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Einleitung

1 Einleitung

Cephalopoden spielen in marinen Okosystemen eine groBe Rolle. Sowohl als
opportunistische Pradatoren als auch als nahrhafte Beuteorganismen besetzen sie einen
wichtigen Platz im Nahrungsnetz (Clarke 1996).

Um diesen Platz genauer definieren und so ihre Rolle im marinen Okosystem besser
verstehen zu konnen, sind viele Informationen von Bedeutung, z.B. ihre Interaktionen mit
anderen Arten, ihr Wachstum, ihr Lebenszyklus, ihr Migrationsverhalten, aber auch die
Energieflisse innerhalb der Tiere sowie Speicherung, Transport und Verwertung von
Nahrung und den darin enthaltenen chemischen Bestandteilen.

Unter den Cephalopoden ist der Gemeine Tintenfisch Sepia officinalis neben dem Gemeinen
Oktopus Octopus vulgaris eine der am haufigsten verwendeten Tintenfischarten bei der
wissenschaftlichen Grundlagenforschung.

In der Vergangenheit wurden nicht nur Feldstudien, sondern auch eine Vielzahl von Labor-
und Aufzuchtsexperimenten an Tintenfischen erfolgreich durchgeflihrt, um unter anderem
einen Einblick in die Physiologie, das Verhalten und den Lebenszyklus dieser Tiergruppe zu
gewinnen (z.B. Boletzky und Hanlon 1983; Forsythe und van Heukelem 1987; DeRusha et
al. 1989; Forsythe et al. 1994; Nixon und Mangold 1998). Es wurde aber auch das Potenzial
von Tintenfischen als geeignete Kandidaten flir die Aquakultur gepriift (Coelho et al. 1989),
da Tintenfische mittlerweile auch in der Wirtschaft mit einem Anteil von 14 % am weltweiten
Fischereiertrag einen besonderen Stellenwert einnehmen (Sykes et al. 2006b). Gerade
S. officinalis bestatigt mit jahrlichen Fangraten zwischen 8 500 und 14 000 t (FAO 2007) die
weltweit wachsende Nachfrage. S. officinalis ist mit seinem Nahrwertprofil eine ideale
Proteinquelle sowie Omega-3-Fettsaurelieferant und hat so einen wirtschaftlichen Nutzen.
Gerade durch die starkere Befischung der Wildbestande gewinnt die Aufzucht der Tiere in
Aquakulturanlagen zunehmend an Bedeutung und bestarkt damit die Notwendigkeit, diese
kommerziell interessante Art intensiver zu erforschen.

In den letzten Jahren beschaftigte man sich deshalb unter anderem mit
ernahrungsphysiologischen und biochemischen Analysen, wie der Zusammensetzung von
Fettsauren bzw. stabilen Isotopen bei S. officinalis (Filgueira und Castro 2002; Domingues et
al. 2004; Almansa et al. 2006; Hobson und Cherel 2006), um den Einfluss des Futters auf die
Tiere und deren Verwertbarkeit zu prifen. Auch bei anderen Cephalopoden wie Oktopus
oder verschiedenen Kalmar-Arten wurden biochemische Untersuchungen durchgefiihrt
(Navarro und Villanueva 2000; Stowasser 2004; Cherel und Hobson 2005). Diese Art von
Analysen ermoglichte erste Einblicke in die trophischen Interaktionen zwischen Tintenfischen

sowie deren Rolle im marinen Nahrungsnetz.
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Die Techniken der Fettsdureanalyse und der stabilen Isotopenanalyse bieten sich hier als
ideale Methoden an, da sowohl die Fettsduren als auch die stabilen Isotope als trophische
Indikatoren und Marker fungieren und so die Nahrungsnetzbeziehungen sichtbar machen
(Jackson et al. 2007).

Die Verhaltnisse der stabilen Isotope werden u.a. dazu verwendet, um die Erndhrungsweise
der Tiere nachzuvoliziehen (Fry und Parker 1979), um Anderungen in
Ernahrungsgewohnheiten zu verfolgen (Fry und Sherr 1984), den physiologischen Zustand
des untersuchten Organismus einzuschatzen (Haubert et al. 2005) und den Verbleib der
assimilierten Nahrstoffe im Tier zu bestimmen (Schlechtriem et al. 2004).

Basierend auf den Experimenten von DeNiro und Epstein (1978) und in vielen weiteren
Untersuchungen kristallisierte sich heraus, dass speziell die Nahrung einen besonderen
Einfluss vor allem auf die Verteilung der Kohlenstoff- und Stickstoffisotope im Tier hat und
die stabile Isotopensignatur eines Konsumenten die Signatur seiner Nahrung reflektiert. In
den meisten 6kologischen Studien wird die Isotopensignatur (relativ zu einem Standard) als
O0-Wert ausgedrickt, welcher die Menge der schweren zur Menge der leichten Isotope ins
Verhaltnis setzt (Peterson und Fry 1987). Im Allgemeinen werden die Isotopenverhaltnisse
von Kohlenstoff und Stickstoff verwendet, da sie zum einen relativ einfach zu messen sind
und zum anderen am besten den Weg des organischen Materials im Organismus aufzeigen.
Die Fraktionierung der Isotope wird durch physikalische und chemische Reaktionen
verursacht und bewirkt eine spezifische Verteilung der Isotope, welche den
Reaktionsprozess reflektiert, aber auch Informationen tber deren Ursprung aufzeigt.

Eine relativ hohe Fraktionierung von 'N/*N findet bei den Stoffwechselprozessen des
Organismus statt. Hauptsachlich wahrend der Proteinassimilation, aber auch bei der
Exkretion von Stickstoffverbindungen wird Stickstoff fraktioniert, wobei die leichteren 14N-
Isotope bevorzugt ausgeschieden werden (Abb. 1), wahrend die schwereren "°N-Isotope im
Korper verbleiben und sich dort im Gewebe anreichern (Minagawa und Wada 1984; Fry
2006).
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Abb. 1: Stickstofffraktionierung in Sepia officinalis, bei der das '°N/"N-Verhaltnis vom
Futterorganismus (Ubernommen und (ber Stoffwechselprozesse wie Stickstoffassimilation und -
exkretion die Menge an "N reduziert wird. °N hingegen verleibt vornehmlich im Gewebe und bewirkt
somit eine Anreicherung der schweren Stickstoffisotope im Koérper.

Das Verhéltnis "*N/™N (relativ zur Luft) wird als 3'°N-Wert angegeben. Der 5'°N-Wert dient in
erster Linie als Indikator flr die trophische Positionierung des Konsumenten und reichert sich
stufenweise im Konsumenten relativ zu seiner Nahrung an (Peterson und Fry 1987). Dies
fuhrt zu einer durchschnittlichen Anreicherung des Konsumenten von 3-5 %o (Invertebraten:
2.2 %o, Vertebraten: 3.4 %.; Fry 2006). Im Allgemeinen werden die schweren
Stickstoffisotope '°N starker angereichert als die ">C-Isotope (Peterson und Fry 1987). Die

trophische Anreicherung in 3"*C liegt im Durchschnitt nur bei 1 %o (Fry 2006).

Der 5"C-Wert (Verhaltnis von ®*C/'?C relativ zum Pee Dee Belemniten) liefert Informationen
zur Kohlenstoffquelle. Der Kohlenstoff wird von C3- und C4-Pflanzen Uber verschiedene
Wege fixiert und somit kann der Kohlenstofffluss vom Primarproduzenten hin zum
Konsumenten angezeigt werden (Alfaro et al. 2006). Wahrend die Fraktionierung von "*C/'?C
in der Pflanze hauptsachlich bei Photosyntheseprozessen stattfindet, werden die
Kohlenstoffisotope der Tiere vorwiegend bei der Atmung und anderen physiologischen
Prozessen fraktioniert. In diesen Prozessen reagieren die leichteren '?C-Isotope schneller
und werden dementsprechend bevorzugt, wahrend sich die schwereren "*C-Isotope stetig im

Gewebe anreichern.
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Bereits in den spaten 70er und 80er Jahren wurde die stabile Isotopentechnik in
Okologischen Studien zur Analyse mariner und limnischer Nahrungsnetze angewendet (Fry
und Parker 1979; Fry und Sherr 1984). Die Verwendung dieser Methode machte es maoglich,
die Nahrungsnetzbeziehungen von komplexen Okosystemen wie der ,Georges Bank* im
Golf von Maine (Fry 1988; Chen et al. 1996) sowie des Beringmeeres (McConnaughey und
McRoy 1979) oder des Weddellmeeres (Rau et al. 1991) zu untersuchen. Im Bereich der
Cephalopodenforschung flihrte die Analyse stabiler Isotope dazu, Vergleiche zwischen
einzelnen Arten aufzeigen zu kénnen (Cherel und Hobson 2005), sowie verschiedenartige
Gewebetypen zur Untersuchung einer Cephalopodenart zu verwenden (z.B. Schnabel,
Mantelgewebe oder Schulp von S. officinalis), um Rickschlisse auf das Wachstum und die
Ernahrungsokologie von bestimmten Arten zu ermdglichen (Hobson und Cherel 2006;
Rexfort und Mutterlose 2006).

Erst seit wenigen Jahren werden in wissenschaftlichen Studien inter- und intraspezifische
Variationen in der Isotopensignatur mit in Betracht gezogen, welche auf den
Anreicherungsgrad stark einwirken konnen (Vander Zanden und Rasmussen 2001; Post
2002). Das C:N Verhaltnis der Futterquelle sowie Nahrstofflimitierung und Hungerphasen
interagieren ebenfalls mit dem Anreicherungsgrad (Adams und Sterner 2000; Vanderklift und
Ponsard 2003). Um diese Einflusse auf die stabile Isotopensignatur besser bewerten und
einschatzen zu kdnnen, eignen sich kontrollierte Laborexperimente (Gannes et al. 1997) in
denen einzelne Arten (Hobson und Cherel 2006), aber auch multi-trophische Systeme
(Aberle und Malzahn 2007) untersucht werden kdnnen. Anhand solcher kontrollierter Studien
kann man nachvollziehen, wie die Tiere ihre Nahrung reflektieren und in welchem Gewebe
die Anreicherung erfolgt. Auch wie sich abiotische Faktoren wie Temperatur, Licht- und
Nahrstoffverfligbarkeit auf die hohe Variabilitdt der Nahrungsorganismen auswirken kénnen
und ob diese einen direkten Einfluss auf die héheren trophischen Ebenen haben, wird durch
solche Studien ebenfalls sichtbar. Diese neu gewonnenen Daten Uber die verwendeten
Versuchstiere kénnen so mit Feldstudien und anderen Laborexperimenten verglichen
werden.

Um die trophischen Interaktionen innerhalb komplexer Nahrungsnetze praziser bestimmen
zu konnen, ist der Einsatz eines zusatzlichen Tracers (Indikator) von Vorteil. Die
Verwendung von Pigmentanalysen (Almansa et al. 2006), das Verhaltnis von RNA : DNA
(Malzahn et al. 2007), aber auch Analysen der Fettsduren wurden bereits in vielen Studien
erfolgreich eingesetzt, um den Einfluss der Nahrung auf den Organismus zu untersuchen.
Fettsduren bieten einen tieferen Einblick in das Erndhrungsverhalten der Tiere. Diese
kohlenstoffhaltigen Verbindungen sind universell (ubiquitdr) und kommen in allen
Organismen vor, wo sie eine wichtige Rolle im Metabolismus spielen. Die Fettsduren

gelangen Uber die Nahrung in den Organismus und dienen dort nicht nur als
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Energiespeicher, sondern auch als wichtiger Bestandteil der Zellmembranstrukturen und
Vorstufen von Hormonen. Speziell die mehrfach ungesattigten Fettsauren (PUFAs) kénnen
ausschliel3lich von bestimmten Phytoplankton- und Makroalgenarten biosynthetisiert werden
und sind so essentielle Nahrungsbestandteile fiir die hdheren Trophieebenen (Jackson et al.
2007). Fettsauren sind essentielle Nahrstoffe fiir das Uberleben und besitzen einen direkten
Einfluss auf das Wachstum, die Entwicklung und die Reproduktion (Sargent et al. 1995).
Zum Beispiel bei der Betrachtung mariner Fische wird deutlich, dass gerade die PUFAs
essentiell sind, um ein optimales Wachstum und eine normale Entwicklung aufrechterhalten
zu kénnen (Bell et al. 1994).

Die Bestimmung der Fettsauren lohnt sich vor allem bei Meerestieren, wo konventionelle
Methoden wie Mageninhaltsanalysen oder eine direkte Beobachtung nicht immer anwendbar
sind. Sie werden von den Primarproduzenten bis hin zu den hohen trophischen Ebenen
weitestgehend unverandert transportiert, weisen eine spezifische Verteilung auf und sind so
ideal als Biomarker geeignet (Alfaro et al. 2006).

Die Anwendung von Fettsauren als Nahrungsindikator wird bereits seit den 60er Jahren
praktiziert (Jackson et al. 2007), bei der unter anderem die Nahrungsbeziehungen einer
Reihe von marinen Organismen, wie zum Beispiel Copepoden (Veloza et al. 2006),
planktivore Fische (Malzahn et al. 2007) und Tintenfische (Stowasser et al. 2006), aber auch
komplexe Nahrungsnetze wie der intertidale Mangrovenwald der Goldkiiste Australiens (Hall
et al. 2006) erforscht wurden.

Bei Tintenfischen gewann die Fettsdureanalyse erst in den letzten Jahren an Bedeutung, da
das Gewebe von Cephalopoden hauptsachlich aus Eiweild (75-85 % vom Trockengewicht)
besteht und sie nur einen geringen Fettanteil (< 2 % vom Trockengewicht) besitzen (Lee
1994). Somit dienen Proteine bei Tintenfischen als Hauptenergielieferanten.
Dementsprechend zeigen Cephalopoden eine hohe Effizienz bei der Proteinassimilation.
Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass das Fettsaureprofil der Cephalopoden,
ahnlich wie bei anderen marinen Organismengruppen (Sargent et al. 1995), in ihrer
Entwicklung besonders bei friihen Entwicklungsstadien eine wichtige Rolle spielt.

Einige Untersuchungen beschéftigten sich speziell mit dem Einfluss lipid-angereicherter
Nahrung auf das Uberleben und die Wachstumsrate bei der Aufzucht von S. officinalis,
vornehmlich um die optimalen Futterorganismen zu finden und um Sepien in der Aquakultur
etablieren zu kdénnen (Navarro und Villanueva 2000; Koueta et al. 2002; Domingues et al.
2004). Die Experimente ergaben, dass vor allem eine hdhere Uberlebenswahrscheinlichkeit
und ein besseres Wachstum bei S. officinalis erfolgt, wenn die Zusammensetzung der
Nahrung besonders reich an ungesattigten Fettsguren ist. Somit besteht ein klarer Einfluss
der Fettsdurezusammensetzung der Nahrungsorganismen auf den Fettsdurebestand der

Sepien.
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Nur wenige Studien haben sich bisher mit dem Einfluss der Nahrung auf die
Fettsauresignatur von S. officinalis (Almansa et al. 2006) oder auf dessen stabile
Isotopensignatur (Hobson und Cherel 2006) unter kontrollierten Laborbedingungen

beschaftigt.

Ziel der in der vorliegenden Untersuchung durchgefiihrten Experimente war es, zum ersten
Mal eine Kombination aus beiden Analysemethoden anzuwenden, um den Einfluss der
Nahrung auf die Fettsdure- und stabile Isotopensignatur der Sepien und somit Riickschliisse
Uber die Weitergabe von trophischen Signalen an Konsumenten zu untersuchen. Im
Speziellen sollte die intraspezifische und ontogenetische Variabilitit bei der
Isotopenfraktionierung und die Weitergabe von Fettsauremustern der Nahrungsquelle zu
Hatchlingen und Juvenilen von S. officinalis untersucht werden. Um dies zu ermdglichen,
wurden Futterorganismen mit unterschiedlicher biochemischer Zusammensetzung
verwendet.

Bei der Verwendung dieser verschiedenen Nahrungsorganismen sollte der Nahrungseffekt
auf die Fettsduren und stabilen Isotope im Tintenfischgewebe deutlich sichtbar gemacht

werden.

Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, einerseits einen tieferen Einblick in die biochemische
Zusammensetzung der Sepien zu erhalten und andererseits den Einfluss der Nahrung auf
verschiedene Parameter von S. officinalis zu untersuchen. Hierzu zdhlten das Wachstum
und die Mortalitdt von Sepien in unterschiedlichen Entwicklungsstadien zu untersuchen
sowie den Transfer von Fettsduremustern vom Futterorganismus zum Konsumenten zu
verfolgen. Weitere Aspekte dieser Arbeit waren die Weitergabe des Isotopensignals von
einer trophischen Ebene zur nachsten sowie die intraspezifische Variabilitit bei der
Isotopenfraktionierung bei frisch geschlipften und juvenilen S. officinalis zu untersuchen.
Veranderungen bei auftretendem Nahrungsmangel sowie Vergleiche mit Sepien aus dem

Freiland wurden zudem in Betracht gezogen.
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2 Material und Methoden

2.1 Generelles Konzept

Zwei Kultivierungsexperimente mit frisch geschlipften und juvenilen Sepia officinalis wurden
unter kontrollierten Laborbedingungen durchgefuhrt, um den Einfluss der Nahrung auf die
biochemische Zusammensetzung der Tintenfische zu untersuchen. Zusatzlich wurden
Wildfange in das Projekt mit einbezogen, um einerseits den Alterseffekt zu studieren und
andererseits einen Vergleich zur Natur ziehen zu kdnnen. Im Speziellen wurde die
Anreicherung von stabilen Isotopen und Fettsduren, die bei S. officinalis bisher vornehmlich
als Tracer in Feldstudien verwendet wurden, unter kunstlichen Versuchsbedingungen

untersucht.

2.1.1 Vorstellung der Untersuchten Arten

2.1.1.1 Sepia officinalis (Linnaeus, 1758)

. || KopffiiRer
Klasse: (Cephalopoda)
. || Zehnarmige Tintenfische
Ordnung: (Decabrachia)

Familie: || Sepien (Sepiidae)

Gattung: || Sepia

Sepia officinalis

R. Patzner
(www.fao.org)#

Abb. 2: Versuchsorganismus Sepia officinalis

S. officinalis ist eine nekto-benthische Art (Boletzky und Hanlon 1983), welche sich
vorwiegend am Meeresboden aufhalt und in Kistenndhe (2-3 m Tiefe) bis hin zu einer
Wassertiefe von max. 200 m vorkommt, wobei die gréRte Abundanz der Tiere in
Wassertiefen tber 100 m auftritt (Guerra 2006).


http://de.wikipedia.org/wiki/Carl_von_Linn%C3%A9
http://de.wikipedia.org/wiki/Klasse_%28Biologie%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Ordnung_%28Biologie%29
http://www.fao.org/
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Das Verbreitungsgebiet von S. officinalis erstreckt sich Uber den Ostatlantik von
Sudnorwegen und Nordengland bis hin zur Nordwestkuste Afrikas (Abb. 3). Man findet
Vertreter dieser Art aber auch im Mittelmeer, in der Nordsee und in der Umgebung von
Madeira und den Kanarischen Inseln (Reid et al. 2005; Guerra 2006).

L3 —200m www.fao.org
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Abb. 3: Typische Verbreitungsgebiete von S. officinalis

Der Gemeine Tintenfisch ist ein opportunistischer Jager und besitzt ein weit reichendes
Nahrungsspektrum. Die dominanten Beuteorganismen sind neben einer Vielzahl von
Crustaceen (Decapoden, Copepoden, Isopoden), Knochenfische und andere Mollusken (z.B.
Gastropoda, andere Cephalopoden). Auch Wirmer wie Polychaeten und Nemertini wurden
bei Nahrungsanalysen gefunden (Boletzky und Hanlon 1983). Die Zusammensetzung der
Nahrung andert sich jedoch innerhalb des Lebenszyklus” von S. officinalis. Unmittelbar nach
dem Schlupf werden fast ausschliel3lich kleine Crustaceen (Mysidaceen) gefressen, wahrend
die Juvenilen eher kleine Garnelen oder Amphipoden bevorzugen (Boletzky und Hanlon
1983). Adulte Sepien hingegen praferieren Fisch und andere Cephalopoden als Nahrung
(Rodhouse und Nigmatullin 1996). Auch wenn der Crustaceen-Anteil der Nahrung mit
zunehmendem Wachstum der Sepien abnimmt wahrend die Praferenz flr Fisch ansteigt
(Castro und Guerra 1990), bleiben Crustaceen (speziell Brachyura wie z.B. Carcinus

maenas L.) ein bedeutender Bestandteil der Nahrung (Blanc et al. 1999).
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Nicht nur das artenreiche Nahrungsspektrum, auch der kurze und spezifische Lebenszyklus
mit hoher Wachstumsrate, aber auch die mittlerweile relativ einfache Haltung der Tiere unter
kontrollierten Bedingungen im Labor (Boletzky und Hanlon 1983; DeRusha et al. 1989;
Forsythe et al. 1994; Domingues et al. 2001a; 2001b; 2002; 2003a; Correia et al. 2005;
2006; Sykes et al. 2006b), sprechen fir die Eignung von S. officinalis als idealer
Versuchsorganismus fir die experimentelle Arbeiten.

Viele wissenschaftliche Untersuchungen wie zum Beispiel Domingues et al. (2003a; 2004)
oder Koueta und Boucaud-Camou (1999; 2001), beschaftigen sich im Speziellen mit
Fragestellungen zu Wachstum, Mortalitat und Verdauungsphysiologie innerhalb der friihen
Lebensstadien von S. officinalis.

