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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Wichtigkeit der Optimierung der Futterregime fur Brutbetriebe spiegelt sich in
zahlreichen Untersuchungen wider. Dabei ist vor allem die Kostensenkung bei
gleichbleibender oder steigender Futterqualitdt im Fokus professioneller Brutbetriebe.
Dadurch wachst das Interesse, die Phasen der Lebendfutterzugabe in
Aufzuchtprotokollen zu verkirzen. Indes soll die Wachstumsgeschwindigkeit, die

Gewichtszunahme und vor allem die Uberlebensrate von Fischlarven bewahrt werden.

In mehreren Studien wurde nachgewiesen, dass Trypsin als Indikator fir die
Bewertung der Verdaulichkeit des Futters und des Ernahrungszustands von
Fischlarven geeignet ist. Deshalb wurde die Auswirkung einer verkurzten
Artemienzugabe auf Goldbrassenlarven (Sparus aurata) anhand der individuellen
tryptischen Enzymaktivitat analysiert. Dabei wurde die Kurz- und Langzeitwirkung der

Zugabe ebenfalls beim Wachstum und der Uberlebensrate untersucht.

Die in dieser Studie verwendete Methode zur Bestimmung der Trypsinaktivitat folgt der

von Ueberschar (1988) beschriebenen hochempfindlichen Fluoreszenztechnik.

Die Goldbrassenlarven wurden in Gruppen mit verschiedenen Fitterungsregimen
aufgeteilt: (1) Kontrollgruppe nach Industriestandard, (2) Co-Futterung Copepoden mit
micro diet als Erstfitterung und kurze Artemienzugabe (,Kiss of Artemia“) nach der
Beendung der Copepodenverfiutterung, (3) Co-Futterung Rotatorien mit micro diet und
(4) Co-Futterung Copepoden mit micro diet.

Die Ergebnisse der Studie zeigen einen positiven Effekt auf die Trypsinaktivitat von
Goldbrassenlarven bei der Zugabe von Artemien. Dabei wurden keine erkennbaren
Nachteile fur die Trypsinaktivitdt bei einer verkirzten Artemienzugabe beobachtet.
AuRerdem konnte auch ein positiver Effekt auf die Uberlebensrate durch die
Verfutterung von Artemien in Kombination mit Copepoden und der GEMMA NEO micro
diet nachgewiesen werden. Ein langfristiger Effekt der erhdhten Trypsinaktivitat auf die
Wachstums- und die Gewichtszunahme wurde nicht eindeutig nachgewiesen, konnte

jedoch auch nicht ausgeschlossen werden.

Das beste Gesamtergebnis zeigte das Futterungsregime 2: die Co-Fitterung von

Copepoden mit micro diet und eine kurze Artemienzugabe.
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Einleitung

1. Einleitung

Seit mehr als 80 Jahren steigt die Nachfrage nach tierischem Protein, insbesondere
an aquatischen Lebensmitteln. Der seit 1950 deutlich gestiegene Fischkonsum beruht
zunachst auf der sich fast verdreifachten Bevdlkerung und einem Anstieg des Pro-
Kopfkonsums auf etwa 21 kg/Jahr an Fisch (Abbildung 1, (Food and Agriculture
Organization of the United Nations, 2019)).

Figure 1
World fish utilization and supply/Utilisation et disponibilités mondiales de poisson/
Utilizacién y suministro mundiales de pescado

Fish utilization Population (billions) &
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Abbildung 1 Entwicklung der Fischversorgung uber die Fangfischerei und die Aquakultur weltweit, sowie
Gegenuberstellung zur Weltbevolkerung mit Durchschnittlichem Pro-Kopfkonsum und der Verwendung von Fisch
fur Nicht-Lebensmittelanwendungen.

Dargestellt ist der Anstieg der Fischversorgung von 1950 bis zum Jahr 2019 und das Wachstum der Population in
Milliarden im selben Zeitraum. In den 1950er Jahren wurde die Bevélkerung fast ausschlieB3lich durch den Fischfang
versorgt, nur der geringste Anteil an Fisch stammte aus der Aquakultur. Mit dem Wachstum der Bevolkerung und
einer Zunahme an Pro-Kopfkonsum an Fisch, erhdhte sich auch die Fischversorgung tber den traditionellen
Fischfang. Doch da dieser nur eine allm&hliche Steigerung zulief3, wurde die Aquakultur als Alternative ausgebaut,
um den Bedarf an Fisch zu decken. Zuséatzlich zur Versorgung der Bevolkerung, stieg auch die Verwendung von
Fisch fur Produkte, welche nicht fur den Verzehr gedacht sind. Dies beinhaltet z.B. pharmazeutische oder
kosmetische Anwendungen oder die Herstellung von Biokraftstoffen (Leal et al., 2016).

Der Anstieg des Fischkonsums in der Zukunft ist durch das kontinuierliche Wachstum
der Bevolkerung und des Kopf-Konsums wahrscheinlich. Durch den traditionellen
Fischfang kann der wachsende Bedarf inzwischen nicht mehr gedeckt werden, denn
mehr als 35 % der kommerziell genutzten Fischbestande gelten als tberfischt und

57 % als maximal genutzt. Im Mittelmeer und im Schwarzen Meer gelten dabei etwa

13



Einleitung

63,4 % der Fischbestande als tiberfischt (Uberfischung: Bald drohen uns leere Meere,
2022). Seit 2016 wurde die Aquakultur verstarkt als Alternative angesehen, um den
Bedarf nach Fischerzeugnissen der Bevolkerung zu decken (Food and Agriculture
Organization of the United Nations, 2016) und entsprechend ausgebaut. Derzeit findet
etwa 46 % der Gesamtfischproduktion in Aquakulturen statt (Food and Agriculture
Organization of the United Nations, 2020). Um die aquatischen Okosysteme weiter zu
entlasten und die steigende Nachfrage an Fisch zu decken, muss die

Aquakulturindustrie wachsen und die Produktion steigen.

Ein Problem bei der Produktionssteigerung in der Aquakultur liegt jedoch in der
Aufzucht von Satzfischen mariner Fischarten. Das Wachstum der Aquakulturindustrie
erfordert die Bewaltigung verschiedener Herausforderungen, um den Nachschub von
Setzlingen in zuverlassiger Qualitdt und Quantitat dauerhaft zu sichern. So gilt trotz
zahlreicher Forschungsanstrengungen die hohe Sterblichkeitsrate wahrend der
Larvenproduktion noch immer als Engpass fur die Aquakulturproduktion. Die hohe
Sterblichkeitsrate hangt vermutlich mit dem im frGhen Larvenstadium unzureichend
entwickelten Verdauungstrakt und der geringen Verdauungsenzymkapazitét
zusammen (Tillner et al., 2013; Zambonino-Infante et al., 2008). Teilweise konnen die
Nahrstoffe des Erstfutters in den friihen Larvenstadien nicht effizient genug verdaut
werden, wodurch die Nahrstoffe fur die Larve nicht verwertbar sind. Dies wirkt sich
negativ auf die Uberlebens- und Wachstumsraten aus. Die Zusammensetzung und
Qualitat des Erstfutters muss deshalb auf die Verdaulichkeit und Nutzbarkeit der darin
enthaltenen Nahrstoffe und auf die verdauungstechnischen Fahigkeiten der frihen

Larvenstadien abgestimmt sein.

Das Wissen (Uber die Ernahrungsbedirfnisse von Fischlarven, die
Entwicklungsphysiologie, ihre Verdauungskapazitaten und deren Auswirkungen auf
die Formulierung von Mikrodiaten ist noch nicht vollstandig bekannt (Hamre et al.,
2013; Rgnnestad et al, 2013). Dadurch gibt es noch immer zahlreiche
Forschungsanstrengungen zur Weiterentwicklung des Wissens Uber die Eignung
verschiedener Lebendfutter und  Mikrodidten, die sich  entwickelnden
Verdauungssysteme der Fischlarven und die sich mit dem Futter entwickelnden

Enzyme.
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Um das Wissen zu diesem Thema zu erweitern, entstand die vorliegende Arbeit mit
ihrer Fragestellung als Unterprojekt aus dem Projekt ,Deutsche Bundesstiftung
Umwelt - Marines Zooplankton als Grundlage einer nachhaltigen,

ressourcenschonenden Fischfutterung®.

1.1  Sparus aurata

Sparus aurata (S. aurata), herkdbmmlich ,Goldbrasse“ oder ,Dorade” genannt, ist eine
wichtige Grundfischart, welche aufgrund ihrer euryhalinen und eurythermen
Eigenschaften im Mittelmeer, dem Schwarzen Meer und in der Ostatlantik von
GrolRbritannien bis Senegal heimisch ist (Sparus aurata, 2022). Dabei reichen die

Lebensrdaume von marinem bis Brackwasser.

Das wichtigste Merkmal der Goldbrasse ist der ovale und seitlich abgeflachte Kérper
mit einem goldenen Querband, nach welchem der Fisch benannt wurde (Fischlexikon:
Goldbrasse, Dorade (Sparus aurata), 0. J.). Adulte Tiere kdnnen eine L&nge zwischen
25 — 35 cm (max. 70 cm) und ein Gewicht von 2,5 kg (max. 17 kg) erreichen (Dorade
(Goldbrasse), 2019).

Die Goldbrasse lebt bevorzugt auf Seegraswiesen und auf Sandbéden, in der Regel
bei einer Tiefe von bis zu 30 m. Ausgewachsene Arten konnen jedoch auch bei einer
Tiefe von 150 m vorkommen (Dorade (Goldbrasse), 2019). In friihen Lebensstadien
werden jedoch kiistennahe Lagunen und Astuare bevorzugt. Die Larven dieser Art
schlupfen im offenen Wasser und wandern dann erst in die Kiistenbereiche, wo sie vor
Fressfeinden geschitzter sind und ein besseres Futterangebot finden kénnen

(Fischlexikon: Goldbrasse, Dorade (Sparus aurata), o. J.).

Die Goldbrasse wird seit jeher aufgrund ihres schmackhaften Fleisches und der
wenigen Graten als hochwertiger Speisefisch sehr geschatzt. Zusammen mit dem
Européischen Wolfsbarsch (Dicentrarchus labrax) ist es die wichtigste marine
Aquakulturart im Mittelmeerraum. Schon im Romischen Reich wurde sie zum Beispiel
in flachen Lagunen und speziell angelegten Meerwasserteichen gehalten. Erst jedoch
seit den 1980er-Jahren werden Goldbrassen kommerziell in der Aquakultur vor allem
an der MittelmeerkUste geziichtet (Dorade (Goldbrasse), 2019). Fur die semi-intensive
Aufzucht werden neben abgesperrten Lagunen haufig fest verankerte Netzgehege
genutzt. Fur die intensive Bewirtschaftung werden entweder landgestitzte

Kreislaufanlagen oder Offshore-Netzgehege genutzt (Dorade (Goldbrasse), 2019).

15



Einleitung

Die weltweite Gesamtproduktion der Goldbrasse ist von etwa 87.303 Tonnen im Jahr
2000 auf 258.754 Tonnen im Jahr 2019 gestiegen. Dabei fuhrt derzeit die Turkei in der
Weltproduktion mit einem Anteil von 38,54 %. Dem folgen Griechenland mit 21,43 %
und Agypten mit 13,87 % und mit zusammen etwa 15 % der Weltproduktion ergebend,
folgen Tunesien, Spanien und Italien. Diese ergeben die sechs weltweit

produktionsstarksten Lander (Compassion in Food Business, 2021).

1.2  Erndhrung mariner Fischlarven

Die Qualitdt und Verfugbarkeit der aufgenommenen Nahrung hat eine zentrale
Bedeutung fiur die Gesundheit und das Uberleben von Lebewesen. Dabei muss vor
allem bei Fischlarven auf die bedarfsgerechte Qualitdt und Quantitat der Nahrung
geachtet werden. Larvenstadien der meisten Fischpopulationen in natirlichen
Gewassern sind durch eine hohe Gesamtmortalitéat charakterisiert, die vor allem durch
Nahrungsmangel und Rauberdruck zu erklaren sind (Ueberschar, 1999). Um der
hohen Mortalitat durch Verhungern zu antizipieren, kommt bei kontrollierter Aufzucht

der proteinreichen Diéat grof3e Bedeutung zu.

Die Gefahr der Mortalitat durch Kannibalismus besteht grundsatzlich auch bei der
Aufzucht von Fischlarven wahrend der gesamten Lebensphase, wohingegen
Nahrungsmangel als Sterblichkeitsursache mit fortschreitendem Entwicklungsgrad
abnimmt. Fur die Uberlebensraten von Fischlarven in der Aquakultur ist deshalb das
Angebot an geeignetem Futter von entscheidenderer Bedeutung. Dabei muss das
Futter sowohl in der Nahrstoffkomposition geeignet sein, als auch eine an das
Lebensstadium der Larve angepasster Grof3e aufweisen. Deshalb werden groR3e
Anstrengungen unternommen, um adaquate und bedarfsgerechte
Trockenmischfuttermittel fiur Fischlarven zu entwickeln. Lebendfuttermittel sind
hinsichtlich der Attraktivitat und nutritiven Qualitat die natirlichste und hochwertigste
Nahrungsquelle fiur Fischlarven, jedoch werden auch zunehmend mikropartikulare
Trockenmischfuttermittel sogenannte micro diets (MD) genutzt, da deren Verwendung
in vielerlei Hinsicht deutlich effizienter ist als die aufwendige Aufzucht und

Verabreichung von Lebendfutter.
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1.2.1 Lebendfutter

Die Futterung mit Lebendfutter stellt die natirlichste Art der Fischlarven-Erndhrung
dar: Das Bewegungsmuster des Lebendfutters triggert das Fressverhalten bei den
Larven und fordert die naturlichen Verhaltensweisen durch Auslebung des Jagdtriebs
beim Verfolgen des Futters. Dabei kann die Larve je nach Art des Futters verschiedene
lebensnotwendige Stoffe wie zum Beispiel Proteine, Kohlenhydrate, Fette,
Mineralstoffe oder Vitamine aufnehmen und dies, im Gegensatz zu den
Trockenfuttermitteln, im frischen Zustand. Aul3erdem kann durch das Verfluttern von
Lebendfutter, welches vorher mit Zusatzstoffen wie Vitaminen oder Fettsauren, wie
Eicosapentaensaure (EPA) oder Docosahexaensaure (DHA) angereichert wurde, eine

zusatzlich wachstumsférderliche Ernahrung erzielt werden.

1.2.1.1 Brachionus plicatilis

Eines der bekanntesten Fischnahrtiere ist Brachionus plicatilis (B. plicatilis), welches
zur Klasse der Réadertierchen (Rotatoria oder Rotifera) gehort. Die meisten
Réadertierchenarten leben im SidRwasser, einige Arten leben im Brack- und

Meerwasser.

B. plicatilis, eine der wenigen Arten die im Salzwasser leben, wird als Standard zur
Aufzucht von Fischlarven verwendet, wenn Artemia-Nauplien zu grol3 fur die
Mundé6ffnung der Fischlarven sind (Meerwasser-Lexikon Team, 2012; Taxacher,
2011). Die Gesamtlange weiblicher Radertierchen kann 340 um erreichen, und die
Gesamtlange von Mannchen und Jungtieren betragt etwa 150-200 um (Taxacher,
2011).

B. plicatilis wird haufig verwendet, da diese Art leicht zu vermehren, einfach zu halten
und euryhalin ist. Letzteres ermdglicht ihr Uberleben bei Salinitaten von 1 ppt bis
97 ppt und somit eine grol3e Reichweite an Einsatzmdglichkeiten als Futtertiere bei
Fischen mit verschiedenen Salinitdtsoptima. Es muss jedoch beachtet werden, dass
diese Radertierchenart nur eine Salinitditsschwankung von * 5 ppt aushalten kénnen

und bei groReren Schwankungen innerhalb kurzer Zeit sterben (Taxacher, 2011).
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Obwohl B. plicatilis aufgrund seiner fir die Larvenaufzucht geeigneten Eigenschaften
bevorzugt verwendet wird, enthalt diese Art von Natur aus eine ungenigende Menge
an hochungesitigten Fettsduren (highly unsaturated fatty acids, HUFA), spezifisch
EPA und DHA. B. plicatilis muss deshalb mit geeigneten Zusatzstoffen angereichert
werden, um den Nahrwert zu steigern (Meerwasser-Lexikon Team, 2012; Rasdi & Qin,
2014).

1.2.1.2 Acartiatonsa

Neben Ré&dertierchen werden auch marine Ruderful3krebse (Copepoda) bei der
Aufzucht von juvenilen Fischen verwendet. Sie sind eine der haufigsten und
wichtigsten  Arten wirbelloser Meerestiere, die in vielen Meeres- und
SuRwasserokosystemen das Bindeglied zwischen Primarproduzenten und
Konsumenten bilden. Da sich Copepoden gemeinsam mit Fischlarven im Meer
entwickelt haben, ist es wahrscheinlich, dass die Verwendung von Copepoden in der
Aufzucht den Nahrstoffbedarf der Fischlarven am besten deckt (Rasdi & Qin, 2014).
Eine wichtige Copepodenart im Spektrum moglicher N&hrtiere ist Acartia tonsa
(A. tonsa), die zur Ordnung der Calanoide gehort (Chen & Hare, 2008).

Adulte Copepoden kénnen eine GroRe von 500 um bis 1500 pum erreichen und sind
damit teilweise mehr als doppelt so gro3 wie adulte B. plicatilis (G. Gonzales, 2013;
Leandro et al., 2006). Auch ricken Copepoden aufgrund ihres besseren Nahrwertes
mehr in der Vordergrund von Fltterungsversuchen mit Larven: Die hohen Gehalte an
den omega-3 Fettsauren EPA und DHA und freien Aminoséauren (FAA) sind wichtige
Faktoren, die Copepoden zum uberlegenen Lebendfutter gegeniber Artemien und
Rotatorien machen (Rasdi & Qin, 2014). Copepoden-Nauplien sind eine reichhaltige
Quelle fir FAA mit mehr als der doppelten Menge an FAA pro Gramm feuchter

Biomasse im Vergleich zu Artemien (Rasdi & Qin, 2014).

Trotz technischer Fortschritte sind Copepoden-Nauplien noch immer schwer
aufzuziehen und auf Vorrat zu produzieren, weshalb sie fur einfache Aquakulturen zu
kostenintensiv sind. Es sind weitere Verbesserungen erforderlich, um die grofie
Nachfrage nach Copepoden in der Aquakulturindustrie zu befriedigen. In semi-
extensiven Tankkulturen werden isolierte Copepodenpopulationen aus der natirlichen
Umgebung direkt zur Futterung von Fischlarven verwendet oder in Tanks gehalten, in
denen die Phytoplanktonblite durch die Zugabe von Nahrstoffen zum Wasser

angeregt wird. Semi-extensive Systeme sind wartungsarm und ermoéglichen die
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Produktion grol3er Mengen von Copepoden, Eiern und Nauplien (Stettrup, 2006).
Aufgrund des offenen Charakters der extensiven Kultur sind die angeimpften
Copepoden jedoch anfallig fir Infektionen oder Kontaminationen durch andere
Copepodenarten, anderes Zooplankton und Parasiten oder Viren, die entweder die
Copepoden infizieren oder sie als Zwischenwirte nutzen, um die Fischlarven infizieren
(Drillet et al., 2011).

Die Dichte der Copepoden-Individuen ist fir die Copepodenkultur ebenfalls von
entscheidender Bedeutung. Einige Copepoden reagieren viel empfindlicher auf hohe
Dichten als andere Lebendfutterarten wie Rotatorien. Die Frage der Dichte ist von
zentraler Bedeutung, da die Produktionskosten direkt mit der potenziellen Dichte der
Copepodenkulturen zusammenhéngen. Calanoide Copepoden gelten als schlechte

Kandidaten fur die Massenzucht, weil sie in hohen Dichten nicht gut Gberleben kénnen.

Apocyclops panamensis (A. panamensis) ist ebenfalls eine Art der marinen
RuderfuRkrebse (Copepoda), gehort jedoch zur Ordnung Cyclopodia. Diese Art hat
eine ahnliche GroRRe wie Rotatorien und wird ebenfalls derzeit als Alternative zu
Rotatorien, Artemien und calanoiden Copepodenarten bei der Larvenaufzucht

erforscht.

1.2.1.3Artemia salina

Das wichtigste und beliebteste Erstfutter bei der Fischlarvenaufzucht ist Artemia salina
(A. salina) und die Nauplien dieser Art. A. salina, auch als Salinenkrebse oder
Salzwasserkrebse bekannt, gehdren zur Klasse der Krebstiere und Gattung der
Artemia. Trotz der vergleichsweise grol3en Nauplien (erstes Larvenstadium), welche
mit, £ 430 um groRRer als ausgewachsene B. plicatilis (340 um) sind, werden diese seit

langem bei vielen Larvenaufzuchten eingesetzt (algova, 2017; Martini, 2002).

Artemien sind unspezifische Fresser, wodurch sie eine breitgefdcherte Auswahl an
N&ahrstoffen aufnehmen kénnen. Die Beliebtheit von Artemien als Lebendfutter ist vor
allem auf die einfache Handhabung zurtickzufiihren, da die gebrauchte Menge an
Nauplien fiir eine Aufzucht innerhalb von 24 Stunden aus ruhenden Zysten schlipfen
kann. Die Zysten sind auf dem kommerziellen Markt erhaltlich, kdnnen bei den
richtigen Bedingungen Uber weite Strecken transportiert und Uber langere Zeitraume

gelagert werden.

19



Einleitung

Jedoch sind auch Artemien und ihre Nauplien defizitar an HUFAs und muissen mit
weiteren Zusatzstoffen angereichert werden, um ihren Nahrwert zu steigern (Martini,
2002). AulRerdem kann ein potentieller Mangel an Artemia-Zysten die Produktion in
den Aquakulturen beeintrachtigen und die nachhaltige Versorgung mit Setzlingen fur
die weitere Aufzucht gefahrden.

Die naturliche Produktion an Artemia-nauplien weltweit betragt durchschnittlich etwa
3000 t. Diese Menge an Nauplien wird bereits in der aktuellen Fischlarvenaufzucht
verbraucht (ProLarva, 2015). Obwohl Ldsungen fir eine Produktionssteigerung
gesucht werden, sind bisher die Probleme der Produktionsnachhaltigkeit noch nicht
geldst (Islam et al., 2019; Litvinenko et al., 2015). Daraus ergibt sich, dass ein weiteres
Wachstum der marinen Fischproduktion nur méglich ist, wenn alternative Futtermittel,
wie zum Beispiel mikropartikulare Futtermittel, eingesetzt werden kénnen. Es besteht
ein strategischer Bedarf an einer Diversifizierung der Lebendfutterarten, um die starke
Abhangigkeit von Artemia-Nauplien bei der Larvenaufzucht zu verringern (Rasdi & Qin,
2014).

In den meisten Brutbetrieben (,Hatchery“/ ,Hatcheries®) ist Lebendfutter flr viele
Aquakulturarten noch immer unverzichtbar (Carter, 2015). Jedoch erfordern die
Produktion von Lebendfutter und Verfahren zur Verbesserung des Nahrwerts Platz
und Personalaufwand. Dadurch erhdéhen sich die Komplexitat und die Kosten der
Produktion und damit insgesamt auch der Larvenaufzucht. Aus diesem Grund wird
bereits seit |angerer Zeit versucht die Verwendung von Lebendfutter zu reduzieren und

durch mikropartikulares Kunstfutter zu ersetzen.

1.2.2 micro diets

Als micro diets (MD) werden kinstliche Trockenfuttermittel bezeichnet, welche auf die
verschiedenen diatetischen und biometrischen Anforderungen von Juvenilen und
Fischlarven abgestimmt sind und das Lebendfutter ersetzen sollen. Diese kombinieren
oftmals mehrere Zutaten, die zu sehr kleinen Partikeln gemahlen wurden und
unterschiedliche Formen und Gréf3en aufweisen kdnnen. Dabei sollen, je nach Art,
Stadium und Ernahrungsbedurfnissen, micro diets mit verschiedenen Rezepturen (in
z.B. unterschiedlichen  Vitaminkonzentrationen oder Aminosauren) in der
Fischlarvenaufzucht eingesetzt werden, um eine Alternative zur Aufzucht zum
Lebendfutter zu bilden (Carter, 2015).
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Um erfolgreich zu sein, muss ein kinstlich formuliertes Futter die Fischlarven zum
Fressen anregen, klein genug fur den Verzehr sein, verdaulich sein und l6sliche,
niedermolekulare Nahrstoffe mit niedrigem Molekulargewicht enthalten. AuRerdem
darf das Futter im Wasser nicht instabil werden und sollte den Larven jederzeit zur
Verfiigung stehen, wobei die Verschmutzung des Beckens begrenzt werden soll
(Carter, 2015; Kolkovski, 2013).

Die Vorteile einer Aufzucht ausschlief3lich durch MD sind vielfaltig. Zum einen wirde
eine solche Aufzucht den Arbeitsaufwand verringern, wodurch etwa 70 % der Kosten
fur eine Aufzucht entfallen wirden (R. Gonzales, 2022). Zum anderen wirde das
Risiko wegfallen, eine Lebendfutterkultur zum falschen Zeitpunkt zu verlieren, was

auch den Verlust eines Larvenbatches bedeuten wirde.

