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Abkurzungen

ADaM Aachener Daphnien Medium

ANOVA |One Way Analyse of Variance (einfaktoriellen Varianzanalyse)
DAF-16 | Transkriptionsfaktor

DOC dissolved organic carbon (geldster organischer Kohlenstoff)
HF HuminFeed®

HSP heat shock protein

IGF-1 insulin/insulin-like growth factor

MW Mittelwert

NK Nachkommen

PS Mikrogrinalge Pseudokirchneriella subcapitata

PUFAs |polyunsaturated fatty acids (mehrfach ungesattigte Fettsduren)
ROS reactive oxygen species (reaktiven Sauerstoff-Spezies)

SEM Standard Error of The Mean

V.C Vitamin C (Ascorbinsaure)




Zusammenfassung

Die Lebensparameter von Daphnia spec. sind von verschiedenen biotischen
und abiotischen Faktoren abhangig. Die vorliegende Arbeit widmet sich der
Untersuchung der Effekte des Huminstoffpraparates HuminFeed® auf die
Fruchtbarkeit und die Lebensdauer des Zooplankters Daphnia magna
STRAUS in Abhéngigkeit von der Futterqualitdt. D. magna ist in
verschiedenen biologischen und 6ékologischen Forschungseinrichtungen als
Modellorganismus wegen seiner in dieser Arbeit noch erwahnten praktischen
Vorteile geeignet.

HuminFeed® wurde in drei Konzentrationen (0 (Kontrolle), 0.04 und 0.9
mmol/l DOC) verwendet. Da Einfluss der Futterqualitat untersucht werden
sollte, wurden die Versuchstiere entweder mit einer Algensuspension der
Mikrogriinalge Pseudokirchneriella subcapitata (KorSikov) Hindak oder mit
0.05 g/l von Backerhefe Saccharomyces cerevisiae (Meyen ex E.C. Hansen)
oder mit Béackerhefe (0.05 g/l) plus 2 mg/l Ascorbinsdure (Vitamin C)
geflttert.

Mikrogriinalge P. subcapitata ist in verschiedenen Studien als eine gute
Nahrungsqualitat des Zooplanktons beschrieben, wahrend Béackerhefe als
ein schlechtes Futter bekannt ist. Wenn die Nahrung der exponierten
Organismen spontane Antioxidanzien, wie zum Beispiel Vitamin C, enthalt,
kénnten die Organismen den Stress besser kompensieren. Daher wurde in
dieser Arbeit erwartet, dass Lebensdauer und Fruchtbarkeit von D. magna
bei Futterung mit der Mikrogrinalge P. subcapitata am besten und bei
FlOtterung mit Backerhefe am meisten beeintrachtigt waren. Wenn die
Versuchstiere mit Backerhefe plus Vitamin C geflttert wurden, wirde
erwartet, dass diese Futterqualitdt zwischen den anderen beiden
Futterqualitaten bewertet wirde.

Es ist schon in mehreren Studien nachgewiesen, dass HuminFeed® Stress
auslésen kann. Ausgehend von dieser Aussage wurde vermutet, dass



Futtermangel bzw. schlechte Futterqualitat als zweiter Stressor den durch
HuminFeed® verursachten Stress erhdhen wiirde. Zur Uberpriifung dieser
Hypothese wurde ein Reproduktions-Test und ein Lebensdauer-Test mit

neugeborenen Versuchstieren (<24 h) der Art D. magna durchgefihrt.

Populationsrelevante Parameter von D. magna (Fruchtbarkeit und
Lebensdauer) wurden untersucht. Jeden Tag wurde die Anzahl der toten
Versuchstiere protokolliert (Uberlebenstest). Alle zwei Tage wurden die
Versuchstiere in frisches kinstliches Medium ADaM mit entsprechendem
Futter und zu testender HuminFeed®-Konzentration umgesetzt. Bei der
Umsetzung wurde die Anzahl der Nachkommen protokolliert
(Reproduktionstest).

Die Auswertung der Resultate zeigte, dass die Nahrungsqualitat die
Gelegegr6Be von D. magna bestimmt. Mit der Mikrogriinalge P. subcapitata
gefltterte  Versuchstiere  erreichten  signifikante ~ Erhéhungen  der
Reproduktionsrate im Vergleich zu den mit Backerhefe (mit oder ohne
Vitamin C) gefltterten Versuchstieren. Zwischen den mit Backerhefe
geflutterten Versuchstieren und denjenigen, die mit Backerhefe plus Vitamin
C geflttert wurden, gab es kaum Unterschiede. Vermutet wird, dass
entweder HuminFeed® photolytisch abgebaut wird und dadurch ROS
(reactive oxygen species) gebildet werden. Dann héatte Vitamin C als
Radikalfanger die im Medium gebildeten ROS statt die unter HuminFeed®-
Stress im Koérper der Versuchstiere gebildeten ROS gefangen (bei Fiitterung
mit Backerhefe plus Vitamin C). Oder die in Béackerhefe vorkommende
Ascorbinsdure dieses Ergebnis erklaren kénnte (bei Futterung mit
Béckerhefe ohne Vitamin C). Das heiBt, dass die Zugabe von Ascorbinsaure
mit einer Konzentration von 2 mg/l die Futterqualitdt der Backerhefe nicht

verbessert hat.

Bei Futterung mit Backerhefe oder mit Backerhefe plus Vitamin C konnte
nachgewiesen werden, dass bei Zugabe von HuminFeed® mit einer

Konzentration von 0.9 mmol/l DOC eine signifikante Verlangerung der



Lebensdauer von D. magna verursachen konnte. Anhand der Disposable
Soma Theory of Ageing wurde die Ergebnisse des Lebensdauertests
diskutiert. Es wurde auch versucht, die aktuelle Paradigmen zur Alterung z.
B. Green Theory of Ageing auf die gewonnenen Ergebnisse anzuwenden

und zu diskutieren.

Weiterhin konnte HuminFeed® die Fruchtbarkeit der Versuchstiere auf
Béckerhefe und Béackerhefe plus Vitamin C signifikant verbessern. Dabei

kdnnte HuminFeed® als Nahrung aufgenommen werden.

Bei Fltterung mit Backerhefe oder mit Backerhefe plus Vitamin C traten
interessanterweise Ephippien ohne vorausgehender Produktion von
Mannchen auf. Bei Fltterung mit Backerhefe verringerte der HuminFeed®-
Zusatz mit einer Konzentration von 0.9 mmol/l signifikant die Zahl der
Ephippien pro Weibchen und Tag. Die Versuchstiere auf Mikrogrinalge P.
subcapitata produzierten keine Ephippien. Da das Auftreten von Ephippien
ein Stressindikator ist, kann man davon ausgehen, dass Backerhefe als
Stressor durch ihre schlechte Futterqualitat zur Ephippien-Produktion flihrte.



1 Einleitung

Daphnia magna STRAUS (1820) gehdrt zur Ordnung der Cladocera (zur
Taxonomie von D. magna siehe Tabelle 1). Cladoceren, insbesondere
Daphnia, gehdren weltweit zur wichtigsten Gruppe von Zooplanktern in
StBgewdssern. |hre Verbreitung reicht von arktischen Timpeln Uber
Bergseen bis hin zu tropischen Seen. Obwohl hauptséchlich im StiBwasser
vertreten, kommen einige Arten auch in brackigen Gewassern vor (Lampert
& Rothhaupt 1991).

Tabelle 1: Taxonomie von D. magna STRAUS'

Biota
Domain Eukaryota - eukaryotes
Kingdom Animalia Linnaeus, 1758 - animals
Subkingdom Bilateria (Hatschek, 1888) Cavalier- Smith, 1983 - bilaterians
Branch Protostomia Grobben, 1908 - protostomes
Infrakingdom Ecdysozoa Aguinaldo et al., 1997 ex Cavalier-Smith, 1998 — ecdysozoans
Superphylum Panarthropoda
Phylum Arthropoda Latreille, 1829 — arthropodas
Subphylum Crustacea Brlinnich, 1772 — crustaceans
Class Branchiopoda Latreille, 1817 — branchiopods
Subclass Phyllopoda Preuss, 1951
Order Diplostraca Gerstaecker, 1866
Suborder Cladocera Latreille, 1829 — cladocerans
Infraorder Anomopoda Stebbing, 1902
Family Daphniidae Straus, 1820
Genus Daphnia ™ O.F. Miiller, 1785
Art Daphnia magna Straus, 1820

Die Verteilung und das Vorkommen einer Population werden durch
verschiedene Faktoren limitiert. Die Lebensparameter von Daphnia spec.
werden durch abiotische Faktoren wie z. B. Wassertemperatur,
Lichtverhaltnisse (z. B. Berberovic et al. 1990; Straile & Geller 1998;

! Klassifikation von D. magna ist bei: Systema Naturae 2000 unter:

http://www.taxonomy.nl/taxonomicon/TaxonTree.aspx?id=33105
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Alekseev & Lajus 2009), pH-Wert, Sauerstoffvorkommen (z. B. Krause-Dellin
& Steinberg 1986) und chemische Substanzen wie z. B. Huminstoffe (z. B.
Meems et al. 2004; Steinberg et al. 2006; Euent et al. 2008) bestimmt.
Biotische Faktoren wie z. B. quantitative and qualitative Eigenschaften der
Nahrung (Geller 1975; Geller & Muller 1981; Rohrlack et al., 1999) sowie
Konkurrenz um die Nahrungsquellen (Gyllstrom & Hansson 2004) und
Pradation von Wirbeltieren und Wirbellosen (Lampert 1993) beeinflussen
ebenfalls die Lebensparameter. Abbildung 1 soll diese Faktoren
verdeutlichen.
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Abbildung 1: Allgemeine Einflussfaktoren auf Wachstum, Reproduktion und
Mortalitéat von Daphnia im Nahrungsnetz. Grafik aus Gyllstrém &Hansson (2004).

Daphnia kann sich in Okosystemen relativ erfolgreich behaupten. Das beruht
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dabei vor allem auf ihrer Fortpflanzungsweise: Daphnien pflanzen sich in der
Regel Uber Parthenogenese fort. Der Vorteil dieser asexuellen Reproduktion
ist die Maximierung des Populationswachstums. Unter bestimmten
Bedingungen wechseln die zyklisch parthenogenetischen Daphnien von der

asexuellen zur sexuellen Reproduktion (Abbildung 2).

Abbildung 2: Lebenszyklus von Daphnia. Grafik aus Limburg (2000).
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Die Veranderung der Reproduktionsweise der parthenogenetischen
Weibchen zu bisexueller Fortpflanzung wird durch verschiedene Signale aus
der Umwelt induziert (Alekseev & Lampert 2001). Unglnstige
Umweltbedingungen in einem Habitat, wie z. B. niedrige Temperatur, kurze
Photoperiode, Nahrungsknappheit (Hobaek & Larsson 1990); hohe
Populationsdichten, Pradation (Slusarczyk 1995); konzertierte Aktion der
Licht- und chemische Signale (Slusarczyk et al. 2005), kénnen diesen
Wechsel initiieren. Aus den parthenogenetischen Eiern entwickeln sich dann
auch mannliche Nachkommen. Nach der Paarung entsteht Uber dem
Brutraum eines weiblichen Wasserflohs ein sattelférmiges Gebilde
(Ephippium), das zwei Dauereier enthalt.

Die Dauereier sind auBerst widerstandsfahig und kénnen zum Beispiel Kalte
oder Hitze und Trockenheit gut Uberstehen. Sie kénnen ins Sediment
absinken, um dort Perioden ungunstiger Lebensbedingungen zu Uberstehen
und viele Jahre Uberleben, um sich beim glnstigeren Bedingungen zu neuen
Weibchen zu entwickeln. Die Dauereier, die nicht ins Sediment absinken,
sondern auf der Wasseroberflache treiben, kbnnen z. B. durch Wasservogel
oder auch Schiffe verbreitet werden (Limburg 2000). Bestimmte Reize, wie
zum Beispiel Temperatur, zunehmende Tageslange oder hohe
Sauerstoffkonzentrationen fihren dazu, dass die Dauereier sich entwickeln
und die Daphnien schlipfen kébnnen (Schwartz & Hebert 1987).

Nur wenige Daphnia-Arten sind in der Lage ohne Mannchen Dauereier zu
produzieren (Vollmer 1960, Hebert 1981) wie z. B. Daphnia pulex und
Daphnia pulicaria (Prof. W. Lampert, persénliche Mitteilung per E-Mail).

Aufgrund der parthenogenetischen Fortpflanzungstrategie kénnen Daphnien
leicht als Klone kultiviert werden. Das hat sie zu einem Uberaus
interessanten Modellorganismus in der aquatischen Okologie gemacht. Der
Wasserfloh Daphnia ist bereits Gegenstand biologischer Forschung von
verschiedensten Forschungseinrichtungen und hat in der Wissenschaft einen

hohen Stellenwert.
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Ein interessanter Aspekt, dem viel Aufmerksamkeit geschenkt wird, ist die
Auswirkung der Futterqualitéat auf Lebensparameter von Daphnia-Arten. Zum
Einfluss der Futterqualitat auf die Fitness von Daphnien stehen viele Studien
zu Verflgung (z. B. Ahlgren 1990, Urabe et al. 1997, DeMott et al. 1998,
Michels & De Meester 1998, Hessen 1990, Hansen et al. 2008).

Die Nahrungsaufnahme bei Daphnien erfolgt mit Hilfe des von Thoracopoden
und Carapax gebildeten Filterapparats (Fryer 1991). Durch den
Thoracopodenschlag wird eine Strdmung erzeugt und suspendierte Partikel
werden an den Filterflachen der 3. und 4. Thoracopodenpaare
zurlckgehalten. Der Prozess der Partikelretention kann dabei mit dem einer
Saug-Druck-Pumpe verglichen werden, wobei das Wasser Uber einen Filter
gesaugt wird. Daphnien filtrieren ihre Nahrung aus der Wassersaule. DeMott
zeigte1986, dass Daphnien ihre Nahrung nicht nach Qualitat selektieren
kénnen. Dies gilt zumindest fur kleine Partikel. Die Nahrungsaufnahme wird
durch die Morphologie des Filterapparates bestimmt.