Um frihe Entwicklungsstadien der Sepien eindeutig definieren zu kénnen, wurde bereits
1988 von Hanlon und Messenger eine Art ,Nomenklatur® eingefihrt, die bis heute
angewendet wird. Darin werden bis zu einer Woche alte Tiere als Hatchlinge bezeichnet.
Das darauf folgende Juvenilstadium (bis zur 17. Woche) wird in ein Frih-Juvenilstadium (bis

7 Wochen) und ein Spat-Juvenilstadium eingeteilt.

2.1.2 Vorstellung der Futterorganismen

2.1.2.1 Paramysis nouveli (Labat, 1953)

Hohere Krebse
(Malacostraca)

Klasse:

Ordnung: | Schwebegarnelen (Mysida)

Familie: || Mysidae

Gattung: || Paramysis

Paramysis nouveli

Abb. 4: Futterorganismus Paramysis nouveli

Die Schwebegarnele Paramysis nouveli ist bekannt fur ihre weite Verbreitung in der marinen
Umwelt. Sie lebt hauptsachlich in Kistenndhe und nahe dem Meeresboden in Meer- und
Brackwassergebieten. Als opportunistischer omnivorer Organismus (meist 5 bis 25 mm
lang) ernahrt sie sich von einer grof3en Vielfalt von Nahrungstypen wie Detritus, Makroalgen,

Phyto- aber auch Zooplankton (Schabes und Hamner 1992).


http://de.wikipedia.org/wiki/Klasse_%28Biologie%29
http://de.wikipedia.org/wiki/H%C3%B6here_Krebse
http://de.wikipedia.org/wiki/Ordnung_%28Biologie%29
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2.1.2.2 Palaemonetes varians (Leach, 1814)

Hohere Krebse
(Malacostraca)

Klasse:

Ordnung: | ZehnfuRkrebse (Decapoda)

Felsen- und Partnergarnelen

Familie: (Palaemonidae)
Gattuna: Schwimmgarnelen
=2atiung: (Palaemonetes)

Palaemonetes varians

www.nachzuchtenregister.de

Abb. 5: Futterorganismus Palaemonetes varians

Die Schwimmgarnele oder auch Felsengarnele P. varians verfugt Uber ein weites
Verbreitungsgebiet, welches von Siidskandinavien Uber Schottland bis hin zur Atlantikklste
Marokkos reicht. P. varians kommt hauptsachlich in Meerwasser- bzw. Brackwassergebieten
vor. Sie ist auBerdem an einigen Kisten des Mittelmeeres vertreten, selbst in Timpeln mit
starken Schwankungen des Sauerstoff- und Salzgehaltes sowie der Temperatur.

P. varians kann bis zu 50 mm lang werden. Als detritivorer Organismus ernahrt sie sich
hauptsachlich von Pflanzenfasern, aber auch von Detritus und Mikrofauna wie Nematoden,

Polychaeten bzw. Mickenlarven (Aguzzi et al. 2005).

2.1.2.3 Gobius sp.

Strahlenflosser
(Actinopteryqgii)

Klasse:

Ordnung: || Barschartige (Perciformes)

Familie: | Grundeln (Gobiidae)

Gattung: || Gobius

Gobius sp.

www.wikipedia.de 5p, 6. Futterorganismus Gobius sp.
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Die Familie der Grundeln ist mit fast 2000 Arten eine der artenreichsten Gruppen der
Meeresfische. Sie kommt in allen Meeren vor — vom Polarkreis bis in die Tropen, aber auch
Brack- und StRwasserarten sind vertreten.

In Portugal leben ca. 6 Arten der Gattung Gobius — unter anderem die Schwarzgrundel
Gobius niger (Linnaeus, 1758). Gobius sp. hat ein weitreichendes Nahrungsspektrum: tber
Zooplankton (unter anderem Fischeier, Fischlarven, Copepoden, Mysis) zu Zoobenthos wie
Crustaceen, Polychaeten, Amphipoden (www.fishbase.org 2007).

Im Versuch wurden vornehmlich junge am Boden lebende Tiere mit einer maximalen Lange

von ungefahr 17 bis 18 mm verfittert.

2.1.2.4 Atherina sp.

Strahlenflosser
(Actinopterygii)

Ahrenfischartige
(Atheriniformes)

Klasse:

Ordnung:

Familie: | Ahrenfische (Atherinidae)

Gattung: || Atherina

Atherina sp.

www.bio.unipg.it

Abb. 7: Futterorganismus Atherina sp.

Die Ahrenfische (meist silbrig glanzend) leben im SiR- und Brackwasser, sind aber auch an
den Meereskisten des westlichen Indopazifik, des Atlantik und des Mittelmeeres verbreitet.
In Portugal sind zwei Arten heimisch: der kleine Ahrenfisch Atherina boyeri (Risso, 1810)
sowie der Priesterfisch Atherina presbyter (Cuvier, 1829). Sie ernahren sich hauptsachlich
von kleinen Crustaceen, Wiurmern, Mollusken und Fischlarven (www.fishbase.org 2007).

Die im Versuch verfutterten Tiere hatten eine Lange bis max. 20 mm.
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2.1.3 Kultivierung

Die Aufzucht und Kultivierung der Sepien erfolgte in Ramalhete, der marinen
Aquakulturstation der Universitat der Algarve (CCMAR Faro) unmittelbar in der Nahe des Ria
Formosa Lagunensystems im Siden Portugals (Abb. 8). Dieses Lagunensystem erstreckt
sich Uber 55 km und ist durch einen bis zu 3 km breiten Sandguirtel vom Meer abgetrennt,
welcher an einigen Stellen durchbrochen ist und somit den Wasseraustausch mit dem Ozean
ermdglicht (Lock und Mees 1999). Die Station besitzt einen direkten Zugang zur Lagune, so
dass die Futterorganismen Mysis (Paramysis nouveli, Mys), Garnele (Palaemonetes varians,
Pal) und Fisch (Mischung aus Atherina sp. und Gobius sp.) je nach Bedarf direkt vor Ort

lebend gefangen werden konnten.

Abb. 8: Standort der marinen Aquakulturstation Ramalhete im Ria Formosa Lagunensystem
(verandert nach Lock und Mees, 1999)

Die Sepien beider Experimente stammten aus einer Generation, deren Elterngeneration
ebenfalls erfolgreich in Gefangenschaft aufgezogen wurde.

Die Elterntiere, 5-6 Individuen pro Tank (meist 3-4 weibliche und 2 mannliche Sepien),
wurden in 2000 | Fiberglas-Rundtanks in einem Durchfluss-System (120 | h™") gehéltert. Das
Wasser wurde aus der Ria Formosa Lagune gepumpt und vorgefiltert, ehe es dem System
zugefihrt wurde. Die Tanks wurden Uber Sauerstoffausstromer belliftet und befanden sich in
einer ruhigen Umgebung, um die Tiere wahrend Brutzeit sowie Eiablage (in Traubenform,

Abb. 9) nicht unndétig zu beeintrachtigen.

12



Material und Methoden

Zusétzlich wurden in den Tanks Plastiknetze mit 1 cm? groRen Maschen angebracht, um den
weiblichen Sepien eine Mdglichkeit zur Befestigung der Eipakete zu bieten (ca. 550 Eier pro
Weibchen maoglich; Boletzky 1987). Diese Netze wurden taglich kontrolliert, die vorhandenen
Eier vorsichtig entfernt und nach Form und Farbe sortiert, wobei nur die schwarzen ovalen
Eier als entwicklungsfahig angesehen und anschlieflend in so genannte ,Brutkérbe“ (Abb.
10) dberflihrt wurden. Diese rechteckigen Plastikkérbe (Lange: 50 cm, Breite: 40 cm,
Maschenweite:1 mm) wurden in  einem 5001 Tank mit kontinuierlichem
Frischwasserdurchfluss (120 | h™") platziert, um den stetigen Austausch des Wassers zu
gewabhrleisten. Die Beliiftung der Koérbe erfolgte vom Boden und auch von den Seiten ber
jeweils 2 Sauerstoffausstréomer, um eine Art elliptische Stromung zu erzeugen. Dadurch
wurden die Eier einerseits optimal mit geniigend Sauerstoff versorgt, andererseits aber auch
in der Wassersaule in Bewegung gehalten, so dass auf diese Weise eine Nekrose durch
Sauerstoffmangel bzw. Pilz- oder Bakterienbefall weitestgehend verhindert und somit eine
Maximierung der Schlupfrate gewahrleistet werden konnte. Durch tagliche Kontrollen wurden
leere Huillen und an der Wasseroberflache schwimmende, aber auch beschadigte Eier
entfernt. Je nach Inkubationstemperatur (18-25°C) erfolgte das Schlipfen der Sepien etwa
25 (bei 25°C) bis 30 (bei 18°C) Tage nach der Eiablage. Bei dem Salzgehalt musste darauf
geachtet werden, dass dieser dem der Eiablagetanks ahnelte (Stressvermeidung) und nicht
unter 23.9 PSU fiel, da bei geringerem Salzgehalt kein Schlupf mehr stattfindet (Guerra
2006). Aufgrund der groRen Bodenflache des Korbes hatten die frisch geschlipften Sepien
(Hatchlinge) gentigend Platz, um sich dort aufzuhalten, ehe sie in die Kultivierungstanks
umgesiedelt wurden. Die Aufzucht und Kultivierung der Sepien erfolgte nach Sykes et
al. (2006b).

Fur Experiment 1 wurden 2-4 Tage alte Hatchlinge verwendet. In Experiment 2 wurden

juvenile Sepien im Alter von ca. 7 Wochen verwendet.

'l

]
fa

1. Forsythe, NRCC CaphiBase

Abb. 9: Eier von Sepia officinalis, verschiedene Abb. 10: ,Brutkorb® zur Halterung der Eier und
Entwicklungsstadien Aufzucht der Hatchlinge
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Die Experimente fanden nacheinander statt, da Tiere aus dem gleichen Schlupf verwendet
wurden.
Zeitgleich zum zweiten Experiment wurden in der Umgebung des Ria Formosa 10 Wildtiere

(mittleres Gewicht: 228 g + 118.7 g) von einheimischen Fischern gefangen.

2.1.3.1 Versuchsaufbau

2.1.3.1.1 Experiment 1 : Hatchlinge

Fir das erste Experiment wurde ein halboffenes System einer Kreislaufanlage aufgebaut,
welches aus 6 Einzelbecken, einem Sammeltank, einem biologischen Rieselfilter (Biofilter)
und einer Wasserpumpe bestand (Abb. 11, Abb. 12). Das bereits gefilterte Seewasser der
Ria Formosa Lagune wurde mit Hilfe der Pumpe Uber PVC-Rohre gleichmalig in die Tanks
gepumpt. Der Durchfluss des Wassers betrug 10 | h™'. Die Salinitat des Wassers lag bei
36.6 £ 1.2 PSU. Die mittlere Temperatur betrug 21.0 + 1.0 °C. Die Tanks wurden von einer
36 W Leuchtstoffrohre (8 bis 20 Uhr) beleuchtet, welche eine Lichtintensitadt von
0.558 + 0.105 W/m? direkt (iber der Wasseroberfliche aufwies. Der Tag-/Nachtzyklus
(12h:12h) wurde Uber eine Zeitschaltuhr kontrolliert. Die standige Frischwasserzufuhr und
eine moderate Bellftung des Wassers sicherten die natlrliche Gesamtsattigung mit

Sauerstoff im Seewasser.

Jedes der Einzelbecken (Lange: 38 cm, Breite: 28 cm und Wasserhohe: ca. 12 cm) besaly
ein Gesamtwasservolumen von ca. 12 | und eine Gesamtfliche von 0.1064 m?2 Die
Wasserhohe der Tanks wurde durch den Ablauf reguliert, der aus einem PVC-Rohr bestand,
das mit Léchern durchsetzt und von einer Gaze (500um) bedeckt war. Das abflieRende
Wasser der Tanks gelangte tber Rohrleitungen in den Sammeltank und wurde hier zum Teil
aus dem System entfernt und zurtick in die Lagune geleitet. Der gréRere Anteil des Wassers
hingegen wurde uber ein, mit Lochern versehenes PVC Rohr in den angrenzenden Biofilter
geleitet, wo eine natiirliche Wasseraufbereitung stattfinden konnte. Uber die Pumpe wurde

das gereinigte Wasser dem System wieder zugeflhrt.

Halbierte PVC-Rohre in den Becken dienten den Tieren als Versteckmoglichkeit.
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Wasser des
Ria Formosa

)

Sammeltank Biofilter

Ausstrom

Abb. 11: Schematische Darstellung der halboffenen Kreislaufanlage zur Halterung der Sepien unter
optimierten Bedingungen

TR L Y
TR 5

Abb. 12: Aufbau des halboffenen Durchfluss-Systems zur Halterung der Sepien
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2.1.3.1.2 Experiment 2 : Juvenile

Fur diesen Versuch wurde ein Fiberglas-Tanksystem mit kontinuierlichem Wasseraustausch
verwendet. Die Frischwasserzufuhr erfolgte wie in Experiment 1 Uber Pumpen und ein
Filtersystem aus der Ria Formosa Lagune. Der Durchfluss des Wassers betrug 10 | h™. Die
Temperatur des Ria Formosa Wassers betrug 17.7 £ 1.1 °C. Der mittlere Salzgehalt lag bei
33.5 + 1.0 PSU. Es gab keine kiinstliche Lichtquelle und somit wurde der Tag-/Nachtzyklus

von der naturlichen Lichtperiode in Faro bestimmt (14h:10h).

Die Einzelbecken, mit jeweils einer Lange und Breite von 45 cm (Abb. 13, Abb. 14), boten
den Sepien eine Grundflache von 0.2025 m? pro Tank. Der Ablauf bestand aus einem
senkrechten zentral im Tankboden befestigtem PVC-Rohr, welches am oberen Ende mit
Léchern durchsetzt und einem Netz mit einem Maschendurchmesser von 500 um bedeckt

war und so den Wasserstand und das Gesamtwasservolumen (ca.30 |) beeinflusste.

Halbierte PVC-Rohre in den Becken dienten auch in diesem Experiment als Behausung und

Versteckmoglichkeit fur die Versuchstiere.

A
a

A

| | | |
mit Garnelen gefiitterte Sepie{>
giFisch §§ leer

x X

0 T

< mit Fisch gefiitterte Sepien > Hungergruppe
[ 1 [ 1

Abb. 13: Schematische Darstellung des Durchfluss -Systems zur Halterung der Sepien unter
optimierten Bedingungen

T
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Abb. 14: Aufbau des Durchfluss-Systems zur Halterung der Sepien

2.1.3.2 Versuchsdurchfihrung

2.1.3.2.1 Experiment 1 : Hatchlinge

Vor Versuchsbeginn wurden die frisch geschlipften Sepien (Hatchlinge) in einem Becken
(Abb. 15 a) mit annahernd gleichen Wasserbedingungen gesammelt, ehe sie nach dem
Zufallsprinzip auf die Experimente verteilt wurden. Die Hatchlinge wurden Uber ein Sieb
gegeben und somit indirekt von Uberschissigem Wasser befreit (da direktes Abtupfen die
Hautstruktur schadigt). AnschlieRend wurde die dorsale Mantellange zur Grélienbestimmung
vermessen und das Gewicht bestimmt. Danach wurden die Versuchstiere zufallig auf die
Tanks verteilt (16 Tiere pro Tank). Zusatzlich wurde eine Stichprobe von 10 zufallig
ausgewahlten Sepien ebenfalls vermessen, gewogen und anschliefend flr spatere
Analyseverfahren bei -80°C gelagert. Diese Stichprobe diente zur Anfangswertbestimmung
(Startwert Sepien). Der Gefrierprozess erfolgte, um sicher zu gehen, dass die Tiere ohne
Beschadigungen eingelagert werden konnten und so das Gewebe intakt fir die spateren
biochemischen Analysen zur Verfugung stand (Moltschaniwskyj und Jackson 2000).

Die Versuchsdauer von Experiment 1 dauerte insgesamt 26 Tage. Tote Tiere wurden aus
den Tanks entfernt. Die Sepien wurden taglich mit lebenden Mysis (= Mys) ad libitum

geflttert.
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Am Ende des Experiments wurden Gréfle und Gewicht der verbleibenden Sepien wie zu
Beginn des Versuchs bestimmt und als Endgruppe (mit insgesamt 42 Sepien) flr weitere

Analysen bei -80°C gelagert.

2.1.3.2.2 Experiment 2 : Juvenile

Vor Versuchsbeginn wurden die mittlerweile ca. 5 Wochen alten Sepien von Mysis auf
Garnelen als Futterorganismus umgestellt und fir zwei weitere Wochen ausschlief3lich mit
Garnelen geflttert.

Die Sepien wurden wahrend dieser Umgewdhnungsphase in einem separaten Tank
gehaltert (Abb. 15 b), ehe sie, wie in Experiment 1 bereits beschrieben, den Tanks zufallig
zugeteilt wurden (12 Tiere pro Tank). Die Einzelbecken wurden in 2 Gruppen unterteilt,
wobei jede Gruppe aus jeweils 3 Replikaten bestand. Die Hungergruppe hingegen umfasste
nur einen Tank.

M. Correia’ M. Correia

Abb. 15: (a+b): Tanks mit Sepien (a) vor Start der Experimente und (b) wahrend der
Umgewohnungsphase von Mysis auf Garnelen als Primar-Futterorganismus

Zur Bestimmung der Anfangswerte wurde stichprobenartig eine Gruppe von 5 Tieren
vermessen, wie in Experiment 1 behandelt und bei -80°C gelagert (Startwert Sepien).

Die Versuchsdauer betrug 20 Tage.

Je nach Gruppenzugehdrigkeit wurden die juvenilen Sepien der ersten Gruppe mit lebenden
Garnelen (= Pal), Gruppe 2 mit lebendem Fisch (= Fisch) ad libitum gefittert.

Tote Tiere wurden umgehend aus den Tanks entfernt.

Nach Versuchende wurden die noch vorhandenen Sepien wie in Experiment 1 behandelt

und gelagert.
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Die Futterorganismen wurden ebenfalls stichprobenartig bei -80°C aufbewahrt und dienten
bei spateren Analysen als Referenzwerte.
Die gefangenen Wildsepien wurden ebenfalls vermessen und gewogen und die

entnommenen Mantelgewebeproben fir spatere Analyseverfahren bei -80°C tiefgefroren.

2.2 Analysemethoden

2.2.1 Abiotische Parameter

Die abiotischen Parameter wie Temperatur und Salzgehalt wurden taglich mit einem
digitalen Handmessgerat (WTW Multi 350) ermittelt.

2.2.2 Wachstum / Gewichtszunahme von S. officinalis

Fur die Gewichtsbestimmungen der Sepien wurde in beiden Experimenten eine
Analysewaage (KERN EG 300-3m, Fa. Kern & Sohn GmbH) mit einer Messgenauigkeit von
* 1 mg verwendet.

Die frisch geschliipften Sepien des 1. Experiments wurden zunachst mittels einer digitalen
Schiebelehre vermessen und nachtraglich mit Hilfe einer Foto-Vermessungs-Software (cell #
D 2.6, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH) genauer vermessen.

Zur Bestimmung der dorsalen Mantellangen der Sepien in Experiment 2 diente ein digitaler
Mess-Schieber.

Die Wildtiere wurden aufgrund ihrer GroRe mit der Analysewaage Explorer Pro von Ohaus
mit einer Messgenauigkeit von + 1g gewogen und die GréRe mit einer Schieblehre
bestimmt.

Die relative Wachstumsrate (engl. instantaneous growth rate, IGR) der Sepien wurde Uber

die Gleichung:

IGR = InWy — InWyo
t

mit In als natlrlichem Logarhithmus, Wi, als Startgewicht bzw. W, als Endgewicht Gber die

Versuchszeit in Tagen (t) ermittelt.

Die relative Wachstumsrate wurde nach Ricker (1979) in [gd™"] ausgedriickt.
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Die Ermittlung der Besatzdichte pro Tank von Hatchlingen und Juvenilen erfolgte Gber die

Gleichung:

D = Anzahl der Tiere pro Tank
Tankflache (Hohe*Breite)

wobei D fiir die Besatzdichte des Tanks steht und in [Tiere m?] angegeben wird.

2.2.3 Mortalitat von S. officinalis

Um die relative Mortalitat der Sepien beider Versuche miteinander vergleichen zu kénnen,
wurde der prozentuale Anteil der Summe der toten Tiere in Relation zum anfanglichen
Gesamtbestand der einzelnen Tanks ermittelt.

Aus einem der S. officinalis-Becken (Fisch) aus Experiment 2 verschwanden die Tiere ohne
erkennbare Ursache am Tag der Auswaage. Da es weder Anzeichen gab, die auf ein
Sterben der Tiere hinwiesen, noch tote Tiere zu finden waren, wurden zur Ermittlung der

relativen Mortalitat die Daten vom Vortag verwendet.

2.2.4 Biochemische Analysen

2.2.4.1 Aufbereitung der Proben flir die Fettsaureanalytik

Fur alle notwendigen Probeneinwaagen wurde eine Mikrofeinwaage (SARTORIUS SC 2)

verwendet.

Das in -80°C gelagerte Probenmaterial wurde fir die weiteren biochemischen Analysen auf
Trockeneis nach Deutschland verschickt, dort nach Entnahme der erforderlichen
Probenmenge bei -80°C aufbewahrt und anschlieliend einem Gefriertrocknungsprozess bis
zur Gewichtskonstanz unterzogen. Diese so genannte Kaltetrocknung bewirkt eine
schonende Trocknung des gefrorenen Gewebematerials. Die tiefgefrorenen, wasserhaltigen
Mantelproben der Sepien und die der Futterorganismen kamen in eine Vakuumkammer einer
Gefriertrocknungsanlage (Technologie: GT2 Leybold-Heraeus, Christ ALPHA 1-4 LSC), wo
sie einem Unterdruck von 0.370 bar ausgesetzt wurden. Durch diesen Unterdruck geht das
gefrorene Wasser der Proben wahrend des gesamten Trocknungsvorganges direkt in Dampf
Uber, ohne den flissigen Aggregatzustand einzugehen. Die Proben werden also bei bereits

geringen Temperaturen schonend, aber effektiv getrocknet.
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2.2.4.2 Bestimmung von Fettsduren

Die Fettsauren des gemdrserten Probenmaterials der Futterorganismen sowie die mittels
eines Ultra- Turrax (T8, Fa. IKA Labortechnik) homogenisierten Mantelgewebeproben der
Sepien wurden als Fettsduremethylester (engl. Fatty acid methyl ester, FAMEs) gemessen.
Die Extraktion erfolgte nach Folch et al. (1957) und Bligh und Dyer (1959), die
gaschromatische Analyse nach Malzahn et al. (2007).

