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Zusammenfassung

Okosysteme unserer Erde befinden sich durch anthropogene Einfliisse im stetigen Wandel.
Durch indirektes Eingreifen, aber auch durch direkte Interaktion der Meeresressourcen mit
den Menschen, ist die Gewinnung solcher Giiter aus dem Meer zunehmend gemindert. Dies
hat die Notwendigkeit von Alternativen in der Beschaffung und Kultivierung der Ressourcen,
sowie deren Erhalt zur Folge. In der Zukunft kdnnten interne Ablaufe und Unterschiede in den
Austern, sowohl wahrend als auch auBerhalb der Brutphase fiir Forschungszwecke verfolgt
werden. Des Weiteren kann durch den Einsatz von reproduzierbaren Endoskopie- Methoden
bei der Bohrung von Austernschalen die Rolle der Larvenbewegung und deren Einfluss auf den
Nahrungstransport und die Partikelselektion, analysiert und bestimmt werden.

In einem Versuchszeitraum von 24 Tagen werden die zwei Austernarten Crassostrea gigas und
Ostrea edulis vor Eintritt in die Versuchsbecken gesaubert und desinfiziert. Fiir die Bohrung
wird durch Testbohrungen an den Austernschalen verstorbener Tiere eine Auswahl an sechs
Bohrern bzw. Frasern erprobt und ihrer Eignung ausgewertet. Es werden anterior und ventrale
Bohrpositionen zwischen und auf der oberen Schalenhalften im Kiemenbereich gebohr. Dabei
werden unterschiedliche Bohrwinkel an den Versuchstieren der Austernarten C. gigas und O.
edulis getestet.

Die Endoskopie der Mantelhohle unter Verwendung eines Industrie- Endsoskops, ermoglicht
die Bewertung die Anwendbarkeit, sowie die Bohrpositionen und -winkel in den
Austernschalen.

Fiir die Bohrung der Schale mit einem Durchmesser von 4 mm stellt sich der vierschneidige
Fraser mit Zentrumschnitt als die Methode heraus. Die Bohrposition zwischen den
Schalenhalften ermoglicht weitlaufige Bilder des Kiemenbereichs bis hin zu den Palpen. Mit
der Industrie-Endoskop-Kamera (1080P HD-Endoskop) inklusive automatischem Fokus kann in
einem Zeitfenstern von bis zu 7 min qualitatives Bildmaterial aufgezeichnet werden, wo eine
deutliche Strémung innerhalb der Mantelhéhle der Austern sichtbar ist. Die zwischen den
Schalenhalften ventral gebohrten Austern wiesen einen im Vergleich starkeren Einstrom und
die ventral an der oberen Schale gebohrten Austern wiesen umgekehrt einen starkeren
Ausstrom durch das Bohrloch auf. Die Versiegelung des Bohrlochs in der Austernschale mit
einem kinstlichen Verschluss, bestehend aus einer Plastikschraube und Silikonkleber bzw.
Bienenwachs ermdglicht eine beschleunigte Heilung.
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1 Theorie

Die globalen Okosysteme unserer Erde befinden sich in einem stetigen Wandel. Einige werden
von der Kraft der Natur moduliert, viele andere hingegen durch anthropogene Einflussnahmen
(Pogoda 2019b).

Durch die enorme Fliche der marinen Okosysteme von 362*10% km? und deren Vielfalt
(Gerdes 2009), werden Veranderungen der Gegebenheiten oftmals erst mit einer groRen
zeitlichen Verzogerung erkannt. Benthische Organismen, wie die Austern, sind in ihrer adulten
Lebensphase sessile Lebewesen und ortsgebunden (Haelters 2009; Wegmdiller 2014), weshalb
ihre Observation im Gegensatz zu mobilen Organismen zugdnglicher und damit eindeutiger
ist und ein Riickgang leichter verzeichnet werden kann.

Durch indirektes Eingreifen, aber auch durch direkte Interaktion der Meeresressourcen mit
den Menschen, ist die Gewinnung solcher Gliter aus dem Meer zunehmend gemindert. Das
macht die Notwendigkeit von Alternativen in der Beschaffung und Kultivierung bedeutend.

Eine Alternative bietet die Aquakultur, welche in ganz Europa aber explizit auch in
Deutschland grolRes Wachstum und soziokulturelle, aber auch wirtschaftliche Bedeutung
erlebt. Dies wird bei der robusten AusternArt Crassostrea gigas deutlich, die unter den
Austern die wichtigste wirtschaftliche Bedeutung weltweit hat und im Jahr 2020 {ber
dreiundzwanzigmal mehr Tonnen in der Produktion durch die Aquakultur erlangt hat, als
durch die Fischerei erreicht wurde (FAO 2021, 2022; Gercken und Schmidt 2014). Um der
wachsenden Nachfrage nach marinen Ressourcen im Lebensmittel-, Kosmetik- und
Medizinsektor, aber auch in der Technik nachkommen zu kdnnen, bedarf es einer standigen
Entwicklung neuer Verfahren und neuer Prozesswege, sowie Optimierungen fir die
Steigerung der Wirtschaftlichkeit und des Ertrages. Eine Optimierung dieser
Aqguakulturprozesse stellt nicht nur eine wirtschaftliche Chance dar, sondern auch eine Chance
fir die Okologie und deren Diversitit.



1.1 Crassostrea gigas

Heute zahlt die Crassostrea gigas zu den am starksten globalisierten wirbellosen
Meerestieren, welche in vielen Regionen die Aquakultur von Muscheln und wilden
Populationen dominieren. Die Art etabliert sich zunehmend, mit dem destruktiven Potential,
einheimische Arten zu verdridngen und Lebensrdume sowie Okosysteme zu verdndern (FAO
2016; Ruesink u. a. 2005).

Obwohl, dass in der heutigen Zeit nach Rilov G, Crooks JA (2009) kein marines Taxon infolge
der Einflhrung invasiver Arten ausgestorben ist, wird ein Rickgang der einheimischen Arten
durch die direkte oder indirektere Einflussnahme dieser vernommen. Es kann zur Dezimierung
der Art flhren, bis hin zu lokalem Artensterben, welches durch Konkurrenz ausgeldst wird
(Byers 2009).

Die EinfUhrung der C. gigas aus Japan spielte fiir die Kiistenwirtschaften auf der ganzen Welt
eine wichtige Rolle und dient zur Aufrechterhaltung der Kultur und Traditionen der
Austernfischerei und des Anbaus (Herbert u. a. 2016; IUCN 2000). Gleichzeitig gelten die nicht
heimischen Arten als eines der wichtigsten Biosicherheitsprobleme der Moderne (Herbert
u.a. 2016; Humphreys u. a. 2014; IUCN 2000). Durch die Einfihrung C. gigas und deren
Resistenzfahigkeit gegenliber Krankheiten, konnte das Problem der Austernaufzucht zunachst
gelost werden. AuRerdem zeichnet sie sich durch eine hohe Resistenz gegeniiber
Umwelteinflissen und eine enorme Anpassungsfahigkeit aus, was zu einer weltweiten
Verbreitung fliihrte und somit C. gigas zu der wichtigsten Auster der Wirtschaft machte (FAO
2021; Humphreys u. a. 2014; Mo6hl 2008).

Im Gegensatz zu den meisten Muscheln sind Austern alternierende Hermaphroditen, weshalb
sie ihr Geschlecht im Laufe ihres Lebens mehrfach wechseln kdnnen (Mohl 2008). Die
Pazifische Auster wachst im ersten Jahr als Mannchen heran, wahrend sich im zweiten Jahr
ein Teil der Population in Weibchen umwandelt und (berwiegend in dieser
Geschlechteraufteilung verbleibt (M6hl 2008).

Die Eier und Spermien der C. gigas werden gleichzeitig in das Meerwasser abgegeben und die
Befruchtung findet im freien Wasser statt (Mohl 2008). Da es sich bei der Pazifischen Auster
um eine Mindungsart handelt, werden sie sich am Ende des, je nach Erndhrung und
Temperatur 2-4 Wochen andauernden, pelagischen Larvenstadiums an festen
Bodensubstraten, Felsen, Schutt und anderen Muscheln von der unteren Gezeitenzone bis in
Tiefen von 40 m anhaften (FAO 2016; Troost 2010).



1.2 Ostrea edulis

In Europa zahlt die Europdische Austernart Ostrea edulis mit ihrer einzigartigen dkologischen
Bedeutung als Schliisselart und tragt damit maRgeblich zu Biodiversitat, Erhalt und Stabilitat
des Okosystems bei (Pogoda 2019b; Schmitt u. a. 2022).

AuRerdem ist die O. edulis neben einer wertvollen Schliisselart auch ein Okosystem-Ingenieur,
weil sie durch ihrer Ansammlungen Okosystem-Strukturen aufbauen und Riffe entstehen
lassen (Schmitt u.a. 2022). Diese Austernbdanke werden als Hotspots der Biodiversitat
bezeichnet, da sie als Siedlungssubstrat einen Laichgrund, sowie zahlreiche Versteck- und
Nahrungsmoglichkeiten fir andere Lebewesen bieten (Pogoda 2019a). Die Europaische
Auster kommt in flachen Kiistenregionen bis in Meerestiefen von 30-50 m vor und wachst mit
der unteren Schale auf einem harten Untergrund fest, wahrend sie mit der typisch flachen
Schale oben schlieRt (Schmitt u. a. 2022).