Qualitatsbestimmende Eigenschaften sind neben GréBe und Form der
potenziellen Nahrungspartikel auch deren Toxizitdt. Besonders von
Cyanobakterien kann eine toxische Wirkung auf Daphnien ausgehen (z. B.
Lampert 1987). Aber auch flr einen Stamm der Griinalge Scenedesmus wird
von Boersma & Vijverberg (1994) eine toxische Wirkung auf Daphnien in
Betracht gezogen. In verschiedenen Studien (z. B. Gulati & DeMott 1997;
Sterner 1993) wurden drei weitere Nahrungsqualitatsfaktoren in den
Mittelpunkt des Interesses und der Forschung gerickt:

1) Die Verdaubarkeit der Nahrung, speziell des Phytoplanktons.

2) Verfugbarkeit chemischer Elemente, vor allem des Phosphors.

3) Verfugbarkeit biochemischer Molekiile, vor allem der Fettsduren.

Ein anderer interessanter Aspekt, in dem Daphnia als Testorganismus
genutzt wurde, ist der Einfluss von chemischen Substanzen auf
Lebensparameter von Daphnia-Arten. Dazu gibt es unzahlige Versuche und
Anséatze von unterschiedlichsten Wissenschaftlern (z. B. Shurin & Dodson
1997; Flaherty & Dodson 2005; Olmstead & LeBlanc 2007). Zur Betrachtung
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der Auswirkung von Huminstoffen auf D. magna gibt es nur wenige Studien
(Meems et al. 2004; Schmidt et al. 2005, 2006; Euent et al. 2008;
Ouerghemmi 2009). Die Uberpriifung der Auswirkung eines Huminstoffes auf
D. magna ermdglicht es auch, Aussagen Uber dessen Wirkung auf die
aquatische Umgebung zu machen und Vergleiche zur Empfindlichkeit einer
bzw. mehrerer Arten gegeniber demselben Stoff bei unterschiedlichen
Randbedingungen anzustellen.

Huminstoffe sind als Stressoren bekannt (Steinberg et al. 2008;
Prokhotskaya & Steinberg 2007; Timofeyev et al. 2007). Sie sind in
aquatischen Lebensraumen weit verbreitet und machen mit 50 - 80 % den
gréBten Teil des geldésten organischen Kohlenstoffs DOC in allen
Frischwassersystemen aus (Thurman 1985, Wetzel 2001). Bei den
Huminstoffe handelt es sich um komplexe organische Molekile. Sie sind
wasserldslich (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 (Steinberg et al.
2003). Diese Eigenschaften ermdglichen direkte Wechselwirkungen mit der
Umwelt (Steinberg et al. 2006), die eine Vielzahl von Organismen betreffen
(Steinberg 2003). Es ist also anzunehmen, dass Huminstoffe eine wichtige
Rolle im StBwasser spielen und neben Licht, Temperatur, pH-Wert und
Sauerstoffvorkommen stellen sie einen weiteren abiotischen Umweltfaktor
dar (Steinberg et al. 2008). Huminstoffe kénnen in direkter und indirekter
Weise auf Organismen wirken (Steinberg et al. 2006). Indirekt wirken die
Huminstoffe zum Beispiel durch die Anderung des Lichtklimas in Gewéssern
oder durch ihre Funktion als externe Energie- und Nahrstoffquelle aufgrund
ihres Kohlenstoff- und Stickstoffanteils (siehe Steinberg et al. 2006). Nach
bisherigen Erkenntnissen kdnnen die direkten Wirkungen der Huminstoffe bei
Organismen Stress auslésen. Huminstoffe flhren zur Aktivierung von
Sauerstoff (Timofeyev et al. 2006a, 2006b; Steinberg et al. 2006, 2008;
Meinelt et al. 2008) und induzieren Antistress-Reaktionen, die Energie kosten
und embryotoxisch oder sogar tédlich sein kdnnten (Steinberg 2003;
Cazenave et al. 2006).
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Vor diesem Hintergrund ist besonders interessant, in welchem AusmaB die
Huminstoffe (am Beispiel HuminFeed®, der durch eine alkalische Extraktion
aus hoch oxydierter Braunkohle gewonnen wurde) die Lebensparameter von
D. magna in Abhangigkeit von drei Futterqualitdten (Mikrogrinalge
Pseudokirchneriella subcapitata, Backerhefe Saccharomyces cerevisiae und
Backerhefe plus Vitamin C) beeinflussen kénnen. HuminFeed® kann auf
unterschiedlichen Ebenen in das Leben von verschiedenen Organismen
eingreifen (z. B. Meinelt et al. 2007; Steinberg et al. 2007; ClauBen 2008).

Huminstoffe kdnnen als indirekte oder direkte Nahrungs- und Energiequelle
dienen (Gellis & Clarke 1935; Baylor & Sutcliffe 1963; Arruda et al. 1983;
Salonen & Hammar 1986). AuBerdem wurde nachgewiesen, dass
Huminstoffe das Leben von Caenorhabditis elegans Maupas (Steinberg et al.
2007), mannliche Wasserfléhe der Art D. magna Straus (Euent et al. 2008)
und Moina macrocopa Straus (Rauch 2009) verlangern kénnen. Auf der
anderen Seite verkilrzte sich die Lebensdauer der weiblichen Versuchstiere
der Art D. magna , wenn das Medium Huminstoff enthielt (Euent et al. 2008).

Wenn die Nahrung der exponierten Organismen spontane Antioxidanzien,
wie zum Beispiel Vitamin C, enthalt, kénnen die Organismen den
chemischen Stress, den Huminstoffe ausldésen, besser kompensieren. Es
gibt erste Indikation daflir, dass die verschiedenen Futterqualitdten einen
signifikanten Einfluss auf die antioxidative Reaktion der wirbellosen

Wassertiere haben (Timofeyev et al. 2009).

Daher wurde in dieser Arbeit erwartet, dass Lebensdauer und Fruchtbarkeit
von D. magna bei Fltterung mit der Mikrogrinalge P. subcapitata am besten
waren, wahrend bei Futterung mit Backerhefe am meisten beeintrachtigt
waren. Wenn die Versuchstiere mit Backerhefe plus Vitamin C geflttert
werden, wirde erwartet, dass diese Futterqualitdt zwischen den anderen

beiden Futterqualitdten bewertet wirde.

Es ist schon in mehreren Studien nachgewiesen, dass HuminFeed® Stress
auslésen kann (z. B. Steinberg et al. 2006, 2008). Ausgehend von dieser
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Aussage wird vermutet, dass Futtermangel bzw. schlechte Futterqualitat als
zweiter Stressor den durch HuminFeed® verursachten Stress erhéhen wiirde.

Die vorliegende Arbeit konzentrierte sich deshalb auf die Uberpriifung der
Auswirkung der drei Futterqualitaten auf die Reproduktion und das
Uberleben vom Wasserfloh D. magna unter chemischen Stress ausgeldst
durch HuminFeed®. Die Beobachtungen wahrend des gesamten
Lebenszyklus; die Langlebigkeit, Fruchtbarkeit, das Alter bei der ersten
Reproduktion und die Zeit zwischen den Bruten wurden untersucht. All diese
Parameter sind wichtig flr die Beurteilung der biologischen Auswirkungen
der Futterbedingungen und chemischer Substanzen im Gewasser. Damit

kénnten die Ergebnisse wertvolle Informationen fir weitere Studien liefern.
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2 Material und Methoden

2.1 Ubersicht

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit den Lebensparametern vom
Wasserfloh D. magna an variablen Futterqualititen in Anwesenheit
HuminFeed®. In Rahmen dieser Arbeit wurden neugeborene weibliche
Wasserflohe der Art D. magna als Versuchstiere verwendet, die zu Beginn
der Versuche < 24 Stunden alt waren. Anhand der ersten Antenne eines
Wasserflohs (Vollmer 1960) wurde unter dem Binokular (Nikon, Japan) das
weibliche Geschlecht der Wasserfléhe bestimmt. Eine weitere Besonderheit
ist die Transparenz von D. magna, die eine direkte Beobachtung der Eier
oder Embryonenentwicklung in der Brutkammer eines Versuchstiers
erm@glicht und damit einen Beweis fir das weibliche Geschlecht eines
Versuchstieres darstellt (Abbildung 3).

Abbildung 3 : Daphnia magna’

Die Untersuchungen hierzu wurden in kontrollieren Laborbedingungen
durchgefihrt. In den Laborexperimenten wurden zwei Aspekte der
Lebensparameter in Abhangigkeit vom Futter und chemischem Stress durch
HuminFeed® untersucht: die Reproduktion (Fruchtbarkeit) und das Uberleben

2 Quelle: http://de.wikipedia.org/wiki/Daphnien
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(Lebensdauer ) von D. magna (Sterbefélle unter den Versuchstieren wurden
taglich protokolliert). Andere sich auf die jeweilige Futterqualitat und
HuminFeed®-Konzentration beziehende Wirkungen auf D. magna (z. B.
KérpergréBe der Versuchstiere) wurden ebenfalls untersucht. Die Versuche
dieser Arbeit liefen insgesamt ca. sieben Monaten.

2.2 Daphnia magna als Versuchsorganismus

2.2.1 Okologische Bedeutung

Die Okologie beschreibt Daphnia als eine Schliisselspezies limnischer
Lebensrdume im Nahrungssystem eines Sees (z. B. Vanni & Lampert 1992).
Daphnien haben, zusammen mit anderen herbivoren Zooplanktonarten eine
groBBe Bedeutung, da sie Phytoplankton konsumieren und selbst wieder eine
wichtige Nahrungsquelle fir planktivore Fische darstellen (z. B. Lampert &
Sommer 1993). Dadurch stehen die Daphnien an zentraler Stelle im
Nahrungsnetz limnischer Lebensraume, was das Tier fir die 6kologische
Forschung interessant macht.

2.2.2 Morphologie der Daphnien

Daphnien und damit auch D. magna besitzen die praktischen Vorteile eines
Modellorganismus. Aufgrund ihrer geringen GréBe sind Daphnien
platzsparend unterzubringen, aber trotzdem gut handhabbar. In einem
GrdBenbereich von 0.7 bis 6 mm (ohne Antennen und Stachel) sind
Daphnien mit bloBem Auge gerade noch erkennbar bis gut sichtbar. Sie sind
durch einen zweiklappigen, den Ko&rper umhullenden Panzer, der als
Carapax bezeichnet wird, gekennzeichnet. Wasserfléhe besitzen flinf Paare
von Blattbeinen mit Borsten und Filterkdmmen, die der Nahrungsfiltration
dienen. Die hdngen gebliebenen Nahrungspartikel werden Gber eine ventrale
Nahrungsrinne zur Mundoffnung transportiert. Neben der Erndhrung sind die
Thoracopoden auch far die Atemfunktion zustandig, wahrend die
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Schwimmbewegungen von den zweiten Antennen ausgeflhrt werden.
Abbildung 4 zeigt diese morphologische Beschreibung.

1 2. Antenne

2 Komplexauge

3 Mitteldarmvertikel
4 Darm

5 Herz

6 Naupliusauge (Nebenauge)
7 1. Antenne

8 Thorakopoden

9 Eierstock (Ovarium)
10 Krallen (Furca)

11 After vor der Furca
12 Brutraum

13 Abdomen

14 Ruderborste

15 Stachel

Abbildung 4: Zeichnung der Morphologie von Daphnia®

2.2.3 Reproduktionszyklus der Daphnien

Normalerweise pflanzen sich Daphnien parthenogenetisch fort, wie in der
Einleitung bereits beschrieben wurde. Daphnien und damit auch D. magna
weisen schnelle Lebenszyklen auf. Wéahrend der Parthenogenese werden
nur Weibchen produziert. Die parthenogenetischen Eier entstehen durch die
Unterdriickung der Meiose und sind daher genetisch identisch (Klone). Der
Reproduktionszyklus beginnt mit der Hautung der Mutter. Bevor der Carapax
vollstandig ausgehartet ist, werden in den Brutraum die Eier abgelegt. Mit der

Eiablage beginnt die Embryonalentwicklung der Nachkommen. Wenn sie

? Quelle der Beschreibung und der Abbildung ist aus folgender Seite:

http://www.cladocera.de/cladocera/cladocera.html
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abgeschlossen ist, werden die Jungtiere bei der Hautung des Muttertieres
aus dem Brutraum entlassen (Zaffagnini 1987). Unter glnstigen
Bedingungen kann ca. alle drei Tage eine neue Brut anlegt werden. Die
Anzahl der Eier (Nachkommen) kann von 1 - 300 variieren und ist von der
Futteraufnahme (Hebert, 1978) und dem Alter ihrer Mutter abhangig (Porter
et al. 1993).

2.3 Herkunft der Versuchstiere

Als Versuchstier wurde der Wasserfloh Daphnia magna STRAUS gewahlt,
der aus einem Laborklon stammte, welcher urspringlich aus dem

Umweltbundesamt Berlin bezogen wurde.

2.4 Haltung und Aufzucht der Versuchstiere

Die Aufzucht der Versuchstiere, sowohl in den Vorkulturen als auch in den
Prufkulturen dieser Arbeit, wurde unter kontrollierten Laborbedingungen bei
konstanter, schwacher Beleuchtung und einer Temperatur von 21+1 °C
durchgefihrt.

