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1 Zusammenfassung

In den letzten Jahren wurde der marine Lebensraum als Quelle zahlreicher neuer
Naturstoffe mit besonderen biologischen Eigenschaften, vor allem fiir pharma-
zeutische Anwendungen, erforscht. Uber 18.000 neue Naturstoffe aus marinen
Organismen wurden beschrieben. Schwimme (Porifera) stellen dabei mit etwa

6.700 beschriebenen Substanzen die wichtigste Quelle dar.

Die meisten bioaktiven Naturstoffe erreichen jedoch nur die priklinische bzw.
erste klinische Phase, da in der Regel nicht ausreichend Substanzmenge zur Ver-
fiigung stehen, um weiterfithrende Untersuchungen durchzufiihren. Griinde sind
die geringen Konzentrationen der Naturstoffe im Schwammgewebe in Kombina-
tion mit geringen natiirlichen Ressourcen an Schwammbiomasse. Die Alternative
durch chemische Synthese an ausreichend Substanzmenge zu gelangen scheitert
oft aufgrund der komplexen Molekiilstrukturen. Ein Ansatz dieses Nachschub-
problem zu l6sen ist die biotechnologische Produktion von Schwammbiomasse
unter definierten und kontrollierten Bedingungen. Die Strategie, die zur Etablie-
rung einer erfolgreichen biotechnologischen Kultivierung von Schwidmmen ver-
folgt wurde, bestand darin, einen geeigneten Modellorganismus zu wihlen, der
pharmakologisch interessante Sekundirmetabolite produziert sowie Kulturbedin-
gungen zu entwickeln, die das dauerhafte Halten gesunder Schwamme unter A-

quarienbedingungen ermdoglicht.

Als Modellorganismus wurde der leuchtend gelbe Schwamm Aplysina aeropho-
ba aus der Klasse der Demospongiae gewdhlt. Die Kriterien, die zur Auswahl
dieser im Mittelmeer weit verbreiteten Art fithrten, waren ihre gut untersuchte
Naturstoffchemie, die gute Verfiigbarkeit durch die Kooperation mit dem Institut
'Ruder Boskovic' und die vergleichsweise guten Kenntnisse ihrer 6kologischen
Anspriiche. Thr Vorkommen in geringen Wassertiefen zwischen einem und
zwanzig Metern erleichterte das Sammeln. Erste positive Erfahrungen in Aqua-

rienkultur sind dokumentiert.
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Schwimme ernédhren sich als aktive sessile Filtrierer von partikuldrer organischer
Substanz wie Pico-, Nanoplankton und Detritus. Diese werden dem umgebenden
Wasser entzogen. Die Partikelaufnahme erfolgt hoch effektiv aber unspezifisch
im GroBenbereich von 0,2 um bis 50 um. Die im Meerwasser enthaltenen Zell-
zahlen in der GroBenordnung von 5 - 10° Zellen - mL™" entsprechen einem Koh-
lenstoffgehalt von etwa 50 pg pro Liter und stellen nur ein bis fiinf Prozent des
gesamten organischen Kohlenstoffes im Meerwasser. Um den Nahrungsbedarf zu
decken, miissen daher Wassermengen von bis zum 1000-fachen des Eigenvolu-

mens pro Stunde filtriert werden.

Schwiamme zeigen relativ geringe Wachstumsraten, bei A. aerophoba etwa eine
Verdoppelung der Schwammbiomasse innerhalb eines Jahres. Uber die Bestim-
mung der Massenbilanz wurde versucht zu bewerten, ob es unter kiinstlichen Be-
dingungen moglich sein konnte, Wachstum zu ermoglichen. Dazu wurden die
Partikelaufnahmeraten fiir zwei Modellfutterpartikel bestimmt. Die sich daraus
berechnenden Kohlenstoffaufnahmeraten wurden zur Bilanzierung mit den ermit-

telten Respirationsraten verwendet.

In den durchgefiihrten Messreihen zur Bestimmung der Respirationsraten wurden
Einflussfaktoren wie Temperatur, Kultivierungsdauer und Beleuchtungsintensitit

einbezogen.

