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Entwicklungsstand des Teilprojektes 1:

,untersuchungen zum Stoffstrommanagement in einem modernen Kreislaufsystem
fur die marine Aquakultur*
Kurztitel: Kreislaufsystem (TL: Dr. Helmut Thetmeyer)

Erreichung der Meilensteine

Im Sachstandsberichten fur die Jahre 2009 und 2010 und 2011 wurde — nach Rlcksprache
mit dem Wirtschaftsministerium — bereits darauf hingewiesen, dass durch die Berufung von
Professor Dr. U. Waller zur HTW in Saarbrticken, woflr kein personeller Ersatz geschaffen
wurde, die wissenschaftlichen Aspekte von Teilprojekt 1 nicht bearbeitet werden kdnnen, das
Teilprojekt 1 also lediglich die Infrastruktur fir andere NEMO-Teilprojekte zur Verfligung
stellen kann.

Entwicklungsstand des Teilprojektes 2:

»Einrichtung einer Online-Datenbank und eines Expertensystems fir das
Kompetenzzentrum Marine Aquakultur®

Kurztitel: AquacultureBase (TL: Dr. Bernd Ueberschér, Gerrit Quantz)

Zusammenfassung des Themas

Ziel ist die Einrichtung eines Online-Informationssystems und Datenbank, in dem alle im
Kompetenzzentrum marine  Aquakultur gewonnenen Erkenntnisse, Informationen,
Ergebnisse und Aktivitaten aufbereitet und Experten, Entscheidungstradgern und der breiten
Offentlichkeit Gber das Internet zur Verfligung gestellt werden sollen. Daneben soll das
Informationssystem generell fir das Kompetenzzentrum, flr Experten, Praktiker und die
Offentlichkeit relevantes und aktuelles Wissen uber die marine Aquakultur zusammenfassen
und den verschiedenen Nutzergruppen unter besonderer Bericksichtigung regionaler
Komponenten zur Verfligung stellen. Ein solches Informationssystem kann als wichtige
,Outreach-Komponente* die Arbeit des Kompetenzzentrums nach aullen hin sichtbar
machen und die Offentlichkeitsarbeit unterstiitzen. Das Projekt wird damit auch in der Aus-
und Weiterbildung und als Grundlage zur Erarbeitung von Technologietransfer, wie in der
Matrix des Kompetenzzentrums vorgesehen, genutzt werden kodnnen. Es tragt zudem zur
Entwicklung nachhaltiger Aquakulturaktivitaten bei und steht im Einklang mit dem FishCode-
Programm der FAO (Interregional Programme for the Implementation of the Code of Conduct
for Responsible Fisheries and Aquaculture). Zudem beinhaltet das Teilprojekt
Koordinationsarbeiten innerhalb des NEMO-Projektes am IFM-GEOMAR (jetzt GEOMAR)
sowie die externe Koordination mit den Partnern des Kompetenzzentrums ,Marine
Aquakultur®. Um die Auffullung mit Inhalten durch Volontare zu ermdglichen, ist ein Content
Management System auszuwdahlen, welches den direkten Eintrag von Beitrdgen fur fachlich
kompetente und autorisierte Autoren ermdglicht.
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Meilenstein 3.2.5 (Datensammlung, Aufbereitung, Harmonisierung, Dateneingabe,
Verlinkung) war, wie geplant auch 2012 ein Schwerpunkt.

Erreichung der Meilensteine:

Die auch 2012 fortgesetzte Auffillung des Informationssystems mit Inhalten hat zum Ende
der Projektlaufzeit zwar zu einem signifikanten Stand der Informationsresourcen gefihrt,
kann aber per se als nicht abgeschlossen gelten, da ein online Informationssystem wie
AquacultureBase als dynamisches System einer standigen Entwicklung unterliegen muss
(das Informationssystem FishBase, welches heute unbestritten die Autoritdt darstellt was
das Grundlagenwissen uber Fische angeht, hat sich zum gegenwartigen Stand uber 17
Jahre lang entwickelt).

Nachfolgend wird Uber die Arbeiten und Fortschritte am Informationsportal AquacultureBase
fur 2012 berichtet.

Thema Brutfischhalterung, Larven- und Juvenilenaufzucht:

Als Basis fur Informationen zur Produktion von Setzlingen fir Fischarten, die in der
Aquakultur eine Rolle spielen, wurden die relevanten Daten aus dem Datenpool von
LarvalBase (www.larvalbase.org) in AquacultureBase so eingebunden, dass sie auch
innerhalb dieses CMS gepflegt und erweitert werden kdénnen.

Das Encoding von weiteren artenspezifischen Daten wurde 2012 fortgesetzt.

Damit stehen nun Daten und Informationen flr etwa 170 Arten in folgenden Rubriken fir in
der Aquakultur relevante Arten zur Verfiigung:

e Brutbestandshalterung und Laichverhalten (Broodstock Information)

e Daten zur Eihalterung- und Erbritung (Eggnurserysystem Information)

e Daten zur Larvenhalterung und Aufzucht (Larvalnurserysystem Information)
e Daten zur Juvenilenaufzucht und Halterung (Frynurserysystem Information)

Ein Screenshot (Abb. 2.1) zeigt das Auswahlinterface fiir die verschiedenen
Themenbereiche (wie oben aufgefiihrt) so wie es sich fiir die Benutzer von AquacultureBase
darstellt. Die Abb. 2.2 zeigt beispielhaft die Auflistung der Arten, fir die ,Larval Nursery
Information” zur Verfugung stehen.


http://www.larvalbase.org/
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#A Specify your request | Aq. %

€ - C' | @ nttps//lily.geomar.de/aquaculturebase/Ib/inquiry oo A 8w =
TT-premium® 52-6... (5) Wetter Wettervorher..

/[ AquacultureBase online X

e
hopen thedoor to aquaculture

| View | Edit Revisions

Navigati i i i i
ayigaon Propagation of Fish - Breeding Information
RStaitFage Which species will | grow? Selecting a species for aquaculture =
(>Startseite |

The tables which can be accessed from here, provide detailed information on propagation of species important in
aquaculture. The majority of the information was extracted from peer-reviewed litereature, however, some other sources
Freshwater Species such as grey literature, working reports and shelf documentaries from practicising aquaculturists were included

Species Information

Marine Species 5 i 3 3 . s
b pec The information are structured into broodstock biology and management. information on maintenance of the egg

stages, and separated into the major life larval stages, larvae -and fry nursery.

DCertification Instead of providing only summaries, we provide the extracted informations per author/article from peer reviewed
(>Aquaculture Technology literature, thus enabling the user to choose the protocols which meet their demands for information
Useful Tables

Discussion Forum
Blog Please submit your query Help
Contact Form
Legal Disclaimer
@ Broodstock Information
© Eggnurserysystem Information
bueberschaer © Larvalnurserysystem Information
© Frynurserysystem Information

My account
(>Create content
>Administer
Log out Filter options:
AquacultureBase is being © Genus, species contains \

compiled under the

: © Filter by pattern |
leadership of the Helmholtz

Centre for Ocean Research @ Filter is off
(GEOMAR) Kiel
What's New? Other searches: find a species — find a literature reference |

Abb. 2.1: Screenshot AquacultureBase — Auswahlinterface fur Daten zu Broodstock,
Eggnursery, Larvalnursery & Frynursery. Zum einen kann man sich die gesamte Liste aller
verfligbaren Arten zeigen lassen, oder alternativ Uber einen Filter nach einer bestimmten Art
suchen und sich nur diese Daten anzeigen lassen.
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C' | @ nttps://lily.geomar.de/aquaculturebase/Ib/response?type

. ['] AquacultureBase online % / &b Response to your Query | X 2 i

=g
=listing&topic=larvalnurserysystem&filtergenus=_&filters ¢ »ﬂ: :’3 .% w N

m |

>

-

AquaculiuceBa

e

R S 4
mopen thedoor to aquaculture

m

| View | Edit Revisions
Navigation . .
= More information 1
Start Page
vQ Please visit the following links. The helpfiles provide useful about the indivi information in
Startseite the different tables:
(-Species Information + Broodstock Table

Certification « Egg Nursery-Table
Aquaculture Technology e Lawal Nursery-Table

o Fry Nursery-Table
Useful Tables
Discussion Forum Back to the query form
Blog

Species with Larval Nursery System Records
Contact Form
L T 101 rows - add new record
egal Disclaimer

Species Author Fbname

bueberschaer Abudefduf conformis Randall & Earle, 1999
F legelii schlegelii

My account Acanthopagrus schiegelii schlegel (Bleeker, 1854) Blackhead seabream

Create content
Administer

Log out

AgquacultureBase is being
compiled under the
leadership of the Helmholtz
Centre for Ocean Research
(GEOMAR) Kiel.

Achirus lineatus

(Linnaeus, 1758)

Lined sole

Acipenser baeni baeri

Brandt, 1869

Siberian sturgeon

Acipenser naccarii

Bonaparte, 1836

Adriatic sturgeon

Acipenser transmontanus

Richardson, 1836

White sturgeon

Anarhichas minor

Olafsen, 1772

Spotted wolffish

Anchoa mitchilli

(Valenciennes, 1848)

Bay anchovy

Anguilla anguilla

(Linnaeus, 1758)

European eel

Argyrosomus japonicus

(Temminck & Schlegel, 1843)

Japanese meagre

Barbonymus gonionofus (Bleeker, 1850) Silver barb
What's New? Barilius canarensis (Jerdon, 1849)
: Carassius auratus auratus (Linnaeus, 1758) Goldfish
Anguilla anguilla
Solubility of Nitrogen in Water | Catla catla (Hamilton, 1822) Catla

Oxygen Solubility

= Centropomus undecimalis (Bloch, 1792) Common snook
Mole fraction of un-ionized =
SRR Centroorstis stnata (Linnaeus_1758) Black seabass ¥
Abb. 2.2: Als Beispiel die Auswabhlliste fur die Arten, von denen Informationen zur

Larvenproduktion- und Halterung zur Verfiigung stehen.

Thema Kreislauftechnologie:
Zu diesem Thema gibt es jetzt eine Reihe von Beitragen.

Fur die Komponenten in einer Kreislaufanlage wurden die folgenden Themen abgehandelt:

e Beschreibung ihrer Funktionen

e |hre physikalisch-technischen Grundlagen
¢ die Integration in den Anlagenprozess und
e die Auslegungsparameter

Ein einfihrender Artikel in deutscher Sprache, der kein Fachwissen voraussetzt, soll die
Thematik fur Einsteiger in diese Technologie versténdlich darstellen (Abb. 2.3).
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Unter dem Menl ,Aquaculture Technology“ stehen ausfuhrliche Artikel zur mechanischen
und biologischen Behandlung des Prozesswassers in einer Kreislaufanlage zur Verfigung.

. KFEEI:I
i mé (90g N/ Kg = 100%)

L\ Faecall Loss (10%)

enrichment

Filtration

Degassing "Biological Filter"
Nitrification

Abb. 2.3: Beispielhaft der prinzipielle Aufbau einer Kreislaufanlage fiur die Mast von
Speisefischen. Eine lllustration aus einem einfihrenden Artikel.

Thema Ubersichtsinformationen zu den wichtigsten Aquakulturarten:

Im biologischen Bereich stehen nun unter dem Menupunkt ,Species Information®
ausfuhrliche ,Fact Sheets” fur 12 wichtige Stsswasserfischarten und fur 16 der wichtigsten
marinen Arten in der Aquakultur zur Verfigung (Abb. 2.4).

Die Artenbeschreibung enthalt Informationen zu folgenden Themen (in Englisch): Biological
features, production, production cycle, production systems, seed supply, hatchery
production, nursery ongrowing techniques, onshore tanks, feed supply, harvesting
techniques, handling and processing, production costs, production statistics, market and
trade, status and trends, fry production, improved culture systems and automation, disease
prevention and control, stock monitoring and genetic improvement, responsible aquaculture
practices und Referenzen.

Wahrend der Teil Brutfischhalterung, Larven- und Juvenilenaufzucht (siehe oben) eher
tabellarisch aufgebaut ist, ist dieser Teil, soweit es das Thema Larvenaufzucht betrifft, eher
beschreibend dargestellt.
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Navigation 2 X 3 .
— Major marine and amphidrome/katadrome species
tart Page £

e frequently produced in Aquaculture

Species Information For more information, please click on the species name.

Aquaculture Technology

EN: Siberian :
Useful Tables sturgeon EN: European eel
DE: Sibirischer Stor D sl
Certification A x Anguilla anguilla
\cipenser baerii
AguaCase
Discussion Forum
Bl EN: Japanese eel EN: Meagre
°9 %A DE: Japanischer Aal DE:: Maigre

Contact Form Anguilla japonica Argyrosomus regius

Legal Disclaimer

EN: European

EN: Milkfish S[;!;F)Sés
User login DE: Milchfisch e
Chanos chanos
Dicentrarchus
Username: * v
Password: * EN: Barramundi EN: Grey mullet

DE:DE: Barramundi
Lates calcarifer

DE: Meerasche
Mugil cephalus

& Create new account

EN: Rainbow trout
DE:
Regenbogenforelle
Oncorhynchus

EN: Coho salmon
DE: Silberlachs
Oncorhynchus

C Request new password

AquacultureBase is being kisutch wiies

compiled under the e

leadership of the Helmholtz .

Centre for Ocean Research N Tt EM: Cobia

(GEOMAR) Kiel DE: Steinbutt DE: Cobia
Psetta maxima Rachycentron

What's New? canadum

Anguilla anguilla

Solubility of Nitrogen in EN- Red drum

Water L_J—"m‘-:.a« EN: Atlantic Salmon DE: Roter Trommler
Oxygen Solubility ‘% —z 1 DE:Lachs Sciaenops

Water quality screening Salmo salar

ocellatus
Mole fraction of un-ionized
ammonia
Solubility of c xide 2
Dlvu ility cflusrbvoﬂd\oxlda EN: Japanese EN: Gilthead
Toxicity and maximum Amberjack
i seabream
permissible concentration of DE: Amberjack
5 = DE: Goldbrasse
toxic substances Seriola

y i S s a
Growth rates of algae quinqueradiata parus aurata

cultured at different
atures and light ledge

Light <aturat|0n for macro
algae

Filtration Equipment for use
with seawater systems
Useful technical tables
Disinfectants and their
application

| o4 Drupal |

Abb. 2.4: Beispielhaft die Tabelle mit dem Userinterface in AquacultureBase fiir die
Arteninformationen (hier marine Fischarten).
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/[ AquacultureBase online % ) &b Dicentrarchus labrax | Aqu X -

€ - C' | @ httpsy//lily.geomar.de/aquaculturebase/node/83 w ‘*3 3 n:% w
## TT-premium@® S2-6... @ Wetter Wettervorher...

Edit Revisions
Navigation
Start Page
Startseite .
Dicentrarchus labrax
Species Information
Certification <BACK TO THE LIST WITH MARINE FISHES>

Aquaculture Technology
Useful Tables

Common Names:

En  European seabass
Fr  Bar européen

Es  Lubina

De Wolfsbarsch

Discussion Forum

Blog

Contact Form

Legal Disclaimer Biological features

Body rather elongate. Opercle with 2 flat spines; preopercle with large, forward-directed spines on its lower margin
Mouth terminal, moderately protractile Vomerine teeth in a crescentic band, without a backward extension on midline

bueberschaer of roof of mouth. Two separate dorsal fins; the first with 8 to 10 spines; the second with 1 spine and 12 or 13 soft rays.
= Anall fin with 3 spines and 10 to 12 soft rays. Scales small; lateral line complete with 62 to 74 (mode 70), but not
My account extending onto caudal fin. Caudal fin moderately forked. Colour silvery grey to bluish on the back, silvery on the

Create content sides, belly sometimes tinged with yellow. Young with some dark spots on upper part of body but adults never spotted
A diffuse spot on the edge of opercle
Administer

Log out Images gallery

AquacultureBase is being
compiled under the
leadership of the Helmholtz
Centre for Ocean Research
(GEOMAR) Kiel.

What's New?

Anguilla anguilla

Solubility of Nitrogen in Water
Oxygen Solubility

Mole fraction of un-ionized
ammonia

Abb. 2.5: Beispielhaft ein ,Fact Sheet” Species Information (Wolfsbarsch).

Thema Tabellenwerke fir Praktiker:

Professionelle Aquakulturfarmer, aber auch Wissenschaftler die sich praktisch mit der
Aquakultur beschéftigen, brauchen haufig einen Zugang zu Berechnungsgrundlagen oder
einen schnellen Faktencheck, wenn es zum Beispiel um die Berechnung von Volumina und
Durchflussmengen beim Aufbau von Halterungsanlagen geht ("Plumbing and materials®) ;
oder es ist ein schneller Uberblick (ber die Wasserparameter fir Hatcheries oder
Aufzuchtanlagen gewinscht.

Haufig ist auch ein Uberblick gefordert, wenn es z.B. um Informationen geht, welchen
Nahrwert und welche chemische Komponenten im Futter, beispielsweise fur Fischlarven,
vorhanden sind.

Fur diesen Themenblock hat sich AquacultureBase das Ziel gesteckt, zweckmaRiges Wissen
zusammen zu tragen und in Tabellenform im Userinterface zu prasentieren. Die Abb. 2.6
zeigt die Eingangsseite mit den Links in Tabellenform. Die Tabellen stellen Daten aus

8
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aquakulturrelevanten Themenbereichen wie etwa Berechnungsgrundlagen fur Volumina und
Viskositat, zur Wasserchemie, Biologie, Biochemie, Beleuchtungsintensitdten oder Toxizitat
von relevanten Substanzen und Daten zur Lebendfutterkultivierung zur Verfigung.