Fur die Akzeptanz von MD durch die Larven spielt die Ubergangsphase von einem
lebenden Futtermittel zu MD (,Weaning“) eine wichtige Rolle. Zwar hat in der
Vergangenheit das frithe Weaning zu schlechtem Wachstum und minderwertigen
Larven mit einem erhdhten Risiko von Skelettdeformationen gefihrt, jedoch konnte
aufgrund von neuen Erkenntnissen bei der Formulierung von MD die Zeit vor
Entwohnung stark verkirzt werden. So kdnnen die hochentwickelten MD bereits bei
der Offnung des Mauls in die marine Fischzucht eingefiihrt werden. Dafiir werden in
der Regel ,Co-Feeding“-Protokolle eingesetzt. Dabei werden gleichzeitig MD mit
Lebendfutter verwendet, wodurch eine friihere und effizientere Umstellung moglich ist.
Das Co-Feeding fuhrt zu einem besseren Wachstum und einer geringeren
Mortalitatsrate als die ausschlief3liche Futterung mit Lebendfutter oder MD. Ein friihes
Co-Feeding mit geeigneten MD kann die Versorgung der Larven mit allen essentiellen
Nahrstoffen (Mikro- und Makronahrstoffe) verbessern und kann die Larven friihzeitig
konditionieren, die MD leichter zu akzeptieren, wodurch negative Auswirkungen auf

das spatere Wachstum nach der Entwohnung vermieden werden (Kolkovski, 2013).

Jedoch konnte bisher die Verflutterung von MD, trotz betrachtlicher Fortschritte, nicht
dieselben Wachstums- und Uberlebensleistungen erreichen, wie die von Lebendfutter
wie Ré&dertierchen und Artemia (Giebichenstein et al., 2021; Kolkovski et al., 2009;
Rathore et al., 2016).
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1.3 Verdauungsphysiologie mariner Fischlarven

1.3.1 Entwicklung des Verdauungstraktes bei Sparus aurata

Fur die Berlcksichtigung der verschiedenen Ernahrungsbedirfnisse in den
verschiedenen Lebensphasen und fir ein Verstdndnis der Entwicklung dieser
Bedurfnisse, ist es notwendig Uber grundlegendes Wissen zur Verdauungsphysiologie

von Fischlarven zu verfugen.

Die meisten Meeresfisch, wie auch die Goldbrasse, gehdren zu den altrizialen! Arten
(Carter, 2015). Diese Larven haben beim Schlupf einen rudimentaren Verdauungstrakt
ohne einen Magen. Mit zunehmendem Alter entwickelt sich zun&chst ein voll
funktionsfahiger Darmtrakt und spéter dann in der Regel auch ein funktionstiichtiger
Magen (Metamorphose) (Elbal et al., 2004).

Bei der Goldbrasse kann die Entwicklung in funf verschiedene Lebensphasen unterteilt
werden: die Phase direkt nach dem Schlupf (1 Tag nach dem Schlupf), das Pra-
Larvenstadium (2 — 3 Tage nach dem Schlupf), das frihe Larvenstadium (4 — 7 Tage
nach dem Schlupf), das Hauptlarvenstadium nach dem Dottersack (8 — 56 Tage nach
dem Schlupf) und der Beginn der juvenilen Phase (60 — 69 Tage nach dem Schlupf)
(Elbal et al., 2004). Dabei ist anzumerken, dass die Lange der Phasen
temperaturabhéangig ist und somit variieren kann. Fur diese Arbeit sind nur die ersten

vier Phasen von Bedeutung.

In der ersten Phase ist der Verdauungstrakt noch undifferenziert und die Larve ernahrt
sich ausschlieRlich tber den Dottersack. Mit der Offnung des Mauls und des
Verdauungskanals, konkreter des Afters, und der Differenzierung des
Verdauungstraktes in die Speiserdhre, den unvollstandig ausgebildeten Magen und
den Darm wird das Pra-Larvenstadium erreicht (Elbal et al., 2004).

1In der Biologie werden altriziale Arten als solche bezeichnet, bei denen die Jungen zum Zeitpunkt
der Geburt unterentwickelt sind.
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Im frithen Larvenstadium existieren durch die Offnung des Mauls kurzzeitig endogene
und exogene Erndhrung nebeneinander. Nach der ersten exogenen Fitterung beginnt
sich bei Goldbrassenlarven eine Schleife im Verdauungstrakt zu bilden (Elbal et al.,
2004). Die Verdauung geschieht nun ausschlie3lich Gber den Darm mithilfe von
Verdauungsenzymen wie zum Beispiel Amylase, Lipase oder Trypsin. Dabei ist in
dieser frihen Phase der Proteinverdauung im Darm das Trypsin das quantitativ

bedeutendste Enzym. Am Ende dieser Phase wird der Dottersack aufgebraucht sein.

Im Hauptlarvenstadium ernahrt sich die Larve nur noch exogen und der Dottersack
wurde vollstandig resorbiert. Das Bindegewebe und die Schleimhautfalten haben sich
ausgebildet. Aufgrund einer vergleichsweise kurzen Darmschleife und dem Fehlen der
Denaturierung der aufgenommenen Nahrung durch einen vollausgebildeten Magen ist
die Verdauung jedoch wenig effizient. Eine erhebliche Steigerung der Effizienz bei der
Verdauung erfolgt, wenn die Denaturierung im Magen und die Vorverdauung dort
durch das Pepsin stattfindet. Die Entwicklung des Magens beginnt bei
Goldbrassenlarven erst nach etwa 40 Tagen wahrend der Frihmetamorphose
(13,7 — 18,7 mm), wohingegen die Verdauung durch saure Proteolyse erst in der
Spatmetamorphose (20,4 — 34,4 mm) mittels eines vollfunktionellen Magens

stattfinden kann (Koumoundouros et al., 2008; Moyano et al., 1996).

1.3.2 Verdauungsenzym Trypsin

Verdauungsenzyme sind Enzyme, welche die von einem Organismus aufgenommene
Nahrung zerlegen bzw. die Gber die Nahrung aufgenommenen Biopolymere (Proteine,
Fette, Kohlenhydrate...) in einfachere niedermolekulare Verbindungen aufspalten, um

diese fiir den Stoffwechsel verwertbar zu machen.

Trypsin ist ein weit verbreitetes, primares Verdauungsenzym und gehort zu den
Serinproteasen, einer Unterfamilie der Endopeptidasen. Wie die meisten Enzyme ist
Trypsin substratspezifisch und spaltet extrazellular die durch die Nahrung
aufgenommenen Proteine nach bestimmen Aminoséauresequenzen in der Eiweil3kette.
Konkreter heil3t das, dass Trypsin die Hydrolyse der Peptidbindungen selektiv nach
den basischen Aminosauren Arginin und Lysin katalysiert und somit eine Spaltung des

Proteins nach diesen Aminosauren erfolgt (Tamhart et al., 2022).
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Bei den Wirbeltieren wird das Trypsin als inaktive Vorstufe (Zymogene), Trypsinogen
genannt, im exokrinen Teil des Pankreas synthetisiert. Das Trypsinogen wird erst im
Darmlumen durch Enterokinase und anschlielend durch einen autokatalytischen
Vorgang durch Trypsin selbst aktiviert. Dies sorgt fur eine Enzymaktivierungskaskade,
bei der auch andere Zymogene, wie zum Beispiel Chymotrypsin, aktiviert werden,
wodurch das Trypsin eine Schlisselrolle einnimmt. Es wird angenommen, dass die
Sekretierung des Trypsinogens in das Darmlumen hauptsachlich als Reaktion auf
stimulative Faktoren, wie zum Beispiel die Nahrungsaufnahme (visuelle Reize) oder
Stimulation der Dehnungsrezeptoren in Darm, erfolgt (Hjelmeland, 1995). Auch wurde
eine hohe Korrelation zwischen tryptischer Aktivitat und dem Hormon Cholecystokinin
(CCK) im Darm von Heilbuttlarven gefunden, was darauf hindeutet, dass dieser Faktor
ebenfalls zur Sekretierung des Trypsinogens beitragt (Rojas-Garcia & Rennestad,
2002).

Das Hormon CCK ist als einer der wichtigsten Stimulatoren der Sekretion von
Pankreasenzymen bekannt und spielt eine wichtige Rolle bei der Kontraktion der
Gallenblase, der Darmperistaltik, der Verzogerung der Magenentleerung und der
Sekretion von Pankreasenzymen bei Sdugetieren und erwachsenen Fischen. Dartber

hinaus wirkt es als Sattigungssignal im Fischgehirn (Tillner et al., 2013).

Bei Vorhandensein von Nahrstoffen im Darm wird CCK von enteroendokrinen Zellen
im Darmepithel in die Korperflissigkeiten freigesetzt und wirkt auf Zielzellen in der
Bauchspeicheldrise, um die Sekretion von Zymogene in das Darmlumen auszuldsen.
Eine hohe Aktivitat tryptischer Enzyme im Darm wirkt als negative
Ruckkopplungskontrolle fur die Freisetzung von CCK, was auf einen Regelkreis
zwischen diesen beiden Faktoren bei Saugetieren schliel3en lasst (Liddle, 2006). Ein
ahnlicher Mechanismus wurde bisher bei erwachsenen Fischen beschrieben
(Murashita et al., 2008).

Obwohl CCK-produzierende Zellen in verschiedenen Bereichen des Darms von
Fischlarven  mehrerer  Fischarten  gefunden  wurden, st Uber den
Regulationsmechanismus zwischen CCK und Trypsin in diesen Larven wenig bekannt.
Die Zahl der Studien, die sich mit der Wechselwirkung zwischen diesen beiden
Faktoren in Fischlarven befassen, nimmt zu, und diese Studien legen nahe, dass CCK
auch eine wichtige Rolle bei der Freisetzung von Pankreasenzymen in sich

entwickelnden Fischlarven spielen konnte (Tillner et al., 2013).
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Da bei Fischlarven der Magen erst nach etwa 40 Tagen voll ausgebildet ist, der Darm
sich jedoch vor der ersten exogenen Fitterung (nach ca. 4 Tagen), auszubilden
beginnt, ist die Proteolyse mit Hilfe von Trypsin die erste Mdglichkeit einer Verdauung.
Dabei wirkt Trypsin in einer Schlisselrolle zwischen der aufgenommen Nahrung und
dem Einbringen von Proteinmolekdilen in das intrazellulare System (Hjelmeland, 1995;
Moyano et al., 1996). Trypsin zerlegt extrazellular die Proteine in Peptide, welche
anschlieBend im Darm in den Kreislauf eingeschleust und intrazellular auf das
Aminosaurelevel weiter verdaut werden. Die Aminosauren konnen dann genutzt
werden, um in der Proteinbiosynthese zu kérpereigenem Protein zusammengebaut zu

werden.

Aufgrund ihrer essentiellen Rolle bei Stoffwechselprozessen sind proteolytische
Enzyme, insbesondere Trypsin, gute Indikatoren fir die proteolytische
Verdauungsenzymkapazitat und den Ernahrungszustand bei Fischen (Hjelmeland et
al., 1984; Sieg et al., 1989; Ueberschar, 1993), denn die Enzymaktivitat und die Menge
der im Darm gefundenen Nahrungsorganismen der einzeln untersuchten Fischlarven

stehen in einem linearen Zusammenhang. (Ueberschér, 1993)

Aus diesem Grund kann fur Fischlarven die Trypsinaktivitat als Indikator fur die
proteolytische Verdauungsenzymkapazitat verwendet.

1.4 Zielsetzung
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Effekt verschiedener Fltterungsregime,

auf die proteolytische Verdauungsenzymkapazitdt von Goldbrassenlarven (Sparus
aurata) anhand des Indikators Trypsin mit biochemischen Methoden zu bestimmen
und zu quantifizieren. Dabei wird besonderes Augenmerk auf den Zusatz von Artemien

in der Futterung und die Auswirkung dessen gelegt.

Es wurde die Arbeitshypothese formuliert, dass auch eine nur kurzzeitige Zufitterung
von Artemia-nauplien (,Kiss of Artemia“) nach der Umstellung auf MD-Futterung die

Trypsinproduktion anregen kann.

Die auf dieser Hypothese beruhende Aufgabe war es, die Enzymaktivitat von
Goldbrassenlarven unter dem Einfluss verschiedener Futtermittel zu quantifizieren und
anhand dessen sowie Wachstums- und Uberlebensparametern den Einfluss Artemien

in den jeweiligen Futterungsregimen zu qualifizieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Tabelle 1 Verwendete Geréte

Gerate

Hersteller

Tauchpumpe ACRunner 120 (Becken 1)
Tauchpumpe ACRunner 9.0 (Becken 2)
Oceanrunner OR2500

Kreiselpumpe unbekannte Modelnummer
Kreiselpumpe Modelnr. 20200825

Sauerstoffkompressor MEDO Compressor
(AIR) Modelnr. 30230540

Oxyguard Sauerstoffmessgerat
Seewasser Refraktometer Modell Hi96822
Digitalthermometer GMH 1170
pH-Meter-Set Modell GMH 5550
Petrischale 2 80 mm

llluminometer PCE-174
45W-LED-Leuchten (HWDKC-LED-45W-
4000K, 4400 Im)

Sonnenlichtsimulator und Dimmer (SLS-1
Sunlight Simulator)

Kuhlsystem Titan 6000 Professional Modelnr.

50507

reefdoser evo 4

HFS-F Feeder

Abschaumer

Heizstabe Titanium Heater, Titan Aquarium
Heizer, 100 W

Heizstabe Titanium Heater, Titan Aquarium
Heizer, 500 W

Temperatur Controller (T-Controller)
Stabmixer

Gefriertrockner Modell Alpha 1-2 Ldplus
Ultra-Mikrowaage (Sartorius Cubas™
MSA2.7s-000-Dm)

Elektronische Mikrowaage (Sartorius CPA-
Modell 2245)

Mirkoskop CKX41

Mikroskop M80

Notfallleuchte Teclight Pocket Plus
UV-Sterilisator Helix Max UV 55W
Uv-Sterilisator UXP TW 900

Sandfilter Christall 500

Ozonisator Modell S 100
Fluoreszenzphotometer ,infinite M200*
Zentrifuge Heraeus Multifuge X3R
Mikropistill Art. Nr. 0030-120.973
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Aqua Medic GmbH
Aqua Medic GmbH
Aqug Medic GmbH

D&H Pumpen & Motoren
Lowara

MEDO

Handy Polaris

HANNA Instruments Inc.
Greisinger

Greisinger

Duroplan

PCE Instruments

ilox GmbH

ilox GmbH
Aqua Medic GmbH

Aqua Medic GmbH
Nutrakol

Aqua Medic GmbH
Aqua Medic GmbH

Aqua Medic GmbH

Aqua Medic GmbH
Braun

Martin Christ
Sartorius

Sartorius

Olympus

Leica

Gambit® Tools

Aqua Medic GmbH
UMEX

Behncke

Sander

Tecan

ThermoFischer Scientific
Eppendorf
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

Universal Filtervlies ,SymecMicro*
Jodfreies Meerwasser

Probenbecher mit Deckel mit
Fassungsvermégen a 100 mL

JBL
Aqua Medic GmbH
Careliv Produkte OHG

Verschlussfolie Parafilm
96-Well Mikrotiterplatte ,MicroWell™* Nunc™
Schwarz, PS

2.1.3 Chemikalien

Tabelle 3 Verwendete Chemikalien
Bezeichnung Hersteller
TRIS: Tris(Hydroxymethyl)Aminomethan | Merck

Art. Nr. 108382
Calciumchlorid-Dihydrat: CaCl2 * H20 Merck

Art. Nr. 102382

Salzsaure (37 %): HCL
Art. Nr. X942 .1

Na-Benzoyl-L-Arginin-4-
Methylcoumarinyl-7-Amid (BZ-Arg-MCA
* HCI)

Art. Nr. 1-1070

Fluorophor 4-Methylcoumarinyl-7-Amid
(MCA) Art. Nr. Q-1025

Trypsin 1:250 aus Schweinepankreas
Art. Nr. 37292

Rinderserum-Albumin (BSA) Art. Nr.
11930

Dimethylsulfoxid (DMSO), C2HsOS)

Destilliertes Wasser

Carl Roth GmbH

Bachem

Bachem

Serva

Serva

Serva

Millipore-Anlage
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2.1.4 Microalgen und micro diets

Tabelle 4 Verwendete Microalgen und micro diets

Verwendung

Microalgen und micro Hersteller

diets

Nannochloropsis Salina BlueBiotech Blusum
Konzentrat

GEMMA NEO for sea Skretting

bream

2.1.5 Puffer und Lésungen

Tabelle 5 Verwendete Puffer und Lésungen und ihre Ansetzung

Green Water technique

Verfutterung

Trypsinanalyse

TRIS-HCL-Puffer (0.1 M)
0,1MTRIS: 12,114 ¢

0,02 M Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl, * H20): 2,9404 g

~ 6 mL HCL (37 %) zur pH Anpassung auf einen Wert von pH = 8

- Auffullen mit dest. Wasser auf 1000 mL

Substratlosung (0,2 mM), verwendetes Tagesvolumen 25ml
2,36 mg Substrat (BZ-Arg-AMC * HCI) in 24,875 mL TRIS-Puffer + 0,125 mL

Dimethylsulfoxid (DMSO)

e Substrat und 0,125 mL DMSO vortexen bis das Substrat sich vollstandig

aufgeldst hat

e Mit TRIS-Puffer auf 1 mL auffillen und vortexen

o Reaktionsgefall 9x mit 1 ml Puffer spulen und in einen 25-ml-Messkolben

Uberfuhren

e mit Puffer auf 25 ml auffullen, mit Parafilm verschlieRen und bis zum Gebrauch

im Kuhlschrank aufbewahren

2.1.6 Kits

Tabelle 6 Verwendete Analyse-Kits

Kit

Hersteller

Ammonium-Test-Kit MColortest™
Nitrit- Test-Kit MColortest™
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2.2  Halterung?

2.2.1 Aufbau des Larvenmoduls

Die Aufzucht der Goldbrassenlarven wurde beim Fraunhofer Institut far
Individualisierte und Zellbasierte Medizintechnik in der AulRenstelle Blsum
durchgefuhrt. Fur die Aufzucht wurde ein speziell dafur entwickeltes Versuchsmodul
verwendet. Das Forschungsmodul besteht aus zwei separaten voneinander
unabhangigen, halbgeschlossenen Einheiten mit teilweiser Kreislaufrickfihrung
(siehe Abbildung 2). Jede dieser Einheiten besteht aus jeweils einem grofRen
AulRentank (ca. 6000 L Wasservolumen) mit jeweils 12 konisch zulaufenden Tanks
(ca. 65 L Wasservolumen) fur die Larvenaufzucht. Sowohl Auf3en- wie Innenbecken
bestehen aus Glasfaser-verstarktem Kunststoff. Das Modul wurde durch ein
separates, lichtdichtes Zelt von der restlichen Forschungshalle abgetrennt. Durch
diese MalRnahme wurde sichergestellt, dass die Aufzucht vor Aul3eneinwirkungen aus
Forschungsanlagen in derselben Halle geschutzt ist. Auf diese Weise war es ebenfalls
maoglich fir die Larven ein von der allgemeinen Hallenbeleuchtung unabhangiges

Lichtregime aufzustellen.

Fur die Larvenaufzucht wurde Wasser aus der Nordsee verwendet. Dieses wurde tber
einen Sandfilter, einen UV-Sterilisator und einen Ozonisator in einen Wasserspeicher

gefuhrt, in dem es anschlieRend von Ozonrlickstanden via Belluftung befreit wurde.

Der grol3e AulR3entank dient der Gewéhrleistung der Gleichbehandlung aller Tanks. Er
soll die abiotischen Bedingungen, insbesondere die Temperatur, den Sauerstoff- und
Stickstoffgehalt, in allen Tanks stabil halten. Daflr zirkuliert das Wasser aus den
AulRRenbecken kontinuierlich durch das Aufzuchtsystem. Um die Partikel- bzw.
Bakterienbelastung zu reduzieren, wird das Wasser mittels einer Kreiselpumpe jeweils
durch einen externen Filter (Porenweite: 10 pum, 50 um und 100 pm) gepumpt und von
einer UV-Lampe bestrahlt. Die Porenweite des externen Filters wird im Laufe des
Versuches der erwarteten Verschmutzungsart angepasst. Anschliel3end lauft das
Wasser durch ein Kiihlsystem, bevor es wieder in das Auf3enbecken geleitet wird.

2 Die Einrichtung zur Aufzucht von Fischlarven
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Fur das AulRenbecken 1 wird eine Pumpe von D&H Pumpen & Motoren verwendet.
Fur das AuRenbecken 2 wird eine Pumpe von Lowara verwendet. Beide Pumpen

liefern dieselbe Pumpleistung.

Ein- und Auslass des Reinigungs- und Kihlsystems ist jeweils an den
gegenuberliegenden Seiten der Becken angebracht, um eine gleichmaRige
Durchmischung des Wassers zu gewahrleisten. Im Aufl3enbecken wird das Wasser
anschlieend uber Luftausstromer mit technischem Sauerstoff angereichert.

Mittels einer Tauchpumpe wird das Wasser vom AulRenbecken lber ein Rohrsystem
in die Aufzuchttanks gepumpt. Dies dient der Versorgung der Aufzuchttanks mit
sauerstoffhaltigem, akklimatisiertem Wasser. Der Wasserriickfluss wird tber ein
zentrales Standrohrsystem ermdglicht. Die Standrohre befinden sich in der Mitte des
jeweiligen Aufzuchttanks und sind mit einer Gaze umspannt, dessen Maschengrol3e
der LarvengroR3e angepasst ist. Die Gaze verhindert das Ausschwemmen der Larven
in das AulRenbecken.

Die Zeit fur einen vollstandigen Austausch des Wassers, ist vom Durchfluss im
jeweiligen Tank abh&ngig. Dieser wird individuell fir jeden Tank mittels eines
Kugelhahns eingestellt. Der Durchfluss betrug zu Beginn des Versuches
3,48 -4,68 L/h und wurde gemall des steigenden Sauerstoffbedarfes und dem

Larvenalter erhoht.

Durch die Einleitung von frischem Wasser in die Aufzuchttanks entsteht eine
Kreisstromung. Diese sorgt fiir eine Durchmischung des sauerstoffreichen mit dem
sauerstoffarmen Wasser im Tank. Zusatzlich wird Uber einen Schlauch Sauerstoff
direkt in das Wasser der Aufzuchttanks eingeleitet. Diese Bellftung sorgt zuséatzlich
fur einen Auftrieb, welcher das Absinken von Larven in friithen Stadien verhindert. Auch
wird verhindert, dass Futterpartikel sich friihzeitig auf dem Boden absetzen und so den

Larven langer zur Verfligung stehen.

Das ruckflielRende Aufzuchtwasser enthalt organische Verunreinigungen wie
Ausscheidungen, Inhaltsstoffe des nicht aufgenommenen Futters (Proteine, Lipide,
Aminosauren oder Lebendfutter selbst) oder Uberreste verstorbener Larven. Zur
Entfernung dieser organischen Abfallstoffe wurden zusatzlich Auf3enabschaumer zur
Wasseraufbereitung an den Auf3enbecken eingesetzt. Diese wurden durch eine

Tauchpumpe betrieben.
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1: AuRenbecken 9: Ausstromer zur Sauerstoffversorgung
2: Aufzuchtsbecken (AuBenbecken)

3: Feeder 10: Kilhlsystem

4: Aufzuchtsbeckenstandrohr (innen) 11: UV-Filterréhre

5: Aufzuchtsbeckenstandrohr (aufien) 12: Kartuschenfilter

6: Ausstromer zur Sauerstoffverorgung 13: Pumpe

(Aufzuchtspecken) 14: Beliiftungspumpe

7: Abflussgitter 15: Tauchpumpe

8: AuBRenbeckenstandrohr 16: Abschdumer

Abbildung 2 Vereinfachte Darstellung des technischen Aufbaus eines Aul3enbeckens des Larvenmoduls als Ansicht
von oben.

Das Modul besteht aus zwei identisch aufgebauten, voneinander unabhéngigen Einheiten, welche Spiegelverkehrt
zueinander aufgestellt sind. Die Darstellung bildet die rechte Einheit vom Eingang zum Modul ab. Die Einheit enthalt

die Becken 1 bis 12, gez&hlt von oben links nach unten rechts. Die einzelnen Komponenten sind durchnummeriert
mit jeweiligem Verweis in der Legende. Die Darstellung wurde von Diana Mikhaylovskaya in Microsoft Paint erstellt.

Eine fotographische Darstellung ist in 8.1 (Abbildung 38) zu finden.

2.2.2 Versuchsablauf der Larvenaufzucht (Sparus aurata)

Die Goldbrassenlarven stammen aus einer kommerziellen franzdsischen Aufzucht
(,France Turbot®) und kamen im Alter von 1 Tag nach dem Schlupf an (days post
hatching, dph). Die Larven befanden sich in zwei separaten Transportboxen

(Cubitainer), welche mit Wasser und reinem Sauerstoff gefillt waren. Die Be- und

Entladungsdaten sind in Tabelle 7 zu finden.