Die ermittelten Respirationsraten lagen fiir A. aerophoba in der GréBenordnung
von 0,63 bis 1,25 pmol O, - mL™" - h™" und sind vergleichbar mit denen von Reis-
wig (1974) publizierten Werte von 0,89-bis 3,03 umol O, - mL™" - h™",

Sauerstoffverbrauchsraten mariner Invertebraten sind temperaturabhingig und
unterscheiden sich bei unterschiedlichen Schwammarten. Die Ergebnisse der Re-
spirationsraten  fiir  unterschiedliche Temperaturen zeigten auch fiir

A. aerophoba, wie erwartet, eine Zunahme bei ansteigender Temperatur.

Die Untersuchung der Respirationsraten in Abhingigkeit der Kulturdauer ergab,
dass nach zwei Wochen unter Kultivierungsbedingungen die durchschnittlichen
Werte fiir A. aerophoba auf 50 % der Ursprungswerte zuriickgingen. Als Ursa-

che konnen Aktivitdtsverlust und Degenerationserscheinungen diskutiert werden.
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Die Beleuchtungsintensitit zeigte einen deutlichen Einfluss auf die Respirations-
raten von A. aerophoba. Schwache Beleuchtungsintensititen von 10 pE - m™- 5™
oder weniger fiihrten zu einem Nettosauerstoffverbrauch. Bei hoheren Beleuch-
tungsintensitdten zeigten die untersuchten Schwidmme jedoch eine Sauerstoffpro-

duktion. Ab Beleuchtungsintensititen von etwa 1000 pE - m™- s

zeigten alle
untersuchten Schwiamme eine Nettosauerstoffproduktion. Diese sind offensicht-
lich durch die Anwesenheit der im corticalen Schwammgewebe assoziierten pho-

tosynthetisch aktiven Mikroorganismen beeinflusst.

Basierend auf den Ergebnissen der Respirationsraten wurde die zu erwartende
Biomasseabnahme fiir Individuen ohne Nahrungsversorgung berechnet. Der ge-
messene Biomasseverlust stimmte sowohl mit der Kalkulation als auch mit den
empirischen Beobachtungen iiberein. Die Schwdmme zeigten eine Abnahme der
Biofeuchtmasse zwischen 0,3 % und 0,4 % pro Tag. Entsprechende Werte der
Biomasseabnahme wurden auch unter ungiinstigen Bedingungen in der Natur
beobachtet und bestitigen die Hypothese von Walter Arndt (1928). Er fiihrt als
Hauptursache fiir das Eingehen von Schwimmen in Aquarien die mangelnde
Versorgung mit Futterpartikeln auf. Entscheidend sind dabei vor allem Art, Gro-

Be und Konzentrationen der zugegebenen Futterpartikel.

Hohe Konzentrationen an Algen und Bakterien fithren im Allgemeinen zu einer
Reduktion der Filtrierleistung der Schwdmme und einer Behinderung der Nah-
rungsaufnahme durch eine Verstopfung des Kanalsystems. Bei groBBeren Futter-

partikeln ist dies bereits bei niedrigeren Konzentrationen der Fall.

Entsprechende Filtrationsversuche wurden mit zwei typischen marinen Mikroal-
gen durchgefiihrt. Es handelte sich dabei um die marine kokkoide Cyanobakterie
Synechococcus sp. mit einer durchschnittlichen Gré3e von 1 pm und der marinen
Diatomee Phaeodactylum tricornutum mit einer durchschnittlichen Grofle von

S um.

Die Filtrationsrate von A. aerophoba stieg bis zu einer Konzentration von
1-10°Zellen - mL" fiir Synechococcus sp. an. Die maximal gemessene Filtrati-
onsrate lag bei 3,4 mL - mL"- min"'. Partikelkonzentrationen iiber 5 - 10° Zel-

len- mL! fithrten zu einem starkem Abfall der Filtrationsraten.
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Eine vollige Inaktivitdt der Versuchsschwidmme wurde bei Konzentrationen iiber
1 - 107 Zellen - mL™' beobachtet. Im Gegensatz zu den beobachteten Effekten der
Inhibierung der Filtrationsraten bei der Verwendung von Synechococcus sp. zeig-
ten die Schwidmme bei P. tricornutum Filtrationsaktivitit bis zu einer Konzentra-
tion von 1,3 - 10’ Zellen - mL™'. Die maximal erreichten Filtrationsraten lagen mit
einem Maximalwert von 1,5 mL - mL" - min' bei etwa der Hilfte der fiir Syne-
chococcus sp. ermittelten Raten. Obwohl die Filtrationsraten fiir Synechococ-
cus sp. im Vergleich zu P. tricornutum hoher waren, ergaben sich fiir die resul-

tierenden Kohlenstoffaufnahmeraten deutlich niedrigere Werte.

Die berechneten Kohlenstoffaufnahmeraten fiir A. aerophoba lagen bei Verwen-
dung der Mikroalge P. tricornutum bis zu drei Zehnerpotenzen iiber denen der
Cyanobakterie Synechococcus sp.. Der Maximalwert der Kohlenstoffaufnahme-
rate pro Stunde betrug fiir P. tricornutum 424 pmol - C - mL™ Schwammfeucht-

gewicht.

