‘)"U Mp
Of

Brandeénburgische
Technische Universitat g
BERY

e
= ADUS

Steuerung der Energieallokation in Cladoceren
durch Futteralgen unterschiedlicher Qualitat
und unter Stressbedingungen

Von der Fakultat fur Umweltwissenschaften und Verfahrenstechnik der
Brandenburgischen Technischen Universitat Cottbus zur Erlangung des
akademischen Grades eines Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

genehmigte Dissertation

vorgelegt von

Diplom-Zoologin
Rihab Bouchnak
Aus Aleppo/ Syrien

Gutachterin: Prof. Dr. Brigitte Nixdorf, BTU Cottbus

Gutachter: Prof. Dr. Christian E.W. Steinberg, HU Berlin

Tag der mundlichen Prafung: 11. Juli. 2011



Meinem GroRRvater Ahmad in liebevoller Erinnerung gewidmet



Danksagung

An dieser Stelle mochte ich mich recht herzlich bei allen bedanken, die mich

unterstitzt und zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben.

Frau Prof. Dr. Brigitte Nixdorf (BTU Cottbus, Lehrstuhl Gewasserschutz) danke ich
fur die Betreuung und die Begutachtung dieser Arbeit. Sie verfolgte die
Entwicklung meiner Arbeit und gab mir sowohl zu Beginn als auch im weiteren
Verlauf wertvolle Hinweise und Anregungen, die essentiell flr die Entwicklung der

Dissertation waren.

Vielen Dank auch an Prof. Dr. Christian Steinberg (Humboldt-Universitat zu Berlin,
Institut fir Biologie, Arbeitgruppe Gewasser- und Stressdkologie), der es mir
ermdglicht hat, meine Arbeit in seiner Arbeitsgruppe anzufertigen. Flr seine
Gastfreundschaft und Unterstitzung wahrend der letzten Jahre sowie fur die
Anfertigung des Gutachtens bin ich sehr dankbar. Seine Diskussionsbereitschaft

und seine Begeisterung fur die Wissenschaft werde ich vermissen.

Mein Dank gilt auch der Aleppo-Universitat, die mir das Stipendium gewahrt und

mir somit die Promotion in Deutschland ermdoglicht hat.

Im Sekretariat des Lehrstuhls Gewasserschutz mochte ich mich bei Frau Beate

Muller bedanken, die meine wissenschaftlichen Berichte organisiert hat.

Allen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe Gewasser- und Stressokologie (im
Allgemeinen) und Dr. Nadine Saul (im Speziellen) danke ich fur kleine und grofl3e
Hilfen.

Auch Frau Dr. Yvonne Pors danke ich sehr flr die guten Gesprache. Ich sehe

wieder Land!

Philipp Dachsel danke ich fur seine Mithilfe bei den multiplen Korrelationsanalysen

und seine freundliche Gesellschaft.



Michal Bagrowski danke ich fur die schonen Stunden im Labor und fur seine nette
Gesellschaft.

Mein besonderer Dank gilt meiner Freundin Ramona Rauch fir ihre standige
Hilfsbereitschaft nicht nur bei der Sprachkorrektur der Arbeit, sondern auch in
menschlichen Belangen. Geteiltes Leid ist halbes leid. Herzlichen Dank!!

Im Kindergarten meiner Tochter danke ich ganz herzlich allen Erzieherinnen (im
Allgemeinen) und Frau Patricia Richter (im Speziellen). Wir lassen uns ,, mit einem

lachenden und einem weinenden Auge“ verabschieden!

Meinen Freundinnen (im Allgemeinen) und Awatef (im Speziellen) danke ich. Sie

haben mich stets unterstutzt und ermutigt.

Allerherzlichst moéchte ich mich bei meinen Eltern Aziza und Mohamed und
meinen Geschwistern bedanken, die mich jederzeit liebevoll unterstutzt und immer

an mich geglaubt haben.

Wahrend der Entstehung dieser Arbeit gab es vom Embryonalstadium bis zur
Emergenz einige Entwicklungsstadien — inklusive Diapause. In allen
Entwicklungsphasen waren unterschiedliche Personen wichtig. Es gab nur eine
Person, die in allen Phasen wichtigen positiven Einfluss genommen hat, und das
ist mein Mann Hasan, dem ich Uber alles und zutiefst dankbar bin, dass er mich
mit viel Geduld und Verstandnis fir meine Arbeit bei der Anfertigung der

Promotion stets unterstiitzte und mich in Frust-Phasen wieder aufzubauen wusste.
Zum Schluss danke ich meinen Kindern Abdulrahman und Batoul fir ihre Geduld
und Ungeduld. Sie mussten ihren Mama besonders in der Schlussphase an vielen

Wochenenden entbehren. Das wird jetzt hoffentlich besser!

Und nicht zuletzt danke ich den Wasserflohen!