Tabelle 7 Be- und Entladungsdaten der Cubitainer der Goldbrassenlarven

Beladen Entladen
Cubitainer 1|Cubitainer 2
Temperatur in °C 17 15,9 15,2
Salinitat 33 35 35
pH 7 02 160% 02157%
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Die Larvenaufzucht wurde bei einem Alter von 56 Tagen nach dem Schlupf beendet.
Es wurden bei der Ankunft mehrere Larvenunterproben entnommen und die sich in
der Probe befindlichen Larven von S. aurata gezahlt und gemittelt. Das Ziel der
Ermittlung der ungeféahren Anzahl der sich im Probenbehélter befindlichen Laven ist
eine Abweichung der anfanglichen Individuenzahl zwischen den Tanks moglichst
gering zu halten. Die Larven wurden moglichst gleichméafiig auf die 24 Tanks verteilt,
sodass jeder Tank ca. 4500 Larven enthielt. Die anfangliche Dichte betrug
75 Larven/L.

Das verwendete Nordseewasser (Salinitdt von 22 — 27 ppt) wurde mittels jodfreiem
Meersalz auf die Ankunftssalinitat der Larven angepasst und betrug fur die Aufzucht
37 ppt. Die Temperatur wurde ebenfalls auf die Herkunftsbedingungen von etwa 15 °C
angepasst. Dies ist wichtig, da sonst die Osmoregulation der Larven sehr viel Energie

verbrauchen wiirde und die Larven dadurch eine geringere Uberlebenschance haben.

Trotz des Versuches alle Tanks gleich zu besetzten, gab es geringe Unterschiede,
welche visuell evaluiert wurden. Die Unterschiede wurden bei der Verteilung der
Futterungsansatze  bericksichtigt. Die  Gruppen mit den  verschieden
Futterungsansatze wurden Uber beide AufRenbecken in die Tanks zufallig verteilt,
wobei sichergestellt wurde, dass jeder Fitterungsansatz in beiden Einheiten zwei Mal
vorkam. Die Gruppen waren den verschiedenen Fitterungstreatments des
Futterungsregimes zugeordnet und wurden entsprechend ihrer Zugehdrigkeit markiert.

Dies ist in der Abbildung 3 veranschaulicht.

Bis einschlieRlich 3 dph wurden die Larven unter Lichtausschluss in den Tanks
gehalten. Jeder AulRentank wurde mit acht 45W-LED-Leuchten beleuchtet, die von
einem separaten, programmierbaren Sonnenlichtsimulator und Dimmer gesteuert

wurden. Das Lichtregime ist in Abschnitt 2.2.3 ndher beschrieben.

Vom Start des Lichtregimes bis Tag 21 dph wurde morgens in die einzelnen Tanks
2mL eines Konzentrates der Microalge Nannochloropsis salina
(12.000.000.000 Zellen/mL) in 50 mL Salzwasser verdinnt hinzugegeben, um fir ein
tribes grines Wasser zu sorgen. Dieses soll die lichtempfindlichen Larven vor dem

direkt einwirkenden Licht schitzen und wird als ,,Green Water technique“ bezeichnet.
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Zusatzlich soll es helfen eine gesunde Bakterienflora zu etablieren und die
Futteraufnahme durch Kontrastierung der Futtermittel zu erleichtern (Skiftesvik et al.,
2003). Es wurden etwa 4 mL der Microalgenkonzentration in 100 mL Salzwasser
verdunnt in die AuRenbecken hinzugegeben, um trotz des Wasseraustausches eine

Trubung in den Aufzuchtbecken zu gewahrleisten.
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Abbildung 3 Veranschaulichung der Aufzuchttankverteilung in die einzelnen Futtergruppen im Larvenmodul.

Die Zahl in der Mitte gibt die Tanknummer an. Die Futtergruppen (Treatments) sind unten aufgelistet und farbkodiert
und geben direkte Auskunft dariiber, welche Tanks in einer Futtergruppe zusammengehéren. Der Rahmen gibt
Auskunft dariiber, welche Tanks zu einer Einheit gehdren. Alle Versuchsgruppen wurden Quadruplikaten
durchgefiihrt. Die Beprobung wurde von zwei Personen bei gleichbleibender Reihenfolge durchgefihrt. Die

Beprobungswege sind als grine und orange Pfeile dargestellt. Die Startpunkte der Beprobungswege bilden die
Tanks 1 und 12.

2.2.3 Uberwachung und Dokumentation der Wasserparameter

Die Uberwachung der Wasserparameter Temperatur, Sauerstoff, Salinitat, pH-Wert
und Ammonium- und Nitritgehalt erfolgte Uber den gesamten Versuchszeitraum taglich
und wurde protokolliert. Aus diesen Daten wurde ermittelt, ob ein Eingriff in das System

notwendig war.

Die Temperatur und Sauerstoffkonzentration wurden automatisiert gesteuert, aber
zusatzlich manuell im AuRenbecken uUberpruft. Dies geschah mittels eines
Sauerstoffmessgerates, eines Digitalthermometers und Analyse-Kits fur den

Ammonium- und Nitritgehalt.

Die folgenden Abbildungen (Abbildung 4 - Abbildung 8) stellen die uber den gesamten
Versuchszeitraum gemessenen Wasserparameter in beiden AuRenbecken dar.
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Die Temperaturen in den Aufl3enbecken wurden Uber den Versuchszeitraum so
eingestellt, dass die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung von Skelettdeformationen
durch den Einfluss der Wassertemperatur moglichst gering gehalten wurde. Dabei ist
eine Temperatur von 16 °C begunstigend fur den Transport, jedoch ist die Pravalenz
einer Schwanzflossendeformation gréf3er (Georgakopoulou et al., 2010). Zudem fihrt
ein starker Temperatursprung bei den Larven zu Stress und kann zu einer erhdhten

Mortalitatsrate fuhren.

Eine Erh6hung von etwa 2 °C wurde als geeigneter Mittelweg zwischen Anpassung an
die Ankunftstemperatur und Anpassung zu einer geeigneten Aufzuchttemperatur
verwendet. So wurde die Temperatur zu Beginn des Versuches in den Aul3enbecken
auf 17,5 - 18,0 °C eingestellt und in einem Zeitraum von 2 — 8 dph auf die optimale

Aufzuchttemperatur angehoben.

Geeignete Aufzuchttemperaturen fur den Zeitraum nach der ersten exogenen
Futteraufnahme bis zur Metamorphose liegen zwischen 19 °C und 22 °C. Dies schliel3t
den Zeitraum vom 4 dph bis etwa 60 dph ein. An dieser Stelle wird von ,geeigneten®
Aufzuchttemperaturen gesprochen statt von ,optimalen“, da bei verschiedenen
Temperaturen verschiedene Deformationen der Schwanz- und Rickenflosse auftreten
kénnen. Bei der im Versuch angestrebten Temperatur zeigte sich zwar eine erhdhte
Haufigkeit von Deformationen der Rickenflosse, jedoch eine geringere Tendenz zu
Schwanzflossendeformationen (Georgakopoulou et al., 2010). Aul3erdem zeigte sich
eine hohere Wachstumsrate mit zunehmender Temperatur bis 22 °C (Georgakopoulou
et al, 2010). Fur einen Kompromiss zwischen Verringerung der
Ruckenflossendeformationen, Aufrechterhaltung der Vorteile einer hoheren
Temperatur und Pufferung der Temperatur zwischen den Grenzen, wurde fur die erste
Halfte des Versuches (4 — 30 dph) eine Temperatur von 20 °C angesteuert. Ab 31 dph
wurde eine langsame Erhohung auf 21°C angestrebt. Der tatsachliche
Temperaturverlauf ist in Abbildung 4 veranschaulicht und im Folgenden beschrieben.

Die Temperatur lag in den ersten 30 Tagen durchschnittlich bei etwa 19,5 °C £ 0,8 °C
im ersten Becken und bei 19,6 °C + 0,9 °C im Zweiten. Im Ubrigen Verlauf schwankte
die Temperatur zwischen 20,0 °C und 21,1 °C bei angestrebter Temperatur von 21 °C
und lag durchschnittlich bei 20,6 °C + 0,2 °C bzw. 20,7 °C £ 0,3 °C in beiden Becken.
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Abbildung 4 Darstellung des Temperaturverlaufs in beiden Au3enbecken tber den gesamten Versuchszeitraum.
Die Temperatur in beiden AuRenbecken ist Uber den gesamten Zeitraum vergleichbar und weichen nur geringfiigig
voneinander ab. Die niedrige Anfangstemperatur von 17,5 — 18 °C dient der langsamen Anpassung der Larven an

die Lieferbedingungen (15,9 °C und 15,2 °C) und spéater an die optimale Aufzuchttemperatur. Das langsame
Vorgehen dient der Vermeidung von Stress fir die Larven.

Zusatzlich zur Sauerstoffmessung im Aul3enbecken, wurde taglich morgens vor der
ersten Fltterung der Sauerstoffgehalt der einzelnen Tanks gemessen und
dokumentiert (Abbildung 5). Ab 17 dph wurde der Sauerstoffgehalt auch am
Nachmittag (berpruft. Die Uberpriifungen dienten unter anderem der Uberwachung
des Sauerstoffs, um einem Absinken in den einzelnen Becken entgegenzuwirken und
waren damit die Grundlage fir die Anpassung des Wasserdurchflusses durch die
Versuchstanks, um einen adaquaten Sauerstoffgehalt fur die Fischlarven

sicherzustellen.

Wahrend der ersten 30 Versuchstage betrug die durchschnittliche Sauerstoffsattigung
in Aul3enbecken 1 101,5% £ 0,8 % (entspricht einer Sauerstoffkonzentration von
7,8mg/lL £0,32mg/L) und in AulRenbecken 2 101,7% +1,1% (7,8 mg/L
+ 0,32 mg/L). Ab 31 dph wurde aufgrund einer hoheren Sauerstoffzehrung durch einen
Anstieg organischer Reststoffe in den Aufzuchttanks (im wesentlich nicht gefressene
MD) dem AulRenbecken technischer Sauerstoff beigefiigt. Dies geschah, um einen
adaquaten Sauerstoffgehalt in den Becken zu gewéhrleisten, ohne durch die Erh6hung

der Durchflussrate eine zu starke Stromung fur die Larven zu erzeugen.
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Die durchschnittliche Sauerstoffsattigung bis zum letzten Versuchstag betrug
111% +8,7% (8,6 mg/L +£0,6 mg/L) in Versuchsbecken 1 und 110 % *8,3%
(8,6 mg/L £ 0,6 mg/L) in Versuchsbecken 2.

Abbildung 5 Aufzeichnung der wéahrend der Versuchszeit gemessenen Sauerstoffkonzentration und -sattigung
beider AuRenbecken.

Wahrend der ersten 40 Tage war die Sauerstoffsattigung in beiden Becken ahnlich. Ab 41 dph wurden erstmals
groRere Differenzen zwischen den Werten beobachtet, welche durch die manuelle Zugabe des synthetischen
Sauerstoffs entstanden sind. Auch bei der Sauerstoffkonzentration zeigt sich zwischen den Aufl3enbecken ein

ahnlicher Verlauf: Wahrend der ersten 40 Tage sind beide Konzentrationen vergleichbar, weichen jedoch ab der
Zugabe des synthetischen Sauerstoffs starker voneinander ab.

Der Durchfluss wurde manuell durch die Justierung der oben beschriebenen
Kugelhdhne angepasst, um zunéchst fir einen h6heren Wasseraustausch zu sorgen.
Im spateren Verlauf wurde der Durchlauf erhdht, um eine Sauerstoffsattigung von

mindestens 70 % einzuhalten.
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Fur eine gleichmaltige Wasserzirkulation und um einen gleichbleibenden
Sauerstoffgehalt in den Tanks zu gewahrleisten, wurde in den einzelnen Tanks an
1 dph ein Durchfluss zwischen 58 mL/min und 76 mL/min eingestellt. Der Durchfluss
wurde gemal der Tabelle 8 erhoht. Gegen Ende der Versuche betrug der Durchfluss
1000 — 1090 mL/min.

Tabelle 8 Ubersicht der Anpassung der Durchflussraten in mL/min tiber den Versuchszeitraum anhand der Tank-
Nr. und dem Alter der Larven (dph).

Bei den Tanks Nr. 3, 5, 13 und 22 wurde ab 8 dph keine Anpassungen mehr vorgenommen da diese Tanks wegen
hoher Sterblichkeit durch zu grofRe Futterorganismen eine hohe Sterblichkeit gezeigt haben und damit aus dem
weiteren Versuchsablauf ausgeschlossen worden sind.

a1 2| 3| 4 s| e 7| 8 9o 10| 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18] 19| 20| 21| 22| 23| 24

1| 60| 68| 68 64| 72| 70| 68| 60| 58| 70| 62| 60| 66| 64| 76| 72| 64| 62| 58 58 72| 60| 58/ 70
5| 138| 142| 240| 134| 240| 144| 114| 154| 138| 134| 122| 148| 220| 122| 154| 138| 158| 150| 138 132| 130| 250| 158| 154
8| 184| 192|/ 210|/ 220| 210| 194| 180| 210| 202| 204|/ 180| 184| 220| 206| 200| 208| 182| 190|/ 210| 210

14| 380| 400|/ 370|/ 375| 350| 360| 370| 390| 380| 370|/ 370| 380| 360| 350| 350| 390| 380| 400|/ 350| 390

<] VAR VA VA VA VA VA VA VA VA VA VA VA VA V A VA E1:10] VAN VA VA VA VA VA 1

L) VA VA VA VA VA VA VA VA VAN VA VA VA VA V A 1 400/ |/ /W W A U

/ / / /
/ / / /
/ / / /

21{ 580| 610 620 560| 630 650 580| 600| 610 600 640| 580| 590| 590| 620| 590| 620| 570 650| 560
27| 800| 750 750 760| 800| 790| 770| 800| 750{ 800 790| 760| 770| 790| 800| 750| 750| 760 780| 750
37(1100|1070 1100 1050{1080{1000{1100{1040{1080{1080 1050{1100{1020{1040{1010(1070{1090|1100 1000{1010

Die Tanks 16 und 17 erhielten an 18 und 20 dph zuséatzliche Anpassungen des
Durchflusses. Bei Tank 17 wurde an 14 dph der Durchfluss auf 350 mL/min eingestellt.
Aufgrund eines geringen Sauerstoffgehaltes an 18 dph, wurde jedoch festgestellt, dass
der Kugelhahn des Tankes zugedreht war und kein Wasseraustausch stattfand.
Deshalb wurde an 18 dph in Tank 17 der Durchfluss neu eingestellt. Bei Tank 16 wurde
an 20 dph festgestellt, dass der eingestellte Durchfluss nicht gentigte, um den hohen
Sauerstoffverbrauch auszugleichen. Aufgrund des hohen Sauerstoffverbrauchs im
Tank musste die Geschwindigkeit des Wasserwechsels erhdht werden, sodass der

Durchfluss schon friher angepasst werden musste.
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Angepasst an die Ankunftssalinitat betrug die Salinitat in beiden AulRenbecken an
1 dph 37 ppt. Die Salinitat wurde mittels eines digitalen Seewasser Refraktometers
gemessen. In den ersten 30 Tagen der Aufzucht wurde eine Absenkung der Salinitat
bei beiden Becken von 37 ppt auf etwa 28 ppt durchgefuhrt. In den darauf folgenden
Tagen pendelte die Salinitat zwischen 26 ppt und 27 ppt (Abbildung 6).

Abbildung 6 Aufzeichnung der wahrend der Versuchszeit gemessenen Salinitaten beider AuRenbecken.

Die gemessenen Salinitaten in beiden AuRRenbecken weisen nur geringe Schwankungen zueinander auf. Die
erhdhte Anfangssalinitat stammt, wie bei der Temperatur, von der Anpassung an die Ankunftsbedingungen von
37 ppt. Die Abnahme des Salzgehalts war eine Folge des regelmaRligen Austauschens des Wassers aus den
AuBRenbecken. Dies geschah aufgrund von steigenden Ammonium- und Nitritgehalten und dem Nachfillen von

Nordseewasser aus dem Wasserspeicher, welches eine geringere Salinitat (26 ppt — 27 ppt) aufwies. Dieser Effekt
war gewinscht, da Goldbrassen bei etwas geringerem Salzgehalt unter vollmarin besser wachsen.

Der pH-Wert betrug wahrend der ersten drei3ig Versuchstage durchschnittlich
8,13+ 0,06 im AufRenbecken 1 und 8,15 £+ 0,06 im AulRenbecken 2. Im spéteren
Versuchsverlauf sank der pH-Wert im Au3enbecken 1 auf durchschnittlich 7,89 + 0,09
und im AulRenbecken 2 auf 7,88 + 0,10. Eine Veranschaulichung ist in der Abbildung

7 zu finden.
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Abbildung 7 Aufzeichnung der wahrend der Versuchszeit gemessenen pH-Werte beider Auenbecken.

Die gemessenen Werte zeigen geringe Unterschiede zueinander auf. Aufgrund der Skalierung, um Unterschiede
deutlicher aufzeigen zu kénnen, wirkt der pH-Wert jedoch stark schwankend. Zunachst kann ein Anstiegt des pH-
Wertes von Tag 6 dph bis etwa 12 dph erkannt werden. Ab 13 dph sinkt der pH-Wert bis zum letzten Versuchstag.
Letzteres lasst sich, wie bei dem Abfall der Salinitat, durch den Aufgrund eines Steigenden Ammonium- und
Nitritspiegels vorgenommenen Wasserwechsel erklaren: Am Tag 13 nach dem Schllpfen der Larven wurde der
erste Wasserwechsel vorgenommen. Am néachsten Tag erkennt man die Absenkung des pH-Wertes. Ein
Wasserwechsel kann dazu filhren, dass abgesetzte Verschmutzungen, wie zum Beispiel organisches Material, in
Suspension geht und sich die bakteriellen, pH-senkende Aktivtaten dadurch erhéhen. In Folge dessen nimmt der
pH-Wert ab. Mit steigender Anzahl der Wasserwechsel sank der pH-Wert in beiden Au3enbecken, erreichte jedoch
keine kritischen Werte.

Der Ammonium- und der Nitritgehalt wurden beide taglich durch jeweils ein
MColortest™-Test-Kit  kontrolliert. Die Methode basiert auf kolorimetrischer
Bestimmung, bei welcher semiquantitativ durch einen visuellen Farbvergleich
zwischen der Probe und vorgegebenen Farbwerten der jeweilige Gehalt bestimmt
wird. Bei einem zu hohen Anstieg von Ammonium oder Nitrit wurde bei dem jeweiligen
AulRenbecken ein groRerer Wasserwechsel durchgefihrt, um die Wasserqualitat zu
gewahrleisten und den Gehalt im Becken zu senken. Ein Anstieg beider Gehalte liel3
sich jedoch nicht vermeiden, wodurch ein Endgehalt von 4,5 mg/L an Ammonium in
AulRenbecken 1 und 3,0 mg/L in Aul3enbecken 2 und ein Endgehalt von 3,0 mg/L an
Nitrit in beiden AufRRenbecken. Eine Veranschaulichung beider Wasserwerte ist in
Abbildung 8 zu finden.
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Abbildung 8 Aufzeichnung der wéhrend der Versuchszeit gemessenen Ammonium- und Nitritgehélter beider
AuRenbecken.

Bei den aufgezeichneten Ammoniumwerten Uber den Versuchszeitraum werden die Unterschiede zwischen den
beiden Auf’enbecken ab 20 dph gréRer und der Ammoniumgehalt innerhalb eines Beckens beginnt starker zu
schwanken. Eine Erklarung dafir ist, dass bei zu hohen Konzentrationen von Ammonium das Wasser in den
AulRenbecken mit frischem Wasser aus dem Speicher gewechselt wurde. Jedoch kann ein Wasserwechsel dazu
fuhren, dass abgesetzte Verschmutzungen, wie zum Beispiel organisches Material, in Suspension gehen und sich
die bakteriellen Aktivtaten dadurch erhdhen. Dadurch erhdht sich auch der Gehalt von Ammonium. Welche
Verschmutzungen sich l6sen und wie stark die Aufwirbelung ist, ist von den Becken selbst und den darin
eingelassenen Tanks abhéangig. Somit kénnen in diesen Werten Unterschiede entstehen, auch wenn die Becken
ansonsten gleich behandelt worden sind. Der Aufwirbelungseffekt ist in den Graphen des Nitritgehaltes nicht
prasent. Hier sind die Unterschiede in den Nitritgehalten fast identisch zwischen den Auf3enbecken. Jedoch lasst
sich sowohl ein Anstiegt erkennen, als auch &hnliche Schwankungen innerhalb eines Beckens.

Bis einschlieRlich 3 dph wurden die Larven unter Lichtausschluss in den Tanks
gehalten. Ab 4 dph wurde eine 16-stiindige Photoperiode zwischen 09:00 und 01:00
Uhr (16 h: 8 h Lichtregime) angewandt, einschlie3lich einer 30-mindtigen
Dammerungsperiode zur Simulation von Sonnenaufgang und -untergang. Die
Lichtintensitat lag zwischen 600 und 800 Lux an der Wasseroberflache der
Aufzuchtbecken mit einer kurzfristigen Absenkung auf 180 — 300 Lux ab 21 dph. Dies

wurde mit einem llluminometer nachgemessen.

2.2.4 Fltterungsregime

Fur die Aufzucht der Goldbrassenlarven wurden sechs unterschiedliche
Futterungsregime erstellt. Aufgrund einer Zugabe der falschen Gréf3e an Copepoden
von A. panamensis bei der Fitterung, musste die Treatmentgruppe 5 wegen hoher
Verluste aus dem Versuch rausgenommen werden. Infolge der flr die gegebene
Fragestellung wegfallenden Vergleichbarkeit zu der Treatmentgruppe 5 des
Versuches, musste auch die Gruppe 6 aus der Auswertung dieser Arbeit entfallen. Die

in dieser Arbeit ausgewerteten Regime sind in der Abbildung 9 zu finden.
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Die erste Futterung der Larven erfolgte an 4 dph. Im Allgemeinen erfolgte die erste
Futterung des Tages um 9 Uhr und die Letzte um 24 Uhr. Hierbei wurde ein
Futterungssystem verwendet, welches mittels einer Zeitschaltung eine Dosierpumpe
aktivierte. Diese pumpte das in einem gekuihlten Vorratsgefal} befindliche Lebendfutter
mit Hilfe von Schlduchen in die einzelnen Tanks. Dabei fuhrte zu jedem Tank ein
eigener Schlauch, dessen Gegenstiick héandisch vor der ersten Fitterung in das
jeweilige Behéltnis mit dem Lebendfutter getaucht wurde. Vor der letzten Fitterung
wurde das Lebendfutter verdunnt, um fir den nachsten Tag maoglichst wenig
Ruckstande des alten Lebendfutters in den Schlauchen zu haben.

Bei der Verfiitterung von micro diets wurde ein automatisches, zeitgesteuertes
Futterungssystem verwendet. Dieses computergesteuerte Fitterungssystem aktiviert
sogenannte ,Feeders“ mit Impulsbefehlen, welche beim kurzen Offnen eine geringe
Trockenfuttermenge in die Tanks geben (,Shots“). Je nach gewinschter Futtermenge
kénnen auch mehrere Impulsbefehle hintereinander gegeben werden oder die Anzahl
der taglichen Futterungen (Futterungsevents) angepasst werden. Dabei ist fur diesen
Futterungsversuch wichtig, dass pro Mal nur eine geringe Menge an MD ausgegeben

wird, aber daftir die Anzahl der Futterungsevents héher ist.
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Abbildung 9 Fitterungsregime der vier verwendeten Treatments mit schematischer Darstellung einzelner
Futterungskomponenten.

Die vier verwendeten Treatments wurden in ihre Fltterungskomponenten unterteilt. Diese wurden entsprechend
dem Zeitraum, in dem sie verwendet worden sind, in der Darstellung eingefigt. Gleiche Komponenten in
verschiedenen Treatments erhielten dieselbe Farbe. Wie dargestellt, bekamen alle Gruppen ab 4 dph ihre ersten
exogenen Fitterungen, je nach Treatment eine Kombination aus Rotatorien oder Copepoden mit Microalgen durch
das Green Water. Bis auf die Kontrollgruppe, erhielten alle betrachteten Gruppen ebenfalls MD ab 4 dph. Alle
Gruppen erhielten ihre jeweiligen Microalgen/Lebendfutter-Kombination bis einschlief3lich 20 dph. Die
Kontrollgruppe (Treatment 1) und Treatment 2 erhielten in ihren Treatments zuséatzlich frisch geschlipfte Artemia-
nauplien und angereicherte, 48 Stunden alte Artemien-nauplien.

Die Kontrollgruppe erhielt die fir die Aufzucht derzeit in professionellen Brutbetrieben
etablierten Standardfutterungsprotokolle mit Rotatorien der Spezies Brachionus
plicatilis bis zum 20 dph. Dabei werden den Larven ab 18 dph zusétzlich
frischgeschlipfte, nicht angereicherte Artemia salina Nauplien (AF, + 430 um) zu

fressen gegeben. Die AF wurden bis zum 25 dph verfuttert.
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In einer Ubergangsphase von 23 — 25 dph wurden zu den AF zusatzlich angereicherte
Artemia-nauplien (AA, =660 um) angeboten. Das Anreicherungsverfahren ist in
Abschnitt 2.2.5.3 beschrieben. Die Larven der Kontrollgruppe wurden bis zum 32 dph
von angereicherten Artemien erndhrt, ab 30 dph wurden dann nach einer
Ubergangsphase nur noch micro diets bis zum Ende der Aufzucht verfiittert. Die
GroRen, Zusammensetzungen und Zeitraume der Ubergange, der in der Aufzucht

verwendeten MD fir alle Gruppen, sind in Abschnitt 2.2.6 zu finden.

