wahrend das untere Quartil bei 95% lag. Bei kryokonservierten Proben
lag der Median bei 50%, mit 40% fur das untere Quartil und 75% flr das obere
Quartil. Teilt man die erzielten Motilitaten in Kategorien nach den Empfehlungen der
FAO ein, so ergibt sich ein ebenso heterogenes Bild zwischen nativen und
kryokonservierten Proben (Abb. 07). Hier liegen 27 von 29 nativen Proben im sehr
guten Bereich (>70%, @ 4,79 Uber alle Proben), wahrend nur 11 von 29
kryokonservierten Proben im sehr guten Bereich liegen (& 3,52 Uber alle Proben). Die
durchschnittliche Bewegungsdauer nach der Aktivierung, bis zu dem Zeitpunkt, an dem
mehr als 90% der Spermien nicht mehr motil waren, betrug 4:28 min fir die nativen
Proben, wobei die Standardabweichung hier sehr hoch war, und 2:30 min fir die
kryokonservierten Proben. Der Median lag bei 2:05 min (nativ) und 2:30 min (kryo)
(Abb. 08). Hier gab es also hinsichtlich der Dauer der Motilitdt von Spermien keinen
deutlichen Unterschied. Die meisten der Spermienkopfe hatten nach dem
Kryokonservierungsprozess keine sichtbaren Deformierungen, sondern wiesen eine
typische runde Form auf (Abb. 09).

Motilitat von Spermien
1501
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nativ kryo

n=29

Abb. 06: Box-Whisker-Plot der Motilitdt von 29 ausgewahlten Spermaproben vor (nativ) und nach
dem standardisierten Einfrierprozess (kryo). Dargestellt sind die minimalen und
maximalen Werte, die 25% und 75%-Quartile sowie der Median (griiner Balken). Die
Motilitaten wurden durch Beobachtungen am Mikroskop ermittelt.
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Abb. 07: Anzahl der gemessenen durchschnittlichen Motilitaiten nach Kategorien der FAO (2012)
von 29 ausgewdhlten Spermaproben vor (nativ) und nach dem standardisierten
Einfrierprozess (kryo).

Dauer Motilitaten
25-

20-
. . 15-
tin min

10-

. : —
nativ kryo
n=29

Abb. 08: Box-Whisker-Plot von der Bewegungsdauer aktivierter Spermien. Es wurden 29
ausgewahlte Spermaproben vor (nativ) und nach dem standardisierten Einfrierprozess
(kryo) analysiert. Dargestellt sind die minimalen und maximalen Werte, die 25% und
75%-Quartile sowie der Median (griiner Balken). Die Bewegungsdauer wurde durch
Beobachtungen am Mikroskop ermittelt.
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Abb. 09: Aufgetaute Spermaprobe von Mannchen 24. Die meisten Spermienkopfe zeigen keine
Deformierungen sondern eine typische runde Form. 1000-fache VergréBerung.

Die Viabilitatsanalyse  sieben ausgewahlter nativer und  kryokonservierter
Spermienproben wurde mit einem Propidiumiodid-Fluoresceindiacetat (PI-FDA) Assay
durchgefliihrt, der die Unterscheidung von toten (rote Fluoreszenz) und lebenden
Spermien (grine Fluoreszenz) ermdglicht. Die Anteile toter zu lebenden Spermien
lassen Ruckschlisse auf die Qualitat des Spermas zu.

Der PI-FDA Assay wurde zunachst fir den Vergleich einzelner Kryo-Kombinationen
genutzt (Abb. 10) und spater fir den Vergleich von nativem und mit Kryomittel 4
kryokonservierten Sperma herangezogen.

Der Vergleich der verschiedenen Kryomittel zeigte einen deutlichen Unterschied
zwischen einzelnen Kryo-Kombinationen. Wahrend das Kryomittel 4 hohe Anteile an
FDA-positiven Spermienkopfen aufwies (Abb. 10a), wurden bei anderen Kryomitteln,
wie beispielsweise Kryo 12 (Kombination aus Sucrose, Salzen und Ethylenglycol) hohe
Anteile an Pl-positiven Spermien gefunden. Zudem konnte hier eine Aggregatbildung
nach dem Auftauen festgestellt werden, die sich offensichtlich nachteilig auf die
Uberlebensrate der Spermien auswirkte (Abb. 10b, Pfeile).

Abb. 10: Viabilitdit von aufgetauten Karpfenspermien, gemessen (iber PI/FDA-Firbung. a)
Aufgetaute Karpfenspermien in Kryomittel 4. Der Anteil an vitalen, griin leuchtenden
Spermien ist gegeniiber den toten (= roten) Spermien sehr hoch. b) Aufgetaute
Karpfenspermien in Kryomittel 12. Der Anteil an toten Spermien liegt bei mehr als 50%.
Zudem sind deutlich Aggregate von toten Spermien erkennbar (Pfeile).

Der Vergleich von kryokonservierten und nativen Spermien zeigte einen sehr deutlichen
Unterschied in der Viabilitat (Abb. 11): Der Anteil viabler Spermien lag bei den nativen
Proben zwischen 91% und 98%, die Viabilitditen der korrespondierenden
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eingefrorenen Proben der sieben Mannchen lagen mit Raten zwischen 26% und 53%
viablen Spermien wesentlich niedriger.

Aufgrund der langeren Lagerzeit der kryokonservierten Proben von 10-14 Monaten
konnte es hier individuell zu EinbuBen gekommen sein. Bei Proben, die Uber 2 Jahre
gelagert wurden, konnten allerdings noch viele motile Spermien (65% Motilitat)
gefunden werden. Ob und wie die Langzeitlagerung die Viabilitdt der Spermien
beeinflusst, gilt es noch im Detail zu untersuchen. Die Auswertung ist teilweise mit
Schwierigkeiten verbunden, da es bei dem PI-FDA-Assay nicht moglich war, stets die
gleiche Ebene bei den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen einzustellen.
Insofern ergab sich haufig das Problem, dass bereits tote Spermien auf dem
Objekttragerboden zu finden waren, wahrend noch vitale Spermien eher in Ebenen
darUber vorhanden waren. Mit Hilfe der Analysesoftware Image) wurde versucht, diese
Problematik einzudammen.

Insgesamt bestatigen die Ergebnisse aus dem PI-FDA-Assay jedoch die bereits bei den
Motilitdten gefundenen Tendenzen, dass die Anzahl funktionstlichtiger Spermien oft
um mindestens die Halfte reduziert war. Im folgenden Meilenstein wurde deshalb
naher untersucht, ob sich die niedrigeren Raten auch auf die Befruchtungsfahigkeit der
Spermien auswirken.

ERGEBNISSE
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Abb. 11: Viabilitdat von nativen und aufgetauten Karpfenspermien im Vergleich, gemessen liber
PI/FDA-Farbung. Der Anteil an vitalen Spermien von nativen Proben ist gegeniiber den
kryokonservierten Spermien mehr als doppelt so hoch. Mittelwerte von mindestens 3
Proben je Mannchen.

Mit Hilfe des computerbasierten, frei zuganglichen Plug-In CASA (Computer-assistierte
Spermien-Analyse) der Software Image) (Wilson-Leedy and Ingermann, 2007) konnte
bei den Spermaproben eine verbesserte Qualitatsabschatzung durchgefiihrt werden
(Abb. 12). Dazu wurde am Mikroskop (Nikon Ti eclipse, 400-fache VergdBerung) 1
einer Spermaprobe auf einen Objekttrdger Uberfihrt und ein Video von 1 min
aufgenommen. Kurz nach dem Videostart wurde die Spermaprobe mit 19 ul
Wojnarovich-Lésung aktiviert. Eine Bildserie von 200 Einzelbildern aktivierter Spermien
(Sequenz von 10 Sekunden, 2-10 Sekunden nach der Aktivierung) wurde aus der
Videodatei ausgewahlt und in das Programm Image) geladen. Im Programm wurde
zunachst eine Konvertierung in ein 8-Byte-Bildformat durchgefiihrt und basierend auf
einem Ausgangsbild zundchst durch Kontrast und Belichtungszeit die Bildserie so
bearbeitet, dass einzelne Spermienkdpfe nur noch als schwarze Kreise zu erkennen sind
(Abb. 12). Das Hintergrundrauschen wurde Uber die Threshold-Funktion eliminiert. Bei
Aktivierung des Plugins CASA wurde dann ein Sperm Tracker-Fenster aufgerufen, in
dem  verschiedene  Qualitats-Parameter ~ wie  SpermiengroBe,  Dauer  der
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Spermienverfolgung (in Anzahl Bildern), der prozentuale Anteil an motilen Spermien
(MOT, %), kurvilineare Geschwindigkeit (curvilinear velocity, VCL, pum/sec), mittlere
Wegstreckengeschwindigkeit (average path velocity, VAP, um/sec), der Wobbling index
(kennzeichnet  trudelndes Verhalten von Spermien, WOB, %), und die
Bewegungslinearitdt (movement linearity, LIN, %) voreingestellt, beziehungsweise
berechnet werden kdnnen.

s Anshze Plugns Window Help
Aslalal el eefsels ||~

L Spem Tictar

Abb. 12: Dokumentation der Computer-assistierten Spermienanalyse (CASA). Zunachst wird die
Videosequenz der aktivierten Spermien in Graustufen umgewandelt und anschlieBend
weiter bearbeitet (Kontrast/Belichtung), sodass die Spermienkopfe als schwarze Kreise
auf weiBem Hintergrund zu sehen sind. AnschlieBend werden Schwellenwerte festgelegt
(Threshold) und dann das CASA-plugin angewendet (Parameter rechter oberer Kasten).
Als Ergebnis erhalt man die einzelnen nachgezeichneten Wegstrecken der Spermien
sowie Durchschnittswerte von Parametern wie beispielsweise der Motilitit in %.

Aktuelle Veroffentlichungen von Cejko et al., 2013 griffen das Potential von CASA als
weiteres Messinstrument zur Qualitatsbewertung von Karpfenspermien auf. Die dort
angegebenen Werte (82,7% MOT, 50,9-61,0% LIN, 75,4-83,1% WOB, 180 um/sec
VCL und 170 um/sec VAP) wurden als Vergleichswerte herangezogen. Die von uns
ermittelten Werte unterschieden sich allerdings deutlich von den Werten aus der
zitierten Literatur, mit Ausnahme der Daten von Warnecke (2002), die ahnliche
Ergebnisse lieferten. Boryshpolets et al. (2013) untersuchten kirzlich den Einfluss von
unterschiedlichen CASA-Systemen und Auswertesoftware, sowie den verwendeten
Einstellungen (z.B. Bildfrequenz wahrend der Aufnahme, Aufnahmezeit) auf die
erhaltenen Parameter und stellten fest, dass diese selbst bei gleichen Proben stark von
den gewahlten Einstellungen abhangen. Um direkte Vergleiche zwischen
unterschiedlichen Aktivierungsprotokollen ziehen zu kénnen, mussen diese mit exakt
den gleichen Einstellungen und der gleichen Software untersucht wurden. Unter den
flinf von Cejko et al. (2013) getesteten Aktivierungslésungen erwies sich ein Puffer mit
einem pH von 9,0 und einer Osmolaritdt von 200 mOsm/kg als bestgeeignet. Dieser
Aktivierungspuffer wurde mit aufgetauten Spermaproben unter den von uns
gewahlten Einstellungen mit CASA Image) ausgetestet. Auffallig war hier, dass sich vor
allem die vom Programm ermittelte prozentuale Motilitat der aufgetauten Spermien
pro Probe bei jeder neuen Aktivierung sehr stark unterschied (Abb. 13). Der hochste
gemessene Mittelwert fur die Motilitatsrate der Karpfenspermien lag bei 58%.
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ERGEBNISSE
Die Werte fir die VCL und VAP variierten hingegen kaum, die Werte fir die VSL nur in

Einzelfallen. Eine Erklarung fUr die ungenaue Analyse der Motilitaten der Spermien
kdnnte auch hier wieder die bereits beschriebene Problematik der variierenden
Einstellungen am Mikroskop sein. Wird bei einer Messung die Ebene direkt (ber dem
Objekttrager scharf gestellt, befinden sich in diesem Bereich vor allem tote Spermien,
die dementsprechend keine Motilitdt zeigen, bei einer Fokussierung auf eine hohere
Ebene werden vor allem die aktiven Spermien erfasst. Die Ermittlung der
Wegstreckengeschwindigkeiten erfolgt jedoch anhand der beweglichen Spermien und
wird daher unabhangig von der eingestellten Ebene immer ahnliche Werte ergeben.
Daher wurden flr den Vergleich der nativen und kryokonservierten Proben nur die
VCL, VAP und VSL Werte herangezogen. NaturgemaB sind die VCL-Werte am hdchsten
und die VSL-Zahlen (straight line velocity) am niedrigsten.

Da die beiden untersuchten Aktivierungslosungen vergleichbar gute Ergebnisse flr
VCL, VAP und VSL zeigten, wurde das Verfahrensprotokoll an dieser Stelle nicht
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Abb. 13: Kryokonserviertes Sperma wurde mit zwei unterschiedlichen Aktivierungslosungen
behandelt und die Motilitat, kurvilineare Geschwindigkeit (VCL; curvilinear velocity),
mittlere Wegstreckengeschwindigkeit (VAP; average path velocity) und Wegstrecke einer
geraden Linie (VSL; straight line velocity) mit dem CASA-Plugin von ImageJ ausgewertet.
Vor allem die Bestimmung der Motilitat weist extreme Unterschiede auf. Die
fortlaufenden Nummern der Einzelproben sind in der X-Achse dargestellt.