Die Lipide der Proben wurden Uber ein 2:1 Gemisch aus Dichlormethan / Methanol in einem
30 minltigen Ultraschallbad (BRANSONIC 220) extrahiert.

Die wasserl6slichen Anteile der Proben wurden anschlieRend mit Hilfe eines 0.88 % KCI
Puffers entfernt. Hierbei wurden die Proben mit dem Puffer durch intensives Schitteln
(Vortexer) gewaschen, 10 Minuten bei 1800 G und einer Temperatur von 4°C zentrifugiert
(SORVALL RC 285, Fa. Dupont) und die obere der 2 entstandenen Phasen
(= Wasserphase) entfernt. Der verbleibende organische Rest in der unteren Phase wurde
unter Stickstoffgas verdampft. Nach Zugabe eines Methanolschwefelsduregemisches (97:3)
konnte die chemische Reaktion der Veresterung stattfinden, welche durch ein Heizbad mit
einer Temperatur von 70°C (SBH 1300 BLOCKHEATER von Stuart) begunstigt wurde. Nach
75 Minuten und der anschlieBenden Abkihlungsphase wurden die FAMEs unter
Verwendung von n-Hexan aus der methanolischen Schwefelsdure gewaschen. Hierflr wurde
die Probe nach Zugabe des n-Hexans geschittelt und zentrifugiert. Die FAME-haltige
Hexanphase wurde in ein neues Glasgefald Uberflihrt und das n-Hexan unter Verwendung
von Stickstoffgas verdampft. Der Vorgang der Waschung mit n-Hexan wurde ein weiteres
Mal wiederholt, um die FAME-Ausbeute der Probe zu erhéhen. Nach Verdampfung des n-
Hexans wurden die FAMEs in 50 yl n-Hexan aufgenommen und das Gefall wurde luftdicht
verschlossen. Alle verwendeten Chemikalien waren geeignet fur den Gaschromatographen
(GC - Qualitdt) oder besalen das Qualitatssiegel ,suprasolv‘. Um Verunreinigungen
entgegenzuwirken, wurden alle benutzten Gefalle vorher mit n-Hexan und
Stickstoffgasverdampfung  gereinigt. Die  Analyse der FAMEs erfolgte im
Gaschromatographen (GC) Varian CP 8400, ausgestattet mit einer DB-25 Saule (J&W
Scientific, 30 m Lange, 0.25 mm ID, 0.25 uym Film). Die Temperatur wahrend des
Einspritzvorganges der Probe wurde auf 250°C eingestellt. Die Temperatur des Saulenofens
wurde auf 60°C gesetzt und fiir eine Minute nach der Injektion gehalten. Danach wurde er
auf 150°C (Erwarmung um 15°C pro Minute), anschlieRend auf 170°C (Erwarmung um 3°C
pro Minute) und zum Schluss noch einmal auf 220°C (Erwarmung um 1°C pro Minute) bei
einer Dauer von 21 Minuten erhitzt.

Das Tragergas Helium war mit einem konstanten Druck von 82 737 Pa, der Flammen-

lonisations-Detektor war auf eine Temperatur von 300°C eingestellt. Eine Menge von 1 ul
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Probenflissigkeit wurde in einem Schritt injiziert. Die Quantifizierung und Bestimmung der
FAMEs erfolgte Uber Kalibrierungsstandards der einzelnen Fettsduren und einer bekannten
Menge der Fettsaure C 23:0 als internen Standard, welcher bereits im ersten Schritt zur
Probe hinzugefligt wurde. Es wurden die absoluten Mengen an verschiedenen FAMEs in der
Probe gemessen. Diese Auswertung erfolgte Gber die Galaxie Workstation Software (Version
1.7, Single Inst.). Der GC-Bericht bestand neben einem Analyse-Dokument, welches alle
entdeckten Ausschlage (auch die nicht-identifizierbaren Komponenten) inklusive ihrer
Retentionszeit, Flache (uV*sec) und Hohe auflistete, noch aus einem Chromatogramm (Abb.
16), welches die Ausschlage gegen die Retentionszeit zeichnete und alle aufgespurten
Ausschlage graphisch darstellte. Zur Bestimmung der Fettsauren wurden die unbekannten
Komponenten aus den Berechnungen ausgeschlossen. Mit Hilfe dieser Daten konnten die

relativen Mengen der Fettsduren (FA) berechnet werden (angegeben in pg FA mg C ™).

Ingesamt wurden 31 Fettsduren identifiziert und Uber die bereits oben erwahnten

Kalibrierungsstandards quantifiziert.
Die Bezeichnung der Fettsauren erfolgte nach IUPAC-Nomenklatur (= International Union of

Pure and Applied Chemistry) mit Angaben zur Lange der Kohlenstoffkette, Anzahl der

Doppelbindung(en) und deren Position (n-x). Die Omega-n-Fettsduren tragen die

Doppelbindung(en) an bestimmten Positionen. Bei der Omega-Zahlweise wird vom Ende der

Kohlenstoffkette aus die erste Doppelbindung gezahlt, wobei die Carboxylgruppe den Anfang

des Molekiils bildet.
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Abb. 16: Gaschromatogramm zur Auswertung der verschiedenen Fettsauremethylesther eines
Hatchlings ( X-Achse: Retentionszeit in Minuten, Y-Achse: Werte bezeichnen Gasannahme in mV)

Die Durchfihrung der Fettsdureanalyse erfolgte an der Biologischen Anstalt Helgoland

(Stiftung Alfred-Wegener-Institut fur Polar- und Meeresforschung).
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2.2.4.3 Analyse der stabilen Isotope

Die Mantelgewebeproben der Sepien und die mittels eines Achatmorsers pulverisierten
Proben der Futterorganismen wurden nach dem Gefriertrocknungsprozess in Zinnkapseln
(HEKAtech GmbH, 5 x 9 mm Gréle) eingewogen und bis zur Messung im Exsiccator
gelagert. Das Gewicht der Einwaage richtete sich nach dem Kohlen- bzw. Stickstoffgehalt
des Tieres und dem Detektionsbereich des Messgerates und lag in beiden Experimenten bei
35 — 75 ug Trockengewicht der Probe pro Zinnkapsel. Um Verunreinigungen und mogliche
Datenverfalschungen zu vermeiden, wurde das verwendete Praparierbesteck (Skalpell,
Pinzetten etc.) mit Aceton gereinigt. Die Analyse stabiler Isotope (*C/'?C und "N/™N)
erfolgte durch die Verwendung eines modifizierten Elementaranalysators in Kopplung an ein
Isotopen-Massenspektrometer, kurz HSEA-IRMS (High sensitive elemental analyzer isotope
ratio mass spectrometer).

Aufgrund der Optimierung der bisherigen Standardmethodenmessung (Hansen und Sommer
2007) konnte bereits eine sehr geringe Probenmenge zuverlassig analysiert werden und eine

simultane Isotopenanalyse von Stickstoff und Kohlenstoffdioxid gewahrleistet werden.

. GC-oven
split valve
elemental- i isotope ratio
| # watertrap .m"'pl'"g P
analyzer interface mass spectrometer

Abb. 17: Analytischer Aufbau der HSEA-IRMS Methode (nach Hansen und Sommer, 2007)

Der Verbrennungsprozess der Probe findet im Elementaranalysator statt (Abb. 17). Bei
Zugabe von Sauerstoff wird das Probenmaterial bei 1020°C mit Hilfe von Chrom(lll)-oxid und
versilbertem Kobaltoxid verbrannt. Die daraus resultierenden Gase (hauptsachlich CO, und
NO,) werden durch die mit Kupfer gefillte Reduktionssdule (Verbrennung bei 650°C)
geleitet, wo die Reduktion aller Stickoxide zu N, stattfindet. In dem sich anschlieBenden
Gaschromatographen (GC) erfolgt die endgultige Auftrennung. Die im GC befindliche Saule
(120 cm Lange) wird zu Beginn bei einer Temperatur von 40°C gehalten (5 min) und
anschlieBend mit einem rapiden Temperaturanstieg von 49°C min™ auf die Endtemperatur
von 120°C geheizt (1 min). Die aufgetrennten Gase werden Uber eine sog. ConFlo III™
Schnittstelle in das Isotopen-Massenspektrometer (IRMS) transferiert (Hansen und Sommer

2007). Hier erfolgt die Analyse der Probe. Die Gase gelangen im ersten Schritt durch eine
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weille Flamme. Durch die Hitze werden dort Elektronen und die nun ionisierten und durch
den Verlust des Elektrons positiv geladenen Gasmolekdle in ein Magnetfeld geleitet, wo die
Trennung der Molekile je nach Atommasse und Isotopie stattfindet. Die Moleklle werden im
Weiteren von Kollektoren erfasst und gezahlt. Da Gasmolekile mit Extraneutronen mehr
Kraft benétigen, um aus ihrer Flugbahn verdrangt zu werden als leichtere Isotope, besitzen
sie demzufolge verschiedene Flugbahnen (Fry 2006). Diese Unterschiede im Masse-
Ladungs-Verhaltnis werden als Rohwerte vermessen und die daraus resultierenden Daten
mit Hilfe der Isodat™ Software (Version 2.2, ThermoFinnigan) erfasst und die isotopische
Zusammensetzung in ein Verhaltnis setzt. Das stabile Isotopenverhaltnis wird mit der

Bezeichnung ,8-Wert (%o)“ ausgedrickt.

Der 5-Wert beschreibt die Differenz der Messungen ("*C/"?C und "°N/"*N) relativ zu einer

Standard-Isotopen-Zusammensetzung:

5 HX = [R Probe IR Standard — 1 )* 1000 ]

X = chemisches Element (C oder N)
H = Gewicht des schweren Isotops von Element X

R = Verhaltnis schweres Isotop / leichtes Isotop von X (**C/'?C oder "°N/"N)

3% >0 = Probe angereichert mit schwerem Isotop

sfX =0 =» kein Unterschied zum Standard

3% <0 = Probe angereichert mit leichtem Isotop

Negative d-Werte weisen auf einen relativ geringen Anteil des schweren Isotops hin im
Vergleich zum verwendeten Standard.
Proben mit einem hdheren d-Wert sind angereichert mit schweren Isotopen, d.h. sie sind

,Schwerer®.
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Der 6-Wert einer Probe ist ein Indikator flir den prozentualen Anteil des schweren Isotops, es
besteht eine lineare Beziehung zwischen &-Wert und dem Isotopengehalt der Probe (Fry,
2006).

Als Standard wurde der interne Labor-Standard (ILS) Acetanilid mit einem &'°N von -2.39 +
0.34 (Standardabweichung; STABW) und einem 3'°C von -30.47 %. * 0. 28 (STABW)
verwendet.

Vor Beginn der taglichen Probenmessungen wird jeweils eine ILS—-Reihe mit
unterschiedlichen Mengen zur Kontrolle der Systemlinearitat verbrannt. Um die Qualitat der
Daten zu gewahrleisten wird aulerdem nach jeder 6. Probe eine ILS-Verbrennung
durchgefiihrt (Jardine und Cunjak 2005; Hansen und Sommer 2007).

Die Kalibrierung des Systems erfolgt durch die Verbrennung von Standards der ,International
Atomic Agency“ (N1-, N2-, N3-) und des ,National Institute of Standards and Technology*“
(NBS-22 und Graphit).

Die trophische Fraktionierung stabiler Isotope ereignet sich wahrend verschiedener
biochemischer Reaktionen (u. a. Atmung, Verdauung, Proteinbiosynthese) und beschreibt
den Unterschied der d-Werte zwischen Futterquelle (A) und Konsument (B). Sie wird im

Allgemeinen mit A bezeichnet:

A=59' 6A

Ein positiver A-Wert weist auf eine relativ hohe Konzentration des schweren Isotops im
Konsumenten (B) hin. Die Berechnung der Isotopenzusammensetzung der Futterquelle setzt
sich aus dem jeweiligen Mittelwert der verwendeten Futtergruppe zusammen. Die Sepien

wurden individuell in die Berechnung einbezogen.

Die Analysen wurden am Leibniz-Institut fir Meereswissenschaften Kiel durchgefiihrt.
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2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software STATISTICA Version 6 von
StatSoft, Inc. (2003) sowie SPSS 8.0 fir Windows (Student version; SPSS Inc. ,1998).

Da im ersten Experiment nur ein Futterorganismus zur Verfugung gestellt wurde, konnten
dementsprechend keine Vergleiche zu anderen Futteralternativen gezogen und nur Start-
und Endwerte der mit Mysis gefitterten Sepien verglichen werden. Somit entfiel hier die
statistische Auswertung mit Hilfe einer ANOVA bzw. eines t-Tests.

Im zweiten Experiment wurden zunachst die Tanks untereinander getestet, um einen
mdglichen Tankeffekt sichtbar zu machen. Beim Vergleich der geflitterten Sepien wurde das
t-Testverfahren angewendet, in dem die Mittelwerte der beiden Gruppen (Fisch / Garnele)
miteinander verglichen wurden. Die Prifung der Varianzhomogenitat erfolgte Uber den
Levenes-Test.

Bei der Auswertung der Fettsauresignatur wurde eine ANOVA gerechnet und aufgrund der
variierenden  Stichprobenanzahl der Post Hoc Test HSD Test flr ungleiche N, Typ Il

(sowohl bei den Futterorganismen, als auch bei den Sepiengruppen) angewendet.

Am Ende des zweiten Experiments verfugte die mit Garnelen gefltterte Sepiengruppe Uber
drei Tanks, die mit Fisch gefiitterte Sepiengruppe hingegen nur iber zwei Tanks. Da es bei
S. officinalis (Fisch) teilweise einen signifikanten Unterschied zwischen den Tanks gab,
konnte dann kein reprasentativer Vergleich zu der mit Garnelen geflitterten Sepiengruppe
gezogen werden. Somit konnten zum Teil die Varianzanalysen zur statistischen Auswertung
der verschiedenen Wachstumsmuster der Sepien (aufgrund ungleichmaRiger
Grundgesamtheiten und geringer Stichprobenanzahlen) nicht durchgeflhrt werden, da die

Voraussetzungen fur die Signifikanz-Testverfahren nicht eindeutig vorlagen.
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3 Ergebnisse

3.1 Abiotische Parameter

Uber den gesamten Versuchszeitraum nahm die Temperatur des verwendeten
Kreislaufwassers insgesamt ab und bewegte sich im Mittel um 20.9 + 2.5°C (Abb. 18).
Wahrend bei Experiment 1 die Temperatur im Mittel bei 21°C lag, lag die Temperatur in
Experiment 2 im Durchschnitt bei 17.7°C.

Der Salzgehalt des Ria Formosa Wassers im Kreislauf bewegte sich Uber den gesamten
Versuchszeitraum um 35.6 £ 1.5 PSU. Beim Vergleich beider Experimente war auch hier
eine Abnahme sichtbar. Der Salzgehalt in Experiment 1 lag bei 36.6 =+ 1.2 PSU, in
Experiment 2 hingegen lag er im Mittel bei 33.5 £ 1.0 PSU. Auffallig war der kurze Anstieg
des Salzgehaltes in der Mitte von Experiment 1 (06.10.06). Zu dieser Zeit gab es auch ein
Absinken in der Temperatur von 22°C (03.10.06) auf 19.7°C.

Zu Beginn des 2. Experiments gab es einen Sprung im Salzgehalt von 36.2 PSU (05.11.06)
auf 31.3 (07.11.06).
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Abb. 18: Temperaturverlauf (T) in [°C] sowie Verlauf des Salzgehaltes (S) in [PSU] (Skalierung der y-
Achse gilt fur T und S) mit Vorlaufmessungen
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3.2 Wachstum von Sepia officinalis

3.2.1 Experiment 1 : Hatchlinge

In diesem Experiment befanden sich pro Tank jeweils 16 Tiere auf einer Tankflache von

0.164 m?. Somit war in jedem Tank eine Besatzdichte von 150.4 Tieren m? vorhanden.

Das Wachstum der Hatchlinge wurde durch den Vergleich der Einwaagen der eingesetzten
Sepien (S. officinalis (Start 1)) und der Einwaage der noch vorhandenen Sepien am Ende des
Experiments (S. officinalis (Mys)) ermittelt (Abb. 19).

Das mittlere Nassgewicht der frisch geschllpften Sepien lag zu Beginn des Experiments bei
0.07 = 0.009 g. Am Ende des Experiments lag das mittlere Nassgewicht der Hatchlinge bei
0.47 + 0.07 g. Die ermittelte relative Wachstumsrate (IGR) betrug 0.07 gd™.

0.6

0.5

I
~
s

o
N

mittleres Nassgewicht [g]
o
w

0.1

. [

S. officinalis (Start 1) S. officinalis (Mys)

Abb. 19: Darstellung der mittleren Nassgewichte der Sepien (+ STABW); Ein- und Auswaage der
Tiere von Experiment 1 im Vergleich (S. officinalis (Start I): n=48, S. officinalis (Mys): n=42)

28



Ergebnisse

3.2.2 Experiment 2 : Juvenile

In diesem Experiment herrschte in jedem Tank eine Besatzdichte von 60.3 Tieren m? (pro
Tank waren 12 Tiere auf einer Flache von 0.2025 m?).

Die Ermittlung des juvenilen Wachstums erfolgte durch den Vergleich aller Einwaagen der
Starttiere (Start) mit den Einwaagen der verbliebenen Sepien der jeweiligen Gruppe:
Fischmix (Fisch), Garnele (Pal) und der Hungergruppe (Hunger).

Beide gefltterten Gruppen zeigten positives Wachstum (Abb. 20). Die mit Fisch gefitterten
juvenilen Sepien waren mit 1.65 + 0.33 g im Vergleich zur Startgruppe (S. officinalis (Start 1):
1.22+0.14g) um 0.43g schwerer und wiesen eine relative Wachstumsrate (IGR) von
0.015 gd™' auf. Einen deutlich hdheren Zuwachs verzeichneten die mit Garnelen gefiitterten
juvenilen Sepien (IGR=0.041 gd”). Ihr Endgewicht lag bei 2.77 + 0.48 g. Die zwei
verbliebenen Sepien der Hungergruppe wiesen mit 1.09 + 0.07 g ein geringeres mittleres
Nassgewicht im Vergleich zur Startgruppe auf (IGR=-0.0057 gd™).

Bei einem statistischen Vergleich der gefitterten Sepiengruppen konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen den mit Fisch gefutterten und den mit Garnelen geflutterten Sepien

festgestellt werden (t-Test, p=0,002; SPSS).
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Abb. 20: Darstellung der mittleren Nassgewichte der Sepien (+ STABW), Ein- und Auswaage der Tiere
von Experiment 2 im Vergleich (S. officinalis (Start Il): n=84, S. officinalis (Fisch): n=20, S. officinalis
(Pal): n=35, S. officinalis (Hunger): n=2)
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3.3 Mortalitat von Sepia officinalis

Die Sepia-Hatchlinge aus Experiment 1 wiesen eine relative Mortalitat von 12.5 + 6.25 % auf
(Tabelle 1, Abb. 21 a).

In Experiment 2 gab es eine starke Abweichung der relativen Mortalitaten. Die mit Fisch
gefutterten Juvenilen (S. officinalis (Fisch)) wiesen eine relative Mortalitadt von 27.78 % mit
einer Standardabweichung (STABW) von + 20.97 % auf (Abb. 21 b). Die Sterblichkeit der mit
Garnelen gefltterten Sepien (S. officinalis (Pal)) lag bei 2.76 + 4.81 % (Tabelle 1).

Trotz des scheinbar groRen Unterschiedes zwischen den gefiitterten Sepiengruppen (Fisch /
Garnele) konnte statistisch kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (t-Test, p>0.05;
SPSS).

Tabelle 1: Relative Mortalitat (in %) der einzelnen Tanks und die mittlere Mortalitat sowie
Standardabweichung (in %) der Sepiengruppen beider Experimente

(Werte in %) = Experiment 1 Experiment 2
S. officinalis S. officinalis S. officinalis S. officinalis
(Mys) (Fisch) (Pal) (Hunger)
Tankmortalitat | 12.5; 6.25; 18.75 25.0; 8.33; 50.0 0.0; 0.0; 8.33 83.3
Mittelwert 12.5 27.78 2.76 -
STABW +6.25 +20.97 +4.81 -

Die Hungergruppe zeigte mit 83 % eine hohe Mortalitat (Abb. 21 b), wobei insgesamt 7 Tiere
in der letzten Woche des Versuches starben. Am Ende des Experiments bestand sie nur
noch aus zwei juvenilen Sepien. Durch die auftretenden Mortalitaten konnten am Ende des
Versuchs nur die Daten von den letzten zwei Uberlebenden Tieren verwertet werden. Da
diese Gruppe mit nur insgesamt einem Tank vertreten war, entfallt die Berechnung des

Mittelwertes und seiner Standardabweichung.
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Abb. 21 (a+b): Darstellung der prozentualen Mortalitat ( + STABW) der Sepien beider Experimente im
Vergleich

3.4 Analyse der Fettsauren

Um einen allgemeinen Uberblick Giber die Verteilung der Fettsduren (FS) in den jeweiligen
Organismen zu erhalten, wurden neben der Gesamtfettsdurekonzentration (Gesamt FS =
Summe aller ungesattigten und gesattigten FS) auch spezielle mehrfach ungesattigte
Fettsduren (engl. poly unsaturated fatty acids, PUFAs) wie Omega-3-Fettsauren (n3) und
Omega-6-Fettsduren (n6) in Betracht gezogen. Zu dem wurde auch das Verhaltnis
gesattigter Fettsduren zu ungesattigten Fettsduren (gesattigt/ungesattigt) sowie Omega-3-
Fettsduren zu Omega-6-Fettsduren (n3/n6) genauer betrachtet.