AquacultureBase online %

€ - C | @ httpsy//lily.geomar.de/aquaculturebase/node/113 ol Al w =
## TT-premium® S2-6... @ Wetter Wettervorher...

& Useful technical tables | 4 x

N
AguacultureBasew

Edit Revisions

Navigation . v o
= Useful technical tables for practicing aquaculturists
Start P:

i The complexities of modern hatchery methodology. more intensive growout systems, and the application of diverse
Startseite biological and physical sciences to aquatic animal husbandry have reached beyond the ability of most aquaculturists to
Species Information enjoy an in-depth knowledge of all phases of the aquaculture process
‘Aquaculture Technology Technical tables which provide, in a comprehensive manner, access to a variety of data of significant practical value,
Useful Tables such as volume calculation of rather complex containers, water chemistry, chemical composition of live feed and feed

— components etc., can save a lot of time.
Certification

This resource provides a set of tables that can alleviate the need for an extensive personal library to access basic
Information useful for practicing aquaculturists.

Discussion Forum
Blog
Contact Form

Legal Disclaimer Please use the <BACK> button of your browser to get back to this table
Technical Tables, please choose from the following subjects.

bucberschacr
AquacultureBase is being
sy stk
(GEOMAR) K
What's New?

Solubility of Nitrogen in Water

Log out

“

Abb. 2.6: Tabellenwerke fur Praktiker. Zurzeit stehen etwa 25 Tabellen zu unterschiedlichen
Themenbereichen zur Verfugung; weitere Tabellen werden noch zur Implementierung
erstellt.



NEMO — Sachstandbericht 2012

Q
GEOMAR

——

en the door to aquaculture

Edit Revisions
Navigation
Start Page
Startssite AIR SOLUBILITY OF OXYGEN (mg/1) IN SEAWATER (0-40 g/kg, %c)

Species Information

Aquaculture Technology

Certification I - 14120 13636 13167 12714 12277 11854 11445 11051
AquaCaze 14216 13.733 13.266 12.815 12378 11956 11548 11154 10.773
13.829 13.364 12914 12478 12.057 11650 11256 10.875 10.507
Discussion Forum 13.460 13.011 12577 12156 11750 11.356 10.976 10.608 10.252
Blog I ;7 12674 12255 11849 11456 11076 10708 10.352  10.008
Contact Farm 12770 12.352 11947 11554 11175 10.807 10451 10.107 9.774
B o7 12043 11652 11272 10905 10550 10.206 9.872  9.550
Legal Disclaimer
12139 11748 11369 11.002 10647 10303 9.970  9.647 9335
I 15 11065 11038 10743 10399 10066 9.744 9431  9.128
bueberschaer I 150 1119+ 10839 10495 10162 9.833  9.526 9223 8930
T ::: w093 10550 10257 9934 9621 9318 9.0  8.739
My account
T 10> w0632 10351 10028 9715 9412 9117 8832 855
Create content
T 07 044 10121 9.808 9505  9.210 8525 8648 8379
Administer 10537 10214 9.901 9597 9302 9.017 8739 8470 8210
Log out T 005 o992 9685 9334 9108 8830 8561 8300  8.045
10084 9780 9485 9198 8921 8651 8389 8135  7.888
AguacultureBase is being “ DL | 2T 2ol Zally | EoA LT it LETE TEE
compiled under the 9.665 9.378  9.099 8.829 8566 8311 8064 7.823  7.590
leadership of the Helmhottz [T o467  9.s3 8917  8.654 8399 8151 7910  7.676  7.449
Centre for Ocean Research
(GEOMAR) Kis! T -5 o005 8742 8436 8237 7.995 2761 7533 7312
T -2 sce 8572 8323 8081 7.846 7617 7395 7.180
What's New? I :-:c 658 8408 8166 7930 7701 7479 7262 7.052
) ; I ::: 402 8250 8014 7785 7561 7244 7134 6929
Anguilla anguilla
Solubility of Mitrogen in Water SHETL | Sl | ddel T THEE) s DAl T e
Oxygen Solubility I :::: sis1 7950 7.725 7507 7.295 7089 6.888  6.693
\'M’\’a‘w;qualﬂ!' screening 8263  8.082  7.807 7.588  7.375  7.168 6967 6771  6.581
Mole fraction et ur-ionize I :::: s 7668 7455 7247 7.045 6889 6658 6472
Solubility of carbondioxide 7.968 7748  7.538  7.326 7123 6926 6734 6548  6.366
Toxicity and maximum I 77 761 7404 7201 7003 6810 6623 6441 6263
permissible cancentration of 7.691 7482 7.278  7.079 6886 6698 6515 6337  6.164
toxic substances
Growth rates of algas cutured [ HNNEI 7558 7.5 7.155 6361 6772 63589 6410 65236 | 6066
at different temperatures and [ NNNETUNMMIN 7430 | 7.230  7.036  6.846  6.662  6.483 6308 6137 | 5972
light regimes 7305 7.110 6920 6735 6555 6373 6208 6042 5880
Light saturation for macro
algas 7183 6993 6807 6.626 6450 6278 6111 5548 5790
Fitration Equipment forvse [ IS 7055 6875  6.097 6520 6348 6180  6.017 | 5857 | 5.702
with seawater systems 6.949 6767 6530 6417 6248 6084 5924 5768  5.617
Useful technical tables
Disinfectants and their I c5::7 569 6485 6316 6151 5991 5834 5681 5533
application 6727 6553 6383 6.218 6056 5899 5746 5597 5451
I ;0 4> 6283 6121 5963 5810 5660 5513 5371
Who's online I ¢ 638 6185 6027 5873 5722 5575 5432 5292
I o2 6295 605 5935 5783 5636 5492 5352 5215

There is currently f user and
1 guest online

Online users

O bueberschaer

Add new comment

Based on Benson and Krause. 1984.
: 1. Huguenin and 1. Colt, Design and Operaiing Guide for Aquaculture Seawater Systems; 1989)

Abb. 2.7: Tabellenwerke flr Praktiker: Das Beispiel zeigt eine Tabelle aus der die Loslichkeit
von Sauerstoff im Halterungswasser als ein Produkt aus Salinitat und Salzgehalt sehr leicht
ermittelt werden kann.
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Naturland Thema Okologische Aquakulturproduktion, die Zertifizierung von
M Aquakulturbetrieben und Produkten

Die Zertifizierung seiner Aquakulturprodukte kann fur einen Produzenten ein wichtiges Ziel
sein, um sich neue Markte und zunehmende Nachfragen nach umweltschonend und
nachhaltig produzierten Produkten zu erschlieen.

Die Erfolgsstory ,0kologische Landwirtschaft® zeigt, dass auch umwelt- und
ressourcenschonend hergestellte Nahrungsmittel ihren festen Platz in der Verbrauchergunst
gefunden haben. Auch wenn Aquakulturprodukte aus zertifizierten Betrieben naturgemaf
volumenmassig nicht die weite Verbreitung finden werden wie landwirtschaftliche
Erzeugnisse, so wird es doch in Zukunft von anspruchsvollen und bewusst einkaufenden
Verbrauchern eine immer grésser werdende Nachfrage nach zertifizierten Produkten geben,
die auch bereit sein werden, den hoheren Preis fir ein solches Produkt zu bezahlen.

Die Vielzahl an Zertifizierungsprozeduren, Biosiegeln und Eigenlabeln fir aquatische
Produkte jedoch macht es dem Konsumenten schwer, sich seinen Bedirfnissen
entsprechend zu informieren und eine Entscheidung fir ein Produkt zu treffen. Der
Produzent kann oft nicht entscheiden, bis zu welchem Grad eine Zertifizierung seiner
Produkte noch ©6konomisch sinnvoll ist und welche Umstellungen bei den
Produktionsprozessen hierbei notwendig sind. Um diese vom Produzenten und
Konsumenten oft nicht einfach zu verstehenden Sachverhalte und Zusammenhange
transparenter darzustellen, wurde in AquacultureBase eine Rubrik "Zertifzierung"
eingerichtet. In diesem Bereich wird grundsatzlich zum Thema Zertifizierung und Labeln im
Bereich Aquakulturprodukte informiert. In Kurzdarstellungen werden die aktuellen
Zertifizierer von Fischprodukten vorgestellt sowie Uber die Eigenlabel von
Einzelhandelsketten informiert. Es werden die zurzeit aktuellen Zertifizierungsinstitutionen,
die daraus resultierenden Label und Siegel vorgestellt sowie die Philosophien hinter
verschiedenen Standards und Biosiegeln erlautert und die Anforderungen zur Erteilung der
Zertifikate vergleichend dargestellt.

Zurzeit sind unter dem MenUpunkt ,Certification neben einfilhrenden Artikeln Informationen
zu zwei wichtigen Zertifizierern, Naturland und Global Gap (Abb. 2.8), eingestellt. Weitere
wichtige Zertifizierungsorganisationen sollen folgen. An dieser Stelle sein angemerkt, dass
nur die Zertifizierer berticksichtigt werden, die Aquakulturprodukte zertifizieren.

11
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[ thule hecktragereurc. x \\ |

[ 4 Zertifizierung mit Glo! x

[ AquacultureBase onlir X
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= Agquakulturen. Neben den Anford zur Lebensmittelsicherheit beinhalten die Standards auch Kriterien zur
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Cabal Leitfaden fir Gute Agrarpraxis (GAP) dar. i
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Legal Disclaimer [
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My account

Create content

Administer Im Rahmen der Aquakultur deckt der GLOBALGAP-Standard die gesamte Produktionskette vom Laichfischbestand
Log out Setzlings- und Futtermittellieferanten tber die Aufzucht, Mast und Abfisct bis zum Verarb ozess ab.
Ein weiterer wesentlicher Bestandteil der GLOBALGAP-Aquakulturstandards ist die Zertifizierung der Lieferkette (Chain
AquacultureBase is being of Custody), die es ermaglicht, den Zertifizierungsstatus des Produktes tber die gesamte Kette vom Produzenten bis
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Ice::sr:zrooit::nge;l:?g zertifizierter Produkte und eine Trennung von zertifizierten und nicht-zertifizierten Produkten festgeschrieben. Anhand
(GEOMAR) Kiel der GLOBALGAP-Nummer (GGN) kann der Ursprung der Produkte von einzelnen Erzeugern sowie deren Verarbeitung

Verpackung oder Lagerung eindeutig hergeleitet werden

Abb. 2.8: Beispielhaft der Artikel zur Zertifizierungsorganisation Global GAP.

Erreichung der Meilensteine:
Meilenstein 3.26 Entwurf Decision Supporting Tool (DSS-Tool), Prototyp Entwicklung.
Thema Decision Supporting Tool:

Neu- oder Quereinsteiger in die Aquakulturproduktion stehen oft vor der primaren Frage,
welche Fischarten grundsatzlich fur die vor Ort gegebenen technischen, 6kologischen und
okonomischen Rahmenbedingungen Uberhaupt in Frage kommen. Hierzu war geplant eine
Entscheidungsmatrix in AquacultureBase zur Verfligung zu stellen, welche die Auswahl
sinnvoller Fischarten unter den jeweils gegebenen Verhaltnissen erleichtern sollte.

Diese Aufgabe war dem flr AquacultureBase eingestellten Mitarbeiter Ubertragen worden.
Durch das Ausscheiden dieses Mitarbeiters in der Jahresmitte und mangels geeignetem
Personalersatz konnte das geplante Tool noch nicht so weit entwickelt werden, um es online
zur Verfigung zu stellen. Da bisher keine weitere finanzielle Unterstiitzung fur die Pflege und
weitere Entwicklung von AquacultureBase zur Verfigung gestellt werden kann (im
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Nachfolgeprojekt von NEMO sind keine Mittel fir Pflege und Update des
Informationssystems berticksichtigt worden) ist noch offen, wieweit insbesondere dieses Tool
in 2013 zur Implementierung in das online Interface von AquacultureBase weiterentwickelt
werden kann.

Meilenstein 3.27 Multimedia- & Simulationstools

Da Simulationstools, neben Programmierarbeiten, vor allem umfangreiche Fachkenntnisse
erfordern und besonders die Fachkenntnisse durch das vorzeitige Ausscheiden des
Mitarbeiters im TP-2 AquacultureBase nicht mehr zur Verfliigung standen, konnte dieser
Meilenstein in 2012 nicht wie geplant erreicht werden.

Es wurden jedoch andere, externe Ressourcen unter Beteiligung des Teilprojektleiters Bernd
Ueberschar geschaffen, die einen Teil des zu erreichenden Zieles abdecken kénnen. Im
Rahmen der Mitarbeit des Teilprojektleiters im  EU-Netzwerk  AquaTNET
(www.aquatnet.com) wurde eine Internet-Ressource entwickelt (www.aquacase.org), die
verschiedene Aquakulturformen mit Hilfe von sog. ,Use Cases” darstellt und illustriert. Diese
Ressource befindet sich zur Zeit im Aufbau und wird in den nachsten 2 Jahren umfangreiche
Informationen Uber professionelle Aquakulturbetriebe darstellen kénnen. Der Teilprojektleiter
hat dabei eine wichtige Rolle bei der Implementierung von ,Use cases” libernommen.

Ein ,Preview” dieser Ressource ist zurzeit unter der Adresse www.preview.aguacase.org
erreichbar (Abb. 2.9). Eine Verlinkung in AquacultureBase wird interessierte Benutzer des
Informationssystems auf diese nitzliche und ergéanzende Ressource verweisen.
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You are here: Home v— About Contact

6l | Hatcheries || Ongrowing || Country information || Other resources

Welcome to aquaCase Quickjump to:

Introduction
Navigation
Media content

Introduction

aquaCase is a portal designed to provide you with
information about different types of aquaculture e
facilities. how they are built up. and how they operate ; Acknowledgements
The purpose is to create a virtual tour of the facilities in Support

order to provide much of the information you would get et

from a field trip.

In an educational context. this is meant as a
supplement to traditional classroom teaching. The
published material will also be used as background
information for assignments as needed

Navigation

Navigating this site is easy. The site is so far divided into two main categories of facilities:

o Hatcheries
© Ongrowing
Using the navigation tabs at the top of the page. you will find the list of
cases under these categories. Once you have chosen a case, each case
will be divided into 5 sections accessible via the navigation tabs:
o Introduction
o The site
Facility and equipment
Planning and operation

Local community

Abb. 2.9: AgquaCase ist ein Online Portal, welches die verschiedenen Aquakulturformen
anhand von realen Fischfarmen und Hatcheries illustriert (,Use Cases®). Die Informationen
werden von umfangreichen Multimediainhalten begleitet.

AquaculturBase online:

Das Userinterface von AquacultureBase ist seit Juni 2012 (Uber die URL
www.aguaculturebase erreichbar. Unter dem MenUpunkt ,Start* 6ffnet sich der Homescreen
des Informationssystems.

14


http://www.aquaculturebase/

NEMO - Sachstandbericht 2012
$)
GEOMAR
% Response to your Query | A O AquacultureBase online

€« C A © aquaculturebase.org/index.htm x4l 7| 2

ﬂ Vorgeschlagene Sites @ Web Slice-Katalog ("] AusIEimportiert (C] Aus Firefox importiert n Die Umgehung der ... (] Weitere Lesezeichen

4!2,

AauacultureBase

W Home Welcome to AquacultureBase 7
M Start
M Contact
B Downloads
M sitemap AquacultureBase is part of the German Research
B Imprint Program NEMO and contributes to the Aquaculture
Competence Center (Gesellschaft fiir Marine
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NEMO
Nachhaltige Ernahrung mit
marinen Organlsmen
Modern aquaculture - the controlled farming of aquatic organisms - covers a wide |_
range of different methods and technologies. Especially the more recent |~
developments in culturing fish and crustaceans in recirculation aquaculture
systems (RAS) combined many new practices derived from other disciplines to a
complex structure. Therefore today’s aquaculture industry is a very knowledge
intensive business and need to utilize advanced information technologies to cope
with the challenges of this fast growing sector.
S) AquacultureBase is launched to become a leading platform for
GEOMAR ;Il rela}:ed biological, zootechmcal k and technologlf:al |
A s b i b information and data sources. It is designed as a decision [EEEReIIRINUTE
quaculturetase Is being % & &
compiled under the leadership of | SUPPorting system for all that are interested in the growth and
the GEOMAR | Helmholtz Centre development of this fascinating activity: aquaculturists,

for Ocean Research, Kiel scientists, engineers and entrepreneurs.

The major objective of this online information systemis to provide important and
useful information on the following topics:

- aquaculture species
- farming technology
- operation of aquaculture facilities

- all services around the implementation of a new farm.

The compilation of AquacultureBase will be an evolutionary process. In addition to

the local knowledge pool about aquaculture, international contacts within the
waill kA

Alakhal manmsnlbra ~Aamenibo nmad Fa mrauida camnact and cheEantial

© NEMO & AquacultureBase 2011

Abb. 2.10 Das vorgeschaltete Portal zu AquacultureBase informiert Uber die Themen des
Informationsportals  AquacultureBase. Unter dem  Menipunkt ,Start“ ist das
Informationssystem erreichbar.

