Blue Globe Foresight

Studie #1/2012

Effect of temperature on the
reproductive potential of
teleost fish

Franz Lahnsteiner



VORWORT

Die Publikationsreihe BLUE GLOBE REPORT macht die Kompetenz und Vielfalt, mit der die
osterreichische Industrie und Forschung fir die Losung der zentralen Zukunftsaufgaben
arbeiten, sichtbar. Strategie des Klima- und Energiefonds ist, mit langfristig ausgerichteten
Forderprogrammen gezielt Impulse zu setzen. Impulse, die heimischen Unternehmen und
Institutionen im internationalen Wettbewerb eine ausgezeichnete Ausgangsposition
verschaffen.

Jahrlich stehen dem Klima- und Energiefonds bis zu 150 Mio. Euro fiir die Forderung von
nachhaltigen Energie- und Verkehrsprojekten im Sinne des Klimaschutzes zur Verfiigung.
Mit diesem Geld unterstitzt der Klima- und Energiefonds Ideen, Konzepte und Projekte in
den Bereichen Forschung, Mobilitat und Marktdurchdringung.

Mit dem BLUE GLOBE REPORT informiert der Klima- und Energiefonds tber
Projektergebnisse und unterstitzt so die Anwendungen von Innovation in der Praxis. Neben
technologischen Innovationen im Energie- und Verkehrsbereich werden gesellschaftliche
Fragestellung und wissenschaftliche Grundlagen fir politische Planungsprozesse
prasentiert. Der BLUE GLOBE REPORT wird der interessierten Offentlichkeit liber die
Homepage www.klimafonds.gv.at zuganglich gemacht und ladt zur kritischen Diskussion ein.

Der vorliegende Bericht dokumentiert die Ergebnisse eines Projekts aus dem
Forschungsprogramm ,ACRP”. Mit diesem Programm verfolgt der Klima- und Energiefonds
das Ziel, die wissenschaftliche Grundlagen fir zunehmend wichtige Entscheidungen
hinsichtlich Klimaanpassungsmaflinahmen zu schaffen und somit eine fundierte
Entscheidungsbasis fir Stakeholder zur Verfligung zu stellen.

Wer die nachhaltige Zukunft mitgestalten will, ist bei uns richtig: Der Klima- und
Energiefonds fordert innovative Losungen fiir die Zukunft!
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Theresia Vogel Ingmar Hobarth
Geschaftsfihrerin, Klima- und Energiefonds  Geschaftsfiihrer, Klima- und Energiefonds




B) Projektiibersicht

1 Executive Summary

Fische sind wechselwarme Tiere und daher stark von der Umgebungstemperatur abhangig.
Erhohte oder durch extreme Witterungsverhaltnisse stark schwankende
Wassertemperaturen, wie sie aufgrund des Klimawandels zu erwarten sind, kédnnten daher
auch ihre Fortpflanzung beeinflussen. Dies wurde an ausgewahlten Fischarten untersucht.

» Bei der Bachforelle, Salmo trutta, verzogern Wassertemperaturen, die wahrend der
Vorlaichzeit (August, September, Oktober) gegentiber dem Optimum um circa 5°C erhoht
sind, den Zeitpunkt des Ablaichens und fihren zu erniedrigter Spermien- und Eiqualitat.

» Bei der Asche, Thymalus thymallus, werden die Reifungsprozesse der Eier stirker von
der Temperatur beeinflusst als die der Spermien. Wahrend der Vorlaichzeit (April, Mai) um
3 - 4°C erhdohte Wassertemperaturen reduzieren die Qualitdt der Spermien, den
Prozentsatz der ablaichenden Weibchen und deren Eiqualitat.

» In der Natur laichen Aschen bei einer Wassertemperatur von 5.5 - 7.2°C. Eine Zunahme
der mittleren Wassertemperatur um 1°C wdhrend der letzten 10 - 15 Tage vor dem
Ablaichen beschleunigt das Ablaichen um 3,5 Tage, eine Zunahme um 1°C vom 21.
Dezember an um circa 5,5 Tage.

» Beim Flussbarsch, Perca fluviatilis, wird die Reifung der Mannchen und deren
Samenqualitdt nicht von 0kologisch relevanten Wassertemperaturen beeinflusst. Die
Reifung der Eier wird dagegen von der Wassertemperatur beeinflusst. Temperaturen, die
wahrend der Vorlaichzeit (April, Mai) gegentiber dem Optimum um circa 4°C erhdht sind,
verringern die Anzahl der ablaichenden Weibchen und deren Eiqualitat.

» In der Natur wird das Ablaichen von Barschen durch kurzfristige
Temperaturveranderungen induziert. Ist die Wassertemperatur niedrig (< 12°C), wird das
Ablaichen durch eine Zunahme der Wassertemperatur ausgelést. Umgekehrt 16st bei
Wassertemperaturen von >12°C eine Temperaturabnahme den Laichvorgang aus.

» Bei der Elritze, Phoxinus phoxinus, ist ein kurzfristiger Anstieg der Wassertemperatur um
6 - 11°C der Laichausléser. Elritzen haben ein weitgestrecktes Temperaturoptimum und ein
negativer Einfluss von 6kologisch relevanten Temperaturen auf ihre Fortpflanzung konnte
nicht beobachtet werden. Daher kdnnten Elritzen unter reproduktionsbiologischen
Gesichtspunkten von einer Zunahme der Wassertemperatur profitieren.

» Die Spermien und Eier der untersuchten Fischarten haben ein breites
Temperaturoptimum. Okologisch relevante Temperaturen haben nur einen sehr geringen
Einfluss auf die Spermienmotilitat, die Eiquellung und die Befruchtungsvorgange.

» Die Embryonalentwicklung der Fische ist stark von der Wassertemperatur abhangig und
die Toleranz gegeniiber erhdhten Temperaturen gering. Auch kurzfristige Uberschreitung
der Grenzwerte hat negative Effekte. Bei der Bachforelle ist die Embryonalentwicklung bei
Temperaturen > 11°C gestért. Die Embryonen von Aschen tolerieren <13°C,
Barschembryonen <18°C, Elritzenembryonen < 24°C.

» Erhohte Temperaturen wahrend der Embryogenese resultierten in einer verringerten
Entwicklungsrate, einem verringerten Prozentsatz an geschlupften Larven und
insbesondere in einem hohen Anteil an missgebildeten Larven. Diese haben eine
missgebildete, stark verkrimmte Wirbelsdule, kénnen nicht schwimmen und sterben
innerhalb weniger Tage.



2 Hintergrund und Zielsetzung

Fische der gemaBigten Breiten pflanzen sich nur einmal im Jahr in der sogenannten
Laichzeit fort. Diese ist entweder im Herbst oder im Frihjahr. Die Reifung der Spermien
und Eier wird hauptsachlich durch die Photoperiode gesteuert, aber auch durch die
Wassertemperatur beeinflusst ( Bon et Al. 1999; Bromage et al. 2001). Spermien und Eier
werden in das Wasser abgegeben, wo die Befruchtung der Eier und die anschlieBende
Embryonalentwicklung erfolgen. Bis heute gibt es nur wenig Daten, wie sich erhdhte
Wassertemperaturen auf die Reifung der Spermien und Eier, den Befruchtungsprozess und
die embryonale Entwicklung auswirken. Die Auswirkungen kénnen negativ sein, indem sie
die bestimmte Prozesse stéren, reduzieren oder voéllig unterbinden. Sie kénnen aber auch
positiv sein, indem sie mehrere Fortpflanzungszyklen und damit eine erhdhte
Fortpflanzungsaktivitat ermdoglichen. Sowohl durch positive als auch durch negative
Einflisse wird die Struktur von Fischpopulationen beeinflusst, was wiederum eine
schwerwiegende Wirkung auf die Artenzusammensetzung unserer Gewassersysteme hat.
Folglich sind Daten, die den Einfluss der Temperatur auf die Fortpflanzung der Fische
beschreiben, fir die Risikobeurteilung der Auswirkung einer Klimaerwarmung von
entscheidender Bedeutung.

