DIVERSIFY

Adlerfisch (Argyrosomus regius)

Wahrend des ersten Projektjahres (Dez. 2013 — Nov. 2014) konnten bereits erste
Untersuchungen mit dem Adlerfisch (Argyrosomus regius) durchgefuhrt werden. Die
wichtigsten Ergebnisse finden Sie in der nachfolgenden Aufstellung:

1. Reproduktion

Die genetische Variabilitat verschiedener Elterntierbestande wurde mittels Multiplex-
Analysen durch das FCPCT (Fundacion Canaria Parque Cientifico Tecnologico de la
Universidad de las Palmas de Gran Canaria — AG Dr. J.M. Alfonso) analysiert. Die
untersuchten Bestédnde scheinen drei verschiedenen Populationen mit einer
ausreichend gro3en genetischen Variabilitdt anzugehdren, um einen Zuchtbestand
aufbauen zu konnen (Fig. 1). Dennoch wird es noch einiger Bemihungen bendtigen,
um einzelne Bestdnde zu sortieren und konzertiert geeignete Zuchtlinien zu

etablieren.
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Fig. 1. Faktorielle Korrespondenzanalyse von 18 Loci (n = 376) aus 13 Adlerfisch-Populationen (Argyrosomus
regius, Aquakultur Mittelmeer).



Im IRTA (Institute de Recerca | Technologia Agroalimentaries — AG Dr. N. Duncan)
wurden jeweils 6 adulte Weibchen (@ 21,2 kg) und Mannchen (16,1 Kkg)
wechselweise verpaart. Die finale Reifung wurde mittels GnRH-Injektionen (15 pg/kg
Weibchen, 7,5 ug/kg Mannchen — gegeben im Abstand von 7 — 10 Tagen) induziert.
Elterntiere, die nach 2 — 3 Injektionen keine Laichaktivitat zeigten, wurden
ausgetauscht. Insgesamt konnten 41 Paare zum Ablaichen gebracht werden, wovon
10 Paare > 500.000, 16 Paare > 250.000 und 19 Paare > 100.000 Larven
produzierten (Fig. 2). Es konnte wahrend des Versuchs kein signifikanter
Zusammenhang zwischen schlechten Laicherfolgen und Reifegrad, Mehrfachlaichern
oder der Laichinduktion festgestellt werden. Dagegen zeigten einzelne Individuen
hohe Variationen in der Anzahl abgelaichter Eier und deren Qualitét.
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Fig. 2. Durchschnittliche Eimenge (+ SD) pro kg Kérpergewicht nach GnRH-Injektion. Totale Eizahlen wurden mit
dem prozentualen Fertilisationsanteil und der Schlupfrate multipliziert, um die Anzahl befruchteter Eier und die

erwartete Schlupfrate bestimmen zu kdnnen.

Ein weiteres Experiment mit der Fragestellung, wie viele erfolgreiche Gelege durch
fortlaufend woéchentliche GnRH-Injektionen gewonnen werden kénnen, wurde mit 4
Brutpaaren am HCMR (Hellenic Center for Marine Research - AG Dr. C.C. Mylonas)
durchgefiihrt. Durch das angewandte Injektionsmanagement konnten maximal 17
Gelege mit Schlupfraten tiber 80 % und einer Uberlebensdauer der Larven von 5

Tagen erzielt werden.



Beide Versuchsdurchgange belegen, dass durch paarweise Haltung der Elterntiere

hochqualitative Eier gewonnen werden kénnen. Somit kann dieses Verfahren fur die

Durchfihrung von Zuchtprogrammen angewendet werden.

Durch eine Biopsie der Ovarien kann der Reifegrad verlasslich festgestellt werden.