Vor den eigentlichen Versuchen dieser Arbeit wurden bei den
unterschiedlichen  Futterqualititen und  HuminFeed®-Konzentrationen
Vorkulturen angesetzt, die fir mehrere Wochen aufgezogen wurden, bis
gentgend Weibchen vorhanden waren. Diese mussten sich alle zur selben
Zeit im gleichen Embryo tragenden Stadium befinden. Um die maternalen
Effekte zu minimieren, wurde erst die flinfte Generation flr die Experimente

verwendet.

Als Versuchsbehalter dienten neunzig Glaser mit einem Volumen von 100

ml, die mit Daphnienmedium ADaM (Kluttgen et al. 1994) inklusive der zu
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testenden Futterqualitdt und HuminFeed®-Konzentration befiillt und lose mit
Aluminiumfolie verschlossen wurden.

2.4.1 Herstellung des Daphnienmediums (ADaM)

Das Daphnienmedium (Aachener Daphnien Medium ADaM) wurde in sechs
5-Liter-Glasflaschen hergestellt und erfolgte wie von Klittgen et al. (1994)
beschrieben. Es basiert auf synthetischem Meersalz (Wiegandt GmbH,
Deutschland), das bereits die meisten Substanzen in der notwendigen
Menge enthalt, und in destilliertem Wasser mit zuséatzlichen Chemikalien
gelést wird. Da fur die Versuche auf Béckerhefe plus Vitamin C
(Ascorbinsdure) eine gréBere Saure-Pufferkapazitat des Mediums bendtigt
wurde, wurde das ADaM mit einer veranderten NaHCO3-Konzentration (ca.
10 Mal mehr) angesetzt (Tabelle 2).

Tabelle 2: Zusammensetzung des Daphnienmedium ADaM (nach Klittgen et al.
1994 modifiziert)

Chemikalien Stammldsungen Molaritat
(9/) (mol/l)
Synthetisches Meersalz 33.3 0.1
Kalziumchlorid 117.6 CaCly* 2H,0 0.8
Natriumhydrokarbonat 50.4 NaHCO3 0.6
Selendioxid 0.014 SeO;, 0.13

Das Daphnienmedium (ADaM) wurde gekuhlt aufbewahrt und vor

Verwendung auf Raumtemperatur erwarmt.

2.5 Huminstoff

Als Prifhuminstoff wurde HuminFeed® (Humintech GmbH, Disseldorf,
Deutschland) ausgesucht, der durch eine alkalische Extraktion aus hoch

oxydierter Braunkohle gewonnen wurde (Meinelt et al. 2007). HuminFeed®
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(HF) liegt als Feststoff vor und enthalt 43% organischen Kohlenstoff.
HuminFeed®in geldster Form hat eine spezifische UV-Absorption von 12.5 L
mg~ m™" und enthalt 82.0% Huminstoffe, 18.0% niedermolekulargewicht
Komponenten und 0% Polysacharide (Meinelt et al., 2007). Einflusse und
Wirkmechanismen von HuminFeed® wurden in verschieden Studien schon
geprift (z. B. Steinberg et al. 2008, Euent et al. 2008). In Tabelle 3 wird die
Elementaranalyse von HuminFeed® gezeigt. Eine detaillierte Beschreibung
sowie die Ergebnisse der Elementaranalyse als auch der chemischen

Parameter von HuminFeed® ist in Meinelt et al. 2007 zu finden.

Tabelle 3: Elementaranalyse von HuminFeed® in mg/g (aus Meinelt et al. 2007)

C H N S Fe |Mn |Cu A Ca |Mg

434.1 |40.2 |7.8 4.4 3.6 <0.1 |<0.1 |91 2.3 0.4

Die Chemische Charakterisierung von HuminFeed® zeigte, dass
HuminFeed® ein Natriumsalz der Humins&ure ist*. Eine Strukturformel von
HuminFeed® ist bisher nicht entwickelt worden. Er gehért aber zur Klasse der
Fulvinsdure (mundliche Mitteilung Prof. Steinberg, Betreuer dieser Arbeit).

2.5.1 HuminFeed®- Konzentrationen

Wahrend der Versuche wurde stets mit einer Stammlésung von HuminFeed®
mit einer Konzentration von 1g/l HF (entspricht 35 mmol/l DOC) gearbeitet.
Zur Herstellung dieser Stammlésung wurde 0.5 g HuminFeed® in 500 ml
destilliertem Wasser gelést. Um den Losungsvorgang zu unterstitzen, wurde
der mit HuminFeed® und destilliertem Wasser gefilllte Kolben auf einen
Magnetrihrer (VEB Labortechnik lImenau, Deutschland) fir ca. 30 min
gestellt. Dann wurde die HuminFeed®-Stammlésung im Kiihischrank (dunkel,
6 °C) bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

* Weitere Informationen iiber die allgemeinen Eigenschaften und die Angabe der Bestandteile von
HuminFeed® siehe unter: http://www.humintech.com/001/animalfeeds/products/huminfeed.html
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Um die Auswirkungen des Huminstoffpraparates HuminFeed® (in
Abhéangigkeit von der Futterqualitat) auf D. magna zu untersuchen, wurde
HuminFeed® in  drei unterschiedlichen Konzentrationen  dem

Daphnienmedium mit verschiedenen Nahrungsquellen zugesetzt (Tabelle 4).

Tabelle 4: Getestete HuminFeed®-Konzentrationen (entsprechende
Konzentrationen des gelésten organischen Kohlenstoffes DOC ist hier auch
angegeben)

Ansatz HuminFeed®-Konzentrationen | DOC (mmol/l)
(mg/l)
Kontrolle 0 0
Niedrige HF-Konzentration 1 0.04
Hohe HF-Konzentration 25 0.90

Zur Herstellung der Testldsungen mit den festgelegten Konzentrationen
wurde das entsprechende Volumen der HuminFeed®-Stammlésung dem 1L-
Daphnienmedium zugefiihrt. Das bedeutet, dass 1 ml HuminFeed®-
Stammlésung fir die niedrige HuminFeed®Konzentration oder 25 ml
HuminFeed®-Stammlésung fiir die hohe HuminFeed®-Konzentration benutzt

wurde.

2.6 Futterqualitaten
2.6.1 Coccale Mikrogriinalge Pseudokirchneriella subcapitata

Pseudokirchneriella subcapitata (KorSikov) Hindak (syn. Selenastrum
capricornutum, Ankistrodesmus subcapitata, Raphidocelis subcapitata) ist
eine Mikrogrinalge (zur Systematik dieser Alge siehe Tabelle 5), die als
Einzelzelle vorkommt. Sie hat eine mondsichelférmige Gestalt (siehe
Abbildung 5) vermehrt sich vegetativ Uber Zellteilung mit 2, 4 oder 8
Autosporen und ist obligatorisch autotroph (Nygaard et al. 1986).
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Tabelle 5: Taxonomie der Alge P. subcapitata (KorSikov) Hindak (vorher als
Raphidocelis subcapitata genannt)®.

Biota
Domain Eukaryota - eukaryotes
Kingdom Plantae Haeckel, 1866 - plants
Subkingdom Viridaeplantae Cavalier-Smith, 1981 - green plants
Phylum Chlorophyta A. Pascher, 1914 - green algae
Class Chlorophyceae™ Wille
Order Chlorococcales Pascher
Family Oocystaceae Bohlin
Genus Raphidocelis F. Hindak, 1977
Raphidocelis subcapitata (Korshikov) Nygaard et al.

e . : e 10 pm
NIES-35 Pseudokirchneriella subcapitata _"

Abbildung 5: Mikrogriinalge P. subcapitata®

* Klassifikation der Alge P. subcapitata bei: Systema Naturae 2000 unter:
http://www.taxonomy.nl/taxonomicon/TaxonTree.aspx?id=559931&tree=0.1

® Quelle: http://www.shigen.nig.ac.jp/algae/strainDetail.jsp
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Auswabhl der Alge

Fir Daphnien als unselektive Filtrierer ist deshalb die Qualitdt des
verflgbaren und aufgenommenen Sestons identisch. Sie filtrieren innerhalb
einer bestimmten GrdBenfraktion, deren Minimum durch den Abstand der
Setulae und deren Maximum durch die GréBe der Carapaxspalte festgelegt
sind (Geller & Miller 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).
Cyanobakterien sind wegen ihrer Toxine und auch ihrer Form bzw. ihres
Volumens wenig geeignetes Futter fir Zooplankter (Lampert 1987, Gulati
und DeMott 1997). Geller und Miller haben 1981 nachgewiesen, dass
Daphnia magna sich von Partikeln im Bereich von 0.6- 40 um ernahrt.

Als Futteralge wurde die Mikrogrinalge P. subcapitata aus verschiedenen
Grunden gewahlt. Sie ist reich an Proteinen, Phosphor (Mufioz-Mejia and
Martinez-Jerénimo, 2007) und Fettsduren (Patil et al. 2007). Sie gilt als
Nahrungsquelle von hoher Qualitat und wurde bereits in vielen Experimenten
als Zooplanktonfutter verwendet (z. B. Zarattini & Mura 2004, Mufioz-Mejia &
Martinez-Jerénimo 2007, Olmstead & LeBlanc 2007). AuBerdem ist sie reich
an Vitamin C (als Pflanze) und hat einen mittleren Durchmesser von 3.85 pm
(gemessen mit dem Zellanalysesystem CASY1, Scharfe, Reutlingen,
Deutschland), so dass diese Mikrogrinalge ein qualitativ hochwertiges

Futter darstellt und sehr gut von D. magna aufgenommen werden musste.

Die in dieser Arbeit verwendete Stammkultur der Alge gehdrt zu der
Algenstammsammlung des Instituts  fGr  Biologie,  Arbeitgruppe
Gewasserdkologie, der Humboldt-Universitat zu Berlin. Urspringlich wurde
die coccale Mikrogrinalge P. subcapitata 1959 von O. Skulberg in Norwegen
aus dem Fluss Nitelva bei Akershus isoliert (Sammlung von Algenkultur
Goéttingen SAG). RoutinemaBig wurden die Algen im Frischwasser-Medium
FWO04-Medium (Nicklisch et al. 2008) kultiviert (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Zusammensetzung des Algenmediums

(Nicklisch et al.

2008);

Endkonzentration: 2 umol/l Fe, 4 umol/l EDTA, 2.16 mmol/l HCO3, N:P = 20 und die
Spurenelemente sind alle in Endkonzentration angegeben.

Substanz Konzentration in der Nahrmedium
Makroelemente mmol/I
CaCOs 0.90
Ca(NOs3); * 4H0O 0.50
MgSQO4 * 7 H0O 0.25
KCI 0.10
KH2PO4 0.01
HCI 0.20
Spurenelemente pumol/I
H3sBOs 4.00
Mn SO, * 4H,0 0.80
ZnS0O4* 7HO 0.08
Na;MoO, * 2H,0 0.04
CuSOy4 * 5H0 0.04
AIK(SOg4)2* 12 HO 0.08
CoCl, * 6H20 0.04
NiSO4 * 7H20 0.04
KBr 0.08
KJ 0.04
H.SeO3 0.06
Eisen-EDTA-L6sung | mmol/l
Na2-EDTA 2.00
Fe-EDTA 1.00

Die Algen wurden in einer batch-Kultur (diskontinuierliche Kultur, Abbildung

6) nach Kohl und Nicklisch (1988) unter Standardlaborbedingungen im

Daphnienzuchtraum kultiviert (Details siehe Anhang).
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Abbildung 6: Algenzuchtanlage

Da der Einfluss der Futterquantitat auf D. magna untersucht werden sollte,
wurde darauf geachtet, dass die verwendete Alge von gleichbleibender
Qualitat waren. Um mdglichst gleichmaBig stabile Qualitat der Mikrogriinalge
P. subcapitata zu halten, wurden die Algen wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase geerntet. Die durch Ernten gewonnene Algensuspension
wurde im Kuihlschrank (dunkel, 6 °C) bis zur weiteren Verwendung
aufbewahrt. Da in dieser Arbeit ermittelt werden sollte, wie sich
unterschiedliche Futterqualitdten auf die Lebensparameter von D. magna
auswirken, wurde darauf geachtet, dass die Algenfutterkonzentration
wahrend des gesamten Zeitraumes dieser Arbeit moglichst identisch blieb
(ca. 8 mm?/I Biovolumen; entspricht ca. 8 mg/I Biomasse).

Fir die Bestimmung des Biovolumens der Mikrogrinalge P. subcapitata
standen ein Photometer (Eppendorf Geratebau GmbH, Hamburg,

Deutschland), sowie ein Zellanalysesystem (CASY1, Scharfe, Reutlingen,
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Deutschland) zur Verflgung. Am Photometer wurde die Extinktion der
Algenproben bei 546 nm gemessen. Mit Hilfe des Zellanalysesystems
konnten die photometrisch gewonnenen Daten kalibriert werden. Dieses ist in
der Lage, Anzahl und mittleres Volumen der einzelnen Zellen der Alge zu
bestimmen und daraus das Biovolumen abzuleiten. (Details der
Algenbiovolumenbestimmung siehe Anhang).

2.6.2 Backerhefe Saccharomyces cerevisiae (Meyen ex E.C. Hansen
1883)

Saccharomyces cerevisiae, die sogenannte Backerhefe, gehért zu den

Pilzen (zur Systematik siehe Tabelle7).