Bisher gibt es zu diesem Thema nur sparliche Informationen. Es ist unbekannt, ob
und wie erhdhte Wassertemperaturen die Reifung der Spermien beeinflussen. Die Reifung
der Eier wird durch erhéhte Temperaturen verzégert, gestdrt oder véllig blockiert, wie an
der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) und am atlantischen Lachs (Salmo salar)
nachgewiesen werden konnte (Pankhurst et al., 1996a,b; Davies and Bromage, 2001). Dies
ist auf eine Stérung der hormonellen Regelkreislaufe zurickzufihren (King und Pankhurst,
2004). Bislang gibt es keine Untersuchungen, ob die Physiologie der Spermien und Eier und
die Befruchtungsvorgange von der Temperatur beeinflusst werden. Flr die Entwicklung der
Embryonen gibt es einen optimalen Bereich. Uber- und Unterschreitung des optimalen
Bereichs fiihren zu deutlich erniedrigten Uberlebensraten (Ojanguren und Brafia 2003).

Das vorliegende Forschungsprojekt wurde an Bachforelle (Salmo trutta), Asche
(Thymallus thymallus), FluBbarsch (Perca fluviatilis) und Elritze (Phoxinus phoxinus)
durchgefihrt und hat folgende Schwerpunkte:

(a) Es untersucht die Auswirkung von Temperaturregimen, die als realistisch flir die
gegenwartige und zukilnftige Umweltsituation erachtet werden kénnen, auf die
Gametenreifung bei Fischen. Natlrlich schwankende Temperaturregime, die flir die
untersuchte Fischart optimal sind, wurden als Kontrolle verwendet. Andere
Temperaturregime, die im Vergleich zur Kontrolle um 2-5 °© C erhdéht waren, wurden
verwendet, um die Auswirkung von erhéhten Temperaturen auf die Gametenreifung zu
testen. Grundwasser mit einer konstanten Temperatur wurde getestet, um herauszufinden,
ob die Temperatur Uberhaupt einen Einfluss auf die Gametenreifung hatte. Die Auswirkung
der verschiedenen Temperaturregime auf den Zeitpunkt der Spermien- und Eireife , auf
den Prozentsatz der reifen Fische und auf ausgewahlten physiologische und biochemische
Qualitatsparametern der Spermien und Eier wurde untersucht.

(b) Der Einfluss der Temperatur auf die Physiologie der Spermien und Eier wurde
untersucht. Dazu wurden die Spermien und Eier unterschiedlichen Temperaturen
ausgesetzt und die Spermienmotilitat, die Gewichtszunahme der Eier wahrend der Quellung
und die Fertilitat der Spermien und Eier wurden bestimmt.

(c) Auch die Auswirkung der Temperatur auf die Embryogenese wurde untersucht.
Befruchtete Eier wurden bis zum Schlupf bei verschiedenen Temperaturen erbritet und die



resultierenden Uberlebensraten der Embryonen und Larven bestimmt. Die oberen
Temperaturgrenzen und die Entwicklungsstadien, die am empfindlichsten auf
Temperaturschwankungen reagierten, wurden definiert.

3 Projektinhalt und Ergebnis

Fische sind wechselwarme Tiere und daher stark von der Umgebungstemperatur abhangig.
Erhohte oder durch extreme Witterungsverhaltnisse stark schwankende
Wassertemperaturen, wie sie aufgrund des Klimawandels zu erwarten sind, kdnnten daher
auch ihre Fortpflanzung beeinflussen, insbesondere die Reifungsprozesse der Spermien und
Eier, die Qualitat und Funktionalitdt der Gameten und die Embryogenese. Dies wurde an
Bachforelle (Salmo trutta), Asche (Thymallus thymallus), FluBbarsch (Perca fluviatilis) und
Elritze (Phoxinus phoxinus) untersucht.

3.1. Einfluss der Wassertemperatur auf die Gametenreifung

3.1.1. Bachforelle

Die Temperaturregime T1, T2 und T3, in denen die Bachforellen gehalten wurden, sind in
Abbildung 1 dargestellt. T1 stellt ein Temperaturegime dar, das als optimal fir Bachforellen
angesehen werden kann, da in diesem in der Fischzuchtanstalt Kreuzstein seit Jahrzehnten
Bachforellen aufgezogen und fortgepflanzt werden. T2 stellt ebenfalls ein naturlich
schwankendes Temperaturregime dar, das aber insbesondere im August und September
um bis zu 5°C erhéht war, wie es insbesondere flir heiBe Spatsommer typisch ist. T3 hatte
eine konstante Temperatur von circa 9°C und diente als Kontrolle.

Der Beginn der Laichzeit der mannlichen Fische war bei allen drei getesteten
Wassertemperaturen gleich, da die ersten Mannchen am 07. November mit der
Spermienproduktion begannen (Abb. 2a).

In T1 wurde ein 4-wdchiger Peak (07. 11. - 7.12.) in der Fortpflanzungsaktivitat (=
Prozentsatz der reifen Mannchen und in deren Samenqualitat [Samenvolumen,
Spermienmotilitat]) beobachtet (Abbildung 2a, ¢, d). In T2 dauerte die maximale
Fortpflanzungsaktivitat nur 2 Wochen und begann gegeniber T1 2 Wochen spater (21. 11.
- 7.12.). In T3 war kein Peak in der Fortpflanzungsaktivitat festzustellen (Abb. 2a, ¢, d). In
T2 wurde gegeniber Tl und T2 ein erhdhter Prozentsatz von Spermien mit DNA-
Schadigungen festgestellt. Auch die Konzentration bzw. Aktivitat von bestimmten
biochemischen Parametern (der Harnsdure und Peroxidase und der Lysozym-Aktivitat) war
in T2 verandert. Dagegen konnten in der Spermienfertilitdt, in der Spermiendichte und in
anderen physiologischen und biochemischen Parametern (Membranintegritat der Spermien,
ATP, Phosphokreatin, Superoxiddismutase-Aktivitat) keine Unterschiede zwischen den drei
Temperaturregimen festgestellt werden.