3.4.1 Fettsauremuster der Futterorganismen

Es ist erkennbar (Abb. 22 + Abb. 23), dass Fisch im Vergleich zu den anderen beiden
Futterorganismen mit 61.86 + 17.73 ug FA mg C™' die hdchste Konzentration an Fettsduren
besal. Danach folgten Mysis (Mys) mit 43.55 ug FA mg C" und Garnelen (Pal) mit 33.94 +
12.36 yg FAmg C™.

Das Verhaltnis der gesattigten zu ungesattigten Fettsduren war bei allen 3 Futterorganismen
ahnlich verteilt (0.45 (Mys), 0.54 + 0.14 (Pal), 0.59 = 0.05 (Fisch)). Aufgrund des hohen
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Anteils an ungesittigten Fettsauren (30.03 ug FA mg C' (Mys), 22.67 + 9.56 ug FA mg C™
(Pal), 39.04 + 11.41 uyg FA mg C™ (Fisch) waren diese Werte sehr niedrig. Die Omega-3-
Fettsduren (n3) waren in allen 3 Futterorganismen starker vertreten als die Omega-6-
Fettsauren (n6). Den groRten Unterschied gab es bei Mysis mit einem 6-fach héheren Anteil
an Omega-3-Fettsauren im Vergleich zu Omega-6-Fettsauren, wahrend die Garnelen einen

4-fach und die Fische nur einen 2-fach hoheren Anteil aufwiesen.

n3/n6

n6

n3
Gesattigt/ungesattigt
Summe ungesattigt

Summe gesattigt

Gesamt FS

0 10 20 30 40 50 60 70 80
ug FAmg C™*

Abb. 22: Darstellung der Fettsaurezusammensetzung von Mysis (Paramysis nouveli) in ug FA mg c,
und deren Verhéltnisse in pg FA mg C"/ ug FAmg C™; (n=1)
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Abb. 23: Vergleich der Fettsdurezusammensetzung der verfitterten Garnelen (Pal) mit dem
Fischfutter (Fisch) £+ STABW (in uyg FA mg C'1) und der Fettsdureverhaltnisse in ug FA mg c’
Mg FA mg c’; (Pal: n=3; Fisch: n=5)
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Bei der statistischen Auswertung wurde zwischen Fisch und Garnelen (Pal) ein signifikanter
Unterschied bei dem Verhaltnis gesattigt zu ungesattigt (p=0.02) sowie n-3 / n-6 (p=0.04)
ermittelt (HSD Test fir ungleiche N, Typ IIl; STATISTICA).

Um die Zusammensetzung der Futterorganismen besser miteinander vergleichen zu kénnen,
wurde neben der Fettsdurekonzentration zusatzlich die relative Verteilung der Fettsduren
graphisch dargestellt (Abb. 24). Hier war zu erkennen, dass Fisch mit 37 % den grofiten
prozentualen Anteil an gesattigten Fettsduren besal. Danach folgten die Garnelen mit 33 %
und Mysis mit 31 %. Die ungesattigten Fettsduren bestanden bei allen 3 Organismen zum
groften Teil aus Omega-3- und Omega-6-Fettsauren, wobei - wie oben bereits erwahnt — die
Omega-3-Fettsauren auch hier am starksten vertreten waren (39% (Mys), 35% (Pal), 29%
(Fisch)). Der Anteil der Omega-6-Fettsduren war bei den Mysis 5.57 % am geringsten (8%
(Pal), 12% (Fisch)). Auffallig ist die annahernd gleiche Verteilung der

Fettsdurezusammensetzung bei Mysis und Garnelen.

@ Summe gesattigt @ n3 O n6 O andere ungesattigte FS
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Abb. 24: Prozentuale Verteilung der Fettsauregruppen (FS) bei den verwendeten Futterorganismen
Mysis, Garnele (= Pal) und Fisch beider Experimente
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3.4.2 Fettsauremuster Experiment 1 : Hatchlinge

Die Fettsdureanalyse der mit Mysis gefutterten Sepien (S. officinalis (Mys)) ergab eine
Gesamtfettsiurekonzentration von 19.51 + 4.95 ug FA mg C™', welche sich aus 13.83 + 1.78
ug FAmg C' gesattigter und 5.69 + 4.31ugFAmgC' ungesittigter Fettsduren
zusammensetzte (Abb. 25). Die Omega-3-Fettsauren waren mit einer Konzentration von
2.87 + 3.41 ug FA mg C™ fast 6-fach hoher vertreten als die Omega-6-Fettsduren (0.72 +
0.98 ug FAmg C™).

n3/n6

n6

n3

Gesattigt/ungesattigt m S. officinalis (Mys) ‘

Summe ungesattigt

Summe gesattigt

Gesamt FS

0 5 10 15 20 25 30 35
ug FAmg C™

Abb. 25: Darstellung der Fettsaurezusammensetzung der mit Mysis gefiitterten Sepien (+ STABW) in
Hg FA mg C™' und der Verhaltnisse in uyg FAmg C '/ ug FAmg C ' (n=9)

Um eine Aussage Uber Veranderungen im Fettsduremuster der Sepien treffen zu kénnen,
wurde neben der Verteilung der Fettsauren des  Futterorganismus die
Fettsaurezusammensetzung der frisch geschlipften Sepien (S. officinalis (Start 1)) mit der
Zusammensetzung der mit Mysis gefiitterten Sepien verglichen (Abb. 26).

Es ist erkennbar, dass Mysis mit 43.55 yg FAmg C™ eine hdhere
Gesamtfettsdurekonzentration als die mit Mysis gefltterten Sepien (19.51 + 4.95
ug FA mg C™") aufwiesen. Im Vergleich zu den frisch geschliipften Sepien mit 17.74 + 7.07
ug FAmg C"', besaRen die mit Mysis gefiitterten Sepien jedoch eine annahernd &hnliche

Fettsdurezusammensetzung.
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Abb. 26: Vergleich der Fettsdurezusammensetzung (FS) des verwendeten Futterorganismus Mysis,
der Start- sowie Endgruppe von Sepia aus Experiment 1 (Mys: n= 1, S. officinalis (Start |): n=9,
S. officinalis (Mys): n=10)

Beim Vergleich der gesattigten Fettsdurekonzentrationen der beiden Sepiengruppen mit dem
Futterorganismus Mysis schwankten diese minimal um den Wert 13 ug FA mg C (siehe
Tabelle 2). Betrachtet man allerdings die relative Verteilung der Fettsduren innerhalb der
Tiere (Abb. 27), so ist erkennbar, dass in den Sepien die gesattigten Fettsduren zwischen 70
und 80 % der Gesamtfettsauren ausmachten, wahrend beim Futterorganismus Mysis nur ein
gesattigter Fettsdureanteil von ~ 30 % vorlag. Die ungesattigten Fettsduren waren in den drei
Gruppen zwar unterschiedlich stark vertreten, bestanden aber immer zum grof3ten Anteil aus
Omega-3-Fettsauren.

Vergleicht man beide Sepiengruppen miteinander, so war am Ende des Experiments eine
Abnahme des gesattigten Fettsaureanteils um ca. 6 % sichtbar. Demzufolge gab es in den
ungesattigten Fettsauren eine relative Zunahme, die sich mit 5 % auf Omega-3-Fettsauren
und mit 1 Prozent auf Omega-6-Fettsauren verteilten, wahrend die anderen ungesattigten

Fettsauren keine prozentuale Veranderung aufzeigten.

35



Ergebnisse

@ Summe gesattigt m n3 O n6é O andere ungeséattigte FS ‘

100%
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Mys S. officinalis (Start 1) S. officinalis (Mys)

Abb. 27: Prozentuale Verteilung der Fettsduregruppen (FS) bei dem verwendeten Futterorganismus
Mysis, bei der Start- sowie Endgruppe von Sepia aus Experiment 1

Anschlieend wurde die Differenz der Fettsduren zwischen den frisch geschlipften Sepien
und den mit Mysis geflitterten Sepien berechnet und die Anreicherung bzw. Abreicherung
der Fettsauren graphisch dargestellt (Abb. 28 (a+b)). Die Gesamtfettsaurekonzentration der
mit Mysis gefiitterten Sepien nahm um 1.77 + 2.12 yg FAmg C™ zu.

Diese Anreicherung fand neben der gesattigten Fettsaure C 16:0 (Palmitinsaure)
hauptsachlich in den ungesattigten Omega-3-Fettsauren Eicosapentaensaure C 20:5n3
(Eicosapentaenoic acid, EPA), Docosapentaensaure C 22:5 n3 (Docosapentaenoic acid,
DPA) und Docosahexaensaure C 22:6 n3 (Docosahexaenoic acid, DHA) statt. Auch in der
Omega-6-Fettsaure C 20:4 n6, Arachidonsdure (Arachidonic acid, ARA), trat eine
Anreicherung auf. Nennenswerte Abreicherungen gab es in den gesattigten Fettsauren
C 17:0 und C 18:0 (s. auch Tabelle 2).
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Abb. 28 (a+b): Fettsaureanreicherung (= 0 ug FA mg c'+ STABW) und -abreicherung
(= Oug FAmg c'+ STABW) der Sepien, die mit Mysis geflttert wurden, in Bezug auf die Starttiere
von Experiment1 (Fettsaureverhaltnisse in ug FA mg C '/ ug FAmg C™)
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Tabelle 2: Fettsdurezusammensetzung des Futterorganismus Mysis (n=1) sowie der Start- und Endgruppe
(Nstart=9; Nende=10) der Sepien aus Experiment 1 als Mittelwert (x STABW) in ug FA mg c’ und als
prozentualer Anteil am Gesamtfettsduregehalt (Fettsaureverhaltnisse in uyg FA mg C ' Mg FA mg c’ ). Bei
einem Wert von 0 waren die Fettsduren nicht vorhanden oder kleiner als 0.005.

Experiment | : Hatchlinge

P. nouveli S. officinalis (Start ) S. officinalis (Mys)
py FAmg C' orel Anteil wy FAmg rel. Anteil wg FAmg C' rel. Anteil
MY [STABVY) (Ya) M [STABVY) {%a) WY [STABVY) {%a)

C16:0 976 () 3408 864 (3.99) 4870 9220129 47 25
c16:1n7 2.03(0) 047 0.04(0.03) 024 0.07(0.03) 0.35
C16:2n4 03{ 024 005(0.02) 0.30 0.06({003) 03z
C16:3n4 00 0.00 00 0.00 R{0)] 0.00
C17:.0 0.54(0) 303 0.86 (0.29) 485 0BG (017 336
c17:1n7 0.51(0) 023 0.02(0.02) 012 0.04 (0.02) 019
c18:0 29( 16.22 386(1.34) 2177 3B2(068) 1853
C18:1n7 2280 135 017 (011) 099 0.2 (0.09) 1.01
c18:1n9 5(0) 568 105064 593 1.11(0.45) 571
c18:2n9 0120 050 0.11(0.04) 060 0.11({005) 058
C18:2n6 060 142 0.12(0.09) 068 0.15(0.11) 077
C18:3n6 034 (0) 011 003(0.01 0.15 003({001) 015
C18:3n4 0.15(0) 026 0.02(0.04) 012 0.06(0.03) 029
C18:3n3 0.29(0) 060 0.12(0.06) 066 0.06 (0.05) 032
C18:4n3 0590 025 0.03(0.04) 017 003 {002 016
C 20:0 0.13(0) 066 0.14(0.06) 080 0.14(0.02) 072
C20:1n9 0350 238 0.36(0.28) 202 036 (0 26) 185
C20:2 n6 017 (0 036 0.02(0.03) 0.13 0.03(0.04) 0.18
C20:3n6 0.15(0) 0oz 0 (0} 0.01 0o 0.00
C20:4n6 (ARA) | 117(0) 305 023(022) 1.29 5(0.94) 255
c21:.0 0.05(0) 0.15 0.02(0.02) 012 003 (0.02) 018
C20:3n3 00 033 0.01(0.01) 0.08 0.02(0.02) 012
C 20:5 n3 (EPA) 10.1 (0} 1018 06 {069) 338 0.494(1.16) 481
Cc22:0 0.04 (0} 018 007 (0.05) 039 005{001 025
C22:1n11 0 (0 0.01 0.01(0.01) 007 0.03(007) 0.14
c22:1n9 0.04 (0} 0.10 002{0.01) 0.10 0.04({003) 018
C22:2n6 00 0.10 0 (0} 0.01 0(0.01) 0.02
C 22:5n3 (DPA) 016 (0) 186 013(015) 073 02(023) 105
C 22:6 n3(DHA) 56910 1550 0.85(1.0%) 477 1.61(1.99) 8524
C24:0 0.03(0) 053 0.1{0.04) 056 0.11(0.05) 057
C24:1n9 002 017 0.05(0.03) 027 0.03{003) 014
DHAIEPA 056 (0) 154 (0.80) 1.65(0.23)

GesamtFS 4355(0) 17 74(7.07) 1951 (4 95)

Summe ges. 1346 (0] 3090 13.70(5.75) 7720 1383 (1.78) 7086
Summe unges. | 30.09(0) B3.10 404{31) 2280 569431 2914
Ges.Junges. 045 (0) 103 497 (3.03) 2799 4 (3.26) 2048
n3 16.84 (0] 3366 1.74101.93) 978 287(341) 1470
né 243(0) 557 04(027) 228 0.72(098) 367
h3/n6 6.94 (0} 15.94 378(2.15) 2128 581291 30.30
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3.4.3 Fettsauremuster Experiment 2 : Juvenile

Beim Vergleich der verschieden gefltterten Sepien aus Experiment 2 (Abb. 29) war
erkennbar, dass die mit Fisch gefitterten Sepien eine hdhere Gesamtfettsdurekonzentration
aufwiesen (21.43 + 10.69 pug FA mg C™) als die mit Garnelen gefiitterten Sepien (19.75 *
6.18 ug FA mg C"). Die Gesamtfettsdurekonzentration der Hungergruppe war mit 16.34 +
2.99 pyg FA mg C' am niedrigsten. Die gefiitterten Sepiengruppen &hnelten sich in ihrer
gesattigten Fettsdurekonzentration (S. officinalis (Fisch): 11.75 + 2.78 yg FA mg C', S.
officinalis (Pal): 11.51+ 2.03 uyg FA mg C"), in der Konzentration der ungeséttigten
Fettsauren wichen sie geringfligig voneinander ab (S. officinalis (Fisch): 9.68 + 9.08
ug FAmg C", S. officinalis (Pal): 8.24 + 5.54 uyg FAmg C™"), wobei man bei den hohen
Standardabweichungen schwer eine Aussage treffen kann.

Der grofite Teil der ungesattigten Fettsduren spiegelte sich in allen 3 Sepiengruppen in der
Omega-3-Fettsaurekonzentration wider (S. officinalis (Fisch): 6.15 + 6.54 ug FA mg C™", S.
officinalis (Pal): 5.04 + 4.57 ug FAmg C", S. officinalis (Hunger): 3.43 + 2.08 ug FAmg C™).
Das Verhaltnis Omega-3- zu Omega-6-Fettsauren ist in der Hungergruppe mit einem Wert

von 11.36 + 6.65 am hochsten.

n3/n6

n6é

n3

: ' O S. officinalis (Hunger)
Gesattigt/ungesattigt m S. officinalis (Pal)
o S. officinalis (Fisch)

Summe ungesattigt

Summe gesattigt

Gesamt FS

0 5 10 15 20 25 30 35

pg FA mg C*

Abb. 29: Vergleich der Fettsdurezusammensetzung der juvenilen Sepien aus Experiment 2 ( %
STABW) in ug FA mg c', (S. officinalis (Hunger): n=2, S. officinalis (Pal): n=35, S. officinalis (Fisch):
n=20)

Beim Vergleich der Fettsdurekonzentrationen der Futterorganismen mit den getesteten
Sepiengruppen (inklusive Start- und Wildsepien, siehe Abb. 30), wiesen auch hier die
Futterorganismen hohere Gesamtfettsdurekonzentrationen auf (Fisch:

61.86 + 17.73 yg FAmg C”', Garnele: 33.94 + 12.36 ug FA mg C™). Unterschiede wurden
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auch bei der Betrachtung der Gesamtfettsaurekonzentrationen innerhalb der Sepiengruppen
gefunden. Die Juvenilen, die zu Beginn des Experiments beprobt wurden (S. officinalis (Start
1)), lagen mit einer Gesamtfettsdurekonzentration von 28.3 + 10.68 ug FA mg C™" héher als
die der alteren Sepien. Die geflitterten Sepien wiesen eine &hnliche
Gesamtfettsaurekonzentration wie die Wildsepien auf. Die mit Garnelen gefltterten Sepien
lagen mit einer Konzentration von 19.75 + 6.18 ug FA mg C™' zwischen S. officinalis (Fisch)
mit 21.43 + 10.68 ug FA mg C " und den Wildsepien (18.19 + 4.74 ug FA mg C'1).

Den geringsten Wert besalRen die Tiere der Hungergruppe mit 16.34 + 2.99 ug FA mg C™
(Tabelle 3).

@ Summe geséttigt mn3 O n6 O andere ungeséttigte FS
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Abb. 30: Vergleich der Fettsdurezusammensetzung (FS) der verwendeten Futterorganismen Fisch
und Garnelen (Pal), der jeweiligen Start-, End- und Hungergruppen von Sepia aus Experiment 2 sowie
den Wildfangen (Fisch: n=5, Pal: n=3, S. officinalis (Start Il): n=5, S. officinalis (Fisch): n=20,
S. officinalis (Pal): n=35, S. officinalis (Hunger): n=2, S. officinalis (Wild): n=10)

Bei genauerer Betrachtung der Fettsduren beziglich ihrer prozentualen Verteilung (Abb. 31)
waren einige Unterschiede zwischen den Tiergruppen erkennbar. Die Futterorganismen
hatten einen hoéheren Anteil ungesattigter Fettsduren als die Sepien. Innerhalb der
Sepiengruppen nahm der Anteil der gesattigten Fettsduren zu. Wahrend bei den Juvenilen
zu Beginn des Experiments die gesattigten Fettsduren 52 % der Gesamtfettsduren
ausmachten, stieg dieser Anteil bei den mit Fisch gefiitterten auf 55 %, bei den mit Garnelen
gefutterten auf 58 % bis hin zu 62 % bei der Hungergruppe. Die Wildtiere im Vergleich
zeigten einen noch héheren Anteil von 70 %.

Die Verteilung der Omega-3-Fettsauren war bei den Start- und den mit Fisch bzw. Garnelen
gefltterten Sepien relativ konstant (S. officinalis (Start Il): 27 %, (S. officinalis (Fisch): 29 %,
(S. officinalis (Hunger): 26 %) wahrend die Wildsepien und die Hungergruppe niedrigere
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Anteile aufzeigten (S. officinalis (Wild): 16 %, (S. officinalis (Hunger): 21 %). Die Omega-6-
Fettsaure-Anteile verteilten sich bei den mit Fisch gefltterten Sepien auf 5 %, bei den mit
Garnelen gefltterten Sepien sowie den Wild- und Hungertieren auf jeweils 3 % ihrer
Gesamtfettsdurekonzentrationen, wahrend die Juvenilen zu Beginn des Experiments noch

9 % aufwiesen.

@ Summe geséttigt mn3 0 n6 O andere ungesattigte FS ‘
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Abb. 31: Prozentuale Verteilung der Fettsduregruppen (FS) bei den verwendeten Futterorganismen
Fisch und Garnelen (Pal), der jeweiligen Start-, End- und Hungergruppen von Sepia aus Experiment 2
sowie den Wildfangen

Beim Vergleich der mit Fisch mit der mit Garnelen gefitterten Sepiengruppe konnte
statistisch kein signifikanter Unterschied ermittelt werden (HSD Test fur ungleiche N, Typ I,
p>0.05; STATISTICA).