Tabelle 7: Systematik der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae’

Biota
Domain Eukaryota - eukaryotes
Kingdom Fungi T.L. Jahn & F.F. Jahn, 1949 ex R.T. Moore, 1980 - fungi
Subkingdom Dikarya D.S. Hibbett et al., in D.S. Hibbett et al., 2007
Phylum Ascomycota H.C. Bold, 1957 ex T. Cavalier-Smith, 1998 - sac fungi
Subphylum Saccharomycotina O.E. Eriksson & K. Winka, 1997 - budding yeasts
Class Saccharomycetes G. Winter, 1881
Order Saccharomycetales™ Kudrjanzev, 1960
Family Saccharomycetaceae™ G. Winter, 1881
Genus Saccharomyces™ Meyen ex E.C. Hansen, 1838

Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen, 1883

Zellen von S. cerevisiae sind rund bis oval (Abbildung 7) und haben einen
Durchmesser von 5-10 um. Sie vermehren sich durch den Prozess der

Knospung®. S. cerevisiae wurde bereits in vielen Studien als

" Klassifikation bei: Systema Naturae 2000 unter:
http://www.taxonomy.nl/Taxonomicon/TaxonTree.aspx?id=2625&tree=0.1

¥ Weitere Informationen siehe unter: http://de.wikipedia.org/wiki/Backhefe
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Zooplanktonfutter verwendet (z. B. Michels & De Meester 1998; Zarattini &
Mura 2004; Pefna-Aguado et al. 2005).

Abbildung 7: Saccharomyces cerevisiae’

Die in dieser Arbeit verwendete Hefe war im Supermarkt unter dem Namen
UNIFERM Frisch-Backhefe erhaltlich (UNIFERM GmbH & Co. KG., Werne,
Deutschland) und wurde in einer Konzentration von 0.05 g/l in
Daphnienmedium ADaM geldst. Fir eine gleichmaBig Verteilung wurde die
zugegebene Backerhefe mit Hilfe eines Magnetrihrer (VEB Labortechnik
lImenau, Deutschland) im Daphnienmedium ADaM gel6st.

2.6.3 Frische Backerhefe Saccharomyces cerevisiae plus
Ascorbinsaure (Vitamin C)

Die frische Backerhefe Saccharomyces cerevisiae ist schon oben kurz

beschrieben.

9Quelle: http://www.mskreport.com/articles.cfm?articlelD=2911.
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Ascorbinsaure (Vitamin C)

Ascorbinsdure ist eine bedeutende Verbindung fur Pflanzen und Tiere. Sie
hat eine Reihe von physiologischen Funktionen. Als Radikalfanger hat
Ascorbinsdure, auch Vitamin C genannt, eine antioxidative Wirkung durch
Beseitigung der reaktiven Sauerstoff-Spezies ROS (reactive oxygen species)
(Apel und Hirt 2004). Ascorbinsdure und Dehydroascorbinsdure bilden ein

wichtiges Redoxsystem.

Abbildung 8: Strukturformel der Ascorbinsaure. Quelle: www.wikipedia.de

Das hier verwendete Vitamin C wurde bei Sigma—Aldrich, Deutschland
produziert und wurde in einer Konzentration von 2 mg/l in Daphnienmedium
geldst. Zusétzlich zum Béackerhefefutter wurde parallel Vitamin C zugesetzt.
Dadurch sollte festgestellt werden, ob die Versuchstiere eine antioxidative
Reaktion aufgrund der Aufnahme des Radikalfdéngers Ascorbinsaure
aufweisen konnen und die erwarteten negativen Auswirkungen des
Huminstoffes auf die Versuchstiere verringert werden. Bericksichtigt wurden
nur die Lebensdauer und die Fruchtbarkeit der Versuchstiere. Der

biochemische Aspekt wurde in dieser Arbeit nicht untersucht.

2.7 Experimentelles Design

FUr jeden Ansatz dieser Arbeit wurden 50 gleich alte Versuchstiere benétigt.
Aus diesem Grund ging den eigentlichen Experimenten die Zucht auf
Biomasse voraus. Vor den eigentlichen Versuchen der vorliegenden Arbeit

wurden neun Vorkulturen zu allen verwendeten HuminFeed®-
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Konzentrationen und Futterqualitdten angesetzt. Als genlgend Weibchen
vorhanden waren, die sich alle zur selben Zeit im gleichen Alter befanden,
wurde mit den eigentlichen Versuchen dieser Arbeit begonnen. Erst nach
mindestens 5 Generationen wurden die Weibchen der Art D. magna als
Versuchstiere verwendet. Bei jeder Futterqualitait wurden parallel drei
Ansatze mit unterschiedlichen HuminFeed®-Konzentrationen getestet. Bei
den eingesetzten Wasserfléhen handelte es sich jeweils um 5 neugeborene
(£ 24 h alt) Versuchstiere in einem Kolben mit einem Volumen von 100 ml.
Fir jeden Ansatz wurden zehn Replikate angelegt. Drei Futterqualitaten und
drei HuminFeed®-Konzentrationen wurden 0berpriift. Das experimentelle
Design bestand also aus:

3 unterschiedlichen Futterqualititen x 3 verschiedenen HuminFeed®-
Konzentrationen x 5 je Versuchstiere x jeweils 10 Replikate = 450
Versuchstiere in neunzig 100 Milliliter-Kolben flr neun verschiedene Ansatze
(Tabelle 8) .

Tabelle 8: Experimentelles Design. K= Kontrolle (Futter ohne HuminFeed® HF),
PS= Mikrogriinalge P. subcapitata, HF1= Niedrige HF-Konzentration, HF2= hohe
HF-Konzentration'®, V.C= Vitamin C

Futteralgen (ca. 8 mg/l) | Backerhefe (0.05 g/l) | Backerhefe + V.C (2 mg/l)
K K K
PS+ HF1 Hefe + HF1 Hefe + V.C+ HF1
PS+ HF2 Hefe + HF2 Hefe + V.C+ HF2

2.8 Datenerhebung

Bei den 9 verschiedenen Ansatzen wurden Daten zur Bestimmung der
Uberlebensrate und der Reproduktionsrate der Versuchstiere

aufgenommen.

10 Siehe Tabelle 4
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Die Versuchstiere wurden taglich, einschlieBlich dem Wochenende,
kontrolliert, um die Anzahl der toten Versuchstiere zu protokollieren
(Uberlebenstest). Beim Uberlebenstest wurde ein Versuchstier als tot
protokolliert, wenn es sich nicht mehr bewegte. Das heif3t, wenn es nicht
schwimmen konnte oder sich keine Bewegungen von Anhéangseln oder
Postabdomen (Rulckenfortsatz) innerhalb von einigen Sekunden nach
vorsichtigem Hin- und Herbewegen des Prifbehélters beobachten lieBen.

Alle zwei Tage wurden die Versuchstiere umgesetzt, wobei die Nachkommen
gezahlt und dann entfernt wurden. Die ermittelte Nachkommenzahl eines
Versuchskolbens wurde durch die Zahl der Uberlebenden Versuchstiere
(Matter) an diesem Tag geteilt (Reproduktionstest). Beim Umsetzten wurden
die Versuchstiere in eine weiBe Photoschale Uberflhrt, mit einer
zurechtgeschnitten durchsichtigen Plastikpipette vorsichtig aufgesaugt und
dann in einen mit destilliertem Wasser gesauberten Kolben wieder
eingesetzt. Im Kolben befand sich frisches ADaM, welches mit
entsprechendem Futter und entsprechender HuminFeed®-Konzentration
versetzt war. Die Photoschale und die Plastikpipette wurden vor und nach

jeder Benutzung mit destilliertem Wasser gereinigt.

Die Reproduktionsleistung von Versuchstieren wird auf die folgende Weise
angegeben: Anzahl der Nachkommen, die pro Weibchen und Tag ab dem
ersten Tag, an dem Nachkommen festgestellt wurden, produziert werden.
Zusétzlich wird die Gesamtnachkommenzahl pro Weibchen protokolliert. Die
Zeit bis zur Produktion der ersten Brut wurde ebenfalls notiert. Die
Reproduktionsleistung  der  Versuchstiere, die der Priufsubstanz
(HuminFeed®) ausgesetzt wurden, wurde mit der Leistung der Kontrolle

verglichen.
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2.9 Statistische Datenauswertung

Um die Effekte des in verschiedenen Konzentrationen applizierten
HuminFeeds® auf die Lebensparameter von Daphnia magna untersuchen zu
kénnen, muissen die zur Auswertung herangezogenen statistischen
Methoden folgende Ansprtiche erflllen: Zum einen muss die Abweichung der
belasteten Ansétze von den unbelasteten Kontrollen berlcksichtigt werden,
zum anderen der zeitliche Verlauf innerhalb der einzelnen Ansatze.
AuBerdem ist der Tod aller Versuchstiere pro Ansatz als Endpunkt zu
vergleichen und zu bericksichtigen.

Die im Zuge dieser Arbeit gewonnenen Daten des Reproduktionstests und
des Uberlebenstests wurden auf eigenen Datenblattern (Tabellen)
protokolliert dann mit Excel ( Microsoft Office 2000) erfasst und als
Diagramme dargestellt. Die Berechnungen von Mittelwerten und
Standardabweichungen wurden auch mit Microsoft Excel vorgenommen.

Fur den Uberlebenstest (Lebensdauertest) eines jeden Ansatzes wurden die
maximale Lebensdauer, Median und mittlere Lebensdauer bewertet. Als
maximale Lebensdauer gilt die Lebensspanne des am langsten lebenden
Versuchstiers. Der Median gibt den Zeitpunkt an, an dem 50% der
Versuchstiere tot sind, wahrend die mittlere Lebensdauer die Summe der
einzelnen Lebensspannen geteilt durch die Anzahl der Gesamtversuchstiere
ist. Des Weiteren wurde die prozentuale Anderung der Lebenserwartung im
Vergleich zur Kontrolle berechnet. Statistische Signifikanz wurde mit Hilfe

eines online verfligbaren Log Rang Tests ermittelt'".

FOr den Reproduktionstest wurde die Anzahl der Nachkommen in jedem
Ansatz protokolliert, die Durchschnittswerte der Nachkommenzahl pro
Weibchen und Tag berechnet und anschlieBend der Mittelwert der

Nachkommen pro Weibchen (Versuchstier) und Tag fir jeden Ansatz Uber

"' Log Rank Test steht unter: http:/bioinf.wehi.edu.au/software/russell/logrank/ zur

Verflgung
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den gesamten Versuchszeitraum ermittelt. Gezahlt wurde ab dem Tag der
ersten Brutanlage. Die Statistische Signifikanz wurde mit Hilfe der
einfaktoriellen Varianzanalyse ANOVA (One Way Analyse of Variance) unter
Zuhilfenahme Software SigmaStat 3.5 (SigmaStat 3.5, SPSS Inc., USA)
bestimmt.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse zum Verhalten von D. magna bei Fitterung
mit der Mikrogriinalge Pseudokirchneriella subcapitata

3.1.1 Lebensdauer von D. magna bei Futterung mit der Mikrogrinalge
P. subcapitata

Abbildung 9 zeigt die Uberlebensrate von den Versuchstieren der Art D.
magna (Prozentsatz der Uberlebende Versuchstiere pro Tag) bei Futterung
mit Mikrogriinalge P. subcapitata. Im Durchschnitt wiesen die Versuchstiere
der Kontrollgruppe eine geringere Lebensspanne (82 Tage) auf als die
Versuchstiere mit HuminFeed®-Exposition (siche Tabelle 9).
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Alter (Tage)

0 mmol/| DOC —&—0.04 mmol/| DOC —e— 0.9 mmol/| DOC

Abbildung 9: Uberlebensrate von D. magna auf Mikrogriinalge P. subcapitata in
Abhangigkeit von HuminFeed®.

Beim Kontrollansatz wurde der Median am 86. Versuchstag erreicht,
wahrend bei den beiden Ansdtzen mit HuminFeed®Zusatz am 92.
Versuchstag noch 50 % der Versuchstiere lebten. In Abbildung 9 ist aber gut
zu erkennen, dass die Zahl der Uberlebenden Versuchstiere im Ansatz mit
0.9 mmol/l DOC ab einem Alter von 90 Tagen (im zweiten Lebensteil) stark
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gesunken ist. Das letzte Versuchstier in der Kontrollgruppe ist am 131.
Versuchstag gestorben. In dem Ansatz mit einer HuminFeed®-Konzentration
von 0,9 mmol/l DOC ist das letzte Versuchstier am Versuchstag 133
gestorben. Die langste Lebensdauer mit 146 Tagen wurde bei einem
Versuchstier im Ansatz mit der niedrigen HuminFeed®-Konzentration (0,04
mmol/l DOC) festgestellt.

Obwohl die prozentuale durchschnittliche Lebensdauer (Mittelwert), der
prozentuale Median und die prozentuale maximale Lebensdauer der
Versuchstiere auf Mikrogriinalge P. subcapitata mit Zusatz von HuminFeed®
(0.04 oder 0.9 mmol/l DOC) erhéht waren, sind die Ergebnisse im Verhaltnis
zur Kontrollgruppe nicht signifikant (siehe Tabelle 9). Das bedeutet, dass
HuminFeed® die Lebensspanne von D. magna auf Mikrogriinalge P.
subcapitata nicht moduliert hat.

3.1.2 Reproduktion von D. magna bei Futterung mit der Mikrogriinalge
P. subcapitata

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit ist die Untersuchung der Wirkung von
HuminFeed® auf die Reproduktion von D. magna.

Die Zeit bis zur Anlage des ersten Geleges betrug 11 Lebenstage bei allen
Versuchstiere auf Mikrogrinalge P. subcapitata. Abbildung 10 zeigt die
durchschnittliche kumulative Nachkommenzahl pro Weibchen bei den
verschiedenen  HuminFeed®-Konzentrationen —auf  Mikrogriinalge  P.
subcapitata. Die  hdéchste  Gesamthachkommenzahl  wurde  mit
durchschnittlich 568.84 Nachkommen pro Weibchen bei der Kontrolle
nachgewiesen. Sie lag somit  Uber der  durchschnittlichen
Gesamtnachkommenzahl im Ansatz mit 0.9 mmol/l DOC mit 118.49
Nachkommen darstellt (siehe Tabelle 10) . Die Gesamtnachkommenzahl des
Ansatzes mit 0,04 mmol/l DOC lag bei 523.35 Nachkommen pro Weibchen
unter der Kontrolle.
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Abbildung 10: Durchschnittliche kumulative Nachkommenzahl von D. magna auf
Mikrogriinalge P. subcapitata in Abhangigkeit von HuminFeed®. Die Unterschiede
zu der Kontrolle sind auf dem p<0.001(**) Niveau signifikant.