Inhaltsverzeichnis

e -4 ¥ L T 1= o 10
ZusammeNnfasSUNG.......ccuuiiiiiiiiiiiiiiirrr s 1
S = T 1 (= U o ' N 14
1.1 Okologische Bedeutung der Cladoceren ..............c.cccoveoveeeeeeeeveeeeeeeeeeenne 14
1.2  Futterqualitatseffekte auf Cladoceren ... 17
1.3 Okologische Relevanz von HUMINSOffeN ............ccooovevvieieeieeeeeeeee 20
1.4  Notwendigkeit von Langzeit- und Multigenerationsstudien........................ 21
1.5  Ziele dieser Arbeit.... ... 23
2 Material und Methoden...........ooomeeeciiiii e ——— 25
2 U | Y=Y 1 o o USSR 25
2.2 FUtteralgen ... 27
221 (Korsikov) HindakK...........ccooovviiiiiiiennn.n. 27
222 (Nageli) Komarkova-Legnerova 1969................ 29
223 (R. Chodat) E. Hegewald 2000 ...........cccceeeeennneee 30
2.2.4 AIGenKURIVIEIUNG ......coooiiiiiiiiiiiie e 31
2.2.5 Vorbereitung der Futteralgen fur die Analysen 33
2.3 HUmMINSOff . 35
2.4  Daphnienmedium ..........oo i 36
25 STRAUS 1820 ... 37
251 auf e 38
252 auf e 38
253 auf e 39
2.6 SARS 1864 ... 41
2.6.1 auf 42
26.2 auf 43
26.3 auf 43

2.7 STRAUS 1820.....cci i 44



2.7.1 auf 45

2.7.2 auf 46
2.7.3 auf 47
2.8 KURZ 1874 ... 48
2.81 auf 48
28.2 auf 49
28.3 auf 50
2.9  DatenerNebuNng........coooiiiiiiiiiiiii 50
2.10 Statistische Datenauswertung ...........ccoooveviiiiiiiii e 51
3 Effekte des Huminstoffs HUMINFEEd® ..o 53
B 53
3.1.1 auf 54
3.1.2 auf e 55
3.1.2.1 ErgebNiSSe ..uee e 55
R T O O B =Y o= 1S 7= 1 1S 55
3.1.2.1.2 ReproduKtioN ...........e e 56
3.1.2.2 DISKUSSION. ...ttt e e e e 58
3.1.3 auf e 60
3.1.3.1 ErgebNiSSe ... .o 60
3.1.3.1.1 Parentalgeneration ... 60
3.1.3.1.2 Erste Filialgeneration F1 ... 63
3.1.3.1.3 Zweite Filialgeneration F2 ............ccoo i 66
3.1.3.1.4 Vergleich der Generationen ... 70
3.1.3.1.5 Effekte der dauerhaften Exposition gegeniiber HuminFeed®............... 74
3.1.3.2 DISKUSSION. ...ttt e e 76

B 82



3.2.1 auf 82

3.2.1.1 ErgebNISSE .. ..o 82
3.2.1.1.1 LEDENSSPANNE......ciiiiii it aanas 82
3.2.1.1.2 ReProduKLioN .......ccoeiiiii e 83
Rt B I 1] (W 1= (o] o TS 86
3.2.2 auf 87
3.2.2.1 ErgebnisSSe... .o 87
3.2.2.2 DiSKUSSION. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e ennnnnans 88
3.2.3 auf 88
X 89
3.3.1 aufauf 89
3.3.1.1 ErgebnisSSe... oo 89
3.3.1.1.1 LebENSSPANNE.....ooeeiiiie e 89
3.3.1.1.2 ReproduKtioN ............ i 90
3.3.1.1.3 ZUSatzZlicher VErsUCh ........coooo i 92
3.3.1.2 DISKUSSION. ...ttt e e e 94
3.3.2 auf 97
3.3.2.1 ErgeDNISSE ...ue e 97
3.3.2.1.1 LEDENSSPANNE......cceiieiieeeeeee e 97
3.3.2.1.2 RepProduKtioN .........coouuiiiii e 98
3.3.2.2 DiSKUSSION......eiieeeeeieeie et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaeaes 100
3.3.3 auf 101
3.3.3.1 ErgebNiSSe ... 101
3.3.3.1.1 LebENSSPANNE......coeeiiiee e 101
3.3.3.1.2 Reproduktion ............uuiiiieeeeeee e 102
3.3.3.2 DISKUSSION.....iiiiiiiiiit ettt e e 104

3.4



3.4.1 aufauf 105

3.4.1.1 ErgebniSSe .. ..o 105
3.4.1.1.1 LeDENSSPANNE......ciiiiiiii ettt 105
3.4.1.1.2 RepProduKtioN .......cccooiiiiieieee e e 106
3.4.1.2 DiSKUSSION... . e e e e e e e e e eeeea e e e e e e eeeeenees 107
3.4.2 auf 108
3.4.2.1 ErgebniSSe.....cco oo 108
3.4.2.1.1 LEbENSSPANNE......ooieiiiee et e e 108
3.4.2.1.2 ReproduKtioN ...........uuiiiieeeeeeeee e 110
3.4.2.2 DISKUSSION......iiiiiiiiiii ettt e e e eeae 111
3.4.3 auf 112
4 Futteralgenqualitaten..........ccoeeeeciiiiiiiiiircc e 114
4.1  Analyse der Futteralgen............ccooooiiiiieiiiiie e 114
4.1.1 FettsdurezusammenSetZuNg ..........coovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 114
4.1.2 AmInosSaurezusammenSEIZUNG ........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 116
4.1.3 NahrstoffzusammensetZung ...........coovvviiiiiiiie e 118
4.2  Effekte der Futteralgenqualitaten..............ccoooee i, 119
e PP 120
4211 ErgebNISSE ....ceeiiiiieiiie s 120
g B B 1~ U 11 (o] o PP 125
A2 2 e —— et — et a ittt e et e ettt aaa et aaaaaaas 130
4.2.21 ErgebniSSe ....coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 130
A A B 1~ U 1= (o] o TP 130
P 133
4.2.3.1 ErgebnisSSe ......coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee e 133
4.2.3.2 DISKUSSION. ..ottt ettt 138