Die zweite Treatmentgruppe lasst sich zusammenfassen als Co-Fltterung von
Copepoden der Art Acartia tonsa mit micro diet. Von Beginn der Fitterung an Tag 4
erhielt die zweite Gruppe eine fir das ontologische Entwicklungsstadium passende
micro diet und Acartia tonsa Copepoden. Die Copepoden-nauplien wurden bis 20 dph
verfuttert. Ab 18 dph wurden die Larven zusatzlich mit frischgeschlipften, nicht
angereichten Artemia-nauplien (s. Kontrolltreatment) gefittert. Ab 21 dph wurden den
Larven zu den nicht angereicherten Artemien zusatzlich angereicherte Artemien
angeboten. Der Zeitraum fur die Verfutterung angereicherter Artemien wurde
kurzgehalten und ging von 21 dph bis 26 dph. Micro diets wurden bis zum Ende des
Versuches verwendet und nur an das Wachstumsstadium der Goldbrassenlarven

angepasst (siehe. Abschnitt 2.2.6).

Die dritte Gruppe erhielt ebenfalls ab dem ersten Fltterungstag eine Co-Fitterung,
jedoch wurden hier Rotatorien (B. plicatilis) und micro diet zusammen angeboten. Wie
auch in Gruppe 2, wurde das micro diet bis zum Versuchsende durchgangig verfuttert.
Dabei wurde auch hier nur das MD der GroRe der Wachstumsphase der Larven

angepasst (siehe. Abschnitt 2.2.6). Die Futterung mit Rotatorien endete an 20 dph.

Die Treatmentgruppe 4 startete wie die Gruppe 2 auf einer Diat mit A. tonsa und
derselben micro diet und Anpassung der micro diet, wie in Gruppe 2 und 3. Die

Verfitterung von A. tonsa endete am 20 dph, wie in Gruppe 2.
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2.2.5 Bereitstellung des Lebendfutters

Fur die verschiedenen Fitterungen muss das Lebendfutter in einer genigenden
Menge bereitgestellt werden. Dafur hat jede Lebendfutterart ihr eigenes Verfahren und
wird unabhéngig der anderen Arten aufgezogen, geerntet und bereitgestellt. Vor,
wéahrend und nach der Ernte wird darauf geachtet, dass die Materialien, welche fir
eine Art verwendet worden sind, nicht mit anderen Arten oder deren Erntemateriealien

in Kontakt kommen und nach Benutzung direkt gereinigt werden.

Die Mengen des zu erntenden Lebendfutters sind abhéngig von der Anzahl der
Futterungsevents und der zu verfutternden Lebendfutterindividuen pro Volumen im
Aufzuchttank.

In den folgenden Abschnitten ist die Ernte, Anreicherung und Bereitstellung des

Lebendfutters fir jede Lebendfutterart detailliert erklart.

2.2.5.1Rotatorien (Brachionus plicatilis)

Die Rotatorien wurden vor dem Beginn des Versuches auf die bendtigte Menge an
Individuen gebracht. Die Kulturen wurden in dafur speziell hergerichteten, 15 L und
90 L fassenden Wasserkanistern aus lichtdurchlassigem Plastik bei einer Salinitat
zwischen 20 — 35 ppt, einer Temperatur zwischen 24 °C und 25 °C und einem pH-Wert
zwischen 7 und 8,5 gehalten. Die Flaschen wurden beluftet und von oben beleuchtet.
Die Temperatur wurde von T-Controllern automatisch durch Heizstdbe. Das
verwendete Wasser stammt aus einem Speichertank, welcher mit Nordseewasser
gefullt war und mit Ozon behandelt wurde. Dieses Wasser wurde anschlie3end in
einem Rundbecken einige Tage mit UV-Licht behandelt und das darin enthaltene Ozon
wurde durch Bellftung entfernt. Das Nannochloropsis-Konzentrat, welches auch im
Abschnitt 2.2.2 fur die ,Green Water technique“ verwendet worden ist, wurde als
Futtermittel fiir die Rotatorien genutzt. Die Menge hing von der jeweiligen Tagesdichte
der Rotatorien ab. Die Menge der Individuen wurde taglich Uber eine 1 mL Probe
mittels einer Zahlkammer unter dem Mikroskop Uberprift und eine Gesamtmenge
bestimmt. Zur Reduktion der Wasserverschmutzung enthielt jeder Wasserkanister ein

Filtervlies.

Fur die Entnahme der Rotatorien, war am Boden der verwendeten Wasserkanister ein
Kugelhahn angebracht. Die Ernte erfolgte jedoch erst sobald die Temperierung

ausgeschaltet und die Bellftung und das Filtervlies entfernt worden war.
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Fur die Ernte wurde ein Rohrfilter mit einer Maschenweite von 35 um verwendet. Der
Filter wurde unter den Kugelhahn gehalten, sodass die Rotatorien im Inneren des
Rohres auf dem Filter aufkonzentriert werden konnten. AnschlieRend wurden die
Rotatorien mit Salzwasser in einen Messbecher tberfihrt und mit Salzwasser auf die

erforderliche Konzentration gebracht.

Der Messbecher wurde in eine Styroporbox mit Eis gestellt. AnschlieRend wurden die
Schlauche der entsprechenden Aufzuchttanks in den Messbecher gelegt. Dabei wurde
darauf geachtet, dass die Schlauche durch Gewichte nahe des Becherbodens
gehalten wurden. Diese Schlauche zogen die eingestellten Milliliter an Rotatorien mit
Salzwasser durch das Futterungssystem und leiteten dies anschlieBend in die
richtigen Tanks.

Eine Ubersicht der pro Tag verfiitterten Individuenzahl und der Anzahl der

Fltterungsevents ist in Abbildung 10 zu finden.

Abbildung 10 Veranschaulichung der verfutterten Copepodenindividuen pro Milliliter je Fitterungsevent, die
verflitterte Menge pro Milliliter insgesamt an einem Tag und die Anzahl der Fiitterungsevents fir die Treatments 2
und 4.

Wahrend der Lebendfitterung wird versucht eine geringe Menge an Individuen pro Milliliter pro Fitterungsevent zu
halten, um zu gewahrleisten, dass die Viskositat pro Milliliter gering bleibt und die Schlauche der Dosierpumpen
nicht verstopfen. Eine Anpassung an die bendtigte Futtermenge wird durch eine hoéhere Anzahl an
Fltterungsevents oder eine geringe Erhdhung der Dichte erreicht. Letzteres wird jedoch nur verwendet, sollte die
Anzahl an Fltterungsevents eine zu hohe Frequenz erreichen. Das Volumen, welches von den Dosierpumpen
gefdrdert wird, ist in jedem Fitterungsevent dasselbe. Die langsame Erh6hung der micro diet Menge und im Falle
des Treatments 2 der Menge an verfltterten Artemien parallel zu der Verfitterung der Copepoden fuhrte zu einer
Abnahme an der Gesamtmenge an Lebendfutter ab Tag 15.
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2.2.5.2Copepoden (Acartia tonsa)

Die Copepoden wurden in zylindrischen, konisch zulaufenden Tanks mit einem
Fassungsvolumen von 250 L aus lichtdichtem Polyethylen aufgezogen. Dieser hatte
an der Unterseite einen Kugelhahn, durch welchen geerntet wurde. Fur die Aufzucht
wurden A. tonsa Eier der Firma CFEED verwendet, welche 48 h vor der Verfitterung
angesetzt werden. Die in dieser Studie verwendeten Copepoden-Nauplii erreichten
eine GroRe von 70— 100 um. Die A.tonsa Eier werden desinfiziert und in Ton
eingelegt in Flaschen geliefert. Fur die Aufzucht wurden die Eier entsprechend der
Schlupfrate und der zu verfitternden Menge dosiert. Mit dem Ton werden die Eier in
den Tanks inkubiert. Auch hier wurde mit einem T-Controller und mit einem Heizstab
die Temperatur des Wassers zwischen 24 °C und 25 °C gehalten. Das verwendete
Aufzuchtwasser stammt aus derselben Quelle, wie das Wasser fiir die Rotatorien in
2.25.1. Die Copepoden wurden bei einer Salinitat von 30 ppt bis 35 ppt bei
Sauerstoffbeltftung und unter Beleuchtung inkubiert.

Die Ernte der Copepoden erfolgte tber einen Schlauch, welcher an den Kugelhahn
angebracht werden konnte. Der Tankinhalt wurde beim Ablassen uber den Schlauch
auf einem breiten Rohrfilter mit der MaschengréRe 50 um gefiltert. Um einen Verlust
an Copepoden durch den ungebremsten Fall auf den Filter oder langere Zeit an der
Luft zu vermeiden, wurde der Filter wahrend dem Erntevorgang in einer Wanne aus
Polyethylen gehalten. Die sich im Inneren des breiten Rohrfilters befindenden
Copepoden wurden mehrmals mit Salzwasser gespult, um sie von Tonresten zu
befreien. AnschlieBend wurden die Copepoden in einen Messbecher Gberfihrt und auf

die richtige Konzentration gebracht.

Wie bei den Rotatorien wurde auch hier der Messbecher in eine Styroporbox mit Eis
gestellt und die Schlduche fur die Futterung in dem Messbecher befestigt. Eine
Ubersicht der pro Tag verfitterten Individuenzahl und der Anzahl der Fltterungsevents
ist in Abbildung 11 zu finden.
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Abbildung 11 Veranschaulichung der verfutterten Rotatorienindividuen pro Milliliter je Fitterungsevent, die verfittert
Menge pro Milliliter insgesamt an einem Tag und die Anzahl der Fitterungsevents fir die Treatments 1
(Kontrolltreatment) und 3.

Eine Erklarung der Abbildungselemente ist in Abbildung 10 zu finden.

2.2.5.3Artemien (A. salina)

Die Artemia-nauplien von Ocean Nutrition wurden in zwei Varianten verfuttert: die
frischgeschlipften und nicht angereicherten Artemia-nauplien (AF, Verfutterung 24 h
nach dem Schlupfen, +430 um) und die angereicherten Artemia-nauplien (AA,

Verflitterung 48 h nach dem Schlipfen, = 660 pum).

Beide diese Gruppen hatten dasselbe Verfahren bis zur Anreicherung: Die bendtigte
Menge an Artemia Cysten unter Berticksichtigung der Schlupfrate wurde in zylindrisch,
konisch zulaufenden Tanks inkubiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass fur eine
optimale Schlupfrate nicht mehr als 2 g an Zysten pro Liter in den Tank gegeben
wurden. Die Tanks fassten 90 L und bestanden aus lichtdurchlassigem Polyethylen,
an denen am Tankboden ein Kugelhahn fir die Ernte angebracht war. Das Wasser
stammt aus demselben Speicher wie in 2.2.5.1. Die Temperierung verwendete die
gleichen Heizstabe und T-Controller. Die Temperatur betrug zwischen 25 °C und
27 °C. Fur die Beluftung und Beleuchtung wurde ebenfalls das gleiche System wie in
2.2.5.1 verwendet, sowie die gleichen Filtervliese. Die Bestimmung der tatsachlichen
Menge an Artemia-nauplien nach dem Schlupfen wurde mit demselben Verfahren wie
in 2.2.5.1 durchgefihrt.
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Die erste Ernte erfolgte nach 24 h im Aufzuchttank. Fir die Ernte wurde die
Beleuchtung von oben und die Temperierung ausgeschaltet und die Bellftung und das
Filtervlies entfernt. AnschlieRend wurde eine Notfalllampe unter dem Tank platziert,
sodass eine Beleuchtung von unten stattfand. Artemien sammeln sich aufgrund der
positiven Phototaxis im unteren Bereich des Aufzuchttanks. Dadurch trennen sich die
geschlupften Nauplien von den Zystenschalen und kénnen durch vorsichtiges
Ablassen des Tanks von den Schalen getrennt werden. Die Trennung erfolgt, da das
Verschlucken der Schalen bei Fischlarven eine Schadigung des Verdauungstraktes

hervorrufen und so zum Tod der Larve fiihren kénnte.

Das Abfiltrieren der Artemia-nauplien erfolgt dber einen Rohrfilter mit der
MaschengrofRe 50 um. Bei den Artemien, die nicht angereichert werden sollten (AF),
wird der Inhalt des Filters mit Salzwasser in einen Messbecher ausgewaschen und
darin auf die bendétigte Konzentration gebracht. Wie auch bei den vorher aufgefihrten
Lebendfuttern, wurde der Messbecher in eine Styroporbox mit Eis gestellt und die

Schlauche fir den Reefdoser mit Gewichten im Messbecher platziert.

Die Artemien, welche angereichert werden sollten (AA), werden nach der ersten Ernte
in einen schon vorbereiteten Tank mit denselben Aufzuchtsbedigungen wie davor
gegeben. Dem Wasser wurde dann ein Anreicherungsmittel von INVE (S. presso)
zugesetzt, welches unter anderem hohe Konzentrationen von Vitaminen,
Docosahexaensaure (DHA) und Eicosapentaensaure (EPH) enthélt, um einen
hoéheren Nahrwert zu erreichen. Der Zusatz von S. presso erfolgte durch Emulgation
des Mittels in lauwarmen Wasser mit einer einminatigen Durchmischung mit einem
Stabmixer der Firma Braun und anschlieBender Zugabe des Emulgates in den
Aufzuchttank. Nach weiteren 24 h in einem Aufzuchttank, wurde die Ernte
durchgefuhrt, wie bei den nicht angereicherten Artemien beschreiben. Graphische
Darstellungen der verfutterten Mengen an frischen und angereicherten Artemien sind
in Abbildung 12 und Abbildung 13 zu finden.
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Abbildung 12 Veranschaulichung der verfutterten, frischen Artemien fir das Treatment 1 (Kontrolltreatment) und
das Treatment 2.

Die Séaulen stellen die Dichte der Individuen pro Milliliter und Fitterungsevent dar und die Anzahl der

Futterungsevents wird durch Linien mit Datenpunkten dargestellt. Aus den gegebenen Daten kann eine
Gesamtindividuenzahl fur den jeweiligen Tag entnommen werden.

Abbildung 13 Veranschaulichung der verfutterten, angereicherten Artemien fir das Kontrolltreatment (Treatment 1)
und das Treatment 2.

Die Séaulen stellen die Dichte der Individuen pro Milliliter und Fitterungsevent dar und die Anzahl der

Futterungsevents wird durch Linien mit Datenpunkten dargestellt. Aus den gegebenen Daten kann eine
Gesamtindividuenzahl fur den jeweiligen Tag entnommen werden.
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2.2.6 micro diets

Die in den Experimenten dieser Arbeit verwendeten micro diets stammen von der
Firma Skretting. Diese MD werden unter dem Namen ,GEMMA Neo for sea bream”
(,GEMMA Neo fur Goldbrassen®) in verschiedenen GroRen und Rezepturen fur
unterschiedlich alte Larvenstadien angeboten. Dabei entspricht die Nummer hinter
dem Produkt der GroéRRe der Partikel in Millimetern. So entspricht ein Futterpartikel von
GEMMA NEO 0.1 etwa 100 um. Die Auswahl der Partikelgré3e wurde im Laufe des
Versuches auf die Goldbrassenlarven entsprechend angepasst und wie in der

Abbildung 14 dargestellt an die Larven verfittert.
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Abbildung 14 Gemittelte Menge der verfiitterten MD in Gramm in 24 Stunden Uber den gesamten Versuchszeitraum
fur alle Treatments.

In der klein eingeblendeten Graphik sind die Futterungstage 4 dph bis 20 dph vergrof3ert dargestellt. Die Legende
bezieht sich auf beide Diagrammteile. Aufgrund geringer Mortalitditen in Treatment 2 (s. Abschnitt 3.1

Mortalitatsrate) wurde fur dieses Treatment eine hohere Menge an micro diet verwendet, um die Futterkonzentration
an die hohere Uberlebensrate der Larven anzupassen.

In den Abbildungen im Anhang (Abbildung 39 - Abbildung 42) sind die verfitterten
Mengen fur die einzelnen Tanks dargestellt. In dem Zeitraum von 4 dph bis 17 dph
wurde ausschlieRlich GEMMA NEO 0 (10 — 110 um) verwendet. Ab Tag 18 dph wurde
eine Mischung von GEMMA NEO 0 und 0.1 (100 — 250 um) verwendet, um die Larven
an das zweite Futter zu gewohnen. Ab 22 dph bis 29 dph wurde nur noch das GEMMA
NEO 0.1 verwendet.

50



Material und Methoden

Ab 30 dph wurde dieses mit dem GEMMA NEO 0.2 (250 — 400 pm) vermischt, wobei
die Menge an 0.2 zunahm und 0.1 abnahm, bis an 36 dph nur noch das GEMMA
NEO 0.2 verwendet wurde. Die dritte Umstellung fand an 46 dph statt mit der
Vermischung des GEMMA NEO 0.2 und 0.3 (300 — 550 pum) bis 51 dph. Ab 52 dph bis
zum Ende des Versuchszeitraumes wurde nur das GEMMA NEO 0.3 verwendet.

Das entsprechende micro diet fur das jeweilige Larvenstadium wurde 48 Stunden vor
der Verwendung in verschlieBbaren Probenbechern fur jeden Tank einzeln
ausgewogen und bei 4 °C gelagert. Am Morgen vor der ersten Fitterung wurden die
sich im Feeder noch befindlichen Reste der vorher verfiitterten MD fur jeden Tank
einzeln zurtickgewogen, um die tatsachliche Futterungsrate bestimmen zu kdnnen,
und die fir den entsprechenden Tank vorbereiteten frischen MD in die dann leeren
Feeder eingeflullt. Wenn einer der Feeder auffallige Unterschiede im
Ruckwaagegewicht zeigte, wurde dieser entsprechend neu eingestellt (Menge der
Futterungseinheiten erhéht oder verringert) oder entsprechend gereinigt oder
ausgetauscht. In Tabelle 9 ist die tatsachliche, im eigenen Labor Uberprifte
Zusammensetzung der Makrondhrstoffe der verwendeten MD aufgelistet. Die

Angaben des Herstellers sind in Tabelle 10 zu finden.

Tabelle 9 Ubersicht der (berpriften Zusammensetzung hinsichtlich der Trockenmasse, des prozentualen
Aschegehaltes, des prozentualen Proteinanteils, des prozentualen Fettanteils und dem Energiegehalt in den in der
Aufzucht verwendeten micro diets.

Probe GroBe (um) | % Trockenmasse % Asche % Protein % Fett Energ|e. (Mj/_k g)
Kalorimetrie
GEMMA
NEO 0.0 10-110 93.39 11.22 69.13 9.59 22.27
GEMMA
NEO 0.1 100 - 250 92.66 10.45 68.90 9.30 22.66
GEMMA
NEO 0.2 250 - 400 94.59 10.26 67.58 11.07 22.90
GEMMA
NEO 0.3 300 - 550 95.19 10.21 68.25 11.48 22.77
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Tabelle 10 Ubersicht der von Hersteller angegebenen Zusammensetzung hinsichtlich der Trockenmasse, des
Aschegehaltes, des prozentualen Proteinanteils und des prozentualen Fettanteils in den in der Aufzucht
verwendeten micro diets.

Die prozentuale Trockenmasse und der Energiegehalt wurden beim Hersteller nicht angegeben.

Probe GroBe (um) | % Trockenmasse % Asche % Protein % Fett Energ|9: (MJ/‘kg)
Kalorimetrie
GEMMA
NEO 0.0 10-110 nicht angegeben 12.50 60.00 11.00| nicht angegeben
GEMMA
NEO 0.1 100 - 250 nicht angegeben 12.50 60.00 11.00| nicht angegeben
GEMMA
NEO 0.2 250 - 400 nicht angegeben 12.50 60.00 11.00| nicht angegeben
GEMMA
NEO 0.3 300 - 550 nicht angegeben 12.50 60.00 11.00| nicht angegeben

Der Hersteller gab bei allen Produkten dieselben prozentualen Werte fur den
Aschegehalt, den Proteinanteil und den Fettanteil an.

Bei der Uberpriifung konnte jedoch festgestellt werden, dass die prozentualen Mengen
voneinander und auch von den Abgaben des Herstellers abweichen: Der Aschegehalt
liegt bei allen Proben unter den Angaben, dies jedoch nur um maximal 2 %. Hingegen
liegt der Proteinanteil in allen Proben um fast 10 % Uber den Angaben. Bei dem
Fettanteil liegen nur GEMMA NEO 0.2 und 0.3 etwa im angegebenen Bereich des
Herstellers, GEMMA NEO 0 und 0.1 liegen beide mit ca. 1,5 % drunter.

2.2.7 Probenentnahme
Die Larven kamen am 1 dph aus der Aquakultur an. Um eine gleichmalfiige Verteilung

der Larven auf alle 24 Aufzuchttanks zu gewahrleisten, wurden Unterproben (50 mL)
aus den Transportboxen entnommen und die Larven in dieser Unterprobe gezahlt. Auf
dieser Basis wurden dann entsprechende Volumina aus den Cubitainern gleichméafig

auf alle Versuchsbecken verteilt.

In der ersten Phase von 6 — 30 dph wurden alle drei Tage jeweils 15 Larven fir die
Parameter ,Wachstum®, ,Fettsauren® und ,Enzyme*” aus jedem Tank entnommen und
in ein 1,5 mL — Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Die Proben, welche am selben Tag aus
demselben Tank fur dieselbe Verwendung entnommen wurden, kamen zusammen in
dasselbe Reaktionsgefald. Die Reaktionsgefal3e wurden durchgehend nummeriert. In
dieser Phase wurde zur Probennahme eine Pasteurpipette aus Plastik verwendet und
die Larven einzeln mit der Pipette aus dem Becken entnommen. Dabei wurde darauf

geachtet, dass die Larvenproben mdglichst Zufallsverteilt entnommen wurden.
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Ab Tag 30 dph fand die Probenentnahme alle fiinf Tage statt. Dabei wurde ab 40 dph
ein Kescher als Hilfsmittel verwendet, um die sich in der Tiefe befindenden Larven
ebenfalls erreichen zu kénnen. Die Reaktionsgefal3e wurden auf Eis gelagert, bis
Proben aus allen Tanks entnommen wurden, und anschlie3end in einem Kuhlschrank
bei — 80 °C eingefroren. Dies geschieht, damit die Proben keine Veranderungen in z.B.
dem Gewebe, den Enzymen o.A. erleiden und die Ergebnisse reproduzierbar sind.
Wahrend der gesamten Versuchszeit wurde die in Abbildung 3 gekennzeichnete

Beprobungsreihenfolge eingehalten.

2.3 Erhebung der Mortalitatsrate
Fur die Bestimmung der Tagesmortalitat bzw. der Gesamtmortalitat wurde ab 4 dph

mit einem Absauger der Boden der Aufzuchtbecken gereinigt und so Uberreste von
toten Larven neben anderem Material vom Boden entfernt. Alles zusammen wurde in
einem Eimer aufgefangen, aus welchem im direkten Anschluss die toten Larven
zusammen mit dem Material auf einem weil3en Polyethlyentablett ausgebreitet
wurden. Auf diesem Tablett wurden die toten Larven fir den Tag fiur diesen Tank
ausgezahlt und die Anzahl notiert. Fur die Gesamtmortalitét in einem Tank wurden die

Tagesmortalitdten tber den gesamten Versuchszeitraum addiert.

Die Mortalitatsbestimmung wird bertcksichtigt, um vergleichen zu kénnen, ob das
Uberleben der Larven im Zusammenhang mit der frilhen Ausbildung und Aktivitat des

Verdauungsenzyms Trypsin steht.

2.4  Erhebung der Wachstumsdaten

Die Ergebnisse der Wachstumsdaten geben Aufschluss Uber den Erfolg eines
Futterregimes in Hinblick auf die Parameter Langenwachstum, Hohenwachstum und
Trockengewicht. Diese werden als wichtige Kriterien bei der Bewertung eines
Futterungsregimes verwendet und insbesondere das Gewicht integriert umfassend
alle biotischen und abiotischen Faktoren wéhrend einer Fischlarvenaufzucht. Bei der
Messung der Larvenlange wurde die Standardlange bestimmt. Dieses Mal3 wurde fur
die Wachstumsdaten vorgegeben, um Ubereinstimmung mit dem Gesamtprojekt
,Marines Zooplankton als Grundlage einer nachhaltigen, ressourcenschonenden
Fischfutterung®, von welchem diese These einen Teilaspekt bearbeitet hat, zu

gewabhrleisten.
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Die Wachstumsdaten wurden aus den wahrend der Aufzucht entnommenen Proben
im Zusammenhang mit den Enzymaktivitatsmessungen bestimmt. Es wurden immer
jeweils vier ReaktionsgefalRe aus dem -80 °C — Gefrierschrank, entnommen und zum
Auftauen auf Eis gestellt. Die Wachstumsparameteraufnahme geschah in
umgekehrter Reihenfolge der Probennahme.

Aus den Reaktionsgefal3en wurden die Proben in eine Petrischale tberfiihrt und auf
einer Millimeterskala (Genauigkeit £ 0,5 mm) unter dem Mikroskop betrachtet. Dabei
wurde die Standardlange (SL, vom vorderen Ende der Larve bis zur Basis der
Schwanzflosse) und die Hohe der einzelnen Larve ermittelt. Die Standardlange wurde
zur Aufzeichnung des Wachstums der Larve unter den gegebenen Bedingungen
bestimmt. Die Messung der Hohe erfolgte, um festzustellen, ob ein isometrisches oder

allometrisches Wachstum bei den Fischlarven vorliegt.