A. aerophoba ist in der Lage mit P. tricornutum als alleinigem Futterorganismus
seine Massenbilanz zu decken. Diese Mikroalge scheint als alleinige Nahrungs-
quelle vielversprechend. Sie findet auch bei Marikulturen als wertvoller Futter-
organismus Verwendung. Ob P. tricornutum die qualitativen Anforderungen von

A. aerophoba dauerhaft abdecken kann, bleibt offen.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit wurden die quantitativen Grundlagen zum
besseren Verstindnis des Energiestoffwechsels der Schwimme der Art

A. aerophoba unter artifiziellen Bedingungen geschaffen.

Zum aktuellen Zeitpunkt der Forschung sind biotechnologische Verfahren zur
Produktion schwammspezifischer Naturstoffe kaum oder nur in Grundziigen
vorhanden. Es bestitigte sich, dass die in vivo Schwammkultivierung eine grofie
Herausforderung darstellt. Es konnte keine Biomassezunahme bei der untersuch-
ten Art A. aerophoba erreicht werden, da die erforderlichen hohen Futterparti-
kelzahlen von Mikroalgen nicht in ausreichender Quantitit dauerhaft zur Verfii-
gung gestellt werden konnten. Dennoch zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass
A. aerophoba unter artifiziellen Bedingungen seine Massenbilanz iiber partikula-

re organische Substanzen decken kann. Zusitzlich ist A. aerophoba in der Lage,
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durch seine assoziierten photosynthetisch aktiven Mikroorganismen bei ausrei-

chender Beleuchtung eine positive Massenbilanz zu erreichen.

Bei der Arbeit zur Kultivierung funktioneller Schwiamme konnte mit dem Mo-
dellorganismus A. aerophoba ein dauerhafter Kultivierungserfolg erzielt werden.
Die groBte Schwierigkeit bei der Kultivierung des Schwammes A. aerophoba
besteht darin, dass bei Nahrungsmangel sehr schnell Degenerationserscheinun-
gen auftreten. Die Degenerationserscheinungen fithren zum Verlust der Funktio-
nalitit, eine Futterpartikelaufnahme ist nicht mehr moglich und die Biomasse

wird reduziert.

In Kombination mit den aus dieser Arbeit erstmalig verfiigbaren quantitativen
Daten fiir die Massenbilanz von A. aerophoba konnen diese als Grundlagen fiir
weiterfithrende Untersuchungen in Hinblick auf die qualitativen Wasserparame-
ter dienen, da auch geldste Wasserinhaltstoffe das Wachstum von Schwimmen

beeinflussen.

Der Einfluss von geldsten organischen Substanzen auf den Metabolismus von
Schwidmmen ist aus 0kologischen Freilanduntersuchungen bekannt. Diese kon-
nen moglicherweise von Schwiammen aufgenommen werden. Ob sie dabei je-
doch einen wesentlichen Beitrag zur Stoffwechselbilanz von Schwidmmen leis-
ten, ist nicht eindeutig geklirt und konnte im Umfang dieser Arbeit nicht ndher

bearbeitet werden.

Bislang existieren keinerlei systematischen Untersuchungen zu Auswirkungen
verschiedener Wasserinhaltsstoffe auf Schwiamme, aber bei den wihrend der
Durchfiithrung der Arbeit gemachten empirischen Beobachtungen zeigte sich ein
negativer Einfluss von so genannten Gelbstoffen auf den Kultivierungserfolg.
Diese Gelbstoffe akkumulieren im Wasserkreislauf, insbesondere bei den be-
rechneten hohen Futtermengen, und scheinen einen negativen Einfluss auf die

Pumpaktivitit der Schwidmme zu haben.

Die Weiterentwicklung des bestehenden erfolgreich etablierten Systems zur

Schwammkaultivierung sollte dahingehend iiberarbeitet werden.
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Ein Losungsansatz konnte die Etablierung einer kontinuierlichen Futterstrategie
sein, die in Kombination mit einer kontinuierlichen Wasseraufbereitung die Ak-
kumulation von Gelbstoffen verhindert. Es wire ein Aufbereitungskonzept vor-
stellbar, welches basierend auf einer zweistufigen Membranfiltration fiir den
Riickhalt von Bakterien und Algen im Becken sorgt und gleichzeitig zur weiter-
gehenden Elimination hohermolekularer geldster organischer Stoffe eingesetzt

werden kann.

Mit der Kombination des neuartigen Aufarbeitungskonzepts und den in dieser
Arbeit ermittelten quantitativen Nahrungsanspriichen von A. aerophoba, konnte

es zukiinftig gelingen, auch die qualitativen Nahrungsanspriiche zu untersuchen.
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2 Einleitung

Marine Schwamme sind als Quelle zahlreicher neuer Naturstoffe in den Fokus

der pharmakologischen Wirkstoffforschung geriickt.