Bei allen drei untersuchten Wassertemperaturen reifte der gleiche Prozentsatz an
Weibchen (80%). In T1 und T3 waren die ersten Weibchen bereits am 7.11. reif, in T2 erst
am 7.12. (Abb. 2b). Der hdéchste Prozentsatz an reifen Weibchen (dies entspricht der
maximalen Fortpflanungsaktivitat) wurde sowohl in T1 als auch in T2 am 7.12. beobachtet.
In T3 wurde kein Maximum festgestellt, sondern die Weibchen reiften zeitlich verteilt
zwischen 07.11. - 21.12. (Abb. 2b). Die Fertilitdt der Eier und die prozentuale
Gewichtszunahme wahrend der Quellung waren in T1 und T3 gleich hoch. In T2 stark war
die Eifertilitat stark verringert (Abb. 2e) und die Gewichtszunahme wahrend der Quellung
variabel. Auch die biochemische Zusammensetzung der Eier unterschied sich, da die
Konzentration der freien Fettsauren (Abb. 2f) und der Phospholipide in T2 signifikant



niedriger war als in T1 und T3. Viele Messparameter wurden nicht durch die Temperatur
beeinflusst. Dies waren das Eigewicht (62,7 £ 5,7 mg), die Anzahl der Eier die pro kg Fisch
produziert wurden (171,2 £ 66,0), die Konzentrationen der Triglyceride (4,91 £ 2,61 mg /
Ei), Proteine (36,90 £ 4,40 mg / Ei), und Kohlenhydrate (0,10 £ 0,042 mg / Ei) und die
Lysozym-Aktivitat (51,51 £ 23,87 U / min / Ei).
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Abbildung 1. Temperatur-regime, in denen
die Bachforellen gehalten wurden: T1:
optimal mit taglichen und saisonalen
Schwankungen, T2: erhéht mit taglichen
und saisonalen  Schwankungen, T3
konstant.

Abbildung 2. Prozentsatz der reifen
Bachforellenmannchen und -weibchen
und Spermien- und Eiqualitét bei den
verschiedenen Wassertemperaturen T1,
T2 und T3. In (a) - (d) zeigt die Farbe
der Balken das Datum der Probenahme:
gelb: 7.11., orange: 21.11., grin: 7.12.,
blau: 20.12. Daten sind Mittelwerte *
Standardabweichung. Unterschiedliche
Buchstaben Uber den Balken weisen auf
statistisch signifikante Unterschiede hin.



3.2. Asche

Die Temperaturregime T1-T4, die bei Aschen untersucht wurden, sind in Abbildung 3
dargestellt. Bei den Mannchen hatte die Wassertemperatur folgenden Einfluss auf die
Gametenreifung: Der Prozentsatz der reifen Mannchen betrug zu Beginn der Laichzeit am
14.4. bei allen untersuchten Wassertemperaturen 60-70%. In T1, dem optimalen
Temperaturregime, stieg der Prozentsatz der reifen Mannchen bis zum 31.5. auf 80% an,
ebenso wie die Motilitétsrate der Spermien (Abbildung 3a, d). Bei allen anderen
Wassertemperaturen (T2, T3, T4) sank der Prozentsatz der reifen Mannchen im Verlauf der
Laichzeit auf unter <30% (Abb. 4a) und die Beweglichkeit der Spermien nahm ab.

T2

T

Abbildung 3. Temperaturregime, in
denen Aschen und Barsche gehalten
wurden.

Abb. 3a. Natirlich schwankende
Temperaturregime

Abb. 3b konstantes und kinstlich
schwankendes Temperaturregime
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Die Samenmenge nahm vom 14.4. bis 31.5. bei Fischen, die in T1, T3 und T4
gehaltenen wurden, leicht zu, wahrend es in T2 konstant blieb (Abb. 4c). Die
Spermiendichte und der Prozentsatz der lokal beweglichen Spermien nahmen im Verlauf
der Laichzeit bei allen Wassertemperaturen ab. Die Schwimmgeschwindigkeit der Spermien
veranderte sich nicht.

In T1 reiften 78% der weiblichen Fische (Abb. 4b) synchron zwischen dem 25.5. und
31.5. Dagegen reiften bei den anderen Wassertemperaturen weniger als 10% der
Weibchen (Abb. 4b). Circa 50% der befruchteten Eier aus T1 entwickelten sich zu
Augenpunkteiern, wahrend fir alle anderen Gruppen die Entwicklungsrate <5% war (Abb.
4e). Auch die Gewichtszunahme wahrend der Quellung war fur Eier aus T1 hdher als flr
jene aus T3 und T4.

Fir die Aschenpopulationen aus natiirlichen Gewédssern zeigte eine
Korrelationsanalyse hochsignifikante Zusammenhange (P <0,005) zwischen dem
Ablaichdatum und der mittleren Wassertemperatur vom 21.12. bis zum Ablaichtermin (R? =
0,856), zwischen dem Ablaichdatum und der mittleren Wassertemperatur wahrend der
letzten 15 d (R* = 0,667) und 10d (R* = 0,616) vor dem Ablaichen und zwischen dem
Ablaichdatum und der mittleren Temperaturdifferenz zwischen Januar und den letzten 15 d
vor dem Ablaichen (R*> = 0,624). Mittels dieser Daten konnte ein multiples
Regressionsmodell erstellt werden, das basierend auf den Wassertemperaturdaten den
Ablaichtermin vorhersagt. Unabhangige Variablen sind die mittlere Temperatur wahrend
der letzten 15 d vor dem Ablaichen (x;) und die mittlere Temperatur vom 21.12. bis zum



Ablaichen (x,), die abhangige Variable das Ablaichdatum (y = -13,55 x; + 0.745x1, -
62.57x> + 7.46x,> + 286,4, R = 0,907)

Da die Aschenpopulation vom Enzinger Boden ein spezielles alpines
Temperaturregime aufweist und getrennt von den Tieflandpopulationen positioniert wird,
hat sie in der obigen Regressionsanalyse eine starke Trendwirkung. Wenn die Enzinger
Boden Daten nicht in die statistische Analyse eingeschlossen werden, erniedrigt sich daher
die Signifikanz der Korrelationen. Die hdéchsten R*-Werte wurden fiir die Korrelationen
zwischen dem Ablaichtermin und der mittleren Temperatur wéhrend der letzten 10 d (R? =
0,396) und 15 d vor dem Ablaichen gefunden (R*> = 0,309). R? betrug 0,263 fir die
Korrelation zwischen der mittleren Temperatur vom 21.12. bis zum Ablaichzeitpunkt und
dem Ablaichzeitpunkt und 0,168 fir die Korrelation zwischen der mittleren
Temperaturdifferenz zwischen Januar und den letzten 15 d vor dem Laichen. Das aus
diesem Datensatz resultierende multiple Regressionsmodell mit denselben Variablen wie
oben beschrieben lautete: y = 6.95x; - 0.758x;> - 13.21x, + 1.37x,*> + 121,59, R =
0,410).
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3.3. Barsch

Die getesteten Temperaturbereiche T1 - T3 gleichen denen der Asche und sind in Abbildung
3 dargestellt. Ein natlrlich schwankendes Temperaturregime (T1), ein ahnliches, das aber
um 3 bis 4°C erhdht war (T2) und ein konstantes Temperaturregime wurden getestet. Die
drei Temperaturregime hatten keinen Einfluss auf den Reifegrad der Mannchen und auf
deren Samenqualitat. Alle untersuchten Parameter waren wahrend der Laichzeit (15.4. -
14.6.) konstant (Tabelle 1).

In T1 wurde ein natlrliches Ablaichen der Weibchen vom 24.4. - 15.6. beobachtet.
Die Wildpopulationen vom Grundlsee und Mondsee laichten in einem vergleichbaren
Zeitraum ab. In T2 laichten die Barsche Uber eine bedeutend kirzere Zeitspanne vom 13.5.
- 3.6., und in T3 vom 20.5. - 15.6.. Der Prozentsatz der reifen Weibchen war in T1 am
hoéchsten, gefolgt von T2 und T3. Das Gewicht der abgelaichten Eistrange, die
Befruchtungsrate und die Augenpunktrate der Eier unterschieden sich nicht.