Die vermessenen Proben wurden einzeln in ein Reaktionsgefal3 tberfuhrt. Diese

waren aufsteigend nummeriert und in der entsprechenden Reihenfolge verwendet.

Die Proben wurden nach der Vermessung 24 Stunden lang mit einem Gefriertrockner
gefriergetrocknet. AnschlieRend wurde das jeweilige Trockengewicht tber eine Ultra-
Mikrowaage ermittelt und notiert. Es wurden insgesamt 4215 Proben ausgewertet.

2.5 Methoden der Trypsinanalyse
Die gewahlte Methode der Enzymaktivitatsanalyse beruht auf dem von Ueberschéar
(21993) entwickelten biochemischen Verfahren zur Bestimmung der Trypsinaktivitat bei

Fischlarven. mittels der Fluoreszenzphotometrie.

Diese Methode wurde gewéhlt, da sie eine weit hohere Empfindlichkeit als
chromogene Methoden aufweist und auch Trypsin im Nanogrammbereich
nachgewiesen werden kann. Damit wurde es moglich, die individuelle Trypsinkapazitat
bereits in den frihen Larvenstadien zu bestimmen. Das fur diese Enzymanalyse

verwendete Gerat war ein Fluoreszenzphotometer.
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2.5.1 Funktionalitat der Messmethode

Die Messung der Trypsinmenge in den Fischlarvenproben erfolgt durch eine indirekte
Bestimmung Uber die kataklystische Enzymaktivitat. Fur die Aktivtatsmessung wird
das hochspezifische synthetische Substrat Na-Benzoyl-L-Arginin-4-Methylcoumarinyl-
7-Amid (BZ-L-Arg-MCA) verwendet. Bei diesem Substrat handelt es sich um ein Amid,
welches Arginin an einer fluoreszierenden Gruppe, hier dem Fluorophor 4-
methylcoumarinyl-7-amid (MCA), gekoppelt hat. Peptidverbindungen, welche ein
Arginin, Lysin oder modifiziertes Cystein enthalten, werden spezifisch von Trypsin als
Endoprotease an diesen Aminoséuren gespalten.

Das Substrat hat im Grundzustand nur eine geringe Eigenfluoreszenz. Wenn jedoch
die fluoreszierende Gruppe frei vorliegt, hat diese eine etwa 700-fach hdhere

Fluoreszenz als die am Substrat gebunden Form.

Dies wird sich bei dieser Messmethode zunutze gemacht, indem auf die katalytische
Aktivitat von Trypsin gesetzt wird: Pro Zeiteinheit wird durch das Trypsin eine
bestimmte Menge an Fluorophor abgespalten, welche anschlieRend frei vorliegt. Die
durch die Trypsinaktivitat vom Substrat freigesetzten Fluorophore sind linear
proportional zur Quantitat von Trypsin im untersuchten Organismus. Dies bedeutet: Je
mehr Enzyme aktiv sind, desto schneller werden Fluorophore freigesetzt.

Der Vorteil hier mit einer Ratenmessung zu arbeiten, anstatt zu einer
Einpunktmessung ist, dass unterschiedliche Eigenfluoreszenzen  durch
unterschiedliche Gréf3e und Gewebeeigenschaften vernachlassigt werden kénnen, da
bei dem kinetischen Messverfahren nur die Differenz zwischen den Messpunkten
herangezogen wird. Aufwendige Reinigungsschritte des aus den Larven hergestellten

Homogenats kdnnen daher entfallen.

2.5.2 Verwendbarkeit der Messmethode

Um die Messmethode verwenden zu kodnnen, muss diese vergleichbar und
reproduzierbar sein. Im vorliegenden Messverfahren muss unter anderem bei der
Messung gegeben sein, dass die Anderung der Emission bei der Bestimmung der
enzymatischen Aktivitat pro Zeiteinheit linear ist. Zusatzlich muss auch gegeben sein,
dass das Verhaltnis von Enzymmenge und Emission proportional ist. Das bedeutet,
dass nach einer Verdopplung der Enzymmenge auch eine Verdopplung der Emission

erfolgen muss.
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Fur die Prufung der Linearitat wird eine Standardkurve aus Standardtrypsin aus
Schweinepankreas mit Rinderserum-Albumin in einem 1:10 Verhéltnis eingewogen
und eine Stammldsung mit einer Konzentration von 0,01 mg Trypsin und 0,1 mg BSA
pro mL im vorbereiteten TRIS-Puffer erstellt. Fur die Standardkurve werden aus der
Stammlésung sechs Verdinnungen hergestellt. Die verwendeten Konzentrationen
sind in der Abbildungsunterschrift in Abbildung 24 zu finden. Von diesen
Verdiinnungen und von der Stammlésung werden jeweils Triplikate gemessen. 50 pL
Probe wurden in eine 96-Well-Microtiterplatte pipettiert und zigig 250 pL des
Substrates hinzugegeben. Die Messung erfolgt zeithah und unter denselben
Bedingungen wie die Messung der Proben. Aus diesen Daten wurde eine lineare
Standardkurve angefertigt, welche zusatzlich im Zeitraum der Probenmessungen
regelmaliig zur Kontrolle der technischen Eigenschaften des Fluoreszenzphotometers

neu erstellt wurde.

Um die Proportionalitéat zu gewéhrleisten und um anschlieend die Konzentration des
Fluorophors bzw. der Menge des durch Trypsin hydrolysierten Substrates zur
gemessenen Fluoreszenz bestimmen zu kdnnen, wird eine Eichkurve mit dem reinen
Fluorophor erstellt. Dafir werden 2 mg MCA in 400 yL Dimethylsulfoxid (DMSO,
Serva) gelost. Aus dieser Basislosung werden mit TRIS-Puffer eine 2,88 x 10 molare
Stammloésung erstellt. AnschlieBend wurden Verdinnungen mit aufsteigenden
Konzentrationen hergestellt. Die verwendeten Konzentrationen sind in der
Abbildungsunterschrift der Abbildung 25 zu finden. Jede Verdinnung wird in
Triplikaten von je 300 pL unter den gleichen Bedingungen wie die Larvenproben
gemessen. Die aus den gemessenen Werten erstellte Eichkurve wurde mittels einer
linearen Regression angepasst. Aus der Regressionsgeradengleichung kann dann die
Trypsinaktivitdt Uber die Menge an freigesetzten Fluorophoren pro Zeiteinheit

errechnet werden

In Tabelle 11 ist das verwendete Pipettierlayout dargestellt.
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Tabelle 11 Pipettierlayout fur die 96-Well Mikrotiterplatte flr die Trypsin-Standardkurve und die Eichkurve mit MCA.
Die Abkirzung Try steht fur Trypsin. Die Zahlen hinter Try und MCA stehen fur die jeweilige Konzentration, welche

in dieses Well pipettiert werden soll. Die grau hinterlegten Felder in der Abbildung sind Felder, in denen entweder

der TRIS-Puffer fur den Blankwert gemessen wird, oder in denen keine Messung stattfindet.

A B C D E F
1 TRIS MCA 19.2 | MCA 144 MCA 336 TRIS Try 1.66
2 TRIS MCA19.2 | MCA 144 MCA 336 TRIS Try 1.66
3 TRIS MCA 19.2 | MCA 144 MCA 336 TRIS Try 1.66
4 MCA 4.8 MCA 24 MCA 192 MCA 384 Try 0.10 Try 3.32
5 MCA 4.8 MCA 24 MCA 192 MCA 384 Try 0.10 Try 3.32
6 MCA 4.8 MCA 24 MCA 192 MCA 384 Try 0.10 Try 3.32
7 MCA 9.6 MCA 48 MCA 240 MCA 480 Try 0.50 Try 5.0
8 MCA 9.6 MCA 48 MCA 240 MCA 480 Try 0.50 Try 5.0
9 MCA 9.6 MCA 48 MCA 240 MCA 480 Try 0.50 Try 5.0
10 MCA 14.4 MCA 69 MCA 288 MCA 720 Try 1.0 Try unv.
11 MCA 14.4 MCA 69 MCA 288 MCA 720 Try 1.0 Try unv.
12 MCA 14.4 MCA 69 MCA 288 MCA 720 Try 1.0 Try unv.

2.5.3 Probenvorbereitung

Zur Vorbereitung der Messung wurden die fur den Messtag vorgesehenen
ReaktionsgefaRe mit den entsprechenden Fischlarvenproben aus dem —80 °C -
Gefrierschrank entnommen und in eine mit Eis gefillte Styroporbox zum Auftauen
gestellt. Nach dem Auftauen wurden die Fischlarven aus den Reaktionsgefaf3en in
eine Petrischale Uberfuhrt und unter dem Binokular betrachtet. Hier wurden wie bei der
Wachstumsparameteraufnahme die Lange und der Darmfillstand bestimmt und
dokumentiert. Die Lange der Larven wurde als Totallange (TL), von der Maulspitze bis

zum Schwanzflossenende, gemessen. Die Messgenauigkeit betrug + 0,5 mm.

Es wurden pro Probentag und Futterregime jeweils 40 Larvenproben vermessen.
Direkt nach der Vermessung wurde die jeweilige Larve mit deionisiertem Wasser
gespult und mit einer Federstahlpinzette in ein eigenes, geklhltes
1,5 mL Reaktionsgefald tberfuhrt. In diesem wurde die Larve mit auf Eis gekuhltem
TRIS-HCL Puffer (siehe Abschnitt 2.1.5) mit einem motorisiertem Mikropistill
homogenisiert. Beim Homogenisieren werden 250 uL oder 500 pL des Puffers
verwendet. Die Menge an Puffer wird an die Enzymaktivitat der Larven entsprechend
dem Larvenalter angepasst, um spatere Verdunnungsschritte zu vermeiden. Der

Mikropistill wurde nach jeder Verwendung mit destilliertem Wasser gespult.
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Nachdem alle Proben fir den Messtag homogenisiert wurden, wurden die Proben-
ReaktionsgefaRe mit den Homogenaten in eine Zentrifuge Uberfihrt, um Zell- und
Geweberuckstande abzusedimentieren. So kénnen die Enzymmolekile sich nicht an
diesen anlagern und die Messung wird nicht durch Interferenzen verfalscht. Es wurde
bei 0 °C fur 30 Minuten bei 4000 g zentrifugiert.

Wahrend der Zentrifugation wurde die Substratlosung gemal der Anleitung aus dem
Abschnitt 2.1.5 vorbereitet. Diese wurde an jedem Messtag frisch angesetzt.

Nach der Zentrifugation befand sich das Trypsin im Uberstand, aus dem direkt oder
ab einer gewissen LarvengroRe verdunnt die bendtigte Menge fiur die
Enzymaktivitatsbestimmung entnommen werden konnte. Abbildung 15 gibt eine
Ubersicht tiber die Prozessschritte von der Messung der Wachstumsparameter bis zu

der Messung der Trypsinaktivitat.

Aufnahme der
Wachstumsparameter

Larvenprobe

4

Homogenisation in 0,1
mol TRIS-HCL-Puffer,
pH 8,0, 250- 500pL

4

Zentrifugation, 30 min,
0°C, 4000 X g

4

50 pL Uberstand (oder
Verdinnung) in 96-
Well-Plate + 250 pL

Substrat

v

Fluoreszenzphotometer
"infinite M200"
Exitinktion 380nm
Emission 440 nm

v

Messung der
Fluoreszenzzunahme
pro Zeiteinheit (5 x
2min), 29,5 °C - 30,5 °C

Abbildung 15 Darstellung der Prozessschritte

Aufgelistet sind die einzelnen Schritte des Prozesses von der Aufnahme der Wachstumsparameter der Larve bis
zur Messung der Trypsinaktivitat am Fluoreszenzphotometer. Modifiziert nach (Ueberschér, 1993).
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2.5.4 Fluoreszenzphotometrische Messung der Enzymaktivitat

Fur die Messung wurden 50puL des Uberstandes des zentrifugierten
Larvenhomogenates, wie in den Layouts in Tabelle 12 dargestellt, in eine 96-Well
Mikrotiterplatte pipettiert. Bei grol3eren Larven, bei denen eine hohe Trypsinaktivitat
erwartet wurde, wurde der abgenommene Uberstand 1:2 oder 1:5 mit TRIS-Puffer

vorverdinnt.

Zum Start der Reaktion wurden jeweils 250 pL des Substrats BZ-L-Arg-MCA zur Probe
hinzugeflgt und durch die Schuttelfunktion des Messgerates vermischt. Da der
Substratumsatz direkt beginnt, wenn das Substrat hinzugegeben wird, musste zigig
pipettiert und anschlieRend direkt gemessen werden. Gemessen wurde der Anstieg

der Fluoreszenz in funf Intervallen von jeweils zwei Minuten.

Die Messparameter und Aktivitatsdaten werden vom Tecan Fluoreszenzphotometer in
einer Excel-Tabelle festgehalten. Die Inkubationstemperatur betrug als Kompromiss
zwischen hoher Umsatzgeschwindigkeit und Schutz vor Denaturierung der Enzyme
zwischen 29,5 °C und 30,5 °C. Die Messungen wurden bei einem pH-Wert von 8,0

durchgefihrt.

Tabelle 12 Beispiel fur ein Pipettierlayout fur die 96-Well Mikrotiterplatte flr die Messung von Proben.

Das P ist eine Abklrzung fir Probe; die Nummer dahinter bezieht sich auf die Probennummer, mit der
zurlickverfolgt werden kann, welche Larve in diesem Well gemessen wird. Wie in der Tabelle 11 stehen die grau
hinterlegten Felder fur die Messung des Blankwertes (TRIS) oder nicht gemessene Wells.

A B C D E F G H

1 TRIS P10 P22 P34 P46 P58 P70 P82
2 TRIS P11 P23 P35 P47 P59 P71 P83
3 TRIS P12 P24 P36 P48 P60 P72 P84
4 P1 P13 P25 P37 P49 P61 P73 P85
5 P2 P14 P26 P38 P50 P62 P74 P86
6 P3 P15 P27 P39 P51 P63 P75 P87
7 P4 P16 P28 P40 P52 P64 P76 P88
8 P5 P17 P29 P41 P53 P65 P77 P89
9 P6 P18 P30 P42 P54 P66 P78 P90
10 P7 P19 P31 P43 P55 P67 P79

11 P8 P20 P32 P44 P56 P68 P80

12 P9 P21 P33 P45 P57 P69 P81
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2.6  Statistische Analyse

Fur die Analyse wurden die erhobenen Daten im Tabellenkalkulationsprogramm Excel
zusammengefiihrt und aufbereitet. Uber dieses Programm wurden ebenfalls die
Tabellen und Diagramme erstellt und das arithmetische Mittel und die
Standartabweichung berechnet.

Die weitere statistische Auswertung erfolgte mittels ,RStudio®. Ein signifikanter
Unterschied (p < 0,05) in den Daten wurde in RStudio mittels ANOVA (mixed-model)

festgestellt.

3. Ergebnisse
3.1 Mortalitatsrate

Die Ergebnisse der Mortalitatsbestimmung werden genutzt, um festzustellen, welche
der Treatments zu welchem Zeitpunkt die hochste Sterblichkeit haben, und welches

Treatment allgemein zu einem besseren Uberleben der Larven beigetragen hat.

In  Abbildung 16 sind die akkumulativen Mortalitatsraten und gemittelten
Mortalitatsraten der toten Larven fiur den Tag fur das jeweilige Fitterungsregime
dargestellt. Eine Aufteilung in die einzelnen Treatments ist im Anhang (Abschnitt 8.3)
zu finden. Zu Beginn des Versuches an 4 dph gibt es h6here Mortalitaten, welche tber
die drauf folgenden Tage abnehmen und ab 7 dph wieder steigen. Es ist zu erkennen,
dass der Zeitraum von Tag 7 bis Tag 24 die hdochsten Mortalitdten bei allen Treatments
aufweist. Dabei haben die Treatments 2 und 4 einen zeitlich versetzten Peak, welcher
bei beiden geringer ist, als beim Kontrolltreatment und Treatment 3. Im Zeitraum der
Artmienfitterung (18 — 32 dph) zeigt sich zuséatzlich, dass die Treatments, welche
Artemien erhalten haben (Kontrolltreatment und Treatment 2) die geringsten
Mortalitdten in diesem Zeitraum aufweisen. Gegen Ende des Versuchszeitraumes
(44 dph — 56 dph) gibt es einen Anstieg der Mortalitaten in Treatment 2, welcher bei
den anderen Gruppen nicht vorhanden ist. Die meisten Verluste konzentrieren sich

jedoch auf das erste Drittel des Versuches, in dem das Lebendfutter verflttert wurde.

In der Abbildung 16 sind zwei aufféllige Anstiege in den Werten vorhanden: Zum einen
der Anstieg in den Mortalitdten an 10 dph beim Kontrolltreatment und der Anstieg von
24 dph bis 27 dph im Treatment 2.
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In Tabelle 13 sind die Gesamtmortalitaten in allen vier Replikaten, die
Gesamtmortalitaten in den Treatments, der Mittelwert und die Standardabweichung
aufgezeigt. Es wurde fir die Gesamtmortalitat ein signifikanter Unterschied zwischen
der Treatmentgruppe 2 zum Treatment 3 festgestellt und ein deutlicher Unterschied zu

den Treatments 1 und 4 (nach der Korrektur).

Tabelle 13 Ubersicht iiber die gesamten Mortalitatsraten fiir alle Treatments.

Fur alle Treatments wurde ebenfalls eine Gesamtsumme, der Mittelwert zwischen den Tanks des selben
Treatments und der Standardabweichung davon erstellt. In dieser Tabelle wurde ebenfalls eine theoretisch
angenommene Mortalitét (,Korrektur) von Treatment4 ohne den technischen Fehler beriicksichtigt. Die
Beriicksichtigung basiert auf Annahmen und Vergleichen der restlichen Tanks des selben Treatments.

1953
2003
1743
1909 7608.00 1902.00 97.64
1626
1712
1257
1457 6052.00 1513.00 173.96
2130
1968
1681
2087 7866.00 1966.50 175.19
1988
2077
2109
1812 7986.00 1996.50 115.38
1526 7435 1858.75 219.23
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3.2 Wachstumsdaten

3.2.1 Langen- und Hohenwachstum

Im Zeitraum wéhrend der Anpassung an die neuen Umgebungsbedingungen (2 dph
bis 4 dph) und bis zur ersten Probenentnahme (6 dph) zeigt sich in Abbildung 17, dass
die Goldbrassenlarven &hnlich gewachsen sind. In diesem Zeitraum weist das

Kontrolltreatment die geringste durchschnittliche Grol3e auf.

Im Zeitraum von 9 dph bis 18 dph weisen die Treatments 2 und 4 das beste Wachstum
auf, mit signifikanten Unterschieden zum Kontrolltreatment. Zum Zeitpunkt von 18 dph
sind keine signifikanten Unterschiede beim Langenwachstum zwischen den
Treatments mehr zu erkennen. Das Langenwachstum erreicht bei allen Treatments

eine ahnliche GrolRie.

Das Treatment 3 ist jedoch schon am Tag 21 signifikant kleiner als die anderen
Treatments. Treatment 2 erreicht an Tag 27 ein signifikant grof3eres Wachstum, zu
allen Gruppen, wobei das Kontrolltreatment zu diesem Zeitpunkt gréfienmafiig an

zweiter Stelle kommt. Dies halt sich bis Tag 30.

Ab Tag 32 wird wieder eine Tendenz des Auseinanderwachsens der einzelnen
Gruppen ersichtlich. Auch scheint ab hier die Kontrollgruppe einen stérkeren
Wachstumsschub zu erhalten. Von diesem Tag an bis Tag 40 besteht nur ein

signifikanter GroRenunterschied zwischen Treatment 2 und Treatment 4.

Ab Tag 40 sind die Larven des Kontrolltreatments durchschnittlich Langer, als die
Larven der restlichen Gruppen, wobei der Unterschied zu den Gruppen 3 und 4

signifikant groR3er ist.
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Abbildung 17 Darstellung des Ldngenwachstums fiir die vier verschiedenen Treatments und der Ausgangswert
der Larvenldnge zum Zeitpunkt der Ankunft am Fraunhofer Institut in Bisum (,Ankunftsdaten®) gegen das
Larvenalter (dph).

Die dargestellten Werte wurden aus den Mittelwerten der Proben der vier Aufzuchttanks des jeweiligen Treatments
an dem Tag berechnet. Als Ausgangswert fiir die Bestimmung des Langenwachstums wurden die Ldngen bei der

Ankunft der Larven am Fraunhofer Institut in Bisum bestimmt. Die Kontrollgruppe hat am Ende des Versuches im
Durchschnitt die I&ngsten Larven, mit einem signifikanten Unterschied, zu den anderen Treatments (p< 0,05).

Am Ende des Versuches zeigt die Kontrollgruppe die héchste Zunahme beim
Langenwachstum mit Durchschnittlich 16,16 mm. Dieser Unterschied ist signifikant zu
den ubrigen Treatments. Das zweitbeste Langenwachstum zeigt Treatment 4 mit
durchschnittlich 14,43 mm, dicht gefolgt von Treatment2 mit 14,32 mm und

abschlieBend Treatment 3 mit 13,74 mm. Dies ist in Abbildung 17 veranschaulicht.

Die Betrachtung des Hohenwachstums in Abbildung 18 zeigt zu Beginn von 6 dph eine

hohere Differenz zwischen den einzelnen Treatments, als das Langenwachstum.

Erst ab 35 dph zeigen die Daten eine Tendenz zur Trennung in zwei Gruppen: die
Gruppe der Kontrolle und des Treatments2, welche eher ein besseres
Hohenwachstum zeigen; und die Gruppe der Treatments 3 und 4, welche ein
vergleichsweise schlechteres Hohenwachstum zeigen. Beide dieser Gruppen bleiben
bis zum Ende des Versuches bestehen, jedoch wachst Treatment 4 gegen Ende leicht

besser als Treatment 3.
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Abbildung 18 Darstellung des Héhenwachstums der Fltterungsregime und der Ausgangswert der Larvenhéhe
zum Zeitpunkt der Ankunft am Fraunhofer Institut in Bisum (,Ankunftsdaten®) gegen das Larvenalter (dph).

Die dargestellten Werte wurden aus den Mittelwerten der Proben der vier Aufzuchttanks des jeweiligen Treatments
an dem Tag der jeweiligen Probennahme entnommen. Unter dem Punkt ,Ankunftsdaten” ist der Ausgangswert der
Héhe zum Zeitpunkt der Ankunft der Laven am Fraunhofer Institut in Bidsum zu finden. Es ist zu erkennen, dass

das Kontrollregime und das Treatment 2 am Ende des Versuches im Durchschnitt die héchsten Larven
hervorgebracht hat. Es wurden jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Treatments gefunden.

Die Kontrollgruppe erreichte ein durchschnittliches Hé6henwachstum von 4,08 mm,
Treatment 2 folgte mit 4,02 mm, Treatment 4 erreichte eine durchschnittliche Hohe von
3,86 mm und das Schlusslicht bildete Treatment 3 mit 3,63 mm. Diese Unterschiede
sind nicht signifikant. Das Hohenwachstum uber die Zeit ist in Abbildung 18

veranschaulicht.
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Abbildung 19 Darstellung der Trendlinien der Treatments von der Auftragung des Larvenhdhe in Millimeter gegen
die Larvenlange in Millimeter.

Die Trendlinien wurden mit einer linearen Funktion erstellt. Diese stellen den interpolierten Verlauf der Daten dar.

Die Funktionen der Trendlinien sind links in der Abbildung zu finden. Die Gleichungen wurden anhand der
Treatmentnummer sortiert.

In Abbildung 19 wird das Verhaltnis der Larvenhdhe gegen die Larvenlange mit
linearen Trendlinien dargestellt. Diese zeigen, dass die Larven mit zunehmender
Lange ein starkeres Hohenwachstum aufweisen. Dabei zeigt sich, dass Treatment 2
bei geringerer Lange eine grol3ere Hohe aufweist, als die restlichen Treatments. Die
Treatments 3 und 4 haben einen ahnlichen Verlauf. Das Kontrolltreatment weist bei
derselben Lange wie die zu vergleichenden Treatments die geringste Hohe auf. Das

Wachstum der Larven ist eher isometrisch.
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Abbildung 20 Darstellung des Vergleiches der Larvenlangen der verschiedenen Treatments in Millimetern gegen
das Larvenalter in dph als Kastengrafik.

Dargestellt sind die Larvengréf3en von 30 dph bis 56 dph. Der Median der Werte wird durch ein horizontalen Strich
und der Mittelwert als Kreuz markiert. Die Whisker markieren den auflersten Wert innerhalb des 1,5-fachen

Interquartilsabstands und damit die maximalen und minimalen Larvenldngen, welche nicht als Ausrei3er betrachtet
werden.