Die Nutzung von Wirkstoffen aus der Natur ist dem Menschen seit Jahrtausenden
bekannt. Bis Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts wurden pharmazeutisch wirk-
same Substanzen zum groften Teil aus terrestrischen Pflanzen gewonnen und
chemisch weiterentwickelt. In den 1980er Jahren wurden mit Hilfe der kombina-
torischen Chemie neue Wirkstoffe konstruiert und optimiert. Gemessen an den
Entwicklungskosten und der Anzahl konstruierter Substanzen war die Ausbeute
wirksamer und gut vertriglicher Pharmazeutika jedoch duflerst gering (Feher and
Schmidt, 2003).

Auch heute noch spielen Naturstoffe eine wichtige Rolle bei der Entwicklung
neuer vielversprechender Medikamente zur Behandlung von Humankrankheiten
(Newman and Cragg, 2007). Das durch Bergmann in den fiinfziger Jahren des
letzten Jahrhunderts entdeckte Arabinose-Nukleosid war die treibende Kraft fiir
die Entwicklung von beispielsweise Ara-A und Ara-C, welche die ersten direkten
Anwendungen von Naturstoffen aus marinen Invertebraten als Medikament der
Humanmedizin darstellten (Bergmann and Feeney, 1951; Blunt et al., 2008).
Aber erst durch moderne Untersuchungsmethoden in den 1990er Jahren eroffnete
sich der marine Lebensraum als vielversprechende Quelle bisher unbekannter
Naturstoffe fiir die Humanmedizin. Im Gegensatz zu den terrestrischen Natur-
stoffen, welche hauptsichlich in Pflanzen gefunden werden, finden sich im mari-
nen Lebensraum diese Naturstoffe iiberwiegend bei Invertebraten. Schwimme
bieten in der Gruppe der marinen Invertebraten das groBte Potenzial an neuen
Naturstoffen wie zum Beispiel gegen Krebs und AIDS, aber auch vielen anderen

Indikationsgebieten.

Die Kultivierung mariner Schwamme begann bereits Ende des 19. Jahrhunderts.
Marikulturen dienten der Gewinnung von Badeschwdmmen der Art Spongia offi-

cinalis. Doch nach dem Auftreten epidemieartiger Erkrankungen und der Einfiih-
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rung von ,,Kunstschwdmmen* ging diese Art der Badeschwammgewinnung zu-
riick (Pronzato, 1999).

Mit der Entdeckung zahlreicher neuer Naturstoffe in Schwidmmen wurde eine
Renaissance der Schwammkultivierung eingeleitet. Heute beschéftigen sich Ver-
offentlichungen zu neu entdeckten Wirkstoffen in erster Linie mit Naturstoffen
aus Schwiammen und es wird ein steigendes Interesse an Stoffwechselprodukten

aus deren assoziierten Mikroorganismen verzeichnet (Blunt ef al., 2008).

Aplysina aerophoba beispielsweise, die in dieser Arbeit eingehend untersucht
wird, enthilt einen bromierten niedermolekularen Wirkstoff, das Aeroplysinin-1.
Obwohl Aeroplysinin-1 im Handel erhiltlich ist, kann es nur durch Extraktion

aus Schwammgewebe gewonnen werden.

Doch die geringen Substanzmengen im Schwammgewebe stellen das Hauptprob-
lem fiir die Entwicklung neuer Medikamente aus Naturstoffen aus Schwimmen
dar (Munro et al., 1999). Die gewonnenen Substanzmengen sind fiir die Durch-
fiihrung der notwendigen klinischen Studien oft zu gering und verhindern damit
weitere Untersuchungen zu den pharmakologischen Eigenschaften dieser vielver-

sprechenden Naturstoffe.

Aus biotechnologischer Sicht lassen sich drei Wege zur Gewinnung von bioakti-
ven Substanzen aus Schwidmmen unterscheiden. Zum einen die Produktion direk-
ter Genprodukte wie Proteine, die iiblicherweise durch rekombinante Expression
in geeigneten Mikroorganismen produziert werden. Zweitens die Produktion der
Sekundédrmetabolite durch schwammassoziierte Mikroorganismen, die nach Iso-
lation aus Schwammgewebe in Reinkulturen kultiviert werden. Drittens
schwammspezifische Sekundédrmetabolite, die ausschlieBlich durch Extraktion
aus Schwammbiomasse zu gewinnen sind. Die weltweit vorkommende Menge an
Schwammbiomasse reicht in der Regel nicht aus, um ausreichende Mengen an
Naturstoffen zu extrahieren. Aus diesem Grunde wurden unterschiedliche An-
strengungen unternommen, nachhaltige Methoden zur Produktion von

Schwammbiomasse zu entwickeln (Osinga et al., 1999).