Arbeitsplan und Meilensteine

Auf der folgenden Seite ist der Arbeitsplan fir TP 2 abgebildet mit der Darstellung der
durchzufihrenden Aufgaben und der jeweils erreichten Meilensteine. Es wird darauf
hingewiesen, dass die Meilensteine 3.26 (Entwurf DSS-Tool, Prototype Entwicklung) und
3.27 (Multimedia- & Simulationstools) nicht vollstandig erreicht wurden. Die Griinde dafur
sind im Bericht dargelegt.
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Teilprojekt TP 2

Aktivitat (grau)/

Meilenstein (schwarz) 2008 2009 2010 2011 2012
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3.2.1 Gesamtplanung,
Hardware- und technische
Einrichtung

3.2.2 Softwareplattform,
Einrichtung
Datenbankstrukturen

3.2.3 Design Content &
Userinterface

3.2.4 Einrichtung Website &
Userinterface

3.2.5 Datensammlung,
Aufbereitung,
Harmonisierung,
Dateneingabe, Verlinkung.

3.26 Entwurf DSS-Tool,
Prototype Entwicklung

3.27 Multimedia- &
Simulationstools

3.28 Review

3.29 Kooperation

Durchgefiihrte Aufgaben
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»Optimierung der Aufzucht harpacticider Copepoden als Lebendfutter fir marine
Fischlarven“
Kurztitel: Copepoden (TL: Prof. Dr. Ulrich Sommer, Doktorandin Carmen Arndt)

Entwicklungsstand des Teilprojektes 3:

Zusammenfassung des Themas:

Obwohl in den letzten Jahren bedeutende Fortschritte in der Entwicklung geeigneter
Trockenfuttermittel erzielt worden sind, bleibt der Einsatz von Lebendfutter in der
industriellen Aufzucht mariner Fischlarven vorerst unverzichtbar. Diese heute gangigen
Arten, der Salinenkrebs Artemia sp. und das Ré&dertier Brachionus plicatilis, sind jedoch
hinsichtlich ihrer Futterqualitét nicht optimal und missen mit essentiellen Komponenten, u. a.
langkettigen, ungesattigten Fettsduren, angereichert werden. Copepoden erfiullen als
Hauptkomponente der natirlichen Nahrung von Fischlarven auf optimale Weise deren
metabolische Anforderungen. lhr Einsatz ist jedoch meist auf das Verfittern von pelagischen
Wildfangen beschréankt, da viele pelagische (d.h. in der Wassersaule lebende) Copepoden
aufwandig in Kultur zu halten sind. Harpacticide Copepodenarten leben dagegen
Uberwiegend benthisch (d. h. Boden bezogen) und ernahren sich bei ahnlich hoher Fertilitat
wie pelagische Copepoden von Algen, Bakterienaufwuchs und toter Biomasse (Detrivorie).
Diese Eigenschaften machen harpacticide Copepoden zu idealen Kandidaten fir einen
Einsatz als Lebendfutter in Kreislaufanlagen, weil sie direkt in den Reaktorkammern einer
Kreislaufanlage als Teil des geschlossenen Stoffstrommanagements geziichtet werden
kénnen. Ziel des Teilprojektes ist es, den Einsatz harpacticider Copepodenarten als
hochwertiges Lebendfutter zu untersuchen. Dies soll durch die Ermittlung optimaler
biotischer (Futteralgen) und abiotischer (Licht, Temperatur) Faktoren, aber auch durch Arten-
Screening bisher unerforschter Arten in Bezug auf deren Eignung als Lebendfutter erreicht
werden. Mit diesem Projekt werden wichtige und neue Erkenntnisse im Bereich der Biologie
der Zuchtorganismen, speziell fur den Bereich der Ernahrung friher Lebensstadien und
neuer Arten in der Aquakultur gewonnen.

Stand der Arbeiten:

Meilenstein: Einfluss von Algenart und Algenkonzentration auf die Entwicklung von
Copepoden

Da die Firma Bluebiotech GmbH ein Algen-Konzentrat von Pavlova sp. entwickelt, wurde
dieses noch nachtraglich als Futter fir Copepoden getestet. Ein Konzentrat hat den Vorteil,
dass man es je nach Bedarf kaufen kann und dass es mehrere Monate haltbar ist, so ware
mit einem Konzentrat eine durchgehende Versorgung gewahrleistet. Es wurde sowohl das
Wachstum und die Reproduktion der Copepoden bestimmt, als auch deren Fettsduregehalt.
Diese Ergebnisse wurden mit denen der vorherigen Algen-Copepoden-Experimente
verglichen.

Dabei hat sich herausgestellt, dass Pavlova sp. mit einem Durchmesser von 3.2 pm
offensichtlich zu klein ist um effektiv aufgenommen zu werden. Das zeigte sich besonders in
der hohen Kohlenstoffkonzentration, die nétig war um eine Futterséattigung bei den
Copepoden zu erreichen (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Maximaler Entwicklungindex von Tachidius discipes (Ta) und Tisbe sp. (Ti) vs.
Futtersattigungskonzentraton (mg C L*%). Rhodo = Rhodomonas sp., Phaeo =
Phaeodactylum tricornutum, Pav = Pavlova sp., Duna = Dunaliella tertiolecta, Iso =
Isochrysis galbana.

Meilenstein: Performance von Fischlarven

Verdaubarkeit der Futterorganismen

Das Verdauungsexperiment wurde nochmal wiederholt um zusatzlich den Einfluss der
mechanischen Bearbeitung durch die Ringmuskulatur im Darm einer Larve zu untersuchen.
Insgesamt wurden 3 verschiedene Behandlungen durchgefihrt.

(1) Futterorganismen in TRIS-Puffer-Lésung (Kontrolle)

(2) Futterorganismen ohne Vorbehandlung in Trypsin-Losung

(3) Futterorganismen mit Vorbehandlung zur Imitierung der Ringmuskulatur in Trypsin-
LOsung.

Zur Imitierung der Ringmuskulatur wurden die in der Aquakultur relevanten Futterorganismen
(Tisbe, Tachidius, Acartia, Artemia, Brachionus und Panagrolaimus (Nematode)) mittels
einer Pinzette gedriickt bevor sie in die Trypsinlésung (10 mg mL™) tberfuhrt wurden.
Trypsin ist das Hauptenzym in Fischlarven und kann somit einen Hinweis auf die
Verdaubarkeit der Futterarten liefern. Nach 3 h wurden die Organismen fotografiert (Abb. 3.2
- 3.7).
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Abb. 3.2: Tachidius discipes nach 3 h A) in einer Puffer-Losung (Kontrolle), B) in einer
Trypsin Losung ohne Quetschen und C) mit Quetschen, Mal3stabsbalken = 200 um

Abb. 3.3: Tisbe sp. nach 3 h A) in einer Puffer-Lésung (Kontrolle), B) in einer Trypsin Losung
ohne Quetschen und C) mit Quetschen, MalRstabsbalken = 200 um

Abb. 3.4: Acartia tonsa nach 3 h A) in einer Puffer-Losung (Kontrolle), B) in einer Trypsin
Lésung ohne Quetschen und C) mit Quetschen, MalRstabsbalken = 200 pm

Abb. 3.5: Brachionus plicatilis nach 3 h A) in einer Puffer-Lésung (Kontrolle), B) in einer
Trypsin Losung ohne Quetschen und C) mit Quetschen, Mal3stabsbalken = 200 um
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Abb. 3.6: Artemia sp. nach 3 h A) in einer Puffer-Lésung (Kontrolle), B) in einer Trypsin
LAsung ohne Quetschen und C) mit Quetschen, MalRstabsbalken = 200 pm

Abb. 3.7: Panagrolaimus sp. nach 3 h A) in einer Puffer-Lésung (Kontrolle), B) in einer
Trypsin Losung ohne Quetschen und C) mit Quetschen, (nur die Halfte der Nematode, da
das Quetschen zu einer Teilung des Organismus fiihrte), MaRRstabsbalken = 200 um.

Nahezu alle Organismen wurden unabhangig von der Vorbehandlung durch Trypsin
beeinflusst (Abb. 3.2 — 3.7). Lediglich die Nematoden zeigten nur eine Veranderung, wenn
zuvor eine Schadigung der AuRenhaut erfolgte. Es zeigte sich, dass Artemien am
schnellsten vom Trypsin verdaut werden (Abb. 3.6). Bei den anderen Organismen zeigten
sich auf den Fotos Veranderungen im Inneren. Die aul3ere Hille blieb unveréndert.

Zur Quantifizierung des Trypsineffektes wurden die gesamte Korperflache und die innere
Flache bestimmt. Daraufhin wurde die prozentuale Auflésung (R fur Reduction) des
Korpergewebes im Vergleich zur Kontrolle berechnet.

1) A = 3Thg(A/AL)

) R:inn-(tL—%j"),

wobei 4. = Durchschnittsverhaltnis der inneren Flache (Ac) und der Gesamtkorperflache
umgeben von der Cuticula (Ac) der Organismen in der Kontrolle, n = Anzahl der
Organismen, A; = innere Flache des Organismus bei Trypsinbehandlung,
Ay = Gesamtkorperflache  umgeben von der Cuticula des Organismus bei
Trypsinbehandlung.
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Abb. 3.8: prozentualer Abbau nach 3 h in der Trypsinlésung (10 mg mL™, 30°C) im Vergleich
zur Kontrolle (TRIS-Pufferlosung, 30°C). Mittelwert (N = 3-5) und Standardabweichung sind
abgebildet.

Das Quetschen der Organismen hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Verdaubarkeit
(Abb. 3.8). Es =zeigte sich jedoch ein signifikanter Unterschied zwischen den
Futterorganismen. Artemia wurden mit Trypsin am leichtesten verdaut, wohingegen
Tachidius (benthische Copepodenart) und Panagrolaimus (Nematode) eine nur sehr geringe
Verdaubarkeit aufwiesen. Tisbe eine andere benthische Copepodenart wies eine mittlere
Verdaubarkeit von ca. 40% auf und ist damit vergleichbar mit Acartia einer pelagischen
Copepodenart.

Im Umgang mit den beiden benthischen Copepodenarten (Tachidius und Tisbe) wurde
schon zuvor beobachtet, dass Tachidius robuster zu sein scheint als Tisbe. Dies ist
vermutlich auf die Lebensweise der Organismen zurlickzuftihren. Wahrend Tisbe bevorzugt
auf Seegras und Makroalgen zu finden ist, wurde Tachidius in dieser Studie an einer
grobsandigen Kiste isoliert. Tachidius benétigt somit wahrscheinlich ein steiferes
AuRRenskelett um den Turbulenzen und herumwirbelnden Sandkérner zu widerstehen.

Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass abgesehen vom Nahrwert der Futterorganismen wie
Fettsauren und Proteinen auch die Erreichbarkeit dieser Nahrstoffe eine grof3e Rolle spielt.
Dies sollte bei zukinftigen Evaluierungen potentieller neuer Futterorganismen beachtet
werden. Deswegen sollten neue Copepodenarten in Habitaten gesucht werden, in denen sie
mit

e geringer Futterqualitat

e Temperatur und Salzgehaltsschwankungen

e aber geringen mechanischen Stérungen
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konfrontiert  sind. Diese  Habitateigenschaften  konnten die  F&higkeit  der
Fettsduredesaturierung  erhdhen, die  Toleranz  gegenidber  Temperatur  und
Salzgehaltsschwankungen verbessern, aber auch vermutlich eine relativ gute Verdaubarkeit
der Copepodenart hervorrufen.

Meilenstein ,,Erstellung der Doktorarbeit und Publikation der Ergebnisse*

Die Erstellung der Doktorarbeit begann 2012 und wurde im Januar 2013 abgeschlossen. Es
wurde auch ein Manuskript bei der Zeitschrift ,Aquaculture Nutrition“ eingereicht, welches
ebenfalls im Januar 2013 akzeptiert wurde. Ein weiteres wurde bei ,Aquaculture® eingereicht
und befindet sich im Review-Prozess.

Versuche zur Auswaschdynamik in der Kreislaufanlage wurden nicht durchgefiihrt, da zum
Einen die Copepoden in Batch-Kultur aufgezogen werden und nicht in einer Kreislaufanlage
und die Fischlarven in einer Durchflussanlage und zum Anderen der Durchfluss auch so
gering ist, dass kaum ein ,Auswaschen® stattfindet und dies somit kein relevanter Prozess
ist.

Desweiteren wurden keine Modellkalkulationen zur ékonomischen Rentabilitat durchgefiihrt,
Aufgrund der schlechten Performance der Fischlarven die harpacticide Copepoden als Futter
hatten, wurde anstatt der Modellkalkulationen nach den Grinden fir die schlechte
Performance gesucht. Dazu wurden eine Videoanalyse zum Jagdverhalten der Fischlarven
als auch ein Verdauungstest verschiedener Futterorganismen durchgefihrt. Die Ergebnisse
dazu wurden in dem Sachstandsbericht 2011 und dem aktuellen Bericht erwahnt.

Zusammenfassung des gesamten Teilprojektes 3

Wahrend der Fischfang seit den 90er Jahren stagniert, steigt die Aquakulturproduktion stetig
an. War die Fischzucht in den 80er Jahren nur in geringem Mal3e vorhanden, so nimmt sie
jetzt 40% der weltweiten Fischversorgung ein. Diese Zunahme brachte auch einen
steigenden Bedarf an Setzlingen mit sich, der eine Intensivierung der Fischlarvenzucht
notwendig machte. Intensive Aquakultursysteme bendtigen eine Fitterung von aufen.
Dadurch erhéht sich die Forschungsaktivitat, Futter zu finden, welches nahrhaft ist, aber
auch kosteneffizient produziert werden kann.

Brachionus und Artemia sind momentan die zwei meist genutzten Futterarten fir
Fischlarven. Sie kodnnen zwar mit geringem Arbeitsaufwand kultiviert werden, aber sie
missen mit Nahrstoffen - insbesondere Fettsauren - angereichert werden, um die
Fischlarven adéquat zu versorgen. Fir marine Fischlarven sind Copepoden ein
Hauptbestandteil der natlrlichen Nahrungsquelle. Werden Fischlarven mit diesen gefittert,
zeigen sie oftmals eine hohere Uberlebensrate, ein besseres Wachstum und weniger
Fehlpigmentierungen und Missbildungen im Vergleich zur Erndhrung mit angereicherten
Brachionus und Artemia. Aus diesem Grund liegt der Fokus dieser Studie auf der Zucht von
Copepoden, insbesondere harpacticiden Copepoden als Futter mariner Fischlarven.
Harpacticide Copepoden kdnnen in hdéheren Dichten als calanide kultiviert werden und sind
robuster gegeniber Temperatur- und Salinitatsschwankungen. Dies verspricht eine leichtere
und kosteneffizientere Zucht im Vergleich zu calaniden Copepoden.

22



NEMO — Sachstandbericht 2012

S
GEOMAR -

In einem Copepoden-Screening erwies sich Tachidius discipes als ein moglicher neuer
Kandidat zur Aufzucht von Fischlarven. Zunéchst wurde die Eignung der neuen Art im
Hinblick auf Wachstum, Reproduktion und Fettsaurezusammensetzung untersucht und mit
Tisbe sp. verglichen. Auf3erdem wurde die Futterséttigungskonzentration bestimmt, um eine
okonomische Futterung der Copepoden zu ermdglichen. Mit den beiden Algenarten
Rhodomonas sp. und Phaeodactylum tricornutum zeigten die Copepoden die beste
Performance und das empfohlene Verhaltnis der essentiellen Fettsauren wurde erreicht. T.
discipes und Tisbe sp. wiesen gleiche Wachstums- und Reproduktionsraten auf bei
Futterung mit optimalem Futter. Aber Tisbe sp. hatte anscheinend eine hohere Kapazitat
Fettsauren zu desaturieren und/oder es ist eine opportunistischere Art, die inadaquates
Futter kompensieren kann, indem sie zu anderen Futterarten wie z.B. Bakterien wechselt.

Dennoch wurde T. discipes als eine neue Futterart fir Heringslarven (Clupea harengus)
evaluiert und mit Brachionus plicatilis verglichen. Eine Uberraschend schlechte Konstitution
der Heringslarven bei Fltterung mit T. discipes fiihrte zu einem anschlieRenden In-vitro-
Verdauungstest mittels des Enzyms Trypsin. Diese Untersuchung zeigte, dass T. discipes
schlechter verdaulich ist als Tisbe sp. Eine noch weitaus héhere Verdaubarkeit wies Artemia
sp. auf.

AnschlieRend wurde eine 2D-Videoanalyse durchgefiilhrt um zu untersuchen, ob die
benthische Lebensweise der harpacticiden Copepoden ein Problem fir die pelagisch
lebenden Fischlarven in Bezug auf Fangerfolg und Energieverbrauch darstellt. Benthische
Copepoden wurden von den Fischlarven wahrgenommen. Aber die Fischlarven hatten
seltener Futter im Darm, wenn sie mit Copepoden anstatt mit B. plicatilis gefittert wurden.
Dies verbesserte sich jedoch mit Entwicklung der Fischlarve. Die Verfltterung der
Copepoden mittels eines schwimmenden Siebes verbesserte den Fangerfolg und verringerte
wahrscheinlich den Energieverbrauch der Fischlarven.