Um Korrelationen zwischen kurzfristigen Temperaturschwankungen und dem
Ablaichzeitpunkt herauszufinden wurden basierend auf der Wassertemperatur verschiedene
Temperaturvariablen berechnet und diese auf Korrelationen untersucht. Signifikante
negative Korrelationen wurden zwischen spT (Wassertemperatur am Tag des Ablaichens)
und mT(d1...3)-mT(d4...6) (Temperaturdifferenz zwischen dem Mittelwert der Tage 1-3
und dem Mittelwert der Tage 4-6 vor dem Laichen) und zwischen spT und mT(dl1...5)-
mT(d5...10) (Temperaturdifferenz zwischen dem Mittelwert der Tage 1-5 und dem
Mittelwert der Tage 6-10) vor dem Laichen gefunden. Diese Korrelationen zeigen, dass die
Fische am Beginn der Fortpflanzungsphase nach einer Temperaturerhéhung [mT(d1...3)-
mT(d4...6) oder mT(d1...5)-mT(d5...10) haben positive Werte] ablaichten und im spateren
Verlauf der Laichsaison nach einer Abnahme der Temperatur (die Werte der Variablen sind
negativ). MT6d wies auch eine negative Korrelation mit mT(d1...3)-mT(d4...6) auf und
mT10d mit mT(d1l...3)-mT(d4...6). Diese Korrelationen werden als die biologisch
wichtigsten angesehen, da sie zeigen, dass das Ablaichen durch einem kurzfristigen
Temperaturanstieg induziert wird, wenn die mittlere Temperatur in den letzten Tagen vor
dem Laichen niedrig (<12°C) ist und nach einer kurzfristigen Temperaturabnahme, wenn
die Temperatur hoch ist (>12°C).

Tabelle 1. Prozentsatz der reifen Fische und Gametenqualitdtsparameter von FluBbarschen in 3 verschiedenen
Temperatureregimen. Daten sind Mittelwerte £ Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben neben den
Werten weisen auf statistisch signifikante Unterschiede hin.

Parameter T1 (optimale T2 (erhdohte T3 (konstante
Temperatur)  Temperatur)  Temperatur)
Mannchen
reife Mannchen, % 84 £ 5 80 £ 4 76 £ 3
Samenvolumen, ml 1,6 £0,8 1,7+0,8 1,6 £0,9
Spermiendichte, 10° cells ml™* 18,8 + 2,9 17,2+ 2,8 17,7 £ 3,1
bewegliche Spermien, % 63,9 £ 19,3 61,8 £ 20,8 60,5 £ 25,4
Weibchen
reife Weibchen, % 75 +5° 52 + 3°¢ 26 £ 6°
Gewicht eines Eistrangs, g 94,2 + 31,6 110,3+21,2% 96,5+ 21,0°
Befruchtungsrate, % 74,0 £ 18,2® 83,3+ 19,6 82,7 +16,8°
Augenpunktrate, % 71,7 £17,7% 63,7 £ 16,2% 66,6 + 15,8°




3.4. Elritze

Durch eine Temperaturerhéhung von 9°C auf 16°C (T1), 18°C (T2), oder 20°C (T3) konnte
das Ablaichen von Elritzen innerhalb von 2-3 Tage induziert werden (Abb. 5a, b). Die
Anzahl der abgelaichten Eier, die Befruchtungsrate, die Augenpunktrate, der Prozentsatz
der geschlipften Larven, und der normal entwickelten Larven unterschieden sich nicht. Bei
einer konstanten Temperatur von 9°C laichten die Elritzen nicht ab (Abb. 5a, b). Wenn die
Temperatur in 8-tagigen Intervallen von 9°C auf 18°C erhdéht wurde (T5), laichten die
Elritzen nur einmal ab, namlich nach der ersten Temperaturerhéhung (Abb. 5c¢). Wenn die
Temperatur dagegen in 14-tagigen Intervallen auf 18° C erhdht wurde, laichten die Elritzen
nach jeder Temperaturerhéhung ab (T6) (Fig. 5d). Die Anzahl der abgelaichten Eier, die
Befruchtungsrate, die Augenpunktrate, der Prozentsatz der geschlipften Larven, und der
normal entwickelten Larven unterschieden sich nicht. Elritzen laichten bei zunehmender
Photoperiode (9.5., 10.6.), wahrend der Sommersonnenwende (4.7.) und bei abnehmender
Photoperiode (1.8., 15. 11.) ab, sobald die Temperatur von 9°C auf 18°C erhéht wurde.
Die Zahl der abgelaichten Eier war am 9.5., 10.6., 4.7., und 1.8. signifikant hdéher als am
15. November. Die Befruchtungsrate, die Augenpunktrate, der Prozentsatz der
geschlipften Larven, und der normal entwickelten Larven waren am 15. 11. niedriger als
am 9. 5., 10.6., 4.7. und 1.8..
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Der gonadosomatische Index (GSI) wurde an Wildpopulationen aus der Ager,
Trattnach und groBen Muhl untersucht. Diese Flisse hatten signifikant unterschiedliche
Wassertemperaturen. Die Ager hatte die hochste Temperatur. Die Wassertemperaturen der
Trattnach waren im Frihling, Sommer und Herbst hdher als die der groBen Mluhl (Abb. 6a).
Der GSI der Mannchen und Weibchen war in der groBen Muhl und in der Trattnach im
Frihjahr (10.5.) am hochsten (Abb. 6b, c). Flir beide Populationen erreichte der GSI der
Mannchen im Herbst (20-Oktober) und Winter (20.2.) sein Minimum, der der Weibchen im
Winter (20.2.) (Abb. 6b, c¢). In der Elritzenpopulation der Ager zeigte der GSI der
Mannchen und Weibchen keine klare saisonale Spitze. Er war vom Frihjahr bis zum Herbst
(10.5. bis 20.10.) konstant und hatte sein Minimum im Winter (20.2.) (Abb. 6b, c).
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3.2. Einfluss der Temperatur auf die Physiologie der Spermien und Eier
Bei den Bachforellen lag das Temperaturoptimum fiir die Spermienmotilitat bei 4 - 8°C. Der
Prozentsatz der beweglichen Spermien war bei > 8°C signifikant erniedrigt und deren
Schwimmgeschwindigkeit bei > 10°C. Fir Aschenspermien betrug das Temperaturoptimum
6 - 16°C. Barschspermien hatten ein Temperaturoptimum von 12 - 16°C. Fiur die
Motilitatsparameter 10 sec nach der Aktivierung war das Temperaturoptimum noch breiter,
da es sich von 12 - 20°C erstreckte. Dagegen war 45 sec nach der Aktivierung die Motilitat
bei 18 - 20°C erniedrigt. Bei der Elritze wurde die hdéchste Spermienmotilitat bei 10 - 22°C
gemessen.

Der Einfluss der Temperatur auf die Gewichtszunahme der Eier wahrend der
Quellung wurde bei den Bachforellen untersucht und es zeigten sich in einem weiten



Temperaturbereich von 3 - 15°C keine statistisch signifikanten Unterschiede. Aufgrund
dieser hohen Temperaturtoleranz wurden bei Asche, Barsch und Elritze keine weiteren
Untersuchungen durchgefihrt.