Eine mogliche Methode, um ausreichende Mengen an Sekundédrmetaboliten aus

Schwidmmen fiir pharmazeutische Anwendungen bereitzustellen, ist die ex-situ
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Kultur. Funktionelle Schwidmme konnten bisher bis auf wenige Ausnahmen nicht
erfolgreich iiber einen lingeren Zeitraum vermehrt werden. Die Griinde hierfiir

sind jedoch weitgehend unbekannt.

Bereits 1928 vermutete Prof. Walther Arndt, Direktor des Berliner Aquariums,
dass im Aquarium gehaltene Schwidmme an unzureichender Nahrungsversorgung
verenden. Die Auswahl des geeigneten Futters und die Berechnung und Bereit-
stellung der entsprechenden Futtermenge scheinen ein Schliisselfaktor fiir die

biotechnologische Kultivierung zu sein (Arndt, 1928).

Als aktive sessile Filtrierer verfiigen Schwimme iiber eine energieeffiziente Er-
nidhrungsstrategie und spielen eine wichtige Rolle fiir die Wasserkldrung (Mila-
nese et al., 2003). Die Nahrungsaufnahme erfolgt durch Phagozytose kleinster
Partikel von Zoo-, Phyto- und Mikroplankton, Bakterien und Detritus als auch
durch Absorption von geldster organischen Materie (dissolved organic matter,
DOM) (Pile et al., 1996; Pile, 1997; Yahel et al., 2003). Dabei unterscheiden
Schwidmme zwischen den aufgenommenen Futterpartikeln. Nicht symbiotische
Bakterien werden im Gegensatz zu symbiotischen Bakterien bevorzugt verdaut,
wie Wilkinson ef al. (1984) an Fiitterungsversuchen mit markierten Bakterien

zeigen konnte.

Die Pumpleistung von Schwammen kann pro Tag das 1000-fache des Eigenvo-
lumens betragen. Darum haben Schwimme einen entscheidenden Einfluss auf
die Wasserreinigung im Littoral (Reiswig, 1974a). Schwdamme haben anderen
Filtrieren gegeniiber den Vorteil, dass sie nicht nur enorme Mengen an Wasser
prozessieren konnen, sondern die darin enthaltenen Partikel auch sehr effizient
zuriickhalten. Sie stellen deswegen in néhrstoffarme Lebensrdumen, wie Koral-
lenriffen, die dominierende Gruppe an filtrierenden Organismen dar (Bergquist,
1978). Fiir viele Schwammarten ist nachgewiesen worden, dass sie eine grof3e
Anzahl an assoziierten Mikroorganismen beherbergen, die sowohl fiir die Erndh-
rung der Schwiamme als auch bei der Bildung der Naturstoffe eine wichtige Rolle
spielen (Hentschel et al., 2001; 2003; 2006). Der Anteil dieser Mikroorganismen

kann bis zu 40 % der Biomasse eines Schwammes ausmachen.
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Unzureichend sind bisher die methodischen Grundlagen um die biotechno-
logische Kultivierung mit geeigneten Messmethoden im Labor- oder Industrie-

mafstab zu verfolgen.

Ziel meiner Arbeit war, grundlegende Untersuchungen zur biotechnologischen
Kultivierung von Schwidmmen am Modellorganismus A. aerophoba durchzufiih-
ren, die Aussagen iiber die quantitativen Anforderungen von Schwidmmen unter
ex-situ Bedingungen ermdglichen sollte. Anhand der Bestimmung von Respirati-
onsraten unter verschiedenen Bedingungen wie Temperatur und Beleuchtungsin-
tensitdt sowie der Ermittlung von Filtrationsraten fiir ausgesuchte Futterpartikel
und damit die Machbarkeit der biotechnologischen Kultivierung beurteilt wer-
den. Durch Bestimmung der quantitativen Randbedingungen sollten Vorschlige
zur Auslegung einer Anlage zur Produktion von Schwammbiomasse unter artifi-

ziellen Bedingungen abgeleitet werden.

Die Versuche wurden am Modellorganismus A. aerophoba, einem weit verbrei-
teten Schwamm des Mittelmeerraumes durchgefiihrt. Die Auswahl des Modell-
organismus A. aerophoba erfolgte aufgrund der guten Verfiigbarkeit durch die
Kooperation mit dem Institut 'Ruder Boskovi¢' in Rovinj, Kroatien, der Kenntnis
der okologischen Bediirfnisse und dem vielversprechenden Naturstoffpotential

dieser Schwammart.
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3 Grundlagen

3.1 Naturstoffchemie

Durch seine groBe Biodiversitit ist der marine Lebensraum eine grofe Quelle
interessanter Naturstoffe. Schwamme stellen die Gruppe mariner Invertebraten
mit der groften Zahl an interessanten bioaktiven Naturstoffen (Faulkner, 2001).
Die extrahierten Molekiile zeigen unter anderem antibakterielle und antivirale
Eigenschaften (Faulkner, 2002; Proksch et al., 2003; Mayer and Hamann, 2004).
Ara-C, eine aktuelles Medikament in der Phase der klinischen Priifung fiir die
Behandlung von Krebserkrankungen, ist eine Modifikation eines Naturstoffes der

aus dem marinen Schwamm Tethya crypta isoliert wurde (Schmitz, 1994).