Bisher wird bei der Beurteilung der Spermienqualitdt in der Praxis aus Zeit- und
Kostengriinden, wenn Uberhaupt, hauptsachlich die Motilitdat gemessen, nur in
Einzelfallen werden CASA-Systeme auBerhalb der Forschung eingesetzt. Hier werden
jedoch, wie bereits erwdhnt, verschiedene Systeme verwendet. Um eine spatere
Standardisierung bei der Messung der Spermienqualitat zu ermdglichen, sind nach
unseren Ergebnissen zusatzliche Bestimmungen der Spermiengeschwindigkeiten
wichtig und sollten flr die Beurteilung der Qualitat ebenfalls herangezogen werden.
Um dies in der Praxis umsetzen zu koénnen, bedarf es jedoch der Entwicklung von
einfachen, kostenginstigen und zeitsparenden Gerdten flr die genannten Messungen.
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2.3 Meilenstein 2 — Testen der Qualitat der konservierten
Spermien durch Erzeugung und Aufzucht von Karpfenbrut

In diesem Meilenstein sollten in erster Linie die Befruchtungsraten von
kryokonservierten Spermien kontrolliert werden. Dazu wurden kryokonservierte
Spermien kurz vor der Befruchtung aufgetaut und dann wie native Spermienproben fir
die Befruchtung verwendet. Abbildung 14 zeigt schematisch in Fotos Befruchtung und
Entwicklung eines Eis. Fir die Qualitatsabschatzung wurden die Eier etwa 2 h nach der
Befruchtung kontrolliert und die Anzahl befruchteter Eier und unbefruchteter oder
beschadigter Eier notiert.

unbefruchtetes Ei % Sperma

befruchtetes Einach 30
min

befruchtetes Einach 22 h

Embryo vor Schlupf

Brut

Abb. 14: Fotoschema des Befruchtungs- und Entwicklungsvorgangs. Ein unbefruchtetes Ei wird in
einem Verhéltnis von 1:8.000-200.000 mit Spermien befruchtet. Nach 30 min lassen sich
befruchte Eier deutlich von unbefruchteten/kaputten Eiern unterscheiden, 1-2-Zell-
Stadien sind zu sehen. Nach etwa 1 Tag sind die Embryonen im Somitenstadium, kurz vor
dem Schlupf bewegt sich der voll ausgebildete Embryo schon im Ei. Die Brut ist zunachst
durchsichtig und noch ein Dottersack vorhanden, ehe sie fressfahig wird.

Aufgrund der limitierten Verflgbarkeit an weiblichen Gameten von Cyprinus carpio in
den ersten  beiden  Berichtsjahren  konnten  insgesamt  nur  wenige
Befruchtungsvorgange mit kryokonservierten Spermien durchgefiihrt werden. Es
gelang jedoch, in den letzten anderthalb Berichtsjahren bei 10 Probenahmen
unbefruchtete Eier von 15 Weibchen (zwischen 15 und 550g Eier pro Weibchen) zu
bekommen und 9 Mal Befruchtungsversuche mit verschiedenen eingefroren
Spermaproben durchzufihren. Es wurden verschiedene Proben von Mannchen (nativ
und kryo) mit frischen Eiern verschiedener Weibchen ausgetestet. 2 Stunden nach der
Befruchtung war die Anzahl befruchteter Eier sehr hoch, die Befruchtungsraten lagen
bei 97-99% (Tabelle 2). Die Lagerungsdauer der kryokonservierten Spermaproben
hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Befruchtungsrate. Ein Tag nach der
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ERGEBNISSE

Befruchtung wurden deutlich geringere Zahlen an Uberlebenden Eiern gemessen. So
hatte sich die Anzahl tberlebender Eier mit nativem Sperma von Mannchen 18 und 19
nach 19 Stunden bereits auf 11-22% reduziert. Hierbei ist es wahrscheinlich, dass die
initiale Eiqualitat einen wesentlichen Einfluss auf die Anzahl befruchteter Eier nach der
Befruchtung hat, da beispielsweise Mannchen 19 mit nativem Sperma geringere
Befruchtungsraten aufwies als die kryokonservierte Probe dieses Mannchens. Allerdings
wurden diese Spermaproben zur Befruchtung unterschiedlicher Eier eingesetzt,
wodurch es bei gleicher Spermaqualitdt von nativer und kryokonservierter Probe
aufgrund der Eiqualitat zu unterschiedlichen Befruchtungsraten kommen konnte. Es ist
deshalb wichtig, sowohl die Spermaqualitat als auch die Eiqualitat vor der Befruchtung
zu untersuchen.

In drei Versuchen konnten die Eier dennoch bis zum Schlupf beobachtet werden und
so neben Befruchtungsraten auch Schlupfraten ermittelt werden (Tabelle 3). Die
geschlipften Larven (Abb. 15) wurden an der EMB weiter aufgezogen. Insgesamt
konnten jedoch in den Ansatzen am EMB nur sehr geringe Schlupfraten erreicht
werden, wahrend in parallelen Kontrollansatzen am FOE (nicht gezeigt) die
Schlupfraten deutlich héher lagen. In den anderen Versuchen kam es sowohl im
nativen als auch im kryo-Ansatz nach der zunachst erfolgreichen Befruchtung zu
drastischen Verlusten, sodass kein Embryo bis zum Schlupf beobachtet werden konnte.
Dies kann zum einen mit dem Haltungswasser zusammenhangen, da das Wasser in
LUbeck (14°dH bis zu 20°dH) deutlich harter war als das Haltungswasser in
Ahrensburg, zum anderen konnten auch einige Hirden bei der Befruchtung festgestellt
werden, die einen starken Einfluss auf die Befruchtungsrate bzw. eine nachfolgende
Schlupfrate nehmen koénnen:1.) Der Befruchtungsvorgang muss einem genauen
Schema folgen — Abweichungen in der Reihenfolge oder der Menge eingesetzter
Aktivierungslosung fihren zur Reduzierung der Befruchtungsrate. Hierflir waren
Erfahrungswerte und Hinweise seitens der Zichter und von Herrn Drahotta in
Ahrensburg sehr hilfreich und wichtig. 2.) Die Befruchtung der Eier muss relativ schnell
nach Entnahme der Eier erfolgen — mit langerer Standdauer sinkt die Qualitat der Eier
und damit mogliche Befruchtungsraten. 3.) Insbesondere bei induzierter Laichreife ist
die biologische Varianz nochmals hoher als wahrend der natlrlichen Laichzeit, sodass
haufig selbst nach erfolgreicher Befruchtung unter Umstanden keine weitere
Entwicklung stattfindet.

Abb. 15: Karpfenbrut kurz nach dem Schlupf.
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Ansatz Mannchen + Weibchen Mittelwerte Mittelwerte Anzahl Befruchtungsrate [%] | n
Anzahl Eier befruchteter Eier nach 2h
M18 nativ + W8 500 56* 11,20* 3
M19 nativ + W8 500 108* 21,60* 3
M20 nativ + W9 438 427 97,49 4
M20 nativ + W10 419 407 97,14 2
M21 nativ + W11 646 644 99,69 6
M18 kryo + W8 500 1~ 2,20%* 3
M19 kryo + W8 500 4* 0,80* 3
M19 kryo + W9 405 401 99,01 2
M19 kryo + W10 395 388 98,23 2
M20 kryo + W11 (Ahrensburg-H20) | 669 668 99,85 3
M20 kryo + W11 (Libeck-H20) 654 435 66,51 3
*erst nach 19h bestimmt
Fraunhofer 2810BM024 FRAUNHOFER EMB 2757
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MannchenNr M18 M18 M19 M19 M20 M20
Spermaqualitat / Prozent Mot. nativ/ 100% kryo/ 40% nativ/99% kryo/95% nativ/ 100% kryo/80%
Kryomittel - Ext.1/DMSO - Ext.1/DMSO - Ext.1/DMSO
Equilibrierdauer [min] - 10 min - 10 min - 10 min
Lagerungsdauer [d] - 38 - 38 - 61

beste Motilitatsrate vor Befruchtung | 100 n.d.! 99 95 100 80

VAP [um/s] n.d.* 53 n.d.* 56 n.d.* 56
Befruchtungsrate [%] 11 2 22 98 96 99
Schlupfrate [%]? 1 1 3 0 1 1

*Nicht bestimmt fir die frischen Proben, Vergleichsproben anderer frischer Proben lagen bei 66+2 um/s
! keine Motilitat bestimmt
2 Raten aufgrund von schlechtem Haltungswasser so gering
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Bedingungen und
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2.4 Meilenstein 3 — Anpassung des Protokolls fir den
Kerntransfer in entkernte Karpfeneizellen

In diesem Meilenstein sollte der Prozess des Kerntransfers, also die Entnahme des
Karpfeneizellkerns aus einem Ei und die Ubertragung in eine entkernte Karpfeneizelle
etabliert und nach Bedarf modifiziert werden. Dies wurde mit unbefruchteten
Karpfeneiern vom 28.03.2013 erstmalig getestet. Die Eier waren zunachst noch
inaktiviert, das heiBt, das Chorion war noch sehr weich (Abb. 16a). Erst durch die
Zugabe einer Aktivierungslésung (z.B. Wasser) wird spontan eine zunehmende
Verhartung der Eihille induziert (Abb. 16b). Hier wurde zunachst versucht, die
Eizellkerne inaktivierter wie aktivierter Eier direkt mit dem DNA-Farbstoff DAPI
anzufarben, da bei Cypriniden die Eizellkerne unbefruchteter Eier relativ dekondensiert
(Metaphase 2) vorliegen und sich nicht klar vom Zytoplasma abgrenzen (Sun et al,
2005, Siripattarapravat et al 2009). In beiden Fallen konnte nur eine relativ schwache
Farbung gefunden werden, die eine sichere Lokalisation des Eizellkerns verhinderte.

Abb. 16: Unbefruchtete Karpfeneier in a) eigener Ovarfliissigkeit (inaktiver Zustand) oder in b)
Wasser (aktivierter Zustand).

Aufgrund der geringen und diskontinuierlichen Verfligbarkeit von Karpfeneiern kam es
im AnschluB an diesen ersten Versuch zu Verzdgerungen bei der Umsetzung von
Meilenstein 3. Um die gesetzten Ziele dennoch zeitnah erreichen zu kénnen, wurden
Eier vom Zebrafisch (Danio rerio) und Tilapia (Oreochromis niloticus), zwei Fischarten,
die an der EMB bereits gehaltert im Rahmen anderer Projekte gehaltert wurden, als
Ersatzmaterial zur ersten Erprobung der geplanten Methoden verwendet. Die Eier von
O. niloticus sind zwar deutlich groBer als Karpfeneier, aufgrund ihres opaken Chorions
und der groBen Menge Fetttropfchen im Dotter ahneln sie jedoch Karpfeneiern
strukturell. Daher wurden diese Eier verwendet um die Lokalisation der Eizelle und die
anschlieBende Eizellkernentnahme per Mikromanipulation zu Gben. Es stellte sich sehr
schnell heraus, dass es unmoglich war, die unbefruchtete Eizelle, geschweige denn die
Zellkerne unbefruchteter Tilapia-Eier zwischen den vielen Fett Tropfchen des Eigelbs zu
lokalisieren. Daher wurden als nachstes Zebrafischeier als Trainingsmaterial verwendet.
Diese haben ungefahr die gleiche GroBe wie Karpfeneier (ca.1,2 mm), sind jedoch
komplett durchsichtig und enthalten kaum Fetttropfchen. Leider stellte sich heraus,
dass die Entnahme von einzelnen Eizellkernen sehr kompliziert ist und einen hohen
technischen Aufwand benétigt. Durch die Arbeiten an den Zebrafisch- und Tilapia-Eiern
konnte somit friihzeitig festgestellt werden, dass die geplanten Versuche am
Mikromanipulator zur Entnahme von unbefruchteten Eizellkernen zeitaufwendiger sind
als erwartet.

Daher wurde bereits im zweiten Projektjahr parallel eine alternative Methode zur
Gewinnung von Zellkernen etabliert. Hierfir wurden zunachst Zebrafischeier genutzt,
spater wurde die Methode entsprechend auf Karpfen Ubertragen. Dank der
Vorarbeiten mit den Tilapia- und Zebrafischeiern wurde so friihzeitig eine in der Praxis
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einfach umsetzbare Methode zur Sicherung des weiblichen genetischen Materials
etabliert.

Um die Kerne befruchteter Karpfeneier sicher lokalisieren zu kdnnen, wurden diese erst
mit verschiedenen Fixierungsmethoden (Paraformaldehyd, Formalin) besser fir eine
Kernfarbung zuganglich gemacht. Fir die Farbung selbst wurden sowohl DAPI als auch
Hoechst 33342 als DNA-Farbstoff eingesetzt. Abbildung 17 zeigt die fixierten Eier im
Mehrzell-Stadium (4-bis 32-Zell-Stadium), die fir die Farbung zum Teil dechorioniert
wurden. Aufgrund der starken Eigenfluoreszenz der Eier und der Zellen sind die DNA-
Bestandteile bzw. die Kerne schwer abzugrenzen. Bei dechorionierten Eiern konnten
jedoch kleinere Bereiche gefunden werden, die positiv fir die Farbung waren und sich
vom Hintergrund abhoben. Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelt es sich hierbei um
Kerne, die sich in verschiedenen Stadien der Teilung, vor allem der Metaphase,
befinden. Da sich die Zellen wahrend dieser Entwicklungsphase mit sehr hoher
Frequenz teilen, ist nur ein geringer Anteil der Zellkerne in der Interphase und damit
der Kern mit Kernmembran sichtbar.

Abb. 17: Hoechst-Farbung fixierter befruchteter Karpfeneier. a) Mit Paraformaldehyd (PFA)
wurden die Eier fixiert. b) PFA-fixierte Eier mit Chorion. ¢) und d) Bei einem
dechorionierten und PFA-fixierten Ei sind in den Zellen einzelne Strukturen auszumachen,
wobei es sich um Metaphaseplatten handeln kénnte (Pfeile).