3.3. Einfluss der Wassertemperatur auf die Embryonalentwicklung

Fir Bachforellenembryonen war das Temperaturoptimum < 9°C (Abb. 7a, Tab. 2). Bei
15°C starben alle Embryonen innerhalb der ersten 10 d (Abb. 7a). Bei 11°C und 13°C
entwickelten sich Eier zu Augenpunktembryonen. Erfolgte die Erbritung bei 13°C, war der
Prozentsatz der Eier, die sich zu Augenpunktembryonen entwickelten gegenliber 9°C
erniedrigt, nicht jedoch bei 11°C (Abb. 7a). Sowohl bei 11°C als auch bei 13°C waren der
Prozentsatz von geschlipften Larven und der Prozentsatz von normal entwickelten Larven
gegenlUber niedrigeren Temperaturen stark vermindert (Abb. 7a). Wenn Embryonen in
spateren Entwicklungsstadien bei 13 oder 15°C inkubiert wurden, entwickelte sich ein
héherer Prozentsatz zu Augenpunktembryonen, als wenn Embryonen in frihen
Entwicklungsstadien bei 13 oder 15°C inkubiert wurden (Tab. 2). Jedoch waren der
Prozentsatz der geschlipften Larven und der Prozentsatz der normal entwickelten Larven
niedrig und fur alle diese Versuche gleich. Bachforellenlarven, deren Eier bei suboptimalen
Temperaturen erbritet wurden, wiesen Missbildungen an der Wirbelsaule auf. Diese hatte
gegenlUber normal entwickelten Larven eine starke Krimmung (Verkrippelung) (Abb. 8).
Die Larven waren schwimmunfahig und starben innerhalb weniger Tage.

Fir Aschenembryonen lag das Temperaturoptimum bei 6 - 13°C, da in diesem
Temperaturbereich der Prozentsatz der Eier, die sich zu Augenpunkteiern entwickelten, der
Prozentsatz der geschllpften Larven und der Prozentsatz der normal entwickelten Larven
am hochsten waren (Abb. 7b). Fir Barschembryonen lag das Temperaturoptimum bei 12 -
18°C (Abb. 7c), Elritzenembryonen hatten ein breites Temperaturoptimum von 12.5 bis
25°C (Abb. 7d). Auch in den letztgenannten Arten flUhrten suboptimale Temperaturen zu
Missbildungen der Larven wie sie oben an der Bachforelle beschrieben wurden.

Tabelle 2. Einfluss der Temperatur auf die Embryonalentwicklung bei Bachforellen. friihe Embryonalstadien:
Befruchtung bis Beginn der Somitenentwicklung, spate Embryonalstadien: Beginn der Somitenentwicklung bis
Schlupf. Daten sind Mittelwert + Standardabweichung, jene mit verschiedenen Superskripts unterscheiden sich
signifikant (P <0,05).

Erbriitung Augenpunkt- Schlupfrate normal entwick-
rate (%) (%) elte Larven (%)

Befruchtung bis Schlupf bei 9°C 90,9 + 11,2 77,5+ 12,4® 69,1 +10,4°

Befruchtung bis Schlupf bei 13°C 65,9 £ 28,2° 21,6 £+27,4° 3,1 +£3,2°

friihe Embryonalstadien bei 13°C 45,4 + 18,3 20,5+ 18,1° 3,1 +2,8°

spate Embryonalstadien bei 13°C 77,3 £ 14,5 29,8 £ 13,4° 7,6 +7,7°

Befruchtung bis Schlupf bei 15°C 0,0¢ 0,0°¢ -

frihe Embryonalstadien bei 15°C 26,7 £34,7¢ 0,0°¢ -

spate Embryonalstadien bei 15°C 76,3 £22,8° 1,9+4,21 0,3+0,2°
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4 Schlussfolgerungen und Empfehlungen

4.1 Einfluss der Wassertemperatur auf die Reifung der Spermien und Eier
4.1.1. Bachforelle

Das getestete Temperaturregime T1 stellt ein natlrlich schwankendes Temperaturregime
dar, das als typisch fur alpine Flusssysteme und als optimal fur Bachforellen angesehen
werden kann. T2 ist ein um 3 - 5°C erhdhtes, naturlich schwankendes Temperaturregime,
das typisch flir einen heiBen Sommer und Herbst mit einem Temperaturabfall spat im Jahr
ist und daher reprasentativ fur das Szenario eines Klimawandels. T3 hatten eine konstante
Temperatur, die im Optimalbereich fir Bachforellen lag. T2 hatten die folgenden negativen
Auswirkungen: Bei den Mannchen wurde der Beginn der maximalen Fortpflanzungsaktivitat
verzoégert und verkirzt. Im Samen wurden biochemische Veranderungen festgestellt, und
ein erhdéhter Prozentsatz von Spermien wies DNA-Schaden auf. Bei den Weibchen war der
Zeitpunkt des Ablaichens (Ovulation) flir ca. 4 Wochen verzdgert, die Befruchtungsrate der
Eier war verringert und deren biochemische Zusammensetzung verandert. In T3 war die
Reifung der Fische nicht synchronisiert, da kein Peak in der Fortpflanzungsaktivitat
gefunden wurde, sondern die Fische Uber einen langeren Zeitraum sukzessive reiften. Laut
King und Pankhurst (2004) stéren suboptimale Temperaturen die endokrinen Prozesse, die
die Gametenreifung steuern.

4.1.2. Asche

Das Temperaturregime T1 stellte wiederum ein natlrlich schwankendes Temperaturregime
dar, das typisch fir voralpine Flusssysteme ist, in denen sich Aschen fortpflanzen. T2 war
ebenfalls ein natlrlich schwankendes Temperaturregime, das aber ab Anfang April um 3 -
4°C erhoht war. Dieses Temperaturregime ist typisch flir einen raschen Temperaturanstieg
zu Frihlingsbeginn. T3 stellte ein konstantes Temperaturregime dar und diente als
Negativkontrolle, wahrend T4 abrupte Temperaturanderungen simulierte.

Die Versuche zeigen, dass nur jene Mannchen vollstandig reiften, die in T1 gehalten
wurden. Bei allen anderen Temperaturregimen wurde eine vollstandige Reifung des
Samens blockiert. Die Reifungsprozesse der Weibchen wurden noch starker von der
Temperatur beeinflusst. Vor allem war ein Temperaturregime mit natlrlichen, saisonalen
Schwanken zur Reifung der Eier notwendig ist. Dies ist ein Unterschied zur Bachforelle, bei
der die Gameten auch bei konstanter Temperatur reiften. Nur bei optimalen
Wassertemperaturen (T1) reifte ein hoher Prozentsatz (70%) der Weibchen und die Eier
waren von hoher Qualitéat. Um 3—4°C erhdhte Wassertemperaturen und abrupte
Anderungen der Wassertemperatur blockierten die Reifung der Eier fast véllig und die
Qualitat und Uberlebensrate der produzierten Eier war &uBerst gering.

Korrelations- und Regressionsanalysen, die an Wildpopulationen durchgefihrt
wurden, zeigten dass ein leichter Anstieg der Wassertemperatur die Gametenreifung
beschleunigte. Ein mittlerer Anstieg der Wassertemperatur vom 21.12. bis zur
Fortpflanzungsphase um 1°C beschleunigte die Gametenreifung um circa 5,5 Tage, ein
Anstieg um 1°C wahrend der letzten 10 - 15 Tage vor dem Laichen um circa 3,5 Tage.

4.1.3. Barsch

Ahnlich wie bei der Asche wurde auch beim Barsch ein natirlich schwankendes
Temperaturregime getestet, das flr voralpine Flusssysteme mit reproduzierenden
Barschpopulationen charakteristisch ist. T2 war wiederum ein natlrlich schwankendes
Temperaturregime mit erhdhten Temperaturen ab Anfang April und T3 ein konstantes
Temperaturregime, das als Negativkontrolle diente.