Schwimme sind durch ihre sessile Lebensweise starkem okologischen Druck
ausgesetzt. Der kompetitive Kampf mit anderen Schwammarten um Lebensraum,
das Verhindern von Aufwuchs durch Algen, das Unterbinden von schédlichen
Biofilmen durch Mikroorganismen, so genanntes Biofouling, sowie Schutz gegen
Frafeinde haben zur Evolution verschiedenster chemischer Abwehrstoffe ge-
fiihrt.

In den letzten 30 Jahren lésst sich eine explosive Zunahme an Verdffentlichun-
gen zu neu entdeckten Naturprodukten aus marinen Organismen zu verzeichnen.
Mehr als 18.000 Naturstoffe wurden aus marinen Quellen isoliert und beschrie-
ben (Blunt et al., 2008). Jahrlich werden hunderte Neue entdeckt, allein im Jahre
2005 wurden 812 neue Naturstoffe publiziert (Blunt et al., 2007). Thre oft hoch-
komplexen Molekiilstrukturen mit speziellen funktionellen Gruppen sind in ter-
restrischen Sekundirstoffen unbekannt (Gunasekera ef al., 1990; Proksch, 1994;
Edrada er al., 1996; Faulkner et al., 2000; Proksch et al., 2003). Die neuen Sub-
stanzen zeigen antibakterielle, antikoagulative, antimalariale, antivirale, cytotoxi-
sche, fungizide, entziindungshemmende und immunsuppressive Wirkungen
(Mayer and Hamann, 2004).

Im Fokus der Forschung im Hinblick auf ihre pharmazeutische Anwendung fin-

den sich Substanzen wie Stevensin aus Axinella currugata und Teichaxinella



16 3 Grundlagen

morchella (Andrade et al., 1999), Halichondrin B aus Arten der Gattung Hali-
chondrin, Axinella, Phakellia, Lissodendoryx (Hart et al.,2000) sowie Disco-
dermolid aus dem karibischen Schwamm Discodermia dissoluta zur Krebsbe-
handlung (Gunasekera et al., 1990; Martello et al., 2000) und Sekunddrmetaboli-

te aus Dysidea avara mit antiviralen Eigenschaften gegen HIV (Faulkner, 2001).

Der Biosyntheseweg der meisten Substanzen ist hochkomplex und weitgehend
unklar. Durch die Anwesenheit assoziierter Mikroorganismen in Schwiammen ist
es oft schwer zu erkennen, wie es zur Biosynthese der gefundenen Substanzen
kommt. Der Naturstoffchemiker John Faulkner untersuchte die Lokalisation der
bioaktiven Stoffe in Schwimmen und fand heraus, dass sich sowohl in Bakteri-
enzellen als auch in Schwammzellen bioaktive Substanzen nachweisen lassen.
Zum Teil konnen die Konzentrationen von Sekundédrmetaboliten in isolierten
Zellfraktionen auBerordentlich hoch sein, so dass keine allgemein giiltige Aussa-
ge zu den Orten der Bildung der Sekundédrmetabolite getroffen werden kann
(Faulkner, 1999). Drei Entstehungswege zur Bildung der Sekundidrmetabolite in
Schwidmmen werden diskutiert. Zum ersten die direkte Synthese durch die
Schwammezellen, zweitens die Bildung durch die assoziierten Mikroorganismen
und drittens eine kombinierte Synthese, bei der die Vorstufen in der Schwamm-

zelle produziert und durch ihre Symbionten modifiziert werden.

Vom pharmazeutischen Potential der marinen Naturstoffe ausgehend, konnten in
den nichsten Jahrzehnten hunderte neuer Medikamente fiir die Humanmedizin
entwickelt werden. Jedoch ist erst ein Pridparat im Handel, das Vidarabin, ein
Adenosin-Arabinosid. Dieses Virostatikum stoppt die Replikation der Herpes-
simplex- und Varizella-Zoster-Viren (Reiche, 2003). Der Verbreitung einer gro-
Ben Zahl an bioaktiven Stoffen als Medikament steht das so genannte Nach-
schubproblem entgegen. Zur Durchfiihrung aller notwendigen klinischen Studien
zur Erlangung der Marktreife ist nicht genligend Substanzmenge vorhanden. Dies
liegt an den geringen Konzentrationen der Sekundidrmetabolite im Schwammge-
webe. Eine Verwertung aus natiirlichen Ressourcen ist aufgrund der geringen
Schwammbiomasse im natiirlichen Lebensraum nicht moglich. Diese Problema-