Die in der EMB hergestellten Haltekapillaren und Transferkandlen wurden genutzt, um
Eizellen von zunachst Zebrafischen und spater Karpfen nach den Protokollen von Calvi
und Maisse (1999) und Sun et al. (2005) zu manipulieren. Zunachst wurden die
Fischeier im spaten Blastozystenstadium (etwa 5-6 h nach Befruchtung) in Pronase-
Losung (1 mg/ml Pronase in Fisch Embryo Medium (FEM)) dechorioniert und
anschlieBend der Eidotter von der Blastozyste mit Hilfe von Federstahlpinzetten und
Pipetten getrennt. Dem Protokoll von Calvi und Maisse folgend wurden die Zellen der
Blastozyste danach in Dissoziationsmedium (Ca?*- und Mg?*-freies FEM) gegeben und
20 Minuten inkubiert (Abb. 18).
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Abb. 18: Dissoziierte Zellen von Danio rerio werden mittels Kaniile aufgesaugt. a) Durchlichtbild.
b) Hoechst-Farbung der Zellkerne. Die Hoechst-Farbung verdeutlicht, wo Zellkerne
vorliegen und lasst dadurch Unterscheidungen von Zellen (Pfeilspitzen) zu anderen
Partikeln, wie Dotterresten, Verschmutzungen oder dhnlichem zu (Pfeile). Protokoll nach
Sun et al. (2005). VergréBerungen: 225x.

AnschlieBend wurde der Calciumwert im Medium erhoht und schrittweise 1,4 M 1,2-
Propandiol zum FEM zugegeben. Danach wurde die Suspension in ,Cryostraws”
aufgezogen. Im Einfrierautomaten ,lceCube” wurden die Zellen sukzessive auf -80 °C
heruntergeklhlt und schlieBlich in flissigem Stickstoff eingefroren. Parallel wurden
Zellen direkt in Zellkulturmedium (Dulbeccos modified eagle medium mit 15 %
inhibiertem fotalem Kélberserum) gegeben, auf Zellkulturschalen ausgesat und die
morphologische Integritdt geprift. Dabei zeigte sich, dass Zellen bereits nach kurzer
Zeit begannen, kleine Auslaufer, sogenannte Filopodien (Zellfortsatze) auszubilden.
Zusatzlich wurden Versuche zur Kryokonservierung von vereinzelten Zellkernen mit
frischen Zebrafischeiern durchgefihrt. Das Blastoderm wurde wie bei Calvi und Maisse
(1999) mit Hilfe einer Pipette vom Eidotter getrennt und in Holtfreter-
Dissoziationslosung (Ca?*-freie Holtfreter Losung mit EDTA versetzt) Uberfihrt. Die
Zellen lagen nach etwa 10 Minuten dissoziiert vor, wurden zur besseren Vereinzelung
aber ebenfalls mit einer Pipette resuspendiert. Die Zellen wurden dann in einer
Glaskanle vorsichtig hin-und her pipettiert, bis sie aufplatzten und den Kern entlieBen
(Abb. 19).
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Abb. 19: Zwei unterschiedliche Zellen werden in eine Glaskapillare aufgenommen und zerplatzen
dort (Pfeile, a und c). Dadurch wird der Zellkern frei und ist im Mikroskop durch die
Hoechst-Farbung nachweisbar (Pfeile, b und d). VergréBerungen: 225x.

Glaskandlen, die einen einzelnen Kern enthielten wurden eingefroren und sollten nach
dem Auftauen hinsichtlich der Viabilitdt der Kerne untersucht werden. Allerdings
konnten nach dem Auftauen die Kerne nur sehr selten wiedergefunden werden (Abb.
20), sodass ein Transfer vieler Kerne in entkernte Eizellen nicht praktikabel war. Fir die
praktischen Anwendungen in diesem Meilenstein ergab sich dadurch eine Fokussierung
auf die Kryokonservierungsmethode nach Calvi und Maisse (1999), die anschlieBend in
Meilenstein 4 umgesetzt wurde. Hierbei wurden Zellen von befruchteten Karpfeneiern
ab dem spaten Blastula-Stadium bis hin zu frihen Somitenstadien (8-Somiten)
eingefroren. Hier liegt der Vorteil darin, dass stets einige tausend Zellen eingefroren
werden und damit genligend Zellen fir einen spateren Transfer zur Verfligung stehen.

Abb. 20: Vorbereitung von dechorionierten Zebrafischeiern im Blastula-Stadium fiir den
Kerntransfer. a) Bei den dechorionierten Eiern muss die Zellmasse (Pfeile) vom Eidotter
(Sterne) getrennt werden, damit die Zellen iliber die Glaskaniile aufgenommen und
eingefroren werden kénnen (b). ¢) Wiedergefundene Kerne aus der Kaniile kdnnen nach
dem Auftauen liber Propidiumiodid angefarbt werden.
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2.5 Meilenstein 4 — Optimierung eines
Kryokonservierungsprotokolls fur befruchtete und
unbefruchtete Kerne aus Karpfeneizellen und Testen der
Qualitat der konservierten und transferierten Eizellkerne durch
Erzeugung und Aufzucht der befruchteten Eizellen

Dieser Meilenstein war zur verstarkten Recherche im Bereich der Entwicklung neuer
Protokolle zum Kerntransfer von Eizellen und der Etablierung des Kerntransfers als
Methodik vorgesehen. Dazu wurden zunachst embryonale Zellen des Zebrafisches
(Danio rerio) im Blastula- bis Somitenstadium durch das Protokoll von Calvi und Maisse
(1999) vereinzelt und eingefroren. Die Zellkerne mussen flr den Transfer und das
Einfrieren von Verunreinigungen wie Zytoplasma und Dotterresten weitestgehend
befreit sein. Zusatzlich werden beim Einfrierprozess stets gréBere Mengen an
Zellkernen benétigt, da beim Transfer in und aus KryogefaBen einige Kerne verloren
gehen kénnen. Um eine gréBere und saubere Menge an Zellkernen gewinnen und
verarbeiten zu koénnen, wurde an der Fraunhofer EMB daher ein neues Protokoll
etabliert. Dabei werden Eier vom Zebrafisch und vom Karpfen zunachst im
befruchteten Blastulastadium mittels Enzymbehandlung (Pronase) vom Chorion befreit.
Die dechorionierten Eier werden anschlieBend homogenisiert und die erhaltene Zell-
Dotter-Suspension Uber einen Zentrifugationsschritt getrennt. Die Zellsuspension (Abb.
21) ist damit von ersten Verunreinigungen befreit und kann bei Bedarf Gber weitere
Zentrifugationsschritte aufgereinigt werden.

Abb. 21: Zellsuspension nach Dechorionierung und Homogenisierung von Karpfeneiern.
VergréBerung 320x.

Die Viabilitdt der noch vollstindigen Zellen nach der Zentrifugation wurde mittels
PI/FDA-Farbung bestimmt. Zu einem GroBteil konnte die Viabilitat der Zellen erhalten
werden (Abb. 22), sodass sich diese Methode als geeignete Vorarbeit flr einen
spateren Kerntransfer eignen wirde.
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Abb. 22: PI/FDA/DAPI-Farbung von eingefrorenen und wieder aufgetauten Karpfeneizellen. Der
GroBteil der Zellen ist nach dem Einfrieren noch vital erhalten (FDA-positiv, griine
Fluoreszenz). Einige wenige Zellen sind tot (Pl-positiv, rote Fluoreszenz).

Um neben der Viabilitdt auch den Erhalt einer Funktionalitat der eingefrorenen Zellen
zu prifen, wurden die aufgetauten Zellen in Zellkulturschalen kultiviert und
beobachtet. Hierbei konnte festgestellt werden, dass die Zellen nach einem Tag an der
Oberflache der Zellkulturschale anhafteten und Filopodien bildeten (Abb. 23). Dies
kann als Beweis flr eine aktive Migration durch den Umbau von Aktinfilamenten
innerhalb der Zelle gedeutet werden, und zeugt somit von der Fahigkeit der Zelle, sich
nach dem Auftauen bewegen und spater vermutlich auch teilen zu kénnen.

Abb. 23: Aufgetaute Karpfeneizellen ein Tag nach der Aussaat in einer Zellkulturschale. Die
Vitalitat und erhaltene Funktionalitdt wird hier durch das Anwachsen der Zellen und der
Ausbildung von Zellauslaufern auf der Zellkulturplastik deutlich.

Um die Aufreinigung der Zellen so weit zu treiben, dass einzelne Zellbestandteile
(Kerne, Mitochondrien) voneinander getrennt werden, wurden die in Suspension
befindlichen Zellen in einem weiteren Verfahren lysiert und erneut zentrifugiert. Dabei
wurden groBere Zellkompartimente wie die Zellwand abgetrennt. Das Pellet bestand
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nur noch aus Zellkernen und kleineren Zellbestandteilen, wie z.B. Mitochondrien. Um
diese Bestandteile voneinander zu trennen, wurde mit Hilfe eines Sucrose-Gradienten
eine Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) durchgefihrt. Dabei sollten sich die
verbliebenen Zellbestandteile, ihrer jeweiligen Dichte nach sortiert, in verschiedenen
Schichten des Gradienten ansammeln, wobei sich die Zellkerne als schwerste
Kompartimente zwischen den untersten Sucrose-Schichten befinden. Die oberen
Schichten kénnten demnach abgesaugt werden. Wie in Abbildung 24 dargestellt,
konnten die Eizellkerne von den restlichen Zellbestandteilen getrennt werden, klebten
jedoch durch die Sucrose zusammen. Da dies weitere Aufreinigungsschritte bedeuten
wurde und das gesamte Protokoll bereits sehr komplex ist, wurde im Hinblick auf ein
maoglichst einfach zu handhabendes Protokoll die DGZ als einzusetzende Methode im
folgenden Meilenstein nicht weiter verfolgt, sondern das Protokoll nach Calvi und
Maisse (1999) verwendet Dank der Vorarbeiten mit Zebrafischeiern konnte dieses
Protokoll sofort bei Verfligbarkeit von frischen Karpfeneiern auf die Zielart Gbertragen
werden.

Abb. 24: Hoechst-Farbung von Eizellkernen eines dissoziierten befruchteten Zebrafischeis
(Blastula-Stadium) nach der Dichtegradientenzentrifugation. Die Eizellkerne sind in einer
groBeren Sucrose-Masse verklebt. VergroBerung 400x.

Fir die Erreichung des Ziels unbefruchtete Eizellkerne zu erhalten hatte ein neues
Protokoll mit unbefruchteten Eiern etabliert werden missen, da wie oben beschrieben
die hierfir eigentlich vorgesehenen Methoden nicht anwendbar waren. Hier sind
weitere Arbeiten notig, die im Rahmen des Projektes jedoch nicht mehr bewerkstelligt
werden konnten. Insbesondere ist es ein enormer zeitlicher Aufwand (lang andauernde
Schulung zur sicheren Lokalisation der Eizellkerne, hoher handischer Aufwand mit
technischen Hilfsmitteln) bis die Technik beherrscht wird. Die diskontinuierliche
Verfligbarkeit von Karpfeneiern erschwerte zusatzlich die ausreichende Menge an
Wiederholungsversuchen, sodass meist nur ein Versuch pro Probenahme maoglich war.
Im Frihjahr 2015, der letzten Saison wahrend der Projektlaufzeit in der Eier erhaltlich
waren, wurde ferner dem Meilenstein 5 die hochste Prioritat zugeteilt. Hierbei war das
oberste Ziel die Sicherung der genetischen Information, welche durch die
Kryokonservierung der Zellen aus befruchteten Karpfeneiern erreicht werden konnte.
Nach Beendigung des Meilensteins 5 standen keine weiteren Karpfeneier zur weiteren
Bearbeitung der unbefruchteten Eier mehr zur Verfligung (Ende der Saison). Aus
demselben Grund konnten die Teilbereiche Transfer und Qualitatsabschatzung durch
Erzeugung und Aufzucht der befruchteten Eizellen nicht mehr bearbeitet werden, da
hierfir ebenfalls frische Eier hatten entkernt und verwendet werden missen.
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2.6 Meilenstein 5 — Gewinnung von Spermien und
Eizellkernen von erhaltenswerten Karpfenrassen und deren
Kryokonservierung