4.2 4 144



4241 ErgebniSSe ....coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 144

4242 DIiSKUSSION. ... 147
CIRST o 0 [WESTSS o] Fo 1= U] Vo TP 151
LiteratUrvVerZEIiCHNIS ... e eee e e cee e e s e s e smssm s snnsmssmssnsnnsmnsmnsmnnnnnnnns 156

Selbstandigkeitserklarung.........ccccveeeecciiiiiiiisrrss s 168



Abklrzungen

ADaM | Aachener Daphnien Medium

ANOVA | One Way Analyse of Variance (einfaktoriellen Varianzanalyse)
B Brut

DAF-16 | Transkriptionsfaktor

DOC dissolved organic carbon (geloster organischer Kohlenstoff)

F1 Erste Filialgeneration

F2 Zweite Filialgeneration

FWO04 Frischwasser Medium (Algenmedium)

HF HuminFeed®

HSP heat shock protein

IGF-1 insulin/insulin-like growth factor

K Kontrollansatz

MW Mittelwert

NK Nachkommen

P Parentalgeneration

PK Pseudokontrolle

PUFA | polyunsaturated fatty acids (mehrfach ungesattigte Fettsauren)
SEM Standard Error of The Mean

w Weibchen




Zusammenfassung

Viele biotische und abiotische Faktoren bestimmen die Lebensparameter von
Cladoceren-Populationen. Einige dieser Faktoren kdnnen als Stressoren wirken.
Diese Arbeit konzentrierte sich auf die Effekte der unterschiedlichen Futteralgen
( : und

) auf die Lebensparameter (hauptsachlich Lebensspanne und
Reproduktion) von vier Cladoceren-Arten ( , ,

und ) unter chemischem Stress ausgelost durch den

Huminstoff HuminFeed®.

Um die Effekte vom HuminFeed® auf , einem fur okologische Studien
haufig verwendeten Modelorganismus, zu ermitteln, wurden
Lebenszyklusexperimente durchgefuhrt. Dabei wurden Daten der Reproduktion
und Lebenspanne erfasst. In umweltrelevanten Konzentrationen wirkte
HuminFeed® sich signifikant positiv auf Lebensspanne und signifikant negativ auf
die Reproduktion aus. Die Ergebnisse wurden im Licht der Disposable Soma
Theorie diskutiert. Es konnte keine Steuerung der Energieallokation unter
chemischen Stress ausgelést durch HuminFeed® und durch die
Futteralgenqualitat festgestellt werden. Darlber hinaus wurde eine multiple
Korrelation zwischen den Lebensspannen von bei verschiedenen
Futteralgen und Futterqualitatsfaktoren ermittelt und zwei Formeln entwickelt, um
die Qualitédt anderer Algen und ihre Effekte auf Lebensspanne von
vorherzsagen zu konnen. Die Aminosaure Arginin scheint fur die Langlebigkeit von
verantwortlich zu sein, wahrend die Fettsaure a-Linolensaure fur die

Fruchtbarkeit von Bedeutung ist.

In einem Multigenerationsexperiment wurde der Einfluss vom HuminFeed® auf
{iber drei Generationen hinweg betrachtet. Dabei wirkte sich HuminFeed®
stets negativ auf Reproduktion und positiv auf die Lebensspanne aus. Mutterliche
Effekte kénnen in der Lebensgeschichte von eine erhebliche Rolle
spielen. Die Ergebnisse des ersten Filialgenerationsversuchs F1 haben gezeigt,

dass ein signifikanter Unterschied in der Fruchtbarkeit von Versuchstiere besteht,



die in derselben Umwelt aufgewachsen sind (ohne HF), aber deren Mdutter
(Parentalgeneration) unterschiedlichen Treatments ausgesetzt waren. Die
Ergebnisse des zweiten Filialgenerationsversuchs F2 haben aber aufgezeigt, dass
die Umwelt, in der die Parentalgeneration aufgewachsen ist, die Fruchtbarkeit der
F2 Generation nicht nachhaltig beeinflusst. Es handelt sich vermutlich um
Transgenerationseffekte (epigentische Programmierung).