Indem die Muscheln ihre Schalen leicht 6ffnen und Meerwasser durch ihre Kiemen stromt,
reduzieren sie als Filtrierer toxische Algenbliten und verbessern die Wasserqualitat. Durch
das. Durch das Filtrieren des Wassers gewinnen Muscheln daraus Sauerstoff, aber vor allem
Nahrung in Form von mikroskopisch kleinen Algen. Pro Tag kann eine Europaische Auster bis
zu 240 Liter filtrieren (Schmitt u. a. 2022), was sie zu einem wichtigen Bindeglied zwischen
Benthos und Pelagial macht. Indem sie loses Sediment in Form von Plankton oder organischen
Schwebestoffen festigen, erreichen sie eine Wertsteigerung des umliegendes Okosystems
(Beck u. a. 2011; Pogoda 2019a).

Eine erhohte Nachfrage sowie verbesserte Fangtechniken flihrten in der Vergangenheit zum
Ressourcenabbau und zur Zerstorung von Austernbdnken und ihren Riffstrukturen innerhalb
der europdischen Nordsee (Korringa 1946; Pogoda 2019a). Um den Riickgang der
Austernpopulationen zu verhindern, fanden mehrere Bestandsaufstockungsprojekte statt, die
hauptsachlich auf Umsiedlungen basierten. Der stetige Rickgang der Bestande der O. edulis
konnte durch diese MaRnahmen jedoch nicht verhindert werden. Im Gegenteil, neben
Krankheiten, wie auch durch den Mensch initiierte Transfere von Austern innerhalb, sowie
zwischen den Kontinenten (Bromley u. a. 2016), verstarkten invasive Arten, wie z.B. die
Pazifische Auster, das Verschwinden der O. edulis zusatzlich. Die Kiistenzerstorung verscharfte
die Situation zusatzlich. Austernriffe wurden weltweit bis heute an den Rand des funktionalen
Aussterbens gebracht (Beck u. a. 2011; Gercken und Schmidt 2014). Dies fihrte dazu, dass
auch die Fischerei im 19. Jahrhundert einen Riickgang erlitt (Korringa 1946; Yonge 1960).
Heute gibt es nur noch vereinzelt natlirliche Austernbdnke der O. edulis in GroRRbritannien,
Irland, Frankreich, den Niederlanden, Ddnemark und in Norwegen (Beck u. a. 2011; Haelters
2009). Aus diesem Grund und wegen ihrer besonderen 6kologischen Funktion wird heute
versucht den Erhaltungszustand der Riffe zu bewahren, oder diesen wieder herzustellen (BfN
2008).

Die Europdischen Austern sind konsekutiv rhythmische Hermaphroditen, weshalb sie ihr
Geschlecht immer wieder zwischen méannlich und weiblich wechselt (Colsoul u. a. 2021; Maohl
2008). Bei der Fortpflanzung geben die Mannchen ihre Spermapakete ins Wasser ab, die dann
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in den Weibchen die Eier befruchten (Mohl 2008; Schmitt u. a. 2022). Die Brutphase der
Larven in den Elterntieren kann je nach Temperatur 7-17 Tage andauern, bevor die 10- 15
tagige pelagische Larvenphase und spater die Niederlassung auf geeignetem Substrat folgt
(Colsoul u. a. 2021).

1.3 Schale der Austern

Die Austern besitzen eine ovale bis birnenartige Form, bestehend aus zwei Schalenhalften mit
einer rauen Oberflache. Bedingt durch das Anhaften, bildet sich die untere Schale eher flach
aus und wird mit dem oberen Deckel verschlossen, weshalb sie zu den Rudisten gezahlt
werden (Remane, Storch, und Welsch 1986). Die Schale dient als Schutz der Mollusken vor
Raubern und bildet das Skelett und den Verankerungspunkt der Muskeln (Gosling 2003).

Fiir eine Befestigung der Schale am Substrat sorgen die sich im FuB befindenden FuBdriisen,
welche eine Flissigkeit ausscheiden, die anschlieRend erstarrt und fiir eine feste
Anzementierung sorgt. Nur frei liegende Austern sind in der Lage sich aktiv durch das
RickstoBprinzip fortzubewegen.

Die Schale selbst besteht aus drei Lagen. Dem duReren und diinnen Periostracum, welches die
Bruchsicherheit erhéht und vor bohrenden FralRfeinden oder dem Einfluss von Wasser
schiitzt. Beim Periostracum handelt sich um eine organische Schicht aus Conchiolin, die
wiederkehrend zum Zusammenhalt zwischen den Ubrigen Schalenschichten auftaucht
(Remane, Storch, und Welsch 1986; Wehner und Gehring 1995). Darunter folgt die
Prismenschicht, die aus Argonit und Calcit besteht. Im Anschluss folgt das sogenannte
Ostracum, welches eine diinne Perlmuttschicht im Inneren der Auster ist, die sich das
Conchiolin als Bindemittel fir die Argonitkristalle zu Nutze macht (Remane, Storch, und
Welsch 1986).

Die Farbe und Form der Austernschale variiert je nach Art. Wahrend die obere Schalenhalfte
bei der Europdischen Auster flach geformt ist, zeigt sich die untere gewdlbt. Bei der
Pazifischen Auster sind die ungleichen Schalenhalften dagegen langer ausgezogen und die
untere Schalenhalfte fallt im Vergleich tiefer aus.

Das Ligament sorgt fiir das Spreizen der Schalenhélften und ist somit der Antagonist zum
SchlieBmuskel.

Insgesamt sind die Schalen fest und dick und zeigen konzentrische Ringe auf ihrer Oberflache.
Bei Embryonen ist die Schale noch als einheitliches Plattchen angelegt, wird jedoch wahrend
der Larvenphase zu einer paarigen Klappe geknickt (Remane, Storch, und Welsch 1986;
Wehner und Gehring 1995). Von den Wirbeln aus beginnt die Verkalkung und schreitet an den
Randern voran, wahrend die Larvenschale an den Wirbeln erhalten bleibt (M6hl 2008). Dieser
Schalenaufbau bendtigt nach K. Mohl (2008) einen nicht unerheblichen Teil des gesamten
Energiebedarfs.



1.4 Austernbrutstatte Helgoland

Das Alfred-Wegener- Institut ist eine Stiftung des offentlichen Rechts und gehort der
Helmholtz- Gemeinschaft, der groRten Wissenschaftsorganisation Deutschlands an. Als
Helmholtz-Zentrum fiir Polar- und Meereisforschung arbeitet das AWI liberwiegend in den
kalten und gemaRigten Regionen auf der Erde. Durch ihre Zusammenarbeit mit nationalen
und internationalen Partnern kénnen komplexe Prozesse der Erde entschlisselt oder lang-
bzw. kurzfristige Schwankungen entdeckt werden.

Das AWI hat bereits 2016 mit dem RESTORE-Projekt zur Wiederherstellung der Bestande der
Europaischen Auster O. edulis in der deutschen Nordsee, begonnen (AWI 2022b). Mit Hilfe
des PROCEED- Projekts folgte im Jahr 2018 der Versuch, die bedrohte Art der O. edulis, mit
dem Aufbau einer nachhaltigen Produktion von Saataustern ein langfristiges
Wiederansiedlungsprogramm in der Nordsee zu schaffen (AWI 2022a). Dazu werden in der
Brutstatte Helgoland jedes Jahr etwa 180 adulte Europaische Austern aus Schottland und
GroRbritannien durch Temperatur- und Futteranpassung zur Fortpflanzung konditioniert, um
im Anschluss der simulierten Saison Millionen von Larven zu erhalten. Diese Larven
durchlaufen die planktonische Larvenphase, worauf im Anschluss, mit Hilfe der Zementdrise,
die Ansiedlung auf alten Austernschalen folgt. Im letzten Schritt der Projekte ist das RESTORE-
Team fir die Aussiedlung der Saataustern im Borkumer Riffgrund zustandig (Abbildung 1)(AWI
2019).

Konditionierung der Elterntiere
(spezifische Futterversorgung und Erhdhung der
Wassertemperatur)

Aufzucht der Larven bis zur
Ansiedlungsphase

Quaranténe der
Elterntiere

Ansiedlung der Larven
als single seeds in der
Micronursery oder als
spat-on-shell/
spat-on-reef

Aufzucht der
Saataustern in der

Nursery bis zu einer

Ausbringung in der GroRe von 22 mm
Deutschen Bucht

Abbildung 1: Schritt-fiir-Schritt-Schema fiir die Reproduktion von Austern in einer Austernaufzuchtanlage. Von der
Quarantdne lber die Konditionierung, Aufzucht und Ansiedlung der Larven, sowie Aufzucht und Ausbringung der Saataustern.
© B. Colsoul und C. Zapitis (AWI)



1.5 Inhalt und Ziel der Arbeit

Die nachfolgende Arbeit untersucht Bohrungsmoglichkeiten von Austernschalen lebender
Tiere und eine anschlieRende Endoskopie zur Verfolgung interner Ablaufe bzw. des
Larvenfortschritts bei britenden Gattungen.