Der letzte Meilenstein diente der Sammlung von Karpfengameten und deren
Kryokonservierung nach den zuvor etablierten Protokollen. Hierzu sollten maoglichst
viele Zlchter in Deutschland zur Mitarbeit bewogen werden. Zunachst sollten
diejenigen Stamme prioritar behandelt werden, die in einem vorigen vom BMELV
geforderten Projekt als besonders erhaltenswirdig eingestuft wurden (Muller-Belecke
et al., 2009). Um eine breite genetische Vielfalt zu gewahrleisten, sollten méglichst aus
jedem der in der Studie beschriebenen Cluster idealerweise drei, jedoch mindestens ein
Karpfenstamm beprobt werden. Da keine genetischen Untersuchungen vorgesehen
waren, konnte die Cluster-Zuordnung nur aufgrund der geografischen Lage vermutet
werden. Sicherlich sind Stamme der Cluster 1 (,fuhrt vornehmlich die sachsischen
Karpfenbestande zusammen”, aus Miuller-Belecke et al. 2009) und 2 (,beinhaltet
vornehmlich hochriickige, bayrische Karpfenbestande”, aus Muller-Belecke et al. 2009,
Beispiel Herkunft Aischgrund) unter den beprobten Betrieben. Ob das kleine Cluster 3
(Herkunft Aischgrund) erfasst wurde, kann aufgrund der Anonymisierung in beiden
Projekten nicht genau abgeschatzt werden. Das kleine Cluster 4 kann allerdings
aufgrund der geografischen Angabe im Bericht (,Bestande aus dem Osnabrlcker
Raum”, aus Muller-Belecke et al. 2009) eher ausgeschlossen werden. Von den 113 in
2009 aufgeflhrten Zuchtbetrieben mit Laichfischbestanden (Muller-Belecke et al. 2009)
wurden mit Hilfe der Bayerischen Landesanstalt fir Landwirtschaft und Fischerei (IFl, Dr.
Wedekind) und der Sachsischen Landesanstalt fur Landwirtschaft, Referat Fischerei (Dr.
Fillner) insgesamt 78 Betriebe in Bayern und 30 Betriebe in Sachsen sowie 2 Betriebe in
Schleswig-Holstein und je 1 Betrieb in Baden-Wirttemberg, Brandenburg und
Niedersachsen identifiziert, angeschrieben und schriftlich oder per Telefon kontaktiert.
Insgesamt gab es 1/3 an Ricklaufern, sodass trotz mehrmaligen Kontaktierens und
Bekanntmachungen Uber Tagungen (Dr. Rakers in Starnberg und Blsum, Dr. Gebert in
Kénigswartha) nur 11 Zlchter flr die Probenahme gewonnen werden konnten.
Vielfach wurde als Grund der Ablehnung seitens der Zlchter genannt, dass keine
eigenen Nachzuchten generiert werden, die Zahl der Nachzuchtbetriebe seit 2009 also
weiter geschrumpft ist. Dennoch war die Zahl an Zichtern fir den zeitlichen Rahmen
der Probenahmen (natlrliche Karpfenreife im Jahr 2015 von Ende April bis Mitte Juni)
und die geplanten Arbeiten angemessen, da es insbesondere im Norden im Frihling
2015 nicht warm genug wurde um eine Reifung der Elterntiere zu induzieren und sich
daher Termine immer wieder verschoben. Hierbei wurde der Einfluss der lokalen
Bedingungen sehr deutlich. Die erste Probenahme konnte bereits Ende April in Bayern
durchgefliihrt werden, da sich die Teiche aufgrund der warmen Bedingungen friih
aufwarmten. Im Norden waren insbesondere die Monate Mai und Juni vergleichsweise
kihl, sodass sich die Laichreife der Tiere stark verzogerte. Bei einem Zichter in
Schleswig-Holstein konnten aus diesem Grund gar keine Proben gewonnen werden.
Insgesamt standen im gesamten potentiellen Laichreife-Zeitraum etwa 60 Tage zur
Verfligung. Pro Zlichter wurden 2 Tage Probenahme veranschlagt, sodass bei idealem
Ablauf ohne Pause maximal 30 Zlchter hatten besucht werden kdnnen. Da es aber
durch verschiedene Grinde (Wetterlage und -veranderungen, Tiere laichen nicht ab,
Wege zwischen den Zlchtern teilweise sehr lang, hohes Verkehrsaufkommen,
technische Probleme, etc.) zu Verzdgerungen im Ablauf kam, muss hier kinftig
ebenfalls eine Pufferzeit eingebaut werden, sodass nach unserer Einschatzung in
Zukunft maximal 15 Zichter pro Laichsaison mit dem geplanten Personalaufwand (1
Fahrer, 1 Wissenschaftler, 1 technischer Angestellter) besucht werden kénnen. Durch
die Einplanung des mobilen Labors konnte etwas Pufferzeit eingespart werden, da die
Proben immer direkt vor Ort ohne Zeitverluste verarbeitet werden konnten. Mit den
kooperierenden Betrieben wurden MaterialUberlassungsvereinbarungen getroffen, in
denen die weitere Verwendung der Proben geregelt wurde. Demnach bleibt der
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Zlichter Eigentimer seiner Proben, er stellt jedoch die Halfte der Proben fir
wissenschaftliche Forschungszwecke an der EMB zur Verfligung. Er kann fir die Dauer
des Projektes und dariber hinaus jederzeit Zugriff auf seine Proben nehmen. Die EMB
wird die Proben, solange es mdglich ist und Kapazitaten vorhanden sind, innerhalb
ihrer CryoBrehm-Zellbank aufbewahren.

Uber ein kleines Datenblatt wurden durch Interviews mit den Zichtern am Tag der
Probenahme weitere Informationen zum Betrieb generiert. So lag die GroBe der
gehaltenen Laichfischbestande bei Stlickzahlen zwischen 20 bis 1000 adulten Tieren.
Die 5 Laichfische von Zichter DSHO1 (Tab. 4) sind lediglich Restbestande, die nur noch
nach Bedarf eingesetzt werden. Die Zuchtbetriebe wiesen eine recht unterschiedliche
Betriebsstruktur auf, wobei es sich meistens um eher kleine Betriebe mit Karpfenzucht
als Nebenerwerb und kleiner Teichfliche handelt. Nur ein besuchter Betrieb fihrt die
Karpfenteichwirtschaft im Vollerwerb. Die Teichflachen der Betriebe reichten von 1,6
ha bis hin zu 1500 ha (Tab. 4). Genauere Angaben Uber die Basispopulation der
Laichfischbestande wurden nicht erhoben. Der GrofBteil der Zichter verflgte jedoch
Uber ein viele Jahre angesammeltes Know-how zur Bewirtschaftung der von ihnen
gehaltenen Karpfen. Haufig wurden auch die beprobten Laichfischbestande bereits seit
Jahrzehnten im Betrieb gehalten. Aufzeichnungen zu bestimmten Linien oder anderen
zuchtrelevanten Informationen wie Zlchtungsarbeit oder Zuchtfortschritt konnten
jedoch nicht eingesehen werden, oder werden vom Zichter nicht durchgefihrt. Ebenso
wurde wahrend der Probenahmen deutlich, dass es fir den Ziichter meist ausreichend
war nur wenige Laichtiere zu verpaaren, da bei Karpfen sehr hohe Nachkommenzahlen
generiert werden kdénnen. So wurden in vielen Fallen nur 1-2 Rogner mit einigen
Milchnern verpaart. Die nach allgemeinen Zichtungsempfehlungen (FAO 1981,
Hallermann 2003) aufrecht zu erhaltenen effektiven PopulationsgréBen von mindestens
50 Individuen wurde deswegen haufig nicht erreicht. Meist gaben die Zliichter an, aus
wirtschaftlichen Grinden keine groBe Zahl an Laichfischen vorhalten zu kdénnen. Dies
deckt sich mit den gefundenen Aussagen der Erhebung von Miiller-Belecke et al.
(2009).

Von den elf Laichfischbestanden waren 9 Bestande ausschlieBlich mit Spiegelkarpfen
besetzt, nur zwei Betriebe wiesen neben Spiegelkarpfen noch Schuppenkarpfen
(Wildkarpfen) als Laichfischbestande auf.

Nummer Anzahl Laichfische Teichflache in ha Cluster
(geografisch*)

DBYO02 30-40 k. A. 2

DBYO03 ca. 120 18 2

DBWO01 10-20 40 keine Zuordnung
DSNO1 100 132 1

DSNO02 120 250 1

DSNO04 20 3,5 1

DBBO1 1200 1500 1

DSHO01 5 1,6 2

DSH02 k. A. 20 2

DNIO1 10-20 86 2

*vermutete Zuordnung des Clusters nach geografischen Angaben aus Miller-Belecke et al. 2009
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Bis auf eine Probenahme bei einem Zlichter in Schleswig-Holstein konnten bei allen
Zuchtbetrieben Proben von maénnlichen Laichfischen gewonnen werden. Insgesamt
konnten somit von 77 unterschiedlichen Mannchen 453 Einzelspermaproben generiert
und kryokonserviert werden (Tabelle 5). Bei der Halfte der Probenahmen lieBen sich
keine weiblichen Gameten gewinnen und bei einer Probenahme in Niedersachsen kam
es zudem durch einen Stromausfall zu einem Verlust von weiteren Proben zweier
Weibchen, sodass nur 7 Weibchen insgesamt fir die Kryokonservierung zur Verfligung
standen. Gameten dieser Weibchen, darunter auch ein Schuppenkarpfen-Weibchen,
wurden im mobilen Labor mit frischen Spermien befruchtet und Zellen 18 h nach der
Befruchtung (friihes Somitenstadium) nach dem etablierten Protokoll eingefroren (Abb.
25). Somit konnten insgesamt 42 Einzelproben weiblicher Eizellkerne im CryoBrehm
eingelagert werden. Bis auf den Zuchtbetrieb DBWO1 wurden jeweils nur eine
Zuchtlinie pro Zlchter (mit mehreren Mannchen) beprobt. DBWO1 wies neben einer
Spiegelkarpfenlinie noch eine Schuppenkarpfenlinie auf. Insgesamt konnte somit das
Ziel, mindestens einen Stamm pro Cluster in 25 Einzelproben zu kryokonservieren fir
die Cluster 1 und 2 fur die Spermaproben realisiert werden. Ob sich unter den
beprobten Betrieben auch der Betrieb aus Cluster 3 befand, kann nicht abschlieBend
beurteilt werden, da eine genetische Analyse nicht vorgesehen war. Flr das Cluster 4
kann die MaBgabe aufgrund der geografischen Angabe in Mller-Belecke et al. (2009)
ausgeschlossen werden. In unserem Vorhaben war kein Betrieb aus dem Osnabriicker
Raum beteiligt. Aus Ermangelung an weiblichen Individuen konnte das Ziel 25
Einzelproben an Kernen einzulagern fir keines der Cluster erreicht werden.

e e e
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Abb. 25: Dechorionierung und Zellvereinzelung nach Calvi und Maisse (1999). a) Schuppen- und b)
Spiegelkarpfen 18 h nach der Befruchtung. Beide Eier sind im Somitenstadium. Die Eier
wurden18 h nach Befruchtung mittels des Enzyms Protease dechoriniert (c) und
anschlieBend in Embryomedium ohne Calcium und Magnesium dissoziiert. d) Die Zellen
(Pfeile) wurden durch Zentrifugieren von den Fetttropfen (Pfeilspitzen) des Dotters
getrennt und anschlieBend eingefroren.
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Ziichter Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Proben Tabelle 5:

Mannchen Spermaproben Weibchen Eizellkerne Daten zur Beprobung
bei den

DBY02 12 55 1 6 Zuchtbetrieben

DBY03 10 68 1 6

DBWO1 10 72 3 9

DSNO1 5 30 - -

DSNO02 10 65 1 18

DSNO04 10 34 - -

DBBO1 10 78 - -

DSHO01 3 10 - -

DSH02 - - - -

DNIO1 7 41 1 3

Gesamt 77 453 7 42
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2.7 Uber das Projekt hinaus relevante Erkenntnisse

Durch Gesprache mit den Zichtern vor Ort koénnen an dieser Stelle einige
Einschatzungen zu Entwicklungen und Trends in der deutschen Karpfennachzucht
gegeben werden:

Die Karpfenteichwirtschaft ist gepragt durch ihre regionale Fischerzeugung und
Verarbeitung vor Ort und wird hierfir von den Verbrauchern sehr geschatzt. Die
Teichwirte identifizieren sich mit dieser Regionalitdt und schaffen durch ihre sehr
nachsichtige und nachhaltige Zucht einen in der Offentlichkeit meist unterschatzten
kulturhistorischen Wert. Jedoch Uben globale und mit steigender Intensitat verlaufende
Konzentrationsprozesse in der Agrarwirtschaft ihren Einfluss sehr deutlich auch auf die
Karpfenzucht aus. Bei der starken Konkurrenz aus Fernost und dem damit
verbundenen Preisdruck sind héhere Absatzmengen nicht zu erwarten.

Im Bereich der Karpfenteichwirtschaft ist die Entwicklung eher stagnierend bzw. sogar
ricklaufig. Viele der Karpfenzlchter, die noch Laichfische vorhalten, sehen sich
zunehmend mit unglnstigen Rahmenbedingungen konfrontiert. Diese sind
insbesondere durch Naturschutzauflagen, das teils abnehmende Interesse an Karpfen
als Speisefisch und regional durch das Auftreten von Fischkrankheiten (u.a. Koi-Herpes-
Virose, v. a. in Sachsen) bedingt, andererseits wird die Aufzucht eigener Brut aus
O6konomischen Aspekten haufig eingestellt oder zum Teil nur noch aus rein
wissenschaftlichem Interesse durchgefihrt. Vielfach verschlimmern auch Schaden
insbesondere durch RauberfraB durch fischfressende Vogel wie Kormorane und
Graureihern sowie durch Fischotter die wirtschaftliche Situation der Zichter, die
versuchen, diesen Verlusten durch Bruthduser oder regulierten Abschuss
entgegenzuwirken. Neben der insgesamt schwierigen wirtschaftlichen Situation der
Karpfenteichwirtschaft fiihren diese genannten Probleme mittlerweile zur Aufgabe von
Betrieben bzw. von Betriebsteilen.

Deshalb wird es vermutlich in den kommenden Jahren einen weiteren Rickgang an
Karpfensatzbetrieben mit eigenen Nachzuchten geben. In den Regionen Aischgrund,
Lausitz und Holstein konnten wir jedoch als regionale Ausnahme erleben, dass die
Karpfenzucht integraler Bestandteil der regionalen Identifikation ist. Dies wird nicht
zuletzt durch die erfolgreiche Vermarktung im Rahmen der g.g.A. (geschitzte
geografische Angabe) von Aischgrinder, Oberpfadlzer und Holsteiner Karpfen
vermittelt. Doch auch hier sind viele Zlchter auf die Erzeugung von Nebenfischen in
Karpfenteichen angewiesen, um wirtschaftlich bleiben zu kénnen.

Daher ist durch dieses Projekt nicht nur ein wichtiger Beitrag zum Erhalt der bisher
vorhandenen Laichfischbestande geleistet worden, vielmehr zeigte sich das Potenzial
der Kryokonservierung fir kinftige Zuchtziele (verschiedenster Rassen) zur Steigerung
der Leistungsfahigkeit und Qualitat der Nutzfische. Seitens der Zlchter wurde auch
nach Madglichkeiten der Kryokonservierung weiterer Arten (u.a. Schleie, Zander)
gefragt. Hier gibt es weiteren Bedarf, auch jetzt schon zu Zichtungszwecken
zumindest Sperma einzufrieren. Durch die Kryokonservierung kénnen Beschrankungen
durch unterschiedliche Laichzeiten der einzelnen Bestande uberwunden werden und
gentgend Nachkommen fir die dauerhafte Aufrechterhaltung effektiver
PopulationsgroBen aufbewahrt werden.