Zum Vergleich der Larvenlangen in den verschiedenen Treatments und zur
Uberpriifung auf Unterschiede in der LarvengréRRe innerhalb eines Treatments, welche
Kannibalismus beglnstigen wirde, wurde in Abbildung 20 die Larvenlange in
Millimeter gegen das Larvenalter von 30 dph bis 56 dph als Kastengrafik dargestellt.
Zu erkennen ist, dass mit zunehmendem Larvenalter die Spannweite der Larvenlange
zunimmt. Dabei zeigen das Kontrolltreatment und Treatment 2 die grof3te Streuung in

der Larvenlange.
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3.2.2 Trockengewicht

Das Trockengewicht der einzelnen Treatments zeigt zu Beginn des Versuches (6 dph
bis 12 dph) keine signifikanten Unterschiede. Erst ab 15 dph zeigt sich Treatment 4
durch eine starke Gewichtszunahme signifikant grof3er als das Kontrolltreatment.
Dieser Unterschied ist an Tag 18 nicht mehr zu sehen. An 21 dph hat Treatment 2 das
hochste Trockengewicht, welches an 24 dph einen signifikanten Unterschied zu allen
anderen Gruppen ausmacht. Dies halt sich bis 35 dph, an welchem das
Kontrolltreatment sich dem Treatment 2 angendhert hat. Die Gruppen 3 und 4 haben
einen &hnlichen Gewichtsabstand zu Treatment 2 gehalten zu den Vortagen und

haben noch immer signifikant weniger Gewicht, als das fuhrende Treatment.

Das Trockengewicht der Kontrollgruppe an 40 dph liegt signifikant Uber den
Treatments 3 und 4; die Treatmentgruppe 2 hat ein geringeres Trockengewicht, als die
Kontrollgruppe und keine signifikanten Unterscheide mehr zu den Gruppen 3 und 4.
Diese Verteilung hélt sich bis 50 dph, an dem die Treatments 1 und 2 ein ahnliches

Gewicht und Treatments 3 und 4 keine signifikanten Unterscheide mehr aufweisen.

Das Trockengewicht zeigt am Ende der Aufzucht (56 dph) einen signifikanten
Unterschied (p < 0,05) zwischen den Rotatorientreatments und einen deutlichen, aber
nicht signifikanten Unterschied zwischen dem Kontrolltreatment und Treatment 4. Das
Kontrolltreatment erreichte das durchschnittlich hochste Trockengewicht mit 18,24 mg,
mit Abstand gefolgt von Treatment 2 mit 14,32 mg, Treatment 4 mit 13,56 mg und
Treatment3 mit 11,52 mg. Trotz dieser sichtbaren Unterschiede, war die
Gewichtszunahme bis Tag 35 unter den einzelnen Treatments ahnlich.

Veranschaulicht ist dies in Abbildung 21.
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Abbildung 21 Auftragung der Trockengewichte der einzelnen Treatments und Ausgangswert des Larvengewichts
zum Zeitpunkt der Ankunft am Fraunhofer Institut in Bisum (,Ankunftsdaten®) gegen das Larvenalter (dph).

Die dargestellten Werte wurden aus den Mittelwerten der Aufzuchttanks zum jeweiligen Tag entnommen. Es wurde
auch das gemittelte Gewicht zum Zeitpunkt der Ankunft der Larven am Fraunhofer Institut in Bisum berticksichtig
und ist unter dem Punkt ,Ankunftsdaten“ zu finden. Diese Daten werden als Ausgangswert bertiicksichtigt. Das
héchste Gewicht hatte am Ende des Versuches die Kontrollgruppe. Dieser Unterschied zu den anderen Treatments

ist signifikant (p < 0,05). Die Treatments 2, 3 und 4 lagen alle vergleichsweise nédher beieinander als das zweitbeste
Treatment (2) zur Kontrollgruppe.

In Abbildung 22 ist das Larvengewicht gegen die Larvenlange aufgetragen und in die
einzelnen Treatments unterteilt. In der Abbildung zeigt sich, dass in allen Treatments
das Gewicht nicht proportional mit der Lange zunimmt, sondern dass der Verlauf von

Gewicht zu Lange exponentiell verlauft.
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Abbildung 22 Darstellung des Larvengewichtes in Milligramm gegen die Larvenlange in Millimeter der einzelnen
Treatments.
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Gewichtsvergleich der Treatments
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Abbildung 23 Darstellung des Vergleiches der Trockengewichte der Larven der verschiedenen Treatments in
Milligramm gegen das Larvenalter in dph als Kastengrafik.

Dargestellt ist das Larventrockengewicht im Zeitraum von 30 dph bis 56 dph. Der Median der Werte wird durch
ein horizontalen Strich und der Mittelwert als Kreuz markiert. Die Whisker markieren den auBersten Wert innerhalb

des 1,5-fachen Interquartilsabstands und damit die maximalen und minimalen Larvenldngen, welche nicht als
AusreilRer betrachtet werden.

In Abbildung 23 ist das Trockengewicht der einzelnen Treatments im Vergleich zu
einander als Kastengrafik dargestellt. Dabei wird nur das Larvenalten von 30 — 56 dph
betrachtet. Zu erkennen ist, dass mit zunehmendem Larvenalter die Streuung des
Larvengewichtes zunimmt. Dabei zeigen das Kontrolltreatment und Treatment 2 die

grof3te Streuung.
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3.3  Trypsinaktivitat

3.3.1 Kalibrierung und Trypsinstandardkurve
Die Trypsinstandardkurve (Abbildung 24) und die MCA-Eichkurve (Abbildung 25)

wurden jeweils mit der in 2.5 beschriebenen Methode erstellt.

Wie in Abbildung 24 zu sehen, ist die Standardkurve eine lineare Zunahme der
Trypsinaktivitat mit zunehmender Trypsinkonzentration. Die Standardkurve wird neben
der Linearitatsprufung auch zur Kontrolle der technischen Eigenschaften des

Fluoreszenzphotometers verwendet und in regelmafigen Abstanden neu erstellt.

Die MCA-Eichkurve dient der Proportionalitdtsprifung des fluorimetrischen
Messverfahrens. Die Steigung der Eichkurve dient der Umrechnung der gemessenen

Fluoreszenz der Larvenproben in eine dquivalente Trypsinaktivitat.

Abbildung 24 Verwendete Trypsinstandardkurve mit 1:250 Trypsin aus Schweinepankreas von SERVA.
Die Messpunkte reprasentieren die gemittelten Aktivitatssteigerungen (Triplicate) pro Messintervall. nach einer

Minute. Die Standradkurve dient zeigt den linearen Verlauf in Abh&angigkeit von der Trypsinkonzentration. Die
gemessenen Konzentrationen betrugen 0,10 ng; 0,50 ng; 1,00 ng; 1,66 ng; 3,32 ng; 5,00 ng und 10,00 ng.
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Abbildung 25 Eichkurve mit MCA von Bachem.

Die Punkte reprasentieren die gemittelten Fluoreszenzwerte Triplikaten mit je finf Messwerten. Die Eichkurve dient
neben der Berechnungsgrundlage fir die Umrechnung der gemessenen Fluoreszenz in die umgesetzte Menge an
Na-Benzoyl-L-Arginin-4-Methylcoumarinyl-7-Amid  auch  der  Proportionalitatsprifung. Die gemessenen
Konzentrationen betrugen 4,80 mmol, 9,60 mmol, 14,40 mmol, 19,20 mmol, 24,00 mmol, 48,00 mmol, 69,00 mmol,
144,00 mmol, 192,00 mmol, 240,00 mmol, 288,00 mmol, 336,00 mmol, 384,00 mmol, 480,00 mmol und
720,00 mmol.

3.3.2 Ergebnisse der Trypsinaktivitat

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Trypsinaktivitatsmessungen in den
Fischlarven aus den verschiedenen Treatments dargestellt. In  den
AbbildungenAbbildung 27 bisAbbildung 32 sind die gemittelten Trypsinaktivitaten in
den verschiedenen Treatments gegen das Larvenalter in dph aufgetragen. Dabei
wurden zwei verschiedene Darstellungsweisen gewahlt: lineare Darstellung Uber den
gesamten Versuchszeitraum und die lineare Darstellung wahrend der
Lebendfutterverfutterungsphase. In den Abbildungen sind die Fitterungszeitraume der
Artemia und der Rotatorien- und Copepodenfiitterung eingetragen, um die direkten

Auswirkungen dieser Fitterungen aus den Grafiken enthehmen zu kénnen.

Die Abbildung 26 gibt eine Erklarung uber die verwendeten Markierungen zur

Veranschaulichung der Fltterungszeitraume.
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Abbildung 26 Legende der Pfeile fir die Abbildungen der gemessenen Trypsinaktivitdt gegen das Larvenalter.
Die Pfeile stellen die Verfltterungszeitraume der einzelnen Lebendfuttervarianten dar. Die Zeitrdume der
Rotatorien- und Copepodenverfiitterung sind aufgrund der zeitlichen Uberschneidung zusammengefasst worden

und stehen fiur die Verfltterung von diesen Lebendfuttern in allen Treatments (Kontrolltreatment, Treatment 2,
Treatment 3 und Treatment 4).

In Abbildung 27 ist die Trypsinaktivitdit Uber den gesamten Versuchszeitraum
dargestellt. In dieser Abbildung liegen die Kurven der einzelnen Treatments zunachst
vergleichsweise nah beieinander, mit Treatment 1 und 2 bis 40 dph Gber den anderen

Treatments liegend.

Ab Tag 45 steigt die Trypsinaktivitat von Treatment 2 stark an und ist ab seinem Peak
an 50 dph signifikant gro3er zu den Treatments 3 und 4. Beim Kontrolltreatment zeigt
sich auch ein starker Anstieg an 50 dph, jedoch ist dieser weder signifikant gro3er

noch kleiner zu einer anderen Gruppe.

Der Unterschied der Aktivtaten von Treatment 3 und 4 an 50 dph ist vergleichsweise
gering zur Trypsinaktivitat an Tag 45. Am Ende des Versuchszeitraumes waren keine
signifikanten Unterschiede bei der Trypsinaktivitdit zwischen den Treatments zu

erkennen.
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Abbildung 27 Darstellung der gemittelten Trypsinaktivitdt ber den gesamte V\ersuchszeitraum gegen das
Larvenalter von 0 — 56 dph.
Die lineare Skalierung iiber den gesamten Versuchszeitraum wurde gewéhit, da sie eine klare Ubersicht iiber die
Trypsinaktivitdt zum Vergleich der Treatments gibt. Markiert in der Abbildung sind die Zeitpunkte der Verfiitterung

von Artemia-Nauplien und angereicherten Artemien, sowie der Zeitraum der Verfiitterung von Rotatorien und
Copepoden. Eine Legende zu den Pfeilen ist in Abbildung 26 zu finden.

In Abbildung 28 ist die Trypsinaktivitat Uber den Zeitraum von 0 bis 35 dph dargestellt,
um die Entwicklung der Trypsinaktivitat und die direkten Auswirkungen des

Lebendfutters genauer betrachten kénnen.

In der Abbildung ist am auffalligsten, dass Treatment 2 eine starkere Schwankung in
der Trypsinaktivitat zu den einzelnen Tagen aufweist. Die Werte der Trypsinaktivitat in
Treatment 2 liegen zum einen Teil uber allen anderen Treatments und zum anderen

Teil auf demselben Level wie das Treatment 4 oder drunter.

Die Steigung in der Aktivitat ist besonders hoch, nachdem in diesem Treatment die
Verfutterung der angereicherten Artemien begonnen hat (21 dph auf 24 dph). Der
Unterschied in der Trypsinaktivitat in dieser Abbildung des Treatments 2 ist jedoch nur

an Tag 24 zum Kontrolltreatment und an Tag 35 zum Treatment 4 signifikant.

In den beiden Treatments 1 (Kontrolltreatment) und 3 zeigt sich, wie in Treatment 2,
ebenfalls ein starker Anstieg in der Trypsinaktivitdt ab 21 dph. Das Treatment 3
erreicht an 30 dph eine Trypsinaktivitat ahnlich zu Treatment 2, welches davor die
groRte Aktivitat gezeigt hatte.
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Bei der nachsten Probennahme zeigt das Treatment3 jedoch die geringste
Trypsinaktivitat. Es bestehen am Ende der Verfutterung von Copepoden und

Rotatorien keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abbildung 28 Darstellung der gemittelten Trypsinaktivitéat der verschiedenen Treatments nach Larvenalter (dph) mit
den Ankunftsdaten (0 dph bis 35 dph).
Markiert in der Abbildung sind die Zeitpunkte der Verfiitterung von Artemia-Nauplien und angereicherten Artemien,

sowie der Zeitraum der Verfiitterung von Rotatorien und Copepoden. Eine Legende zu den Pfeilen ist in Abbildung
26 zu finden.

Bei Betrachtung der durchschnittlichen Trypsinaktivitat pro Tag zeigt sich in der ersten
Halfte des Versuches eine auffallige Schwankung der Trypsinaktivitat in Treatment 2
(Abbildung 28), im Vergleich zu den Schwankungen der anderen Treatments.

Bei der Analyse der Rohdaten in einer Kastengrafik (Abbildung 29) zeigten sich bei
Treatment 2 insbesondere an 12 dph mehrere auffallige Werte, welche auRerhalb des

1,5-fachen Interquartilsabstands lagen und so als Ausreil3er markiert worden sind.
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Abbildung 29 Darstellung der Trypsinaktivitat (hydrolysiertes MCA in nmol/min) aller Treatments gegen das
Larvenalter in days post hatching als Kastengrafik.

Dargestellt ist die Trypsinaktivitat in den Tagen von 6 bis 30 dph. Der Median der Werte wird durch ein horizontalen
Strich und der Mittelwert als Kreuz markiert. Die Whisker markieren den aufRersten Wert innerhalb des 1,5-fachen

Interquartilsabstands und damit die maximalen und minimalen Larvenlangen, welche nicht als Ausreil3er betrachtet
werden.

Die Priufung dieser Werte ergab, dass alle neun Ausrei3er an diesem Tag aus
demselben Tank (Tank 21) stammten. Die Trypsinaktivitdt von neun von zehn aus dem

Tank 21 entnommenen Larven lag auf3erhalb des 1,5-fachen Interquartilsabstands.

Eine grafische Veranschaulichung der Trypsinaktivititen der einzelnen Tanks des
Treatments 2 zeigte, dass die Trypsinaktivitat von Tank 21 an fast allen Tagen von den
Aktivitaten der anderen Tanks abwich (Abbildung 30).

Eine mogliche Erklarung dazu ist in Abschnitt 4.2.1 zu finden.
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Abbildung 30 Darstellung der gemittelten Trypsinaktivitat (hydrolysiertes MCA in nmol/min) der Tanks des
Treatments 2 gegen das Larvenalter in dph.

Es ist zu erkennen, dass die Trypsinaktivitat von Tank 21 an den meisten Tagen von den Aktivitaten der restlichen
Tanks abwich, welche bis 27 dph einander ahnliche Aktivitaten zeigten. Der allgemeine Trend der Trypsinaktivitéat
zeigt eine Steigung mit zunehmen Alter. Dies deckt sich mit vorrausgegangenen Studien. (Nolting et al., 2001;

Salem et al., 2021). Auffallig zeigen sich in der Abbildung deshalb die Tage 21 und 27 dph, an denen die
Trypsinaktivitat aller Tanks gesunken oder auf dem selben Level des vorherigen Probentages blieb.

Weitere Analysen der gemessenen Trypsinaktivitdtswerte ergaben, dass in jedem
Treatment Streuungen der Trypsinaktivitat zwischen den Tanks vorhanden sind, auch
wenn diese weniger ausgepragt sind, als in Treatment 2. Als Glattungsverfahren der
Streuung der Trypsinaktivitdten zwischen den Tanks wurde eine polynomische
Regression dritten Grades gewéhlt.

Eine Veranschaulichung der Ergebnisse mittels einer Regression wurde fir die
Darstellung des Gesamtzeitraumes (Abbildung 27) und fur den Zeitraum von 35 —
56 dph (Abbildung 32) nicht gewahlt. Begrindet ist dies durch den dargestellten
Zeitraum in beiden Abbildungen: Ab etwa 40 dph beginnt die Entwicklung des Magens
wahrend der Frihmetamorphose (13,7 — 18,7 mm) (Koumoundouros et al., 2008;
Moyano et al., 1996).

Die Darstellung der Trypsinaktivitdt gegen das Larvenalter fuhrt zu einer Vermischung
von Trypsinaktivitaten von Larven verschiedener ontogenetischer
Entwicklungssténde. Dies gilt fur alle Stadien, da das Auseinanderwachsen schon sehr
frih beginnt, wird jedoch mit zunehmendem Alter der Larven bedeutender. Das heif3t,

dass vermehrt mit zunehmendem Alter am gleichen Tag Trypsinaktivitaten von Larven
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betrachtet werden, bei denen die Magenentwicklung noch nicht begonnen hat
(steigende Trypsinaktivitat), als auch von Larven, wo dies der Fall ist (sinkende
Trypsinaktivitat). Dies fuhrt zur Streuung der Daten. Die zwei gegeneinander
wirkenden Trends kénnen nicht mit einem Polynom niedrigen Grades dargestellt
werden. Dies ist auch der Fall fur die Darstellung der Trypsinaktivitatentrends gegen
die Larvenlange in Abbildung 34 und Abbildung 37 (Peak bei 16,0 — 19,0 mm).

In Abbildung 31 sind die gleichen Daten wie in Abbildung 28 durch eine polynomische
Regression dargestellt. Es wurde eine polynomische Regression dritten Grades
gewahlt, da diese die Approximation des Trypsinaktivitdttrends innerhalb des
Zeitraums von 0 dph bis 40 dph mit dem hdochsten Bestimmtheitsmal? bei allen

Treatments wiedergeben kann.

y =0.0005x- 0.0033x*-0.1211x +1.1073

R*=0.997
30

y = 0.0005x%+0.0004x2 - 0.1077x + 1.2383
R*=0.9703

(]
6}

y =-0.001x3 +0.0775x%- 1.3803x + 6.6795
R* =0.9541
20 Cm——) -9
y =-0.0007x% +0.0634x*- 1.1343x +5.7056 Y
R*=0.799

10

Trypsinaktivitat
{hydrolisiertes MCA in nmol/min)

Larvenalter (dph)

@ Kontrolltreatment Treatment 2 ® Treatment 3 ® Treatment4  —@—Ankunftsdaten

Abbildung 31 Darstellung der Trypsinaktivitat (hydrolysiertes MCA in nmol/min) der verschiedenen Treatments
gegen das Larvenalter (dph) mit den Ankunftsdaten (0 dph bis 40 dph).

Die Trendlinien wurden mit einer Regressionsgerade dritten Grades erstellt. Diese stellen den interpolierten Verlauf
der Daten dar. Die Funktionen der Trendlinien sind links in der Abbildung zu finden. Die Gleichungen wurden
anhand der Treatmentnummer sortiert. Markiert in der Abbildung sind die Zeitpunkte der Verfiitterung von Artemia-

Nauplien und angereicherten Artemien, sowie der Zeitraum der Verfiitterung von Rotatorien und Copepoden. Eine
Legende zu den Pfeilen ist in Abbildung 26 zu finden.

In Abbildung 32 ist die Trypsinaktivitat im Zeitraum von 35 dph bis 56 dph dargestellit.
Hier ist zu erkennen, dass die Trypsinaktivitat der Treatments an 35 dph, 40 dph und
45 dph nur gering variiert. Die Treatments zeigen ahnliche Trypsinaktivitaten, wobei

Treatment 2 bis auf an 45 dph eine leicht héhere Aktivitat zeigt. Ab 45 dph steigen die
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Aktivtaten stark an und es sind deutliche Unterschiede in den Treatments zu erkennen:
Treatment 2 zeigt die hochste Trypsinaktivitat, gefolgt vom Kontrolltreatment. Die
Treatments 3 und 4 haben eine deutlich geringere Trypsinaktivitat und zeigen keinen
deutlichen Maximalwert an 50 dph. Die Unterschiede in der Aktivitat sind zu keinem

dieser Zeitpunkte signifikant.

Abbildung 32 gemittelte Trypsinaktivitat in den verschiedene Treatments nach Larvenalter in dph (35 dph bis
56 dph).

In den AbbildungenAbbildung 34 bisAbbildung 37 sind die Trypsinaktivitaten pro
Langengruppe dargestellt. Die Einteilung in Langengruppen wurde vorgenommen um
Treatment-ubergreifend Larven im selben ontogenetischen Entwicklungsstadium
vergleichen zu konnen. Da die Messgenauigkeit bei der Langenmessung 0,5 mm
betrug, wurden die Klassen anhand dieser Spannweite gebildet und innerhalb dieser
Klasse das arithmetische Mittel bestimmt. Die Verdauungsenzymaktivitat steigt mit der
Grol3e (Nolting et al., 2001; Salem et al., 2021). Da Fischlarven mit zunehmenden Alter
in der Lange auseinanderwachsen, werden bei der Zuordnung der Trypsinaktivitat zum
Alter unter Umstdnden verschieden grof3e Larven verglichen. Damit kdnnen zu
ermittelnde Unterschiede tberlagert werden. Mit der Einteilung in Langenklassen und
dem Vergleich zwischen den Treatments vergleicht man nur Larven in demselben

ontogenetischen Entwicklungsstadium aus den verschiedenen Treatments.

Die Abbildung 33 gibt eine Erklarung Uber die verwendeten Markierungen zur

Veranschaulichung der Fitterungszeitraume.
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Abbildung 33 Legende der Balkenbefillung flr die Langengruppierungsdarstellung (Trypsinaktivitit gegen
Langengruppen).

Die Balken stellen die Verfutterungszeitrdume der einzelnen Lebendfuttervarianten dar. Die Fullung der Balken
reprasentiert die einzelnen Lebendfutter. Ein vollausgefillter Balken zeigt die Verfutterung von angereicherten
Artemien beim jeweiligen Treatment. Ein leerer Balken stellt die Verfltterung von frischen Artemien dar. Ein
karierter Balken zeigt die Verfutterung von Copepoden in diesem Treatment. Ein Balken mit diagonalen Streifen
zeigt die Verfutterung von Rotatorien. Fur die Thesenuberprufung wurden in den Langengruppierungsdarstellungen
die Zeitpunkte eingetragen, bei denen das jeweilige Lebendfutter in Bezug zum Treatment beendet wurde. Die
Darstellung als Balken wurde gewahlt, da zu jedem Zeitpunkt in jedem Treatment eine Spannweite an Langen in
den Gruppen vorhanden war, welche durch die Balkendarstellung kenntlich gemacht werden konnte.

In der Abbildung 34 sind die gemittelten Trypsinaktivitdten der Treatments fur die
Langengruppen dargestellt und die Zeitpunkte eingetragen, bei denen das jeweilige
Lebendfutter in Bezug zum Treatment beendet wurde. Die verschiedenen Treatments

zeigen zwischen den Langengruppen schwankende Trypsinaktivitaten.
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Trotz dieser Schwankungen =zeigt sich, dass Treatment2 die hochsten
Trypsinaktivitaten aufweist. Dabei ist der Unterschied von Treatment2 zu allen
Treatments in den Langengruppen von 16,1 bis 16,5 mm und 17,1 bis 17,5 mm
signifikant. In den Langengruppen zwischen 16,6 mm und 17,0 mm und 18,1 mm und
18,5 mm zeigt Treatment 2 nur zu den Treatments 3 und 4 einen signifikanten
Unterschied. Aufgrund geringer Datenmengen, konnte in der Langengruppe von 18,6
bis > 20,0 mm durch RStudio keine Signifikanz bestimmt werden.

Die zweithéchsten Trypsinaktivitaten zeigt das Kontrolltreatment, welches keine

signifikanten Unterschiede zu den Treatments 3 und 4 aufwies.
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Abbildung 34 Darstellung der gemittelten Trypsinaktivitdten innerhalb der Ldngengruppen gegen die LarvengréRe
in Millimeter.

Die Balkenfarbe entspricht der Legende in der Abbildung. Eine Legende zu der Balkenbefiillung ist in Abbildung 33
zu finden.

In der Abbildung 35 sind die Kurven der verschiedenen Treatments leicht schwankend,
jedoch nimmt die Aktivitat mit der Lange zu. Anhand der Zeitpunkte, an denen die
einzelnen Lebendfutter beendet wurden, kann eine Einordnung in das Larvenalter

erfolgen.
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Es zeigt sich, dass die Langen der Larven mit zunehmenden Alter gréRere Varianzen
haben. Dies lasst sich vor allem an den beiden Artemien-Balken der Kontrollgruppe
erkennen: Der Balken der vorher beendeten Artemianauplienfutterung startet bei einer
Lange ab 5,0 mm und endet bei einer Lange von 8,0 mm. Der Balken der
angereicherten Artemienfutterung beginnt ebenfalls bei einer Lange ab 5,0 mm, endet
jedoch bei 10,5 mm. Diese Tendenz zeigt sich auch in Abbildung 20.

Eine Tendenz zeigt sich auch in den unteren Langengruppen. Die Treatments 2 und 4
sind in den GréRen zwischen 45 mm und 7,5 mm signifikant langer, als das
Kontrolltreatment. Die Tendenz nimmt mit zunehmender GréRe ab und die Treatments

gleichen sich mehr an einander an.
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Abbildung 35 Darstellung der gemittelten Trypsinaktivitédt innerhalb der Ldngengruppen bei allen Treatments
aufgetragen gegen Lange der Larven in Millimeter (2,5 — 10,5 mm).