Die Unterschiede zur Kontrolle wurden bei beiden mit HuminFeed® Ansatzen
als signifikant bei p<0.001 (**) erkannt. Demnach verursacht HuminFeed®
eine signifikante Verringerung der Reproduktion (Fruchtbarkeit) von D.
magna auf Mikrogriinalge P. subcapitata.

In Abbildung 11 ist gut zu sehen, dass die beiden Gruppen mit HuminFeed®
eine geringere Anzahl an Nachkommen pro Weibchen und Tag aufwiesen

als die Kontrollgruppe.

»

o

MW der NK pro Weibchen und Tag
w
—
—

0 mmol/l DOC 0.04 mmol/l DOC 0.9 mmol/l DOC

Abbildung 11: Reproduktionsrate von D. magna auf Mikrogriinalge P. subcapitata
in Abhangigkeit von HuminFeed®. Fehlerindikator ist als +SEM (Standard Error of
The Mean) angegeben. MW= Mittelwert, NK= Nachkommen.
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Der Abstand zwischen zwei Bruten lag bei 3-4 Tagen. Die GelegegrdoBe war
am Versuchstag 47 mit 41 Nachkommen von einem Weibchen der
Kontrollgruppe sehr groB. Auf Mikrogrinalge P. subcapitata haben die
Versuchstiere keine Ephippien produziert.

3.2 Ergebnisse zum Verhalten von D. magna bei Futterung
mit der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae

3.2.1 Lebensdauer von D. magna bei Futterung mit der Backerhefe S.

cerevisiae

Abbildung 12 zeigt die Uberlebenden Versuchstiere (%) wahrend der
Versuchstage dieser Arbeit auf Backerhefe. Die Untersuchungen haben
ergeben, dass im Uberlebenstest der Art D. magna auf Béackerhefe S.
cerevisiae signifikante lebensverlangernde Effekte mit p<0.05 im Ansatz mit
0.9 mmol/I DOC im Verhaltnis zur Kontrollgruppe erzielt wurde. Im Ansatz mit
0.04 mmol/l. DOC erreichten die Unterschiede zur Kontrolle keinen
signifikanten Wert (p= 0.239). Im Durchschnitt zeigten die Versuchstiere des
Ansatzes mit 0.04 mmol/l DOC die geringste Lebensdauer mit 92.66 Tagen.
Im Ansatz mit 0.9 mmol/l DOC waren die Tiere im Durchschnitt mit 99.98
Tagen am altesten. Die Kontrolltiere lagen mit einem Mittelwert von 93.29

Tagen mit ihrer Lebensdauer zwischen den beiden anderen Ansatzen.

39



100 -

. T

» >

Uberlebende Versuchtiere %

0 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Alter (Tage)
0 mmolIDOC & 0.04 mmmol/ DOC —e— 0.9 mmol/I DOC (*)

Abbildung 12: Uberlebensrate von D. magna auf Backerhefe S. cerevisiae in
Abhangigkeit von HuminFeed®. Der Unterschied zu der Kontrolle ist auf dem p<0.05
(*) Niveau signifikant.

Der hdchste Median der Lebensspanne von D. magna auf Backerhefe S.
cerevisiae konnte mit 107 Tagen im Ansatz mit 0.9 mmol/l DOC festgestellt
wurden. Am 103. Versuchstag waren noch 50% der Versuchstiere im Ansatz
mit 0.04 mmol/l DOC am Leben. Im Kontrollansatz kénnten 50% der
Versuchstiere nur 91.50 Tage Uberleben. Die Kontrollgruppe wies die kleinste
maximale Lebensdauer mit 133 Tagen auf. Die groBte maximale
Lebensdauer wurde im Ansatz mit 0.04 mmol/l| DOC gemessen (141 Tage).
Der Ansatz mit 0.9 mmol/| DOC zeigte eine maximale Lebensdauer von 140
Tagen (Tabelle 9).

3.2.2 Reproduktion von D. magna bei Fltterung mit der Backerhefe S.
cerevisiae

An ihrem 11. Lebenstag haben die Versuchstiere aller Ansatze auf
Backerhefe S.  cerevisiae mit  unterschiedlichen  HuminFeed®-
Konzentrationen ihre erste Brut angelegten.

Die Fruchtbarkeit der Versuchstiere in der Ansatze auf Bé&ckerhefe S.
cerevisiae in Anwesenheit von HuminFeed® unterschied sich signifikant zur
Kontrolle (p<0.05 beim Ansatz mit 0.04 mmol/l DOC und p<0.001 beim
Ansatz mit 0.9 mmol/l DOC). In Tabelle 10 wurde die durchschnittliche
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kumulative Nachkommenzahl pro Weibchen aller Anséatze auf Backerhefe
aufgelistet. Die grafische Darstellung ist in Abbildung 13 gezeigt. Die
geringste  durchschnittliche kumulative Nachkommenzahl wurde im
Kontrollansatz produziert (242.15 Neonaten pro Weibchen). Der Verlauf der
Summenkurve dieses Ansatzes ist am flachsten. Wahrend beim Ansatz mit
0.9 mmol/l DOC betrug die durchschnittliche kumulative Nachkommenzahl
sogar 308.58 Neonaten pro Weibchen.
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Abbildung 13: Durchschnittliche kumulative Nachkommenzahl von D. magna auf
Backerhefe S. cerevisiae in Abhingigkeit von HuminFeed®. Der Unterschied zu der
Kontrolle ist auf dem p<0.05 (*) und 0.001 (**) Niveau signifikant.

Als die Versuchstiere auf Backerhefe (mit oder ohne HuminFeed®-Zusatz) 17
Tage alt waren (Oktober-Mitte), traten Ephippien ohne Mannchen auf. Dieses
Phanomen dauerte ca. 6 Wochen (Abbildung 14). Die durchschnittliche
kumulative Ephippienzahl ist mit HuminFeed®-Zusatz in Konzentration von
0.9 mmol/l DOC signifikant geringer als die durchschnittliche kumulative
Ephippienzahl in der Kontrolle (p<0.05). Beim Ansatz mit 0.04 mmol/l DOC
war die Zahl der Ephippien ebenfalls geringer, zeigte aber keinen
signifikanten Wert (p=0.430).
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Abbildung 14: Durchschnittliche kumulative Ephippienzahl von D. magna auf
Backerhefe S. cerevisiae in Abhingigkeit von HuminFeed®. Der Unterschied zu der
Kontrolle ist auf dem p<0.05 (*) Niveau signifikant.

Abbildung 15 stellt einen Vergleich zwischen der durchschnittlichen
Ephippienzahl und der Neonatenzahl (Nachkommenzahl) pro Weibchen und
Tag im Zeitraum der Ephippien-Produktion dar. Es ist deutlich zu sehen,
dass die durchschnittliche Ephippienzahl pro Weibchen und Tag geringer als
die durchschnittliche Nachkommenzahl war (0.87 in der Kontrolle, 0.76 mit
0.04 mmol/l DOC und 0.73 mit 0.9 mmol/l DOC). AuBerdem haben nur
wenige Mutter Ephippien produziert.
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Abbildung 15: Reproduktionsrate von D. magna auf Béackerhefe S. cerevisiae in
Abhangigkeit von HuminFeed®. Fehlerindikator ist als +SEM angegeben.

Der hochste Mittelwert der Nachkommen pro Weibchen und Tag bei
Fltterung mit Backerhefe wahrend des gesamten Zeitraumes dieser Arbeit
war in den Ansatz mit 0.9 mmol/| DOC und betrug ca. 2.49. Wéahrend dieser
Mittelwert betrug nur 2.05 in der Kontrollgruppe (Abbildung 15).

3.3 Ergebnisse zum Verhalten von D. magna bei Futterung
mit der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae plus
Vitamin C

3.3.1 Lebensdauer von D. magna bei Futterung mit der Backerhefe S.

cerevisiae plus Vitamin C

Im Ansatz auf Backerhefe und Vitamin C plus 0.04 mmol/I| DOC starben 50%
der Versuchstiere nach 27 Tagen des Versuchanfangs. Deshalb wurden die
Ergebnisse dieses Ansatzes nicht dargestellt, obwohl die Daten des
Reproduktionstests und Uberlebenstests bis zum Tod des letzten

Versuchstiers dieses Ansatzes gesammelt wurden.
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Die Uberlebenschance der Daphnien stieg auf Backerhefe plus Vitamin C mit
dem Zusatz von HuminFeed® (0.9 mmol/l DOC). Die Versuchstiere im
Ansatz, dem HuminFeed® in einer Konzentration von 0.9 mmol/l DOC
zugegeben wurde, zeigten sowohl im Durchschnitt, im Median als auch in der
maximalen Lebensdauer eine signifikante Erhéhung zur Kontrollgruppe
(p<0.001**) (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Uberlebensrate von D. magna auf Backerhefe S. cerevisiae plus
Vitamin C in Abhangigkeit von HuminFeed®. Der Unterschied zu der Kontrolle ist auf
dem p<0.05 (*) und p<0.001 (**) Niveau signifikant.

Vergleicht man die durchschnittliche Lebensspanne, so wurde deutlich, dass
diese im Ansatz mit 0.9 mmol/l gegentber der Kontrolle um ca. 6 Tagen
verlangert war. Bei Betrachtung der Medianwerte war der Unterschied noch
deutlicher. Denn nach 109 Tagen war die Halfte der Versuchstiere im Ansatz
mit 0.9 mmol/l DOC gestorben, wahrend bei der Kontrollgruppe 50% der
Versuchstiere nur 98.50 Tage Uberleben. Die maximale Lebensspanne
zeigte beim Ansatz mit 0.9 mmol/l eine Verlangerung um sogar 23 Tage im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Tabelle 9).
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3.3.2 Reproduktion von D. magna bei Fltterung mit der Backerhefe S.
cerevisiae plus Vitamin C

Wahrend die Vesuchtiere bei der hohen HuminFeed®-Konzentration (0.09
mmol/l DOC) am 11. Lebenstag alle ihre ersten Gelege im Mittelwert mit 8.38
Nachkommen anlegten, war die Reproduktion bei den beiden anderen
Ansédtzen (Kontrolle und mit niedriger HuminFeed® -Konzentration) stark

herabgesetzt, da nur vereinzelte Gelege mit einem Ei zu finden waren.

Die Abbildung 17 zeigt die durchschnittliche kumulative Nachkommenzahl
beider Ansdtze mit und ohne HuminFeed®-Zusatz auf Backerhefe S.
cerevisiae plus Vitamin C. Gut zu erkennen ist, dass die Versuchstiere auf
hoher HuminFeed® -Konzentration (0.09 mmol/l DOC) mehr Nachkommen
als die Versuchstiere auf Kontrolle (ohne HuminFeed®) produziert.
Signifikante  Unterschiede sind ermittelt worden ( p<0.05). Die
Gesamtnachkommenzahl des Ansatzes mit 0,9 mmol/l DOC zeigte eine
Erhdhung um ca.1/5 im Verhaltnis zur Kontrolle (Tabelle 10).
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Abbildung 17: Durchschnittliche kumulative Nachkommenzahl von D. magna auf
Backerhefe S. cerevisiae plus Vitamin C in Abhangigkeit von HuminFeed®. Der
Unterschied zu der Kontrolle ist auf dem p<0.05 (*) Niveau signifikant.
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Die Uberlebens- und Reproduktionsdaten der Versuchstiere auf Backerhefe
plus Vitamin C und niedriger HuminFeed®-Konzentration (0.04 mmol/l DOC)
wurden regelmaBig gesammelt, aber nicht berlicksichtigt und in Abbildungen
(16 und 17) dargestellt, da die Versuchstiere in dem genannten Ansatz krank
und durchsichtig waren und zum Teil starke Deformationen aufwiesen. Die
Eier, die von diesen Versuchstieren produziert wurden, gelangten ins Wasser
und konnten deshalb nicht zur Reife gelangen.

In einem Zeitraum von ca. 40 Tagen in der Kontrollgruppe und von 60 Tagen
im Ansatz mit 0.9 mmol/l DOC produzierten die mehr als zwei Wochen alten
Versuchstiere Ephippien. Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen
dem Kontrollansatz und dem Ansatz mit 0.9 mmol/l DOC (p=0.050). Es ist
aber in Abbildung 18 und 19 deutlich, dass die Versuchstiere im Ansatz mit
HuminFeed®Zusatz weniger Ephippien als die Versuchstiere im

Kontrollansatz produzierten.

Durchschnittliche kumulative
Ephippienzahl pro Weibchen
w

—
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0 mmo/I DOC —e—0.9 mmol/l DOC

Abbildung 18: Durchschnittliche kumulative Ephippienzahl von D. magna auf
Backerhefe S. cerevisiae plus Vitamin C in Abhéngigkeit von HuminFeed®.

Abbildung 19 zeigt einen Vergleich zwischen der durchschnittlichen
Ephippienzahl und der durchschnittichen Neonatenzahl pro Weibchen und
Tag im Zeitraum der Ephippien-Produktion. Es ist deutlich zu sehen, dass
durchschnittliche Ephippienzahl pro Weibchen und Tag zu gering war (0.39
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in der Kontrolle und 0.27 mit 0.9 mmol/l DOC). AuBerdem produzierten nur

wenige Weibchen Ephippien.
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Abbildung 19: Reproduktionsrate von D. magna auf Backerhefe S. cerevisiae plus
Vitamin C in Abhangigkeit von HuminFeed®. Fehlerindikator ist als +SEM
angegeben.