Weiterhin sind wahrend der Projektlaufzeit weitere, internationale Kooperationen
entstanden, die sich vor allem auf die Maoglichkeiten zur Standardisierung der
Kryokonservierung von aquatischen genetischen Ressourcen (EU-COST AQUAGAMETE)
und die Erforschung des Kerntransfers somatischer wie embryonaler Kerne in Fischeier
beziehen. Im Rahmen einer Short-Term Scientific Mission von Dr. Sebastian Rakers an
das INRA in Rennes, Frankreich konnten erste internationale Zusammenarbeiten auf
diesem Gebiet gestartet werden. Hier soll kinftig die Zusammenarbeit intensiviert
werden, wobei als Forschungsobjekte neben dem Karpfen Goldfische und Zebrafische
in Frage kommen. Die Europaische Kommission sieht die Kryokonservierung von
Keimgewebe nicht nur als natzliches Werkzeug zur Erhaltung und dem Management
genetischer Diversitat an, sondern auch als Maoglichkeit zur Re-Etablierung von
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Zuchtlinien. Dabei ist das Einfrieren von Sperma eine kosteneffiziente Methode um
genetische Variation zu sichern (European Commission, 2013). Um die
Kryokonservierung als Methodik zu verankern, mussen jedoch mehr &konomische
Informationen einflieBen. Die Kosten und Nutzen von Kryokonservierung zur
Bewahrung von bedrohten und gefahrdeten Arten zu evaluieren, birgt ein groBes
okologisch-6konomisches Potential (Caffey und Tiersch, 2012).

ERGEBNISSE
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3 Konsequenzen fiir ein sich anschlieBendes
weiteres Vorhaben

Die Grundlagen fir den Aufbau der erweiterten Zellbank sind innerhalb der
dreijahrigen Laufzeit des Modell- und Demonstrationsvorhabens geschaffen worden
und haben darlber hinaus Bestand. Erste Kooperationsvereinbarungen mit Zichtern,
Forschungs- und Netzwerkpartnern garantieren die Zusammenarbeit Uber das Ende der
Projektlaufzeit hinaus. Der Abschluss weiterer bilateraler Vereinbarungen ist aufgrund
der internationalen Kooperationen zu erwarten. Die Erhaltung seltener Karpfenstamme
und weiterer, bestandsgefdhrdeter Rassen bendtigt jedoch konsequente und
dauerhafte MaBnahmen. Dazu muss auch fir den Zlchter die Haltung von Laichfischen
wieder attraktiv. werden. Aus Sicht der Kryokonservierung kénnte hier durch eine
bundesweite Zlchterberatung und dem Angebot einer Ziichterreserve beigetragen
werden. Durch den intensiven Austausch von Zlchtern, Fischereiverbanden und —
behorden und den Forschungsinstituten ware es moglich, ein zeitgemaBes
Erhaltungszuchtprogramm seltener Karpfenlinien (dhnlich dem Erhaltungsprogramm
seltener Nutztierrassen, z.B. die GEH) zu initiieren. Dabei kann die erweiterte Zellbank
flr Karpfenstdmme als Grundlage dienen.

Die langfristige Absicherung der fir den Fortbestand einer Zellbank zu leistenden
fachlich-inhaltlichen Arbeiten kann nur durch die Unterstlitzung des CryoBrehm und
die Verstetigung einer Forschungsstelle im CryoBrehm gewahrleistet werden. Die
kinftige monetare Unterstlitzung der Forschungspartner und Zlchter Gber 6ffentliche
Mittel ist durch den Charakter der GemeinnUtzigkeit ihrer Arbeit in Bezug auf die
Erhaltung aquatischer genetischer Ressourcen gerechtfertigt und fir die dauerhafte
Sicherstellung der am Standort Libeck zu leistenden Erhaltungs- und
Dokumentationsarbeiten ~ notwendig.  Ebenso  sollten  die  entstandenen
Netzwerkstrukturen flr kinftige Arbeiten erhalten bleiben. Die Pflege der zurzeit sehr
guten Zlchterkontakte bildet die Basis flr eine erfolgreiche Erhaltungsarbeit. 11 von
vermutlich noch rund 90 Zlchtern sind bereits integriert, in Folgeprojekten konnten
sicherlich aufgrund der positiven Erfahrungen in diesem Projekt weitere Zlchter
gewonnen werden.

Wichtige MaBnahmen in der Zukunft wdéren die Durchfihrung bundesweiter
Zlchterworkshops zum Thema Sicherung aquatischer genetischer Ressourcen, um die
Zlchter einerseits umfassend Uber die Technologien zu informieren und andererseits in
die Umsetzung angepasster Sicherungsprogramme wie beispielsweise die Schaffung
einer , Nationalen Kryoreserve” zu integrieren.

Die seit vielen Jahren bestehende Kontinuitdt der Strategie des Sammelns und
Bewahrens verschiedener Wildtierproben und der praktizierten Nutzungsarbeit fir
Stamm- und Progenitorzellen der Zellbank CryoBrehm bildete die essenzielle Grundlage
fir die im Rahmen des Modellvorhabens erzielten Ergebnisse zur Bewahrung der
biologischen Vielfalt der Karpfenstamme ex situ.

Die Aktivitditen konnen bei entsprechender Forderung intensiviert und ausgeweitet
werden, sodass weitere, auch andere Fischarten innerhalb des CryoBrehm archiviert
werden koénnten. Bestrebungen fiir eine Zellbank aquatischer genetischer Ressourcen
gibt es national wie international (z.B. EU-COST AQUAGAMETE). Es ware daher ratsam,
die Anstrengungen konstruktiv auf verschiedenen Ebenen zu blindeln. Verbindliche
Vereinbarungen zwischen Zichtervereinigungen und Besamungsorganisationen sowie
weiteren Beteiligten (Wissenschaft, Verwaltung) waren nétig, um eingelagertem
Material (Sperma, Embryonen, Eizellen bzw. somatischen Zellen) den Status einer
.Nationalen Kryoreserve” zu verleihen.
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Konsequenzen fiir ein sich
anschlieBendes weiteres

Die Ergebnisse der Forschungsarbeiten zur Erhaltung der Karpfendiversitat bilden aber Vorhaben

auch eine gute Grundlage fur weiterfihrende wissenschaftliche Untersuchungen:

e Weiterfihrende Optimierungen der in diesem Projekt etablierten Protokolle
sind hinsichtlich der weiblichen Genetik noétig. Hierbei sollten insbesondere
Alternativen zum Einfrieren von unbefruchteten Eizellkernen gefunden
werden.

e Die genetische Charakterisierung von verschiedenen Karpfenstammen
zweifelhafter Herkunft kdénnte durch den Einsatz von Mikrosatelliten
durchgefihrt werden. Auf diese Weise erhielte man zahlreiche Genotypen und
damit Identitatsnachweise flr die Charakterisierung der genetischen Vielfalt
der Karpfen.

e Die Sicherung genetisch  unterschiedlicher Stamme  kdnnte zum
Erkenntnisgewinn von Krankheitsausbriichen (v.a. in Sachsen, KHV) beitragen
und dabei helfen genetische Vielfalt auch im Hinblick auf Resistenzen zu
férdern. Der KHV-Virus stellt nach wie vor eine der Hauptgefahren flr einen
vollstdndigen Verlust von Laichfischen dar. Hier sind insbesondere Forschungen
zu Virusdetektion, -replikation und Impfschutz nétig. Der Genetik der
verschiedenen Karpfenstamme konnte hierbei eine entscheidende Rolle
zukommen.

e Nach mindlicher Aussage des Geschaftsflihrers eines Industriepartners aus
Norwegen werden dort bis zu 50 Lachs-Mannchen besonders guter Zuchtlinien
(es gibt nur wenige unter den 450 Linien) pro Jahr beprobt, um ausreichend
(80-90%) genetische Biodiversitat zu generieren. Hier ware es interessant,
inwiefern dies auch bei Karpfen mdglich ist, um eine ausreichende genetische
Biodiversitat zu gewahrleisten. Ziel ware zunachst die Einlagerung von Sperma
von mindestens 25 unverwandten Vatertieren aller heimischen gefahrdeten
Karpfenstamme, welche die genetische Breite der Gesamtpopulation
reprasentieren.

e Entlang der Entwicklungsstadien bei der Karpfenaufzucht gibt es einige
Optimierungsmoglichkeiten, zum Beispiel bei der Artemienanzucht fir die
erste fressfahige Karpfenbrut oder bei der Abtrennung der Eischalen von der
geschlipften Brut zur Vermeidung von Kontaminationen.

e Durch die verstarkte Erzeugung traditioneller Nebenfische, wie Schleie, Wels,
Hecht oder Zander gibt es seitens der beteiligten Zuchtbetriebe ebenfalls
Interesse an einer Sicherung dieses genetischen Materials, insbesondere der
Spermien fir Nachzuchtprogramme.

e Die Akzeptanz und das Bewusstsein flr den Nutzen der Kryokonservierung
aquatischer Nutztiere muss verstarkt geschaffen werden. Neben den Vorteilen
durch den unproblematischen weltweiten Versand von Fischspermien und
Erhaltung der Diversitat verschiedener Stamme, spielen auch &konomische
Aspekte eine zunehmend wichtige Rolle fir den Zlchter. In anderen Teilen der
Landwirtschaft hat sich die Nutzung eingefrorener Spermien langst etabliert.
So wurden beispielsweise Ende der neunziger Jahre des letzten Jahrhunderts
weltweit mehr als 250.000.000 Spermien-Chargen von genetisch als
besonders wertvoll erachteten Bullen eingefroren. Mit diesen Spermien
wurden mehr als 100.000.000 Kiihe besamt (Thibier & Wagner 2002).

e Generell werden haufig nur wenige Laichfische eingesetzt, da aufgrund der
hohen  Nachkommenzahlen die  Aufrechterhaltung von  effektiven
PopulationsgréBen von mindestens 50 maglichst unverwandten Tieren (FAO,
1981, Muller-Belecke et al. 2009) nicht als notwendig erachtet wird, oder sich
vordergriindig ~ wirtschaftlich  nicht rentiert. Die Vorbereitung von
Ablaichteichen und Ablaichsubstrat fir zusatzliche Elternfische, deren
Nachkommen nicht zwangslaufig flr Eigenbesatz oder Vermarktungszwecke
gebraucht werden, ist flachen- und arbeitsintensiv. Deshalb setzen Zlchter nur
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Konsequenzen fiir ein sich
anschlieBendes weiteres
Vorhaben

wenige Elterntiere fir die Bereitstellung der wirtschaftlich bendtigten Setzlinge
ein. Dieser zusatzliche Aufwand ist jedoch fur die Aufrechterhaltung hoher

genetischer Diversitat unumganglich.

e Eine Verarmung der in Form von Laichfischbestinden vorliegenden
genetischen Diversitat droht unter Umstanden durch die vermehrte Nutzung
oft auslandischer Laichfischbestande, da  mittel- und langfristig
Betriebsaufgaben oder Umstrukturierungen infolge mangelnder
Wirtschaftlichkeit auftreten konnen. Dadurch kann der Verlust genetischer
Ressourcen verstarkt werden. Aus okologischer und zlchterischer Sicht ware
daher die dauerhafte Erhaltung moglichst vieler Laichfischbestande in
Deutschland wiinschenswert und sollte unterstitzt werden.

Fraunhofer 2810BM024 FRAUNHOFER EMB 4457



4 Erfolgskontrolle liber die Einhaltung des
Finanzierungs-, Zeit- und Arbeitsplans

Mit dem Zuwendungsbescheid vom 17.09.2012 des Projekttragers Bundesanstalt fir
Landwirtschaft und Erndhrung (BLE) erhielt die Fraunhofer Einrichtung fir Marine
Biotechnologie (EMB) die fir das Projekt vorgesehene Vollfinanzierung als nicht
rickzahlbare Zuwendung aus den Haushaltsmitteln der Bundesrepublik Deutschland
auf Grundlage der ,Richtlinie des Bundesministeriums flir Ernahrung, Landwirtschaft
und Verbraucherschutz (BMELV, heute BMEL) zur Férderung von Modell- und
Demonstrationsvorhaben im Bereich der Erhaltung und innovativen nachhaltigen
Nutzung der Biologischen Vielfalt” vom 01.08.2012. Mit dem Thlnen-Institut far
Fischereitkologie (TI-FOE) wurde vorab am 01.09.2012 eine Kooperationsvereinbarung
getroffen, wonach das FOE die Fraunhofer EMB bei der Gewinnung von
Karpfenspermien und Karpfeneiern kostenfrei unterstitzt. Dem FOE entstanden
dadurch keine zusatzlichen Kosten.