Die Werte fir die Darstellung entsprechen denen aus Abbildung 27 bis Abbildung 32, mit dem Unterschied, dass
die Werte der Trypsinaktivitat den GréRBengruppen zugeordnet und anschlieBend gemittelt wurden. Als Balken
dargestellt, ist die Ldngenspanne der Larven zum Zeitpunkt, an denen der Ubergang von einem Futter zum
néchsten abgeschlossen wurde. Flr jeden Balken wird der Abschlusstag betrachtet. Die Balkenfarbe entspricht der
Legende in der Abbildung. Die Balkenfarbe entspricht der Legende in der Abbildung. Eine Legende zu der
Balkenbefiillung ist in Abbildung 33 zu finden.
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Die Abbildung 36 ist die Veranschaulichung der gleichen Daten aus Abbildung 35
durch eine polynomische Regression dargestellt. Es wurde eine polynomische
Regression dritten Grades gewahlt, da diese die Approximation des
Trypsinaktivitattrends innerhalb der Langenklassen von 2,5 mm bis 10,5 mm mit dem
hochsten BestimmtheitsmaR bei allen Treatments wiedergeben kann. Die
polynomische Regression wurde als Glattungsverfahren der Streuung der
Trypsinaktivitaten verwendet.
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Abbildung 36 Darstellung der Trypsinaktivitat (hydrolysiertes MCA in nmol/min) der verschiedenen Treatments
gegen die Larvenldnge in Millimeter (2,5 - 10,5 mm).

Die Trendlinien wurden mit einer Regressionsgerade dritten Grades erstellt. Diese stellen den interpolierten Verlauf
der Daten dar. Die Funktionen der Trendlinien sind links in der Abbildung zu finden. Die Gleichungen wurden
anhand der Treatmentnummer sortiert. Als Balken dargestellt, ist die L&ngenspanne der Larven zum Zeitpunkt, an
denen der Ubergang von einem Futter zum néchsten abgeschlossen wurde. Fiir jeden Balken wird der

Abschlusstag betrachtet. Die Balkenfarbe entspricht der Legende in der Abbildung. Die Balkenfarbe entspricht der
Legende in der Abbildung. Eine Legende zu der Balkenbefiillung ist in Abbildung 33 zu finden.

In der Abbildung 37 sind die Trypsinaktivitaten fur die Langengruppen ab 10,6 mm bis
zum Ende des Experiments dargestellt. Man sieht auch hier Schwankungen in der
Trypsinaktivitat mit zunehmender Lange. Alle Gruppen wurden zu diesem Zeitpunkt
bereits mit MD gefuttert.

In der Langengruppe zwischen 10,6 mm und 11,0 mm und 13,1 mm und 13,5 mm ist
das Treatment 2 signifikant gréRer als das Kontrolltreatment. Zwischen diesen

Langengruppen und bis zu einer Lange von 16,0 mm gibt es keine signifikante
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Unterschiede. In den Langengruppen von 16,1 mm und 16,5mm, 17,1 mm und
17,5 mm ist das Treatment 2 signifikant gréRer zu allen Treatments, in der Lange
zwischen 16,6 mm und 17,0 mm und 18,1 mm und 18,5 mm nur zu den Treatments 3
und 4. Aufgrund geringer Datenmengen, konnte in der Langengruppe von 18,6 bis >
20,0 mm durch RStudio keine Signifikanz bestimmt werden.

Abbildung 37 Darstellung der gemittelten Trypsinaktivitat bei allen Treatments aufgetragen zur Gré3e der Larven
in Millimeter (10,6 — 20,0 mm und > 20,0 mm).

Die Werte flr die Darstellung wurden auf dieselbe Weise wie in Abbildung 27 bis Abbildung 32 erhalten, jedoch
wurden die LarvengréfR3en gruppiert und die Aktivitdtswerte in den Gruppen gemittelt. Aufgrund einer ungleichen
GroRenverteilung waren keine Larven in der Langenklasse 19,1 mm — 19,5 mm fUr die Treatments 2 und 3
vorhanden. Dadurch entstand in der Grafik in dieser Langenklasse eine Liicke.
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3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Tabelle 14 Rangfolge der Treatments berechnet anhand eines Punktesystems in den Kategorien Mortalitatsrate,
Lange, Gewicht und Trypsinaktivitat.

Das beste Treatment in der Kategorie erhélt 4 Punkte, das Schlechteste 1. Das Treatment mit der hdchsten
Punktzahl hat die beste allgemeine Bewertung. Das Treatment mit der hochsten Punktzahl hat die beste allgemeine
Bewertung. Fur die Mortalitatsrate wird bei Treatment 4 der simulierte Verlauf betrachtet, welcher die
Kompensierung fur den technischen Fehler verwendet. Fir die Kategorie der Mortalitatsrate wird die hochste
Punktzahl fir die geringste kumulative Mortalitatsrate gegeben.

Treatment |Mortalitdtsrate |Ldnge |Gewicht |Trypsinaktivitét
Rang (Punkte) Gesamtpunktzahl| Gesamtwertung
2 4 4 3 13 2
4 3 3 4 14 1
1 1 1 2 5 4
3 2 2 1 8 3

Wie in Tabelle 14 dargestellt, fihrten die Artemientreatments Treatment 1 und
Treatment 2 in den Kategorien Lange, Gewicht und Trypsinaktivitat. In der Kategorie
Mortalitatsrate fuhrten die Treatments 2 und 4. Das Treatment 3 lag in allen Kategorien
bis auf Trypsinaktivitat auf dem letzten Platz.

Das allgemein beste Ergebnis zeigte das Treatment 2, gefolgt vom Kontrolltreatment,

Treatment 4 und zuletzt Treatment 3.

4.  Diskussion

Um die Auswirkungen verschiedener Fitterungsregime auf die proteolytische
Verdauungsenzymkapazitat und insbesondere den Effekt einer Artemienfitterung bei
Fischlarven von Sparus aurata zu untersuchen, wurde die Trypsinaktivitat

verschiedener Futtergruppen gemessen.

Dabei ist das Ziel dieser Arbeit gewesen, die durch die unterschiedlichen Futtermittel
beeinflusste Trypsinaktivitdt zu quantifizieren und anhand dessen und Wachstums-
und Uberlebensparametern unter dem Einfluss von Artemien zu qualifizieren. Daraus
sollte der Einsatz von Artemien zur Trypsinaktivitatserhohung bewertet und
Erkenntnisse zur Verbesserung der Wachstums- und Uberlebensrate gezogen

werden.
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4.1 Mortalitatsrate

Neben den Rulckschlissen auf das Entwicklungsstadium, in dem sich die
Goldbrassenlarven wahrend der hochsten Mortalitdten befinden, lasst die tagliche
Mortalitatsrate auch Rickschlusse auf die spatere Uberlebensrate zu und kann
Wachstumsphé&nomene erklaren. So kann beispielsweise bei einem Treatment mit
besonders hohem Wachstum die Erklarung in einem friihen hohen Absterben von
Larven zu finden sein: Durch das friihe Absterben der Konkurrenz, war mehr Futter far
die restlichen Larven vorhanden, wodurch die Energie in das Wachstum eingebracht

werden konnte statt in die Futterkonkurrenz.

Bei der Mortalitatsrate weist die Treatmentgruppe 2 die niedrigste Gesamtmortalitat
auf. Dieser Unterschied war signifikant (p <0,05) zum Treatment 3 und deutlich,
jedoch nicht signifikant zu den Treatments 1 und 4. Hierbei ist jedoch zu beachten,
dass die Gesamtzahl der verstorbenen Larven des Treatments 4 manuell angepasst
wurde, da eine hohere Mortalitat aufgrund eines technischen Fehlers verursacht wurde
(Ausfall eines Feeders). Eine Veranschaulichung ist in Abschnitt 3.1 (Abbildung 16) zu

finden.

Am ersten Tag ist eine relativ hohe Mortalitatsrate in allen Treatments zu erkennen.
Dies liegt daran, dass sich die Larven in den ersten Tagen an die
Umgebungsbedingungen gewthnen missen, welches eine Herausforderung an das
Uberleben darstellt. AuRerdem muss davon ausgegangen werden, dass nicht alle
Larven durch z.B. Schadigung oder ungunstige Bedingungen die Umsetzung bzw. den

Transport Giberlebt haben.

Die Mortalitdten im Zeitraum von Tag 7 bis Tag 24 folgen bei allen Treatments einer
Gaul3-Verteilung mit einem Peak an 12/13 dph bzw. 15 dph. Die Peaks in der Mortalitat
lassen sich anhand der die Verdauungsphysiologie der Larven erklaren
(s. Kapitel 1.3): Tag 7 liegt am Ende der dritten Lebensphase der Fischlarven, dem
fruhen Larvenstadium. In diesem Stadium existiert die exogene und endogene
Verdauung nebeneinander. Je weiter eine Larve sich in dieser Lebensphase
ausgebildet hat, desto wahrscheinlicher ist es, dass der Dottersack schon
aufgebraucht wurde und das Uberleben der Fischlarve durch eine ausschlieRlich

exogene Futteraufnahme gesichert werden muss.
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Dabei spielen viele Faktoren eine Rolle, wie erfolgreich ein Individuum bei der
effektiven Futteraufnahme ist: Das Aufbrauchen der Energiereserve bei der
Futteraufnahme, zufallige Variation der aufgenommenen Nahrungsmenge bei einem
Individuum, Verletzungen oder Deformationen oder auch Futterwegfral’ durch starkere

Konkurrenz sind einige Beispiele solcher Faktoren.

In dem Ubergang von endogener zu exogener Erndhrung, sind die Energiereserven
der Larven gering und schnell erschopft, wodurch die Kumulation von wenigen
Misserfolgen schon zu einem kritischen Lebensenergieverlust und damit zum

eventuellen Tod fihren kann.

Wie in Abbildung 16 zu sehen, sammeln sich die Maxima der Mortalitatsrate fur alle
Treatments im oben genannten Zeitraum. Auffallig ist hier, dass die Peaks der
Treatments 2 und 4 zeitlich nach hinten versetzt sind, zu den Mortalititspeaks der
Ubrigen Treatments. AulRerdem haben die Treatments 2 und 4 in ihren Peaks eine
geringere Mortalitdtsrate. Dies konnte bedeutet, dass die erste Etappe der
Futterungsregime dieser Treatments fur die Aufzucht von Larven geeigneter ist: Beide
Treatments bestehen zu diesem Zeitpunkt aus MD, Microalgen und der Copepodenart

Acartia tonsa.

Der Unterschied zwischen Treatment 2 und 4 liegt gegen Ende dieser Phase (ab
18 dph) bei Treatment 2, welches zusatzlich frische Artemien verfuttert bekommt. Hier
erkennt man anhand der kumulativen Mortalitatsrate, dass dieses Treatment ab dem
Verflitterungszeitpunkt der Artemien einen grolBeren Abstand zum Treatment 4

gewinnt und die Mortalitaten dort geringer sind.

Daraus lasst sich schlie3en, dass die Copepoden in Kombination mit den MD den
Verlust an Larven verringern kdnnen und fiir die erste Lebensphase geeigneter sind.
Dies deckt sich mit dem derzeitigen Kenntnisstand, dass Copepoden den
Nahrstoffbedarf der Fischlarven am besten deckt (Rasdi & Qin, 2014). Dieser Effekt

scheint durch Artemien zuséatzlich verstarkt zu werden.

Im weiteren Lebensverlauf, wahrend einer vollstandig exogenen Ernahrung, helfen die
aufgebauten Energiereserven bei der Kompensation der sich auf die Larven negativ
auswirkender Ereignisse, welche die Aufnahme von Nahrung beeinflussen

(,Hungerkapazitat®).
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Ein solches negatives Ereignis ist bei dem Treatment4 des Aufzuchttanks 9
vorgekommen. Der Feeder dieses Tanks ist zwischen 23 dph und 24 dph ausgefallen,
wodurch dieser Tank keine Futterungsevents mit micro diets erhielt. Durch die bereits
aufgebauten Energiereserven konnten die meisten Larven dieses Ereignis uberleben,
jedoch sind die Auswirkungen dieses Vorfalls im Peak an 27 dph sichtbar: Die
Individuen, welche durch den Ausfall ihre Energiereserven aufbrauchen mussten oder
durch Konkurrenzkampfe, um noch vorhandenes Futter, geschwacht waren, konnten

trotz wieder vorhandenem Futter, nicht tberleben.

Positiv aufgefallen ist, dass die Treatments, welche Artemien erhalten haben, im
Futterungszeitraum ab 22 dph geringere Mortalitdten aufwiesen, als die Treatments,
die keine Artemien erhalten haben. Die Unterschiede waren an einigen Tagen

signifikant.

Weiterhin auffallig ist der am Tag 10 auftretende Peak des Kontrolltreatments. An
diesem Tag haben alle Tanks dieses Treatments einen auffallig hohen Wert in der
Tagesmortalitat. Jedoch gibt es fur diesen Peak keine weiteren Auffalligkeiten oder

Erklarungen von Seiten der abiotischen Parameter oder technischer Vorfalle.

Ab 44 dph steigen die Mortalitatszahlen des Treatments 2. Daflr gibt es mehrere
maogliche Grinde. Zum einen kdnnen die Mortalitaten von Nahrungsmangel stammen,
durch die hohe anfangliche Uberlebensrate. Die Wahrscheinlichkeit dessen ist jedoch
gering, da zu diesem Zeitpunkt die Menge der MD der Uberlebensrate angepasst
wurde. AulRerdem sollten die Energiereserven der Larven in dieser Phase geniigen,

um einige Tage ohne Futter auszukommen und zu Uberleben.

Ein weiterer moglicher Grund fur die steigenden Mortalitdtszahlen in Treatment 2 ist
Kannibalismus. Fur die Mortalitdtszahlen wurden neben vollstéandig erhaltenen Larven,
auch Larvenrickstande (z.B. Schwanzflossen oder halbe Larven) als tote Larve
gezahlt. Dabei wurden Larvenrickstande in allen Treatments gefunden, jedoch wurde

nicht dokumentiert, ob ein Treatment eine besonders hohe Tendenz dazu aufwies.

Das Vorhandensein von Larvenrickstanden ist ein deutliches Indiz fur Kannibalismus
und wird zusétzlich unterstiutzt durch die Grél3enheterogenitat (Abbildung 20) ab dem
genannten Zeitpunkt. Fir moglichen Kannibalismus, muss die Grol3e des Jagers in

einigen Fallen nur 1,5 — 1,8 mal die Lange der Beutelarve sein (Baras & Jobling, 2002).
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Die GroRRenheterogenitat beglnstigt oder ermdglicht Kannibalismus vor allem im
Larvenstadium, da Larven im Verhaltnis zur Kérpergréf3e ein grol3es Maul haben und
Kannibalismus an Beutetieren austiben kénnen, die nur geringftigig kleiner sind (Baras
& Jobling, 2002).

Ein Ausléser fur den steigenden Kannibalismus ab diesem Zeitpunkt kann die
wachsende GrolRenheterogenitat in den Aufzuchttanks des Treatment 2 sein, welche
nicht nur den Kannibalismus auslésen, sondern auch die Dynamik des Kannibalismus
beeinflussen kann (Kestemont et al., 2003). Dies wuirde erklaren, warum im
Kontrolltreatment keine stark steigenden Mortalitaten zu erkennen waren, trotz einer
deutlichen GrofRenheterogenitat. Die Besatzungsdichte im Kontrolltreatment war,
durch das frihe Absterben durch weniger geeignetes Futter, geringer.

Auch wenn Kannibalismus eine sinnvolle mdgliche Erklarung fur die gegen Ende des
Versuches auftretende Erhdhung in der Mortalitatsrate darstellt, so kann auch hier die
Kumulation mehrerer Faktoren den tatséchlichen Beitrag geleistet haben.

Es sei angemerkt, dass Kannibalismus auch spontan sowohl in Einzelfallen als auch
Wiederholt auftreten kann, nur durch das Vorhandensein von hohen
GroRenhomogenitaten (Baras & Jobling, 2002; Kestemont et al., 2003). Dies
bedeutet, dass Kannibalismus auch in den anderen Treatments aufgetreten sein kann,
insofern dort eine GréRenhomogenitat vorhanden war, dies jedoch an dieser Stelle

nicht explizit betrachtet wird.

4.2  Trypsinaktivitat

Um die Auswirkungen verschiedener Fitterungsregime auf die proteolytische
Verdauungsenzymkapazitat und insbesondere den Effekt der Artemiafutterung bei
Fischlarven von Sparus aurata zu untersuchen, wird die Trypsinaktivitdt in den

verschiedenen Futtergruppen als Indikator verwendet.

In vorherigen Studien wurde festgestellt, dass das Ausmal3 und die Aktivitdt der
Verdauungsenzyme durch das Larvenalter und -grof3e beeinflusst werden und
zunehmen (Nolting et al., 2001; Salem et al., 2021). Deshalb wurde erwartet, dass mit
zunehmendem Alter und Lange die Enzymaktivitat steigt. Aus diesem Grund wurde

die Enzymaktivitat pro Tag und pro Lange betrachtet.
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Die Eintragung der Fitterungszeitrdume der Artemia und der Rotatorien- und
Copepodenfitterung in den Abbildungen dient der Thesenuberpriufung. Dabei wird
Uberpruft, ob eine kurzzeitige Artemienverfatterung (,Kiss of Artemia“) wahrend einer
Verfutterung von MD eine hdhere Trypsinproduktion in den Fischlarven anregt, als die
identische MD Verflitterung ohne Artemiazugabe und ob die Verfitterung von
Artemien im fortgeschrittenem Larvenalter zu positiven Effekten bei der Uberlebens-

oder Wachtsums fuhrt.

Die Trypsinaktivitat nach dem Larvenalter und die Trypsinaktivitait nach der

Larvenlange werden getrennt betrachtet.

4.2.1 Trypsinaktivitat nach dem Larvenalter
Bei der Betrachtung der Trypsinaktivitat nach dem Larvenalter wurde aufgrund von
Schwankungen in Treatment 2 eine Analyse der Trypsinaktivitdten pro Tank

durchgefihrt. Diese ist in Abschnitt 3.3.2 zu finden.

Der Unterschied in der Trypsinaktivitat zwischen den Tanks lasst sich zum Teil anhand
des Entnahmezeitpunktes der einzelnen Larvenproben erklaren. Die Tanks 11, 12 und
16 des Treatments 2 wurden zu ahnlichen Zeiten am Anfang beprobt. Tank 21 gehérte
jedoch zu den letzten beprobten Tanks. Dadurch war der Entnahmezeitpunkt der

Larven aus Tank 21 zeitlich versetzt.

Mit zunehmendem Alter und dem damit wechselnden Schwierigkeitsgrad bei der
Entnahme der Larven, kam es zu einer zuséatzlichen zeitlichen Verzégerung bei der
Beprobung bei den Aufzuchttanks, wodurch die Gesamtzeit der Beprobung?® zunahm.
Dadurch konnte es an einigen Tagen dazu kommen, dass eine Futterung wahrend der
Beprobung stattfand und die zu dem Zeitpunkt entnommenen Larven eine hohere
Trypsinaktivitat aufwiesen, als Larven, die vor der Futterung entnommen worden sind.
Auch konnte es durch die zeitliche Verzégerung dazu kommen, dass die gegen Ende
beprobten Tanks Larven enthielten, welche wieder ,ausnuchterten®. Dadurch zeigten
sich Schwankungen an der Trypsinaktivitat.

3 Die Futterungen fanden in gleichmagigen tber den Tag verteilt Abstédnden statt (s. Abschnitt 2.2.2.).
Eine Beprobung fand geplant zwischen zwei Fitterungen statt. Jedoch konnte aufgrund der Lange der
Beprobung eine Fitterung wahrenddessen stattfinden.
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In der Abbildung 30 zeigen sich Auffalligkeiten an 21 dph und 27 dph, an denen trotz
eventueller zeitlicher Verzégerung in der Beprobung, die Trypsinaktivitat aller Tanks

gesunken oder auf dem selben Level des vorherigen Probentages blieb.

Die Abnahme der Trypsinaktivitat an 21 dph lasst sich mit der Umstellung des Futters
erklaren. An 21 dph wurde die Verfitterung der Copepoden beendet. Zusatzlich wurde
ab 21 dph wahrend der Entwéhnung von GEMMA NEO 0 neben frischen Artemien
auch begonnen die grél3eren angereicherte Artemien zu verfuttern. Diese Umstellung
kann zum einen dazu gefuhrt haben, dass nicht die Ublichen Mengen an
Lebendnahrung gefressen wurde, da die grol3eren Artemien schwerer zu jagen waren,
als Copepoden. AufRerdem kann die EntwOhnung des Trockenfutters verhindert
haben, dass zuséatzliche MD als Trockenfutter aufgenommen wurde, da sich die
Larven an das neue Futter erst gewbhnen mussten. Da weniger Nahrung
aufgenommen worden ist, wurde auch weniger CCK ausgeschuttet, was zu einer

geringeren Trypsinaktivitat in allen Tanks gefihrt hat.

Bei der Betrachtung der Regressionsgeraden fur den Zeitraum von 4 — 30 dph ist zu
erkennen, dass die Treatments 2 und 4, welche Copepoden erhalten haben
(4 — 21 dph), bis 24 dph eine hdhere Trypsinaktivitat aufweisen, als die Treatments,
welche Rotatorien erhielten. Eine vorhergegangene Studie (Rasdi & Qin, 2014) zeigte,

dass Copepoden den Nahrstoffbedarf von Fischlarven besser decken konnten.

Die hohere Deckung des Nahrstoffbedarfes stammt von den hohen Gehalten an den
omega-3 Fettsauren EPA und DHA und freier Aminosduren (Rasdi & Qin, 2014). Diese
Fettsauren stimulieren die Ausschittung des sezernierenden Peptidhormon CCK
(Koven et al., 2002), welches die Synthese, Sekretion und den Stopp der Sekretion
von Trypsinogen steuert und die Verdauung und das Sattigungsgefuhl reguliert
(Drossou, 2006). CCK wirkt als Simulant fir Synthese und Sekretion der
Verdauungsenzyme im exokrinen Pankreas. Eine erhdohte Ausschittung von CCK
fuhrt demnach zunachst zu einer erhéhten Ausschittung von Trypsin (Tillner et al.,
2013).

Dies lasst darauf schliel3en, dass auch in der vorliegenden Arbeit die Copepoden den

Nahrstoffbedarf der Fischlarven besser decken konnten.
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Ab 18dph ist zu erkennen, dass die Steigung der Regressionskurve der
Trypsinaktivitat der Treatments 1 und 2 zunimmt. Dies kdnnte auf einen Einfluss der
Artemien auf die Trypsinaktivitdt hinweisen, da am selben Tag die Zugabe der

Artemien begann.

Eine zunehmende Steigung in der Regressionskurve ist ebenfalls in dem Treatment 3

erkennbar an 21 dph.

Das Treatment 4 zeigt aufgrund der Verfutterung von Copepoden zunachst eine hohe
Trypsinaktivitat. Jedoch &ndert sich bei dem Treatment die Steigung der
Regressionskurve bis 30 dph nicht. Dies bedeutet, dass Treatment 4 im Gegensatz zu
den anderen Treatments eine gleichbleibende Zunahme an Trypsin tber den Verlauf

von 30 Tagen zeigt. Eine Erklarung dafir konnte nicht gefunden werden.

Die ab 45 dph deutlich ansteigenden Trypsinaktivitaten in allen Treatments deuten auf
ein ab dem Zeitpunkt durchschnittlich hoheres ontologisches Entwicklungsstadium bei
den Larven aller Treatments hin. Mit dem Wachstum ist auch eine ansteigende

Trypsinkapazitat zu erwarten.

Die Messung an 50 dph zeigt die hochste durchschnittliche Trypsinaktivitat im
gesamten Versuchszeitraum bei allen Treatments. Dabei zeigen sich an dieser Stelle
zwei gegeneinander wirkende Trends, bei dessen Ausgleich ein Peak entsteht: Da die
Verdauungsenzymaktivitat mit der Gro3e des Individuums steigt (Nolting et al., 2001;
Salem et al.,, 2021) und Fischlarven mit zunehmenden Alter in der Lange
auseinanderwachsen (Abbildung 20), werden bei der Zuordnung der Trypsinaktivitat
zum Alter unter Umstanden verschieden gro3e Larven verglichen. Dadurch variieren

die Trypsinaktivitdten auch innerhalb der Treatments stark.

Durch den Beginn der Entwicklung des Magens wahrend Frihmetamorphose
(13,7 — 18,7 mm) ab etwa 40 dph (Koumoundouros et al., 2008; Moyano et al., 1996)

kommt ein weiterer Faktor fur die Varianz der Trypsinaktivitat hinzu.

Mit dem Beginn der funktionellen Magenentwicklung beginnt die Synthese von Pepsin
bei Fischlarven (Cahu & Zambonino-Infante, 1995; Ueberschar, 1999). Im Magen kann
die Proteinverdauung mit der Denaturierung und hydrolytischen Spaltung durch Pepsin
begonnen werden. Dadurch kommen nicht ganze Proteine, sondern Peptide im Darm

an, wodurch allgemein eine geringere Trypsinaktivitat im Darm notwendig ist.
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Die Vermischung von Trypsinaktivitdten von Larven verschiedener ontogenetischer
Entwicklungsstande fiuhrt dazu, dass am gleichen Tag Trypsinaktivitaten von Larven
betrachtet werden, bei denen die Magenentwicklung noch nicht begonnen hat
(steigende Trypsinaktivitat), als auch von Larven, wo dies der Fall ist (sinkende

Trypsinaktivitat).