In einem Langzeitexperiment wurden die Auswirkungen vom HuminFeed® auf die
Reproduktion und die Lebensspanne von untersucht. Es zeigte sich,
dass der HuminFeed® signifikant negativ die Reproduktion und signifikant positiv
die Lebensspanne der Versuchstiere beeinflusste. Die Ergebnisse wurden im Licht

der Disposable Soma Theorie diskutiert

Des Weiteren wurde der Einfluss vom HuminFeed® auf die Lebensparameter von

untersucht. Durch die Zugabe von HuminFeed® zum Medium bei
Fatterung mit wurden eine teilweise signifikante Verkirzung der
Lebensspanne und eine signifikante Erhohung der Nachkommenzahl
hervorgerufen. Bei Fltterung mit zeigt es sich, dass HuminFeed®
eine positive Auswirkung sowohl auf die Reproduktion als auch auf Lebensspanne
von hat Es sind allerdings keine Signifikanzen gefunden worden.
Bei Fltterung mit konnte in exponierten Ansatzen eine signifikante
Verlangerung der Lebensspanne und Erhohung der durchschnittlichen
kumulativen Nachkommenzahl im Verhaltnis zu den Kontrolltieren festgestellt
werden. Hormonahnlichen Effekte der Huminstoffe wurden die in Betracht
gezogen. Der unterschiedliche Respons von auf Huminstoffe bei
verschiedenen Futteralgen kann darauf hindeuten, dass die Energieallokation in

unter dem chemischen Stress ausgeldst durch HuminFeed® durch
die Futteralgenqualitdt gesteuert wurde. Daruber hinaus haben die drei
Futteralgen unterschiedliche qualitative Effekte fur die Entwicklung der Population
von gezeigt, was in den unterschiedlichen biochemischen und

mineralischen Zusammensetzung dieser Algen begrundet liegt.

Ebenfalls wurde bei festgestellt, dass die Energieallokation unter dem

chemischen Stress ausgeldst durch HuminFeed® und durch die



Futteralgenqualitit gesteuert wurde. So wurde gezeigt, dass HuminFeed® einen
negativen (teilweise signifikant) Einfluss sowohl auf die Lebensspanne als auch
auf die Fruchtbarkeit hat, wenn die Versuchstiere mit geflttert
wurden. Bei den Versuchstieren von geflttert mit wurden
teilweise signifikante lebensverkirzende Effekte vom HuminFeed® erzielt. Und ein
Trend zur Erhdhung der Nachkommenzahl war sichtbar. Wenn man die Effekte
der Futteralgenqualitat (unabhangig von HuminFeed®) betrachtet, kann festgestellt
werden, dass die Fruchtbarkeit von mit dem Gehalt an Fettsauren in
der Futteralge positiv korreliert. Im Lebensdauertest zeigten die Futterqualitaten

keinen signifikanten unterschiedlichen Effekt.

Aus Laborversuchen dieser Arbeit gibt es Hinweise darauf, dass zwischen
Zooplanktonarten Unterschiede hinsichtlich der Response an HuminFeed® und

des Bedarfs an einzelnen Futterqualitatsfaktoren bestehen.



1 Einleitung
1.1 Okologische Bedeutung der Cladoceren

Cladoceren ist eine Organismengruppe, die in limnischen Gewassern weit
verbreitet ist und unter anderem deshalb auf groRes wissenschaftliches Interesse
stoRt. In der Nahrungskette eines aquatischen Okosystems haben Cladoceren,
zusammen mit anderen herbivoren Zooplanktonarten, eine gro3e Bedeutung, da
sie Phytoplankton (Mikroalgen) konsumieren und selbst wieder eine wichtige
Nahrungsquelle fur planktivore Fische darstellen. So spielen sie eine wichtige
Rolle bei der Energieubertragung von Primarproduzenten zu sekundaren und
tertidfren Konsumern innerhalb des Nahrungsnetzes im aquatischen Okosystem
(Dodson & Frey 2001; Lampert & Sommer 2007).

Arten der Cladoceren pflanzen sich parthenogenetisch fort. Unter optimalen
Umgebungsbedingungen sind nur weibliche Individuen in der Population
vorhanden. Die weibliche Population produziert weitere genetisch identische
weibliche Nachkommen, was seinerseits zur Entstehung einer klonalen
Populationsstruktur fuhrt (Hebert et al. 1989). Die asexuelle Fortpflanzung ist eine
energetisch optimale Anpassung an stabile, gunstige okologische Bedingungen,
unter denen eine schnelle Zunahme der Population stattfindet, da keine Energie

fur ein zweites Geschlecht zur Verfigung gestellt werden muss.

Wenn sich die Umgebungsbedingungen verschlechtern (z. B. niedrige
Temperatur, kurze Photoperiode, Nahrungsknappheit), werden weibliche und
mannliche Nachkommen produziert, die sich verpaaren. Es kommt zur
Befruchtung und danach entsteht Uber dem Brutraum des Weibchens ein
sattelformiges Gebilde (Ephippium), das zwei Dauereier enthalt (Lampert &
Sommer 2007). Die Ephippien werden ins Wasser abgegeben. Sie sind duferst
widerstandsfahig und kénnen zum Beispiel Kalte oder Hitze und Trockenheit gut
Uberstehen. Ephippien kénnen ins Sediment absinken, um dort Perioden
ungunstiger Lebensbedingungen zu uberstehen und viele Jahre (> 50) uberleben,
um sich bei den gunstigeren Bedingungen zu neuen Weibchen zu entwickeln, die

sich wieder asexuell fortpflanzen (Lampert & Sommer 2007; siehe Abbildung 1).