Abschliellend wurde auch im zweiten Experiment die Differenz aus der Startgruppe und den
Endgruppen berechnet, um die An- bzw. Abreicherung der Fettsauren ermitteln zu kdnnen.
Die Hungergruppe verzeichnete eine Abreicherung in der Gesamtfettsdurekonzentration von
-11.96 ug FA mg C’' (Abb. 32 b). Diese starke Abreicherung fand vor allem in den
ungesattigten Fettsauren statt, im Speziellen in den Omega-3-Fettsauren C 20:5 n3 (EPA),
C 22:6 n3 (DPA), aber auch in der Omega-6-Fettsdure C 20:4 n6 (ARA) und in der
gesattigten Fettsaure C 16:0 (Abb. 32 a). Bei Betrachtung der gefltterten Sepien wiesen
sowohl die mit Fisch, als auch die mit Garnelen gefitterten Tiere ebenfalls eine Abreicherung
in ihrer Gesamtfettsaurekonzentration auf (S. officinalis (Fisch): -6.87 + 4.61 ug FA mg C™,
S. officinalis (Pal): -8.55 + 9.11 pyg FA mg C"), welche sich auch vornehmlich in den
ungesattigten Fettsduren C 20:5 n3 (EPA), C 22:6 n3 (DPA), C 20:4 n6 (ARA) und in der
gesattigten Fettsaure C 16:0 widerspiegelt (Abb. 33 (a+b) und Abb. 34 (a+b)).
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Abb. 32 (a+b): Fettsaureanreicherung (= 0 ug FA mg C "+ STABW) und -abreicherung
(£ 0 ug FA mg C" + STABW) der Sepien, die mit Fisch gefiittert wurden, in Bezug auf die Starttiere
von Experiment 2 (Fettsaureverhaltnisse in pg FA mg C"/ ug FA mg C™)
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Abb. 33 (a+b): Fettsaureanreicherung (= 0 ug FA mg c'+ STABW) und -abreicherung
(= 0 ygFAmg c'+ STABW) der Sepien, die mit Garnelen gefittert wurden, in Bezug auf die
Starttiere von Experiment 2 (Fettsaureverhaltnisse in ygg FAmg C'/ ug FA mg C’1)
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Abb. 34 (a+b): Fettsaureanreicherung (= 0 ug FA mg C” + STABW)und -abreicherung

(= 0 yg FA mg c’' STABW) der Hungergruppen - Sepien, in Bezug auf die Starttiere von

Experiment 2 (Fettsaureverhaltnisse in uyg FA mg C '/ ug FA mg C'1)
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Tabelle 3: Fettsdurezusammensetzung des Futterorganismus Mysis (n

Gesamtfettsduregehalt (Fettsdureverhaltnisse in yg FA mg C

Nenge=10) der Sepien aus Experiment 1 als Mittelwerte (
Fettsauren nicht vorhanden oder kleiner als 0.005.
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3.5 Analyse der stabilen Isotope

3.5.1 5N und 5"*C Signaturen

3.5.1.1 Experiment 1: Hatchlinge

Der &'"N-Wert des Futterorganismus Mysis (Mys) lag bei 2.7 + 0.52 %o (Abb. 35 a). Die
Sepien lagen mit ihren Werten deutlich hdher. Die frisch geschlUpften Sepien (S. officinalis
(Start 1)) hatten zu Beginn des Versuchs einen 8"°N-Wert von 6.2 + 0.41 %o wahrend die mit
Mysis gefiitterten Sepien am Ende des Versuches einen &'°N-Wert von 4.6 + 0.54 %o

aufwiesen.

Das Verhéltnis "C/'?C zeigte eine geringere Abweichung zwischen den Sepien und dem
Futterorganismus (Abb. 35 b). Die Mysis hatten einen 5"°C-Wert von -13 + 0.37 %.. Die 8'°C-
Werte beider Sepiengruppen unterschieden sich nur um 0.1 %o ((S. officinalis (Start I):

~11.5 £ 0.39 %o, (S. officinalis (Mys): -11.6 £ 0.75 %o).

(a)

10

5 "N (%)

Mys S. officinalis (Start I) S. officinalis (Mys)

46



Ergebnisse

(b)

Mys S. officinalis (Start I) S. officinalis (Mys)

5 °C (%o)
&

Abb. 35: Variabilitat der stabilen Isotopensignaturen (a) 8°N und (b) 3'°C; Mittelwert + STABW des
Futterorganismus Mysis im Vergleich zu Start- und Endgruppe der Sepien aus Experiment 1

Bei der Betrachtung der 5'°N-Werte der verwendeten Futterorganismen konnte ein deutlicher
Unterschied festgestellt werden (Abb. 36 a). Wahrend der Fischmix einen hohen 5'"°N-Wert
von 9.2 + 0.38 %o aufwies, hatten die Garnelen einen geringen 5'°N-Wert von 3.3 + 0.21 %o.

Bei der 8'*C-Signatur gab es ebenfalls einen Unterschied zwischen den Futterorganismen,
der jedoch im Gegensatz zur 5"°N-Signatur kleiner ausfiel. Der 8'*C-Wert der Fische betrug
-14.3 £ 1.27 %o, die Garnelen hatten ein >C/"°C-Verhéltnis von -11.2 + 0.79 %o (Abb. 36 b).

Die Wildtiergruppe zeigte in ihrer isotopischen Zusammensetzung mit einem &'°N-Wert von

10.3 £ 1.11 %o und einem 3"C-Wert von -18.3 + 1.37 %o deutliche Unterschiede zu den
anderen Gruppen (Abb. 36 a+b).
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3.5.1.2 Experiment 2: Juvenile

Die juvenilen Sepien schwankten in ihrem &'"°N-Wert zwischen 4.5 + 0.66 %o (S. officinalis
(Hunger)) und 6.2 + 0.75%o (S. officinalis (Fisch), Abb. 36 a). Zwischen diesen Werten lagen
die Sepien der Startgruppe mit 4.9 + 0.46 %o nahe bei den mit Garnelen gefitterten Sepien
(5.4 + 0.58 %o). Bei der Betrachtung der 8'°C-Werte der juvenilen Sepiengruppen zeigte sich
ein konstantes Bild. Sie bewegten sich um &'°C-Werte zwischen -12 %o und -11 %o (&hnlich

der Garnelen, s. Abb. 36 b).

Die statistische Auswertung der 3'°N-Werte ergab keine Unterschiede zwischen den Tanks
den jeweiligen Futtergruppen (t-Test, p>0.05; SPSS). Beim Vergleich der Mittelwerte der
Tanks der gefltterten Sepiengruppen (Fisch / Garnele) wurde zwar ein signifikanter
Unterschied  sichtbar  (t-Test, p=0.01; SPSS), welcher allerdings durch eine
Varianzinhomogenitat entkraftigt wurde.

Bei der statistischen Auswertung der 3'°C-Werte gab es einen signifikanten Unterschied
zwischen den Tanks der mit Fisch gefltterten Sepien (t-Test der Tanks, p=0,03; SPSS) und
so konnte kein Vergleich mit der Garnelen gefitterten Sepiengruppe (t-Test der Tanks,

p>0,05; SPSS) gezogen werden.

(a)

14 -
12
10
L 8
=
- 6 -
10
4 4
) '
0 :
Fisch S officinalis S off/cma/ls S. officinalis S officinalis S officinalis
(Start 1) (Fisch) (Pal) (Hunger) (Wild)
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(b)

S. officinalis S. officinalis S. officinalis S. officinalis S. officinalis
Fisch (Start 1) (Fisch) (Pal) (Hunger) (Wild)
0
-2
-4 4
-6
z 8
=
o -10
e
w -12 1
-14
-16
-18
-20

Abb. 36: Variabilitat der stabilen Isotopensignaturen [(a) 8'°N und (b) 5'°C; Mittelwert + STABW] der
Futterorganismen Fisch (n=12) und Garnele (n=12) im Vergleich zu Start- und Endgruppe der Sepien
aus Experiment 2 (Start mit n=4, S. officinalis (Fisch) mit n=20, S. officinalis (Pal) mit n=35) sowie
Hunger- und Wildtiergruppe (n=12, n=10)

3.5.1.3 Trophische Fraktionierung

Die Anreicherung der stabilen Isotope pro trophische Ebene konnte in beiden Experimenten
beobachtet werden. Der AS'°N-Wert fiir die Anreicherung schwerer Stickstoffisotope im
Konsument von 2.2 %o (nach Fry, 2006) wurde bei den mit Mysis gefltterten Sepien aus
Experiment 1 mit A5"°N = 1.9 + 0.6 %o anndhernd erreicht (Abb. 37 a).

In Experiment 2 traten groRe Schwankungen auf. Wahrend der A5'°N-Wert der Sepien, die
mit Garnelen gefiittert wurden, mit 2.1 + 0.58 %0, dem theoretischen Anreicherungsgrad von
2.2 %0 entsprach, wurde bei den mit Fisch gefltterten Sepien eine Abreicherung der
schweren Stickstoffisotope (A3'°N= - 3.0 + 0.75 %o) beobachtet (Abb. 37 b).

Die trophische Fraktionierung fir A3'°C mit einer zu erwartenden theoretischen
Anreicherung im Konsumenten von 1 %. (nach Fry, 2006) wurde in keinem der beiden
Experimente erfiillt. Die mit Mysis gefiitterten Sepien (A5'°C=0.6 + 0.49 %o) und auch die mit
Garnelen gefiitterten juvenilen Sepien (A3'°C=0.1 * 0.36 %o) blieben unter dem

theoretischen Anreicherungsgrad von 1 %o (Abb. 37 c, d).
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Eine Ausnahme bildeten die mit Fisch gefitterten Sepien, welche mit einem AS"*C-Wert von

2.1 + 0.58 %o doppelt so hoch wie erwartet lagen.

(a) Experiment 1 : Hatchlinge (b) Experiment 2 : Juvenile
S. officinalis (Mys) S. officinalis (Fisch) S. officinalis (Pal)
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(c) Experiment 1 : Hatchlinge (d) Experiment 2 : Juvenile
S. officinalis (Mys) S. officinalis (Fisch) S. officinalis (Pal)
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Abb. 37: Trophische Fraktionierung von (a+b) A 8N und (c+d) A 8'°C der mit unterschiedlicher
Nahrung gefiitterten Sepien aus Experiment 1+2 im Vergleich. Die gestrichelten Linien verweisen auf
den erwarteten Grad der Anreicherung von (a+b) 2.2 %o in 3'°N und (b+d) 1.0 %o in 3'°C
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3.5.1.4 C:N Verhaltnis

Das C:N Verhaltnis bezieht sich auf die bioverfigbaren Anteile von Kohlenstoff und Stickstoff
im Organismus. Das Verhaltnis von molekularem Kohlenstoff zu Stickstoff bewegte sich in
beiden Experimenten um den Wert 4 (Abb. 38 + Abb. 39).

Beim Vergleich der Futterorganismen wiesen Fisch und Garnele ein C:N Verhaltnis von
4.4 £ 0.1 auf, die Mysis lagen bei 4.3 + 0.09.

In Experiment 1 &nderte sich das C:N Verhaltnis zwischen den frisch geschlipften Sepien
und den mit Mysis gefitterten Sepien von 4.6 + 0.25 auf 4.2 + 0.21.

Im zweiten Experiment anderten sich ebenfalls die C:N Verhaltnisse. Die Startgruppe wies
einen Wert von 4.2 1 0.24 auf, wahrend die Hungergruppe einen Wert von 4.1 £ 0.03 und die
mit Garnelen gefltterten Sepiengruppe einen Wert von 4.0 + 0.16 vorwies. Mit einem Wert
von 3.9 + 0.15 besalien die mit Fisch gefitterten sowie die Wildsepien (3.9 + 0.4) die

kleinsten C:N Verhaltnisse in diesem Experiment.

6
g 5
=
7]
+l
) 41
£
u;v
5 o
>
=z
G 2
(2]
g
© 14
g

0 i

Mys S. officinalis (Start 1) S. officinalis (Mys)

Abb. 38: Molares C:N Verhaltnis des Futterorganismus Mysis im Vergleich zu Start- und Endgruppe
der Sepien von Experiment 1
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Fisch S officinalis S officinalis S officinalis S officinalis S officinalis
(Start 11) (Fisch) (Pal) (Hunger) (Wild)

Abb. 39: Molares C:N Verhaltnis der Futterorganismen Fisch und Garnele im Vergleich zu Start- und
Endgruppe der Sepien sowie Hunger- und Wildtiergruppe von Experiment 2

Die statistische Auswertung der Daten konnte nicht durchgefiihrt werden, da auch hier im
C:N Verhaltnis der mit Fisch geflitterten Sepien unter den Tanks ein schwacher, aber
signifikanter Unterschied (t-Test, p=0.04; SPSS) bestand. Somit kénnen die mit Fisch
gefutterten Sepien nicht mit der Garnelen gefitterten Gruppe (t-Test der Tanks: p>0.05;
SPSS) verglichen werden.
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4 Diskussion

4.1 Kultivierung und Wachstum

Aufgrund des verwendeten halboffenen Systems bzw. des Durchfluss-Systems, konnten
durch den kontinuierlichen Austausch mit frischem Wasser aus dem Ria Formosa, die
natlrlichen Bedingungen so gut wie mdglich simuliert werden. Domingues et al. (2001a)
beschrieben, dass zur Aufzucht frisch geschlipfter Sepien im Labor ein Salzgehalt von
37 £ 3 PSU geeignet ist, was in beiden Experimenten erfillt werden konnte. Die
Schwankungen in Temperatur und Salzgehalt wahrend der Experimente sind auf aullere
Einflisse, wie zum Beispiel starkem Regen oder Trockenheit mit hoher Verdunstung,
zurtckzufihren. In Experiment 2 war der Salzgehalt mit 33.5 PSU niedriger als im ersten
Experiment (35.6 PSU), was mit der sinkenden Aul3entemperatur zusammenhing und somit
die Tanktemperatur beeinflusste. S. officinalis gilt im Allgemeinen als relativ tolerant
gegenlber Schwankungen im Salzgehalt (25-38 PSU; Sykes et al. 2006b) und lebt im
Freiland zum Teil auch in Gewassern mit niedrigeren Salzgehalten wie z.B. im Sudwesten
der Niederlande, wo das Schllipfen der Sepien bei 26.5 PSU beobachtet werden konnte
(Guerra 2006). In Laborexperimenten konnten Freilandsepien sogar an einen Salzgehalt von
18 + 2 PSU angepasst und gehaltert werden (Guerra 2006). Somit kann angenommen
werden, dass bezlglich des Salzgehaltes keinerlei Nachteile fiir die Tiere entstanden.

Eine grolie Rolle spielt aulerdem die Wassertemperatur im Lebenszyklus von S. officinalis
(Forsythe et al. 1994). Sepien kénnen in einem weiten Temperaturspektrum von 10°C bis
30°C gehalten werden (Domingues et al. 2006; Guerra 2006). Domingues et al. (2001a)
verzeichneten sogar eine erfolgreiche Aufzucht von Sepien bei Temperaturen bis zu 32°C.
Die Temperatur spielt nicht nur bei der Aufzucht eine groRe Rolle, sondern auch bei der
Entwicklungszeit der Eier (Nixon und Mangold 1998) und bei der Bestimmung der
Lebenserwartung (Forsythe et al. 1994). Speziell beim Wachstum sind Unterschiede in
Abhangigkeit von der Temperatur zu finden (Domingues et al. 2006). Gerade bei jungen
Sepien regt eine Erhéhung der Temperatur das Wachstum der poikilothermen Organismen
an (Koueta und Boucaud-Camou 1999) und fihrt so zu einem erhdéhten Stoffwechsel und
damit zu einem erhdhten Bedarf an Futter (Forsythe et al. 1994; Grigoriou und Richardson
2004; Sykes et al. 2006b). Dies wird deutlich beim Vergleich der beiden Experimente, wo in
Experiment 1 ein deutlich héheres Wachstum (IGR=0.07 d') bei durchschnittlich héheren
Temperaturen (21 #1°C) als in Experiment 2 erfolgte (max. IGR=0.04 d™ bei T=17.7 %
1.1°C). Man muss hier jedoch auch den Altersunterschied der Sepien zwischen den

Experimenten in Betracht ziehen, da die Wachstumsraten mit dem Alter der Sepien abnimmt
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(Forsythe und van Heukelem 1987; Forsythe et al. 1994; Domingues et al. 2001; Koueta und
Boucaud-Camou 2001). Bei sinkenden Temperaturen wie in Experiment 2 kann bei
S. officinalis aufgrund der Poikilothermie der Metabolismus und so das Wachstum
verlangsamt und gleichzeitig die Nahrungsaufnahme beeintrachtigt werden (siehe
Domingues et al. 2001a; Grigoriou und Richardson 2004). Die Sepien nehmen dadurch
keine Nahrung zu sich, bleiben vorwiegend inaktiv und sterben innerhalb weniger Tage, wie
in einer Studie von Bettencourt (2000) bei Sepien beobachtet wurde, die bei Temperaturen
unter 10°C gehaltert wurden. Diese Annahme kénnte bei den mit Fisch geflitterten und
hungernden Sepien ein Grund flr die erhéhte Mortalitdt sein, auch wenn die
Grenztemperatur weit Gber 10°C lag. Im Widerspruch dazu stehen aber die mit Garnelen
gefltterten Sepien, welche bei den gleichen Temperaturen gehaltert wurden und eine relativ

geringe Mortalitat aufwiesen.

Der Aufbau der Tankanlagen beider Experimente wurde bereits in mehreren Studien
erfolgreich getestet (Domingues et al. 2001b; Sykes et al. 2003; Domingues et al. 2003a;
Correia et al. 2005) und erwies sich auch hier als gut geeignet. Dies wird durch die
Uberwiegend positiven Wachstumsraten und relativ hohen Uberlebensraten der Sepien
bestatigt.

Bei den vorwiegend am Boden lebenden Tieren spielt die ihnen zur Verfligung stehende
Bodenflache beim Wachstum eine wichtige Rolle. Der Literatur nach tolerieren junge Sepien
hohe Kultivierungsdichten (Forsythe et al. 1994; Correia et al. 2005), wobei das Optimum fir
Sepien bis 2 g bei einer Besatzdichte von 125 Tieren m? (Domingues et al. 2003a) und fiir
Sepien zwischen 5 und 25 g bei 120 Tieren m? liegen sollte (Sykes et al. 2003). Die
Kultivierungsanlage in Experiment 1 besa mit 150 Tieren m? pro Tank eine weitaus hdhere
Besatzdichte als in Experiment 2 (60.3 Tiere m?). Die hohe Besatzdichte der Sepien im
ersten Experiment kdnnte den Stress der Tiere erhoht und sich demzufolge negativ auf das
Fressverhalten ausgewirkt haben. Dem widersprechen der hohe Gewichtszuwachs von 0.4 g
und die relativ geringe Mortalitat von 12.5 % im ersten Experiment. Auch in der Studie von
Domingues et al. (2003a) gab es bei S. officinalis innerhalb der ersten 30 Tage keine
sichtbaren Besatzdichteeffekte auf das Wachstum. Warnke (1994) beobachtete, dass in
Gruppen gehdlterte Sepien bei ausreichendem Futterangebot sogar aktiver in der
Nahrungssuche waren als isolierte Tiere. Die Isolation der Tiere stellt eine Alternative zur
Halterung von Gruppen dar, um die Einflisse von Besatzdichte und Konkurrenz um Nahrung
sowie intraspezifische Interaktionen bei Nahrungsexperimenten auszuschlieRen und so die
Wachstumsrate exakt bestimmen zu kénnen (Koueta und Boucaud-Camou 1999).

In Experiment 2 war die Dichte der Sepien mit 60.3 Tieren m? weit unter dem in der Literatur

empfohlenen Wert von 120 Tieren m? (Sykes et al. 2003). Eine Hierarchie in der
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Futterbeschaffung taucht bei S. officinalis im Allgemeinen erst im Alter von vier Monaten auf
(Guerra 2006) und wird deshalb bei diesen Experimenten nicht in Betracht gezogen.
Trotzdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass einige Sepien unter modglichem
Konkurrenzdruck weniger Nahrung zu sich genommen haben und, als Folge davon,
schwachere Tiere aufgrund von Futtermangel gestorben sind. Aufterdem ist bekannt, dass
schon frisch geschlipfte Sepien, die unter identischen Bedingungen aufgezogen werden,
innerhalb einer bestimmten Zeit grolle Schwankungen in ihrer GréRe und somit

Unterschiede in der Futternachfrage aufweisen (Sykes et al. 2006a).

4.2 Futter und Wachstum

In vielen wissenschaftlichen Studien wurde die Qualitdt und Verflgbarkeit verschiedener
Futterorganismen untersucht (Castro und Guerra 1990; Castro und Lee 1994; Domingues et
al. 2004; Domingues et al. 2005). Boletzky (1987) erkannte hierbei einen engen
Zusammenhang zwischen Futter und Wachstum bei S. officinalis. Seitdem wurden
kontinuierlich Feld- und Laborstudien durchgefihrt, die den Aspekt von Nahrungsqualitat und
-quantitdt genauer untersuchten. Gerade in der Aquakultur spielt das Wachstum eine
entscheidende Rolle und die Wahl der Nahrung ist hier ein bestimmender Faktor (Koueta
und Boucaud-Camou 2003). DeRusha et al. (1989) untersuchten zum Beispiel die Eignung
gefrorener Nahrungsorganismen und Surimi (Fisch-Myofibrillar-Konzentrat) zur Aufzucht
verschiedener Cephalopodenarten wie Octopus sp., Loligo sp. oder Sepia sp., mit dem
Ergebnis, dass gefrorenes Futter durchaus eine gute Futteralternative darstellt und vor allem
bei adulten Tieren keine groRen Wachstumsunterschiede zur Lebendnahrung aufweist. Die
juvenilen Stadien reagieren jedoch anders auf die Futteralternativen. Diese Stadien
bendtigen eine Eingewdhnungszeit, um sich an das gefrorene Futter anzupassen und
weisen durchgehend geringere Wachstumsraten auf im Vergleich zu Lebendfutter. Speziell
bei S. officinalis gab es ebenfalls Studien zum Einfluss verschiedener Futteralternativen auf
das Wachstum: Lebend- und Frostfutter (Domingues et al. 2003b), unterschiedliche
Futterorganismen (Domingues et al. 2004), angereichertes Futter (Pelletfutter) mit
verschiedenen biochemischen Zusammensetzungen (Domingues et al. 2005), wobei die
geringsten Wachstumraten bei Pelletfutter vorlagen, von Frostfutter bis zum Lebendfutter
stetig anstiegen und bei Crustaceen die héchsten Raten aufwiesen. Neben der Qualitat des
Futters wurde auch der Einfluss der Quantitdt des Futters auf die Wachstumsraten
untersucht, wobei ein geringes Nahrungsangebot die Entwicklung verzdgert und eine
geringere Wachstumsrate nach sich zieht (Grigoriou und Richardson 2004). Liegt die Menge
der Nahrung unter 2.5 %*d™" des Sepia-Kérpergewichtes, folgen negative Wachstumsrate,

Gewichtsverlust und die Sepien sterben (Koueta und Boucaud-Camou 2001).
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4.2.1 Hatchlinge

Unmittelbar nach dem Schlipfen ist S. officinalis bereits aktiv und lebt in den ersten 24-48
Stunden fast ausschlieRlich von den noch vorhandenen Dotterreserven. In dieser Zeit findet
kaum eine Jagd nach mdglichen Beuteorganismen statt (Nixon und Mangold 1998).