AbschlieRend lasst sich sagen, dass harpacticide Copepoden ein hochwertiges Futter fir
marine Fischlarven sind, aber ihre Verdaubarkeit ist ein kritischer Punkt, der bei kiinftigen
Evaluierungen neuer Arten und bei Fltterungsversuchen berlicksichtigt werden sollte.
Obwohl harpacticide Copepoden in relativ hohen Dichten kultiviert werden kénnen, werden
nicht so hohe Dichten erzielt wie mit B. plicatilis. Somit werden Copepoden eher eine
Nahrungsergénzung als das alleinige Futter fiir Fischlarven darstellen.
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Entwicklung von Micro Diets als Ersatz fir lebende Nahrung fir frihe Lebensstadien
mariner Fischarten.

Entwicklungsstand des Teilprojektes 4:

Kurztitel: Microdiets (TL: Dr. Bernd Ueberschar, Ph.D Robert Tillner, Dr. Catriona
Clemmesen)

Zusammenfassung des Themas

Die zuverlassige und kostengiinstige Produktion von genliigend Setzlingen ist einer der
wesentlichen ,Bottlenecks® in der marinen Aquakultur und kann ein weiteres Wachstum bei
der Produktion von hochwertigen Fischprodukten, vor allem unter europdischen
Bedingungen, verhindern. Dabei ist die Bereitstellung und Qualitdit des geeigneten
Larvenfutters eines der wichtigsten Faktoren, um hohe Uberlebensraten bei den friihen
Lebensstadien zu gewahrleisten

Das NEMO-Teilprojekt 4 beschéftigt sich mit der larvalen Entwicklung, den Defiziten in der
Verdauungsphysiologie und letztendlich mit der Entwicklung von vollwertigen kinstlichen
Futtermitteln (sog. Micro-Diets) fur die Larvenstadien mariner Fischarten, mit dem Ziel, das
bisher fiir eine akzeptable Uberlebensrate notwendige Lebendfutter abzulésen. Ziel ist es, Es
soll ein Trockenfutter fir marine Fischlarven entwickelt werden, welches geeignet ist, das
Lebendfutter von der Anflitterung nach dem Schlupf bis zur Metamorphose ("Weaning")
weitgehend zu ersetzen und erkannte physiologische Defizite Uber gezielte Einarbeitung von
entsprechend  physiologisch ~ wirksamen  Substanzen  auszubessern.  Bisherige
Forschungsansatze zu diesem Thema haben sich eher mit der Futterqualitat selber, aber
weniger mit den physiologischen Defiziten der sich entwickelnden Fischlarven beschéftigt.
Die Probleme bei der Fitterung von jingsten Larvenstadien mariner Fischarten mit Micro-
Diets liegen aber eher im fehlenden Wissen um die larvale Verdauungsphysiologie.

Dieses Projekt richtet daher den Focus auf die Suche nach Trigger-Substanzen zur
biochemischen Manipulation des Verdauungsprozesses mit dem Ziel, ein Futtermittel zu
entwickeln, welches Substanzen enthalt die natirliche Defizite in der frihen larvalen
Verdauungskapazitat ausgleichen konnen. Mit diesem Projekt lassen sich wichtige und neue
Erkenntnisse im Bereich der Biologie der Zuchtorganismen, speziell fir den Bereich der
Ernahrung friher Lebensstadien gewinnen. Die geplante Entwicklung der Micro Diets zur
Aufzucht mariner Fischlarven ist eine ideale Ergadnzung fir die Kreislauftechnologie, die
einen weitgehend autarken Charakter haben soll. Standige Verflgbarkeit, gleichbleibende
Qualitat, Dosierung und Hygiene von kinstlichen Futtermitteln sind wichtige Vorzige fir die
Verwendung in einer Kreislaufanlage und kodnnten einen wichtigen Aspekt im Bereich
»1echnologietransfer® innerhalb der Matrix im Kompetenzzentrum darstellen. Die Verbreitung
der Kreislauftechnologie in Deutschland hangt zu einem grofRen Teil von der Verfugbarkeit
von Setzlingen ab; dabei konnen Micro Diets in Zukunft eine wichtige Rolle spielen, da sie
auch Nicht-Spezialisten, die die Aufzucht von Lebendfutter nicht beherrschen, ermdglichen,
in diesem Sektor tatig zu werden (ein Beispiel dafir ist die Aufzucht von
Regenbogenforellen, die sich ausschliellich mit kinstlichen Futtermitten fur die
Larvenstadien realisieren lasst).
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Daneben sind Erkenntnisse aus diesem Bereich von so grundlegender Natur, das die
Erkenntnisse aus den Laborexperimenten auch hohe Relevanz fur die unter naturlichen
Bedingungen aufwachsenden Larven und Jugendstadien haben werden. So ist z.B. der
Erndhrungszustand von Fischlarven im Feld bzw. deren Bestimmung an natirlichen
Bestdanden ein wichtiges Kriterium fir die Vorhersage von Rekrutierungserfolgen. Hier
verzahnen sich die Interessen von Larventkologie und aquakulturrelevanter Forschung an
den Jugendstadien von Fischen.

Im Einzelnen werden in diesem Forschungssegment gegenwartig folgende Ziele
verfolgt:

a) Regelkreise zur Verdauungsphysiologie bei Fischlarven;

b) Aufklarung erndhrungsphysiologischer (und ontogenetischer) Defizite bei Fischlarven;

c) aus a + b abgeleitete Tests zu Nahrungserganzungsmitteln;

d) Design von Microdiets mit optimierter Nahrungszusammensetzung und
exemplarische Verifizierung bei Larven geeigneter Fischarten;

Ein besseres Verstandnis der Verdauungsphysiologie ist eine wesentliche Voraussetzung,
um die ernahrungsphysiologischen Anspriiche sowohl in angebotenem Lebendfutter, als
auch in kinstlichem Futter abzudecken.

Das Verdauungssystem mariner Fischlarven ist zum Zeitpunkt des Fressbeginns eher simpel
organisiert. Somit hangt die Verdauung von Proteinen gréf3tenteils vom proteolytischen
Enzym Trypsin ab, welches als inaktive Form von der Bauchspeicheldrise in das
Darmlumen sezerniert und durch das Enzym Enteropeptidase aktiviert wird.

Das gastrointestinal Hormon Cholecystokinin (CCK) ist bekannt flr seine regulatorische
Rolle bei der Entleerung der Gallenblase, dem Durchmischen des Darminhaltes und der
Sekretion der Proenzyme der Bauchspeicheldriise, sowohl in Saugetieren, als auch in
adulten Fischen. Obwohl die Existenz von CCK-produzierenden Zellen in verschieden
Darmabschnitten von Fischlarven nachgewiesen wurde, sind die regulierenden
Mechanismen zwischen CCK und Trypsin, wie z.B. bei Menschen, in Fischlarven noch
weitestgehend unbekannt.

Bezlglich der CCK- und Trypsinsekretion, wurde das Glykoprotein Phytohdmagglutinin
(PHA) aus roten Bohnen als externer Ausléser fur die Wachstumsstimulation der
Bauchspeicheldriise, des Darms und erhohter CCK-Sekretion in Ratten und
Meerschweinchen identifiziert. Ein ahnlicher Effekt der CCK- und Trypsinsekretion durch
Stimulation durch PHA und somit die Erhéhung der Verdauungskapazitat ist in marinen
Fischlarven prinzipiell auch vorstellbar.

Ein wesentliches Ziel der Experimente in TP 4 ist daher die Aufklarung mdglicher
Sekretionsmuster von CCK und Trypsin fur marine Fischlarven zum Zeitpunkt der ersten
Futteraufnahme, sowie mdgliche Regulationsmechanismen welche die Produktion und
Sekretion beider Faktoren kontrollieren. Ein weiteres wichtiges Ziel ist die Evaluierung von
Substanzen, welche mdglicherweise die CCK-Trypsin-Achse manipulieren und damit die
Verdauungskapazitat in den frihen Lebensstadien erhdhen und mdoglicherweise auch die
ontogenetischen Defizite ausgleichen konnen. Die wissenschaftlichen Ergebnisse aus
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diesem Projekt tragen auch zur grundlegenden Aufklarung der endokrinen Kontrolle von
Verdauungsmechanismen in friilhen Stadien mariner Fischlarven bei.

Im Folgenden wird tber die im Teilprojekt 4 durchgefihrten Arbeiten vom 01. Januar
bis 31. Dezember 2012 berichtet:

Erreichung der Meilensteine:

Meilenstein 3.3.3 Lebendfutteranreicherung, Mikroinjektion, Vergleich
Futterorganismen, Auswertung

Die Arbeiten fur diesen Meilenstein wurden bereits 2011 begonnen und in 2012 zum
Abschluss gebracht (siehe dazu auch Jahresbericht 2011).

Die bereits 2011 begonnenen Analysen zum Tagesrhythmus von Trypsin und CCK aus den
Versuchen mit Dorschlarven in Norwegen wurden fortgefiihrt und abgeschlossen.

Dafiir wurde in einer geeigneten Auswahl der noch verbliebenen Proben das Hormon CCK*
sowie die Trypsinaktivitat mit den bereits bekannten hochsensiblen Verfahren bestimmt.
Beide Indikatoren wurden individuell an jeweils derselben Fischlarve gemessen.

Die Ergebnisse wurden zum Teil bereits im Oktober 2011 auf der ,Aquaculture Europe 2011*
auf Rhodos, Griechenland vorgestellt und in 2012 in einer Veroffentlichung
zusammengefasst, die sich zurzeit in der Begutachtung befindet (siehe auch im Abschnitt:
Veroffentlichungen, Manuskripte, Vortrage und Présentationen in 2012 am Ende dieses
Sachstandsberichtes).

In verschiedenen Versuchen in 2010 und 2011 (Norwegen: Dorsch- und Heilbuttlarven; Kiel:
Wolfsbarschlarven) wurden Uber die Mikroinjektionsmethode der Einfluss verschiedener
Substanzen auf die Verdauungsphysiologie als Gesamtprozess bzw. die Reaktion selektiv
auf die Trypsinaktivitat getestet. Ziel war es herauszufinden, in welcher Weise die
Trypsinsynthese, Sezernierung und Aktivitat beeinflusst werden kann.

Beim Heilbutt wurden hungernde Larven behandelt und analysiert, bei denen unter
Anwendung der Mikroinjektionsmethode folgende Substanzen in den Darm appliziert
wurden:

(a) Kochsalzlgsung als Kontrolle,

(b) Albumin (BSA; 41,6mg/ml),

! mit freundlicher Unterstiitzung des Max-Rubner-Instituts in Kiel
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(c) CCK-Antagonist (Proglumide; 5ng/mg Frischmasse)
(d) Albumin+CCK-Antagonist.

Bei gefitterten Dorschlarven unterschiedlichen Alters wurden folgende Substanzen injiziert:
(a) Kochsalzlésung als Kontrolle

(b) CCK (0,1143ng/mg Frischmasse)

(c) CCK-antagonist (Proglumide; 5ng/mg Frischmasse)

(d) PHA (0,003% Frischmasse)

(e) Trypsin Inhibitor (Camostat; 50ng/mg Frischmasse)

sowie verschiedene Proteinkonzentrationen:
(a) Kochsalzlésung als Kontrolle

(b) Albumin (BSA; 41,6mg/ml),

(c) Albumin (BSA; 150mg/ml)

(d) Albumin (BSA; 291mg/ml)

Die aus diesen Versuchen stammenden Proben wurden 2012 analysiert und teilweise
ausgewertet und zurzeit fur eine Veroéffentlichung aufbereitet. Als Indikator wurde wiederum
Trypsin in individuellen Larven bestimmt.

Um die Dynamik der Trypsinsezernierung im Tagesverlauf im Zusammenhang mit mehreren
Futtergaben zu untersuchen, wurden u.a. 2 Wochen alte Dorschlarven Uber einen Zeitraum
von etwa 12 Stunden beprobt. An diesen Proben wurde die Trypsinaktivitat individuell
bestimmt. In Abb. 4.1 wird der Tagesverlauf beispielhaft fir 2 Wochen alte Dorschlarven
dargestellt.
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Abb. 4.1: Dynamik der Trypsinaktivitat im Tagesverlauf bei 2-Wochen alten Dorschlarven.
Drei verschiedene Bedingungen wurden untersucht: a) kein Futter, b) eine Futtergabe und c)
zwei Futtergaben im Tagesverlauf. Die Unterschiede in der Trypsinaktivitdt sind besonders
ausgepragt zwischen den geftterten und nicht gefiitterten Gruppen.

Bei den ersten Injektionsversuchen mit Wolfsbarschlarven in 2010 war das Ziel, die
Triggerwirkung des Hormons CCK und des Lectins PHA auf die Synthese bzw. Sezernierung
von Trypsin zu untersuchen. Dazu wurden folgende Injektionsansétze getestet und deren
Wirkung analysiert.

(a) Kochsalzl6sung als Kontrolle

(b) PHA (0,003% Frischmasse)

(c) PHA (0,012% Frischmasse)
sowie

(a) Kochsalzlésung als Kontrolle,

(b) CCK (0,1143ng/mg Frischmasse),
(c) CCK (0,3429ng/mg Frischmasse),
(d) CCK (0,6858ng/mg Frischmasse).

29



NEMO — Sachstandbericht 2012

S
GEOMAR -

Die Daten werden zurzeit statistisch ausgewertet und fur eine Publikation vorbereitet.

Erreichung der Meilensteine

3.3.4 MicroDiets (Herstellung, Futterversuche, Messungen, Auswertung), Meilenstein
erreicht.

Erste orientierende Versuche mit kommerziellen Microdiets wurden 2010 an
Wolfsbarschlarven  durchgefihrt und biochemische Parameter, Wachstum und
Mortalitdtsraten mit den Ergebnissen aus den klassischen Fltterungsschemata
(Lebendfutterketten) verglichen. Die ersten Ergebnisse dazu wurden bereits im Jahresbericht
von 2010 dargestellt. Diese ersten Pilotversuche wurden mit Microdiets der Firma Seagarden
ASA (Norwegen) durchgefihrt (Brand "MiniPro") die durch die Firma Kraeber in Deutschland
vertrieben wurden. Zusammen mit dieser Firma waren die weiteren Versuche mit Microdiets
geplant.

Inzwischen hat sich die Firma Kraeber aber aus dieser Sparte zuriickgezogen und es musste
ein neuer Kooperationspartner gesucht werden, der fir das Projekt Microdiets mit definierten
Zusatzstoffen herstellen kann. Mit der Nutreco-Tochter Skretting konnte der weltweit
fuhrende Produzent von Fischfutter fir dieses Projekt als Kooperationspartner gewonnen
werden (www.skretting.com). Die Firma Skretting hat bereits Microdiets im Portfolio (Brand
"Gemma Micro") und hélt verschiedene Patente fir die Herstellung solcher Microdiets. Die
Microdiets von Skretting werden in verschiedenen professionellen Aufzuchtanlagen
eingesetzt (jedoch noch nicht als Erstfutter und mit immer noch deutlich geringerem
Wachstum), und eignen sich gut als Ausgangsmaterial flr die vorgesehenen Experimente
zur Verbesserung der Futterqualitat.

Die Aufgaben, die zur Erreichung des Meilensteins 3.3.4 durchzufihren waren, werden in
diesem Bericht mit den Aufgaben fir den im folgenden Teil behandelten Meilenstein 3.3.5
zusammengefasst.

Erreichung der Meilensteine

3.3.5 Experimente (Aufzucht mit Microdiets mit speziellen Zusatzstoffen, Vergleich mit
Standard Lebendfuttermitteln,  Aufnahmestimulation,  Auswertung). Bis auf die
abschliessende Auswertung dieser Versuche wurden die Meilensteine erreicht.

Ein wesentliches Ziel dieses Forschungsprojektes (TP 4) war es, die Verbesserung von
Micro Diets voranzutreiben, um dem Ziel, ein standardisiertes Futtermittel fir die gesamte
Larvenphasevon der Erstfiitterung bis zur Metamorphose zur Verfigung stellen zu kénnen.
Ein solches Futtermittel sollte mindestens die mit den Lebendfuttermittteln erreichbaren
Werte bei Wachstum und Uberlebensrate erzielen. Dieses Ziel ist immer noch eine groRRe
Herausforderung, wird aber als ein Meilenstein beim Ausbau und Wirtschaftlichkeit der
Fischproduktion in der Aquakultur gesehen. Dies gilt insbesondere fir die kreislaufbasierte
Aquakultur.

Eine wichtige Aufgabe in diesem Projekt war daher die semi-professionell Aufzucht einer
Wolfsbarschlarvenkohorte und die Erprobung von Micro Diets mit Triggersubstanzen, die die
Effizienz der Verdauungsprozesse bei Fischlarven erhdhen sollen. Dieser Meilenstein stand
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daher am Ende dieses Projektes, um moglichst alle bis dahin erzielten Ergebnisse aus den
Untersuchungen zur Verdauungseffizienz bei Fischlarven einflieRen zu lassen.

Fur diese Aufgabe wurden die Halterungseinrichtungen maodifiziert und an die speziellen
Anspriche von Wolfsbarschlarven (Dicentrarchus labrax) angepasst. Auch wenn die
Larvenstadien von Wolfsbarschen als recht robust gelten, so sind in den ersten Lebenstagen
einige Bedingungen strikt einzuhalten um die Mortalitdt gering zu halten und die
Schwimmblasenbefillung zu ermoglichen.