Das Ziel der Bachelorarbeit ist die Methodenentwicklung fiir eine reproduzierbare Bohrung
der Schale einer lebenden Auster im Bereich der Kiemen und anschlieRender Endoskopie der
Mantelhohle.

Zur Beurteilung dessen werden folgende Hypothesen aufgestellt und untersucht:

e Ein kiinstlich geschaffenes Bohrloch fiihrt zu einer mafigeblichen Veranderung der
durch die Atmung initiierten Strémung in der Mantelhdhle (H1).

e Ein kiinstlicher Verschluss des Bohrlochs tragt zu einer kiirzeren Reparaturzeit der
Schale bei (H2).

e Die Verwendung eines halbstarren Industrie-Endoskops ermoglicht eine detaillierte
Einsicht der Mantelhohle im Bereich der Kiemen (H3).

e Ein Bohrloch in der Austernschale und die Einflihrung eines Endoskops, ohne die
Verletzung der Organe, verursacht keine Einschrankungen fiir die Austern (H4).

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnen interne Ablaufe und Unterschiede, speziell bei der
briitenden Gattung Ostrea, sowohl wahrend als auch auBerhalb der Brutphase fiir
Forschungszwecke verfolgt werden. Des Weiteren kann die Rolle der Larvenbewegung und
deren Einfluss auf den Nahrungstransport und die Partikelselektion in Zukunft, durch den
Einsatz von reproduzierbaren Endoskopie Methoden, analysiert und bestimmt werden.

Im Zeitraum vom 21.03.2022 bis zum 11.04.2022 wurden die Experimente fiir diese
Bachelorarbeit in Kooperation mit dem Alfred-Wegener-Institut und der zugehérigen
Austernbrutstatte auf Helgoland durchgefiihrt.



2 Material und Methoden

Im Nachfolgenden Kapitel wird die Beschaffung der Versuchs-Austern, deren Akklimatisierung
und Pflege wahrend des Versuchs, sowie die verwendeten Materialien zur Bohrung und des
kinstlich eingesetzten Verschlusses erldutert und das Vorgehen aller Schritte erklart.

2.1 Pflege der Austern

Die acht Austern der C. gigas (7-16 cm Schalenlange) wurden im Marz 2022 im Helgolander
Hafenbecken gesammelt, wahrend elf Tiere der O. edulis (7-9 cm Schalenldange) aus einer Farm
in Loch Ryan (Schottland) importiert wurden. Die Tiere wurden von Bewuchs befreit und die
AuRenschale in einem 3,6- prozentigem (C. gigas) bzw. 2,0-prozentigem (O. edulis) Sodium
Hypochlorit Bad desinfiziert. Die Desinfektion wurde auf Grund des natirlichen
Herkunftsortes der C. gigas und dem Arbeitsplatz in einer Zuchtanlage héher konzentriert, um
Kontaminationen innerhalb der Gebaude vorzubeugen.

Beide Arten wurden zu Beginn in einem thermokonstanten Raum bei einer Wassertemperatur
von 8 °C (% 0,5) und zehn Tage spater bei einer Wassertemperatur von 12,5 °C (+ 1), einem
Salzgehalt von 32 psu (£ 1), einem pH-Wert von 8,0 (£ 0,3) und einer O,-Sattigung von 11 mg/I
(£ 2) gehaltert. Pro Becken (10 I) wurden vier bis finf Austern in einem Durchflusssystem
gehalten und alle zwei Tage mit der verdiinnten ,Shellfish Diet 1800“ gefiittert.

In Anbetracht der Besonderheit, dass die Gattung Ostrea ihre Nachkommen ausbriitet und
speziell die Larven der O. edulis als sehr empfindlich gelten, ist ab der Befruchtung der
Gameten besondere Vorsicht bei der Einhaltung der erforderlichen Bedingungen im System
der Brutstatte, aber auch in der zeitlichen Vorbereitung der nachfolgenden Arbeitsschritte fir
einen Bruterfolg geboten.

Nach der Brutphase der Larven in den Elterntieren folgt die pelagische Larvenphase und spater
die Niederlassung der Larven. Fiir die Niederlassung auf dem Substrat ist in der Brutstatte
Helgoland eine Vorbereitungszeit von genau zwei Wochen notwendig. Durch eine Bohrung
und der Verwendung eines Endoskops kann in diesem Arbeitsbereich bereits wahrend der
Konditionierung festgestellt werden, ob oder wie weit entwickelt die Larven zu diesem
Zeitpunkt bereits vorhanden sind.



2.2 Bohrung und Endoskopie der Mantelhohle

Die Bohrung der Austernschale wurde mit einer Standbohrmaschine (Optimum B23Pro) und
einem Fraser mit Zentrumschnitt (@: 4 mm, Typ N, 30°) durchgefiihrt. Zur Stabilisierung und
zur Fixierung der Tiere wadhrend der Bohrung, dienten ein Schraubstock, zwei kleine
Kantholzer (20 cm x 6 cm x 2cm), sowie zwei Softbleikissen (5 Ib). Diese wurden je nach Form
der Austern in Position gebracht und manuell mit dem Schraubstock und Kanthélzern fixiert,
bevor mit der Frasung in die Schale begonnen wurde (Abbildung 2). Wahrend der Bohrung
wurde der Bohrpunkt kontinuierlich mit Meerwasser aus einer 250 ml Spritzflasche gespiilt.
Die Bohrung mit dem Standbohrer erfolgte Millimeter flr Millimeter, bis kein Widerstand

mehr zu spliren bzw. zu héren war und das Spiilwasser in das Innere abgelaufen ist.

Abbildung 2: Bohrungen der Austern mit der Standbohrmaschine Optimum B23Pro. a) Horizontale Positionierung einer O.
edulis (22) auf einem Bleikissen (5 Ib) fiir eine ventrale Bohrung auf der oberen Schalenhdlfte. b) Vertikale Ausrichtung und
Fixierung der O. edulis (40) mit einem Schraubstock fiir eine ventrale Bohrung zwischen den Schalenhdilften. c) Vertikale
Fixierung der C. gigas (2.4) mit Kanthélzern (20 cm x 6 cm x 2cm) und zwei Bleikissen (5 Ib) fiir eine anterior-ventrale Bohrung.
©Helena Kolb

Die Frasposition wurde bei allen Tieren im Inhalationsbereich des Atemwassers gewahlt. Bei
einigen wurden die Locher in die obere Schalenhalfte gefrast, wahrend bei anderen die
Position zwischen den Schalenhalften erprobt wurde, um anschlieBend die Endoskop-Kamera

einfihren zu kénnen.

Flr die Beobachtung der Mantelhdhle wurde der Versuchsaufbau in Anlehnung an den Aufbau
von J.E. (Ward u. a. 1991) durchgefiihrt und die Spitze des Endoskops mit einem Durchmesser
von 3,9 mm (1080P HD-Endoskop), durch das entsprechende Loch in der Schale, eingefiihrt.
Als Lichtquelle dienten acht LEDs um die wasserdichte IP67-Inspektionskamera herum, die
durch drei Helligkeitsstufen genligend Licht flir dunklere Gegebenheiten lieferte. Das mit dem
Industrie-Endoskop aufgenommene Material konnte auf einem 4,3-Zoll-Vollfarb-LCD-
Bildschirm mit einer Auflésung von 1920 x 1080P-Pixeln verfolgt werden und anschlieBend auf
einer 32 GB Speicherkarte gesichert werden.

Die Positionierung des Endoskops im Inneren wurde manuell durchgefihrt.



Die Aufnahme des Bildmaterials begann mit dem Einfiihren des Endoskops in das Innere und
dauerte zwischen 0,5-2 h an. Die Pumpaktivitdt konnte teilweise bereits 5 min nach der
Endoskopeinfiihrung identifiziert werden und durch Zugabe von Uranin mit einer 5 ml Pipette
in der Nahe des Inhalationsbereichs bzw. der Perforation visualisiert werden.

Zur Beobachtung der Atmungsaktivitdt nach der Bohrung bzw. Endoskop-Einflihrung, wurde
eine GoPro (Hero 4) vor die Aquarien gestellt und das Video-/ Bildmaterial auf einer 64 GB
Speicherkarte gesichert.

Die endoskopischen Beobachtungen der Mantelhéhle von O. edulis bzw. C. gigas
konzentrierten sich auf den Kiemenbereich, da dort der Futtertransport stattfindet und die
Atmungsaktivitat festgestellt werden kann. AulRerdem werden die Embryonen und Veliger-
Larven in den Kiemen der Gattung Ostrea ausgebritet.