Beim Flussbarsch hatten die untersuchten Temperaturregime keinen Einfluss auf die
Reifung der Spermien und die Samenqualitdt. Dies zeigt, dass die Spermiogenese
hauptsachlich durch die Photoperiode gesteuert wird. Oogenese und Ovulation wurden
dagegen von der Temperatur beeinflusst. In T2 war der Prozentsatz der ablaichenden
Weibchen verringert und der Beginn der Fortpflanzungsperiode fur etwa 2 Wochen
verzoégert. Auch bei konstanten Wassertemperaturen (T3) reifte nur eine geringe Anzahl
der Weibchen. Der unterschiedliche Einfluss der Temperatur auf die Reifung von Mannchen
und Weibchen kann unter reproduktionsbiologischen Gesichtspunkten erklart werden. Um
eine Kontinuitat der Reproduktion garantieren kdnnen, wird Samen von hoher Qualitat
wahrend der gesamten Laichzeit unabhangig von kurzfristigen Temperaturreizen
produziert. Dagegen laichen die Weibchen nur bei Bedingungen, die das Uberleben der
Eier und Embryonen gewahrleisten. Daher wird die Reifung der Eier durch kurzfristige
Umweltparameter gesteuert.

Die Analyse der Wassertemperatur wahrend der Fortpflanzungsperiode zeigte, dass
Barsche grundsatzlich in einem weiten Temperaturbereich von 7-16 © C ablaichen. Diese
Beobachtungen stehen im Einklang mit denen von Probst et al. (2009).
Korrelationsanalysen zeigten, dass das Ablaichen und damit die Ovulation in der folgenden
Weise temperaturabhangig ist: Wenn die Temperatur vor dem Laichen niedrig ist (<12 °
C), wird dieses durch einen Temperaturanstieg ausgeldst, wenn die Temperatur hoch ist (>
12°C) durch eine Abnahme der Temperatur. Dies kénnte eine Strategie sein, um flr die
Eier optimale Entwicklungsbedingungen zu gewahrleisten.

4.1.4. Elritze

Bei der Elritze wird die Fortpflanzung fast ausschlieBlich von der Wassertemperatur
gesteuert. Darauf weisen folgende Fakten hin: (1) Elritzen laichen in einem konstanten
Temperaturregime in Kombination mit einer natlrlichen, zunehmenden Photoperiode nicht
ab, sondern nur nach einem Temperaturanstieg. (2) Das Ablaichen konnte durch eine
Temperaturerh6hung nahezu unabhangig von der Photoperiode ausgelést werden, namlich
bei zunehmender Photoperiode, wahrend der Sommersonnenwende, und bei abnehmender
Photoperiode. Ein Temperaturanstieg von 6 - 10°C beeintrachtigte weder den Zeitpunkt des
Ablaichens, noch die Anzahl der abgelaichten Eier oder die Qualitat der Eier. Dies weist auf
eine hohe Thermotoleranz hin. Aus diesen Beobachtungen kann geschlossen werden, dass
die Elritze von einem Anstieg der Wassertemperatur aufgrund des Klimawandels profitieren
kdnnte. Die Beobachtung, dass das Ablaichen in 14-tédgigen Intervallen induziert werden
konnte, bestatigt, dass die Elritze ein Portionslaicher ist wie auch in anderen Studien
beschrieben (Frost 1943, Mills 1988, Blanck et al. 2007).

Laichdaten von Wildpopulationen stehen nicht zur Verfligung, da der Laichvorgang in
der Natur kaum zu beobachten ist. Untersuchungen des gonadosomatischen Index (GSI)
von Elritzenpopulationen aus der GroBen MuUhl und Trattnach zeigten, dass die
Elritzenpopulationen vom Frihjahr bis zum Herbst ablaichten. Die GSI-Werte von Elritzen
aus der Ager, die eine erhdhte Wassertemperatur aufweist, deuten darauf hin, dass die
Fortpflanzungsperiode unter diesen Bedingungen verlangert ist. Dies bestatigt wiederum
die experimentellen Daten, dass das Reproduktionspotential der Elritze durch erhdhte
Wassertemperaturen zunehmen kénnte.

4.2 Einfluss der Wassertemperatur auf die Spermien und Eier

Aus den Versuchen kann geschlossen werden, dass Okologisch relevante Temperaturen die
Spermienmotilitat nur geringfligig (Bachforelle, Asche, Barsch) oder Uberhaupt nicht
(Elritze) beeinflussen. Darliber hinaus muss beachtet werden, dass die Befruchtung nicht



nur von der Beweglichkeit der Spermien sondern von weiteren Parametern wie z.B. Alter,
sozialer Erfahrung, Spermienkonzentration pro Ei, Wasserturbulenzen und Wasserchemie
(Hoysak und Liley, 2001;. Liley et al, 2002) abhangig ist. Wie an den Bachforellen gezeigt,
haben auch die Eizellen ein breites Temperaturoptimum. In diesem Bereich verlaufen die
Prozesse der Eiquellung und die Befruchtungsvorgange voéllig ungestoért. Daher wird ein
Einfluss von erhdhter Wassertemperatur infolge des Klimawandels auf die
Gametenfunktionalitat und die Befruchtung ausgeschlossen.

4.3. Einfluss der Wassertemperatur auf die Embryonalentwicklung

Embryonen von Bachforelle, Asche und Barsch haben ein relativ enges Temperaturoptimum
(Bachforelle: 2 - 9°C, Asche: 6 - 13°C, Barsch: 12 - 18°C), wahrend jenes von
Elritzenembryonen breiter ist (12 - 25°C). Suboptimale Temperaturen induzieren
irreversible Stérungen in den Entwicklungsprozessen und manifestieren sich in
Missbildungen der Larven. Dies sind insbesondere Verkrimmungen der Wirbelsdule (Abb.
9). Ahnliche Missbildungen wurden bei Larven von Zebrafischen (Lahnsteiner, 2011) und
Aalrutten (Lahnsteiner et al., 2012) beobachtet, wenn die Embryonen bei suboptimalen
Temperaturen erbriitet worden waren. Auch eine kurzzeitige Uberschreitung des optimalen
Temperaturbereichs manifestiert sich in den beschriebenen Missbildungen.

4.4. Nutzung der Daten

Alle Projektergebnisse wurden durch Veroéffentlichung auf der Website www.aqua-
research.at/ und in wissenschaftlichen Zeitschriften bereits frei zuganglich gemacht. In den
Veroéffentlichungen wird darauf hingewiesen, dass die Arbeit durch das ACRP Programm des
Osterreichischen Klima- und Energiefonds Fonds finanziert wurde.

Die Daten haben kein Marktpotenzial und werden nicht patentiert. Sie sind flr
Ministerien, Fischereiinstitute, Fischereiverbande und flir Umweltschutzorganisationen von
groBer Bedeutung, da sie das Reproduktionspotential verschiedener Fischarten in optimalen
und suboptimalen natlrlichen Temperaturregimen beschreiben. Durch den Einsatz
verschiedener KenngréBen wie z.B. die tagliche, wochentliche, monatliche
Durchschnittstemperatur in der Reproduktionsphase (Vorlaich- und Laichzeit), die tagliche,
wochentliche, monatliche minimale und maximale Temperatur in der Reproduktionsphase,
die tagliche, wochentliche, monatliche minimale und maximale durchschnittliche
Temperatur, die Temperatursummengrade, etc. kdnnen die hier prasentierten Ergebnisse
direkt zur Evaluierung naturlicher Gewasser angewandt werden, sofern die 6kologischen
und verhaltensbiologischen Rahmenparameter exakt beachtet werden.