Egg, 2n
Diapause eggs, 2n?, viable? ASEXUAL Diapause eggs, 2n
ASEXUAL SEXUAL
Abbildung 1: Lebenszyklus von Wasserfléhen, hier . Grafik aus

Bouchnak & Steinberg (2010), modifiziert.

Ephippien sind daher ein wichtiger Teil der Lebensstrategie, die es der Population
ermdglichen, unglnstige Umweltbedingungen zu Uberstehen. AuRerdem sind sie
Okologisch wichtig, weil sie neue Habitate besiedeln (z. B. durch den Transport
durch Wasservogel) und lokale Populationen nach einer Katastrophe wieder neu
etablieren konnen. Nur wenige Arten der Cladocere sind in der Lage
ohne Mannchen Ephippien zu produzieren (Vollmer 1960; Hebert 1981; Bouchnak

& Steinberg 2010, siehe Abbildung 2).
\ e

0.5 mm

Abbildung 2: Asexuell produzierte Ephippien von . Foto aus (Bouchnak &
Steinberg 2010)



Die Verbreitung und das Vorkommen einer Population werden durch verschiedene
Faktoren limitiert. Von grundlegender Bedeutung sind dabei die den Organismus
bzw. die Population umgebenden abiotischen und biotischen Faktoren. Die
Lebensparameter der Zooplankton und damit der Cladoceren werden durch
abiotische Faktoren wie zum Bespiel Wassertemperatur und Lichtintensitat
(Wetzel 2001), Alkalinitat und andere Parameter der Wasserqualitat (Cowgill &
Milazzo 1990) sowie chemische Substanzen wie zum Beispiel Huminstoffe
(Steinberg et al. 2010a, 2010b) bestimmt. Biotische Faktoren wie zum Beispiel die
Quantitat und die Qualitat der Nahrung (Geller & Muller 1981; Wetzel 2001) sowie
Konkurrenz um die Nahrungsquellen (Gyllstrom & Hansson 2004) und Pradation
von planktivoren Fischen, Insekten und Insektenlarven (Lampert 1993)
beeinflussen ebenfalls die Lebensparameter der Cladoceren. Abbildung 3 soll

diese Faktoren verdeutlichen.
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Abbildung 3: Abiotische und biotische Einflussfaktoren auf Wachstum, Reproduktion und
Mortalitéat von Zooplankton. (aus Gyllstrom & Hansson 2004).



1.2 Futterqualitatseffekte auf Cladoceren

Es gibt zahlreiche Untersuchungen dartber, welche qualitative (z. B. Ahigren et al.
1990; Koch et al. 2009; Martin-Creuzburg et al. 2005; Sterner 1993) und/oder
quantitative (z. B. Lampert 1978; Pietrzak et al. 2010) Bedeutung verschiedener

Algenspezies fur die Lebensparameter von Cladoceren haben.

Cladoceren sind nicht in der Lage, Futterpartikel aufgrund der Futterqualitat zu
diskriminieren (DeMott 1986). Sie filtrieren innerhalb einer bestimmten
GroRenfraktion, deren Minimum durch den Abstand der Setulae und deren
Maximum durch die Grolle der Carapaxspalte festgelegt sind (Geller & Muller
1981). Aus diesem Grund sind sperrige, fadige, kolonienbildende Algen, sowie
Algen mit Schalen weniger geeignet als rundliche und einzellige Algen (z. B. Vanni
und Lampert 1992). Sind die Algen fressbarer GroRe weder toxisch noch besitzen
sie morphologische Verteidigungsstrukturen wie Stacheln oder gelatindse Huillen,
so gelten sie fur Cladoceren als gut verdaubar. Dies vernachlassigt jedoch jegliche
Unterschiede in der Zusammensetzung der Futteralge. Fur Cladoceren als
unselektive Filtrierer ist deshalb die Qualitdt des verfugbaren bzw.
aufgenommenen Futters identisch. Die Futterqualitat hangt aufl’er von der
Partikelform und -grofRe auch von der mineralischen (z. B. Sterner 1993; Sterner
et al. 1993) und der biochemischen Zusammensetzung (z. B. Ahigren et al. 1990;
Muller-Navarra 1995a, b; Martin-Creuzburg & von Elert 2009) der filtrierten Partikel
ab. Sind einzelne mineralische bzw. biochemische Substanzen fur eine
limitierende Wirkung verantwortlich, handelt es sich um essenzielle Substanzen.
Solche Limitationen des Wachstums der Cladoceren sind fur mineralische
Nahrungsinhaltsstoffe gut dokumentiert. Zum Bespiel nahm die Futteralgenqualitat
fur Cladocere bei zunehmender Nahrstofflimitierung der Alge

(Stickstoff- und Phosphorlimitierung) ab (Sterner 1993).
Darauf aufbauend wurde ein Konzept der Limitierung des Zooplanktons durch
mineralische Inhaltsstoffe entwickelt (Sterner et al. 1993). Phosphor ist ein
wichtiger Bestandteil der Phospholipide, des Stoffwechselenergiespeichers
Adenosintriphosphat (ATP) und der Nukleinsadure, deshalb beteiligt der Phosphor
im Wachstum und in der Reproduktion der Zooplankter (Ferrdo-Filho et al. 2003;
Vrede et al. 2002, 2004). Potentielle Limitation des Zooplanktons durch Phosphor



ist nicht durch die absolute Konzentration vom Phosphor in der Nahrung, sondern
durch das atomare Verhaltnis von Kohlenstoff und Phosphor bestimmt. So wirkt
die Nahrung der Daphnien limitierend, wenn das Verhaltnis (C:P) einen

bestimmten Schwellenwert Uberschreitet (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Schwellenwert von C:P-Verhaltnis in der Nahrung fir die Wachstumslimitation
von Daphnien anhand verschiedener Literatur.