Die die Aufzucht von Wolfsbarschlarven ein besonderes Lichtregime erfordert, mussten, vor
allem in den ersten Lebenstagen, dussere Lichtquellen bzw. Tageslicht ausgeschlossen
werden. Daflr wurde rund um die Anlage lichtdichte, schwarze Folie angebracht (Abb. 4.2).
Damit war die Halterungsanlage optisch isoliert, so dass ein fur diese Art optimales
Lichtregime eingehalten werden konnte. Bis zum Beginn der ersten Futterung werden
Wolfsbarschlarven in kompletter Dunkelheit gehalten, danach, zu Fitterungsbeginn, wurde
die Beleuchtung zun&chst stark gedimmt.

Abb. 4.2: Halterungsanlage fur die Wolfsbarschlarvenaufzucht. Gut zu erkennen ist die
Umhillung der Anlage mit schwarzer Folie. Das Photo wurde im bereits fortgeschrittenen
verlauf der Aufzucht aufgenommen; daher ist die Beleuchtung bereits auf Tageslichtniveau
eingestellt.

Entsprechend der Herkunft der frisch geschlipften Larven aus der Aufzuchtanlage I'Ecloserie
Marine de Gravelines an der franzdsischen Atlantikkiiste in der N&he von Gravelines
mussten die Wolfsbarschlarven zumindest in den ersten Lebenswochen in vollsalinem
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Wasser (35 psu) gehdltert werden. Das verfigbare Salzwasser auf Ostseeniveau (etwa 17
psu), wurde daher mit kinstlichem Meersalz auf gesalzen. Dazu wurde kommerzielles
Aquariumsalz genutzt, welches in zwei 500L Behdltern mit Ostseewasser zu einer
hochsalinen LOsung vermischt wurde. Diese Losung wurde dann wahrend des Versuchs
taglich mit normalem Ostseewasser vermischt, um die gewilnschte Salinitdt in den
Larvenbecken einzustellen.

Um den Wolfsbarschlarven in der ersten Tagen das Schlucken einer Luftblase an der
Grenzflache Wasser/Luft zu ermdglichen, was zur Initialisierung der Schwimmblasenbildung
essentiell ist, wurden in den Larvenbecken sogenannte ,Surface Skimmer* installiert, welche
den Fett- bzw. Bakterienfilm (,Kahmhaut®), der bei der Fitterung mit Lebend-, als auch mit
Trockenfutter entsteht, von der Oberflache entfernen kdnnen (Abb. 4.3). Diese ,Skimmer*
bestanden aus Hartschaumringen mit einer Offnung an einer Seite, an der ein Luftschlauch
angebracht war. Die schrag zur Wasseroberflache auftreffende Luft fihrt zu einem Einstrom
des Oberflachenwassers durch die Offnung in den Ring, wodurch der Fettfilm von der
Wasseroberflache abgetragen und in dem Ring auf konzentriert wird. Die auf konzentrierten,
fettartigen Substanzen konnten dann taglich mit einem Haushaltstuch aus dem Ringinneren
entfernt werden.

Abb. 4.3: Mit Druckluft betriebener Skimmer zur Reinigung der Wasseroberflache in den
Halterungstanks von fettartigen Substanzen. Jedes Halterungsbecken wurde mit einem
Skimmer ausgeristet. Die Skimmer wurden Uber einen Zeitraum von etwa 3 Wochen nach
Futterungsbeginn eingesetzt. Diese Skimmer sind eine Eigenentwicklung des Projektes und
haben sich sehr bewahrt.
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Mit dieser Anordnung wurde eine effiziente Sauberung der Wasseroberflache erreicht, so
dass der Anteil von Wolfsbarschlarven mit einer intakten Schwimmblase etwa 80% betrug.

Eines der wichtigsten Ziele in diesem Versuch war es, die Standard Lebendfuttermittel
(Artemia Nauplien) und mit Triggersubstanzen markierte Micro Diets hinsichtlich Wachstum
und Uberlebensrate zu vergleichen. Als Triggersubstanz wurde das Glykoprotein
Phytohamagglutinin (PHA) ausgewahlt, welches sich in vorangegangenen Experimenten als
Trigger fur das die Trypsinauschuttung regulierende Hormon CCK erwiesen hatte.

Die zugeflgte Triggersubstanz hatte hier zum Ziel, die Enzymaktivitat im Verdauungstrakt
der Fischlarven zu erhdhen, um die Verdaulichkeit der angewendeten kommerziellen
Mikrodiets zu verbessern (Abb. 4.4). Dafir wurde das PHA (Sigma-Aldrich, USA) als reines
Produkt bei der Firma Skretting verschiedenen Chargen des von dieser Firma hergestellten
Gemma-Micro in einer Konzentration von 0,001% und 0,002% (jeweils TG) zugesetzt. Von
diesen markierten Micro Diets (wurden verschiedenen Grossen hergestellt (75 und 150um).
Diese wurden mit nicht markierten Micro Diets desselben Typs verglichen.

Abb. 4.4: Beispiele fur verschiedene Micro Diets; ganz links die von Skretting hergestellten
Micro Diets. die in diesen Versuchen verwendet wurden.

Die zu verfutternden Mengen an Micro Diets sind zu Beginn der Fitterungsperiode
insgesamt sehr gering; allerdings mussen, im Gegensatz zur Fitterung mit lebenden
Futterorganismen, sehr haufig kleine Futtergaben Uber den Tag verteilt verabreicht werden,
da die Futterpartikel nicht lange in der Wasserséaule verbleiben und von den Larven nicht
vom Boden aufgenommen werden. So wurde zunachst ,von Hand“ geflttert, mit
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Unterstltzung von konventionellen Eheim-Futterautomaten aus der Aquaristik fur die Abend-
und Morgenstunden.

Im spateren Versuchsverlauf wurde ein professionelles Fiitterungssystem welches speziell
fur die Verfitterung von Micro Diets entwickelt wurde, eingesetzt (AMD-System, Abb. 4.5).
Die Futterautomaten werden hierbei Uber eine zentrale Steuereinheit individuell
programmiert und gewabhrleisten in Haufigkeit und Dosis optimierte Fitterungsintervalle.

Prog 1

Start Time ~ 8:10 [ eoir |[ sack.

S0mins 340 mins  Omins  Omins *
No. of PROG.
Feed [0 J[ 2 )z J[ & )

Events
1 56 o o
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2 1 (d 0

TIME 15:54

Abb. 4.5: Ein AMD-Futterautomat, befillt mit Micro Diets (Gemma Micro von Skretting).
Oben links beispielhaft das Display der Steuerungseinheit.

Nachdem die vorbereitenden MalRhahmen abgeschlossen waren, wurden am 6.7.2012 aus
einer kommerziellen Brutanstalt flir Wolfsbarsch in Frankreich (I'Ecloserie Marine de
Gravelines) ca. 200.000 frisch geschlupfte Larven nach Kiel Uberfuhrt. Diese waren am
4.7.2012 nach 4-tagiger Entwicklungszeit geschlipft. Die fragilen Dottersacklarven wurden
gleichmalRig auf alle Versuchsbecken verteilt, welche darauf mit Styroporplatten abgedeckt
wurden. Diese sogenannte ,franzdsische Methode* bewirkt durch die kompletter Dunkelheit
eine geringere Aktivitat der Larven und somit eine bessere Kondition nach Verbrauch des
Dottersacks.

Der Zustand der Larven wurden taglich kontrolliert, bis zum 10.8.2012 (7 Tage nach Schlupf)
wurde absolute Dunkelheit eingehalten. Insgesamt waren nur sehr geringe Sterblichkeiten in
dieser Phase zu beobachten. Nach etwa 7 Tagen war die Absorption des Dottersacks fast
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vollsténdig. Ebenso waren die Augen pigmentiert, sowie das Maul geoffnet und die Larven
bereit fir den Futterungsbeginn.

Jeweils 3 Versuchsbecken wurden zuféllig den folgenden Futterungsbedingungen
zugeordnet und nach dem folgenden Schema gefuttert.

(a) Artemia

(b) Artemia + Gemma-Micro

(c) Gemma-Micro

(d) Gemma-Micro inkl. 0,001% PHA
(e) Gemma-Micro inkl. 0,002% PHA

Wolfsbarschlarven verfigen bei Beginn der Futteraufnahme Uber eine Maulgrof3e, die es
erlaubt, sofort mit Artemia Nauplien zu fUttern. Zu Beginn wurden spezielle, sehr kleine
Artemien in 30%. Salzwasser bei 30 °C in speziellen Brutcontainern unter einer starken
Lichtquelle in ca. 20 Stunden erbritet. Verfittert wurden 3x taglich nur frischgeschlipfte
Artemia Nauplien, wobei die Artemiendichte in den Halterungstanks im Versuchsverlauf
stetig erhoht und damit dem steigenden Futterbedarf der Larven angepasst wurde. Nach ca.
20 Versuchstagen wurden groRRere, mit ,Super Selco“ angereicherte Artemien verflttert. Die
Anreicherung hat das Ziel, den Proteingehalt, und vor allem den Gehalt an ungesattigten
Fetts&uren der Artemien zu erhdhen.

Die Futterungsgruppe ,Artemien + Gemma-Micro“ wurde mit gleichen Mengen und zu
gleichen Zeiten wie die Artemien-Gruppe geflttert, zusatzlich jedoch 60 und 30 Minuten
vorher mit Gemma-Micro geflttert. Dieses ,Co-feeding” ist der erste Schritt um bei der
Aufzucht den Bedarf an Lebendfutter zu verringern und dieses langsam durch Micro Diets zu
ersetzen. Die ausschlieBlich mit Micro Diets gefutterten Gruppen wurden stindlich mit der
jeweiligen Futtersorte geflttert (siehe Schema oben) wie oben bereits beschrieben.

In alle Haltungsbecken wurde jeweils zweimal am Tag eine geringe Menge
Mikroalgenkonzentrat zugegeben, welches u.a. den Kontrast zu Futterpartikeln erhoht
(,Green water Technik) und glnstige biologische und mikrobiologische Verhaltnisse
unterstitzt. Die tagliche Futterungsperiode erstreckte sich von 9:00 und 23:00, wobei Licht
zwischen 7:00 und 23:00 eingeschaltet war. Die taglichen Routinearbeiten bestanden im
Wesentlichen aus dem Ablassen und der Neubeflllung der Puffertanks, dem Reinigen der
Larvenbecken und dem Erfassen der Wasserparameter.

In unregelmaligen Abstdnden wurden einiger Larven aus jedem Becken in einem
Becherglas begutachtet, um die Futteraufnahme zu kontrollieren. Beprobt wurde téaglich aus
allen Becken vor der ersten taglichen Morgenfitterung. Daflr wurden ca. 10 Larven aus
jedem Becken mit einer Einwegpipette gefangen und mit etwas Wasser in jeweils 1
Eppendorf-Cap tberfuhrt und unmittelbar danach tiefgefroren. Zusatzlich zu den gefitterten
Larven wurden in regelmaRigen Abstanden Larven in leere Becken Uuberfihrt, ohne
Zufutterung gehalten und an den darauffolgenden Tagen beprobt.
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In einwdchigem Abstand, insgesamt 3x, wurden alle Becken von 6:00 bis 23:00 sttindlich
beprobt, um einen mdglichen Effekt in Abhangigkeit von den verschiedenen Futtermittel fur
Trypsin und CCK zu ermitteln. Zusatzlich zu den Fltterungsgruppen wurden jeweils aus
einem Artemien- und einem Gemma-Micro-Becken Larven wahrend der Beprobungszeit
unter Futterentzug gehalten und ebenfalls Proben genommen. Ein Teil dieser Proben zum
Tagesrhythmus wird zurzeit fur die Anfertigung einer Bachelorarbeit ausgewertet.

Unterschiede im Wachstum zwischen den Futterungsgruppen (Artemia — Micro Diets) waren
relativ frilhzeitig bereits optisch zu erkennen, wobei die mit Artemien gefltterten Larven
besser wuchsen (Abb. 4.6).

Abb. 4.6: Mit Artemien (oben) und Gemma-Micro gefitterte Larve (unten). Der
GroRRenunterschied zwischen den Futterregimen, die auf unterschiedlich schnelles
Wachstum zuriickzufiihren sind, ist deutlich zu erkennen.

Der regulare Versuch mit den verschiedenen Futtermitteln wurde am 3.8.2012 nach ca. 4
Wochen mit der Metamorphose der Larven beendet (Abb. 4.10).

Unmittelbar nach Beendigung des Versuchs wurde mit den Analysen fir Trypsin und CCK
begonnen. Dabei lag der Fokus auf der ontogenetischen Entwicklung von CCK und
Trypsinaktivitdt (tagliche Probenahme), sowie der Dynamik dieser Parameter im
Tagesverlauf. Die Larven wurden dafir aufgetaut (ca. 100 pro Labortag), die Standardlange
unter einem Binokular vermessen und der Darminhalt quantifiziert. Darauffolgend wurde bei
den Larven individuell die Trypsinaktivitat mit einer hochsensiblen Fluoreszenzmethode
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analysiert. Die Laborarbeiten fir die Trypsinmessung wurden 2012 abgeschlossen, die
Arbeiten zur Analyse von CCK dauern noch an.

Exemplarisch werden im folgenden Abschnitt erste Ergebnisse aus den Futterexperimenten
gezeigt.

Betrachtet man das Wachstum (Lange Uber Alter) so sind deutliche Unterschiede zwischen
den verschiedenen Futtermitteln erkennbar. Wahrend die zwei mit Artemia Nauplien
gefutterten Gruppen am schnellsten gewachsen sind, blieben die Trockenfuttergruppen im
Wachstum zurtick. Innerhalb der ausschlief3lich mit Micro Diets gefutterten Gruppen ist mit
zunehmendem PHA Gehalt ein geringeres Wachstum festzustellen (Abb. 4.7).

12 -
—@— Artemien
—@— Artemien + Gemma-Micro
©— Gemma-Micro
10 4 —@— Gemma-Micro + PHA 0,001%
—@— Gemma-Micro + PHA 0,002%
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Alter nach Schlupf

Abb. 4.7: Entwicklung von L&nge uber Alter (nach Schlupf) im Vergleich zwischen den
verschiedenen Futterungskonditionen bei allen Fitterungsgruppen  (Mittelwert +
Standardabweichung von jeweils 3 Becken).

Die feinskalige Wirkung der PHA Anreicherung im Vergleich mit dem Standardfutter zeigt
ganz deutlich, dass es mdglich ist, auch kleinste Mengen einer Triggersubstanz zuverlassig
in Micro Diets einzuarbeiten und vor allem, dass diese Substanzen dann auch aufgenommen
und im Darm der Larven bioverfigbar sind. Diese Erkenntnis ist Uberaus wichtig fir die
weitere Verbesserung von Micro Diets mit Spurenelementen bzw. Triggersubstanzen.

Da die absolute Trypsinaktivitat in Fischlarven abhangig vom jeweiligen individuellen
Entwicklungszustand ist, ist es wichtig fur die Vergleichbarkeit, die Trypsinaktivitat auf die
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Lange zu normieren und nicht dasselbe Alter zu vergleichen. Die Abb. 4.8 zeigt, dass die
Trypsinaktivitat bei den mit Micro Diets gefitterten Gruppen hoher ist als bei den
Lebendfuttergruppen, mit Ausnahme der hochsten PHA Konzentration, die etwa auf dem
Niveau der mit Artemia Nauplien gefutterten Gruppen liegt.

—@— Artemien

—@— Artemien + Gemma-Micro (o)
©@— Gemma-Micro

—@— Gemma-Micro + PHA 0,001%

—@— Gemma-Micro + PHA 0,002%

—O— hungernd

60

Trypsinaktivitat

Standardlange (mm)

Abb. 4.8: Entwicklung der Trypsinaktivitat aller Futterungsgruppen uber die Standardlange
(Mittelwert + Standardabweichung von jeweils 3 Becken). Die mit Micro Diets gefitterten
Gruppen zeigen eine tendenziell héhere Trypsinaktivitat bei gleichem Entwicklungsstand.

Aus der Beobachtung der Trypsinaktivitdt im Tagesverlauf werden wertvolle Rickschlisse
auf die Verdauungsenzymkapazitat erwartet. Unterschiedlich alte Larven einer Art werden
auch Uber unterschiedliche Verdauungsenzymkapazitaten verfigen, so dass eine
Anpassung der Futtermenge und Haufigkeit sinnvoll ist. Da es zu diesem Themenbereich in
der Literatur wenige Erkenntnisse gibt, wurden in diesem Projekt auch Untersuchungen zum
Tagesrhythmus bei verschieden alten Wolfsbarschlarven durchgefiuihrt. Der Verlauf der
Trypsinaktivitat aller Gruppen zeigte einen Anstieg wahrend des Tages in allen gefitterten
Gruppen, wobei die Aktivitaten in den Lebendfuttergruppen tendenziell hoher waren im
Vergleich mit den ausschlieB3lich mit Micro Diets gefitterten Gruppen. Wie zu erwarten war,
lagen die Trypsinaktivititen der Kontrollgruppen, die nicht mit Futter versorgt wurden,
besonders am Ende des Tages am niedrigsten (Abb. 4.9).
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Abb. 4.9: Tagesverlauf der Trypsinaktivitat aller Filtterungsgruppen (Mittelwert =+
Standardabweichung von jeweils 3 Becken). Die mit Lebendfutter versorgten Gruppen
zeigten einen ausgepragteren Rhythmus bei der Trypsinaktivitat.