Nach Arbeitsgesprachen im Oktober 2012 in Libeck wurden Verdnderungen in der
Mittelbewilligung vereinbart. Der daraufhin am 05.11.2012 seitens der Fraunhofer EMB
eingereichte Anderungsantrag zur Umwidmung von Mitteln aus der Position
.Material” in Position ,Vorhabenspezifische Abschreibungen” flhrte zum Abschluss
eines am 28.11.2012 erhaltenen Anderungsbescheid des Projekttragers. Weiterhin
wurde der Beschaffung einer 3D-Software aus Materialmitteln am 30.07.2013
zugestimmt. Der Antrag einer Mittelaufstockung aus Griinden gestiegener
Gemeinkostensatze der Fraunhofer EMB wurde am 27.02.2014 abgelehnt, da dies
vorab und unverzlglich hatte angezeigt werden mussen. Die Arbeiten wurden
dennoch in der Fraunhofer EMB unter erheblichen finanziellen Anstrengungen
erfolgreich fortgesetzt. Ein weiterer Anderungsbescheid erging am 03.11.2014
aufgrund der vom Fraunhofer EMB angezeigten Engpasse bei der Bereitstellung von
biologischem Probenmaterial und der daraus resultierenden, im Haushaltsjahr 2014
nicht verbrauchten Mittel, die zusatzlich im Jahr 2015 zur Verfligung gestellt wurden.
Ein letzter Anderungsbescheid erfolgte dann am 15.04.2015 aufgrund des Einsatzes
des mobilen Labor-LKW der Fraunhofer EMB fir die Probenahme bei den Zlchtern.
Hierzu wurden Mittel aus Position Material in die Position ,Reisen” umgewidmet. Die
Gesamtsumme aus den Angaben des Zuwendungsbescheides blieb auch nach den
Anderungsbescheiden unverandert.

Die im Zuwendungsbescheid entsprechend Punkt 9 festgelegte verwaltungsmaBige
und fachliche Berichtspflicht wurde vom Projektleiter wahrgenommen. Der realisierte
Arbeitsstand des Projektes und die daraus resultierenden Auswirkungen auf den
weiteren  Arbeitsverlauf wurden seitens des Projektleiters in den jahrlichen
Zwischenberichten dargestellt und bei Nachfragen seitens des Projekttragers zeitnah
kommuniziert.

Die Aufgaben eines Projektcontrollings sowie der Rechnungsprifung wurden seitens
der Fraunhofer Zentrale wahrgenommen. Die Vorgaben des Finanzierungsplanes
wurden abschlieBend eingehalten.

Bezlglich des Zeit- und Arbeitsplans kann folgendes festgehalten werden:

Meilenstein 0 - Gewinnung von Karpfenspermien und befruchteten sowie
unbefruchteten Karpfeneizellen

Karpfenspermien konnten in gentgender Menge fir alle weiteren Meilensteine
gewonnen werden. Karpfeneier von unserem Kooperationspartner in Ahrensburg
wurden erst in den letzten 1,5 Projektjahren in gréBeren Mengen gewonnen, Probleme
entstanden hier vor allem aufgrund geringer personeller Kapazitdten sowie Problemen
bei der kiinstlichen Reifung der Weibchen. Trotz intensiver Bemihungen, Proben von
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anderen Karpfenzlichtern zu erhalten, blieb der Engpass bestehen. Wie oben erldutert,
wurde daraufhin fir Vorarbeiten und Technikerlernung auf Eier anderer, verwandter
Cypriniden (Zebrafisch, Danio rerio und Tilapia, Oreochromis niloticus) zurlickgegriffen.
Von diesen beiden Arten konnte zusammen zu jeder Zeit genligend Material fir die
folgenden Meilensteine gewonnen werden.

Meilenstein 1 — Anpassung der Kryokonservierungsprotokolle von Karpfenspermien

Die Ziele des Meilensteins konnten innerhalb des vorgesehenen Zeitrahmens vollstandig
erreicht werden. Es wurde ein standardisiertes Protokoll zur Kryokonservierung von
Karpfenspermien etabliert.

Meilenstein 2 — Testen der Qualitat der konservierten Spermien durch Erzeugung und
Aufzucht von Karpfenbrut

Die Qualitat der konservierten Spermien war zufriedenstellend und fur die Befruchtung
frischer Karpfeneier geeignet. So konnten bis zu 99% Befruchtungserfolg erzielt
werden. Die anschlieBende Aufzucht der Karpfenbrut war aufgrund schlechter
Wasserqualitaten und anderer Umweltparameter sowohl an der Fraunhofer EMB als
auch bei unserem Kooperationspartner schwierig. Hierbei wurde ebenfalls festgestellt,
dass insbesondere die Qualitat der Eier kinstlich induzierter Weibchen offenbar leidet
und sich dies auf die Entwicklung der Eier und Larven negativ auswirkt. Dennoch
konnte zumindest 1 Mal erfolgreich eine Charge Eier mit kryokonservierten Sperma
befruchtet werden. Die daraus entstandenen Nachkommen befinden sich bis heute in
den Aquarienanlagen der EMB.

Meilenstein 3 — Anpassung des Protokolls fir den Kerntransfer in entkernte
Karpfeneizellen

Ein erstes Teilziel im Meilenstein 3 bestand darin, das weibliche genetische Material
durch Kryokonservierung zu sichern. Im zweiten Schritt sollte dieses dann in frische,
entkernte Karpfeneier transferiert werden. Vor allem durch die Verwendung des
alternativen Materials von Zebrafisch und Tilapia konnte ein auch in der Praxis leicht
durchzufiihrendes Protokoll zur Gewinnung von Zellen befruchteter Karpfeneier
entwickelt werden. Das Teilziel, unbefruchtete Eizellkerne zu gewinnen, konnte
aufgrund der Probleme bei der Lokalisation und Anfarbung des Eizellkerns nicht
erreicht werden. Das im Antrag formulierte Ziel eines Kerntransfers flr Fischeier ist
wissenschaftlich hochrelevant, allerdings aus unserer Sicht fir die Praxis bisher noch
nicht einsetzbar, da hier ein hoher technischer Aufwand und eine sehr spezifische
Expertise bendtigt werden. Dieser Aufwand wurde vor Beginn der Arbeiten
unterschatzt.

Meilenstein 4 — Optimierung eines Kryokonservierungsprotokolls fir befruchtete und
unbefruchtete Kerne aus Karpfeneizellen und Testen der Qualitdt der konservierten und
transferierten Eizellkerne durch Erzeugung und Aufzucht der befruchteten Eizellen

Die Qualitat der eingefrorenen Zellen aus befruchteten Karpfeneiern konnte mittels
Vitalitatsuntersuchungen positiv bewertet werden. Die Kerne aus diesen Zellen konnten
in Folgeprojekten als Material fUr einen Kerntransfer eingesetzt werden. Dieses Teilziel
wurde allerdings im Rahmen des Projektes nicht mehr erreicht. Dies lag wie bereits
dargelegt an der geringen Menge verfligbarer Karpfeneier und der Fokussierung der
Arbeiten zum Ende des Projektes (letzte Laichsaison, 2015) auf den Meilenstein 5.

Meilenstein 5 — Gewinnung von Spermien und Eizellkernen von erhaltenswerten
Karpfenrassen (entsprechend der Ergebnisse der Erhebung , Erfassung von genetischen
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Ressourcen aquatischer  Kulturen: Karpfen (Cyprinus carpio)” und deren
Kryokonservierung

Insgesamt konnte das Ziel, mindestens einen Stamm pro Cluster in 25 Einzelproben zu
kryokonservieren fur die Cluster 1 und 2 fUr die Spermaproben realisiert werden. Ob
sich unter den beprobten Betrieben auch der Betrieb aus Cluster 3 befand, kann nicht
abschlieBend beurteilt werden, da eine genetische Analyse nicht vorgesehen war. Fir
das Cluster 4 kann die MaBgabe aufgrund der geografischen Angabe in Mller-Belecke
et al. (2009) ausgeschlossen werden, da kein Betrieb aus dem Osnabricker Raum
beteiligt war. Aus Ermangelung an weiblichen Individuen konnte das Ziel 25
Einzelproben an Kernen einzulagern fir keines der Cluster erreicht werden. Hier
konnten allerdings insgesamt 42 Einzelproben von Zellen befruchteter Karpfeneier
eingelagert werden. Darunter befinden sich aus dem Cluster 1 sicher 18 Proben und
aus Cluster 2 sicher 12 Proben (siehe Tabelle 5). Als Hauptgrund fir die geringere
Anzahl an eingelagerten Proben sehen wir die starke Abnahme an Zuchtbetrieben mit
eigenem Laichfischbestand innerhalb Deutschlands in den letzten Jahren.
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Verdffentlichungen aus

5  Veroffentlichungen aus dem Projekt dem Projekt

Artikel zu Projektaktivitaten und —ergebnissen

e Kurzbeitrag , Uberleben im Eis durch Kryokonservierung” in Blaue
Biotechnologie — Aufbruch in eine neue Dimension, Broschire des Fraunhofer
Life Sciences Verbund, Seite 9.

e, Nutzung aquatischer Ressourcen fir die Lebens- und Futtermittelindustrie,
Kosmetik und Medizin" in Jahresbericht 2014/2015 der Fraunhofer EMB, Seite
56.

e, Zellmaterial zum Erhalt von aquatischen genetischen Ressourcen aus
Grillenburger Karpfen entnommen” in Fischer&Angler in Sachsen, Dresden 22
(3), ISSN 1434-3428, Seiten 111-112.

Beitrdge in Zeitungen und Fernsehen

e Zeitungsbeitrag ,Ettenheimer Karpfen liefern Sperma fir die Forschung” in der
Badischen Zeitung vom 08.05.2015

e Zeitungsbeitrag , Tiefgefrorenes vom Karpfen flr die Nachwelt” in der
Sachsischen Zeitung vom 19.05.2015

e Zeitungsbeitrag ,Forscher sind dem Karpfen auf der Spur” in den Libecker
Nachrichten vom 14.08.2015

e Fernsehbeitrag ,, Gendatenbank fir Karpfen angelegt” im Schleswig-Holstein-
Magazin NDR Fernsehen vom 30.08.2015

N:DR de : y : Mediathek

Das Beste am Norden

>

Gendatenbank filr Karpfen angelegt

Abb. 26: NDR-Fernsehen, Beitrag vom 30.08.2015 im Schleswig-Holstein-
Magazin
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Verdffentlichungen aus

. dem Projekt
Vortrage, Poster

e Fachtag Aquakultur & Fischerei Kénigswartha, 10.03.2015: Vortrag:
.Maglichkeiten und Nutzen der Kryokonservierung von Karpfenzellen”

e Short-term Scientific Mission (STSM) in Rennes, Frankreich 06.03.2015,
geférdert durch das EU-COST Programm AQUAGAMETE: Vortrag ,,Fish cell
culture and other Technologies at Fraunhofer”

e Fortbildungstagung fir Fischhaltung und Fischzucht Starnberg, 14.01.2015:
Vortrag ,Moglichkeiten und Nutzen der Kryokonservierung von
Karpfenzellen”

e Konferenz 6™ edition of the Rendez-Vous de Concarneau, Frankreich
10.10.2014: Vortrag , Fish cell cultures and cell cryopreservation — towards
sustainable reproduction of aquatic species”

e Kooperationstreffen am INRA, Rennes, Frankreich 08.10.2014: Vortrag
»Aquatic Cell Technologies at Fraunhofer”
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6  Zusammenfassung

Der gemeine Karpfen (Cyprinus carpio, LINNAEUS 1758) zahlt weltweit zu den
wichtigsten und gefragtesten SlBwasserfischen. In der Vergangenheit kam es
allerdings zur Vermischung und vielfach zum Verschwinden der alten Karpfenrassen
bzw. —stamme in Deutschland, vor allem in der bayerischen Karpfenteichwirtschaft. Das
Modell-und Demonstrationsvorhaben ,, Kryokonservierung von aquatischen genetischen
Ressourcen: Aufbau einer erweiterten Zellbank fir Karpfenstamme” konnte zur
Sicherung und Kryokonservierung von genetischem Material (Sperma und Eizellen)
erhaltenswerter Karpfenlinien, insbesondere von Zuchtstammen deutscher Zlichter, wie
die des Aischgriinder oder Lausitzer Karpfen beitragen. Die Fraunhofer-Einrichtung fir
Marine Biotechnologie flihrte von Oktober 2012 bis September 2015 das
Modellvorhaben durch. Die ProjektmaBnahmen flhrten zunachst zu einer Optimierung
der Protokolle zur Einlagerung von tiefgefrorenen Karpfenspermien. Dies war
insbesondere wichtig, da es bislang keine einheitlichen Standards fur die
Kryokonservierung von Fischgameten gibt. Es wurde nun ein standardisiertes Verfahren
zum Erhalt und zur Konservierung von gefdhrdeten und seltenen Karpfenstimmen
oder- linien erstellt. Da bisher noch keine Techniken bekannt sind, die eine
Kryokonservierung von ganzen Fischeiern in vitaler Form erlauben, wurden neben den
Spermien auch Zellen befruchteter Karpfeneier eingelagert. Die Kerne der embryonalen
Zellen kénnen nach dem Auftauen beispielsweise wieder in entkernte Eizellen aus
normalen Karpfen eingepflanzt werden. Tests flr beide Protokolle wurden mit Karpfen
des Kooperationspartners Thlnen-Institut flr Fischereidkologie in  Ahrensburg
durchgefliihrt. Die eingefrorenen Proben wurden dabei einem umfassenden
Qualitatscheck unterzogen. So konnte selbst nach Uber 2 Jahren noch Sperma
erfolgreich aufgetaut werden, welches sich flr Befruchtungen eignet. Im Frihjahr 2015
wurden 11 ausgewdhlte Zuchtbetriebe mit eigenen Laichfischen mit einem mobilen
Labor besucht und nach dem einheitlichen Verfahren insgesamt Gber 500 Einzelproben
bearbeitet und eingefroren. Daflr wurden Uber 4000 km zurlickgelegt und die
Spermien von insgesamt 107 Mannchen und 42 Einzelproben von Kernen befruchteter
Eizellen eingelagert. Diese bilden nun den Grundstock einer erweiterten Zellbank fir
aquatische genetische Ressourcen, die in die Deutsche Zellbank fir Wildtiere Alfred
Brehm (kurz: CryoBrehm) integriert wurde. Im gesamten Projektzeitraum sind
insgesamt Uber 1000 Proben kryokonserviert worden. Durch die Lagerung von
Gameten bzw. Gametenkernen wird die genetische Information seltener und
erhaltenswerter Karpfenstamme bewahrt und fir die Zukunft gespeichert. Genetische
Ressourcen bleiben somit erhalten, um auch kinftig besondere Karpfenstdmme in
ihrem natdrlichen Lebensraum aufziehen zu kénnen. Zusatzlich wird der Austausch von
genetischem Material zwischen verschiedenen Zichtern vereinfacht, da die
kryokonservierten Proben leicht per Post verschickt werden kénnen und ein fir die
Fische stressiger Lebendtransport entfallt. Dies kann zu einer Aufwertung der
biologischen Vielfalt flhren, da dank der Kryokonservierung einfacher und schneller
alte Karpfenrassen und -stdmme gezlchtet werden konnen. Die hier erarbeiteten
Methoden kdnnen ferner auf andere Fischarten Ubertragen werden und dienen somit
als Anregung und Vorlage fur dhnliche Projekte zum Erhalt der biologischen Vielfalt.