Als optimales Startfutter fir frisch geschlipfte Sepien gelten lebende Mysis (Boletzky und
Hanlon 1983; Domingues et al. 2001b; Domingues et al. 2004). Einige Autoren weisen
jedoch darauf hin, dass Mysis nur in den ersten Wochen von S. officinalis bevorzugt wird
(Forsythe et al. 1994; Domingues et al. 2004). In dem durchgefiihrten Experiment lag die
relative Wachstumsrate der mit Mysis gefiitterten Sepien bei 0.07 gd™' und somit im mittleren
Bereich der in der Literatur beschriebenen Werte (zwischen 0.03 und 0.15 gd™'; Domingues
et al. 2006). Zudem waren die Mortalitaten der Hatchlinge gering (siehe Abschnitt 4.3) und
wahrend des Versuchs konnte, trotz der normalerweise nachtaktiven Lebensweise (Guerra
2006) auch tagslUber eine Futteraufahme beobachtet werden, wie es bei Sepien in
Gefangenschaft oft der Fall ist (Mark et al. 2007). Die Kombination aus diesen Faktoren
zeigt, dass Mysis einen sehr gut geeigneten Futterorganismus fiir frisch geschlipfte Sepien
darstellt, auch wenn gegen Ende des Experiments eine Abnahme in der aktiven

Futteraufnahme zu erkennen war.

4.2.2 Juvenile Sepien

In der Ubergangsphase zwischen den Experimenten wurden die Sepien mit einer Mischung
aus Mysis und Garnelen gefiittert. Die Praferenz der nun schon juvenilen Sepien ging fast
ausschlie8lich in Richtung Garnelen, was mit der GroRe des Beuteorganismus
zusammenhangen kann. Es ist aus der Literatur bekannt, dass sich, mit zunehmendem Alter
und GrolRe der Sepien, Garnelen wie Palaemonetes und Fisch als geeignete
Futterorganismen erweisen (Forsythe et al. 1994; Nixon und Mangold 1998), wobei Fische,
speziell in den frihen Lebensstadien kein optimales Futter fir Sepien darstellen (Domingues
et al. 2001) und erst von alteren Lebensstadien bevorzugt werden. Ab welchem Alter und bei
welcher GroRe von S. officinalis sich Fisch als Nahrung von Vorteil erweist, ist noch nicht
erwiesen (Castro und Guerra 1990). Zudem muss S. officinalis bei kleineren Beutetieren
intensiver jagen, um den Nahrungsbedarf zu decken. Der Energiebedarf ist dabei hoher als
bei einer Jagd nach gréReren Organismen, wo S. officinalis Energie einsparen kann
(Domingues et al. 2004).

Die relativ hohe Wachstumsrate der mit Garnelen gefitterten Sepien bestatigte, dass
Garnelen das bessere Futter fur juvenile Sepien darstellen. Die mit Fisch gefltterten Sepien
hingegen lagen mit ihrer relativen Wachstumsrate wie erwartet niedriger als die mit Garnelen

gefitterten S. officinalis, aber auch weit unter dem Literaturwert von ca. 0.025 gd™' (DeRusha
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et al. 1989). Dies kann mehrere Ursachen haben; einerseits kann es daran gelegen haben,
dass Fische in diesem Lebensstadium, wie oben bereits erwahnt, nicht das optimale Futter
fur juvenile Sepien darstellen. Andererseits kdnnten auch die zur Verflgung gestellte Menge
und die Grofde der Fische Ursache flr das geringe Wachstum gewesen sein. Es wurde zwar
ad libitum geflttert, um den Konkurrenzdruck unter den Tieren zu minimieren, sowie um
Hunger und Mangelerscheinungen vorzubeugen, es ist jedoch durchaus maoglich, dass die
Sepien durch die gro’e Menge an Fisch gestresst wurden und die Grofe des Futters diese
Stresssituation noch verstarkt haben konnte (Palma, pers. Kommunikation). In der Literatur
ist zu finden, dass die Beutedichte einen Effekt auf die Wachstumsrate bei S. officinalis hat
(Koueta und Boucaud-Camou 1999; 2001). Hier wurden hohere Wachstumsraten bei
hoheren Beutedichten beobachtet. Auch der Einfluss der GréRe von Beuteorganismen auf
S. officinalis wurde in vielen Studien naher untersucht, mit dem Ergebnis, dass Fische
vorwiegend als Beuteorganismus in Betracht kommen, wenn diese eine Grof3e von 25-80 %
der dorsale Mantellange (DML) von Sepia aufweisen (Blanc et al. 1999). Die Wahl der Beute
ist jedoch in erster Linie von der momentanen ,Fress-Motivation® von S. officinalis abhangig.
Es kann somit durchaus vorkommen, dass auch gréRere Organismen in das Beutespektrum
mit einbezogen werden (Boletzky und Hanlon 1983). In den Experimenten von Sykes et al.
(2006a) wurde beobachtet, dass Garnelen, die doppelt so lang wie die Sepien waren, von
ihnen gefressen wurden. Trotzdem kann ein Einfluss der Gré3e und Menge von Fisch auf
das Fressverhalten der Sepien nicht eindeutig ausgeschlossen werden, zumal bei den
taglichen Beobachtungen die Aktivitat der mit Fisch gefltterten Sepien deutlich niedriger war,
als bei den mit Garnelen gefltterten Sepien. Anzeichen von Hunger wegen Futtermangels
wie zum Beispiel auffalliges Schwimmen oder Treiben der Tiere an der Oberflache (Boletzky
und Hanlon 1983) wurde, im Vergleich zu den mit Garnelen gefltterten Sepien, verstarkt
wahrgenommen. Diese Einzelbeobachtungen kénnten bei der Betrachtung der Sterblichkeit
eine Rolle spielen.

Bei genauerer Betrachtung der biochemischen Zusammensetzung der mit Fisch gefiitterten
Sepien (siehe Abschnitt 4.4) wird jedoch sichtbar, dass die verbliebenen Tiere sich durchaus
von Fischen als Futterorganismus ernahren konnten und auch ein Vergleich mit der
Wachstumsrate der Hungergruppe zeigt, dass die mit Fisch gefiitterten Sepien mehr als die
hungernden Tiere gewachsen sind.

Generell kann man aus den hier gewonnenen Ergebnissen jedoch folgern, dass die in
diesem Experiment angebotenen Fische offensichtlich keine optimalen Futterorganismen flr
juvenile Sepien darstellen.

Sepien, die ohne Futter gehdltert wurden (Hungergruppe), zeigten negative
Wachstumsraten. Obwohl das Wachstum bei Cephalopoden und im Speziellen bei

S. officinalis wahrend der ersten Lebensphase exponentiell verlauft (Forsythe und van
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Heukelem 1987), bendtigen gerade die frihen Stadien eine gro3e Menge an Nahrung
(Koueta und Boucaud-Camou 2001), was sich in den hohen Futterumsatz- und
Stoffwechselraten widerspiegelt (Castro und Lee 1994). Allerdings sind im Besonderen junge
Sepien in der Lage, sich auf einen Futtermangel einzustellen, in dem sie ihre Aktivitat
senken, den Futterbedarf minimieren und ihren Stoffwechsel und somit ihre Wachstumsrate
bis auf 1/10 herunterfahren kdénnen (Boletzky und Hanlon 1983). Ohne die Zugabe von
Futter ist es jedoch eine Frage der Zeit, bis die Wachstumsrate in den negativen Bereich
driftet. Ein Versuch von Koueta und Boucaud-Camou (2001) ergab ebenfalls ein negatives
Wachstum der Hungergruppe, wobei die Abnahme noch wesentlich starker war als in diesem

Versuch.

4.3 Futter und Mortalitat

Des Weiteren kann man anhand der Mortalitat ebenfalls die Qualitatsabstufungen der

Futterorganismen erkennen.

4.3.1 Hatchlinge

Die Mortalitat der Hatchlinge ist relativ niedrig und zeigt, dass zum einen die Zehrung der
Dotterreserve erfolgte, wodurch die frisch geschlipften Sepien in den ersten Tagen in der
Lage sind, die Nahrungssuche und anschlieRende Jagd zu erlernen, aber auch einen
Nahrungsmangel aushalten zu kdnnen (Nixon und Mangold 1998). Zum anderen zeigt die
geringe Mortalitat, dass Mysis als Futterorganismus optimal geeignet ist, wie es in anderen

Studien ebenfalls beobachtet werden konnte (Domingues et al. 2001b; Koueta et al. 2002).

4.3.2 Juvenile Sepien

Die mit Garnelen gefitterten Sepien wiesen die geringste Mortalitat auf und bestatigten somit
die Ergebnisse friherer Experimente (Domingues et al. 2003a; Domingues et al. 2004;
Sykes et al. 2006a), dass die geringsten Mortalitatsraten, im Vergleich zu anderen
Futteralternativen wie zum Beispiel Fisch, ebenfalls in den mit Garnelen gefiitterten
Sepiengruppen auftraten und folglich die Garnelen als Futterorganismen optimal zur
Aufzucht von juvenilen Sepien geeignet sind. Die hohe Sterblichkeitsrate der mit Fisch
gefltterten Sepien kann hingegen ein weiteres Anzeichen sein, dass Fisch als Futter in
dieser Wachstumsphase nicht geeignet ist. Die erhdhte Mortalitat kann jedoch auch durch

die Nahrungsumstellung verursacht worden sein. Vor Beginn des zweiten Experimentes
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bekamen die Sepien eine gewisse Zeit eine Mischung aus Mysis und Garnelen, ehe sie
anschliel’end nur noch mit Garnelen gefiittert wurden. In dieser Zeit konnten sich die Sepien
auf das Garnelenfutter einstellen, wahrend die Fische erst wahrend des Experiments als
Nahrungsalternative angeboten wurden. Die Sepien hatten keine Vorlaufzeit, sich an das
neue Futter zu gewdhnen und mussten sich wahrend der Versuchslaufzeit auf den neuen
noch unbekannten Futterorganismus einstellen.

Die Hungergruppe des zweiten Experiments besalt die hdchste Sterblichkeit. Nach der
Versuchsdauer von 20 Tagen wies sie nur noch zwei lebende Sepien auf. Wie bereits in
Absatz 4.2 erwahnt, kdnnen Sepien ihren Stoffwechsel auf ein Minimum zurickfahren und
sind so in der Lage, in einem unterfitterten Zustand monatelang zu tberleben (Boletzky und
Hanlon 1983). Jedoch beim Fehlen jeglicher Nahrung werden zunehmend die noch
vorhandenen Reserven gezehrt, bis die Tiere innerhalb von ca. 21 Tagen fortschreitend

sterben (Koueta und Boucaud-Camou 2001).

Als weiterer moglicher Grund fur die Mortalitat in den Experimenten kann auch der in einigen
Studien beschriebene Kannibalismus bei S. officinalis sein (Castro und Guerra 1990),
welcher vorwiegend bei adulten Sepien beobachtet wurde, wobei kleinere Artgenossen
gefangen und gefressen werden (Boyle und Rodhouse 2005a). Kannibalismus kommt in der
natirlichen Umgebung von S. officinalis haufig vor, jedoch ist dieses Verhaltensmerkmal
bisher noch wenig erforscht (Hanlon und Messenger 1996). In Laborexperimenten mit hohen
Besatzdichten ist ein Auftreten von Kannibalismus wahrscheinlicher (Boyle und Rodhouse
2005a), weshalb man im Besonderen die Mortalitatsraten der mit Fisch gefltterten Sepien
und der Hungergruppe des zweiten durchgeflihrten Experiments genauer in Betracht ziehen
musste. Uber den gesamten Versuchszeitraum konnte jedoch kein aktiver Kannibalismus
beobachtet werden und auch bei der Auswertung der biochemischen Zusammensetzung

(siehe Abschnitt 4.4) konnten keine Hinweise auf Kannibalismus gefunden werden.

Mysis und Garnelen erwiesen sich demnach als optimale Futterorganismen und wirkten sich
positiv auf das Uberleben der Sepien aus. Trotzdem ist die Mortalitdt bei den mit Mysis
gefltterten Sepien héher im Vergleich zu der mit Garnelen gefitterten Sepiengruppe.

Diese hohere Sterblichkeit kann darauf zurickgefiihrt werden, dass sie bei frisch
geschlipften Sepien im Allgemeinen hdher ist und mit der Zeit abnimmt. In der Studie von
Domingues et al. (2004) lag die relative Mortalitat frisch geschlipfter Sepien noch bei
26.7 %, 30 Tage alte Juvenile wiesen nur noch 8.3 % auf und bei 60 Tage alten Sepien gab

es keine Sterblichkeit.
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4.4 Anderungen in der biochemischen Zusammensetzung

4.4.1 Fettsauren

Lipide dienen in lebenden Organismen hauptsachlich als Strukturkomponente in
Zellmembranen, als Energiespeicher, als Hormone, als Pigmente oder als Signalmolekiile.
Im Gewebe der Cephalopoden weisen sie im Vergleich zu den anderen Makromolekiilen
(wie z.B. Proteinen) die hochsten Schwankungen auf, welche im Bereich von 0.34 bis zu
3.4 % des Nassgewichts liegen (Lee 1994). Wenn man die Gesamtfettsduremenge als
indirektes Mal} fur die Lipidmenge einer Probe benutzen méchte, zeigt sich, wie auch in dem
hier beschriebenen Experiment, eine hohe Variabilitdt in der Lipidmenge. Trotzdem kann
man Trends erkennen, welche einen Einfluss der Nahrung auf das Fettsdureprofil der Sepien
bestatigen.

Zu den Lipiden gehoren die Fettsauren, welche meist aus unverzweigten Monocarbonsauren
bestehen. Die Fettsduren ARA, DHA und EPA sind fir tierische Organismen als
Nahrungsbestandteile essentiell, da sie nicht aus ihren chemischen Vorstufen (Linolsdure
C 18:3 n3 bei EPA und DHA, Linolsdure C 18:2n6 bei ARA) synthetisiert werden kdnnen und
somit Uber die Nahrung aufgenommen werden missen (Sargent et al. 1995). Fettsduren
erfillen eine Vielzahl von Funktionen in pflanzlichen und tierischen Organismen. Die Omega-
3-Fettsaure (n-3) DHA zum Beispiel wird vor allem fir die Membransynthese bendtigt
wohingegen EPA und ARA in zahlreichen physiologischen Prozessen bendtigt werden.
Gerade diese Fettsduren sind wichtig fir das Wachstum, aber auch fir die Bildung des
Nerven- und visuellen Systems (Sargent et al. 1995). Dariber hinaus spielen diese
mehrfach-ungesattigten Fettsauren ARA, EPA, und DHA in der Entwicklung, Reproduktion
und Fitness von Invertebraten (wie z.B. Cephalopoden) wie auch bei Vertebraten eine
wichtige Rolle (Hastings et al. 2001). Bei StiRwasser- und marinen Fischen ist der Bedarf an
n-3 wie bei S. officinalis sehr hoch, wahrend Menschen und terrestrische Sdugetiere einen
hoheren Bedarf an n-6 Fettsguren aufweisen (Sargent et al. 1995). Untersuchungen
benthischer Invertebraten zeigten zudem die starke Bedeutung der mehrfach ungesattigten
Fettsduren, der sog. PUFAs (Hall et al. 2006). Die Fettsdurezusammensetzung gibt
aullerdem Hinweise auf Energiespeicherungsstrategien von Meeresorganismen und erlaubt

Ruckschlusse auf trophische Interaktionen in Nahrungsbeziehungen.
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4.4.1.1 Hatchlinge

Ahnlich wie bei Navarro und Villanueva (2000) hatten die Fettsduren Palmitinséure, EPA und
DHA die gréRten Anteile an der relativ geringen Gesamtfettsdurekonzentration von
S. officinalis. Speziell die frisch geschlipften Sepien wiesen einen relativ geringen
Gesamtfettsauregehalt auf, der zum Ende des Versuches wieder minimal anstieg. Im
Besonderen fand hauptsachlich eine Akkumulation der mehrfach ungesattigten Fettsauren,
vor allem der Omega-3-Fettsduren EPA und DPA und DHA statt, aber auch die n-6
Fettsaure ARA wurde angereichert. Diese Fettsduren waren ebenfalls im Futterorganismus
Mysis mit am haufigsten vertreten, wobei DHA und EPA die hochsten Anteile an der
Gesamtfettsaurezusammensetzung aufwiesen. DHA und EPA lagen dabei in einem
Verhaltnis von 0.5 vor (Vergleich auch mit Domingues et al. 2003a). Navarro und Villanueva
(2000) hingegen ermittelten ein Verhaltnis von 1 bei einer anderen Mysidaceenart
(Acanthomysis longicornis). Die mit Mysis geflutterten Sepien wiesen in diesem Experiment
mit einem Verhaltnis von rund 2 eine héhere Menge an DHA auf, als bei dem von
Domingues et al. (2003a) ermittelten Verhaltnis von rund 1.

Frisch geschliipfte Sepien leben die ersten 10 Tage hauptsachlich von ihren Dotterreserven,
nehmen aber auch schon Nahrung auf (Koueta und Boucaud-Camou 2001). Aus der
vorliegenden Studie ist jedoch klar erkennbar, dass sie wichtige Fettsduren wie n-3 und n-6

aus ihrem Futterorganismus anreichern.

4.4.1.2 Juvenile

Im Gewebe der juvenilen Sepien sind ebenfalls die Fettsduren Palmitinsaure, EPA und DHA
am haufigsten vertreten. Im Allgemeinen ist der Trend zu erkennen, dass die jungen Sepien
(Ausnahme: Hungergruppe) durchgehend einen héheren Gesamtfettsaureanteil besitzen als
die Wildtiere (wie auch bei Filgueira und Castro 2002). Die mit Garnelen gefitterten Sepien
konnen mit der Startgruppe gleichgesetzt werden, da beide Sepiengruppen mit Garnelen
geflttert wurden. Trotzdem ist hier eine Abnahme in der Gesamtfettsaurekonzentration zu
verzeichnen, was als Alterseffekt eingestuft werden kann. Dies wird durch den Vergleich des
Gesamtfettsduregehalts mit dem der bereits adulten Wildsepien bestéatigt.

Gerade die jungen Entwicklungsstadien von Tintenfischen speichern kaum Lipide, sondern
setzen die gesamte Energie fast ausnahmslos in Wachstum um (Piatkowski und Hagen
1994). Auch wenn sie im Hatchling-Stadium dem Adulttier in Aussehen und Verhalten stark
ahneln (Boletzky und Hanlon 1983; Domingues et al. 2006), so flie3t die gewonnene
Energie, ahnlich wie bei Jugendstadien anderer Tierarten wie z.B. Fischlarven (Kioerboe et

al. 1987), hauptsachlich in das Wachstum.
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Die Wichtigkeit der PUFAs, speziell der hohen Anteile an n-3 Fettsduren von S. officinalis,
wird auch in diesem Experiment sichtbar. Dies wird auch durch Untersuchungen von Koueta
et al. (2002) sowie Domingues et al. (2003a) und Almansa et al. (2006) bestatigt.

Die am haufigsten vertretenen Fettsduren bei Fischen als Futterorganismen waren C 16:0,
C18:0, C18:1n7, C 20:4n6 (ARA) und die n-3 Fettsduren EPA und DHA. Beim
Garnelenfutter waren die Hauptfettsauren C 16:0, C 18:0 sowie die n-3 Fettsduren EPA und
DHA.

Beim Vergleich der Fettsaurezusammensetzung der Futterorganismen fiel auch hier das
Hauptaugenmerk auf die mehrfach ungesattigten Fettsauren, speziell die n-3 Fettsauren. In
Domingues et al. (2004) zeigten Fisch (2.7) und Garnele (0.7) einen groRen Unterschied im
Verhaltnis DHA zu EPA, welcher sich auch in den mit unterschiedlichem Futter gefitterten
Sepien widerspiegelte. In dem hier prasentierten Experiment lagen die Verhaltnisse beider
Futterorganismen zwar naher aneinander (Fisch: 0.78, Garnele: 0.42), wiesen aber trotzdem
einen Unterschied auf, welcher sich ebenfalls in den verschieden gefitterten Sepiengruppen
widerspiegelte.

Die hohe Gesamtfettsdurekonzentration des Fischfutters im Vergleich zum Garnelenfutter
wurde zwar mit einem geringfigig hoéheren Gesamtfettsdureanteil in den mit Fisch
gefutterten Sepien reflektiert, trotzdem zeigten beide Sepiengruppen eine ahnlich geringe
Menge der Fettsduren. Auch bei der prozentualen Verteilung der Fettsduregruppen ist zu
erkennen, dass die n-6 Fettsduregruppe im Fisch auch bei den mit Fisch gefltterten Sepien
hoher lag.

Der Anteil von EPA an den Gesamtfettsauren in unterschiedlichen Futterorganismen und
dem hieraus resultierendem Einfluss auf das Wachstum von S. officinalis wurde von
Almansa et al. (2006) naher untersucht.

Dabei wurde ein grolierer prozentualer Anteil von EPA in den Garnelen im Vergleich zu
Fisch gefunden, welcher sich auch in den mit unterschiedlichem Futter gefiitterten Sepien
widerspiegelte. Die juvenilen Sepien aus dem hier prasentierten Experiment wiesen in ihrer
EPA-Menge jedoch keinen groRen Unterschied auf, wobei hier die Futterorganismen ahnlich
in den prozentualen Anteilen verteilt waren wie bei Almansa et al. (2006). Trotzdem kann das
Vorhandensein grofterer Mengen EPA im Futterorganismus sich auch positiv auf die
Wachstumsrate ausgewirkt haben. EPA spielt eine wichtige Rolle in den physiologischen
Prozessen im Organismus, wie es bereits in einigen wissenschaftlichen Studien Uber
S. officinalis und andere Cephalopodenarten berichtet wurde (Sinanoglou und Miniadis-
Meimaroglou 1998; Navarro und Villanueva 2000; Domingues et al. 2003a; Domingues et al.
2004).