Da sich die Daten auf Fischarten beziehen, die auch eine kommerzielle Bedeutung
haben, sind sie auch fur die Aquakultur von Bedeutung und dabei insbesondere zur
Optimierung der Produktion von Aufzuchtbetrieben.

C) Projektdetails

5 Methodik
5.1. Durchgefiihrte Versuche und angewandte Methoden

Alle Experimente wurden in Ubereinstimmung mit dem 6sterreichischen Tierversuchsgesetz
durchgefihrt. Aschen (mittleres Gewicht 243 £ 47 g), Bachforellen (280 £ 70 g) und



Barsche (114 £ 65 g) wurden von Fischzuchten bezogen, Elritzen (mittleres Gewicht 7,67
+ 2,95 g) wurden von Wildpopulationen abgefischt. Die Fische wurden in Langstrombecken
mit einem Volumen von 8 m® unter natirlicher Photoperiode und bei einer Durchflussrate
von 2 |/sec gehalten.

5.1.1. Einfluss der Temperatur auf die Gametenreifung und Gametenqualitat

Asche (Thymallus thymallus): Die Experimente mit Aschen starteten am 21. Dezember, da
die zunehmende Photoperiode die Gametenreifung induziert. Die Becken wurden mit
jeweils 25 méannlichen und 25 weiblichen Aschen besetzt. Becken 1 wurde mit Bachwasser
versorgt, Becken 2 mit Bachwasser, das vom 15. April an mit einer Warmepumpe um 3-
4°C erwarmt wurde. Im Becken 3 wurden die Fische vom 21.12. bis 28. Februar in
Bachwasser gehalten, anschlieBend wurde das Becken mit Grundwasser versorgt. Das 4.
Becken wurde wahrend der gesamten Versuchsperiode mit Grundwasser versorgt.

Da Aschen fir den Widerbesatz von verschiedenen Gewé&ssersystemen in der
Fischzuchtanstalt Kreuzstein aufgezogen werden, konnten Ablaichdaten folgender
Populationen in die Untersuchungen miteinbezogen werden: Inn bei Prutz (47°04'N,
10°39'0) fur die Jahre 2005 - 2010, KitzblUhler Ache bei St . Johann (47°31'N, 12°25'0)
von 2000 bis 2010, Oichten in der Nahe von Oberndorf (12°55'N, 47°57'0) von 1985 bis
1991, und fir 1993, 1994 und 1996, Vockla bei Neukirchen (48°02 'N, 13°32'0) von 1989
bis 1993. Daten standen auch flir eine alpine Stauseepopulation vom Enzingerboden bei
Mittersill (1482 m .M., 47°10 'N, 12°37'0) (2003-2004 und 2006-2010) zur Verfligung.
Die mittleren taglichen Wassertemperaturdaten fir den Inn und die Kitzblhler Ache
stammten von Messpunkten des 0&sterreichischen Bundesministeriums fir Land- und
Forstwirtschaft, Umwelt und Wasserwirtschaft und von eigenen Messungen mit
Temperaturloggern. Fehlende Wassertemperaturdaten wurden basierend auf der mittleren
taglichen Lufttemperatur mittels Regressionsfunktionen berechnet.

AnschlieBend wurden auf Basis der Wassertemperatur und des Ablaichzeitpunkts

folgende Variablen berechnet: Anzahl der Tage vom 21. Dezember bis zum Ablaichen,
mittlere Wassertemperatur wahrend der letzten 10, 15, 30 und 45 d vor dem Ablaichen,
Temperaturunterschied zwischen den letzten 10, 15 und 30 d vor dem Ablaichen und den
mittleren Januar- und Februartemperaturen, Anzahl der Tage mit einer Wassertemperatur
> 5 °C in den letzten 10, 15 und 30 d vor dem Laichen. Die verschiedenen
Wassertemperaturvariablen wurden auf Korrelationen zueinander und mit der Anzahl der
Tage bis zum Ablaichen untersucht.
Barsch (Perca fluviatilis): Auch die Versuche mit Barschen begannen am 21.12., wobei die
Becken mit jeweils 20 mannlichen und 20 weiblichen Fischen besetzt wurden. Becken 1
wurde mit Bachwasser versorgt, Becken 2 mit Bachwasser, das vom 15. April an mit einer
Warmepumpe um 3-4°C erwarmt wurde. Das dritte Becken wurde wahrend der gesamten
Versuchsperiode mit Grundwasser versorgt. Fichtenzweige oder Kokosmatten wurden als
Laichsubstrat eingebracht.

Die Ablaichtermine von Barschen wurden an 2 Wildpopulationen vom Mondsee
(47°49'N, 13°24'0) und vom GrundlIsee (47°37'N, 13°49'0) untersucht. An Standorten, die
aus friheren Beobachtungen als Laichplatze bekannt waren, wurden Fichtenzweige in einer
Tiefe von 1-2 m fixiert. Diese Laichsubstrate wurden taglich auf angeheftete Eistrange
untersucht. Parallel wurde die Wassertemperatur mit Temperaturloggern aufgezeichnet.

Auf Grundlage der Wassertemperaturdaten und des Ablaichtermins wurden folgende
Variablen erstellt: Wassertemperatur am Tag des Ablaichens (spT), mittlere
Wassertemperatur wahrend der letzten 3 d (mT3d) und 6 d (mT6d) vor dem Laichen,
Temperaturdifferenz zwischen dem Mittelwert der Tage 1-3 und dem Mittelwert der Tage 4-
6 vor dem Laichen [mT(d1...3)-mT(d4...6)] und die Temperaturdifferenz zwischen dem




Mittelwert der Tage 1-5 und dem Mittelwert der Tage 6-10 vor dem Laichen [mT(d1...5)-
mT(d6...10)]. Diese Variablen wurden auf Korrelationen untersucht, um kurzfristige
Temperaturveranderungen bestimmen zu kénnen, die das Ablaichen induzieren.

Bachforelle (Salmo trutta): Die Experimente an Bachforellen begannen am 15. August, da
die abnehmende Photoperiode die Gametenreifung induziert. Die Becken wurden mit
jeweils 25 mannlichen und 20 weiblichen Tieren besetzt. Becken 1 wurde mit Bachwasser
versorgt, Becken 2 mit Seewasser vom Mondsee, das eine circa 4 - 5°C héhere Temperatur
hatte und Becken 3 mit Grundwasser.

Elritzen (Phoxinus phoxinus): Bei den Elritzen setzten sich die Experimentalgruppen aus
jeweils 10 mannlichen und 10 weiblichen Fischen zusammen und jedes Experiment wurde
einmal wiederholt. Alle Experimente wurden unter Durchflussbedingungen (Durchflussrate:
1 I/h) und unter natlrlicher Photoperiode durchgefiihrt. Zum Ablaichen wurden die Fische
in Becken mit einem doppelten Boden aus Edelstahlgitter gesetzt. Die abgelaichten Eier
fielen durch das Drahtgitter auf den Boden und Eikannibalismus konnte dadurch verhindert
werden. Im 1. Experiment wurde am 25. April die Wassertemperatur von 9°C auf 16°C,
18°C, oder 20°C erhoht. Nach 4 Tagen wurde die Temperatur wieder auf 9°C abgesenkt.
Gruppe 4 wurde als Kontrolle bei 9°C gehalten. Im 2. Experiment wurde die
Wassertemperatur im Abstand von 8 Tagen oder 16 Tagen von 9°C auf 16°C erhdht. Im 3.
Experiment wurde versucht, das Ablaichen in verschiedenen Jahreszeiten zu induzieren.
Dazu wurde bei zunehmender Photoperiode (9. Mai, 10. Juni), zur Sommersonnenwende
(4. Juli), und unter abnehmender Photoperiode (1. August, 15. November) eine
Temperaturerhéhung von 9°C auf 16°C durchgeflhrt.