2. Larvenkultur

Die Umstellung der Larven auf Trockenfutter (weaning) wurde an der IRTA (Dr. A.
Estevez) untersucht. Daftr wurden Larven verschiedenen Alters (12, 15 und 20 Tage
nach dem Schlupf) mit Futter aus 50 % angereicherten Artemia-Metanauplien und
50 % Fischfutter (Gemma Micro, Skretting), gefittert. Folgende Daten wurden
erhoben: Wachstumsrate (Fig. 3), Uberlebensrate (Fig. 4), Fettsaurezusammen-
setzung und Entwicklung des Verdauungsapparates (Histologie und Enzymaktivitat).
Durch den ausgepragten Kannibalismus ab dem 12. Tag waren die Uberlebensraten
sehr gering (2 — 3,3%). Auf diesen Ergebnissen aufbauend wird 2015 ein
Versuchsdurchlauf mit weiteren Fragestellungen, z. B. Verlangerung der
Photoperiode zur Erhdéhung der potentiellen Futteraufnahmedauer oder Erhéhung
der Besatzdichte, durchgefuhrt.
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Fig. 3 und 4. Wachstum (Trockengewicht in mg) und Uberlebensrate (%) der Larven wahrend des Weaning.

3. Erndhrung

Der Bedarf der wachsenden Larven an Omega-3-Fettsduren (hoch ungesattigte
Fettsauren = HUFA) wund Vitamin C wund E wurden in mehreren
Futterungsexperimenten an der FCPCT (AG Dr. L. Robaina) untersucht. Nachdem
Larven vom 14. bis zum 28. Tag nach dem Schlupf mit verschiedenen
Kombinationen aus HUFA (0,5 — 3,5 %) und Vit. E und C (150 Vit. E + 180 Vit. C,
300 Vit. E + 180 Vit. C, 300 Vit. E + 360 Vit. C) versorgt worden sind, konnte bei
Einsatz von 3,5 % HUFA (gegenuber 0,5 %) eine klare Steigerung des Wachstums
und des individuellen Korpergewichts beobachtet werden. Die Verwendung
verschiedener Vitaminkonzentrationen hatte dagegen keinen Einfluss auf die

Entwicklung der Larven.

Durch die Analyse der Koérperzusammensetzung konnte gezeigt werden, dass eine
fettreiche Diat (Fischol und/oder Omega-3-Fettsduren) die Konzentrationen von
Omega-3-FS im Korper erhéht und in Kombination mit Vit. E und C zusatzlich den
Gesamtkorperfettgehalt steigert. Durch histologische Analysen ist ebenfalls der
Einfluss der Futterzusammensetzung auf die Entwicklung des Kopfdarms
nachgewiesen worden. Larven, die mit 0,5% HUFA versorgt wurden, hatten
besonders ausgepragt pigmentierte Enterozyten mit zentral gelegenem Nukleus und
wenigen Lipidvakuolen, wohingegen Larven mit hoheren Konzentrationen an HUFA
(z. B. 3,5/150/180) mehr und groR3ere Enterozyten mit Lipidvakuolen um den Nukleus
aufwiesen. Dies deutet demzufolge auf eine gesteigerte Absorption von Lipiden hin.
Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass hohe Konzentrationen an n3-



HUFAs von Adlerfischlarven bendtigt werden, um das Wachstum zu férdern. Eine
Gabe von Vit. E und C reduziert dazu die Oxidation von Fettsauren wahrend der
Entwicklung.

Daher mussen fur das Weaning Futtermittel verwendet werden, die ausreichend n3-
HUFAs sowie Vit. E und C enthalten (Tab. 1).

Diet

0.5/150/180 0.5/300/180  0.5/300/360  3.5/150/180  3.5/300/180  3.5/300/360

Total length  4.754+0.44° 4.999+0.39° 4.906+0.40® 4.955+0.457 4.964+0.48% 5.055+0.38°
(24dah)

Total length  5.155+0.46® 5.198+0.43*  5.139+051® 5.290+0.44°  4.969+0.31°  5.340+0.59°
(28dah)

Dry weight ~ 0.192+0.04°  0.208+0.02°  0.202+0.03" 0.207+0.02°° 0.223+0.02®  0.238+0.03"
(24dah)

Dryweight  0.233+£0.02  0.214+0.04  0.207+0.03  0.267+£0.05  0.234+0.05  0.244+0.04
(28dah)

Survival 12.09+4.96  8.04+5.20 15.12+4.14  14.1648.29  16.68+3.45  15.16+7.67
(%)

*Values (mean + standard deviation) with the same letters are not significantly different;

ANOVA, P, ;i< 0.01; Pyyeion< 0.05.