3.4 Zusatzlicher Vergleich

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zusatzlich die Uberlebensrate und die
Reproduktionsrate aller Ansatze im Bezug auf die verschiedenen

Futterqualitaten und HuminFeed®-Konzentrationen verglichen werden.

Das Uberleben der Versuchstiere bei verschiedenen Futterqualititen der
Kontrollgruppen unterschied sich kaum. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden (p= 0.93 beim Vergleich zwischen den
Kontrollgruppen auf P. subcapitata und auf Backerhefe, und p=0.37 beim
Vergleich zwischen den Kontrollgruppen auf P. subcapitata und auf
Backerhefe plus Vitamin C). Abbildung 20 zeigt die grafische Darstellung der
Daten der Lebensdauer von D. magna in Abhangigkeit von Futterqualitat.
Deutlich zu erkennen, dass 100% der Versuchstiere auf Backerhefe 51 Tage

Uberlebten, wahrend zu diesem Zeitpunkt nur noch ca. 77% der
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Versuchstiere auf P. subcapitata und 93% der Versuchstiere auf Backerhefe
plus Vitamin C lebten.
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Abbildung 20: Vergleich der Uberlebensrate von D. magna in Abhéngigkeit von
Futterqualitat (Kontrollgruppen ohne HuminFeed®-Zusatz)

Betrachtet man noch den Median, den Mittelwert und die maximale
Lebensdauer, weisen die Versuchstiere auf Backerhefe und auf Backerhefe
plus Vitamin C im Vergleich mit den Versuchstieren auf Mikrogriinalge P.
subcapitata eine erhdhte Lebensdauer auf (siehe Tabelle 9).
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Tabelle 9: Statistische Analyse des Uberlebenstests von D. magna in Abhangigkeit
von Futterqualitaten und HuminFeed®-Konzentrationen. Statistische Signifikanz: (*
p<0.05; ** p<0.001) ist auch angegeben.

Ansatz Median Mittelwert Maximal p
Tag % Tag % Tag %
P. subcapitata | 86 100 82 100 131 100
Kontrolle

P. subcapitata | 92 | 106.98 | 88.10 107.44 146 111.45 0.483
+0.04 mmol/l
DOC

P. subcapitata | 92.75| 107.85 | 85.96 104.82 133 101.53 0.589
+0.9 mmol/l
DOC

S. cerevisiae |91.50 100 93.29 100 133 100

Kontrolle

S. cerevisiae 103 | 112.57 | 92.66 99.33 141 106.02 0.239
+0.04 mmol/l
DOC

S. cerevisiae 107 | 116.94 | 99.98 107.18 140 105.26 <0.05
+0.9 mmol/l
DOC

S. cerevisiae |98.50| 100 89.98 100 119 100
+Vitamin C
Kontrolle

S. cerevisiae | 109 | 110.66 | 104.72 | 116.39 142 119.33 | <0.001
+Vitamin C
+0.9 mmol/l

DOC

Die Dauer eines Reproduktionszyklus war sicherlich nicht von den
Nahrungsbedingungen abhéangig, denn die Versuchstiere aller Ansatze der
vorliegenden Untersuchungen begannen am Tag 11 mit der Reproduktion
und der zeitliche Abstand zwischen den Gelegen war stets gleich. Allerdings
wurde deutlich, dass sowohl die Versuchstiere als auch ihre Nachkommen
auf Algen gréBer als auf Hefe waren. GelegengréBe der Versuchstiere auf
Algen war ebenfalls groBer als auf Hefe (siehe Tabelle 10).

49




Tabelle 10: Ergebnisse des Reproduktionstests von D. magna in Abhangigkeit von
Futterqualititen und HuminFeed®Konzentrationen. Signifikanz: (* p<0.05; **
p<0.001) ist angegeben.

Ansatz durchschnittliche Irrtumswahrscheinlichkeit
kumulative {9)}
Nachkommenzahl pro
Weibchen
P. subcapitata 568.84
Kontrolle
P. subcapitata 523.35 <0.001
+0.04 mmol/I DOC
P. subcapitata 450.26 <0.001
+0.9 mmol/I DOC
S. cerevisiae 242.15
Kontrolle
S. cerevisiae 282.66 <0.05
+0.04 mmol/I DOC
S. cerevisiae 308.58 <0.001
+0.9 mmol/I DOC
S. cerevisiae 267.40
+Vitamin C
Kontrolle
S. cerevisiae 317.69 <0.05
+Vitamin C
+0.9 mmol/I DOC

Da die Reproduktionsdaten von der ersten Brut bis zum Tod aller Weibchen
gesammelt wurden, wurde bemerkt, dass sich die Fruchtbarkeit der
Versuchstiere zwischen der Jungphase und der Pyramidephase

unterscheidet.

Die in Abbildung 21 dargestellten Reproduktionsraten sind auBer von den
Futterqualitaten auch von den HuminFeed®-Konzentrationen abhangig. Es

zeigte sich, dass sich die Futterqualitat in den Experimenten mit Algen und
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mit Backerhefe bzw. Béackerhefe plus Vitamin C unterschiedlich auf die
Versuchstiere auswirkten. Die reproduktiven Unterschiede waren signifikant
(p<0.001). Vergleicht man die Kontrollgruppe auf Bé&ckerhefe mit
Kontrollgruppe auf Backerhefe plus Vitamin C, findet man keinen
signifikanten Unterschied (p= 0.248). Ebenfalls gab es keinen signifikanten
Unterschied in den Ansatzen mit 0.9 mmol/l DOC (p= 0.208).
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0 mmol/I DOC  0.04 mmol/I DOC 0.9 mmol/l DOC

O auf Mikrogriinalge Oauf Backerhefe (**) Oauf Backerhefe +Vitamin C (**)

Abbildung 21: Vergleich der Reproduktionsrate von D. magna in Abhangigkeit von
Futterqualitat und HuminFeed®Zusatz. MW= Mittelwert, NK= Nachkommen. Die
Unterschiede zu der Mikrogrlinalge P. subcapitata sind auf dem p<0.001 (**) Niveau
signifikant.

Die Ephippien-Produktion wurde nur auf Backerhefe oder Backerhefe plus
Vitamin C bemerkt. Bei HuminFeed®-Zusatz produzierte die Versuchstiere (in
Abwesenheit von den Mannchen) weniger Ephippien als die Versuchstiere
auf der Kontrolle (Signifikanz wurde aber nur im Ansatz mit 0.9 mmol/l DOC
auf Backerhefe (p<0.05) festgestellt). Versuchstiere, die mit der
Mikrogriinalge P. subcapitata geflttert wurden, haben in den

Versuchbedienungen dieser Studie keine Ephippien produziert.
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4 Diskussion

Entsprechend der Bedeutung von Daphnia magna als Standardlabortier gibt
es fur diesen Organismus zahlreiche Studien zur Wirkung verschiedener
Substanzen (z. B. Coors et al. 2004; Meems et al. 2004; Heckmann et al.
2007, 2008; Martins et al. 2007; Euent et al. 2008; Ren et al. 2009) und zum
Einfluss der Futterqualitat (z. B. Ahlgren 1990, Hessen 1990, Urabe et al.
1997, DeMott et al. 1998, Michels & De Meester 1998, Hansel et al. 2008).

Das Leben von D. magna stellt keinen einfachen und durch wenige Faktoren
festgelegten Prozess dar. Erst eine Vielzahl miteinander, nicht bloB additiv
wirkender, sondern sich gegenseitig beeinflussender biotischer (z. B.
Futterqualitat) und abiotischer Faktoren (z. B. chemische Substanzen wie
Huminstoffe) erklart inre Lebensprozesse.

Die Futterqualitat hangt von der mineralischen (Sterner 1990, 1993; Sterner
et al. 1993) und der biochemischen Zusammensetzung (Ahlgren et al. 1990;
Mller-Navarra 1995; Koch et al. 2009) der filtrierten Partikel ab. Ein Mangel
an essentiellen Stoffen hat im Allgemeinen ein Krankheitsbild zur Folge. So
ruft ein Mangel an Selen bei Daphnien Missbildungen und eine erhéhte
Mortalitat hervor( z. B. Winner 1984). Calcium-Mangel erhéht die Mortalitat
(Hessen et al. 2000). Und ein Mangel an Phosphor vermindert die
Reproduktionsrate und reduziert das Wachstum (He & Wang 2008).
Wesentliche biochemische Substanzen wie z. B. mehrfach ungesattigte
Fettsauren (polyunsaturated fatty acids PUFAs) kdnnen das Wachstum und
die Reproduktion limnischer Zooplankter, und damit auch von D. magna
limitieren (z. B. Muller-Navarra 1995).

Verschiedene chemische Substanzen haben deutliche Auswirkungen auf die

Lebensparameter von D. magna. Huminstoffe z&hlen zu diesen (z. B. Euent
et al. 2008).
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Huminstoffe kdnnen in direkter und indirekter Weise auf Organismen wirken
(Steinberg et al. 2006). Nach bisherigen Erkenntnissen kénnen die direkten
Wirkungen der Huminstoffe bei Organismen Stress ausldésen. Mdgliche
Effekte sind unter anderem Stérung der Membranfunktion, Veranderung der
Enzymaktivitat, Bildung von Stressproteinen z. B. heat-shock-proteins (HSP),
oxidativer Stress sowie Reduktion der photosynthetischen
Sauerstoffproduktion (Steinberg et al. 2008).

Diese Arbeit sollte Auskunft dartber geben, wie sich unterschiedliche
Futterqualititen plus chemischer Stress durch HuminFeed® auf die
Lebensparameter von D. magna auswirken. Dazu wurden zwei
Hauptaspekte: Reproduktion und Uberleben der Versuchstiere betrachtet.
Der biochemische Aspekt wurde in dieser Arbeit nicht untersucht.

Vergleich der Kontrollgruppen der verschiedenen Futterqualitaten

Die Ergebnisse der Laborexperimente unterstitzen die Hypothese, dass die
Reproduktion von D. magna sowohl von den Nahrungsbedingungen als auch
von chemischem Stress durch HuminFeed® beeinflusst wird. Die
Fruchtbarkeit der Versuchstiere auf Mikrogrinalge P. subcapitata war
signifikant hoher als derjenigen, die mit Backerhefe S. cerevisiae (mit oder
ohne Vitamin C) gefittert wurden (** p<0.001).

Die durchschnittliche kumulative Nachkommenzahl pro Weibchen ist bei der
FlOtterung mit Mikrogriinalge P. subcapitata im Verhaltnis zu den
Versuchstieren bei Futterung mit Backerhefe S. cerevisiae (mit oder ohne
Vitamin C) um ca. 50% erhoht (Tabelle 10).

Eine Erklarung hierzu kénnte im Nahrstoffeinhalt der Nahrung liegen. Es ist
bekannt, dass die Abwesenheit wichtiger Lipide zu vermindertem Wachstum
und verminderter Fruchtbarkeit von D. magna fuhrt (Wacker & Martin-
Creuzburg 2007).
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Besonders: mehrfach ungesattigte Fettsduren (PUFAs) und Sterole (auch
Sterine genannt, aus der Obergruppe der Steroide) sind die in diesem
Zusammenhang wichtigsten diskutierten Bestandteile der Nahrung.

Martin-Creuzburg und seine Kollegen (2008) haben nachgewiesen, dass die
Abwesenheit der Sterole, aber nicht PUFAs die Futterqualitat beschranken
kann. Die Umstellung von der asexuellen zur sexuellen Reproduktion ist
auch von der biochemischen Zusammensetzung der Nahrung abhé&ngig
(Koch et al. 2009). Backerhefe S. cerevisiae ist mangelhaft an vielen
wesentlichen Fettsdure, die flr eine optimale Reproduktionsleistung von
Cladocera wichtig sind (Gulati & DeMott,1997). Daher ware auf Grund der
Nahrungsbestandteile zu erklaren, warum die Reproduktion der
Versuchstiere auf Algenfutter besser als bei denjenigen auf Hefefutter war.

Die praktischen Untersuchungen dieser Studie haben gezeigt, dass die
GroéBe der Nachkommen und der Gelegen von den Versuchstieren (Mattern)
abhangig sind. Die Versuchstiere und ihre Nachkommen auf Mikrogriinalgen
P. subcapitata waren groBer als die Versuchstiere und ihre Nachkommen
auf Backerhefe S. cerevisiae (nicht gemessen, um den mechanischen Stress
zu vermeiden). Neben den hier gefundenen Ergebnissen lassen sich auch in
der Literatur Hinweise daflir finden, dass die maximal mégliche GelegegréBe
adulter Daphnien in hohem MaBe von deren KoérpergréBe abhangt (Gliwicz
und Lampert 1994; Hilsmann 2001).

Glazier berichtete 1992, dass die GréBe der Nachkommen positiv mit der
GréBe und dem Alter ihrer Mitter korreliert. Die GelegengrdBe ist auch vom
Alter der Mutter abhangig (Porter et al. 1983). Die maximale GelegegréBe
wurde bei allen Anséatzen vorliegender Arbeit in den ersten Lebenswochen
der Versuchstiere beobachtet. Dann hat die Gelegegr6Be mit dem Alter
abgenommen, was den hohen Wert der Standardabweichung und SEM
(Standard Error of The Mean) erklaren sollte.