Schellenwert vom C:P Literatur

300 Boersma 2000

DeMott et al. 1998
Hessen 1992

Sterner 1993

Sterner et a. 1993
Sterner & Hessen 1994
Sterner & Elser 2002
Urabe & Sterner 1996
Urabe et al. 1997

60 — 250 Maller-Navarra 1995b
160 - 570 Hessen 1989

210 - 390 Urabe & Watanabe 1992
320 - 650 Olsen et al. 1986

2266 Sterner et. al. 1993

Dafur, dass bei Unterschreitung des Schwellenwerts vom C:P-Verhaltnis andere
Substanzen als der Phosphor fur die Futterqualitat bestimmend sein konnen, gibt
es mehrere Hinweise. Dabei kommen als limitierende Nahrungsbestandteile die
biochemischen Komponenten, hauptsachlich Fettsauren, in Frage. Das Konzept
der mineralischen Phosphorlimitation wurde kritisch diskutiert, wobei argumentiert
wird, dass bei unterschiedlicher Nahrstofflimitation der Algen auch biochemische
Inhaltsstoffe verandert werden (Muller-Navarra 1995b; Sundbom & Vrede 1997).
Zum Beispiel fand Mduller-Navarra (1995b), dass das Wachstum von

bei der Verfutterung der phosphorlimitierten Alge :
die aber viele hoch ungesattigte Fettsauren enthielt, besser war als bei der
Verfutterung der phosphorgesattigten Alge , die kaum hoch

ungesattigte Fettsduren enthielt. Somit scheinen mehrfach ungesattigte



Fettsauren fur die Futterqualitat der Algen von Bedeutung zu sein. Da Pflanzen im
Allgemeinen die fur Tiere essentiellen Fettsauren bilden konnen, stellen sie die
Hauptquelle dieser Fettsauren dar. Die Algenarten weisen grofl3e stdchiometrische
Variabilitat auf. Sie unterscheiden sich in ihrer Fettsdurezusammensetzung,
sowohl in der Quantitat als auch in der Qualitat. Aus den gro3en Unterschieden
der Fettsduremuster von Algenarten ergibt sich, dass bestimmte Fettsauren als
charakteristisch flr die verschiedenen Algengruppen angesehen werden. So
zeichnen sich die Mikrogrinalgen durch relativ hohe Anteile an ungesattigten
Fettsduren: einfach ungeséttigten Fettsauren Olsaure (18:1), mehrfach Linolsaure
(18:2n-6) und o-Linolensaure (18:3n-3) aus und auch innerhalb der
Mikrogrinalgen kdnnen taxonomisch relevante Unterschiede im Fettsauremuster
der einzelnen Vertreter festgestellt werden (Ahigren et al. 1990; Patil et al. 2007).
Im Gegensatz zum Unterschied in der Fettsdurezusammensetzung sind die
Unterschiede anderer essenzieller, biochemischer Grundbausteine, wie z. B. der
Aminosauren, zwischen den Phytoplanktongruppen weit geringer (Ahlgren et al.
1992; Brown 1991).

Obwonhl die Rolle der Futterqualitat in aquatischen Nahrungsnetzen, insbesondere
zwischen Daphnien und ihrem Futteralgen, in den letzten Jahrzehnten intensiv
untersucht wurde, wurden nur wenige Arbeiten Uber die Abhangigkeit der
Lebensspannen von der Futterqualitat publiziert: So untersuchten Sundbom &
Vrede (1997) den Einfluss des Futteralgengehalt an Fettsauren bzw. am Phosphor
auf das Wachstum, die Lebensspanne und die Reproduktion von

und zeigten, dass besonders der Phosphor Einfluss auf alle Lebensparameter
nahm, und betrachten die Wachstumslimitation von aufgrund von

Fettsauren als sekundaren Effekt der Phosphorlimitation.

So dass die Auswirkung der Futterqualitat auf Lebensparameter der Cladoceren
ein sehr interessanter Aspekt ist, dem viel Aufmerksamkeit geschenkt wurde bzw.

wird.



1.3 Okologische Relevanz von Huminstoffen

Ein anderer interessanter bzw. wichtiger Aspekt, in dem Cladoceren-Arten als
Testorganismen genutzt wurden, ist der Einfluss von unterschiedlichen
chemischen Substanzen (Teststoffen) auf Lebensparameter von Cladoceren-
Arten. Dazu gibt es unzahlige Versuche und Ansatze von unterschiedlichen
Arbeitgruppen (z. B. Mano et al. 2010; Sarma & Nandini 2006).