Mit zunehmender Verschiebung des ontogenetischen Entwicklungsstadiums der
Larven in Richtung der Spatmetamorphose (20,4 — 34,4 mm) (Koumoundouros et al.,
2008) nimmt die Trypsinaktivitdt ab. Dies wirde den Peak in der Trypsinaktivitat
erklaren, jedoch kann die aus der Literatur zitierte Erklarung hier nicht tberprift

werden, da in dieser Arbeit keine Messung der Pepsinaktivitat stattfand.

Durch die genannten Aspekte ist die Aussagekraft der Trypsinaktivitat beim Bezug

zum Alter vor allem bei alteren Larvenstadien geringer.

4.2.2 Trypsinaktivitat nach der Larvenlange

Bei der Betrachtung der Trypsinaktivitat zur L&ngengruppierung zeigen die
verschiedenen Treatments variierend stark-schwankende Trypsinaktivitaten. Diese
Schwankungen lassen sich darauf zurlckfihren, dass der Darminhalt und die Menge
des aufgenommenen Futters bei den Fischlarven unterschiedlich sein kann und damit
auch die Menge an ausgeschuttetem Trypsin unterschiedlich ist. Mit zunehmendem
Alter nimmt die Spannweite der Larvenlange zu. Dies bedeutet, dass in einer
Langengruppierung auch Larven mit unterschiedlichem Alter reprasentiert sein
konnen. Dies ist wichtig zu beachten, da dadurch innerhalb einer Langenklasse die
Larven teilweise unterschiedliches Futter bekommen haben kénnen. Damit kann die

das Futter in Darm wéahrend des Entnahmezeitpunktes ebenfalls schwanken.

Die oben genannten Faktoren kénnen den Mittelwert der Trypsinaktivitat gleichzeitig
beeinflussen, wodurch Schwankungen entstehen. Auch kdnnen die starken
Schwankungen in den Langengruppen auf die geringen Mengen der Larven in den

einzelnen Langenklassen ab 16,0 mm bis 20,0 mm zuriickgefuhrt werden.
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Da entweder keine oder keine repradsentative Menge an Larven in diesen
Langengruppen vorhanden waren, wurde die Trypsinaktivitdt stark durch die
gefressenen Menge und den Zeitpunkt der Beprobung beeinflusst. Dies bedeutet, dass
die durchschnittliche Trypsinaktivitat stark von der Trypsinaktivitdt der vorhandenen
Larven abhangig war. Wenn eine Larve in dieser Gruppe gehungert hatte, war der

Durchschnitt stark verzerrt.

Bei der Betrachtung der Trypsinaktivitaten nach den Langenklassen zeigt das
Treatment 2 die hdchste durchschnittliche Trypsinaktivitdit vor dem Ende der
Frihmetamorphose (18,5 mm), gefolgt vom Kontrolltreatment und Treatment 3. Das
Treatment 4 zeigt die geringste durchschnittliche Trypsinaktivitat. Die Unterschiede
zwischen den Treatments zeigen jedoch einen Trend auf: Die Gruppe der Treatments,
welche Artemien erhalten haben, weisen gegen Ende des Versuches eine héhere

durchschnittliche Trypsinaktivitat auf.

Fir eine mogliche Erklarung der héheren Trypsinaktivitat von Treatment 2 im Vergleich
zum Kontrolltreatment, muss die Ernahrung wahrend der ersten 32 Tage betrachtet
werden. Die Treatments dieser Gruppe, haben sowohl frische als auch angereicherte
Artemien Uber unterschiedlich langen Zeitrdumen erhalten. In dieser Studie wird
versucht zu zeigen, dass der Zusatz von Artemien einen positiven Einfluss auf die
Trypsinaktivitat hat. Demnach muisste das Kontrolltreatment, da es Uber einen
langeren Zeitraum Artemien bekommen hat, eine hdhere durchschnittliche
Trypsinaktivitat aufweisen, als das Treatment 2. Dies ist bei Betrachtung der
durchschnittlichen Trypsinaktivitat in den Langengruppen zwischen 15,0 bis 19,0 mm
nicht der Fall. Es scheint, dass eine langere Verflutterung von Artemien nicht fir den

Unterschied zwischen den Treatments verantwortlich ist.

Eine andere mogliche Erklarung fir den Unterschied der Trypsinaktivitat liegt im Erhalt
verschiedener Erstfutter: Das Kontrolltreatment erhielt in der ersten Futterungsphase
zunachst nur Rotatorien, das Treatment 2 erhielt von der ersten exogenen Fltterung
bereits MD und Copepoden. Bei den Lebendfuttern ist bekannt, dass Copepoden
durch die omega-3 Fettsduren EPA und DHA eine hohere Deckung des
Nahrstoffbedarfes erreichen und damit eine hohere Ausschittung von CCK
stimulieren, welches zu einer erhéhten Ausschittung von Trypsinogen fuhrt (Rasdi &
Qin, 2014).
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Die Zugabe von MD als zusétzliche Quelle von Nahrstoffen, kdnnte ebenfalls zu einer
hoheren Deckung des Nahrstoffgehalts beigetragen haben. Der positive Effekt der
Zugabe von MD ist ebenfalls beim Vergleich des Treatment 1 und 3 vor der Zugabe
der Artemien erkennbar. Bis Tag 18 zeigt das Treatmentl eine geringere
Trypsinaktivitat im Vergleich zu Treatment 3, welches an Tag 15 signifikant ist. Die
Treatments 1 und 3 unterscheiden sich bis Tag 18 im Futterungsregime nur durch die

Zugabe von MD.

Der positive Einfluss der Artemien auf die Trypsinaktivitdt zeigt sich auch beim
Vergleich der Treatments 2 und 4. Die Treatments 2 und 4 unterscheiden sich im
Futterungsregime nur durch den Zusatz von Artemien bei Treatment 2. Aus dem
Abschnitt 3.3.2 (insbesondere Abbildung 31 und Abbildung 37) Iasst sich schliel3en,
dass der Zusatz von Artemien zu einem signifikanten Unterschied in der

Trypsinaktivitat ab einer Gréf3e von 16,5 mm bis 18,5 mm gefihrt hat.

Diese Beobachtungen zeigen, dass als Erstfutter die Verfitterung von Copepoden mit
MD geeigneter ist als die Verflutterung von Rotatorien. Die friihere Umstellung auf eine
reine Verfutterung von MD kann ab 21 dph erfolgen. Die Zugabe von Artemien zeigte
einen positiven Effekt auf die Trypsinaktivitat und eine Senkung der Mortalitét.
AuRerdem zeigte die verkurzte Artemienzugabe von neun Tagen (,Kiss of Artemia®)

keine nachgewiesenen Nachteile gegeniber einer Zugabe von 15 Tagen.

Es kann in dieser Arbeit ebenfalls bestatigt werden, dass mit gro3erer Lange, die
Trypsinaktivitat grundsatzlich zunimmt (Nolting et al., 2001; Salem et al., 2021).

4.3 Wachstumsrate und Trockengewicht
Bei der Wachstumsrate lassen sich sowohl das Hohen-, als auch das
Langenwachstum und das Trockengewicht betrachten.

Beim Hohenwachstum zeigten sich in der Lebendfutterphase keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Treatments. Erst ab 35 dph wiesen die Treatments,
welche Artemien erhalten hatten, eine Tendenz auf, eine grol3ere H6he zu erreichen.
Gegen Ende des Versuchszeitraumes waren jedoch keine signifikanten Unterschiede

Zu erkennen.
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Beim Langenwachstum zeigt sich, dass die beiden Treatments 2 und 4 in den Tagen
6 dph und 18 dph am besten gewachsen waren. Dabei zeigt das Treatment 4 die
grofdte Langenzunahme in dieser Zeit. An der Halfte dieser Tage war die Lange der

beiden Treatments signifikant grof3er zu den Treatments 1 und 3.

Daraus lasst sich schlie3en, die Verfutterung von Copepoden als Erstlebendfutter
geeigneter war, als die Verflutterung von Rotatorien. Diese Beobachtung deckt sich mit
den Beobachtungen aus 4.2 und mit der Literatur (Drillet et al., 2011; Rasdi & Qin,
2014).

Ebenfalls deckt sich diese Beobachtung mit der Zunahme des Gewichtes. In den
ersten 18 Tagen hatte das Treatment 4 das hdchste Gewicht, gefolgt von Treatment 2.
Der Unterschied von Treatment 4 zu den anderen Gruppen war erst ab 15 dph
signifikant. Ab diesem Zeitpunkt hatte das Treatment 2, welches eine éhnliche Lange

zu Treatment 4 hatte, jedoch ein &hnliches Gewicht zu den Rotatorientreatments.

Letzteres lasst sich durch die Betrachtung der Mortalitaten erklaren: Die Mortalitaten
der Gruppe 4 waren durchgangig gréRer als die in der Gruppe 2. Zu diesem Zeitpunkt
wurde jedoch die Menge an Futter noch nicht der Besatzdichte bzw. der
Uberlebensrate angepasst, wodurch die Larven des Treatments 2, mit der geringer
Mortalitatsrate, pro Capita weniger Futter bekamen. Vermutlich war das Gewicht in

dieser Gruppe deshalb bei gleichem Futter geringer.

Ab 21 dph zeigten die Larven des Treatments 2 das grof3te Wachstum, wahrend die
Larven des Treatment 4 wieder eine ahnliche Lange zu den anderen Gruppen zeigten.
Auch zeigte sich eine geringere Gewichtszunahme bei Treatment 4 und eine starkere
Gewichtszunahme bei Treatment 2. Dies kann durch die Umstellung des Futters ab
18 dph erklart werden. Ab 18 dph wurde die Lebendfutterverfutterung fur Treatment 4
beendet und diese Gruppe wurde nur noch mit micro diet gefluttert. Das Treatment 2
erhielt statt Copepoden frische Artemianauplien. Treatment 4 erhielt dadurch
scheinbar weniger geeignetes Futter, wodurch das Wachstum in die Lange und die
Gewichtszunahme eingeschréankt wurde. Das Treatment 2 hingegen konnte den
Vorsprung im Trockengewicht und L&angenwachstum durch das geeignetere
Anfangslebendfutter von Copepodennaulpii (Rasdi & Qin, 2014) durch den Einsatz

durch Artemien halten und ausbauen.
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Dies deckt sich mit vorangegangenen Studien, bei denen eine Gewichts- und
GroRRenzunahme bei Fischlarven festgestellt wurde, welche zusatzlich zu MD Artemien
erhielten (Kolkovski et al., 1997).

Dies geschah jedoch nur solange die Verflitterung von Artemien in Treatment 2 erfolgt
war. Dies lasst sich daran erkennen, dass nach Beendigung der Artemienverfitterung
an 26 dph der Unterschied in der durchschnittlichen Lange der Treatmentgruppe 2 zu

den restlichen Treatments stetig geringer wird.

Der Wachstumsschub durch Artemien lasst sich auch in der Kontrollgruppe erkennen:
Obwohl die Kontrollgruppe in den ersten 15 Tagen schlechter gewachsen war, als die
restlichen Gruppen, zeigte sich ab 18 dph ein LAngenwachstumsschub, welcher sich
auf die Zugabe von Artemien zurlckfihren lasst. Auch zeigt sich in der Kontrollgruppe
ein rapider Anstiegt im Trockengewicht nach der Zugabe von Artemien. Der positive
Einfluss von Artemien auf das Wachstum wurde auch von Tillner et al. (2013) gefunden
werden und deckt sich mit den Beobachtungen zur Wachtsums- und

Gewichtszunahme aus Kolkovski et al. (1997).

Die ab 30 dph starke Steigung in der Lange der Kontrollgruppe kann mehrere
Ursachen haben und spiegelt sich auch im Trockengewicht wieder. Ein Grund kann
die Zugabe von micro diet zum Ublichen Futter gewesen sein. Jedoch erhielten auch
die anderen Gruppen das selbe Trockenfutter und zeigten keine Auffalligkeiten beim

Wachstum.

Ein anderer Grund fir einen starken Langenzuwachs ware der Bezug von zusatzlichen
Nahrstoffen. Eine Méglichkeit diese zu erhalten, ware durch z.B. Kannibalismus. Die
in den kleineren Larven vorhanden omega-3 Fettsauren und Enzyme koénnen den
Nahrstoffbedarf der groReren wachsenden Larven besser decken (Rasdi & Qin, 2014),
als MD. Durch diesen Zusatz an Nahrstoffen, hatte die Kontrollgruppe die Mdglichkeit

ab diesem Zeitpunkt besser zu wachsen.

Wie in 4.1 angemerkt, kann Kannibalismus sowohl spontan in Einzelfallen als auch
Wiederholt nur durch das Vorhandensein von hoher Gré3enheterogenitat auftreten
(Baras & Jobling, 2002; Kestemont et al., 2003). Eine Gr63enheterogenitat ist, wie aus
Abbildung 20 zu entnehmen, in allen Treatments gegeben, wodurch die Moglichkeit

plausibel ist.
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Jedoch mdusste sich dieser mdgliche Kannibalismus, wie bei Treatment2 in
Abschnitt 4.1., in den Daten der Mortalitdtsrate wiederspiegeln. Diese deutliche
Zunahme ware in den Mortalitaten erkennbar gewesen. Da dies nicht der Fall ist, ist

es nicht plausibel, dass die Wachstumszunahme alleine auf Kannibalismus beruht.

Ein anderer Grund fur die Zunahme der Lange und des Trockengewichtes, ware eine
durch die Grof3enheterogenitat ungerechte Futterverteilung. Schon ab 30 dph ist eine
sichtbare GroélRenheterogenitat in Abbildung 20 bei dem Treatment 1 zu erkennen.
Dies zeigt sich durch die Grol3e des Interquartilsabstandes. Es ist zu erkennen, dass
eine Tendenz zur Aufspaltung der Larvenlangen in zwei Kategorien vorhanden ist.
Dadurch gibt es Larven, welche eine gewisse Grof3e erreicht haben und dadurch den
kleineren Larven die Nahrung wegfressen kdnnen. Die dadurch gut ernéhrten Larven,
nehmen an GréRe zu. Die Larven, welche nur eine geringe Menge an Nahrstoffen
bekommen kénnen, wachsen langsamer. Die groReren Larven profitieren mit der Zeit
mehr, da sie eine groRere Menge an Nahrung den kleineren Larven wegfressen
kénnen, wodurch sich eine Aufspaltung in zwei Trends entwickelt. Dies sieht man
daran, dass der Interquartilsabstand mit zunehmendem Larvenalter grof3er wurde

(Aufspaltung in zwei Gré3engruppen).

Die gut ernédhrten und dadurch schneller gewachsenen Larven konnten friher einen
héheren ontogenetischen Entwicklungsstand (Frihmetamorphose; 13,7 — 18,7 mm)
erreichen. Dadurch war es ihnen friiher mdglich mit der Ausbildung eines funktionellen
Magens zu beginnen und die im Futter vorhandenen Nahrstoffe effizienter zu nutzen.
Durch die effizientere Nutzung der N&hrstoffe, konnten den ausgebildeteren Larven

schneller mehr Gewicht und Lange anlegen. Dies ist in Abbildung 20 erkennen.

Der Grund, warum die anderen Treatments diese Tendenz nicht so stark aufzeigen,
ist da es bei diesen Gruppen scheinbar nicht zu einer so starken Aufspaltung
gekommen ist. Jedoch kann mit dieser Erklarung der positive Langfristige-Effekt einer

Artemienzugabe Uber 15 Tage bei Treatment 1 nicht ausgeschlossen werden.
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5. Versuchs- und Methodenkritik

Die Akkumulation verschiedener variabler Faktoren auf ein beobachtetes Ergebnis
kann dazu fuhren, dass aus den Daten eindeutige Schliisse schwerer zu gewinnen
sind und mehrere Interpretationsmaoglichkeiten entstehen. Dies bedeutet, dass bei
vielen sich verandernden Variablen wahrend eines Versuches die Auswirkungen einer
einzelnen Variable nicht eindeutig zu erkennen sind. Die Auswirkungen einzelner
Variablen vermischen sich mit den Auswirkungen verschiedener anderer Variablen.
Diese konnen zusammen so auf das Ergebnis wirken, dass eine eindeutige

Interpretation erschwert wird.

Mit zunehmendem Alter und der damit verbesserten Schwimmfahigkeit, konnten die
Larven den Fangversuchen bei der Beprobung besser entkommen. Dadurch
verlangerte sich die Dauer der Probennahme pro Tank, wodurch sich die Gesamtzeit
der Beprobung erhohte. Bei gleichbleibender Reihenfolge der Aufzuchttanks verschob
sich der Zeitpunkt der Entnahme starker bei Tanks am Ende der Beprobung. Dadurch
konnte trotz gleichzeitiger Fitterung bei einigen Larven schon eine Verdauung
stattfinden, wohingegen bei anderen der Darm das noch unverdaute Futter enthielt.
Dadurch konnte nicht die tatsachliche Basisenzymaktivitdit gemessen werden,
wodurch der Darmflllungsgrad als Co-Variable zu den individuellen

Aktivitatsschwankungen hatte berlcksichtigt werden missen.

Die Akkumulation dieser variablen Faktoren konnte dazu fuhren, dass die
Trypsinaktivitdt der Gruppen verzerrt dargestellt wurde. Diese Verzerrungen
erschweren die Interpretation der Ergebnisse und die daraus resultierenden
Schlussfolgerungen. Eine weitere Verzerrung der Trypsinaktivitat entstand durch
Futterungen, welche durch zeitliche Verschiebung der Beprobung wéhrend der
Probennahme stattfanden.

Beide Kritikpunkte kénnten durch die Verschiebung des Beprobungszeitpunktes und
Erhéhung der an der Beprobung beteiligten Personen behoben werden. So wiirde eine
Beprobung vor der ersten Fitterung mit mehreren Personen die Gesamtzeit und die
mogliche zunehmende Zeit der Beprobung verringern und die individuellen
Schwankungen bei der Messung der Basisenzymaktivitat durch den Darmftllungsgrad

begrenzen.
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Jedoch wirde eine Zunahme an Personen potentiell zu anderen Verzerrungen fuhren.
Unbewusste menschliche Praferenzen kdnnen bei der Probennahme zu kinstlich
eingebrachten Tendenzen fuhren. Beispielsweise konnten die Daten auf die Tendenz
einer groReren LAngenzunahme eines Tankes hinweisen, wo die anderen Tanks des
selben Treatments groflere Streuungen aufweisen. Aus den Daten ist nicht zu
entnehmen, ob es sich dabei um einen menschlichen Faktor oder um eine faktische

Tendenz handelt.

Ein weiterer Fehlerfaktor ist die Messgenauigkeit bei der Aufnahme der
Wachstumsparameter. Die Messgenauigkeit von +0,5mm bei einer etwaigen
Endlange der Larve von 20 mm ergibt eine Messungenauigkeit von 2,5 %. Diese
Messungenauigkeit fuhrte neben den oben genannten Verzerrungen zu einer héheren
Streuung in den Daten. Mit einer héheren Messgenauigkeit kénnte die Streuung

reduziert werden und die Tendenzen klarer aufgezeigt.

Desweiteren wére fur diese Arbeit eine Analyse der Pepsinaktivitat von Vortell
gewesen, um einen definitiven Zeitpunkt fur die Entwicklung eines funktionellen
Magens bestimmen zu kbénnen. Somit hatte die aus der Literatur gebildete Erklarung

der Peaks in der Trypsinaktivitat tberprift und belegt werden kdénnen.
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6. Schlussfolgerung und Aussicht

In dieser Studie zeigte sich, dass die Zugabe von Artemien sich positiv auf die
Trypsinaktivitdt von Goldbrassenlarven (Sparus aurata) ausgewirkt hat. Dabei liel3en
sich bei der verkirzten Artemienzugabe von neun Tagen (,Kiss of Artemia“) keine
erkennbaren Nachteile fur die Trypsinaktivitat gegentber der Artemienzugabe tber 15

Tage aufzeigen.

AuBBerdem konnte Kombination von Copepoden und MD als Erstfutter die
Anfangsmortalitdt erheblich senken. Dieser Effekt konnte durch die Zugabe von
Artemien gesteigert werden, sodass ein signifikanter Unterschied in der Mortalitatsrate
von Treatment 2 gegeniber den Treatments 1 und 3 erkennbar war. Es wurde im

Allgemeinen beobachtet, dass die Artemienzugabe die Mortalitatsrate senkte.

Wahrend der Zugabe von Artemien wurde ein positiver Effekt auf das Wachstum und
die Gewichtszunahme festgestellt, welcher im Fall der verkirzten Zugabe nur bis zur
Beendigung dieser anhielt. Im Fall der Zugabe von Artemien Uber 15 Tage konnte ein
positiver Langzeit-Effekt nicht ausgeschlossen, jedoch auch nicht eindeutig

nachgewiesen werden.

Fur den Ausschluss oder Nachweis eines Langzeiteffektes bei der Zugabe von
Artemien Uber 15 Tage musste eine weitere Aquakultur-Studie erfolgen, welche den
direkten Vergleich der Artemienzugabelange betrachtet. Zur Ausschlielung der
Erstfuttereffekte, missten mindestens zwei Gruppen von verschiedenen Erstfuttern

gebildet werden, welche jeweils beide Zugabezeitrdume betrachten (vier Treatments).

In Betracht der bedeutenden Aspekte zur Eignung der Futterungsregime fiur die
Aufzucht von Goldbrassenlarven zeig die Co-Futterung von Copepoden mit micro diet
als Erstfutterung und einer kurzen Artemienzugabe (Treatment?2) das beste

Gesamtergebnis.
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Anhang

8. Anhang
8.1 Darstellungen zur Veranschaulichung des AulRenbeckens

Abbildung 38 Fotographische Darstellung des Auf3enbeckens. Foto: Dr. Bernd Ueberschér, BioServe



Anhang
8.2 Mengen der MD pro Treatment

Abbildung 39 Menge der verfutterten MD in Gramm Uber den Versuchszeitraum fiir das Treatment 1 in den Tanks
1,8, 17 und 20.

Aufgrund des spaten Weaning wird in diesem Treatment erst ab Tag 30 mit MD gefiittert. Die auftretenden starken
Schwankungen stammen wahrscheinlich von den Anpassungen der Feeder.
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Abbildung 40 Menge der verfitterten MD in Gramm Uber den gesamten Versuchszeitraum fir Treatment 2 in den
Tanks 11, 12, 16 und 21.

Die Schwankungen der verfiitterten Menge sind gering. In der klein Eingeblendeten Graphik sind die
Futterungstage 4 dph bis 20 dph vergréRert dargestellt. Die Legende bezieht sich auf beide Diagrammteile.
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Treatment 3
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Abbildung 41 Menge der verfitterten MD in Gramm Uber den gesamten Versuchszeitraum fir Treatment 3 in den
Tanks 2, 4, 19 und 24.

Die Schwankungen der verfutterten Menge sind gering. In der klein Eingeblendeten Graphik sind die Fltterungstage
4 dph bis 20 dph vergroRert dargestellt. Die Legende bezieht sich auf beide Diagrammteile. Fehlende Mengen
(AusreiRer) wie in Tank 2 Tag 36 und 37 stammen von Problemen mit den Feeders durch z.B. Impulskontaktverluste
oder -ausfalle.
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Abbildung 42 Menge der verfiitterten MD in Gramm Uber den gesamten Versuchszeitraum fir Treatment 4 in den
Tanks 6, 9, 14 und 18.

Die Schwankungen der verfltterten Menge sind gering. In der klein Eingeblendeten Graphik sind die
Fitterungstage 4 dph bis 20 dph vergréRert dargestellt. Die Legende bezieht sich auf beide Diagrammteile. Die an
Tag 23 und 24 in Tank 9 ausgefallene Menge hangt mit einem Ausfall des Feeders zusammen. Dieser Ausfall
verursachte die in 3.1 erhdhte Mortalitatsrate.
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8.3  Mortalitatsraten pro Treatments

Abbildung 43 Darstellung der kumulativen Mortalitatsrate in Prozent und der gemittelten téglichen Mortalitatsrate
in Prozent des Kontrolltreatments wahrend des Versuchszeitraumes.

Es wird von 4500 Larven pro Tank bzw. 18000 Larven pro Treatment ausgegangen.

Abbildung 44 Darstellung der kumulativen Mortalitétsrate in Prozent und der gemittelten taglichen Mortalitatsrate
in Prozent des Treatments 2 wahrend des Versuchszeitraumes.

Es wird von 4500 Larven pro Tank bzw. 18000 Larven pro Treatment ausgegangen.
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Abbildung 45 Darstellung der kumulativen Mortalitatsrate in Prozent und der gemittelten taglichen Mortalitétsrate
in Prozent des Treatments 3 wahrend des Versuchszeitraumes.

Es wird von 4500 Larven pro Tank bzw. 18000 Larven pro Treatment ausgegangen.

Abbildung 46 Darstellung der kumulativen Mortalitétsrate in Prozent und der gemittelten téglichen Mortalitétsrate
in Prozent des Treatments 4 wahrend des Versuchszeitraumes.

Es wird von 4500 Larven pro Tank bzw. 18000 Larven pro Treatment ausgegangen.
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Abbildung 47 Darstellung der kumulativen Mortalitatsrate in Prozent und der gemittelten taglichen Mortalitatsrate in
Prozent des Treatments 4 wahrend des Versuchszeitraumes.

Bei dieser Darstellung wurde der technische Fehler in Tank 9 des Treatments bertcksichtigt und eine Annahme

der Werte basierend auf den restlichen Tanks des Treatments getroffen. Es wird von 4500 Larven pro Tank bzw.
18000 Larven pro Treatment ausgegangen.
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