Uberraschend war, dass die Versuchstiere auf Backerhefe S. cerevisiae
tendenziell langer als die Versuchstiere auf Mikrogriinalge P. subcapitata
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(iberlebten. Im Uberlebenstest stieg der Median, der Mittelwert und die
maximale Lebensdauer der Versuchstiere auf Backerhefe S. cerevisiae (mit
oder ohne Vitamin C) im Verhaltnis zu den Versuchstieren auf
Mikrogriinalgen (in Kontrollgruppen). Allerdings wurden keine signifikanten
Unterschiede festgestellt.

Zu den Auswirkungen von Stress auf Organismen sind verschiedene
Theorien aufgestellt worden. Die ,Disposable Soma Theory* ist eine der
wichtigsten Theorien (Kirkwood 1977; Kirkwood & Austad 2000). Von dieser
Theorie versteht man, dass die vorhandenen Ressourcen eines Individuums,
dem somatischen Wachstum, der Langlebigkeit oder der Reproduktion
dienen und zwischen diesen verteilt werden. Die molekulare Grundlage
dieser Theorie ist identisch mit der Green Theory of Ageing von Gems und
McElwee (2003) zusammengefasst und grafisch dargestellt (Bouchnak &
Steinberg in prep.). Da die Versuchstiere und ihre Nachkommen auf
Mikrogriinalgen P. subcapitata groBer als die Versuchstiere und ihre
Nachkommen auf Backerhefe S. cerevisiae waren und das Leben der
Versuchstiere auf Mikrogriinalgen P. subcapitata tendenziell kiirzer als das
Leben der Versuchstiere auf Backerhefe S. cerevisiae war, kann die
Disposable Soma Theory hier bestatigt werden (Bouchnak & Steinberg in
prep.). AuBerdem traten keine Ephippien auf Mikrogriinalgen P. subcapitata
im Gegensatz zum Hefefutter auf. Daher scheint Backerhefe S. cerevisiae
als Stressfaktor zu wirken. Die Ergebnisse der biochemischen Analyse der
parallel laufenden Diplomarbeit einer anderen Studentin (N. Ouerghemmi)
hat gezeigt, dass Backerhefe S. cerevisiae als Futter oxidativen Stress
induzierte, gemessen an einem  signifikanten  Anstieg  des
Wasserstoffperoxidgehalts und der Konzentration des Antioxidanzien
Ascorbinsdure, einhergehend mit einer Erniedrigung der TOSC total
oxyradical scavenging capacity. Ebenso erhéhte sich der Gehalt an L- Prolin
und kann als Signalgeber fir oxidativen Stress angesehen werden.

Als weitere Erklarung, warum in der Lebensspanne von D. magna ein
Verlangerungstrend bei den mit Béackerhefe S. cerevisiae gefltterten
Versuchstieren beobachtet wurde, ware der Lipid-Gehalt der Backerhefe.
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Lipide sind der dominante Energiespeicher der Zooplankter (60- 70% von
ihrer Masse) und spielen eine wesentliche Rolle beim Uberleben bei
Futtermangel (Wetzel 2001). Verschiedene Studien (z. B. Veen & Lang 2004;
Wachtler & Balsubramanian 2006) beschreiben die Backerhefe
Saccharomyces cerevisiae als eine Quelle von Lipid-Verbindungen zum
Beispiel Fettsaure, Sterole und Phospholipide. Daher kdénnte man davon
ausgehen, dass Béckerhefe eine potenziale Rolle fir die Verlangerung des
Lebens von D. magna spielen kdnnte.

Vergleich der Ansiatze auf Mikrogrinalge P. subcapitata

Bei der Fiitterung mit Mikrogriinalge P. subcapitata fiihrte jede HuminFeed®-
Konzentration zu signifikant verminderter Fruchtbarkeit (** p<0.001). In
Tabelle 10 ist die durchschnittliche Nachkommenzahl pro Weibchen bei den
verschiedenen  HuminFeed®-Konzentrationen  aufgelistet.  Auf  die
Fruchtbarkeit der D. magna-Weibchen scheint der verwendete Huminstoff

somit negative Auswirkungen zu haben.

Bestimmte funktionelle Gruppen der Huminstoffe ermdglichen eine
Interaktion mit den Organismen auf subzellularer, biochemischer und
molekularbiologischer Ebenen (siehe Bouchnak & Steinberg in prep.).
Folglich, haben die Huminstoffe das Potenzial, als nattrliche chemische
Stressoren zu wirken (Steinberg et al. 2003, 2006, 2008). Sie fUhren zur
Sauerstoff-Aktivierung (ROS-Bildung) (Timofeyev et al. 2006a, 2006b;
Steinberg et al. 2006, 2008; Meinelt et al. 2008) und induzieren Anti-Stress-
Reaktionen, die Energie kosten und Embryotoxisch oder sogar tddlich sein
kann (Steinberg 2003; Cazenave, et al. 2006; McMaster &Bond 2008). Diese
Annahme entspricht auch den Ergebnissen von Cazenave et al. (2006).
Cazenave und seine Kollegen haben 2006 nachgewiesen, dass die
Embryonen des Zebrafisches unter Anwendung von Huminstoffen eine
verzogerte Entwicklung und erh6hte Letalitdt aufwiesen. Auf die
Fruchtbarkeit des Wasserflons D. magna hat der verwendete Huminstoff

HuminFeed® somit einen toxischen Einfluss (Bouchnak & Steinberg in
prep.).
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In anderen Studien konnte auch eine hohe Reproduktionsrate der
verschiedenen Wasserflohe bei Futterung mit der Mikrogrinalge P.
subcapitata ohne HuminFeed®-Zusatz erzielt werden (Euent et al. 2008,
Rauch 2009). Rauch 2009 hat herausgefunden, dass Huminstoffe die
Fruchtbarkeit beim Wasserfloh Moina macrocopa Straus modulieren. Dabei
verursachen sie in geringen Konzentrationen milden Stress, der sich positiv
auf die Darwinsche Fitness des Wasserflohs auswirkt und hormetische
Effekte erzielt.

Vergleich der Ansétze auf Backerhefe S. cerevisiae

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dass sowohl die
Reproduktion als auch das Uberleben der Versuchstiere auf Backerhefe S.
cerevisiae (mit oder ohne Vitamin C) plus HuminFeed® besser als derjenigen

Versuchstiere in der Kontrolle (ohne HuminFeed®) ist.

Hinsichtlich der Reproduktion sind positive signifikante Effekte in den
Ansatzen mit HuminFeed® erzielt worden (Abbildungen 13 und 17).
Huminstoffe kénnten als indirekte oder direkte Nahrungs- und Energiequelle
dienen (Gellis & Clarke 1935; Baylor & Sutcliffe 1963; Arruda et al. 1983;
Salonen & Hammar 1986). Da in den praktischen Versuchen dieser Arbeit
die  Supplementierung mit HuminFeed® die Futterqualitit des
Backerhefefutters fir D. magna verbessert hatte, kdnnte man davon
ausgehen, dass HuminFeed® von D. magna als DOC (geldster organischer
Kohlenstoff) aufgenommen wirde. Arruda und seine Kollegen haben 1983
nachgewiesen, dass geléste organische Substanzen durch den
Mechanismus der Adsorption flir Daphnienwachstum zur Verflgung gestellt
werden kénnen. lhre Daten deuteten darauf hin, dass der geléste organische
Kohlenstoff (DOC) als zusatzliches Nahrungsmittel flir das im SiBwasser
lebende filtrierende Zooplankton. Daher ist es denkbar, dass HuminFeed® als
zusatzliche Nahrungsquelle diente.
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In dieser Arbeit wurde herausgefunden, dass D. magna Dauereier ohne
Méannchen produzieren kann. Bei Futterung mit Backerhefe S. cerevisiae
(mit oder ohne Vitamin C) traten interessanterweise die Ephippien ohne
Mannchen (in Oktober-Mitte) auf. Die Produktion von Dauereiern stellt eine
Grundvoraussetzung fur das erfolgreiche Auftreten von Daphnia in raumlich
und zeitlich heterogenem Habitat dar und kann daher als eine Uberlebens-
und Verbreitungsstrategie in nicht permanenten Habitaten gelten. Die
Dauereier werden vor allem im Spatherbst gebildet, weil sich zu diesem
Zeitpunkt die Futterbedingungen fir die Daphnien deutlich verschlechtern
(Alekseev & Lampert 2001). Normaleweise sind Ephippien bzw. Dauereier
Stressindikatoren (fur Details siehe Einleitung) und nur wenige Arten
produzieren Dauereier ohne Mannchen (Hebert 1981; Hebert et al. 1989;
Spaak 1995). In diesem Fall sind die Ephippien wahrscheinlich leer (Spaak
1995; Prof. W. Lampert, personliche Mitteilung per E-Mail).

Der HuminFeed®-Zusatz verringerte die Ephippienzahl pro Weibchen und
Tag. Jedoch befand sich ein signifikanter Unterschied nur beim Ansatz mit
Backerhefe und 0.9 mmoll DOC (* p<0.05). Da die HuminFeed®-
Supplementierung die Ephippien-Produktion verringerte, kbénnte davon
ausgegangen werden, dass die Backerhefe durch ihre schlechte
Futterqualitat zu Ephippien-Produktion fiihrte. Der mechanische Stress beim
Umsetzen oder auch Dichtestress scheint nicht der Ausléser fur die
Ephippien-Produktion gewesen zu sein, denn bei Fitterung mit
Mikrogriinalge P. subcapitata (mit oder ohne HuminFeed®) wurden keine
Ephippien entdeckt. Wahrend der Phase der Dauereierproduktion in einer
Daphnien-Population produziert nur ein geringer Anteil der Daphnien
Dauereier, wahrend die meisten Daphnien Subitaneier produzieren (Spaak,
1995). Ergebnisse dieser Arbeit unterstitzen diese Aussage (Abbildungen 15
und 19).

Bei Futterung mit Backerhefe S. cerevisiae (mit oder ohne Vitamin C) konnte
in allen Ansatzen, denen HuminFeed® zugesetzt wurde, eine deutliche
(teilweise signifikante) Verlangerung der Lebensspanne im Verhéltnis zu
den Kontrolltieren festgestellt werden (Abbildungen 12 und 16).
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Die Struktur der Huminstoffe enthélt verschiedene Bausteine. Fir den
chemischen Stress und auch fir die Lebensverldngerung sind im
Wesentlichen Polyphenole, Chinone und stabile Radikale verantwortlich,
wahrend bioverfligbare Aminosauren, Aminozucker und Kohlenhydrate
keinen oder unter Umstadnden einen entgegen gesetzten Effekt, namlich
einen lebensverkirzenden Effekt,hervorrufen (Steinberg & Menzel 2009).

Die lebensverlangernde Wirkung von Huminstoffen kann auf deren
chemische Struktur (bestimmte funktionelle Gruppen) zurlickgefiihrt werden.
Huminstoffe leiten sich u.a. von Polyphenolen wie Ligninen und Tanninen
ab (Leenheer & Rostad 2004; Steinberg et al. 2007). Von Polyphenolen ist
bekannt, dass sie lebensverlangernde Wirkung besitzen und die
Stressresistenz erhéhen (z. B. Pietsch et al. 2008). Dies ist unter anderem
darauf zurGckzufihren, dass sie die Sauerstoff-Radikale abbauen und
unschadlich machen, was die Zell-Beschadigung vermindert und somit die
lebensverlangernde Wirkung hervorruft. Daher ist anzunehmen, dass die
Verlangerung der Lebensdauer der Versuchstiere (bei Fitterung mit
Backerhefe und HuminFeed®Zusatz) auf den polyphenolischen
Bestandteilen der Huminstoffe beruht. AuBerdem scheinen Polyphenole auf
Transkriptionsfaktoren zu wirken. In Versuchen mit Quercetin, einem
Polyphenol der Untergruppe Flavonoide, wurde u.a. diese Annahme bestatigt
(Kampkoétter et al. 2008; Saul et al. 2008; Pietsch et al. 2008).
Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel DAF-16 beeinflussen die
Reproduktionsrate und/oder die Lebensdauer eines Organismus (Gems &
McElwee 2003; Yoshinaga et al. 2003, 2005). Bei Aktivierung des
Transmembran-Rezeptors IGF-1 (insulin  growth faktor) wird der
Transkriptions-Rezeptor DAF-16 deaktiviert. Dieser stimuliert, wenn er aktiv
ist, die Bildung von heat-shock-proteins HSP, antioxidativen Enzymen und
anderen Proteinen und férdert damit die Verlangerung der Lebensdauer.
Seine Deaktivierung durch IGF-1 fihrt zu Proteinbildungen, die eine erhéhte
Reproduktion und eine verringerte Lebensdauer bedingen (Gems & McElwee
2003, Yoshinaga et al. 2003). Falls Huminstoffe deaktivierend auf den
Rezeptor IGF-1 und aktivierend auf DAF-16 wirkten, kdnnten sie die
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Verlangerung der Lebensdauer hervorrufen (Bouchnak & Steinberg, in
prep.).

Die biochemischen Untersuchungen der Diplomarbeit von N. Ouerghemmi
2009 hat festgestellt, dass die zellulare antioxidative Antwort auf Huminstoffe
unterschiedlich mit der Nahrungsqualitdt war. Entweder induzierten
Huminstoffe zusatzlichen Stress (bei Fatterung mit Mikrogrinalge P.
Subcapitata) oder erhdhten den zelluldren antioxidativen Schutz gegenlber
reaktiven Sauerstoffspezies ROS, durch die Induktion von L-Prolin und der
Ascorbinsaure und einer resultierenden Minderung des
Wasserstoffperoxydgehaltes (Bei Futterung mit Backerhefe S. cerevisiae).
Daher ist anzunehmen, dass die antioxidativen Stressabwehr bei D. magna
von Futterqualitdt und HuminFeed® abhangen. Diese Annahme wird durch
die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse unterstiitzt. Denn Sind positive
Effekte der Huminstoffe auf die Lebensparameter von D. magna festgestellt

worden.