Beim Vergleich des Gesamtfettsduregehalts der Sepien kann man erkennen, dass alle

Gruppen im Vergleich zur Startgruppe an Fettsauren verloren haben. Speziell die bereits bei
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Experiment 1 erwahnten, fir die Entwicklung und das Wachstum wichtigen PUFAs ARA,
EPA, DPA sowie DHA, aber auch die gesattigten Fettsduren C 16:0 und C 18:0 wurden vor
allem in den mit Garnelen gefltterten Sepien starker abgereichert als in der mit Fisch
gefltterten Sepiengruppe. Die beobachteten Wachstumsunterschiede zwischen den mit
Garnelen gefitterten und den mit Fisch gefiitterten Sepien scheinen hier mit der
unterschiedlichen  biochemischen = Zusammensetzung der  Futterorganismen in
Zusammenhang zu stehen (siehe Abschnitt 4.2.2).

Die mit Garnelen gefltterten Sepien wiesen in diesem Experiment die hdchste
Wachstumsrate auf und benétigten dementsprechend viel Energie (u.a. héherer Bedarf an
Fettsauren) fur den erhohten Stoffwechsel, welche sie aus der Nahrung bezogen und direkt
in ihr Wachstum einflieBen lieBen. Die mit Fisch gefiitterten Sepien hatten zwar eine
geringere Wachstumsrate, aber auch hier wurde offensichtlich alle aufgenommene Energie
in Erhaltungsstoffwechsel und Wachstum investiert und auf eine Speicherung der Lipide
verzichtet (Kioerboe et al. 1987). Ob eine Fettsaurespeicherung in anderen Geweben der
Sepien stattgefunden hat, kann nicht ausgeschlossen werden. Das flr die Versuche
ausschliellich verwendete Mantelgewebe der Tiere besitzt nur einen geringen Fettanteil
(Sinanoglou und Miniadis-Meimaroglou 1998) und dient kaum als Lipidspeicher (< 1 %; Lee
1994). Sowohl bei Sepien als auch bei Kalmaren (Stowasser 2004; Stowasser et al. 2006)
und bei Cephalopoden im Allgemeinen erflllt das Mantelgewebe eher die strukturellen
Anforderungen, wahrend die Mitteldarmdrise als Lipidspeicher dient (Boyle und Rodhouse
2005b). Um ein umfangreicheres Bild zum Einfluss unterschiedlicher Nahrungsorganismen
auf Wachstum und Uberleben auf junge Lebensstadien von S. officinalis zu erhalten, sollten
in  zuklUnftigen Studien zur biochemischen Zusammensetzung, speziell bei
Fettsaurenanalysen, auch andere Gewebetypen wie z.B. die Mitteldarmdrise
eingeschlossen werden. Castro et al. (1992) fanden zum Beispiel heraus, dass bei
S. officinalis die Mitteldarmdriise besonders wahrend kurzzeitigen Hungerperioden ein
wichtiges Speicherorgan darstellt und die Lipidmenge erst nach 53 Tagen signifikant
abnimmt.

Bei den Sepien der Hungergruppe, wurde die fir den Stoffwechsel bendétigte Energie
ebenfalls aus den Fettsauren gezehrt (43 % Fettsdureverlust im Vergleich zur Startgruppe).
Diese Zehrung diente jedoch vielmehr zur Aufrechterhaltung der lebensnotwendigen
Funktionen als zur Investition ins Wachstum, was sich in der negativen Wachstumsrate der
Tiere widerspiegelt. Dieser Effekt konnte auch durch die stabile Isotopenanalyse bestétigt
werden (siehe Abschnitt 4.4.2).

Bei weiteren Untersuchungen sollte man zudem auch die Bedeutung und eventuell positiven
Einflisse anderer Nahrungskomponenten wie Proteine oder Carotinoide mit einbeziehen, um

die Aussagekraft der Fettsdureergebnisse zu untermauern und gegebenenfalls zu erganzen.
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4.4.2 Stabile Isotope

Der Transfer stabiler Isotope von einer trophischen Ebene zur ndchsten wurde in der
Vergangenheit vor allem bei Fischen, Crustaceen, aber auch Mollusken und marinen
Saugetieren untersucht (u.a. DeNiro und Epstein 1978; Minagawa und Wada 1984; Navarro
und Villanueva 2000; Gaye-Siessegger et al. 2004; Fry 2006). In der Studie von Minagawa
und Wada (1984) zum Beispiel wurde die Stickstoffisotopenzusammensetzung mariner und
auch SiuRwasserarten unterschiedlicher Habitate (u. a. Beringmeer, Ostchinesisches Meer)
untersucht und man fand heraus, dass unabhangig vom Habitat die Isotopenfraktionierung in
den Organismen stattfand und sich SN, mit zunehmender trophischer Ebene, stufenweise
anreichert. Bei einer Untersuchung von Schlechtriem et al. (2004) mit Fischlarven (Cyprinus
carpio) wurden die verwendeten Futterorganismen mit verschiedenen
Kohlenstoffisotopensignaturen an Fischlarven verfittert, um so den mdglichen Einfluss der
Nahrung sichtbar zu machen. Hierbei konnte eine Annaherung an das Isotopensignal des
Futters nachgewiesen werden. Diese Studie hat gezeigt, dass die Organismen in der Lage
sind, sich nach einer gewissen Zeit an das spezifische Isotopensignal ihrer Nahrung
anzunahern. Zusatzlich kann es aber auch innerhalb einer Art zu hohen Variationen im
Isotopensignal kommen (z. B. durch Unterschiede in der Proteinbiosynthese, Verdauung und
Assimilation). Eine Untersuchung an Collembolen ergab, dass neben dem physiologischen
Zustand des Konsumenten, die Qualitdt der Nahrung eine wichtige Rolle spielt und einen
starken Effekt auf die Fraktionierung von Stickstoff besitzt (Haubert et al. 2005). Je héher die
Stickstoffkonzentration im Futter, desto starker war der Anstieg in den gefutterten
Collembolen. Bei einem fehlenden Nahrungsangebot konnte in der darauf folgenden
Hungerphase ein Uberdurchschnittlicher Anstieg im 8'°N-Wert der Collembolen ermittelt
werden. Jedoch nicht nur die Qualitdt, sondern auch die Menge des Futters wies einen
signifikanten Effekt im Isotopenverhaltnis der Tiere auf, wie bei Experimenten mit Karpfen
(Cyprinus carpio) herausgefunden wurde (Gaye-Siessegger et al. 2004). Ein
Zusammenhang zwischen dem &'*C-Wert und der Retention der Stoffwechselenergie konnte
ebenfalls nachgewiesen werden. Es ist also zu beachten, dass die Veranderungen im
Isotopensignal und der Grad der Anreicherung aufgrund unterschiedlicher Stoffwechsel- und
Wachstumsraten innerhalb einer Art und somit auch von Organismus zu Organismus
variieren kénnen. Hohe Variationen kénnen auch in verschiedenen Geweben innerhalb einer
Art auftreten wie in einer Studie von Hobson und Cherel (2006) gezeigt. Hier wurden
verschiedene  Gewebetypen von S officinalis analysiert und unterschiedliche
Isotopensignaturen ermittelt, welche durch die unterschiedlichen Umsatzraten im Gewebe
begriindet werden kénnen (Minagawa und Wada 1984).

Aufgrund dessen wurde in dieser Arbeit bei den durchgefiihrten Experimenten ausschliellich

Mantelgewebe zur Analyse verwendet, welches auch vorwiegend in anderen Studien zur
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Bestimmung der stabilen Isotopensignatur in Tieren bevorzugt wurde (Cherel und Hobson
2005; Fry 2006; Post et al. 2007). Beim Mantelgewebe handelt es sich um ein Gewebe mit
eher geringen Umsatzraten, so dass anhand der Isotopensignaturen im Mantelgewebe das

Nahrungssignal Uber einen langeren Zeitraum reflektiert wird.

4.4.2.1 Hatchlinge

Bei der Auswertung der Gewebeproben wird sichtbar, dass die mit Mysis gefutterten Sepien
im Vergleich zur Startgruppe sich nach ca. drei Wochen an die Futtersignatur von Mysis
angepasst haben. Die Hatchlinge spiegeln somit die &'°N-Signatur ihrer Nahrungsquelle
wider. Die Versuchszeit wurde auf drei Wochen angesetzt, um sicherzugehen, dass in jedem
Fall eine Angleichung an die Nahrung in den Sepien stattgefunden hat. Eine Angleichung
kann, je nach Organismus und dessen Stoffwechselrate, bereits schon nach sechs Tagen
bei Fischlarven erfolgen (Schlechtriem et al. 2004).

In den ersten Tagen nach dem Schlupf zeigten die Hatchlinge leicht erhdhte 5'°N-Werte.
Dies ist ein Zeichen daflr, dass die frisch geschlipften Sepien in den ersten Tagen noch von
ihren Dotterreserven lebten (Nixon und Mangold 1998) und somit das Signal der Mutter noch
reflektierten. Trotzdem erreichten sie nach 26 Tagen den theoretischen Anreicherungsgrad
von A3"N=2.2 %o fiir Invertebraten (nach Fry 2006). Die bereits in Abschnitt 4.2 erwihnten
hohen Metabolismus- und Wachstumsraten sprechen dafiir, dass eine Anderung in der 5'°N-
Signatur schon nach relativ kurzer Zeit zu erwarten war. Die geringere 5'°N-Anreicherung
bei Invertebraten wie z.B. Sepien im Vergleich zu Vertebraten (im Allgemeinen A5'°N=3.4 %o;
Fry 2006) wird im Allgemeinen auf die Ammoniumexkretion zurtickgefihrt (Vanderklift und
Ponsard 2003). Im Stoffwechsel werden Proteine in Ammonium katabolisiert (Boyle und
Rodhouse 2005c), welches als toxische Verbindung unmittelbar aus dem Organismus
ausgeschieden wird. Somit bleibt nur wenig Zeit fir weitere chemische Reaktionen, wodurch
eine mogliche Stickstoff-Fraktionierung nur bedingt stattfinden kann. Eine starke
Anreicherung schwerer Stickstoffisotope im Gewebe wird dadurch verhindert (Vanderklift und
Ponsard 2003).

Bei der Betrachtung der &'°C-Werte der Hatchlinge ist ebenfalls eine Anreicherung zu
erkennen, welche dem theoretischen Anreicherungsgrad von 1 %o sehr gut entspricht (Fry
2006). Es konnte jedoch eine hohe intraspezifische Variabilitat der 3'C-Werte bei den mit
Mysis gefltterten Sepien beobachtet werden. Die gute Ubereinstimmung mit dem
theoretischen Anreicherungsgrad bei frisch geschlipften Sepien zeigt, dass diese frihen
Entwicklungsstadien der Sepien sehr gut den 8'*C-Wert ihrer Nahrung widerspiegeln, wie es
auch fir andere Organismen gezeigt wurde (Minagawa und Wada 1984; Oelbermann und
Scheu 2002).
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4.4.2.2 Juvenile

Im zweiten Experiment wurde ebenfalls der Einfluss der Nahrung auf die Anreicherung der
stabilen Isotope in den Sepien sichtbar. Das Fischfutter wies mit einem &'°N-Wert von 9.0 %o
einen groflen Unterschied zu den Garnelen auf, welche mit 3.3 %o einen &hnlichen Wert wie
die verfiitterten Mysis besaRen. Eine Anreicherung in der 8'°N-Signatur war nur bei den mit
Garnelen gefiitterten Sepien zu finden, wahrend die mit Fisch geflitterten Sepien eine
Abreicherung im Vergleich zu ihrem Futter zeigten. Ihr 8'°N-Wert war hoher als der mit
Garnelen geflitterten Sepien. Dies lasst darauf schlielen, dass zwar eine Annaherung an die
5'"°N-Signatur des Fischfutters stattgefunden hat, die Sepien sich jedoch nach der
Versuchsdauer von 20 Tagen noch nicht im isotopischen Gleichgewicht mit ihrer Nahrung
befanden. Die Abreicherung in A3"N kann verschiedene Ursachen haben. Es kann
einerseits sein, dass die Versuchslaufzeit von 20 Tagen zu kurz war, um die 615N-Signatur
des Fischfutters annahernd zu reflektieren, aber auch andere Faktoren wie die niedrigere
Umgebungstemperatur und somit ein mdglicher Einfluss auf die Stoffwechselrate kénnten
eine Rolle gespielt haben. Aullerdem sollte die niedrigere Wachstumsrate, aber auch die
Erkenntnis, dass Fische offensichtlich kein optimales Futter fir Sepien in diesem Stadium
darstellen, in Betracht gezogen werden. Die mit Garnelen gefutterten Sepien hingegen
erreichten aufgrund der hohen Wachstumsraten und des erhéhten Metabolismus, eine
isotopische Angleichung an den Futterorganismus innerhalb des Versuchszeitraums.

Ein weiterer Punkt ist die verstarkte Anreicherung von &'°N als Anzeichen fiir Hunger, wie
bereits in einigen Studien mit verschiedenen Tierarten untersucht wurde (Gannes et al. 1997;
Adams und Sterner 2000; Oelbermann und Scheu 2002). Wenn dem Kd&rper nur noch wenig
bzw. kein Stickstoff mehr zur Verfigung steht, dann wird der Organismus gezwungen, alle
internen, im Gewebe gespeicherten, Ressourcen einzusetzen, um so den Stoffwechsel
aufrechterhalten zu koénnen. Die Ausscheidung von bevorzugt leichtem &™N fiihrt
normalerweise zu einer stetigen Anreicherung von schweren Stickstoffisotopen im Gewebe.
Aufgrund des Nahrungsmangels wird dem Organismus kein weiterer Stickstoff zur Verfligung
gestellt, der Ausscheidungsprozess findet jedoch weiter statt und somit wird die stetige
Anreicherung der schweren Stickstoffisotope im Gewebe verstarkt. Ein solcher Anstieg des
5"°N-Wertes konnte in diesem Experiment weder bei der mit Fisch gefiitterten Gruppe noch
bei der Hungergruppe beobachtet werden. Die Tiere der Hungergruppe zeigten eine
Abreicherung in ihrer 5'°N-Signatur, wobei diese Gruppe aus nur zwei Individuen bestand
und somit keine eindeutige Aussage gemacht werden kann.

Die trophische Anreicherung in A5"N und A3"*C im Tier hangt neben der Verfiigbarkeit von
Nahrung auch von der Qualitadt des Futters ab. Eine geringe Nahrungsqualitdt oder niedrige
Stickstoffgehalte der Nahrungsquelle filhren meist zu geringeren A3'°N-Werten des
Konsumenten (Oelbermann und Scheu 2002; Haubert et al. 2005; Aberle und Malzahn
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2007). Futterorganismen mit einer hohen Qualitat weisen nur einen geringen Unterschied
zwischen den 3'*C-Werten von Konsument und Beute auf (Oelbermann und Scheu 2002).
Die geringen Unterschiede zwischen dem Futterorganismus Garnele und den mit Garnelen
gefltterten Sepien sowie der Startgruppe bestatigen diesen Qualitatseinfluss des Futters.
Die Kohlenstoffquelle des Fischfutters wurde von den mit Fisch gefiitterten Sepien mit einem
AB"*C-Wert von 2 %o (Fry, 2006: AS"C-Wert=1 %) gut reflektiert. Dies zeigt, dass die Sepien
das angebotene Fischfutter durchaus aufgenommen haben. Wie von Haubert et al. (2005)
beschrieben, erhdhte sich die "*C-Fraktionierung bei niedriger Nahrungsqualitat und fiihrt zu
einer erhdohten Anreicherung von schweren Kohlenstoffisotopen. Aufgrund der weniger guten
Qualitat des Fischfutters in dieser Studie konnte somit auch ein Anstieg in der
Fraktionierungsrate im Korper der Sepien aufgezeigt werden, wodurch eine Erhoéhung im
AS"*C-Wert erfolgte, der liber dem theoretischen Anreicherungsgrad von Fry (2006) lag.

Die Hungergruppe hingegen zeigte kaum eine Veranderung, sondern wies einen ahnlichen
5"3C-Wert wie die mit Garnelen gefiitterten Sepien bzw. die der Startgruppe auf. Das
Ergebnis widerspricht der Studie von Schlechtriem et al. (2004), wo ein Anstieg in der 5'°C-
Signatur der Hungergruppen bei Fischlarven beobachtet wurde. Scheinbar senkten die
Sepien ihre Stoffwechselrate auf ein Minimum, so dass die Erhéhung von 5N bzw. 5'°C
nicht oder nur langsam stattfand. Eine weitere Moglichkeit kdnnte sein, dass die Tiere primar
von anderen kérpereigenen Energiereserven wie Proteinen (sieche Abnahme im &'°N-Wert)
als von ihren Kohlenstoffreserven wie Fettsduren zehrten, was jedoch durch die Betrachtung
des C:N Verhaltnisses nicht unbedingt bestatigt wird (siehe Abschnitt 4.4.2.4).

4.4.2.3 Vergleich Versuchstiere und Wildtiere

Vander Zanden und Rasmussen (2001) beobachteten in ihrer Studie, dass Tiere, die im
Labor aufgezogen wurden, im Vergleich zu Wildfangen eine hohere Variabilitét in ihren 3'°N-
Werten besalien. Die Wildtiere aus Experiment 2 wiesen nur geringfligig hohere
Schwankungen auf. Sie unterschieden sich jedoch stark von den juvenilen Sepiengruppen.
Mit einem &'°N-Wert von 10.2 %o und einem 5'*C-Wert von -18.3 %o liegen sie nahe an den
ermittelten Daten von Hobson und Cherel (2006) mit 8'°N=15.0 %o und 8'*C=-18.1 %.. Dies
kann auf einen intraspezifischen Anstieg der &-Werte im Bezug zur eigenen Korpergrolie
zurtckzufiihren sein, denn wenn der Jager/Konsument wachst, bevorzugt er auch
dementsprechend grélRere Beuteorganismen. Mit zunehmender Mantellange von
S. officinalis sind somit hdhere d-Werte zu erwarten. Dafiir sprechen die Werte der Sepien
aus beiden Experimenten. Die alter und groRer werdenden Sepien bevorzugten in der
Ubergangsphase der Experimente zunehmend Garnelen, einen Beuteorganismus, welcher

der biochemischen Zusammensetzung von Mysis sehr dhnelt und sich lediglich in der GroRke
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unterscheidet. Bei Filguera und Castro (2002) hingegen zeichnete sich ein Trend auf, der
entgegengesetzt verlief. In dieser Studie wurden Wildfange unterschiedlicher Grofien aus
der Astuargemeinschaft (Seegraswiese) des Ria de Vigo (Spanien) beprobt. Die Ergebnisse
stehen im Widerspruch zu dem bisherigen Wissen Uber die Nahrungsokologie bei Sepien, da
die adulten Tiere ein anderes Nahrungsspektrum bevorzugen als die friheren
Entwicklungsstadien. Die ontogenetischen Veranderungen im Nahrungsspektrum sowie in
der BeutegréfRe wurden bereits mehrfach dokumentiert (Castro und Guerra 1990; Blanc et al.
1999). Dementsprechend missten sich die stabilen Isotopensignaturen mit zunehmender
Sepiengrofle starker anreichern, da die bevorzugt groferen Futterorganismen sich ebenfalls
in einer hoheren trophischen Ebene befinden als die Auswahl der Futterorganismen jlingerer
Sepienstadien, die niedriger im Nahrungsnetz angesiedelt sind. Die Autoren (Filgueira und
Castro 2002) nehmen an, dass die Ursachen in diesem gegenlaufigen Trend u.a. im
Migrationsverhalten von S. officinalis zu finden sind. Normalerweise wandern die Sepien mit
zunehmendem Alter in tiefere Gewasser, um dort auf Nahrungssuche zu gehen (Guerra
2006), jedoch wandern adulte S. officinalis zum Laichen meist aus den tiefen Gewassern in
Flachwassergebiete (Guerra 2006). Somit besteht die Maoglichkeit, dass aufgrund der
Migration solche Sepien sich im Fanggebiet aufhielten und so in der Studie in Betracht
gezogen wurden. Des Weiteren kann die Moglichkeit bestanden haben, dass kleinere
Individuen das Astuargebiet gar nicht verlassen haben, ihren Lebenszyklus also
ausschlielllich in der Flachwasserzone verbracht haben und deshalb die Isotopensignatur
der Futterorganismen des lokalen Nahrungsnetzes der Flachwasserzone reflektierten. Die
grofliten gefangenen Tiere der Seegraszone des Ria de Vigo, wiesen eine abweichende
Isotopensignatur auf, im Vergleich zu den anderen Sepien, die in diesem Gebiet gefangen
wurden. Das kann darauf zurtickgefiihrt werden, dass diese grolden Sepien urspriinglich aus
tieferen Gewassern stammen und eingewandert sind, womit die von den anderen
Wildfangen abweichende Isotopenzusammensetzung trotz ahnlicher Groflenverhaltnisse
erklart werden koénnte. Selbst wenn sich die Sepien der tieferen Gewasser bereits langere
Zeit in dem Flachwassergebiet aufgehalten und von dem ,neuen” Futterspektrum gefressen
hatten, kann das Isotopensignal immer noch das Futterspektrum der tiefereren Gewasser
reflektieren. Aufgrund der geringeren Stoffwechselrate der adulten Sepien im Vergleich zu
den jungeren Artgenossen, wird die urspringliche Isotopenzusammensetzung im
Organismus langer beibehalten, ehe eine Anndherung an die Isotopensignatur des
Futterspektrums der Flachwassergebiete erfolgte. Es kdnnen demnach grof’e und kleine
Tiere in den gleichen trophischen Netzen vertreten sein und gleichgrole Tiere in
verschiedenen Nahrungsnetzen vorkommen Aus diesem Grund sind neben den Feldstudien

die Experimente im Labor von grof3er Bedeutung, um unter kontrollierten Bedingungen den
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Einblick in den Organismus zu bekommen und somit verldssliche Aussagen Uber die Rolle

der Sepien im natlrliche Nahrungsnetz treffen zu kdnnen.