tik soll anhand zweier potenter Naturstoffe skizziert werden.
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Ein gegen Haut- und Eierstockkrebs wirksamer Naturstoff, das Halichondrin B
(Abbildung 3.1), wurde aus dem Schwamm der Gattung Lissodendoryx extra-
hiert. Lissodendoryx sp. enthilt 400 ug Halichondrin B pro Kilogramm Feucht-
gewicht. Um zum Beispiel 25 % aller Melanompatienten zu behandeln, wire eine
Schwammbiomasse von 7.000 Tonnen notwendig. Aus natiirlichen Bestidnden ist
diese Substanzmenge nicht zu gewinnen. Lissodendoryx sp. ist ein seltener
Schwamm und findet sich ausschlieBlich vor der Kaikoura Halbinsel (Mun-
ro et al., 1999). Dumdei et al. (1998) haben errechnet, dass nur 300 Tonnen die-
ser Spezies in der Natur vorkommen. Der Mangel an ausreichend natiirlichen
Substanzmengen fiihrte zu Anstrengungen, Halichondrin B synthetisch herzustel-
len. Durch die Komplexitit des Molekiils und der damit verbundenen hohen An-
zahl an Syntheseschritten ist eine vollstindige chemische Synthese nicht mog-
lich. Es konnten aber einfachere Analoga synthetisiert werden, wie das E7389
(Abbildung 3.1), die dhnliche gute Wirkung wie die Ursprungskomponente zei-
gen (Towle et al., 2001; Zheng et al., 2004). Auf den Webseiten des amerikani-
schen National Institut of Health (http://clinicaltrials.gov) finden sich insgesamt
20 klinische Studien fiir dieses Halichondrin-Analogon E7389. Insgesamt elf
Studien befinden sich in Phase II, wovon sechs in der Rekrutierungsphase und
fiinf Studien in der Testphase sind. Die Indikationsbereiche sind metastasierender
Brustkrebs, Blasenkrebs, Eileiter,- und Eierstockkrebs, Kopf-Hals-Karzinomen,
Lungenkrebs, Prostatakrebs, Pankreaskrebs sowie Weichgewebssarkome. Zwei
Studien haben bereits die Phase III erreicht und befinden sich in der Rekrutie-

rungsphase fiir E7389 mit Indikation gegen metastasierenden Brustkrebs.
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Abbildung 3.1: Strukturformeln der marinen Naturstoffe Halichondrin B mit sei-
nem Strukturanalogon E7389 und Discodermolid.

Ein weiterer vielversprechender Naturstoff, das Discodermolid (Abbildung 3.1),
wurde 1990 durch die Arbeitsgruppe um Shirley A. Pomponi, Dr. Sarath Guna-
sekera und Dr. Ross Longley vom HBOI (Harbor Branch Oceanographic Insti-
tution) in Florida, isoliert. Das Schwammgewebe des bis dahin unbeschriebenen,
karibischen Schwammes Discodermia dissoluta enthilt nur 0,002 % des Wirk-
stoffes, der zudem lichtempfindlich ist. Aus diesem Grunde eignen sich nur
Schwimme aus Tiefen unter 33 Meter zur Extraktion dieses Naturstoffes. Die
ersten beschriebenen Eigenschaften des Discodermolid waren immunsuppressive
und antifungale Wirkungen (Gunasekera et al., 1990). Inzwischen konnte dieser
Wirkstoff die Phase I klinischer Priifungen zur Behandlung von Krebs erreichen.
Er besitzt dhnliche Wirkmechanismen wie Taxol®, ein Wirkstoff aus der Rinde
der Pazifischen Eibe Taxus brevifolia. Dieser wirkt hemmend auf die Teilung der
Mitosespindel in Tumorzellen und fithrt damit zur Apoptose (de Souza, 2004;
Mita et al., 2004). Der Vorteil gegeniiber Taxol® ist, dass Discodermolid auch
bei taxolresistenten Tumoren Wirkung zeigt. Pharmakologische Unterschiede
und Details sind von Martello ef al. (2000) beschrieben. Aber auch hier stoppte
der Mangel an ausreichender Wirkstoffmenge weitere klinische Studien dieses