Zusammenfassung
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6.1 Ergebniskurzfassung

Kryokonservierung von aquatischen genetischen Ressourcen: Aufbau einer
erweiterten Zellbank fiir Karpfenstamme

Sebastian Rakers, Aileen Reichel, Tanja Zuhl, Kerstin Wendt, Marina Gebert

Einleitung

Das Modell-und Demonstrationsvorhaben wurde zur Sicherung und Kryokonservierung
von genetischem Material erhaltenswerter Karpfenlinien initiiert. Die Fraunhofer EMB
fUhrte von Oktober 2012 bis September 2015 das Vorhaben durch.

Methoden

Verschiedene Kryokonservierungsprotokolle fir Karpfensperma wurden fir die
Erstellung eines standardisierten Protokolls ausgetestet. Die eingefrorenen Proben
wurden einem umfassenden Qualitdtscheck unterzogen und Befruchtungsversuche
durchgeflhrt. Fur die Gewinnung von Zellen aus befruchteten Karpfeneiern wurde ein
neues Protokoll etabliert. 11 Zlchter mit eigenen Laichfischen aus verschiedenen
Regionen Deutschlands wurden im Frihjahr 2015 besucht und Proben seltener
Karpfenstamme eingefroren.

Ergebnisse

Es wurde ein standardisiertes Protokoll erstellt, das erfolgreiche Befruchtungen mit
kryokonservierten Spermien erlaubt. Neben den Spermien wurden Zellen befruchteter
Karpfeneier eingelagert. Ausgewahlte Zuchtbetriebe wurden mit einem mobilen Labor
besucht und insgesamt 453 Einzelproben von Spermien und 42 Einzelproben von
Kernen befruchteter Eizellen eingelagert. Diese bilden den Grundstock einer
erweiterten Zellbank flr aquatische genetische Ressourcen, die in die Zellbank
CryoBrehm integriert wurde.

Schlussfolgerung

Durch die Lagerung von Gameten bzw. Gametenkernen wird die genetische
Information seltener und erhaltenswerter Karpfenstamme bewahrt und far die Zukunft
gespeichert. Genetische Ressourcen bleiben somit erhalten, um auch kinftig besondere
Karpfenstamme in ihrem natirlichen Lebensraum aufziehen zu kénnen.

Danksagung

Die Forderung des Vorhabens erfolgte aus Mitteln des Bundesministeriums flr
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Zusammenfassung

6.2 Abstract

CRYOPRESERVATION OF AQUATIC GENETIC RESOURCES: SET-UP OF AN
EXTENDED CELL BANK FOR CARP STRAINS

Sebastian Rakers, Aileen Reichel, Tanja Zuhl, Kerstin Wendt, Marina Gebert
Introduction

The Model and Demonstration project was initiated for the protection and
cryopreservation of genetic material from carp strains worth to be maintained, like the
Aischgriinder carp or the Lausitzer carp. The Fraunhofer EMB performed the project
from October 2012 until September 2015.

Methods

Several existing protocols for freezing carp sperm have been performed and compared
for a set-up of one standard cryoconservation protocol. Frozen-thawed samples have
been subjected to a comprehensive quality check and fertilization trials have been
performed. For the preparation of cells from fertilized carp eggs a new protocol was
established. 11 breeders from different german regions with own breeding fish have
been visited and samples from rare carp strains have been taken.

Results

A standard protocol was established that allows successful fertilization with
cryopreserved carp sperm. Beside the sperm, cells of fertilized carp eggs were
cryopreserved and stored. Selected breeding farms have been visited by a mobile
laboratory and 453 single samples of sperm and 42 single samples of nuclei from
fertilized egg cells have been stored within the cell bank. Characterized and
documented embryonic cells as well as sperm samples form the cadre of aquatic
genetic resources within the cryobank Cryo-Brehm (www.cryobrehm.de).

Conclusion

By storage of carp gametes and gamete nuclei the genetic information of rare carp
strains that are worth to preserve is kept and secured for the future. Hence, genetic
resources are preserved to be able to breed rare or extraordinary carp strains within
their natural habitat.
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9 Anhang

e MaterialUberlassungsvereinbarung (MUV)
e Verfahrensprotokoll Probenahmen Ziichter
e Datenblatt Probenahmen Zlichter

e Protokoll CASA-Auswertungen

e Protokoll PI/FDA-Auswertungen
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~ Fraunhofer
EMB

Materialliberlassungsvereinbarung
zwischen

Ziichter

Adresse

vertreten durch Zichtername (nachfolgend Ziichter genannt)

und der

Fraunhofer-Gesellschaft zur Férderung der angewandten Forschung e. V.
HansastraBBe 27¢c, 80686 Minchen, Deutschland

(nachfolgend FhG genannt)
fur ihre

Fraunhofer-Einrichtung fiir Marine Biotechnologie
Paul-Ehrlich-StraBe 1-3, 23562 Lubeck, Deutschland

(nachfolgend EMB genannt)
Bezeichnung der Proben:

Probenbezeichnung
(nachfolgend Material genannt)
Datum der Probenahme: Datum
Datum der Kryokonservierung: Datum

Aufgetaut am:

Die Vertragspartner sind sich Uber Folgendes einig:

1. Das oben genannte Material ist Eigentum des Zlchters und wird zu 50% fUr
Forschungszwecke zur Verfligung gestellt, zu 50% wird es fur den Zlchter
kryokonserviert gelagert. Das Eigentum an dem Material verbleibt beim Zichter und die
Uberlassung des Materials an die FhG hat keinen Einfluss auf diesen Eigentumsstatus.

2. Das Material darf weder flr diagnostische noch therapeutische Zwecke verwendet
werden.



Z Fraunhofer

EMB
3. Das Material ist ausschlieBlich fir das durch die BLE geforderte Projekt mit dem
Forderkennzeichen 2810BM024 und dessen Nachfolgeprojekten zu verwenden.

4. Das Material darf ohne die schriftliche Zustimmung des Zlchters nicht an Dritte
weitergegeben werden.

5. Die EMB ist dem Zuchter gegenUber jederzeit zur Auskunft Uber die hier vereinbarten
Punkte verpflichtet.

6. Die EMB verpflichtet sich, die Herkunft des Materials in samtlichen Ver&ffentlichungen,
die Uber den Einsatz und dessen Ergebnisse berichten, anzugeben, falls vom Zlchter
gewunscht.

7. Die EMB verpflichtet sich, samtliche Veroffentlichungen die in Zusammenhang mit der
Verwendung dieses Materials stehen, mit dem ZUuchter im Voraus abzustimmen.

8. Jedwedes Material, das in Verbindung mit dieser Vereinbarung Uberlassen wird, ist unter
experimentellen Bedingungen gewonnen worden und kann daher
gesundheitsgefahrdende Eigenschaften aufweisen. Zusicherungen und Garantien
jedweder Art, ausdrUcklich oder stillschweigend, werden vom ZUuchter ausgeschlossen.
Die EMB kann keine Zusicherungen oder Garantien, ausdrtckliche oder stillschweigend,
im Hinblick auf die wirtschaftliche Tauglichkeit oder Verwertbarkeit des Materials
Ubernehmen noch garantieren. Es wird keinerlei Zusicherung oder Haftung
Ubernommen, dass die Verwendung des Materials keine Patent-, Urheber-, Marken-
oder andere Eigentimerrechte verletzt.

9. Die EMB verpflichtet sich, das Material nur gemaB den geltenden Regularien, Richtlinien
und gesetzlichen Bestimmungen flr dessen Behandlung, Nutzung oder VerauBerung
einzusetzen.

10. Das Material wurde unentgeltlich zur Verfligung gestellt.

Das Einverstandnis mit dieser Vereinbarung wird durch die nachfolgende rechtsverbindliche
Unterzeichnung des MaterialUberlassungsvertrags bestatigt.

(Ort), (Datum) (Ort), (Datum)

(ZUchtername) (EMB )



Verfahrensprotokoll Kryokonservierung Sperma und
Calvi-Protokoll

Materialien: Probe, Kryoréhrchen, Eis, Eisbehilter, fliissigen Stickstoff, Wasserbad,
Petrischalen, Mikroskop, Zellzdhler (Neubauer oder NucleoCounter), Pipetten und
Pipettenspitzen (alle GroRen), Eppendorf-Tubes, Wasser, Objekttrager und Deckgldschen,
Falconrohrchen mit Wasser, Stoppuhr, Stander (blau), kleine Plastikschalen, Etiketten und
Drucker, DMSO, Pronase Styroporbehalter mit FloR, Extender, RNA later, Behalter fir
Spermaproben  (Zellkulturflaschen oder Schraubgefde (Plastik)), Auto-Kihlbox,
(Ersatz)GlasgefaRe fuir Losungen o0.4., programmierbarer Freezer (-1°C/min)

kihl stellen auf Eis: Extender, Einfrierréhrchen, Plastikschalen

vorbereiten: Fluoreszenzmikroskop starten, Arbeitsplatz Zdhlung/Motilitét aufbauen
Arbeitslosungen:

anti-Eikleber

Tannic acid solution: 7,5 g Tannin verdiinnt in 1L H,O

Extender 1 (modifiziertes CCSE2-Medium nach Irawan et al 2010)

151 mM Sucrose (342 g/mol)

93 mM NaCl (58 g/mol)

18 mM NaOH (40 g/mol)

1:100 P/S

pH 7,49

Osmolaritat um 346 + 50 mOsmol/kg

zB flir 100 ml: 5,164 g Sucrose, 0,539 g NaCl und 0,072 g NaOH auf 100 ml mit A. dest.
auffillen, steril filtrieren, Lagerung bei 4°C

FEM 1/ FEM ™ ( aber ohne CaCL2 und Mg SO4 ansetzen ! )

Rezept Leveroni Calvi

106 mM NacCl

3 mM KCl

3 mM CaCl,

1 mM MgSO,

100 mM Sucrose

3 g/l BSA

5 mM Hepes sodium salt

15 mM Bicine pH: 7,5 Osmolaritéit um 320 mOsmol/kg



3,09 g NaCl, 0,112g KCl, 0,22 g CaCl, x 2 H,O, 0,03 g MgSO,, 17,1 g Sucrose , 1,5 g BSA,
0,595 g Hepes , 1,22 g Bicine auf 500 ml mit A.dest auffiillen, steril filtrieren, aliquotieren,

Lagerung bei 4° C

Aktivierungslésungen:

a) Woynarovich: 4g NaCl + 3g urea auf 1L H,0

b) Wasser:

Verfahren
Tag 1

Schritt 1:

Schritt 2:

Schritt 3:

Aquarienwasser

Vorbereitung der Fische (max. 10 Tiere), Abstreifen, etc (macht
Zichter, oder selbst nach Vorbild Ahrensburg)

Sammeln der Milch: Sammeln der Spermien von reifen Mannchen

(gut: 3-5 ml/Tier) in saubere und trockene Behilter, Vermeiden von

Kontaminationen durch Faeces, Urin oder Wasser!

Sammeln der Eier: Sammeln der Eier von reifen Weibchen (~300 Eier
minimum)

Sammeln von Flossenstiicken (Fin-Clips) und direkt einfrieren (in RNA-

later)

Inspektion der Sperma-Qualitat unter dem Mikroskop:

Aktivierung der Spermien ermitteln mit Wojnarovich: 1pl
Sperma mit 19 pl Wojna

Motilitat ermitteln durch Zeitmessung (bis >50% der Spermien
sich nicht mehr bewegen) und Menge aktivierter Spermien zu
Beginn

[ggf. Vitalitat durch PI/FDA-Farbung (Sperma zu PI/FDA = 1:20)]
Spermiendichte ermitteln: Neubauer Kammer - Zahlung der
inneren Quadrate bei Verdinnung 1:1000-10.000 in
Wasser/Wojna. Stehen lassen, bis Spermien nicht mehr
beweglich, dann zahlen.

-> nur bei geeigneten Proben (Mot >70%, Akt > 30 s, ausreichende Menge >3ml, Vit >70%)
fortfahren mit Schritt 4!



Schritt 4:

Schritt 5:

Schritt 6:

Beschriftung

Beispiel

Schritt 7:

Befruchtung: Unverdiinnte Eiprobe + Sperma vermischen (1min).
Sperma - Eier Ratio = 8.000-200.000 : 1. AnschlieBend etwas
Aktivierungsmedium (Wojna) hinzugeben und fir 1 min vermischen.

Danach mehr Wojna zugeben und stets schwenken (mindestens 1,5
h!). Sobald Probe zu dickfliissig wird oder verklumpt etwas Wojna
zugeben.

Nach ca 1,5 h 1-2x mit Tanninlésung waschen fiir je 20 s und danach
mit Wojna wieder waschen, bevor man die Eier in Zugerglaser
Uberfuhrt. Geringe Sauerstoffbeliftung (1.5-2.5L/min).

Wichtig: Eier zu Tanninlosung geben NICHT umgekehrt!