Obwohl es kein Oberflachengewasser (SuRwasser, die Habitat von Cladoceren)
ohne Huminstoffe gibt (Steinberg 2003), existieren bislang nur wenige Arbeiten,
die sich auf die direkte und undirekte Effekte von Huminstoffe auf
Lebensparameter von Cladoceren-Arten konzentrieren (Bouchnak & Steinberg
2010; Euent et al. 2008; Looser et al. 1898; Meems et al. 2004; Petersen &
Persson 1987; Steinberg et al. 2010a, 2010b; Suhett et al. 2011).

Huminstoffe sind in aquatischen Lebensraumen weit verbreitet und machen mit
50-80% den grolten Teil des geldsten organischen Kohlenstoffs DOC in allen
Frischwassersystemen aus (Thurman 1985; Wetzel 2001). Gelbster organischer
Kohlenstoff liegt in Gewassern in Konzentrationen zwischen 1 und 100 mg/l vor
(Steinberg 2003), in extrem huminstoffreichen Gebieten, wie brasilianische
Lagunen, sogar bis zu ca. 160 mg/l DOC (Suhett et al. 2004). Auch gibt es
huminstoffarme Gewasser, wie zum Beispiel den Baikalsee, die Huminstoffe in

Konzentrationen von < 1 mg/l DOC haben (mundliche Mitteilung Prof. Steinberg).

Bei den Huminstoffe handelt es sich um komplexe organische Moleklle. Sie sind
wasserloslich (Meinelt et al. 2007), besitzen zahlreiche funktionelle Gruppen (z. B.
Carbonyl-, Carboxyl-, Hydroxyl-, Phenyl-, Chinon-, Keto-, Aldhyd- und
Aminogruppen) und damit hydrophobe sowie hydrophile Anteile und weisen
sowohl aliphatische als auch aromatische Strukturen auf. Diese Eigenschaften
ermdglichen direkte Wechselwirkungen mit der Umwelt, die eine Vielzahl von
Organismen betreffen (Steinberg et al. 2003, 2006). Es ist also anzunehmen, dass
Huminstoffe eine wichtige Rolle im SuRwasser spielen und neben Licht,
Temperatur, pH-Wert und Sauerstoffvorkommen stellen sie einen weiteren

abiotischen Umweltfaktor dar (Steinberg et al. 2008). Huminstoffe kdnnen in



direkter und indirekter Weise auf Organismen wirken. Sie konnen sich aufgrund
ihres Kohlenstoff- und Stickstoffanteils als externe Energie- und Nahrstoffquelle
auswirken (Jones 1992). Zu den spezifischen Effekten zahlt die Wirkung der
Huminstoffe als hormonahnliche Substanz (z.B. Férderung der Reproduktion) zu
(Steinberg et al. 2004). Aullerdem konnen sich Huminstoffe auf phanotypischer
Ebene des Lebens von verschiedenen Organismen auswirken. Sie erzielten zum
Beispiel Lebensverlangerungseffekte bei mannlichen Wasserflohen der Art

(Euent et al. 2008) und auch bei weiblichen Wasserflohen derselben Art
(Bouchnak & Steinberg 2010).

Huminstoffe sind als Stressoren bekannt (z. B. Steinberg et al. 2008). Nach
bisherigen Erkenntnissen konnen die direkten Wirkungen der Huminstoffe bei
Organismen oxidative Stress auslosen. Sie fuhren zur Aktivierung von Sauerstoff
(Timofeyev et al. 2006) und induzieren Antistressantworten (Steinberg et al.
2010a).

1.4 Notwendigkeit von Langzeit- und Multigenerationsstudien

Da bei Standardverfahren (wie z. B. OECD 1998) nicht der gesamte Lebenszyklus
der Daphnien, sondern nur ein Ausschnitt davon beobachtet wird, konnen Effekte,
die erst in spateren Lebensstadien auftreten, aufgrund der kurzen
Expositionsdauer Ubersehen werden. Bei einer lebenslangen Exposition kdnnen
hingegen auch mogliche Langzeiteffekte eines Wirkstoffes bzw. eines Stressors
auf die Organismen berUcksichtigt werden. Bedingt durch die kontinuierliche
Exposition gegentber einem Stressor bzw. einem Stoff in die aquatische Umwelt
sind die darin lebenden Organismen permanent Uber mehrere Generationen
diesem Stoff bzw. diesem Stressor ausgesetzt. Um potentielle multigenerationale
Auswirkungen detektieren zu konnen, mussten die Organismen sogar Uber
mehrere Generationen hinweg dem Stressor ausgesetzt werden. Eine Ausweitung
der Expositionsdauer Uber mehrere Filialgenerationen koénnte dabei noch
detailliertere Informationen Uber die Langzeitwirkung des untersuchten Stressors
auf die betreffenden Organismen liefern. Einige wenige Studien konnten bereits

darlegen, dass die Organismen der Filialgenerationen unterschiedlicher Weise von



Teststoffen beeinflusst werden kdnnen. So beobachteten Brennan et al. (2006),
dass das Ostrogen Diethylstilbestrol keinen signifikanten Einfluss auf die
Parentalgeneration von hatte, wahrend es sich signifikant negativ
auf die Fruchtbarkeit der ersten Filialgeneration auswirkte. Im Gegensatz dazu
konnten Clubbs und Brooks (2007) zeigen, dass die erste Filialgeneration von

eine Resistenz gegenlber endokrin wirksamen Stoffen entwickelte und
somit hinsichtlich der Fruchtbarkeit, dem Geschlechterverhaltnis sowie dem
Trockengewicht der Nachkommen weniger beeinflusst als die Daphnien der
Parentalgeneration. Man kann hier von einer Akklimatisierung an die Wirkstoffe
ausgehen.