2.3 Kinstlicher Verschluss der Bohrung und dessen Einfluss auf die Reparatur der
Schale

Neben der Bohrung der Schale und der Einfihrung eines Endoskops wurde zusatzlich die

Auswirkung eines kiinstlichen Verschlusses mittels zwei verschiedener Materialien auf ihre

Anwendbarkeit getestet und die Auswirkungen auf die Reparatur der Schale beobachtet.

An vier Austern (Abbildung 4Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.) wurde
ein kiinstlicher Verschluss aus einer Kunststoffschraube mit einem 4 mm Durchmesser und
einer Lange von 3-7 mm (je nach Schalendicke) getestet. Die Schraube wurde erst auf die
entsprechende Lange zugeschnitten und anschlieRend die Schnittkanten entgratet (Abbildung
3). Danach wurden die Schrauben im Trockenen mit einem Tropfen Silikonkleber (WACKER
Elastosil E43) in das Bohrloch der Austern geklebt und nach einer Stunde in das
Durchflusssystem gelegt.

|I|I'|II|I|IIII||Il|‘I
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bbildung 3: Beispiel einer

Abbildung 4: Die Aufnahmen zeigen mit Silikon kiinstlich verschlossene Austern.

Links C. gigas mit dem ventralen Verschluss auf der oberen Schalenhdlfte (1.2 u. 1.5) zugeschnittene Kunststoffschraube
und rechts O. edulis mit ventralem Verschluss an der oberen Schale (37) bzw. zwischen (@= 4 mm) mit entgrateter
den Schalenhdlften (95). ©Helena Kolb Schnittkante. ©Helena Kolb

Nach dem Ablésen der Silikon-Verschlussvariante wurde eine weitere Verschlussart mit
derselben Kunststoffschraube und erwarmten Bienenwachs an zwei Europaischen Austern
(37, 95) getestet. Dazu wurden 20 g Bienenwachs-Pellets in einem Becherglas erwarmt, bis
diese durch den Magnetriihrer zu einer homogenen Flissigkeit wurde. Zum VerschlieRen der
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Perforation wurde das Gewinde der zugeschnittenen Schraube (Abbildung 3) mit Hilfe einer
Pinzette in das fllissige Bienenwachs getunkt und mit einem leichten Wachstberschuss in das
ventrale Bohrloch auf der oberen Schale (37) bzw. zwischen den Schalenhilften (95)
eingesetzt und angedrickt (Abbildung 5). Die Austern konnten im Anschluss direkt ins
Durchflusssystem gelegt werden, wo das Bienenwachs weiter erhartete.

Im Falle der Ablosung eines Verschlusses, wurde dieser mit identischem Vorgehen wieder an
der Auster erneuert und zurlick ins Becken gelegt.

Abbildung 5: Kiinstlicher Verschluss des Bohrlochs mit Bienenwachs bei O. edulis. Links die ventrale Verschlussposition
zwischen den Schalenhdlften (95) und rechts auf der oberen Schale (37). ©Helena Kolb
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3 Ergebnisse

3.1 Gesundheit der Austern

In Vorversuchen wurden im ersten Schritt alte Schalen der O. edulis mit unterschiedlichen
Bohrern bzw. Frasern getestet. Dabei wurde speziell auf die Handlichkeit der Bohrer und auf
die Feinheit der Bohrloécher geachtet. Die Feinheit der Bohrung ist sowohl fiir eine
reibungslose Einflihrung des Endoskops als auch fiir einen moglichst geringen Flachenschaden
in Form von Rissen in der Schale der Tiere wichtig, weshalb auBerdem auf mogliche
Vibrationen und Erschitterung wahrend der Bohrung mit unterschiedlichen Bohrern geachtet
wurde. Der Stress sollte dadurch moglichst gering flr die Austern gehalten werden.

Bei den Pazifischen Austern wurden, bei einer Dauer von 17 Tagen, zwei tote Tiere
verzeichnet. Ein Kontrolltier der C. gigas ohne Bohrloch (2.5) starb einen Tag nach der
Desinfizierung mit der Chlorlésung. Eine weitere verstorbene Pazifische Auster mit Bohrloch
(1.1) wurde zwei Tage nach der Bohrung aus dem Becken entfernt.

Bei der Europdischen Art wurde drei Tage nach der Bohrung eine kontinuierlich schlechter
werdende Reaktionsgeschwindigkeit des Versuchstiers Nummer 70 festgestellt, was nach dem
Versuch zum Tod fiihrte.

3.2 Vorversuche zur Wahl eines geeigneten Bohrers

Die Auswahl des geeignetsten Bohrers erfolgte aus flnf verschiedenen Bohr- bzw. Fraser-
Typen. Hierzu gehorten der Metall-, Stein- und Holzbohrer, sowie eine Diamantbohrkrone und
ein Fraser mit Querschnitt (Abbildung 6Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden
werden.).

Abbildung 6: a) Holzbohrer b) Holzbohrer mit Hohlschliff c) Steinbohrer d) Metallbohrer e) Diamantbohrkrone f)
Diamantbohrkrone aus der Vogelperspektive g) vierschneidiger Fréiser mit Zentrumschnitt. ©Helena Kolb

In Vorversuchen wurden im ersten Schritt alte Schalen der O. edulis mit unterschiedlichen
Bohrern bzw. Frasern getestet (Abbildung 7). Dabei wurde speziell auf die Handlichkeit der
Bohrer und auf die Feinheit der Bohrung geachtet.
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Abbildung 7: Erste Bohrversuche an alten Schalen der O. edulis (F= Friser, MB= Metallbohrer, SB= Steinbohrer, DB=
Diamantbohrkrone, HB= Holzbohrer). ©Helena Kolb

Erste Versuche mit dem Steinbohrer zeigten mit seiner keilformigen Spitze und den
vergleichsweisen stumpferen Schneiden ein anfanglich erschwertes ansetzten des Bohrkopfs
auf der Schale und sorgten im Vergleich zu anderen Bohrtypen fiir eine zerschmetterte
Oberflache des Kalkgehauses.

Die scharfen Kanten des Holzbohrers erreichen ein feineres Bohrprofil und ermdéglichten am
Anfang der Bohrung, durch die herausragende Spitze des Bohrers, eine gezielte Anvisierung
und Bohrung der gewiinschten Position. Die Spitze des Holzbohrers steht einige Millimeter
hervor und geht dem eigentlichen Bohrdurchmesser von 4 mm voran, weshalb Verletzungen
des unterliegenden Gewebes innerhalb der Austern entstehen kénnen.

Als Weiterentwicklung wurde ein Holzbohrer mit Hohlschliff erstellt und getestet. Mit diesem
kann das vorher erwahnte Problem vermieden und gleichzeitig das feine Bohrprofil des
Holzbohrers erzielt werden.

Mit Hilfe des Metallbohrers wurde, dhnlich wie beim Holzbohrer, ein feineres Ergebnis im
Bohrprofil erreicht. Doch die kegelférmig zulaufende Spitze des Bohrers erschwert zu Beginn
ein sauberes Ansetzen des Bohrers durch weniger Auflageflache. AuBerdem war dhnlich wie
bei dem Stein- und Holzbohrer eine starkere Fixierung der Austernschalen nétig, damit diese
nicht der Rotation der Bohrung folgten.

Die Diamantbohrkrone und der vierschneidige Fraser mit Zentrumschnitt zeigen beim
Ansetzten des Bohrers, durch ihre groRe Auflagefliche, eine héhere Stabilitat und laufen
wahrend der Bohrung weniger Gefahr von der Bohrposition abzurutschen. Sowohl die
Diamantbohrkrone als auch der Fraser erhielten unter allen Bohroptionen die feinste
Oberflachenbeschaffenheit.

Unterschiede wiesen sie jedoch bei der Art der Durchfiihrung als Bohrung bzw. Frasung auf.
Die Bohrkrone bohrt bei geeignetem Material einen Bohrkern mit dem Durchmesser von 4
mm heraus, welcher ganz oder teilweise bis zum Ende der Bohrung in der Krone verweilt. Das
fiir die Kontrolle des Bohrfortschritts notige An- und Absetzten der Krone, fiihrte teilweise
zum Abldsen bereits herausgebohrter Schichten des Bohrkerns und verstarkte damit den
aufkommenden Eintrag an Schalensplittern, die beim Durchbohren der Perlmuttschicht,
wegen fehlendem Widerstand aus der Mantelh6hle, in das Innere der Austern gedriickt
wurde. Bei Bohrungen mit der Bohrkrone gelangen deshalb vermehrt Splitter mit einer Dicke
von + 1 mm und einem Durchmesser von + 2 mm in das Innere der Organismen.
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Aufgrund der Bewertung der Ergebnisse wurde fiir den weiteren Verlauf der Untersuchung
der Fraser mit Zentrumschnitt ausgewahlt. Dieser frast das Material der Kalkschale vollstandig
heraus, sodass dieses in Form von Staub bzw. dickfllssiger Masse kontinuierlich durch das
Schneideprofil abgeleitet werden konnte. Der Abtransport des Materials konnte durch die
Spllung mit Seewasser unterstitzt werden und trug gleichzeitig zur Kithlung der Bohrstelle
bei.