Mit dem derzeitigen Kenntnisstand bei der Auswertung der Messungen an den
Wolfsbarschlarven sind diese Unterschied noch nicht vollstandig interpretierbar, hierzu sind
die Ergebnisse der CCK Messungen abzuwarten, die derzeit berechnet werden.

Erreichung der Meilensteine

3.3.6 Auswertung (Zwischenberichte, Abschlussbericht, Publikationen). Meilenstein
teilweise erreicht.

Mit diesem 3. Téatigkeitsbericht fur das Jahr 2012 ist die Sachstandsberichtspflicht fir das
Teilprojekt 4 an den Mittelgeber erfiillt.

Ein Teil der Resultate aus diesem Projekt wurde inzwischen in Form von Manuskripten
angefertigt und zur Veréffentlichung vorbereitet oder eingereicht. Hierzu sind im folgenden
Abschnitt einige detaillierte Angaben zu finden.
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Abb. 4.10: Wolfsbarsche nach der Metamorphose am Ende der Experimente in TP 4

Erreichung der Meilensteine
Website, Kooperation. Meilensteine erreicht.

Die NEMO Projektpartner standen stets in engem Kontakt mit den Mitarbeitern der GMA und
den Mitarbeitern an der Agrarfakultat der Universitat Kiel (Lehrstuhl fur Aquakultur). In
regelmassigen gemeinsamen Treffen werden Projektfortschritte und allgemein
wissenschaftliche Erfahrungen und aquakulturrelevante Visionen ausgetauscht.

Die NEMO Website (www.nemo.ph) wurde Anfang 2011 eingerichtet um generell das NEMO
Projekt zu prasentieren sowie Uber die Projektziele der einzelnen Teilprojekte zu informieren
und stets Uber die aktuellen Fortschritte in den Teilprojekten zu berichten (Abb. 4.11). Die
Site wird technisch und redaktionell vom Teilprojektleiter Dr. B. Ueberschéar betreut; soweit
aus den einzelnen Teilprojekten in 2012 neue Beitage zur Verfigung standen, wurden diese
online gestellt. Im Downloadbereich stehen verschiedene Resourcen zur Verfligung, neben
Fachvortagen auch unter anderem eine allgemeinverstandliche Prasentation des NEMO
Projektes fur externe Zwecke. Eine weiter Pflege der NEMO Webpage wird wegen fehlender
Mittel nicht erfolgen, in Kurze wird auf der Website auf diesen Umstand hingewiesen.
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M Teilprojekte Nachhaltige Ernghrung mit marinen Organismen
B Impressum

B Downloads

Der Beitrag des GEOMAR zum
M Links 9

Aquakultur-Kompetenzzentrum Schleswig-Holstein

Projektziel: Aufbau wissenschaftlicher Expertise im Bereich marine Aquakultur mit besonderem Fokus
auf Erndhrung von Jugendstadien, Biologie von Aquakulturarten und artgerechte Haltung.

Insgesamt werden 7 Teilprojekte verwirklicht mit speziellen
Fragestellungen zur Infrastruktur (Kreislauftechnologie,
Wissensvermittelung zur Aquakultur), zu den Aspekten
verbesserter Halterungsbedingungen und zur Verbesserung der
Futterqualitat bei juvenilen Fischen.

Zukunft M LN eer

sea our future

3
GEOMAR

Laufzeit: 2008 bis 2012

Forderung: Zukunftsprogramm Wirtschaft mit Mitteln des EFRE
und des Landes Schleswig-Holstein. NEMO ist Teil des
Kompetenzzentrums Marine Aquakultur des Landes Schleswig-
Holstein.

Partner sind die GMA/Biisum, die CAU/Kiel mit dem MASY-Projekt und die Fachhochschule Flensburg.

Die 7 Teilprojekte im Detail:

TP 1: Betrieb und Unterhaltung einer modernen Kreislaufanlage zur Bereitstellung von
kontrollierten Haltungsbedingungen;

TP 2: Einrichtung einer Online-Datenbank und eines Expertensystems fiir das

www.nemo.ph

© 2011 NEMO-Projekt, B. Ueberschar

Abb. 4.11: Die aktuelle Homepage der NEMO Website, www.nemo.ph

Arbeitsplan und Meilensteine

Q
GEOMAR

e

w i 8

(CJ Weitere Lesezeichen

Erste Ergebnisse aus TP 4
bei der EAS 2011
vorgestelit.. mehr;

zur Bedeutung von
Fettsauren ...mehr

Artgerechte Haltung,
erste Ergebnisse... mehr;
Experimente an
Heibbuttiarven an der
Universitat Bergen...mehr

Neuigkeiten von den
Experimenten zum
Teilprojekt
“Stressless
Ad zum Thema
Wachstum...mehr

ehr

Auf der folgenden Seite ist der Arbeitsplan fur TP 4 abgebildet mit der Darstellung der
durchgefuhrten Aufgaben und der jeweils erreichten Meilensteine. Alle Meilensteine wurden,

bis auf die noch anzufertigenden Publikationen, erreicht.
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Teilprojekt TP4

Aktivitat (grau)/

Meilenstein (schwarz) 2008 2009 2010 2011 2012

Monat 7] 8| 9| 10j11) 12| 1f 2| 3] 4 5 6/ 7] 8 910 11 12 1| 2| 3| 4 5[ 6] 7| 8 9/ 10f 11| 12| 1) 2| 3| 4 5| 6] 7| 8 910 11]12) 1| 2 3| 4] 5 6/ 7[ 8] 9| 10| 11| 12
Laufender Projektmonat 1| 2| 3| 4 5| 6| 7] 8| 9| 10| 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18| 19| 20| 21| 22| 23| 24| 25| 26| 27| 28| 29| 30| 31| 32| 33| 34| 35| 36| 37| 38| 39| 40| 41| 42| 43| 44| 45| 46| 47| 48[ 49| 50| 51| 52| 53| 54

3.3.1 Vorbereitung
Arbeitsplan, Aufbau
Versuchsanlage,
Laboraufbau

3.3.2 AuzuchvVersuche
Mikroinjektion, Messungen,
Auswertung

3.3.3 Lebendfutter-
anreicherung, Vergleich
Futterorganismen,
Auswertung

3.3.4 MicroDiets,
Herstellung,
Futterversuche,
Messungen, Auswertung

3.3.5 Experimente
Aufnahmestimulation,
Auswertung

3.36 Auswertung,
Zwischenberichte,
Abschlussbericht,
Publikationen

Kooperation, Website

Durchgefiihrte Arbeiten
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Entwicklungsstand des Teilprojektes 5:

»Entwicklung eines Genexpressionsanalyse-Verfahrens zur Bestimmung von
ernahrungs- und haltungsbedingtem Stress bei Steinbutt und Dorsch”

Kurztitel: Stressless (TL: Prof. Thorsten Reusch, Prof. Reinhold Hanel, Doktorand Bernd
Hermann)

Zusammenfassung des Themas

Ziel dieses Forschungsvorhabens ist es, mittels differenzieller Genexpressionsanalyse ein
einfaches und kostengiinstiges Verfahren zur Erfassung des physiologischen Zustandes
wichtiger Zuchtfisch-Arten zu entwickeln. Dabei sollen die Auswirkungen von
unterschiedlichen Futtermitteln sowie haltungsbedingtem Stress auf die Expressionsstarke
von Indikatorgenen erfasst und quantifiziert werden. Die gewonnenen Erkenntnisse sollen
einen wesentlichen Beitrag zur Beurteilung der Auswirkungen von Futterqualitat und
Futterverfigbarkeit sowie der Gestaltung von Halterungsanlagen auf den
Gesundheitszustand der Fische leisten und damit sowohl zu einer Optimierung in Hinblick
auf Wachstumsleistung und Futtereffizienz als auch zu Fragen des Tierschutzes, wichtigen
in der Matrix des Kompetenzzentrums vorgegebenen Forschungsschwerpunkten, beitragen.

Durch das Monitoring des physiologischen Zustandes der Zielarten kdnnen Prozessablaufe
hinsichtlich Futterqualitdt und Halterungsbedingungen nicht nur besser eingeschatzt und
weitere Prozessschritte optimiert werden, sondern es lassen sich auch wertvolle
Erkenntnisse zur physiologischen Bandbreite von Stresstoleranz und damit zur
Zuchtselektion erwarten. Die Messung des physiologischen Zustandes auf RNA-Ebene
ermdglicht, unabhangig von art- und geschlechtsspezifischem Verhalten, gezielte
Untersuchungen zum Einfluss von Einzelfaktoren auf Nutzfische verschiedener
Entwicklungsstadien. Die Entwicklung eines Genexpressionsanalyse-Verfahrens zur
Bestimmung von erndhrungs- und haltungsbedingtem Stress soll damit einen wesentlichen
Beitrag zur Objektivierung von Versuchsergebnissen liefern.

Meilensteine

Neue Technologie — Verbesserte Analyse

Neue technologische Entwicklungen auf dem Gebiet der Transkriptom-Forschung erlaubten
uns im letzten Jahr des TP 5 den Datendurchsatz und somit die Aussagekraft der
Genexpressions-Analysen deutlich zu verbessern. Mit Hilfe des BioMark™ HD Systems
(FLUIDIGM®) konnen gegeniber der klassischen RT-gPCR, bei gleichen Kosten ein
vielfaches an Proben und Genen in deutlich kiirzerer Zeit gemessen und analysiert werden.
Aufgrund dessen wurden im ersten Drittel des vergangenen Jahres weitere Assays fir die
Messung potentieller Ziel-Gene entwickelt und etabliert. Das Set an Genen von Interesse
(GOIs = engl. ,genes of interest’) wurde daher auf Gber 45 erweitert. Wir sind nun in der
Lage, nicht nur Anderungen in der Expressionsrate von Stress-assoziierten Genen im
Steinbutt zu messen, sondern auch alle wichtigen physiologischen Prozesse im Fisch durch
die Analyse reprasentativer GOIs abzudecken. Darunter fallen Gene, die in somatisches
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Wachstum, Immunabwehr, zellulare Homoostase sowie den Lipid- Aminoséduren und
Kohlenhydrat-Stoffwechsel involviert sind.

Im Zuge dieser Moglichkeiten wurden nicht nur die Proben des abschlielenden Versuchs
(siehe unten) mit dieser neuen Technik untersucht, sondern auch die Proben der
vorangegangenen Experimente neu bearbeitet und ausgewertet.

Chronischer Stress im Steinbutt

Im Sommer 2012 wurde, in Kooperation mit Herrn Kevin Stiller und Prof. Dr. Carsten Schulz
von der Gesellschaft fir Marine Aquakultur (GMA), der Einfluss eines chronischen Stressors
auf juvenile Steinbutte untersucht. Tiere aus Agquakulturbestanden (A/S Maximus,
Déanemark) wurden fir die Dauer von 12 Wochen einer moderaten (15000 ppm, 25mg/l),
beziehungsweise hohen Kohlenstoff-Dioxid Konzentration 25000 ppm, 42 mg/l) ausgesetzt.
Eine weitere Gruppe wurde unter regularen Bedingungen gehdltert (>5 mg/l) und fungierte
somit als Kontrolle.

Nach Sauerstoff gilt CO, (neben dem pH Wert des Wassers) als einer der limitierenden
Faktoren in der Aufzucht von sowohl marinen- als auch SifRwasserfischen. Hohe
Kohlenstoffdioxid-Konzentrationen kénnen dabei vor allem bei hohen Besatzdichten (wie im
Steinbutt tblich) und/oder voribergehender mangelnder Versorgung mit sauerstoffreichem
Wasser entstehen. Dabei wirkt die Erhdhung der CO, Konzentration direkt und indirekt auf
das Tier. Indirekt, da durch einen Anstieg der CO2-Konzentration im Wasser andere
Parameter wie etwa der pH-Wert beeinflusst werden. Direkt, da es durch eine erhghte
Aufnahme (ber die Kiemenoberflache zu einem Anstiegs des pCO, Wertes im Blut
(=Hyperkapnie) kommt. Daraus resultieren unter anderem eine Reduktion des Plasma pH-
Wertes was wiederum die Sauerstoff-Transportkapazitat des Blutes vermindert. Weiter
Folgen sind Hyperventilation und erhdhte Adrenalin-Ausschiittung (Fivelstad 2012). Vor
allem letzteres weist auf die Auslésung einer Stress-Reaktion hin.

Nach Versuchsende wurden, neben der Erfassung wichtiger physiologischer Parameter wie
etwa der Wachstumsrate oder allgemeinen Kondition, Kiemen-Proben fiir eine
anschlielende Genexpressions-Analyse entnommen. Bereits die physiologischen Daten
lassen darauf schlieRen, dass vor allem Steinbutte unter hohen CO,-Konzentrationen
deutlich mehr Aufwand betreiben mussten, um grundlegende physiologische Prozesse am
Laufen zu halten (Abb.5.1).
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Abb. 5.1: Wachstumsrate (=Zunahme an Gewicht) und Nahrungsverwertungseffizienz (FRC
= food conversion efficiency) nach zwolf-wdchiger Halterung von juvenilem Steinbutt bei
verschiedenen Kohlenstoff-Dioxid Konzentrationen. Rot = hohe CO, Konzentration, Gelb =
moderate CO, Konzentration, Griin = niedrige CO, Konzentration (= Kontrolle).

Fur den Versuch stand das von der GMA konstruierte Durchfluss-Respirometer zur
Verfigung (Abb. 5.2, Stiller et al. 2013). Es erlaubt die Manipulation und Messung wichtiger
Wasserwerte (CO,, O,, NHs;, pH) mit sehr hoher Préazision. Die Mdglichkeit, ansonsten
schwankungsanféllige Parameter Uber einen langen Zeitraum konstant zu halten, macht
diese Studie besonders wertvoll fir die Untersuchung von chronischem Stress auf
molekularer Ebene. Gerade Genexpressions-Daten leiden oftmals unter einer hohen
Varianz, da die Transkripte von Genen in der Regel durch eine Vielzahl verschiedener
Faktoren reguliert werden und daher, gerade mit zunehmender Experiment-Dauer, dazu
tendieren zu streuen. Die Analyse der Kiemen aus diesem Versuch wird daher nicht nur zum
ersten Mal die umfassende und vor allem akkurate Charakterisierung eines Transkriptoms
nach einem Langzeit-Experiment erlauben, sondern moglicherweise auch die zuverlassige
Identifizierung von maoglichen Indikatorgenen fur chronischen Stress ermdglichen.
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Abb. 5.2: Aus Stiller et al. 2013; Plan des Respirometer-Systems: (1) Kreislaufpumpe; (2)
Manometer; (3) Wasserverteilungs-Netzwerk; (4) Uberfluss-Ventil; (5) Zufluss; (6)
Respirometrietank; und (7) Uberlauf-linie; (8) Sediment-Filter; (9) Sedimentations-Tank; (10)
Pumpensumpf; (11) Rieselfilter; (12) Metabolite-Beprobungs-Kreislauf des Tanks; (13)
Richtungsventil; (14) Sensoren; (15) Online Kontroll-Einheit; (16) Haupt-Stomschalter; (17)
Online Kontroll-Einheit; (18) Daten-Transfer; (19) Temperatur- Kreislaufpumpe; (20)
Warmetauscher;(21) Temperatur-Sensoren ; und (22) Wasser Disen-Pumpen.

Tatsachlich weisen die Ergebnisse daraufhin, dass sich ,klassische® Stress-Gene wie etwa
HSP70, HSP90 oder Cathepsin D nicht signifikant zwischen den experimentellen Gruppen
unterscheiden, wohl aber Gene welche in die Synthese poly-ungesattigter Fettsduren
(PUFAs = engl. ,poly unsatturated fatty acids“) oder der Immunabwehr involviert sind (fur
erstere Gruppe siehe Abb. 5.3). Diese Resultate implizieren das ubliche mit Stress-
assoziierte GOls in ihrer Eignung als Biomarker zumindest fur chronischen Stress nicht
uneingeschréankt nutzbar sind. Daruber hinaus erlauben unsere Funde zum ersten Mal eine
Korrelation von chronischem Stress (und den damit zusammenhéangenden physiologischen
Einschrankungen) mit anderen Klassen von Genen. So sind mit der Delta-Fettsauren-
Desaturase (DFAD) und dem Apolipoprotein E (alpE) gleich zwei wichtiger Vertreter des
Fettsaurestoffwechsels bei hoher CO,-Konzentration nach oben reguliert. Diese Ergebnisse
lassen, im Kontext mit anderen physiologischen Daten, auf eine deutlich erhdhten Lipid-
Stoffwechsel und damit erhohten Energieumsatz schlielRen. Funde die mit dem
allostatischen Modell fur Stress (McEwen & Wingfield 2003) in Einklang stehen. Darlber
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Abb. 5.3: Unterschiede in der Expressionsstarke zweier im Fettsaure-Stoffwechsel
involvierter Gene aufgrund chronischer Exponierung an verschiedene CO,-Konzentration, H
(Hoch, 42 mg/l), M (Moderat, 25mg/l) und G (Gering, >5mg/l, entspricht optimalen
Halterungs-Bedingungen). Die Y-Achse zeigt die relative Expressions-starke verglichen mit
ausgewabhlten, in allen Gruppen gleichméaRig exprimierten Referenz-Genen. Oben: DFAD =
Delta Fettsaure-Desaturase; Unten: alpE = Apolipoprotein E. Signifikante Unterschiede
zwischen experimentellen Gruppen sind durch verschiedene Graustufen hervorgehoben.
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hinaus sind mit GRIM19 und Interleukin-1 (lI-1) zwei Gene des Immunsystems betroffen.
GRIM19 gilt vor allem als Zelltod-regulierendes Enzym wéahrend Interleukin-1 als Zytokin
hauptséachlich mit der Induktion von Fieber assoziiert ist. Eine Zunahme der Expression
dieser beiden Gene, unter erhdhter CO2-Konzentration, kann auf eine bereits induzierte
unspezifische Immunreaktion hinweisen. Jedoch sind hier noch die
Untersuchungsergebnisse der enthommenen Blut-und Nierenproben abzuwarten.