Kryokonservierung Sperma: Verdiinnung der Spermien mit Extender 1
in der Ratio 1:1 (Ext.1) in Petrischalen, bei 2- 4°C (auf Eis!). Langsam,
Tropfen fir Tropfen Kryoprotektanz DMSO hinzufiigen (finale
Konzentration 10% v/v), niemals direkt vermischen. Petrischale

schwenken bei 4°C, anschlieBend mit 1000 ul — Eppendorf Pipette
vorsichtig vermischen. Equilibrierung fir mindestens 10 min bei 4°C!

Formel fiir Menge DMSO:

—_— —_— “
VProbe + VExtender =90 % = nVLésung

Vowmso = (100%/90% * Vissung) - Vissung

Einfrieren. Am Besten in Kryotubes (vials: 500-1000 pl Probe in 2 ml

vial) einfillen, nach Equilibrierung auf FloR Gberflhren: in Styropor-
Box mit flissigem Stickstoff: 10 min auf FloB 2 cm (iber der Flissigkeit,
anschlieRend in Stickstoff werfen, danach tberfiihren.

Maximal 10 Proben a 500-1.000 ul natives Sperma pro Tier

Ziichterkiirzel — M (laufende Nummer fiir jeden Betrieb bei 1
beginnend) — (Nummer des Extenders — Kryoprotektanz >> nur wenn
abweichend vom Standardprotokoll!) — Volumina (ml), Datum,
Namenskiirzel des Mitarbeiters

DSHO1 - M14-1-D
Datum
Kiirzel

Messung Fertilitat (Befruchtungsrate in %) durch Zahlung befruchteter
und unbefruchteter Eier nach ca 1,5 h (4-8-Zellstadium)



Tag 2

Schritt 8:

Calvi-Protokoll: befruchtete Eier im Epiboly- friihem Somiten-Stadium
(12-24 h nach Befruchtung) in vorgewarmten (28 °C) FEM-Medium in
6-Well Platte (jeweils 30 Eier pro Well) Uberfiihren. Ansetzen von
Pronase: 2 mg/ml Pronase (Protease) in vorgewarmten FEM. FEM
vollstandig aus Wells entfernen und Pronase-Lésung (ca. 3 ml pro Well)
zugeben. Inkubation: 60-70 min. auf dem Schiittler bei 80 rpm und
28°C. Sobald GrofRteil der Eier dechorioniert sind, 2-3 x in FEM
waschen um leere Eihilllen zu entfernen. AnschlieBend
Embryonen/Zellen in 15ml-Falcon Uberfiihren, absetzen lassen. FEM
entfernen und FEM™ (Calcium und Magnesium-frei) hinzugeben und
resuspendieren (mit blauer Pipette beginnen und bis zu weilRer Pipette
vorarbeiten). Zentrifugation fir 5 min. bei 850 rpm, Uberstand
verwerfen, mit FEM~ waschen, erneut zentrifugieren, Uberstand
verwerfen. AnschlieRend Pellet in EM aufnehmen und -1°C/min
einfrieren. Anschliefend in Kiihlbox (-20°C) tUberfihren.



Karpfenbeprobung im Rahmen des MuD-Vorhabens , Kryokonservierung
von aquatischen genetischen Ressourcen”

Datum

Name des Karpfenziichters

Anschrift

Name des Probennehmers

Infos zum Karpfenzuchtbetrieb

GroBe (Flache, Mitarbeiter, etc.)

Anzahl Fische



Tabelle 1. Informationen zu beprobten Tieren (Ziichter: )

Datum Art, Stamm Tiernummer* | GroRe, Alter Hélterungsbedingungen Probenmerkmale
Gewicht | in
Jahren
T Sal. | Lichtzyklus Futter Induktion | Lagerung | Qualitdt/ Volumen
(°C) durch (Tin°C Bemerkungen
und tin
h)

*Fortlaufend, (M=Mannchen, W=Weibchen)



Tabelle 2. Informationen zur Spermienbehandlung (Ziichter:

Datum Tiernummer | Startqualitdt | Spermiendichte | CP** | Motilitat | Equilibrierungszeit | GefaR Biosicherheit | Kiihlrate | Unterprobe | Anzahl
vor Gefale
Zugabe
CP

** CP = Kryoprotektanz




Tabelle 3. Informationen zur Eibehandlung (Ziichter: )
Datum Tiernummer | Anzahl | Befruchtungsmethode Ratio Verwendete Spermaprobe Befruchtungsrate | Schlupfrate
Eier Spermien -

Ei

Name

Art der Probe

Motilitat nach
Auftauen




Computer-assistierte Spermienanalyse (CASA)

1. Kirzen Sie lhre Videoaufnahme (zum Beispiel nd2-Datei im Nikon Programm) auf 6 — 10 sec
Lange, moglichst kurz nach der Aktivierung der Spermien

2. Stellen Sie sicher, dass die Spermienképfe im Programm als dunkle Kreise dargestellt werden,
nicht weil.

3. Speichern Sie das Video als avi-Datei.

Beispiel:

Karpfenspermien_M_unbekannt_CASA.avi

4. Offnen Sie die avi-Datei in ImageJ und transformieren Sie die avi-Datei (uncompressed) in 8-

bit Grau-Format

= -
4 Karpfenspermien_M_unbeksnnt_CASA.avi (75%) (= B ]
11112 (0.01 5), 1280x1024 pixels; 8-bit, 140MB

Pl i

5. Setzen Sie die Helligkeit und den Kontrast, so, dass der Hintergrund gleichmaRig ist, am
besten helle Kreise auf dunklem Untergrund oder umgekehrt. Danach stellen Sie den
threshold so ein, dass nur noch rote Kreise auf weifem Untergrund angezeigt werden.

6. Wenden Sie den threshold an — Sie werden wieder schwarze Kreise erhalten:



_d Karpfenspermien_M_unbekannt_CASA.avi (75%) = P
1112 (0.01 s); 1280x1024 pixels, 8-hit (inverting LUT); 140ME
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7. Wenden Sie den CASA Sperm Tracker an, mit den folgenden Einstellungen:

{ Sperm Tracker

a3, Minimum sperm size (pixels):

b, Maximum sperm size (pixels):

¢, Minimum track length (frames):

d, Maximum sperm velocity between frames (pixels):
e, Minimum VSL for motile (umis):

f, Minimum VAP for motile (um/s):

g, Minimum VCL for motile (umis):

h, Low VAP speed (umis):

i, Maximum percentage of path with zero VAP:

J, Maximum percentage of path with low VAP:

k, Low VAP speed 2 (umis).

|, Low VCL speed (umis):

m, High WOB (percent VAP/VCL):

n, High LIN (percent VSLVAP):

o, High WOB two (percent VAPNCL):

p, High LIN two (percent VSLNVAR):

q, Frame Rate (frames per second):

r, Micrans per 1000 pixels:

5, Print xy co-ordinates for all racked sperm?

t, Print motion characteristics for all motile sperm?

u, Print median values for motion characteristics?

ok |
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8. CASA wird Ihnen 2 Fenster anzeigen:

Ein Fenster mit den Statistiken, wobei die letzte Zeile die Durchschnittswerte anzeigen wird:

%mot VCL VAP VSL LIN WOB PROG BCF Number of

sperm tracked
0.94329333 84.87949 62.98868 26.289154 0.41736317 0.74209535 278.53052 5.9170647 917.0
Das zweite Fenster wird Ihnen die Spermiennachverfolgung anzeigen:

4 Paths (75%)

1280x1024 pixels; 8-bit, 1.2ZMB
" ) v,




Auswertung/Erfassung PI-FDA-Farbung von Karpfenspermien mittels Imagel

Generell fur die Aufnahmen beachten:

- Bei Mikroskopaufnahmen darauf achten, dass Spermien moglichst vereinzelt und
scharf zu sehen sind, gox-VergréBerung!
- Ggf. héhere PI/FDA-Verdiinnung, 1:20

Fir die Auswertung (Bsp.: M21 nativ 40x3):

1. Originaldokument (.zvi) mit Axio Vision 6ffnen

2. Bearbeitung je nach Qualitat der Aufnahme wie folgt:
a. Rot/Grun-Anpassung

-
fa Eigenschaften ; 20140630 Karpfe.. &5

|[.ﬂ-ﬂtr|;~e~;||=||"L m D & e

o Auf slie Zepunkhe anwencen




b. Bildscharfe (Konturanhebung, Stufe 7) + anschlieBend Bildglattung
(Gauss-Binomial, Stufe 9)

c. Farbbalance (evtl. grin reduzieren, hier: 0.88) + anschl.
Kontrast/Helligkeit einstellen (hier: Helligkeit -0.46, Kontrast 1.1, Gamma
0.96)

3. Bild ,Speichern unter” >> immer noch als .zvi Datei, Dateiname wie Original mit
Erweiterung ,_bearbeitet.zvi” bzw. ,_bearbeitetll.zvi"”

4. Exportieren in gleichen Ordner, ohne Projektordner, nur Mischbilder, JPEG-Datei
.-..bearbeitetll_(c1+c2).jpg



5. Imagel 6ffnen
a. ,File” >> ,0pen” >> bearbeitete jpeg-Datei 6ffnen
b. ,Image” >> ,Adjust” >> ,Color Treshold”

F Format Gbertrager e . — - Bl e W =T e e

20140930_Karpfensperma_nativ_

M21_PI_FDA_40x3_bearbeitetll_(c1+¢c2)JPG (75%)
EISUINI

JuUIvwalne

Image)

andsin =

File Edit |
DJQG Type

o

Freehand sel |
Snm Info
Properties
Color
Stacks

Hyperstacks

Crop
Duplicate
Rename
Scale
Transform
Zoom

Overlay

Lookup Tables

! Process Ana:_vzei Plugins Window Heﬁi

b | Dev Stk | By =
Brightness/Contrast... Strg+Umschalt+C
Strg+#l = Window/Level
Strg+Umschalt+P Color Balance
* Threshold Strg+Umschalt+T
» Size
nvas S
Strg+Umschalt+X Canvas Sie
] ) \‘n‘\lf
Strg+Umschait+D ook
Strg+E
»
»
»
d

Umstellen der ,,Color space” von ,,HSB” auf ,,RGB”

C.
i. Tresholding method: Default
ii. Treshol color: white
iii. Dark background: check

bertrager

tiv_M21_PLFDA_40x3_bearbeitetl]_(c1+c2

= 7
Threshold Color (expenmenta SE D |
Red
v Pass
‘ v o7
¢ b 285
Green
W Pass
o LS 31
P v 285
Blug
W Pass

olding method

Default -
Threshold color:  White
Colerspace:. RGB -
¥ Dark background
Original | Filtered | Select | Sample

Stack Macro Help




d. Separate Erfassung von FDA bzw. PI- gefarbten Punkten; dazu:
i. Fur FDA:

1. Rot + Blau: o0 - 255

2. Grun:17 - 255
>> bei allen 3 Farben muss ,,Pass” angeklickt sein
>> mit der o.g. Einstellung werden alle Rot- und Blauténe nicht mit erfasst
>> die im ausgewadhlten Bereich liegenden grinen Punkte werden fir die Erfassung
weil3 angefarbt

2. r-QIMAL MRSTUASED = — X =

20140930_Karpfens ativ_M21_PI_FDA_40x3_bearbeitetll_(c1+c2)JPG (75%) =
s RG Threshold Color (expenimental) ||l —

| Red

W Pass

Blug

Thresholding method:  Default -

Threshold color:  White
Colorspace. RGE -

¥ Dark background

Original | Filtered | Select |Samclf|

Vv Uiy ran Stack Macro Help |

L —

¢ Image) F= ]
File Edt Image Process
Olg ||~ 4%

Nagrfying glass (or use "+ and ™" L > = = J

'] Plugins Wndow  Help

i i

sure strgm k| S5 A >

Distributon
Label

Clear Results

Set Measurements

Size (pixel2): | 10-Infinity

Set Scale
Circularity: |0.50-1.00 Catbrate

Histogram Strg+H

Fiot Profie Strg+K

Show:  Mothing

Surface Piot

Gels >
Iv Display results | Exclude on edges Tooks >

[v¥ Clearresults [ Include holes
[v Summarize [ Record starts
v Addto Manager [ In situ Show

nu::el Help |




4. ,OK" >> Analyse lauft, mehrere Fenster 6ffnen sich:
Results:
schlieBen ohne zu speichern
Summary:
JFile” >> ,Save as...” >> im gleichen Ordner wie Originaldokument abspeichern,
Dateizusatz: ,...(c1+c2)_ZahlungFDA_Summary.xls” (Excel-Dokument)

ROI-Manager:
SchlieBen ABER ,Save as Overlay”!

Save as Overlay )
————————

ImageJ:
,File” >> ,Save as"” >> , JPEG"
- H g R L
u---(C14€c2)_ZahlungFDA.jpg — S}
Il Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
New ol fofsld]a] | | |»]
- SRS k to switch)
Open Next Strg+Umschalt+0
Open Samples 4
Open Recent 4
Import 4
Close Strg+W
Close All
Save Strg+S
Tiff....
Revert Sirg+R | Gif...
Page Setup...
Print.__ Strgep oA ImAgE..
ZIP..

it Raw Data...

Image Sequence...
AV

BMP__.

PNG._.

PGM. ..

FITS..

LUT .

Selection...

XY Coordinates...
Results...

Text...

Animated Gif._.
Analyze 75

>> Datei + Color Treshold schlieBen
>> ,originale” bearbeitete jpeg-Datei erneut 6ffnen fiir Analyse der PI-Punkte

Hier erneut beginnen ABER diesmal Griin + Blau auf o — 255 einstellen; Rot auf 56 — 255!

Rest analog zur Analyse der FDA-Punkte
Abspeicherung Summary: ,,...(c1+c2) ZahlungPl Summary.xls”
Image: ,,...(c1+c2) ZahlungPl.jpg”
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