3.3 Bohrposition und -winkel

Die nachfolgende Tabelle beinhaltet die Informationen (iber die Bohrpositionen, sowie den
Bohrwinkel und den teilweise angebrachten kiinstlichen Verschluss an den Pazifischen
Austern (Tabelle 1).

Tabelle 1: Die Tabelle beinhaltet die Bohrposition, den Bohrwinkel, sowie zusditzliche Anmerkungen beziiglich der

Verschlussart von den Versuchstieren der C. gigas (1.1-2.6). Die mit * gekennzeichneten Tiere wurden in vertikaler Position
gebohrt, wahrend die tibrigen Bohrungen in horizontaler Lage durchgefiihrt wurden.

Nummerierung Bohrposition Bohrwinkel Anmerkung

1.1 ventral, obere Schale 90° offenes Bohrloch

1.2 ventral, obere Schale 90° verschlossenes Bohrloch mit
Silikon

1.3 ventral, obere Schale 90° offenes Bohrloch

1.4 ventral, obere Schale 90° offenes Bohrloch

1.5 ventral, obere Schale 90° verschlossenes Bohrloch mit
Silikon

2.1 ventral zw. Schalen 30° * offenes Bohrloch

2.2 ventral, obere Schale 40° offenes Bohrloch

2.3 Kontrolle - -

2.4 anterior zw. 30° * offenes Bohrloch

Schalenhalften
2.5 Kontrolle - -
2.6 Kontrolle - -

Fiir die Bohrung der Pazifischen Art, sind die Bleikissen zur Positionierung und Fixierung besser
geeignet. Dort schmiegen sich die Unebenheiten der Schale ideal an das Bleikissen an, welches
neben weniger Erschiitterungen auch fir eine bessere Handlichkeit sorgt.

Die Schalen der C. gigas (1.1-1.5) wurden in horizontaler Lage im 90° Winkel gebohrt, wahrend
die Auster (2.2) fur ein 40° Bohrwinkel in eine Schieflage mit Hilfe der Bleikissen gebracht
werden musste, um eine stabile und zielgerichtete Bohrung zu erreichen. Zur Unterstiitzung
der Positionierung wurden bei Bedarf Kanthdlzer zugezogen. Eine weitere Bohrposition fiir die
Bohrung zwischen den Schalenhdlfte im 30° Winkel (2.1 u. 2.4) wurde getestet, indem sich die
Austern wahrend der Bohrung in vertikaler Position befanden und von beiden Seiten durch
Bleikissen gestlitzt wurden.
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Abbildung 8 zeigt die fotografische Darstellung der Pazifischen Austern nach der Bohrung mit

einem Fraser (@: 4mm) und die zusatzliche VerschlieRung des Bohrlochs bei zwei der
Versuchstiere (1.2 u. 1.5).

Abbildung 8: C. gigas mit Bohrung im Inhalationsbereich, ventral an der oberen Schalenhdlfte im 90° Winkel (1.2- 1.5),
ventral zwischen den Schalenhdilften (2.1) im 30° Winkel, ventral an der oberen Schalenhdlfte im 40° Winkel (2.2). C. gigas
mit anteriorer Bohrposition zwischen den Schalenhdlften im 30° Winkel (2.4). ©Helena Kolb

Die folgende Tabelle beinhaltet die Informationen (ber die Bohrpositionen, sowie den
Bohrwinkel und den teilweise angebrachten kiinstlichen Verschlissen an den Europaischen
Austern (Tabelle 2).

Tabelle 2: Die Tabelle beinhaltet die Bohrposition, den Bohrwinkel, sowie zusdtzliche Anmerkungen beziiglich der

Verschlussart von Versuchstieren der O. edulis (14, 22, 37, 40, 62, 70, 83, 95). Die mit * gekennzeichneten Tiere wurde in
vertikaler Position gebohrt, wéhrend die librigen Bohrungen in horizontaler Ausrichtung durchgefiihrt wurden.

Nummerierung Bohrposition Bohrwinkel Anmerkung

14 Kontrolle - -

22 ventral, obere Schale 90° offenes Bohrloch

37 ventral, obere Schale 90° verschlossenes Bohrloch mit

Silikon bzw. Bienenwachs

40 ventral zw. 30° * offenes Bohrloch
Schalenhalften,

62 Kontrolle - -

70 ventral, obere Schale 40°

83 ventral zw. 30° * offenes Bohrloch
Schalenhélften,

95 ventral zw. 30° * verschlossenes Bohrloch mit
Schalenhalften Silikon bzw. Bienenwachs

Bei der Europdischen Auster bietet der Schraubstock fiir die Bohrungen zwischen den
Schalenhdlften eine zusatzliche Fixierungsmaoglichkeit, da dieser bei einer flacheren Schale
mehr Angriffsflache hat und besser greift als bei den welligen Formen der Pazifischen Schale.
Die Austern diirfen nicht unter zu viel Druck in den Schraubstock eingespannt werden, da eine
hohe Spannung zu Beschadigungen der Schale fiihren kann.

Die Schalen der O. edulis (22, 37) wurden in horizontaler Lage im 90° Winkel gebohrt, wahrend
die Auster mit der Nummer 70 fir ein 40° Bohrwinkel in Schieflage mit Hilfe der Bleikissen
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gebracht wurde, um eine zentrierte Bohrung im ventralen Bereich der oberen Schale zu
erhalten. Fur die ventrale Bohrung im 30° Winkel zwischen den Schalenhilften (40, 83, 95),
wurden die Austern in vertikaler Ausrichtung in den Schraubstock gespannt und nach Bedarf
an den Seiten mit den Bleikissen zur Fixierung unterstitzt.

Die tabellarisch aufgefiihrten Informationen zur Bohrung wurden fotografisch festgehalten
und in Abbildung 9 aufgefiihrt.

Abbildung 9: O. edulis mit ventraler Bohrposition im Inhalationsbereich an der oberen Schalenhdilfte im 90° Winkel (22,
37), an der oberen Schalenhdlfte im 40° Winkel (70), zwischen den Schalenhdlften im 30° Winkel (40, 83,95). ©Helena Kolb

3.4 Endoskopie

Bei der Endoskopie mit dem 1080P HD-Endoskop konnte eine deutliche Stromung innerhalb
der Mantelhdhle der Austern aufgezeichnet werden (Abbildung 10). Beim Abspielen des
Videomaterials in dreifacher Geschwindigkeit, wird die Bewegung in den Kiemen und die der
Palpen (Abbildung 12) erkennbar.

Neben dem beigefligten Uranin werden kleine unscharfe Partikel beim Durchstrémen auf dem
Bild- bzw. Videomaterial verzeichnet. Das und bewegliches Gewebe der Austern kann unter

anderem eine unerwiinschte Fokusveranderung verursachten.

E’ i)

Abbildung 10: Ausschnitt der Endoskopaufnahme in der Mantelhéhle der O. edulis (40). Die Bilder zeigen von links nach
rechts einen mit Uranin griin gefdrbten und durch die Pumpaktivitdt initiierten Sog zwischen den Kiemen und dem Mantel
(Videomaterial 30.03.22- (2) 40/ 7,39-7,44 sek.). © Helena Kolb

Bei dem Einfiihren des Endoskops musste darauf geachtet werden, dass dieses die
Austernschale passiert und sich zusatzlich hinter dem Mantel befindet, sodass dieser nicht in
weniger als 5 min das Kamerabild verdeckt.
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Die Bohrung durch das Mantelgewebe war nicht gezielt moglich, da sich das weiche Gewebe
bei leichten BerUhrungen stark zurlickzog, was eine gezielte und reproduzierbare Bohrung
unmoglich machte.

Bei der Europdischen Auster (22) konnte nach der Bohrung vermehrt die Beobachtung eines
durch das Bohrloch ausgestiilpten Mantelrands gemacht werden, sodass von aufRen die Cilien
auf den Innenseiten der Mantellappen sichtbar waren. Der ausgestiilpte Mantel reagierte auf

mechanische Reize und starke Stromungen von auBen, woraufhin er sich zuriickzog
(Abbildung 11).

Abbildung 11: O. edulis (22) links mit ausgestiilptem Mantelrand durch das Bohrloch (3= 4 mm) und

rechts mit zuriickgezogenem Mantelrand aufgrund mechanischer Reize.

Der automatische Fokus in der Inspektionskamera wurde durch einen zu grofen
Beobachtungsabstand von 4-5 c¢cm und durch Stromung verursachte Bewegungen des
umliegenden Gewebes, sowie von Partikel kontinuierlich leicht verandert bzw. irritiert, was zu
Uberwiegend unscharfen Aufnahmen fiihrte. Die Qualitdt des Bildmaterials kann durch
zusatzliches Licht von auBen optimiert werden und ermdglicht eine bessere Einsicht in das
Innere der Austern (Abbildung 13).