Tab. 1. Performance und morphometrische Parameter von Adlerfischlarven (initiale Kérperlange 4,07 + 0,26 mm
und Trockengewicht 0,058 + 0,01 mg), die mit 6 unterschiedlichen Futterkombinationen (Omega-3-Fettséauren,
Vit. E und C) zwischen dem 14. und 24. Tag nach dem Schlupf versorgt wurden.

Ausgesuchte Futterkombinationen wurden dariber hinaus eingesetzt, um die Effekte

auf folgende Marker zu untersuchen:

1. Stressresistenz durch Handling (FCPCT)

2. Genexpression von Stress-Bio-Markern (z. B. HSPs) (FCPCT)
3. Verhalten (Danmarks Tekniske Universitet - AG Dr. Ivar Lund)

4. Energieverbrauch nach subletalem Stress (Danmarks Tekniske Universitet - AG
Dr. Ivar Lund)

5. Aktivitdt (mittels Videoanalytik) (Danmarks Tekniske Universitet - AG Dr. Ivar
Lund)

6. Fluchtverhalten (Danmarks Tekniske Universitet - AG Dr. Ivar Lund)

7. Sinnesverarbeitung (Scharfe) (Danmarks Tekniske Universitet - AG Dr. lvar Lund)



8. Verdauungsenzyme (Proteasen, Amylase, Lipase)
9. ATPase-Aktiviat im Darm (University of La Laguna, Dr. Covadonga Rodriguez)

Der Bedarf an essentiellen Fettsduren wird durch Futterungsexperimente mit 6
verschiedenen Variationen der Omega-3-Fettsduren Docosahexaensaure,
Eicosapentaensaure und Arachidonsaure (FCPCT) im Futter evaluiert werden.

4. Mast

Wahrend der Larvenaufzucht ist es unabdingbar, diese regelmafig nach Gréf3en zu
sortieren, um so einerseits dem Kannibalismus vorzubeugen und andererseits
schlecht wachsende Individuen auszusortieren. Diese konnten ansonsten die
Wachstumsbilanz der Tiere nach dem Transfer in Netzgehegeanlagen negativ
beeinflussen. Um die natirlichen Gegebenheiten einer kommerziellen Aufzucht
realistisch zu simulieren und mdgliche Variationen der Wachstumsraten zu erfassen,
wurde ein Mischbestand juveniler Adlerfische aus 5 Elterntierbestanden am IRTA
untersucht. Daftr wurden die Tiere zunadchst unter identischen Bedingungen
(anfangliche Besatzdichte, Futter, Tankgrtf3e) aufgezogen. Wahrend einer 4-
monatigen Haltung wurde die Wachstumsleistung der Tiere kontrolliert und
verglichen. 70 % der Fische lagen nach 4 Monaten in einem Bereich von 15 — 30 g

(Fig. 5).
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Fig. 5. GréRenverteilung aller Fische nach 4-monatiger Halterung.

Problematisch war die Verschiebung von 30% der Population, die
Individuengewichte zwischen 30 und 145 g aufwiesen. Die normalverteilten 70 %
wurden in 3 Grol3enklassen eingeteilt und regelmalfiig gewogen:

1. Gro3, 25 - 30 g (73 Tiere)
2. Mittel, 20 — 25 g (89 Tiere)
3. Klein, 15 — 20 g (86 Tiere)

Jeweils 50 Tiere jeder Gruppe wurden nach dem Zufallsprinzip ausgewahlt und alle
21 Tage vermessen. GrofRe Fische wuchsen innerhalb des 4-monatigen
Versuchszeitraums von 27,2 + 1,5 g auf 113 + 21 g, Tiere der mittleren Gruppe von
22,7 + 12,2 g auf 94,2 + 19,8 g und kleine Tiere von 17,9 + 1,8 g auf 71,6 + 31,31 g.
Bei jeder Probenahme waren die Tiere der einzelnen Gruppen signifikant (P < 0,05)
gewachsen (im Vergleich zu der jeweils vorhergegangenen Beprobung). Die
Wachstumsraten der einzelnen Gruppen waren nahezu identisch (Fig. 6). Um
mogliche Unterschiede im Wachstum der Nachkommen der 5 verschiedenen
Elternlinien zu untersuchen, wurden alle Tiere nach Beendigung des Versuchs
(11.12.2014) genetisch analysiert.
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Fig. 6. Durchschnittliche Gewichtszunahme (g * SD) von juvenilen Adlerfischen dreier Gewichtsklassen (Large,
Medium, Small) Gber einen Zeitraum von 4 Monaten in g. Alle Fische stammten aus 5 verschiedenen Gelegen
aus 2 Laichgeschehen. GroRRbuchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P < 0,05) innerhalb einer
GroRenklasse, kleine Buchstaben solche (P < 0,05) zwischen den Gruppen an dem jeweiligen Beprobungstag an.



Gewichtskontrolle der Adlerfische.

Der Effekt verschiedener Netzkafigtiefen wéahrend der Mast wurde am HCMR
untersucht. Dafir wurden an der HCMR Souda Bay Testanlage (Dr. N.
Papandroulakis) zwei verschieden tiefe Netzkafigtypen im Duplikat eingesetzt (Typ |
=180 m®* [6x6 x5 m] und Typ Il = 290 m® [6 x 6 x 8 m]). Die fiirr den Versuch
verwendeten Fische stammten aus der Aufzuchtsanlage des HCMR. Mit 2 g sind sie
an die Souda Bay Testanlage uberfuhrt und dort bis zu einer Initialgrof3e von 200 +
20 g aufgezogen worden, bevor sie in die Netzgehegeanlagen verbracht wurden. Um
vergleichbare Besatzdichten wahrend des Versuchs zu gewahrleisten, wurden die
180-m°3-Kafige mit jeweils 5.150 Tieren, die 290-m3-Kafige mit jeweils 8.240 Tieren
besetzt. Die Versuchsdauer wurde mit 8 Monaten angesetzt, so dass die finale
Beprobung im Fruhjahr 2015 stattfinden wird. Wahrend des gesamten Zeitraums

werden die Zuwachsraten durch monatliche Wagungen kontrolliert (Fig. 7).
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Fig. 7. Zuwachsraten (g + SD) von Adlerfischen, welche in verschiedenen Netzkéfiganlagen in Souda Bay
aufgezogen wurden.

Alle 2 Monate wurden Blutproben zur Bestimmung hamatologischer (Hamatokrit und
Hamoglobingehalt), biochemischer (osmotischer Druck, Gehalt an Glukose, Laktat
und freien Fettsduren) und hormoneller (Cortisolgehalt) Parameter genommen, die

derzeit analysiert werden.

Die vertikale Verteilung der Fische im Wasserkorper der Kafige wurde mit Hilfe von
Echoloten bestimmt. Durch technische Probleme wahrend des ersten
Versuchsmonats (Mai 2014) konnten keine Daten erhoben werden, dies war erst
durch den Einsatz eines verbesserten Systems (CageEye 1.3, Lindem Data
Acquisition AS, Norwegen) mdglich. Obwohl die Daten noch nicht abschlielend
ausgewertet sind, konnten schon jetzt ausgesprochen bemerkenswerte
Beobachtungen gemacht werden. Die vertikale Verteilung der Fische (beobachtet
Uber einen Zeitraum von 3 Tagen) zeigte einen ausgepragten Tag-Nacht-Rhythmus.
Wahrend der Abend- und Nachtstunden hielten sich die Tiere in der unteren Halfte
des Kéfigs auf, wahrend des Tages dagegen im kompletten Wasserkorper. Dieses
Verhalten war unabhangig von der eigentlichen Kéafigtiefe, es wurde nur von den
naturlichen Veranderungen der Photoperiode beeinflusst (Fig. 8). Unserem Erachten
nach sind dies die ersten Beobachtungen des Verteilungsverhaltens von

Adlerfischen in Netzkafigen.
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Fig. 8. Vertikale Verteilung von Adlerfischen in Netzkéafigen tber einen Zeitraum von 3 Tagen.