Chronische Mangelernahrung im Steinbutt

Auch ein fruheres Experiment zur Untersuchung des Einflusses chronischer
Mangelernahrung wurde mit Hilfe des erweiterten Gen-Sets neu analysiert. In dem Versuch
wurde der Einfluss von drei verschiedener Futtermitteln auf juvenilen Steinbutt untersucht.
Wahrend eine Gruppe mit aus Fischmehl produzierten Pellets gefittert wurde (= RO,
Kontrolle), erhielten die anderen beiden Gruppen Nahrung, in denen das Fischmehl zu 33%
bzw. 66% durch pflanzliche Bestandteile (Raps) ersetzt wurden (= R33 & R66). Obgleich
pflanzliches Material aufgrund eines fast identischen Aminosaure-Profils als guter Ersatz fir
Fischmehl gilt, beinhalten selbst aufgereinigte Produkte immer noch signifikante Mengen
sogenannter ANFs (engl. ,anti-nutritional factors®), welche die Bioverfligbarkeit von
Phosphaten- und Aminosauren aus der Nahrung drastisch reduzieren kénnen. In Folge
dessen gewinnen Fische aus den experimentellen Gruppen bei gleicher Nahrungsmenge
weniger Energie und Nahrstoffe als Fische in der Kontrollgruppe. Dies wiederum fihrt zu
einer insgesamt verringerten Energie-Verfugbarkeit und kann, neben einer negativen
Beeinflussung von Wachstum und Entwicklung, auch die Anfalligkeit fir Stress erhthen
(Abb. 5.4, maodifiziert von Romero et al. 2009).
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Homeostatic Failure
Time (e.g. 1 year) >

Abb. 5.4: Darstellung der Wirkung von Hunger oder chronischer Fehlerndhrung auf den
Organismus unter Stress-relevanter Betrachtungsweise (nach Romero et al., 2009). Die
obere Linie stellt den Betrag an Energie da, welcher dem Organismus fur grundlegende
lebenserhaltene Prozesse und tégliche Aktivitaten zur Verfligung stehen (in Form von
Nahrung und korpereigenen Energie-Reserven). Fehlende Nahrung oder Nahrung mit
verminderter Bioverfugbarkeit von Energie (wie etwa durch erhohte ANF-Werte in der
Nahrung), lassen diesen Betrag sinken bis der Bedarf an taglicher erforderlicher Energie
(grauer Streifen) nicht mehr gedeckt werden kann und es zu Einschrankungen in diversen
Prozessen (wie etwa Wachstum) kommt. Sinkt die verfiigbare Energie unter einen
bestimmten Wert (untere Linie) kénnen nicht einmal mehr grundlegende lebenserhaltende
Prozesse uneingeschrankt ausgefuihrt werden (,Homeostatic Failure®) und der Organismus
erleidet ernsthafte pathologische Schaden bis hin zum Tod.

Eine umfassende molekulare Charakterisierung von Leberproben mittels GenExpressions-
Analyse ermoglichte uns den Einfluss chronischer Mangelernahrung sowie eine mdgliche
erhohte Stress-Anfélligkeit im Steinbutt zu untersuchen. Auch hier zeigte sich das erweiterte
Set an GOls als sehr nitzlich. Erneut waren keine signifikanten Unterschiede in den
Expressionsraten typischer Stress-assoziierter Gene zu detektieren. Daflr zeigten Gene der
Metaboliten-Regulation (vor allem des Fettsdure- und Eisenmetabolismus) eine Reaktion
auf die chronische Fehlernahrung (Abb. 5.5). Vor allem die verminderte Syntheserate an
ungesattigten Fettséduren ist ein starker Indikator dafir, dass betroffene Tiere keine neuen
Energie-Reserven aufbauen. Ein Fund, der durch eine signifikante Verminderung der
allgemeinen Kondition der R66 Tiere gegeniiber den anderen beiden Gruppen untermauert
wird.

49



NEMO — Sachstandbericht 2012

-,
GEOMAR

DFAD

35

25

15 —— iR

0.5 +

RO

R33

R66

35

Tf

25

0.5 A

RO

R33

R66

Abb. 5.5: Zwei der am starksten betroffenen Gene. Die Y-Achse zeigt die relative
Expressionsstarke verglichen mit ausgewdhlten, in allen Gruppen gleichmaRig exprimierten
Referenz-Genen. Oben: DFAD = Delta Fettsaure-Desaturase; Unten: Tf = Transferrin.
Signifikante Unterschiede zwischen Experimentellen Gruppen sind durch verschieden

Graustufen hervorgehoben.

Zwar zeigen die Ergebnisse keine erhdhte Anfalligkeit fir Stress per se, deuten jedoch
tatsachlich auf eine Reduzierung der Energieverfiugbarkeit aufgrund von Fehlernéhrung hin.

Dies wiederum wirde die Fahigkeit eines Individuums,

adaquat zu reagieren, vermindern.

auf plotzlich auftretenden Stress
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Die Auswertung beider Versuch mit dem neuen, umfassenderem Set an GOls, hat den
Erkenntnisgewinn aus dem TP5 deutlich erhéht. Unsere friheren Analysen wiesen bereits
darauf hin, dass ,klassische“ Stress-Gene lediglich in der Anfangsphase der Anpassung an
sich @andernde Umweltbedingungen reagieren und somit eher als Indikatoren fir eine
regulare Adaptation verstanden werden konnen. Bei chronischer Exponierung an einen
Stressor wie etwa erhthte CO, Werte oder Verminderung der Energiezufuhr wie etwa bei
Fehlernéghrung scheinen sie, zumindest im Steinbutt, als Biomarker zur Identifizierung von
schadlichen Einflissen ungeeignet.  Hingegen deuten unsere Ergebnisse auf eine
Bedeutung des Fettsdure-Metabolismus in der Langzeit-Bewdltigung schadlicher
Umweltbedingung hin. Vor allem DFAD reagierte in beiden Langzeit-Experimenten mit
einem deutlichen Signal. Weitere Experimente mit anderen Stressoren und auch anderen
Fisch-Arten waren notwendig um dieses Gen als Biomarker fur chronischen Stress zu
verifizieren.

Zusammenfassung und Ausblick

Die hier vorgestellten Ergebnisse sollen in internationalen Fachzeitschriften publiziert
werden. Dabei befindet sich das Manuskript zur Chronischen Fehlerndhrung im Steinbutt in
fortgeschrittenem Stadium. Dartber hinaus sollen die Resultate des TP5 auf internationalen
Fachkonferenzen wie etwa der ,Aquaculture Europe 2013“ vorgestellt werden.

Im Februar 2013 sollen abschlieBend auch die Proben des ersten Versuchs zur
Untersuchung der zeitlichen Veranderung der Genexpressions-Profile in Folge eines sich
plétzlich &ndernden Umweltfaktors (Temperatur) mittels des BioMark™ HD Systems neu
analysiert werden. Die Ergebnisse werden vor allem im Zusammenhang mit den anderen
Studien weiteren Aufschluss Uber die Sensibilitat diverser GOIs gegenulber potentiellem
Stress liefern und das in diesem Projekt untersuchte Muster komplettieren.
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Aktivitat (grau)/ Meielnstein (schwarz) 2010 2011 2012
Monat 7| 8| 9[10)11|{12| 1| 2| 3| 4| 5| 6| 7| 8| 9|10|11|{12| 1| 2| 3| 4| 5[ 6| 7| 8| 9/10|11|12
Laufender Projektmonat 3 4 5 6 7| B 9(10)11|12(13|14|15(16|17(18(19|20(21| 22| 23(24| 25| 26| 27| 28| 29[ 30| 31|32

Aufbau der Versuchsanlage, Beschaffung und
Akklimatisierung von Versuchstieren

Wersuch I: Untersuchung der Auswierkung von sich
plétzlich &ndernder Umweltfaktoren im Steinbutt
{Planung, Durchfihrung, Probennahme)

Gen Expression Aszay Design | (Design & Entwicklung
gines Grund-Sets aus Referenz Genen und Stress-
relevanten GOIs |, Tests auf Effizienz und Sensitivitat)

Genexpressions-Analyse von Proben aus Versuch zur
chronische Mangelernghrung im Steinbutt (Labor,
Datenerhebung, Datenanalyse)

Genexpressionsanalyse der Proben aus Versuch |
(Labor, Datenerhebung, Datenanalyse)

Gen Expression Aszay Design Il [(Erweiterung des Grund-
Sets um 33 GOIs, Tests auf Effizienz und Sensitivitat)

Wersuch 11: Untersuchung von chronischem Stress im
Steinbutt {Planung, Durchfihrung, Probennahme)

Genexpressicnsanalyse "chronischer Stress" (Labor,
Datenerhebung, Datenanalyse)
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Entwicklungsstand des Teilprojektes 6:
»Artgerechte Haltungsbedingungen fiir Fische in der kreislaufbasierten Aquakultur

Kurztitel: Artgerechte Haltung (TL: Dr. Helmut Thetmeyer)

Zusammenfassung des Themas

In diesem Teilprojekt sollen geeignete Stressindikatoren identifiziert und erprobt werden, um
die Haltungsbedingungen von Fischen in der kreislaufbasierten Aquakultur unter ethischen
und wirtschaftliche Gesichtspunkten zu optimieren. A priori stehen als EinflussgroRen
Besatzdichte, Futterung, Sauerstoffpartialdruck, Beleuchtung, pH, geloste
Stickstoffverbindung und organische Belastung im Fokus. Als Welfare-Indikatoren sollen
insbesondere Verhaltensmerkmale (z.B. Aktivitat, Aggressionen, Verteilung), physiologische
Reaktionen (Metabolismus, hormonelle Reaktionen), Gesundheit (L&sionen, Parasitierung,
Kondition, Sterblichkeit) und Wachstum betrachtet werden. Nach einer aktuellen Studie an
der Regenbogenforelle ist die im Haltungswasser messbare Cortisol-Konzentration
(ausgeschieden vor allem (ber die Kiemen) ein besonders vielversprechender
Stressindikator bei Fischen (Scott & Ellis 2006). Die Aussagekraft und Praxistauglichkeit der
Cortisol-Ausscheidung als Stressindikator beim Steinbutt, unter Berucksichtigung von
Kreislaufsystemen, soll gepruft werden. Umgekehrt soll in Zusammenarbeit mit TP 1 und TP
5 untersucht werden, ob im Haltungswasser geldstes Cortisol eine Ruckwirkung auf die
Fische hat und wie die Cortisolkonzentration durch die Wasseraufbereitung im
Kreislaufsystem beeinflusst werden kann. Die daraus resultierenden Forschungsergebnisse
werden das Wissen zur Biologie der Zuchtorganismen speziell in dem Bereich von Haltung
und Verhalten und damit den Kenntnisstand im Kompetenzzentrum in diesem Bereich der
Matrix wesentlich erweitern.

Stand der Arbeiten

Die Ergebnisse zur artgerechten Haltung von Fischen in der kreislaufbasierten Aquakultur
waren zum Grofteil in 2011 abgeschlossen und sind im Sachstandsbericht 2011 ausfihrlich
dargestellt worden. Hier werden nochmal auf die wichtigsten Ergebnisse hingewiesen und
Erg&nzungen eingefugt.

Haltungsbedingungen vs. Welfare Indikatoren

Da fir die Versuche nur eine Kreislaufanlage mit einer zentralen Wasseraufbereitung zur
Verfigung stand und wegen den Erfordernissen der Cortisol-Analytik der Durchfluss kaum
variiert werden konnte, haben wir uns bei der Optimierung der Haltungsbedingungen auf
Beleuchtung und Stérungen durch Menschen konzentriert, da diese Parameter unabhangig
vom Wasser sind. Wir haben Beleuchtungsstarken variiert, unterschiedliche Tag-Nacht-
Wechsel verglichen und den Einfluss eines Sichtschutzes untersucht. Als Indikatoren wurden
Bewegungsaktivitat und die Cortisolkonzentration im Wasser getestet.
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Unter den Versuchsbedingungen dieser Studie zeigten die Steinbutte nach allen
untersuchten Kriterien — Anzahl schwimmender Fische, Schwimmstrecke und Anzahl der
Fische mit stationdren Bewegungen — einen eindeutig diurnalen Aktivitatsrhythmus. In einem
Beobachtungszeitraum von 90 s schwammen nachts 72 % weniger Fische als am Tag. Nach
dem kilnstlichen Tagesanbruch stieg die Bewegungsaktivitat der Fische sprunghaft an und
nahm nach bzw. wahrend des Ausschaltens des Lichts wieder ab.

Die Messung des Cortisols im Wasser bestatigt die diurnale Rhythmik. Der Unterschied der
Cortisol-Konzentration zwischen Fischtanks und Pumpensumpf (Delta Cortisol) war nach
Mitternacht am niedrigsten. Bei der Messung um 1:00 Uhr wurden sogar negative Werte
gemessen, das bedeutet in den Fischtanks war die Cortisol-Konzentration etwas niedriger
als im Pumpensumpf. Auch beim abrupten Einschalten des Lichts am Morgen bestatigen die
Cortisol-Messungen die tendenziell erhdhte Aktivitat gegentber der kunstlichen
Morgendammerung.

Durch den Vergleich der Beleuchtung mit und ohne Dadmmerungsphasen sollte untersucht
werden, ob das abrupte Ein- und Ausschalten des Lichts, wie es in den meisten
Aquakulturbetrieben Ublich ist, die Fische erschreckt und zu einer erhdhten Aktivitat anregt.
Andererseits ware vorstellbar, dass préadulte Steinbutte, als in der Natur vorwiegend
piscivore Rauber, dammerungsaktiv sind und einen bimodalen Aktivitatsrhythmus zeigen, mit
Akrophasen wahrend der Morgen- und Abendddmmerung. Die Ergebnisse der hier
vorgestellten Experimente lieferten jedoch fir keinen Tagesabschnitt signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Behandlungen. Es gibt keine Hinweise auf eine erhéhte
Aktivitdat wahrend den kinstlichen Dammerungsphasen und auch keinen Aktivitats-Peak
nach dem abrupten Ausschalten des Lichts. Lediglich zur Zeit des Tagesanbruchs wurde
beim abrupten Lichtwechsel (Switch) tendenziell eine hohere Anzahl schwimmender Fische
beobachtet als beim kontinuierlichen (Dimmer), die Signifikanzschwelle wurde beim
einseitigen Test bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% nur knapp verfehlt. Beim
Annehmen der Nullhypothese, dass die Art des Lichteinschaltens (Switch versus Dimmer)
keinen Einfluss auf die Schwimmaktivitat hat, bestiinde daher eine sehr grof3e
Wahrscheinlichkeit eines Fehlers 2. Art (irrtimliche Annahme von Hg). Die Hypothese sollte
deshalb mit einem gréfReren Stichprobenumfang nochmals Uberprft werden, bevor zu einem
Verzicht auf eine kontinuierliche Lichtregulierung bei der Haltung von Steinbutten geraten
wird. Daher wurde noch ein komplettes Experiment zum Tagesgang der
Cortisolkonzentration durchgefiihrt, mit Fokussierung der Beprobungszeiten auf die
Morgendammerung, um zu untersuchen, ob die Fische bei einem abrupten Einschalten des
Lichts mehr Cortisol ausscheiden und mehr Schwimmaktivitdt zeigen als bei einer
kontinuierlichen Erhéhung der Beleuchtungsstarke. Dazu sollten die Ergebnisse, wie sie im
letzten Bericht vorgestellt wurden, fur die Vero6ffentlichung statistisch besser abgesichert
werden. Es wurden jeweils um 6:00, 7:00, 7:30, 8:00 und 12:00 Uhr Wasserproben
genommen und das Verhalten aufgezeichnet. Die endgultige Auswertung ist noch nicht
abgeschlossen.
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Steinbutte werden, wie die meisten anderen in moderner Aquakultur gehaltenen Fische, mit
pelletiertem Futter ernahrt. Dieses Futter enthalt, neben pflanzlichen Bestandteilen, in der
Regel auch Fischmehl und Fischdl. Da man davon ausgehen muss, dass diese tierischen
Produkte, zumindest im frischen Zustand, Cortisol enthalten, wurden Experimente
durchgefuhrt, um zu Uberprifen, ob sich Cortisol aus dem Futter im Anlagenwasser lost.
Dazu wurden Futterpellets mit einem Teesieb unterschiedlich lange in Seewasser
eingetaucht (10 s, 1 min, 10 min, 1 h, 12 h, Kontrolle ohne Pellets bei t=0 und t=12 h) und
gemessen wie stark dadurch die Cortisol-Konzentration im Wasser ansteigt. Die Betrachtung
der Extinktionswerte aus der photometrischen Analyse zeigte eindeutig, dass die Cortisol-
Konzentration im Seewasser mit der Anzahl der Pellets und der Dauer des Eintauchens
positiv  Kkorreliert ist. Futterungen verfélschen deshalb Cortisol-Messungen im
Anlagenwasser. Im Verlauf von Cortisol-Experimente mul3 folglich auf eine Fltterung der
Fische verzichtet werden.