Darlber hinaus wurden die Transgenerationseffekte (weitergabe erworbener
Eigenschaften der Parentalgeneration an Filialgenerationen) durch epigenetische
Programmierung diskutiert. Das Gebiet der Epigenetik umfasst samtliche
vererbbare Veranderungen der Genexpression, bei denen keine Anderungen der
DNA-Sequenz vorliegen. Die epigenetische Programmierung liefert einen
wichtigen Beitrag zur interindividuellen phanotypischen Diversitat und vermittelt
die Interaktion zwischen Umweltfaktoren und Genomen (Szyf 2009) und kann
sowohl persistieren als auch Uber mehrere Generationen weitergegeben werden
(Anway et al. 2005). Die epigenetische Genregulation wird Uber verschiedene
Mechanismen gesteuert. Die beiden am besten untersuchten Mechanismen sind
dabei die DNA-Methylierung und die Histon-Modifizierung. Bei der DNA-
Methylierung handelt es sich um eine chemische Anderung der Erbsubstanz durch
die Ubertragung von Methylgruppen auf Cytosine innerhalb von CpG-
Dinukleotiden. Diese = DNA-Modifizierung kann zur Inaktivierung der
Genexpression fuhren (Szyf 2009). Allerdings gibt es bisher nur wenige
Veroffentlichungen, die Uber mogliche epigenetische Regulation der
Genexpression in berichten. So wurde dieser Aspekt bei von
Vandegehuchte et al. (2009) bearbeitet. Diese Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass
DNA-Methylierung auch in auftritt.

Huminstoffe-Exposition bewirkt auch einen Transgenerationseffekt, wie kurzlich
von Suhett et al. (2011) in Cladocere Straus auf der

phanotypischen Ebene gezeigt wurde: Vorexposition der Elterngenerationen



gegen indigene Huminstoffe einer atlantischen Kustenlagune Brasiliens, in die
gelegentlich Salzwasser einbricht (wodurch ein osmotischer Stress hervorgerufen
wird) versetzt die Filialgeneration in die Lage, den Salzstress besser zu verkraften.
Suhett et al. wiesen dies an den signifikant grof3eren Koérpern der Filialgeneration
beim ersten Gelege nach; die Filialgeneration wurde selbst nicht mehr gegen
Huminstoffe exponiert.

1.5 Ziele dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Dissertation wurden die Effekte von drei ausgesuchten
Futteralgen unterschiedlicher Qualitaten (
(Korsikov) Hindak (Nageli) Komarkova-Legnerova und
(R. Chodat) E. Hegewald) auf Lebensparameter von vier
Cladoceren-Arten ( Straus, Sars,
Straus und Kurz) unter chemischem Stress ausgelOst
durch das Huminstoffpraparat HuminFeed® untersucht. Dabei wurden folgende

Fragen bearbeitet:

1. Kann die kolonienbildende Alge von Cladoceren ingestiert werden
oder ist sie als Futter wenig geeignet?
2. Wirken sich unterschiedliche Grinalgen unterschiedlich auf Lebensparameter
von cladoceren aus? Und von welchem Futterqualitatsfaktor ist die Wirkungsweise
der Futteralge abhangig?
3. Wird die Energieallokation in Cladoceren unter chemischen Stress ausgelost
durch HuminFeed® durch Futteralgenqualitat gesteuert?
4. Wirkt sich der HuminFeed® bereits in umweltrelevanten Konzentrationen auf
Lebensparameter der Cladoceren aus? Und konnen dabei Konzentrations-
Wirkungs-Beziehungen festgestellt werden?
5. Welchen Einfluss hat HuminFeed® auf Lebensspanne und Reproduktion von

im Multigenerationsansatz? Und ist dieser Einfluss dauerhaft?

6. Gibt es Hinweise fur Transgenerationseffekte?



Um diese Fragen zu beantworten, wurden Langzeitversuche durchgefuhrt. In
einem Lebenszyklusexperiment wurden die Effekte des Huminstoffpraparates

HuminFeed® auf bei Futterung mit der Futteralge

untersucht. DarUber hinaus wurden in einem Multigenerationsversuch bei
Fatterung mit der Alge die Effekte vom HuminFeed® auf die
Lebensparameter von in Parentalgeneration und zwei Filialgenerationen
ermittelt.

Aulerdem wurden in dieser Arbeit Langzeitexperimente durchgefuhrt, bei denen
die Auswirkungen des Huminstoffpraparates HuminFeed® auf die Reproduktion

und auf die Lebensspanne von getestet wurden

Des Weiteren wurden die Effekte des Huminstoffpraparates HuminFeed® auf
Lebensparameter (hauptsachlich Reproduktion und Lebensspanne der
Versuchstiere) von zwei kurzlebigen Cladoceren-Arten ( und

) untersucht. Dabei stand die Qualitat der Futteralgen im Mittelpunkt des

Interesses.
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