Abbildung 12: Ausschnitt der Abbildung 13: Endoskopaufnahme von den Kiemen in der Mantelhéhle
Endoskopaufnahme (27.03.22- 40/ 18 sek.): der O. edulis (40). Links mit zusétzlichem Licht von auf3en (Videomaterial
Kiemen und Palpen in der O. edulis (40). 26.03.22- (2) 40/ 06 sek.), rechts mit integrierter LED- Beleuchtung der
O©Helena Kolb Endoskop-Kamera (Videomaterial 26.03.22- (3) 40/ 07 sek.). ©Helena Kolb

Die manuelle Positionierung eines halbstarren Endoskop-Kabels ohne Mikromanipulator stellt
sich als keine passende Methode fiir eine reproduzierbare Endoskopie der Mantelhdhle beider
Austernarten heraus, da nur eine grobe manuelle Ausrichtung des Endoskops mdglich ist und
damit die Gefahr der Beschadigung empfindlicher Organe im Inneren der Austern erhoht ist.
Das halbstarre Kabel bildete die groBte Herausforderung bei dieser Arbeit, da dieses nach der
Einflihrung der Kamera nur leicht von der umliegenden Schale des Bohrlochs umschlossen ist
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und sich nicht vollig freischwebend bzw. fixiert, im Bohrloch befindet. Die von den Austern
verursachten Bewegungen flihren dementsprechend vermehrt zur Verschiebung und damit
zu unscharfen und durch Gewebe verdeckten Aufnahmen der Inspektionskamera.

3.5 Auswirkungen eines offenen bzw. kiinstlich verschlossenen Bohrlochs einer Auster
Der ventral angebrachte Silikon-Verschluss konnte bei der Art C. gigas (1.2) an acht und bei O.
edulis (37) an vier Versuchstagen im aktiven Einsatz verzeichnet werden. Dann |6ste sich der
Stopsel beim Reinigen der Becken (1.5) durch zu starke Stromung bzw. durch die regulare
Atmungsaktivitat (37). Bei C. gigas (1.2) wurde der Silikon-Verschluss wieder identisch
angebracht, wahrend bei O. edulis (37) der Bienenwachsverschluss fiir weitere sieben
Versuchstage getestet wurde.

Insgesamt wurde der Silikonverschluss fiir einen Zeitraum von 16 Tagen bis zum Ende des
Versuchs an der Pazifische Auster (1.5) gelassen und beobachtet.

Der Einsatz eines kinstlichen Verschlusses zwischen den Schalenhilften stellt sich als
ungeeignet heraus, da dieser in diesem Versuch bereits nach 3 h durch die Atmungsaktivitat
der Europaischen Auster (95) vollstandig ausgestoRen wurde.

Die unebenen Schalen der Austern verursachten bei dem Anbringen der Silikon- bzw.
Bienenwachsverschliisse Schwierigkeiten. Es musste sauber mit den Klebematerialien
gearbeitet werden, damit diese nicht an Handen oder Arbeitsmaterialien festkleben und
wieder aus dem Bohrloch herausgezogen werden. Zum anderen benétigte das Silikon eine
lange Trocknungszeit an der Luft, die in dem Versuch auf 3 h verkiirzt wurde.

Insgesamt stellt sich die Befestigung des Pfropfens an der Pazifischen Auster aufgrund der
stark ausgepragten Unebenheiten der Schale leichter dar als bei der Europaischen Auster.

Wie ein Farbversuch mit Uranin zeigte, sorgte der Silikon- und Bienenwachsverschluss sowohl
bei der Art O. edulis, als auch bei der Art C. gigas fiir einen Uberwiegend lickenlosen
Verschluss des Bohrlochs. Wahrend der Atmung der Tiere konnte kein durch das Loch
induzierter Ein- bzw. Ausstrom beobachtet werden.

Die Versuchstiere mit einem kiinstlich angefligten Verschluss waren lber den gesamten
Zeitraum des Versuchs verschlossen, ohne dass der Profen entfernt wurde. Bei C. gigas mit
einem offenen Bohrloch konnten bereits 13-17 Tage nach der Bohrung erste
Schalenreparaturen (2.1 u. 2.4) an offenen Bohrlochern verzeichnet werden, die im Vergleich
zu kiinstlich verschlossenen Austernschalen (1.2 u. 1.5) jedoch deutlich geringer und weicher
ausfielen (Abbildung 14). AuRerdem konnte bei den verschlossenen Pazifischen Austern eine
erste vollstindig reparierte Schicht deutlich erkannt werden, wahrend bei offenen
Bohrléchern nur erste Reparaturansatze sichtbar waren. Die Entfernung der kiinstlichen
Verschlisse gelang sowohl mit dem Silikon als auch mit dem Bienenwachs als
Abdichtungsmaterial, ohne dass die nachgebildeten Schichten dabei verletzt wurden.
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Abbildung 14: C. gigas 17 Tage nach der Bohrung. Die Tiere 1.2 und 1.5 verweilten mit einem Silikon- Verschluss und fiihrten
zu grofSflichigen Reparaturen der Bohrlécher. Die Pazifischen Austern 2.1 und 2.4 verweilten bis zum Ende des Versuchs mit
einem offenen Bohrloch, die lediglich Reparaturansdtze in der Schale erméglichten. © Helena Kolb

Zusatzlich wurden Farbversuche mit Uranin im Bereich der Perforationen durchgefiihrt, bei
denen Stromungsmuster visualisiert werden sollten. Dazu wurde das Uranin in der Nahe der
Bohrlécher und im Inhalationsbereich mit Hilfe einer Pipette in das umliegende Wasser
gegeben. Diese Versuche zeigten wahrend der Atmungsaktivitat der Austern einen geringen
Ein- (Abbildung 16) bzw. Ausstrom (Abbildung 15) durch das Bohrloch. Solange der Mantel der
Tiere noch intakt war und sich in ausgeweiteter Form vor oder in das Bohrloch schob, konnte
der kiuinstlich induzierte Ein- bzw. Ausstrom weitestgehend eingedammt werden.

Der Mantel reagierte jedoch speziell auf groRe durch das Bohrloch eintretende Fremdkorper,
woraufhin er sich fir mindestens 5 min stark im Inneren zusammenzog, wahrend die
Perforation offen lag.

Aullerdem reagierten die Austern sehr empfindlich auf die von der Pipette verursachten
Stromungen und verschlossen ihre Schalenhalften, wenn das Uranin mit zu viel Druck in das
umliegende Wasser beférdert wurde.

Abbildung 15: Ausschnitt vom Ausstrom des zuvor Abbildung 16: Ausschnitt des Uranin-Einstroms aus der

inhalierten Uranins durch das ventrale Bohrloch an Umgebung des ventralen Bohrlochs an der oberen

der oberen Schalenhidilfte der O. edulis (70) im 40° Schalenhdilfte bei C. gigas (2.2) im 40° Winkel (26.03.22-2.2/ 21
Winkel (Videomaterial 29.03.22-70/ 24 sek.). sek.). ©Helena Kolb

©Helena Kolb

Bei ausbleibender Atmungsaktivitat der Austern konnte ein geringer Einstrom des Uranins in
das Bohrloch der Austern erzwungen werden, indem die Flissigkeit aktiv durch eine Pipette
in das kiinstlich geschaffene Bohrloch gepumpt wurde. Auf dieses Vorgehen regierten die
Austern ebenfalls mit dem Verschluss ihrer Schalenhalften und einem herausgezbgerten
Beginn ihrer Atmungsaktivitat.
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Insgesamt zeigten die zwischen den Schalenhalften ventral gebohrten Austern einen im
Vergleich starkeren Einstrom und die ventral an der oberen Schale gebohrten Austern wiesen
umgekehrt einen starkeren Ausstrom durch das Bohrloch auf (Abbildung 15).
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4 Diskussion

4.1 Auswahl der Bohraufsatzatze und der Bohrposition

Der Steinbohrer ist mit seiner keilférmigen Spitze und den stumpferen Schneiden am
wenigsten flr eine prazise Bohrung in die Austernschale geeignet, da das Kalkgehaduse
regelrecht zerschmettert wird und v.a. am Anfang der Bohrung durch Abrutschen eine genaue
Arbeit deutlich erschwert wurde.

Durch die scharfen Kanten des Holzbohrers kann bereits ein feineres Schnittprofil erreicht
werden. AuRerdem ermoglicht die herausragende Spitze des Bohrers am Anfang der Bohrung
eine gezielte Anvisierung der gewlnschten Bohrstelle, weshalb es zu weniger Vertuschung
wahrend des Bohrvorganges kommt. Die Spitze bildet aber zugleich einen groRen Nachteil, da
bei der Erreichung des beno6tigten Durchmessers die Spitze bereits einige Millimeter tiefer in
der Bohrung liegt, wodurch das Gewebe der O. edulis verletzt wird. Dieses Problem wurde
durch einen Hohlschliff behoben, wobei die herausragende Spitze abgeschliffen wurde, um
von der Scharfe der Schneiden fiir weicheres Material zu profitieren.

Der Metallbohrer ermdglichte mit seiner kegelformigen Spitze und den scharfen Schneiden
bereits ein praziseres Ergebnis der Bohrung. Doch dhnlich wie beim Stein- und Holzbohrer
stellte die Fixierung der Muschel sowohl zu Beginn als auch wahrend der Bohrung eine
Schwierigkeit dar. Dies kdnnte auf die Spitzen der Bohrer zurlickzufiihren sein, da diese
kegelformig bzw. spitz zulaufen und damit zu Beginn eine geringere Auflageflache haben, was
die Fixierung fiir eine saubere Bohrung erschwert.