Cortisol-Leaching aus Futterpellets

Zusammenfassung

Zusammenfassend ziehen wir aus unseren Experimenten zur Wirkung von Cortisol in einer
Kreislaufanlage die Schlussfolgerung, dass die Verwendung von Cortisol als Indikator in
einer Kreislaufanlage problematischer ist als wir zu Projektbeginn vermutet haben. Wahrend
wir optimistisch sind, dass die analytischen Schwierigkeiten, insbesondere bedingt durch
eine Vielzahl unbekannter geltster Verbindungen im Kreislaufwasser, mit zunehmender
Erfahrung beherrschbar sind, gibt es zwei grundséatzliche Probleme, die die Verwendung der
Methode einschranken:

1. Bei den hohen Durchflussgeschwindigkeiten, die in der intensiven Aquakultur angestrebt
werden, sind die Unterschiede in der Cortisol-Konzentration zwischen Pumpensumpf
(Zulauf) und Fischtank (Ablauf) sehr gering, sodass Unterschiede in der
Cortisolausscheidung der Fische nicht mit hinreichender Genauigkeit gemessen werden
kénnen. Deshalb muss die Durchflussgeschwindigkeit deutlich herabgesetzt werden, was
negative Auswirkungen auf die Wasserqualitat zur Folge hat und eine Beliftung innerhalb
der Versuchstanks erforderlich macht.

2. Die tierischen Bestandteile des Fischfutters enthalten Cortisol, welches sich, wenn die
Futterpellets nicht sofort gefressen werden, im Wasser 6st und die Messungen verfalscht.
Deshalb muss fur Cortisol-Messungen im Anlagenwasser die Fitterung unterbrochen
werden.
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Entwicklungsstand des Teilprojektes 7:

,Wachstum bei Fischen unter Beriicksichtigung von Gonadenreifung und
Sauerstoffbedarf*
Kurztitel: Wachstum (TL: Dr. Rainer Froese, , Dr. Bernd Ueberschar, Kristina Neef)

Zusammenfassung des Themas

Fische wachsen zeitlebens und nahern sich dabei asymptotisch einer Maximalgrof3e an. Die
Wachstumskurve hat einen Wendepunkt, nach dem das Wachstum abnimmt. Fir die
Ursache dieser Abnahme gibt es zwei Theorien, die in Experimenten mit untersucht werden
sollen:

1) "Reproductive Drain Hypothesis": Wenn die Tiere beginnen sich fortzupflanzen, fehlt diese
Energie dann fir das Wachstum.

Unter absolut gleichen Bedingungen wird das Wachstum von verwandten Weibchen mit und
ohne Fortpflanzung verfolgt. Wenn die Wachstumskurve der Weibchen ohne Fortpflanzung
ebenso abflacht wie die der Weibchen mit Fortpflanzung (i.e., kein signifikanter Unterschied
zwischen den Wachstumskurven), dann ist diese Hypothese widerlegt.

2) "Oxygen-is-Limiting Hypothesis": Die Kiemenoberflache wéchst langsamer als das
Korpergewicht, Mangel an Sauerstoff begrenzt das Wachstum.

a) In parallelen Gruppen verwandter Fische wird nach dem Abflachen der Wachstumskurve
eine Gruppe mit zusatzlichem Sauerstoff versorgt. Wenn dieses nicht zu erhéhtem
Wachstum fiihrt, ist diese Hypothese widerlegt.

b) Nach Abschluss des Experiments in a) wird die Normalgruppe, die dann ihre
Maximalgrofe erreicht hat, in zwei Gruppen unterteilt, wovon die eine erhéhten Sauerstoff
bekommt. Wenn die Sauerstoffgruppe nicht erneut zu wachsen beginnt und eine groéRere
Endgréf3e erreicht, ist die Hypothese widerlegt.

Ergebnisse aus den geplanten Experimenten haben einerseits grundlegenden Charakter und
tragen damit generell zum besseren Verstdndnis der biologisch moglichen spezifischen
Wachstumsleistungen von Fischen unter Aquakulturbedingungen bei. Hierzu kénnen die
geplanten Experimente zur Wachstumsleistung von Fischen wichtiges Grundlagenwissen
beisteuern: a) zum Verstandnis und zur Beeinflussung des Eintritts der Geschlechtsreife; und
b) zum Zusammenhang zwischen Kiemenoberflache und Wachstum.

Erreichung der Meilensteine
Die Datenaufnahme und Auswertung im Teilprojekt 7 sind seit Juli 2012 abgeschlossen.

Die Daten aus Versuchsreihe 1 und 2 wurden zusammen ausgewertet. Die ,Reproductive-
Drain-Hypothese“ konnte widerlegt werden und der positive Einfluss von erhohter
Sauerstoffsattigung auf das Wachstum der Fische wurde belegt. Die Ergebnisse werden
demnéchst vertffentlicht, es koénnen Empfehlungen hinsichtlich einer optimalen
Sauerstoffsattigung fur die praktische Aquakultur ausgesprochen werden. Die erzielten
Ergebnisse sind aul3erdem im Bereich der biologischen Grundlagenforschung von
Bedeutung.
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Eine Ubersicht Uber die verschiedenen Versuchsansatze ist in Tab. 7.1 zusammengestellt
Fir nahere Informationen wird auf die Sachstandsberichte 2010 und 2011verwiesen.

Kurzfassung der Ergebnisse

Tab. 7.1. Ubersicht tiber die durchgefiihrten Versuchsansatze

Versuch 1: ,Reproductive Versuch 2: ,»erhohter
Drain Sauerstoff und Reproductive
Drain“
Versuchszeitraum Juni 2010 — Januar 2011 Juni 2011 — Januar 2012
Gruppeneinteilung .Mutter* = M1-M4 .Mutter”, Oxynormal = M5, M6
~Jungfrauen = V1-v4 .Mutter”, Oxyplus = M7, M8

»~Jungfrauen®, Oxynormal = V5,
V6

»~Jungfrauen®, Oxyplus = V7, V8

Beim Vergleich der Wachstumsparameter zwischen Fischen mit und ohne Fortpflanzung
wird deutlich, dass ,Mutter” eine hohere EndgrofRe erreichen als “ Jungfrauen® (Abb. 7.1,
Tab. 7.2), was in direktem Widerspruch zur ,Reproductive-Drain-Hypothese® steht.

Tab. 7.2: VBGF Parameter Abschatzungen, Standard Fehler und obere und untere
Konfidenzbereiche fur Mitter und Jungfrauen

Group Parameter Estimate Std. Error Cl 2,5% Cl 97,5%
Linf 63,446 1,153 61,181 65,711
Mdatter K 1,601 0,096 1,411 1,791
t0 -0,157 0,017 -0,191 -0,124
Linf 57,397 0,590 56,236 58,557
Jungfrauen K 2,368 0,115 2,142 2,594
t0 -0,082 0,013 -0,109 -0,055
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Abb. 7.1. Wachstumsvergleich von “Miittern” (schwarze, gestrichelte Linie) und “Jungfrauen”
(graue durchgezogenen Linie) von Experiment 1 und 2 kombiniert, mit VBGF (Von
Bertalanffy Growth function) Anpassung.

Vergleicht man die Wachstumsparameter der Versuchsgruppen die unter erhéhter
Sauerstoffsattigung lebten, mit den Gruppen bei normaler Sauerstoffzufuhr erkennt man
ebenfalls eine hdhere Endgréfie bei der ,oxyplus® Gruppe. Dies entspricht der Oxygen-is-
limiting-Hypothese, da die Tiere auf diesem Wege groRere Mengen an Sauerstoff
aufnehmen kodnnen ohne ihre Atmungsfrequenz steigern zu missen (Abb. 7.2, Tab. 7.3).

Die Sauerstoffversuchsgruppen wurden des Weiteren wiederum in Mutter und Jungfrauen
aufgeteilt um eine kausale Verbindung zwischen Sauerstoff und Fortpflanzungsregime zu
untersuchen. Man erkennt dass vor allem ,Mutter” unter erhéhter Sauerstoffsattigung die
besten Wachstumsraten (Abb. 7.4, Tab. 7.4) erzielen, da sie ihren erhohten Energiebedarf
durch die hohe O2-Sattigung und erhdhte Futteraufnahme (Abb. 7.5) scheinbar mehr als
ausgleichen kdnnen ohne die mittlere Atmungsfrequenz zu veréandern (Abb. 7.3).
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Abb. 7.2: Wachstumsvergleich der “Oxynorm” (schwarze durchgezogene Linie) und
“Oxyplus” (graue gestrichelte Linie) von Experiment 1 und 2 kombiniert mit VBGF (Von
Bertalanffy Growth function) Anpassung. “Oxynorm” Gruppen wurden bei 92% Sauerstoff
Sattigung, “Oxyplus” Gruppen bei 127% Sauerstoff Sattigung gehaltert.

Tab.7.3: VBGF Parameter Abschatzungen, Standard Fehler und obere und untere
Konfidenzbereiche fur Oxyplus und Oxynorm Behandlungen.

Group Parameter Estimate Std. Error Cl 2,5% Cl1 97,5%
Linf 57,590 0,4591 56,688 58,492
Oxynorm K 2,270 0,079 2,115 2,426
t0 -0,086 0,009 -0,105 -0,068
Linf 65,470 2,483 60,592 70,348
Oxyplus K 1,446 0,176 1,100 1,792
t0 -0,199 0,037 -0,272 -0,126
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Abb. 7.3: Mittlere Atmungsfrequenz pro Minute und Standardabweichung fir ,Mitter”
(Schwarze Symbole) und ,Jungfrauen®(graue Symbole)
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Abb. 7.4: VBGF Anpassungen fiir “Oxynorme Miitter” (durchgezogene schwarze Linie),
“Oxyplus Miitter” (gestrichelte schwarze Linie), “Oxynorm Jungfrauen” (gestrichelte graue
Linie) und “Oxyplus Jungfrauen” (Punkt-gestrichelte graue Linie)
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Tab.7.4: VBGF Parameter Abschatzungen, Standard Fehler und obere und untere
Konfidenzbereiche fir alle Behandlungen

Group Parameter Estimate Std. Error Cl 2,5% Cl 97,5%
Miitter Linf 58,867 0,747 57,397 60,338
Oxynorm K 2,113 0,109 1,898 2,327
{0 -0,096 0,014 -0,123 -0,068
Miitter Linf 79,888 8,214 63,709 96,065
Oxyplus K 0,868 0,199 0,476 1,260
t0 -0,304 0,062 -0,428 -0,181

S

Jungfrauen Linf 56,459 0,555 55,367 57,552
Oxynorm K 2,433 0,112 2,211 2,655
{0 -0,076 0,013 -0,102 -0,051
Jungfrauen Linf 59,464 1,672 56,169 62,758
Oxyplus K 2,095 0,262 1,578 2,612
{0 -0,118 0,038 -0,194 -0,043
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Abb. 7.5: Wochentliche Nahrungsaufnahme im mg/ Fisch fur Mitter (Graue Linien) und

Jungfrauen (schwarze Linien)

63



NEMO — Sachstandbericht 2012

&)
GEOMAR

Aktivitaten(grau) / Meilensteine (schwarz)
Monat
Laufender Projektmonat

2010

1234567

Planung und Aufbau der Versuchsanlage, Beschaffung von
Versuchtieren

8

3456789 10 11 12

9 10

2011

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

2012
1 2 3 4 5 6
23 24 25 26 27 28

Versuch 1: "Reproductive Drain": Wachstum ohne/mit
Fortpflanzung

Zusatzversuch:  Wachstumsschub  unter erhohtem
Sauerstoff

Datenauswertung "Reproductive Drain"

Versuchsplanung, Beschaffung von Zubehér und
Versuchstieren

Versuch 2: "Reproductive Drain" vs. "Oxygen is limiting"

Datenauswertung, Bericht

64




NEMO — Sachstandbericht 2012

S
GEOMAR -

Outreach:

Poster und Prasentationen:

Arndt, C., Moison, M., Sommer, U., 2011. Fish larval behaviour and energy demand - A
matter of food source and supply method. Poster-Prasentation. EAS-Aqua 2012 Konferenz in
Prag, Tschechien. 01. — 05.09.2012

B. Ueberschar & R. Tillner: Lebendfuttersysteme und Microdiets fur die Larvenanfitterung.
Eurotier 2012. Fisch im Fokus! Aquakulturforum auf der EuroTier-Messe in Hannover.
Fachvortrag am 14.11.2012.

B. Ueberschér & R. Tillner: NEMO Teilprojekt 4 — Entwicklung von Micro Diets (kinstliche
Futtermittel kleinster PartikelgroRe) als Ersatz fur lebende Nahrung fir friihe Lebensstadien
mariner Fischarten. Poster beim 3. Blsumer Fischtag (07. Juni 2012 im mariCUBE, Blsum)

Publikationen:

Bi R., Arndt C., Sommer U., 2012. Stoichiometric responses of phytoplankton species to the
interactive effect of nutrient supply ratios and growth rates. Journal of Phycology. 48, 539-
549.

Arndt C., Sommer U., 2013. Effect of algal species and concentration on development and
fatty acid composition of two harpacticoid copepods, Tisbe sp. and Tachidius discipes, and a
discussion about their suitability for marine fish larvae. Accepted for publication in
Aquaculture Nutrition

Rgnnestad |., M. YUfera, B. Ueberschar, L. Ribeiro , @. Saele, M. Izquierdo, C. Boglione
(2012) Feeding behavior and digestion physiology in larval fish — current knowledge and
gaps and bottlenecks in research. Reviews in Aquaculture (2012) 4, 1-40 doi:
10.1111/rag.12010.

Tillner, R. , Rgnnestad, |., Harboe, T., Ueberschar, B. : Hormonal control of tryptic enzyme
activity in Atlantic cod larvae (Gadus morhua): involvement of cholecystokinin during
ontogeny and diurnal rhythm. Accepted for publication in ,Aquaculture®.

Eingereichte Manuskripte oder Manuskripte in Vorbereitung:

Arndt, C., Moison, M., Sommer, U., (subm.) Providing harpacticoid copepods via floating
sieve improves fish larval feeding success. Submitted to Aquaculture

Arndt, C., Sommer, U., Ueberschar , B. Evaluation of the suitability of benthic copepods as
food for fish larvae and the potential digestibility of prey. (in Vorbereitung).

Froese, R., Neef, K.. Refuting the Reproductive Drain Hypothesis. (in Vorbereitung).
Frommel, A.Y., Michael, K., Hermann, B.T., Clemmesen, C., Reusch, T., Lucassen, M.

Differential gene expression patterns in response to ocean acidification in larvae of
commercially important fish species, Gadus morhua. (In Vorbereitung)

65



NEMO — Sachstandbericht 2012

S
GEOMAR -

Hermann, B.T, Hanel, R., Reusch, T.: Transcriptional regulation of the maintenance of
Homeostasis under malnutrition in juvenile turbot (Scophthalmus maximus). (In
Vorbereitung)

Hermann, B.T., Stiller, K.T., Schulz, C., Hanel, R., Reusch, T.: Characterization of Allostatic
Load via gene expression analysis in juvenile turbot (Scophthalmus maximus). (In
Vorbereitung)

Hermann, B.T, Hanel, R., Reusch, T.: Stress or Adaptation? Evaluating expression
changes of stress-related genes in juvenile turbot (Scophthalmus maximus) as response to a
sudden temperature change. (In Vorbereitung)

Tillner, R., Rgnnestad, |., Ueberschér, B. Hormonal control of tryptic enzyme activity in
Atlantic cod (Gadus morhua) larvae: involvement of cholecystokinin. (in Vorbereitung).

Ueberschar B., Drossou A., Tillner, R. Improvements in the efficiency and precision of a
highly sensitive method to measure tryptic enzyme activities in fish larvae. (in Vorbereitung).

Examensarbeiten:

Arndt, C., 2013. Testing the suitability of harpacticoid copepods as food for marine fish
larvae. PhD-Dissertation. Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel, 115 pp.

Hermann, B. : Entwicklung eines Genexpressionsanalyse-Verfahrens zur Bestimmung von
ernahrungs- und haltungsbedingtem Stress im Steinbutt (Scophthalmus maximus L.). PhD-
Dissertation, Christian-Albrechts-Universitét zu Kiel, in Vorbereitung.

Tillner, R.: Hormonal control of tryptic enzyme activity in marine fish larvae, involvement of
cholecystokinin and implications for microdiets. PhD-Dissertation, Christian-Albrechts-
Universitat zu Kiel, in Vorbereitung.

Gronemeier, M. Untersuchungen zum diurnalen Aktivitatsrhythmus des Steinbutts

(Scophthalmus maximus L.) in Abhangigkeit von gedimmten und ungedimmten Tag/Nacht-
Wechsel. Semesterarbeit GEOMAR, 18pp.

NEMO Homepage: www.nemo.ph

( \‘ﬁn@ ﬁmﬂ «g%

Bericht Editor

Dr. Catriona Clemmesen-Bockelmann
Projektkoordination NEMO

GEOMAR Helmholtz Zentrum fiir Ozeanforschung Kiel

66


http://www.nemo.ph/