4.4.2.4 C:N Verhaltnisse

Das C:N Verhaltnis reflektiert das Verhaltnis zwischen Lipiden und Proteinen. In der Studie
von Post et al. (2007) wurden Pflanzen und Tiere untersucht, wobei in den Tieren ein starker
Einfluss des C:N Verhaltnisses (Lipidgehalt) auf den Ad'*C-Wert gefunden wurde. Bei
geringen Fettsdurekonzentrationen (wie im Mantelgewebe der Tintenfische) oder bei C:N
Verhaltnissen unter 3.5 kann der Einfluss der Lipide auf die A3'*C-Signatur vernachléssigt
werden (Post et al. 2007). Wenn allerdings ein Vergleich von Arten mit variierendem
Lipidgehalt vorgenommen wird, sollte eine zusatzliche Lipidextraktion durchgefuhrt werden,
welche jedoch geringe aber signifikante Fraktionierung in 3'°N hervorrufen kénnen (Post et
al. 2007). Da die in beiden Experimenten verwendeten Tiere annahernd gleiche C:N
Verhaltnisse aufwiesen, konnten die Daten auch ohne Lipidextraktion ausgewertet werden.
Fische und benthische Invertebraten haben im Allgemeinen ein C:N Verhaltnis zwischen 3.3
und 5.1 (McConnaughey und McRoy 1979).

Das C:N Verhaltnis scheint bei S. officinalis mit dem Alter und Wachstum abzunehmen.
Wahrend die frisch geschlipften Sepien einen Wert von 4.6 aufwiesen, bewegten sich die
Werte der Juvenilen um 4.1 und die Wildsepien besallen mit 3.9 das niedrigste Verhaltnis. In
der Studie von Hobson und Cherel (2006) wurde bei 10 Monate alten Sepien ein C:N
Verhaltnis von 3.2 und bei Wildsepien ein Verhaltnis von 3.5 ermittelt. Hierbei wird deutlich,
dass die jungen Stadien von S. officinalis kaum Fettsduren und Proteine speichern, sondern
die gewonnene Energie, wie bereits erwdhnt, fast ausschlie3lich in ihr Wachstum einflieRen
lassen (Kioerboe et al. 1987). Adulte Cephalopoden assimilieren Fettsduren weniger effektiv
als Proteine (Lee 1994), was sich im Anstieg des Stickstoffgehalts und dementsprechend im
geringeren C:N Verhaltnis widerspiegelt.

Das C:N Verhaltnis der in dieser Studie verwendeten Versuchtiere blieb sowohl bei den
gefltterten Sepien als auch bei der Hungergruppe annahernd konstant. Normalerweise
musste das C:N Verhaltnis im Hungerzustand aufgrund der erhdhten Proteinzehrung
niedriger werden wie es z.B. von Haubert et al. (2005) gezeigt wurde. Das lasst vermuten,
dass sowohl die Protein- als auch Fettsaurereserven gleichermallen gezehrt wurden. Da
aber die Hungergruppe nur von zwei Individuen vertreten wurde, sind weitere
Untersuchungen notwendig, um die Stoffwechselvorgange im Organismus speziell in der

Hungerphase besser deuten zu kdnnen.
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5 Zusammenfassung

Aufgrund zahlreicher Studien zu Physiologie, Aufzucht und Verhalten erwies sich der
Modellorganismus S. officinalis als ideal fur die Durchfliihrung der Experimente, welche den
Einfluss der Nahrung auf die biochemische Zusammensetzung klaren sollten.

Die beiden Aufzuchtsexperimente wurden durchgefiihrt, um den Einfluss der Nahrung auf
verschiedene Parameter wie Wachstum, Mortalitat, Fettsauresignatur sowie Isotopensignatur
frisch geschlipfter Sepien (Experiment 1) sowie juveniler Sepien (Experiment 2) zu
untersuchen. Die umfangreichen Analysen wurden ausschliellich an Mantelgewebeproben
der Tiere durchgeflhrt.

In Experiment 1 wurde eine hohe Wachstumsrate (IGR) der Hatchlinge sowie eine geringe
Mortalitatsrate beobachtet. Der Einfluss des Nahrungsorganismus Mysis auf die Fettsaure-
bzw. stabile Isotopenzusammensetzung der Sepien konnte nachgewiesen werden.

Die Wachstumsrate der Sepien aus Experiment 2 war bei den mit Garnelen gefutterten
Sepien am hochsten und sank Uber eine niedrigere, aber immer noch positive
Wachstumsrate bei den mit Fisch gefutterten Tieren bis zu einem negativen Wachstum bei
der Hungergruppe. Diese Abstufung konnte ebenfalls bei der Betrachtung der Mortalitat und
zum Teil in der biochemischen Zusammensetzung beobachtet werden. Der Transfer der
Fettsduremuster sowie die Weitergabe des Isotopensignals konnte auch in diesem
Experiment sichtbar gemacht werden. Die Kombination beider Methoden (Fettsaure- und
Isotopenanalyse) erwies sich als ausgezeichneter Indikator, um den Einfluss der Nahrung
umfangreich zu studieren.

Die Fettsaure- bzw. stabile Isotopenzusammensetzung zeigte in der gesamten Studie einen
Einfluss der biochemischen Zusammensetzung der Nahrung auf verschiedene
Entwicklungsstadien der Konsumenten und bekraftige somit das Potenzial beider Methoden
als Nahrungsnetzindikatoren und trophische Marker. Diese Methoden kdnnen zwar keine
vollstandige Beschreibung der Nahrungsnetzstruktur und dessen Funktion liefern, dennoch
bieten gerade die Erkenntnisse aus Studien, die unter kontrollierten Bedingungen
durchgefiihrt wurden, einen wichtigen Beitrag, um die Funktion und Rolle des Konsumenten
im Nahrungsnetz besser verstehen zu kénnen. Zusatzlich konnte mit diesen Experimenten
der starke Einfluss des Wachstums auf die biochemische Zusammensetzung der jungen
Sepien nachgewiesen werden. Weitere Erkenntnisse im Verhalten und in der biochemischen
Zusammensetzung, speziell der Hungertiere, konnten ebenfalls gewonnen werden.
Trotzdem spielen noch viele weitere Faktoren wie 2zum Beispiel andere
Nahrungskomponenten (u.a. Proteine, Carotenoide) oder andere Gewebetypen (z.B.
Mitteldarmdriise, Schnabel) bei der Interpretation der biochemischen Zusammensetzung

eines Organismus eine Rolle. Um die hier gewonnenen Daten zur Nahrungsdkologie des
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Konsumenten S. officinalis und die Information zu den von S. officinalis bevorzugten
Beuteorganismen im komplexen Nahrungsnetz anwenden zu kénnen, mussen weitere
Untersuchungen im Labor sowie im Freiland vorgenommen werden. Dies wirde es
ermdglichen, prazisere Aussagen zum Wachstum von S. officinalis und zur Bedeutung der in
dieser Studie untersuchten Nahrungsorganismen treffen zu kdénnen. Je mehr Daten aus
zuklnftigen okologischen Studien gesammelt werden, umso groRer sind die Moglichkeiten
neue Einblicke in die Erndhrungsstrategie und Lebensweise von S. officinalis und deren

Rolle in marinen Nahrungsnetzen gewinnen zu kénnen.
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8 Anhang

Tabelle 4: Wasserparameter Temperatur [°C] und Salinitdt [PSU] des gesamten Versuchszeitraumes

Datum  Temperatur  Salinitat Datum  Temperatur  Salinitat

[C°] [PSU] [C] [PSU]
01. Sep 25.7 36.6 13. Okt 19.8 37.8 Exp. 1
02. Sep 25.6 36.6 14. Okt 20.2 37.9 Exp. 1
03. Sep 24.9 36.7 15. Okt 21.2 37.7 Exp. 1
04. Sep 25.0 36.7 16. Okt 21.2 37.9 Exp. 1
05. Sep 25.7 36.7 17. Okt 20.4 37.7 Exp. 1
06. Sep 26.2 36.6 18. Okt 19.7 35.5 Exp. 1
07. Sep 255 36.4 19. Okt 20.0 35.5 Exp. 1
08. Sep 257 36.1 20. Okt 20.2 354 Exp. 1
09. Sep 26.1 36.0 21. Okt 20.3 36.2
10. Sep 254 36.0 22. Okt 21.2 37.0
11. Sep 254 36.0 23. Okt 21.3 35.6
12. Sep 24.4 36.0 24. Okt 21.3 35.6
13. Sep 234 36.2 25. Okt 20.7 35.2
14. Sep 21.5 36.2 26. Okt 19.1 34.6
15. Sep 20.5 36.3 27. Okt 19.2 34.9
16. Sep 20.1 36.4 28. Okt 19.0 34.9
17. Sep 20.5 36.4 29. Okt 19.9 35.2
18. Sep 21.1 36.4 30. Okt 19.7 355
19. Sep 21.8 36.4 31. Okt 20.3 35.6
20. Sep 22.8 36.4 01. Nov 20.3 35.6
21. Sep 23.1 36.4 02. Nov 21.6 35.1
22. Sep 21.1 35.8 03. Nov 20.8 34.0
23. Sep 21.8 35.6 04. Nov 21.0 34.3
24. Sep 21.8 35.6 05. Nov 211 36.2
25. Sep 21.3 35.6 Exp. 1 | 06. Nov 19.6 32.3 Exp. 2
26. Sep 22.1 35.8 Exp. 1 | 07. Nov 19.5 31.3 Exp. 2
27. Sep 225 35.6 Exp. 1 | 08. Nov 19.1 31.8 Exp. 2
28. Sep 21.8 35.7 Exp. 1 | 09. Nov 19.6 32.7 Exp. 2
29. Sep 21.8 35.8 Exp. 1| 10. Nov 18.8 33.1 Exp. 2
30. Sep 22.0 35.9 Exp.1 | 11. Nov 17.2 33.2 Exp. 2
01. Okt 22.8 35.8 Exp.1 | 12. Nov 16.7 33.5 Exp. 2
02. Okt 22.6 35.9 Exp. 1| 13. Nov 16.5 33.7 Exp. 2
03. Okt 22.6 35.8 Exp. 1| 14. Nov 16.5 34.1 Exp. 2
04. Okt 20.5 35.9 Exp. 1| 15. Nov 17.3 34.3 Exp. 2
05. Okt 19.7 35.9 Exp. 1| 16. Nov 18.0 33.0 Exp. 2
06. Okt 19.9 40.2 Exp. 1| 17. Nov 16.4 33.1 Exp. 2
07. Okt 20.3 36.2 Exp. 1| 18. Nov 16.7 33.8 Exp. 2
08. Okt 20.8 36.2 Exp.1 | 19. Nov 16.9 34.0 Exp. 2
09. Okt 20.1 37.6 Exp. 1| 20. Nov 17.2 34.2 Exp. 2
10. Okt 20.8 37.4 Exp.1 | 21. Nov 17.4 34.5 Exp. 2
11. Okt 20.8 37.5 Exp.1 | 22. Nov 17.4 34.8 Exp. 2
12. Okt 20.2 37.6 Exp. 1 | 23. Nov 17.7 35.0 Exp. 2
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Tabelle 5: Einwaage und Auswaage der Sepien aus Experiment 1 sowie Experiment 2

Einwaage Exp.1 Auswaage Exp.1
WY SIS
Nassgewicht Nassgewicht Nassgewicht Sepia Nassgewicht Nassgewicht Nassgewicht
Sepia TANK 1 TANK 3 TANK 5 (Mys) TANK 1 TANK 3 TANK 5
(Start) [a] [a] [a] [a] [a] [a]
0.0500 0.0710 0.0500 1 0.5550 0.4250 0.4460
2 0.08%0 0.0750 0.0540 2 0.3300 0.5200 0.3420
3 0.0870 0.0530 0.0660 3 0.4230 0.4500 0.4550
4 0.0640 0.0740 0.0740 4 0.4760 0.5450 0.4270
] 0.0540 0.0650 0.0570 ] 0.5260 0.4530 0.3820
g 0.0780 0.06500 0.05850 g 0.4240 0.4760 0.3810
7 0.0770 0.06550 0.0770 7 0.5310 0.4770 0.3800
g 0.0850 0.0700 0.0700 g 0.3570 0.35%0 0.6020
a 0.0730 0.0850 0.0750 a 0.4500 0.5640 0.3580
10 0.0750 0.0540 0.0780 10 0.4570 0.5300 0.3210
1 0.0730 0.0780 0.0770 1 0.4510 0.5360 0.5460
12 0.0780 0.0730 0.0760 12 0.5030 0.4320 0.5650
13 0.0680 0.0750 0.0810 13 0.4210 0.5470 0.4480
14 0.0850 0.0710 0.0590 14 0.5170 0.4510
15 0.0700 0.0750 0.0780 15 0.6150
16 0.0610 0.0950 0.0700 16
Einwaage Exp.2 Auswaage Exp.2
GARMELE
Nassgewicht Nassgewicht Nassgewicht Nassgewicht Nassgewicht Nassgewicht
Sepia Tank 15 Tank 12 Tank 1 15 Sepia Tank 15 Tank 12 Tank 115
(Start) L] L] [g] (Pal) ] L] L]
1 1.301 1.080 1.285 1 2595 2.266 3176
2 1.153 1.264 1.350 2 2.358 3.595 2769
3 1.116 1.212 1.037 3 3252 25978 2.800
4 1.037 1.352 1.418 4 2346 3.450 2753
5 1.300 1157 1.353 5 3.184 2647 3.564
5 1.440 1.07% 1.355 5 28955 2.818 321
7 1.370 1.418 1.449 7 2801 3.424 2.763
g 1.424 1.340 1.412 g 2725 3.052 2.348
9 1.361 1.240 1.487 9 2.809 2155 2267
10 1.185 1.314 1.181 10 2673 25592 3.110
11 1.226 1.256 1.079 11 1.326 2574 2155
12 1.113 1.366 1.387 12 2172 2.344
FISCH
Nassgewicht Nassgewicht Nassgewicht Nassgewicht Nassgewicht Nassgewicht
Sepia Tank 16 Tank 17 Tank | 14 Sepia Tank 16 Tank 17 Tank |1 14
(Start) L] L] [g] (Fisch) ] L] L]
1 1.309 1.013 1.022 1 2171 2.028
2 1.200 1.081 1.054 2 1.520 1.977
3 1.148 1,128 1.037 3 2078 1.5325
4 1.126 1.153 1.203 4 1.473 1.322
] 1.41% 1.351 1.134 ] 2247 1.825
5 1.264 1.103 1.256 5 1.436 1.382
7 1.425 1.002 1.059 7 1.461 1.434
g 1.396 1.050 1.042 g 1.124 1.365
] 1.4561 1.078 1.202 ] 1.820 1.385
10 1.351 1.285 1.251 10 1.541
1 1.265 1.215 1.175 1 1.365
12 1.004 1.223 1.025 12
HUMGER FREILAMD
Nassgewicht Nassgewicht Nassgewicht
Sepia Tank 112 Sepia Tank |12 Sepia
(Start) L] {Hunger) ] (Wild) L]
1 1.423 1 1.03% 1 197
2 1.271 2 1.146 2 358
3 1197 3 3 199
4 1.218 4 4 463
5 1188 5 5 295
5 1.125 5 5 268
7 1.148 7 7 92
g 1.045 g g 161
a 1.031 a a 114
10 1.022 10 10 128
1 1.405 1
12 1.118 12
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Tabelle 6: Analyse der stabilen Isotope und des Verhaltnis C:N der verwendeten Sepien

Experiment 1
Probe FUTTER BECKEN

SepialStart)

SepialMys)  Mysis

Experiment 2
Probe FUTTER BECKEN

Sepialstart) Garnele

Sepia(Pal) Garnele TI115
TI115
T115
TI15
T115
T115
TI115
T115
T115
T115
T115
T12
T12
T12
T12
T12
T12
T12
T12
T12
T12
T12
T12
T14
T14
T15
T14
T15
T14
T14
T15
T14
T15
T14
T14

Identifikation

Jung 11
Jung 13
Jung 19
Jung 21
Jung 23
Jung 3
Jung 4
Jung B

Alt 1
Alt 2
Alt 4
Alt 5
Alt B
Alt 7
Alt 8
Alt 9
Alt10

Identifikation

Start 1
Start 2
Start 3
Start 4

T11581
T115-10
T115-1
TI1582
T1153
T115-4
T115-5
T1156
T115-7
T1158
T1159
T12-1
T12-10
T12-11
T12-12
T12-2
T12-3
T12-4
T12-5
T126
27
T12-5
T12-9
T15-1
T15-10
T158-11
T15-12
T15-2
T15-3
T15-4
T15-5
T156
T18-7
T15-5
T15-9

d 15N/14N

[Foc]
B.014
5.994
B.044
B.857
B.675
5.543
B.213

B.236

3.754
4.842
5.124
4,222
3.589
5.056
4.895
5147
4.585

d 15NM14N

[*ee]
4676
5.450
4.443
5.158

5.571
5524
5.5585
5.845
5.112
5232
5.730
5.286
4.791
5.182
5.683
5.522
5.053
5.155
5.705
5475
5.055
5.011
5.075
5.837
579
4.844
5.835
5.257
4.926
4.817
4.732
7.B57
5.030
5.896
5.1558
4.268
5.841
5.625
5.616

o]

-10.978
-12.031
-11.518
-11.104
-11.881
-11.813
-11.584

-11.165

-13.067
-11.803
-12.500
-11.921
-12.701
-11.950
-12.328
-11.5940

-13.01

[%c]

-11.340
-11.581
-11.5823
-12.807

-11.138
-11.035
-10.658
-10.973
-11.014
-10.996
-11.521
-11.673
-10.773
-11.809
-11.064
-11.355
-11.035
-11.671
-11.159
-10.464
-11.902
-10.5986
-11.441
-11.658
-11.639
-10.997
-10.770
-10.586
-11.197
-11.161
-11.224
-10.626
-11.565
-10.049
-10.477
-14.067
-11.192
-11.060
-10.752

d 13C1M2C molar C/N ratio

4.56
4.43
4.74
5.00
4.51
4.56
4.52

4.20

4.53
4.01
4.21
4.03
4.45
3.97
412
3.99
4.30

d 13CM1M2C molar C/N ratio

3839
4.19
4.05
4.53

3.95
3.78
3.81
4.05
4.03
3.85
4.35
4.35
3.95
4.01
3.85
3.92
4.17
4.11
3.90
3.50
4.23
3.94
4.07
3.99
412
4.09
3.84
4.00
4.15
3.92
3.0
417
4.05
4.09
3.94
3.94
4.53
4.07
4.03

AN
[¥oc]

1.0555
22435
24255
1.5235
0.8205
23575
21995
2.4485
1.6865

AN
[%oc]

2254
2207
2.281
2.531
1.795
1915
2413
1.969
1.474
1.875
2.366
2205
1.736
1.835
2.365
2161
2733
1.694
1.758
2520
2474
1.627
2518
1.940
1.6049
1.500
1.415
4.540
1.713
2579
1.841
0.951
2524
2311
2299

AC
[Yoc]

-0.134
1.13
0.433
1.0112
0.232
0.9583
0.605
0.993
-0.077

AC
[%e]

0107
0.20v
0.3587
0.272
0.231
0.249
-0.278
-0.428
0.472
-0.564
0.151
-0.110
0.210
-0.426
0.086
0.751
-0.657
0.258
-0.196
-0.413
-0.394
0.245
0.475
0.359
0.045
0.054
0.021
0418
-0.320
1.196
0.765
-2.822
0.053
0185
0.493
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Anhang

Experiment 2

Probe

Sepia(Fisch)

Sepia(Hunger)

SepialWild)

FUTTER BECKEN |ldentifikation

Fisch

T16
T16
T16
T16
T16
T16
T16
T16
T16
7
7
7
17
T17
T17
T17
7
7
7

T112
TI12

T16-1
T16-2
T16-3
T16-4
T16-5
T16-6
T16-7
T16-8
T16-9
T17-1
T17-10
T17-1
T17-2
T17-3
T17-4
T17-5
T17-6
T17-G
T17-9

11 Hunger
12 Hunger

Wyild 1
Wyild 10
Wyild 2
Wyild 3
Wyild 4
Wyild 5
Wyild B
Wyild 7
Wyild 5
Wyild 9

d 15N/14N

(36
7.025
5.901
5.887
5647
B.468
5.047
5 695
4.343
F.103
7.010
7.407
5.909
G.203
F.8954
F.16R
F.5983
5.206
5.277
5.196

4.002
4.841

89.329
10.263
10.072
12917

8.0680
10.9584
10.610

9.431
10.546

8.671

d 13C/12C molar C/N ratio

[560]
-11.889
-12.332
-12.187
-11.863
-13.005
-12.849
-12.366
-12.619
-12.285
-11.661
-11.972
-11.739
-11.819
-11.814
-12.774
-12.019
-11.407
-12.336
-11.807

-11.5926
-11.338

-19.135
-18.374
-20.156
-18.377
-18.754
-16.863
-18.164
-18.262
-18.327
-18.314

3.92
4.0
3.92
3.94
3.92
3.91
3.59
4.34
3.58
3.70
3.87
3,
3.85
3.66
3.99
3.59
363
4.00
3.82

4.03
4.05

4.54
3839
4.30
3.74
4.34
3.71
4.14
3.2
369
3.73

AN
[%6o]
2174
-3.298
-2.312
-3.6552
-2 T
-4.152
-3.504
-4 856
-3.091
-2.189
-1.792
-3.290
-2 995
-2245
-3.033
221
-2.993
-2.922
-3.003

AC
(%60
2.397
1.954
2.099
2.423
1.281
1.437
1.920
1.667
2.001
2625
2.314
2.647
2467
2372
1.512
2267
2.879
1.950
2.479
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