Die festgestellte Verlangerung der Lebensdauer von D. magna durch
Zugabe eines Huminstoffes HuminFeed® konnte bei Versuchen mit D.
magna-Mannchen und Moina macrocopa bestatigt worden (Euent et al.
2008; Rauch 2009).

Die Untersuchungen von Euent et al. haben 2008 gezeigt, dass bei den
Weibchen der Art D. magna jede Huminstoff-konzentration zu einer
Lebensverklrzung und sogar zu verminderter Fruchtbarkeit fihrte. Fur die D.
magna-Weibchen waren die verwendeten Huminstoffe somit eindeutig
toxisch. FUr die deutlich kirzer lebenden Mannchen dagegen waren diese
Stoffe eindeutig lebensverldangernd. 50 % der Mannchen lebten bis zu 9
Tagen langer. Dies kann als Beleg sein, dass ein chemischer Stress bei
Wirbellosen zu einer geschlechtsspezifischen Lebenszeitmodulation fahrt.

Im Gegensatz zu den Versuchen von Euent et al. 2008 konnte bei M.
macrocopa keine Geschlechter-spezifische Veranderung der Lebensdauer
durch Huminstoffe beobachtet werden. Sowohl die Weibchen als auch die
Mannchen zeigten lebensverlangernde Effekte bei Zugabe von Huminstoffen
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zum Medium (Rauch 2009). Rauch berichtete 2009, dass Huminstoffe als
Stressoren anzusehen sind. In geringen Konzentrationen wirken sie jedoch
lebensverlangernd und erhéhen die Reproduktionsrate von M. macrocopa
(hormetische Effekte). Besonders eindeutige Ergebnisse wurden im
Zusammenhang mit dem Vorhandensein von Dichtestress erzielt, was ein
Hinweis auf eine multiple Stress-Resistenz ist.

Eine Studie von Hansen et al. 2008 zeigte, dass elementar mangelhafte
Futterqualitat die Toxizitdt von Fluoxetine auf D. magna reduziert. Hansen
und seine Kollegen 2008 fanden eine starke Interaktion zwischen Fluoxetine
und dem C:P-Verhéltnis des Algenfutters aufs Uberleben von D. magna
wahrend des 2-wochigen Experimentes. In Abwesenheit von Fluoxetine
reduzierte der geringe P-Gehalt des Algenfutters die Uberlebensrate der
Versuchstiere, wahrend steigende Konzentrationen von Fluoxetinen zu einer
Senkung der Uberlebensrate der Versuchstiere fiihrten, die mit ausreichend
Phosphor im Algenfutter geflttert wurden. Interaktive Effekte zwischen der
elementaren Futterqualitdt und Fluoxetinen wurde ebenfalls in Bezug auf
Wachstum und Reproduktion von D. magna beobachtet. Da Backerhefe S.
cerevisiae ein schlechtes Futter fir Zooplankton ist und die Huminstoffe eine
toxische Wirkung haben (Cazenave et al. (2006), kénnten die Ergebnisse
dieser Arbeit die Aussage der oben genannten Hansen-Studie akzeptieren

und/oder unterstitzen.

Zwischen den mit Backerhefe S. cerevisiae gefltterten Versuchstieren und
denjenigen, die mit Backerhefe plus Vitamin C (Ascorbinsaure) gefittert
wurden, gab es kaum Unterschiede (sowohl im Uberlebenstest als auch im
Reproduktionstest). Vermutet wird, dass entweder HuminFeed® photolytisch
abgebaut wird und dadurch ROS (reactive oxygen species) gebildet werden
(siehe Steinberg & Paul 2008). Dann hatte Vitamin C (bei Futterung mit
Béckerhefe plus Vitamin C) als Radikalfanger die im Medium gebildeten ROS
statt die unter HuminFeed®-Stress im Koérper der Versuchstiere gebildeten
ROS gefangen.
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Backerhefe S. cerevisiae enthalt Ascorbinsadure oder &hnliche spontane
Anitoxidanzien wie zum Beispiel Erythroascorbinsdure (Huh et al. 1998;
Amako et al. 2006). Daher ware anzunehmen, dass die in Bé&ckerhefe
Ascorbinsdure bzw. Erythroascorbinsdure die kaum unterschiedlichen
Ergebnisse zwischen dem Futter (Backerhefe plus Vitamin C) und dem
Futter (Backerhefe ohne Vitamin C) erklaren kénnte.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Ergebnisse der
Laborexperimente die Eingangs gestellte Hypothese der Beeinflussung der
Lebensparameter von D. magna durch die Nahrungsbedingungen bzw. durch
HuminFeed® teilweise signifikant bestatigt werden konnte. Verschiedene
Lebensparameter, wie die GelegegréBe bzw. die Nachkommenrate und das
Uberleben der Versuchstiere, zeigten sich von der Futterqualitdt und der
HuminFeed®-Konzentration beeinflusst. Andere Lebensparameter, wie die
Dauer der Entwicklung bis zur Reife, waren von den Nahrungsbedingungen
offenbar nicht beeinflusst.
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5 Schlussfolgerung

Die am Anfang dieser Arbeit aufgestellte Hypothese, dass Daphnien, die mit
der Mikrogrtinalge Pseudokirchneriella subcapitata gefuttert wurden, bessere
Reproduktion und Uberlebenschance aufweisen wiirden als Daphnien, die
mit Backerhefe Saccharomyces cerevisiae oder Backerhefe plus Vitamin C
geflttert wurden, kann mit den gewonnenen Resultaten nur bezlglich des
Reproduktionstests bestatigt werden (Tabelle 10).

Versuchstiere, die mit Backerhefe geflttert wurden, haben tendenziell langer
Uberlebt als die Versuchstiere, die mit der Mikrogrinalge P. subcapitata

geflttert wurden.

Uberdies wurde erwartet, dass die Lebensparameter der Versuchstiere in
Anwesenheit von HuminFeed® schlechter ware im Vergleich zu den
Lebensparametern der Versuchstiere, die ohne HuminFeed® eingesetzt

wurden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten diese Hypothese nur im
Reproduktionsversuch auf Mikrogrinalge P. subcapitata (Abbildungen 10
und 11) unterstitzen. Unter den Bedienungen dieser Arbeit (z. B. Dichte der
Versuchstiere: 5 Versuchstiere pro 100 ml Kolben) hat HuminFeed® keinen
signifikanten Einfluss auf die Lebensdauer der Versuchstiere, wenn die
Versuchstiere mit P. subcapitata gefuttert wurden (Abbildung 9).

Bei Versuchstieren, die mit Backerhefe S. cerevisiae oder Backerhefe plus
Vitamin C geflttert wurden, spielte HuminFeed® eine positive Rolle, denn
sowohl die Reproduktionsrate als auch die Uberlebensrate waren deutlich
(teilweise signifikant) bei den Versuchstiere mit HuminFeed®-Zusatz erhéht.
Die Ergebnisse dieser und bereits publizierter Arbeiten (siehe Diskussion)
lassen den Schluss zu, dass HuminFeed® eine Verlangerung des Lebens
von den Organismen im SuBwasser bewirken kann. Da Nicht alle
Huminstoffqualititen gleich wirken, sind noch die Einflisse der
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verschiedenen Huminstoffpraparate auf die Lebensparameter von D. magna

als Modellorganismus zu testen.

Um eine bessere Aussage und genauere Ergebnisse zu erfassen, wird
empfohlen, nur ein Versuchstier in 100 ml Glaschen zu halten, um Fehler
zum Beispiel bei der Ermittelung der Nachkommenzahl pro Weibchen zu
vermeiden, da die Nachkommen nicht bei allen Versuchstieren, trotz ihres
gleichen Alters, gleichzeitig schlipfen. Auch 5 Versuchstiere pro 100 ml
Glaschen flihren zu Dichtestress, was sich zum Beispiel auf die
Uberlebenschance auswirkt und zur Ephippien-Produktion fiihren kénnte.
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Anhang

Einige Schritte der Versuchdurchfihrung auf Mikrogrinalge
Pseudokirchneriella subcapitata

Algenmedium

Als Nahrmedium zur Algenkultivierung wurde das Frischwasser Medium
FWO04-Medium (Nicklisch et al. 2008) verwendet (Tabelle 6). Zur Herstellung
von 5 Liter des N&ahrmediums wurde in 1 Liter Reinstwasser
(Reinstwasseranlage PRO 90 CN, Seralpur, Burladingen) Calciumcarbonat
(CaCO3) unter CO,-Zusatz und Rihren geldst. Mit weiteren 3.5 | destilliertes
Wasser wurden die anderen Makroelementen zugegeben. Dazu kamen die
Spurenelemente, die fUr eine konzentrierte Stammlésung in Salzsaure (0.1
N) gel6ost wurden. Zudem wurde Eisen- und Natrium-EDTA zugeflgt, das in
destilliertem Wasser geldst und dann nach kurzem Aufkochen (Mikrowelle)
ebenfalls als Stammlésung aufbewahrt wurde. AnschlieBend wurde 0.5 ml
SeO; (in Konzentration von 0.007 g/100ml) zugeflgt, dann mit destilliertem
Wasser auf 5 | aufgeflllt und sterilfiltriert (Glassfibre Prefilter; Cellulose-
Acetat-Filter 0.2 um PorengréBe, Sartorius, Géttingen). Die Aufsatze mit dem
Filter und die Mediumvorratsflaschen wurden vor der Filtration schon
autoklaviert (Sysrec 5050ELV, Tuttnauer, Wettenberg). Die Sterilfiltration des
Nahrmediums wurde unter der Laminarbox durchgefihrt. Im Kuihlschrank
(dunkel, 6 °C) wurde das N&hrmedium bis zur weiteren Verwendung
gelagert. Im Gleichgewicht mit der Luft bei 20 °C sollte pH-Wert von ca. 8.3
betragen.

Algenkultivierung

Die Algen wurden in einer batch-Kultur (diskontinuierliche Kultur) kultiviert
(Kohl und Nicklisch 1988). Um die Algen unter weitgehend sterilen

Bedingungen zu kultivieren und Kontaminationen zu vermeiden, wurden die
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hier verwendeten GefaBe autoklaviert. Autoklavierte Erlenmeyerkolben mit
einem Volumen von 500 ml wurden jeweils unter der Laminarbox mit
Algenmedium beflllt, mit einer kleinen Menge (ca. 30 ml) der Stammkultur
der Mikrogrinalge P. subcapitata angeimpft und dann mit einem
Silikonstopfen verschlossen (Abbildung 6). In den Silikonstopfen wurden zwei
Lécher gestochen: ein Loch fur die Luftabfuhr (Gber ein zweifach rechtwinklig
gebogenes Glasréhrchen), das zweite Loch war Uber Schlauche und
Filtervorsatz (Midisart 2000, 2 um Porengr6Be, Sartorius, Géttingen) mit
einer Gasférderpumpe (VEB ELMET HETTSTEDT, DDR) verbunden. Die
zugefihrte Luft wurde durch Aktivkohle, Glaswolle und Filtervorsatze
gereinigt. Unter Standardlaborbedingungen bei einer Temperatur von 21+1
°C und 24 h Dauerlicht wurden die Algen im Daphnienzuchtraum kultiviert.
Als Lichtquelle dienten Leuchtstoffrohren (cool white und warm white, L36
W/20 von Osram, Miinchen oder von Lampi).

Algenbiovolumenbestimmung

FOr die Bestimmung des Biovolumens (mm?3/l) der Mikrogrinalge P.
Subcapitata stand ein Zellanalysesystem (CASY1, Schéarfe, Reutlingen,
Deutschland) zur Verfigung. Dieses ist in der Lage, Anzahl und mittleres
Volumen der einzelnen Zellen der Alge zu bestimmen und daraus das
Biovolumen abzuleiten. Die weitere Bestimmung des Biovolumens erfolgte
jedoch am Photometer (Eppendorf Geratebau GmbH, Hamburg,
Deutschland). Die Extinktion wurde bei 546 nm gemessen. Der Nullabgleich
wurde mit destilliertem Wasser durchgefihrt. Die Messungen am CASY1
dienten der Erstellung einer Eichkurve zur photometrischen Messung. Es
wurde eine Verdlinnungsreihne mit 7 verschiedenen Konzentrationen
hergestellt. Die mit dem Photometer ermittelte Extinktion und das
zellanalytisch bestimmte Biovolumen wurden so zueinander in Beziehung
gesetzt, dass eine Eichkurve ermittelt werden konnte (Abbildung A). Deshalb
war in allen weiteren Biovolumenbestimmungen nur die photometrische
Messung erforderlich. Anhand der Eichkurve war es moglich eine konstante
Dosierung der Futteralge wahrend der Versuchsdauer beizubehalten.
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Abbildung A: Korrelation zwischen Biovolumen und Extinktion von P. subcapitata

In dieser Arbeit sollte ermittelt werden, wie sich unterschiedliche
Futterqualitdten plus chemischer Stress durch HuminFeed® auf die
Langlebigkeit und Fruchtbarkeit von D. magna auswirken. Deshalb wurde
darauf geachtet, dass die Konzentration der Futteralge wéahrend des
gesamten Zeitraumes dieser Arbeit mdglichst identisch blieb (ca. 8 mm3/I
Biovolumen; entspricht ca. 8 mg/l Biomasse). Die Algenfutterkonzentration
wurde durch Verdinnen einer entsprechenden Menge Algensuspension mit
dem Daphnienmedium erzeugt. Sowohl Uber die Biovolumenbestimmung als
auch Uber die Farbe der Algensuspension wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase wurde die Futterkonzentration in den Versuchen ermittelt.
6 bis 7 Tage nach dem Ansetzen der Algenkulltur wurden ca.100 bis 150 ml

Algensuspension einem 1 Liter Daphnienmedium zugesetzt.
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