5. Gesundheit

Von allen beprobten Larven und juvenilen Fischen wurden neben den
Wachstumsdaten noch Proben (im Duplikat) zur Evaluierung der zeitabh&ngigen
Veranderung des Immunstatus genommen. Ein Probenset wurde zur spateren
Genexpressionsanalyse in RNAlater gelagert, das andere Set in Formalin fixiert, um
histologisch ausgewertet zu werden. Mit voranschreitender Organentwicklung wurde
die Probenahme auf einzelne Organe (Milz, Kopfniere, Kiemen und Eingeweide)
ausgeweitet (Fig. 9). Diese wurden wiederum entsprechend in RNAlater oder
Formalin verbracht. Zusatzlich wurden Proben fur die immunabhéngige
Genexpressionsanalyse bei -80 °C gelagert. Aufgrund der hohen Kannibalismusrate
und der dadurch bedingten verringerten Stickzahlen musste das im Versuchsplan
angedachte Vorhaben, Tiere verschiedener GroRRenklassen (klein und grof3) zu
beproben, um eine mégliche Abhangigkeit der prapubertaren Immunentwicklung vom

Grolenwachstum zu untersuchen, gestrichen werden.



Sampling Schedule

Larval and post-larvalstage [ : ‘“‘““;:“""
Twice weekly sampling during the first 60 days.

Each sample: Weaning begar. ’
30 larvae collected in RNA later 204k
5 larvae collected in formol

(Totaln = 16)

Weaned Juvenile stage [[]: — coahmp—
Weekly sampling after weaning.

Each sample:

10-20fish® Spleen, head kidney, peripheral blood in RNA
later
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Continue sampling every two weeks until 180 dph.
Each sample:

10-20 fish Spleen, head kidney, peripheral blood in RNA later
S fish collected in formol

(n=4x2=8)
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Fig. 9. Diagramm der geplanten Probenahmestrategie — Entwicklung des Immunsystems.

Fur das Design geeigneter degenerierter Primer fir Gene (Tab. 2), die an der
Entwicklung des Immunsystems beteiligt sind, wurden entsprechende
Gensequenzen mariner Knochenfische in der online verfigbaren GenBank
identifiziert.  Diese  Sequenzen wurden aligniert und  entsprechende
Konsensussequenzen identifiziert. Die mMRNA-Extraktion und die Synthese der cDNA
fur die Genexpressionsanalysen wurden bereits durchgefiihrt. Die ldentifikation der
artspezifischen Gensequenzen und die Etablierung der MRNA-
Genexpressionsassays werden im folgenden Quartal 2015 stattfinden.



Tabelle 2. Zielgene fur die Charakterisierung des Immunsystems des Adlerfisches. Unter der
Voraussetzung, dass die identifizierten Sequenzen konservierte Regionen der gesuchten Gene
widerspiegeln, sind folgende aufgefiihrte AmplikongréRen zu erwarten. Diese Schatzungen beruhen auf

Informationen bereits identifizierter Sequenzen in GenBank.

Endogeneous EF1 (Elongation Factor) X 230
Controls GAPDH (Glyceraldehyde Phosphate 239
Dehydrogenase)
18S X -
Innate Piscidinl ("Defensin™) X 110
Immunity Piscidin2 ("Defensin™) - -

Piscidin3 ("Defensin")

x

220
80
570
1390

Lysozyme

Metallothionein

MX protein
NOD?2 (Toll Like Receptor - TLR)

x| X| X| X

Adaptive RAG1 (Recombination Activating Gene)

Response IgM

IgT

TcR (T-cell Receptor)

C3 (complement) X 1202
TNFa (Tumor Necrosis Factor) X 250

IFN alpha (interferon)

IFN gamma

IL-1beta (Interleukin)
IL-2

IL-4

IL-10
IL-17
IL-22

Inflammatory ~ COX2 (cyclooxygenase 2) X 1500
Response MyD88 (myeloid differentiating factor) X 130