Insgesamt bilden die Diamantbohrkrone, sowie der Frdaser mit vier Schneiden und
Zentrumschnitt die geeignetsten Varianten flr eine prazise und moglichst fixierte, sowie
ruhige Bohrung. Durch ihre im Vergleich zu den anderen Bohrern groRe Auflageflache, kann
die Schale durch gleichmaRig verteilten Druck besser fixiert werden und droht weniger
abzurutschen. Die Diamantbohrkrone sowie der Fraser haben auBerdem ein sehr feines
Bohrprofil und keine herausragende Spitze, die das Innere Gewebe verletzen kdnnte. Zum
Austrag des Materials wahrend der Bohrung gewahrleistet der Frdser durch sein
Schneideprofil mit vier Vertiefungen einen kontinuierlichen Abtransport des gefrasten
Materials.

Auch die Diamantbohrkrone hat seitlich zwei Offnungen, um feineres Material entweichen
lassen zu kodnnen, der eigentliche Bohrkern verweilt im Inneren der Krone und wird
nachtraglich entfernt. Da es sich bei dieser Arbeit allerdings um lebende Organismen handelt,
musste der Bohrfortschritt in regelmaRigen Abstanden Uberprift werden. Dazu wurde die
Bohrung mehrfach unterbrochen und der Bohrer neu angesetzt, weshalb die Bohrkrone nicht
den vollstandigen Bohrkern enthielt, sondern nur Teile davon. Dadurch wurden groRRere
Splitter mit £ 1 mm Dicke, speziell am Ende der Bohrung, in das Innere der Organismen
gedriickt.
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Die grolRere Auflageflache bei der Diamantbohrkrone und dem Fraser, welche anfangs eine
zentrierte Bohrung ermoglichte, erzeugt auf der anderen Seite durch Hitzebildung einen
Nachteil. Diesem wurde durch eine Nassbohrung mit Seewasser entgegenwirkt.

Insgesamt ist die Nutzung von Seewasser wahrend der Bohrung mit jeglichen Bohrern zu
empfehlen, da ein verbesserter Gleitwert zu beobachten war, sowie die Ausspilung des
abgetragenen Materials gewahrleistet wird. Es bildet sich also kein Staubkranz um das
Bohrloch, der die Sicht verdeckt. AuRerdem kann durch das FlieRverhalten des Wassers
abgeschatzt werden, ob bzw. wie weit die Bohrung bereits vorangeschritten ist.

Die ausbleibende Mortalitat unter den nach der Bohrung kiinstlich verschlossenen Austern
deutet darauf hin, dass die Bivalven keinen erkennbaren Schaden durch die Bohrung selbst
genommen haben und sowohl die Pazifische als auch die Europdische Auster diesem
Stressfaktor standhalten kann.

4.2 Bohrposition und -winkel

Die Bohrpositionen wurden im Kiemenbereich von O. edulis bzw. C. gigas gewahlt, da dort der
Futtertransport stattfindet und die Atmungsaktivitat festgestellt werden kann. AuRerdem
werden die Embryonen und Veliger- Larven in den Kiemen der adulten Austern ausgebriitet.

Fiir die anschlielende Endoskopie wurden unterschiedliche Bohrpositionen und -winkel auf
der oberen Schale und zwischen den Schalenhalften auf ihre Anwendbarkeit getestet, um der
Endoskop-Kamera einen moglichst weitlaufigen Einblick im Kiemenbereich im Inneren der
Austern zu ermoglichen.

Unter den angewandten Bohrmaoglichkeiten stellte sich die ventrale Bohrung im 90° Winkel
sowohl bei der Pazifischen als auch bei der Europaischen Auster als am reproduzierbarsten
heraus. Diese Bohrung flihrte zu stabilen Bohrléchern und die Verletzungen der Organe durch
den Fraser konnten in der horizontalen Lage besser abgeschatzt werden.

Bei der ventralen Bohrung im 40° Winkel trat die Schwierigkeit auf, die Organe durch den
schiefen Eintritt des Frasers nicht zu beschadigen, da dieser bei schiefer Einflihrung am
Eingang des Bohrlochs tiefer in der Mantelh6hle liegt als am Ende des Bohrlochs. Es konnten
keine Unterschiede bezliglich der Bohrposition im 40° Winkel in ihrer Anwendbarkeit zwischen
O. edulis und C. gigas festgestellt werden.

Ein deutlicher Unterschied in der Anwendbarkeit zwischen den Austernarten wurde bei der
Bohrung zwischen den Schalenhilften festgestellt. Hier verursachten die welligen und
abstehenden Formen der Pazifische Schalenschichten beim Ansetzten des Fradsers eine
Instabilitdt, was zu Beginn eine starkere Fixierung durch Bleikissen forderte. Die gewolbte
Schalenform der C. gigas ermoglichte der fortlaufenden Bohrung jedoch eine verstarkte
Frasfiihrung, was eine Reproduzierbarkeit fordert.

Bei der Europdischen Auster konnte der Fraser zu Beginn besser an die flachen und runden
Formen der Schale angesetzt werden, jedoch fiihrte die vergleichsweise diinnere und
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briichigere Schale speziell bei der oberen Schalenhilfte zu Splittern und unsauberen
Bohrlochformen.

In Anbetracht der Endoskop-Aufnahmen stellte sich die Bohrposition zwischen den
Schalenhilften als die geeignetste Variante fiir den Erhalt qualitativer und reproduzierbarer
Aufnahmen heraus. In dieser Position konnte eine hohe Flexibilitdt in der Rangierfahigkeit der
Endoskop-Kamera, sowie im Weitwinkel erreicht werden, da sich der Mantel eher um, anstatt
vor die Kamera legte, wie es haufig bei dem Bohrloch an der oberen Schale der Fall ist.

4.3 Endoskopie

Die Verwendung eines Stativs inklusive einer Flihrung fir das Kabel, ist bei der Verwendung
einer Inspektionskamera mit halbstarrem Kabel nicht fir die Reproduzierbarkeit forderlich.
Zum einen hinderte der Kunststoff um das 2 m lange Endoskop Kabel das kontinuierliche und
kontrollierte Gleiten (iber die Fihrung des Stativs. AuBerdem hatten kleinste
Krafteeinwirkungen auf die positionierte Endoskop-Kamera und das halbstarre Kabel eine
erhebliche Auswirkung auf die Ausrichtung und Qualitat der produzierten Aufnahmen. Das
halbstarre Kabel anderte seine Ausrichtung haufig nach der manuellen Positionierung, wegen
natirlicher Atmungsaktivitaten oder weil das lange Kabel noch minimal unter Spannung stand.
Ein Optimierungsansatz wurde durch die Fixierung der Endoskop-Kamera mit Silikonkleber
bzw. Bienenwachs, dhnlich wie beim kiinstlichen Verschluss, im Bohrloch getestet. Diese
Variante war jedoch nicht fiir die von der Auster wahrend der Atmung initiierten Bewegung
ausreichend belastbar, da sich die Fixierung |6ste oder das halbstarre Kabel fur Widerstand
sorgte und vermehrt zu einer unerwiinschten Position des Endoskops flihrte.

AuBerdem ist der Beobachtungsabstand mit 4-5 cm deutlich zu grol} fiir den schmalen
Spielraum in der Mantelhohle im Inneren des Tieres. Fiir eine fokussierte und detailliertere
Aufnahme sollte beim verwendeten Endoskop ein Beobachtungsabstand von maximal 1-2 cm
garantiert sein.

Eine weitere Herausforderung am Endoskop stellte der automatische Fokus dar. Dieser
ermoglichte keinen manuellen Eingriff, sodass beim Bildeintritt des umliegenden Gewebes
wie z.B. der Mantel, sich der Fokus verandert und damit das Bild unscharf wurde. Dasselbe
Problem trat ebenfalls auf, wenn das Endoskop an der Luft in die Versuchstiere eingefiihrt und
sie erst anschlieRend ins Aquarium gesetzt wurden. Dadurch fillte sich die Mantelhohle erst
im Becken mit Wasser und das Gewebe verdnderte durch den Auftrieb seine Position,
wodurch der Fokus verandert wurde.

Fiir die Verwendung der Endoskopie in zukiinftigen Forschungsarbeiten wird die Empfehlung
gegeben, wahrend den Aufnahmen helles Licht von auBen auf die Austern zu strahlen, welches
durch die Schale dringt und eine zusatzliche Beleuchtung ermdoglicht. Der Vorteil bei diesem
Vorgehen ist, dass trotz guter Beleuchtung kaum Spiegelungen durch das Wasser auf den
Aufnahmen entstehen.
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Zum Erhalt von endoskopischen Aufnahmen aus den Mantelhohlen der Austern konnte das
Industrie-Endoskop (1080P HD-Endoskop) genutzt werden, welches Bilder aus dem Inneren
der Tiere lieferte. Die anfanglich gestellte Hypothese (H3), dass die Verwendung eines
halbstarren Industrie-Endoskops eine detaillierte Einsicht der Mantelhéhle im Bereich der
Kiemen ermoglicht, kann jedoch nur teilweise und fiir kurzzeitige Einsatze bestatigt werden.