Weiters wurden Elritzen von Wildpopulationen der groBen Mihl (48°34'N, 14°02'0),
Trattnach (48°14'N, 13°49'0) und Ager (48°30'N, 13°47'0) am 21. 10. 2008, 20. 2. 2009,
9. 5. 2009 und 20. 7. 2009 elektrisch abgefischt. Diese Untersuchungen waren Teil eines
groBeren Projekts, das die Auswirkung der Wassertemperatur auf verschiedene
Stressparameter von Wildfischen erfasste. Die Fische wurden durch eine Uberdosis MS222
getodtet und anschlieBend wurden neben anderen Parametern auch Lange, Gewicht und
Gonadengewicht erfasst. Der gonadosomatische Index wurde mit der Formel
Gonadengewicht / somatische Gewicht * 100 berechnet.

Flr jede Fischart wurden alle beschriebenen Versuche einmal wiederholt. Wahrend
der Experimente wurde die Wassertemperatur zweimal am Tag mit Temperaturloggern von
TinyTag® gemessen, nadmlich um 6.00 Uhr und 18.00 Uhr. Bei Aschen, Bachforellen und
Barschen wurde etwa 2 Wochen vor Beginn der Fortpflanzungsphase begonnen durch
Abstreifen den Reifegrad der Fische festzustellen. Sobald die die Fische reif waren, wurden
Samen und Eier abgestreift und flr die verschiedenen Tests verwendet. Barscheier kénnen
ohne hormonelle Vorbehandlung der Fische nicht abgestreift werden. Deshalb wurde ihnen
ein natirliches Ablaichen auf den oben beschriebenen Laichsubstraten ermdéglicht. Die
Eistrange wurden von den Laichsubstraten abgesammelt und ebenfalls fir die
Qualitatstests verwendet.

5.1.2. Einfluss der Temperatur auf die Embryogenese und Larvenentwicklung

Frisch befruchtete Eier wurden in speziellen, selbsthergestellten Inkubatoren bei
verschiedenen Temperaturen erbritet. Die einzelnen Inkubatoren wurden in rechteckige
Kunststoffbehalter gehdngt, die mit 50 | Wasser beflllt waren. Das Wasser wurde mit
Heizstdben auf die gewlnschte Temperatur erwarmt und jeder Behdlter wurde Uber
Ausstromer mit Luft versorgt. Das Wasser wurde bei Bachforellen in 10-tdgigen Intervallen
gewechselt, bei den anderen Arten in 2-tdgigen Intervallen. Der Prozentsatz der Eier die



sich zum Augenpunktsstadium entwickeln, der Prozentsatz der geschlipften Larven, und
der Prozentsatz der missgebildeten Larven wurden bestimmt.

5.1.3. Einfluss der Temperatur auf die Physiologie der Spermien und Eier

Die Spermienmotilitdt wurde mit Wasser bei verschiedenen Temperaturen aktiviert. Um die
prozentuelle Gewichtszunahme der Eier wahrend der Quellung zu bestimmen, wurde das
Gewicht der frisch abgestreiften Eier bestimmt. AnschlieBend wurden die Eier 90 min lang
in Wasser bei unterschiedlichen Temperaturen inkubiert. Danach wurde das Wasser
abgetrennt und das Eigewicht erneut bestimmt. Die Veranderungen im Eigewicht wurden
als prozentuelle Gewichtszunahme berechnet. Bei Bachforellen wurden im Bereich von 3 -
15°C Befruchtungexperimente durchgeflihrt. Samen wund Eier wurden bei der
Priftemperatur flir 5 min &aquilibriert. Danach wurde die Befruchtung durchgefihrt
(Verhéltnis Spermien : Ei = 1 x 10°> : 1) und die Gameten wurden fiir 15 min bei der
Priftemperatur  inkubiert. AbschlieBend wurden die befruchteten Eier in
Durchflussinkubatoren bei 9 £ 1°C bis zum Augenpunktstadium erbritet.

5.1.4. Analysemethoden

Samenvolumen, Samendichte, Beweglichkeit der Spermien, Spermienfertilitat, Eigewicht,
Anzahl der Eier pro Weibchen, Gewichtszunahme der Eier wahrend der Quellung, Eifertilitat
und biochemische Parameter (Membranintegritat und DNA-integritat der Spermien,
biochemische Zusammensetzung der Eier) wurden mit Routinemethoden bestimmt, die in
Fachzeitschriften  verdffentlicht ~wurden  (Lahnsteiner et al,, 1999, 2010).
FUr die statistischen Analysen wurde hauptsachlich die Varianzanalyse verwendet. Alle
Daten wurden als Mittelwert £ Standardabweichung wiedergegeben.

5 Arbeits und Zeitplan

Der Arbeitsplan und Zeitplan wird im folgenden Flussdiagramm dargestelit.

AP nr. Titel des Arbeitspakets Dauer Anfang bis Ende
1 Aufbau der Versuchsanlage 2 01-03-2010 bis
30-04-2010
2 Einfluss der Temperatur auf die Gametenreifung|3 01-05-2010 bis
und Gametenqualitat in Phoxinus phoxinus 31-07-2010
5 Analyse der Gametenqualitat 1 01-08-2010 bis
31-08-2010
3 Einfluss der Temperatur auf die Gametenreifung|4 01-09-2010 bis
und Gametenqualitat in Salmo trutta 31-12-2010
5 Analyse der Gametenqualitat 1 01-01-2011 bis
31-01-2011
4 Einfluss der Temperatur auf die Gametenreifung|4 01-02-2011 bis
und Gametenqualitat in Perca fluviatilis und 31-05-2011
Thymallus thymallus
5 Analyse der Gametenqualitat 3 01-06-2011 bis
31-08-2011




Analyse der Gametenqualitat 01-09-2011 bis
30-09-2011
Einfluss der Temperatur auf die Gametenreifung 01-10-2011 bis
und Gametenqualitat in Salmo trutta 30-11-2011
Analyse der Gametenqualitat 01-12-2011 bis
31-01-2012
Verfassen von Publikationen und Abschluss- 01-02-2012 bis
berichten 31-03-2012
Einfluss der Temperatur auf die Gametenreifung 01-04-2012 bis
und Gametenqualitat in Phoxinus phoxinus 31-05-2010
Verfassen von Publikationen und Abschluss- 01-06-2012 bis
berichten 31-07-2012

5 Publikationen und Disseminierungsaktivitaten

Lahnsteiner F, Kletzl M. (2011). The effect of water temperature on gamete maturation and
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467. doi:10.1007/s10695-011-9526-8

Lahnsteiner F. (2012). Thermotolerance of brown trout, Salmo trutta, gametes and
embryos to increased water temperatures. J. Appl. Ichthyol. 2012, 1-7. e-pub ahead
of print. DOI: 10.1111/j.1439-0426.2012.01934.x

Lahnsteiner F, Kletzl M, Weismann T. (2012). The effect of temperature on embryonic and
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DOI: 10.1111/j.1095-8649.2012.03344.x
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