Fir detaillierte Langzeit-Aufnahmen aus dem Inneren der Mantelh6hle sollte in
weiterfiihrenden Arbeiten auf ein Boroskop, ein Endoskop mit starrem Kabel und einen
Mikromanipulator zuriickgegriffen werden. Zusatzlich sollte bei der Auswahl des Boroskops
auf einen geringeren Beobachtungsabstand von 1-2 cm und einen manuellen Fokus geachtet
werden, um durchstromende Partikel identifizieren zu konnen und qualitative Aufnahmen der
Organe, der Gameten oder der Larven zu generieren. Von der Bohrung durch das
Mantelgewebe ist auf Grund der sich darunter befindenden empfindlichen Organe und des
ausbleibenden Erfolges an Bildmaterial abzusehen.

4.4 Vergleich des Verschlussmaterials der Bohrung und dessen Einfluss auf die
Reparatur der Schale

Fiir einen schnelleren natirlichen Reparaturprozess der Austernschale ist ein kiinstlicher
Verschluss des Bohrlochs bzw. einer Offnung zu empfehlen, was durch den Vergleich von
kiinstlich verschlossenen und offenen Bohrlochern (iber die Dauer des Versuchs bei C. gigas
deutlich wird.

Durch einen Verschluss kdnnen Stromungen des umliegenden Wassers oder andere
Organismen nicht in die Offnung eindringen und den Heilungsprozess der Schale behindern.
Es kann in kiirzerer Zeit eine dickere Schicht der Kalkschale produziert werden, was insgesamt
zu einer schnelleren Heilung fiihrt und die vorangegangene Hypothese (H2) bestatigt.

Bei der Wahl des Abdichtungsmaterials bzw. des Propfens sollte auf die Vertraglichkeit mit
den Versuchstieren geachtet werden. Bei der Wahl eines natiirlichen Bienenwachses und
eines synthetisch hergestellten Silikonkleber wurde vorab die Hypothese aufgestellt, dass
letzteres zu einer verringerten Vitalitat der Versuchstiere fiihren kénnte. Dies konnte jedoch
bei der geringen Menge an Silikonkleber weder bei C. gigas noch bei O. edulis verzeichnet
werden. Bei der Arbeit mit empfindlicheren Larven sollte unter diesem Aspekt jedoch
besondere Vorsicht moglichen Schadstoffe geboten sein.

Bei der Anbringung des kiinstlichen Verschlusses konnte eine geringere Haftung bei O. edulis
festgestellt werden. Die erschwerte Anbringung des kiinstlichen Verschlusses an der flachen
Schale der Europaischen Auster ist die Folge einer geringeren Oberflache der Austernschale,
welche zu weniger Kontaktflache und damit zu einer schlechteren Haftung des Pfropfens bzw.
des Klebematerials flihrt.

Bei der Verwendung von erwarmtem Bienenwachs als Abdichtungsmaterial, ist eine moglichst
kiihle Temperatur der Auster bzw. des Wassers von Vorteil, da das erhitzte Bienenwachs nicht
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direkt in das Innere der Auster fliel3t, sondern schneller erhartet und innere Verletzungen
durch Hitze reduziert.

Beim Vergleich des Verschlussmaterials, stellte sich erwarmtes Bienenwachs als die
geeignetere Variante heraus, da es um ein Vielfaches schneller erhartet als Silikon, die Tiere
nicht so lange trocken liegen miissen und auRerdem die Zwischenrdume zwischen Schale und
Profen besser verschlossen sind. Zusatzlich kann gedufRert werden, dass die Handlichkeit bei
der Verwendung des Bienenwachses zum VerschlieRen eines kleinen Bohrlochs besser
ausfallt, da es sich in flissiger Form selbstandig verteilt, wahrend das Silikon aufwendiger um
den Profen und das Loch verteilt werden muss und die Arbeit mit kleinen Mengen durch die
Klebefdhigkeit erschwert wird. Die Nutzung dieser Verschlussmoglichkeiten ist jedoch nur fir
den Einsatz ohne mechanische Belastung geeignet, da sich diese sonst leicht ablosen.

Im Hinblick auf eine relevante Veranderung der durch die Atmung verursachten Strémung in
den Tieren, kann die zu Beginn aufgestellte Hypothese (H1) widerlegt werden. Die Uranin-
Versuche zeigten zwar minimale, durch die Bohrlocher neu entstandene Stromungszweige,
die durch duBere Bedingungen beeinflusst wurden und teilweise nicht vollstdndig durch den
Mantel kontrolliert werden konnten. Trotzdem war es den Austern wahrend ihrer
Atmungsaktivitat weiterhin moglich, ihr gewohnliches Stromungsmuster in der Mantelhoéhle
zu induzieren.
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5 Vergleich C. gigas und O. edulis

Die Methodenentwicklung zur Bohrung der Schale und anschlieRender Endoskopie wurde in
Anbetracht der Zucht und Nutzung von Austern durchgefiihrt. Die Wahl der Europdischen
Auster wurde aufgrund der Versuchsdurchfihrung in einer Produktionsstdatte und deren
Zusammenarbeit mit Wiederansiedelungsprojekten fiir O. edulis und dem diesbeziiglichen
Forschungsinteresse, getroffen. Im Sinne der Nachhaltigkeit wurden entsprechende
Ressourcen vor Ort (Helgoland) genutzt, weshalb die Art C. gigas zusatzlich zu der Bearbeitung
des Themas ausgewahlt wurde. AuRerdem bringen diese zwei Austernarten eine gewisse
Gegensatzlichkeit in ihrer Robustheit, sowie den flachen bzw. geschwungenen Formen der
Schale mit sich, die fiir die Erarbeitung des Themas von Bedeutung sind.

Da Pazifische Austern, bezogen auf die Umweltbedingungen, als robuster eingestuft werden
(Gercken und Schmidt 2014) und sie ausreichend im Helgolander Hafenbecken zur Verfligung
sind, wurden erste Bohr- und Endoskopie Versuche an C. gigas durchgefiihrt.

Die Bohrung an der C. gigas ermdglicht mit Hilfe des Endoskops einen ersten Einblick in das
Innere der Tiere. Fiir die Positionierung und Fixierung der pazifischen Schale wahrend der
Bohrung dienten Bleikissen. Aufgrund der geschwungenen und abstehenden Formen der
Schale, mussten jedoch kleine Holzstiicke fiir die Bohrung in Schieflage (2.2) bzw. in vertikaler
Ausrichtung (2.1, 2.4) zugezogen werden.

Fiir die ventralen Bohrlocher der O. edulis im 90° bzw. 40° Winkel, war lediglich das Bleikissen
ausreichend. Fir die ventralen Bohrlocher zwischen den Schalenhilften, stellte sich der
Schraubstock als eine hilfreiche Erweiterung heraus, da die Fixierung mit den Bleikissen nicht
fiir eine vertikale Positionierung der flachen Austern wahrend der Bohrung ausreicht, sondern
standig verrutschte.

Als Reaktion auf die Bohrung konnten keine Unterschiede zwischen C. gigas und O. edulis
festgestellt werden, da beide Arten bereits nach 5 min (2.1) - 15 min (1.3) nach der Bohrung
wieder ihre Atmungsaktivitdt aufnahmen. Die Schwierigkeit lag deshalb darin, eine passende
Bohrposition bzw. -winkel zu finden, bei dem die Kamera nicht bereits nach wenigen Minuten
von dem Mantel verdeckt wird.

Bei der Endoskopie ermoglichten die gewdlbten Formen der Pazifischen Schale eine héhere
Flexibilitat in der Einfihrung und Positionierung der Endoskop-Kamera, sodass ein geringeres
Risiko fiir die Beschadigung der umliegenden Organe, speziell der Kiemen entstand.

Insgesamt weisen weder die Europaischen noch die Pazifischen Austern eine Abnahme inihrer
Vitalitat auf, solange der Mantel und darunterliegende Organe noch intakt sind und der durch
das Bohrloch induzierte Ein- bzw. Ausstrom weitestgehend durch den Mantel kontrolliert
werden konnte. In Anbetracht der Tatsache, dass Austern in der freien Natur stiandigen
Bohrungen wie zum Beispiel durch Poriferas ausgesetzt sind und auch im Laufe des Versuchs
bei der O. edulis Nummer 22 posterior- dorsal ein natiirliches Loch entstanden ist, kann die
Hypothese zur ausbleibenden Einschriankung in der Vitalitdt der Tiere bestatigt werden,
solange der Prozess keine Beschddigungen der Organe verursacht hat. Die Gefahr des
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ungehinderten Eintritts externer Substanzen, die mechanischen oder chemischen Schaden
anrichten konnten, sollte bei weiteren Versuchen allerdings nicht auRer Acht gelassen
werden.
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