vielversprechenden Naturstoffs.
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Das HBOI lizenzierte 1998 (+)-Discodermolid an Novartis. Im Jahre 2004 leitete
Novartis die klinische Priifung der Substanz in Phase I ein, die aufgrund der gu-
ten Ergebnisse erfolgreich abgeschlossen wurde (Mita et al.,2004). Aktuell
scheint die chemische Synthese der einzig gangbare Weg zu sein, um die beno-
tigte Menge von 60 g zu gewinnen. Die von Mickel (2007) beschriebene Synthe-
se umfasst 36 Verfahrensschritte. Die synthetisch erlangte Ausbeute entspricht
drei Tonnen Schwammbiomasse, einer Menge die im natiirlichen Lebensraum
nicht verfiigbar ist. Der Aufwand fiir die beschriebene Synthese ist enorm, pro
Kilogramm Wirkstoff werden 300 Tonnen Losemittel und 1600 kg Silikagel ver-
braucht. Nur durch die Entwicklung einer Vollsynthese durch die chemische In-
dustrie war es moglich die benotigten Mengen an Wirkstoff zur Durchfiihrung
klinischer Studien bereit zu stellen (Mita et al., 2004; Loiseleur et al., 2005; Mi-
ckel, 2007; Paterson and Gardner, 2007).

Zur Bewiltigung des Nachschubproblems werden unterschiedliche Ansitze dis-

kutiert, die im Folgenden niher betrachtet werden sollen.

(1) Die oben beschriebenen Ansitze der chemischen Synthese, bei denen nach
erfolgreicher Aufklidrung der Molekiilstruktur das Problem der chemischen Syn-
these zu 16sen ist. Je komplexer die Molekiile sind, umso mehr Synthesewege
sind notwendig, je grofer die Zahl der Synthesewege umso geringer die Ausbeu-
te. Oft ist die wirtschaftliche Ausbeute nicht gegeben, da grole Mengen an Bulk-
chemikalien eingesetzt werden miissen. Hinzu kommt bei komplexen Molekiilen
die Eigenschaft, dass diese mehrere Stereozentren aufweisen, die durch Chroma-
tographietechniken getrennt werden miissen. Dies zieht weitere Verluste der

Ausbeute nach sich.

(2) Kultivierung der aus Schwammgewebe isolierten Mikroorganismen, die
nachweislich die relevanten Wirkstoffe produzieren. Die Kultivierung der
schwammassoziierten Mikroorganismen in Bioreaktoren scheint auf den ersten
Blick eine Alternative darzustellen, aber es lassen sich beispielsweise nur 1 %
der aus dem Gewebe von A. aerophoba isolierten Bakterien im Standard ZoBell-
Medium kultivieren (Friedrich er al., 2001).

(3) Deckung des Bedarfes durch das Ernten natiirlicher Bestdnde. In vielen Fil-

len sind die natiirlichen Bestinde zu gering oder lokal begrenzt. Eine Nutzung



20 3 Grundlagen

dieser Bestinde hitte die Vernichtung natiirlicher Populationen zur Folge. Aus
Griinden der Nachhaltigkeit kommt diese Form der Schwammrohstoffgewinnung

nur fiir die Grundlagenforschung und Untersuchung neuer Wirkstoffe in Frage.

(4) Kultivierung der Schwimme in Marikulturen. Die Vorteile sind die relativ
geringen Kosten und ein ausreichende Versorgung der Schwidmme mit allen le-
bensnotwendigen Nihrstoffen. Nachteilig sind die unkalkulierbaren natiirlichen

Einfliisse wie Stiirme, Temperaturen und Krankheiten.

(5) Kultivierung der Schwidmme unter ex-situ Bedingungen. Der Vorteil sind die
definierten und kontrollierbaren Bedingungen, Schwierigkeiten bereiten jedoch

vor allem die Nahrungsversorgung und die Wasseraufbereitung.

3.2 Biologie der Schwamme

Zum ersten Mal wurden Schwidmme von Aristoteles in seinen Aufzeichnungen
erwihnt. Die Position der Schwidmme im Ordnungssystem der Organismen war
jedoch lange umstritten. Der Erlanger Naturforscher Eugen Johann Christoph
Esper beschrieb die Schwiamme in seinem Buch Die Pflanzenthiere in Abbildun-

gen nach der Natur, mit Farben erleuchtet, nebst Beschreibungen, 1791:

,,Die meisten Naturforscher sind in der Bestimmung des Naturreichs dieses Ge-
schlechts einig, es werden die Saugschwdamme fiir wiirkliche Pflanzen angenom-
men, wenigstens als sehr zweifelhaft unter die Korper von thierischen Organen,

gerechnet ‘.

Im Jahre 1836 gab R. E. Grant dieser Tiergruppe den noch heute giiltigen Namen

Porifera, was so viel bedeutet wie ,,Poren tragend* (lat. porus = Pore, ferre = tra-

gen).
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Ernst Haeckel ordnet bis 1868 die
Schwimme den ,,Pflanzenthieren* zu.
Erst 1896 stellt er die Schwidmme, da-
mals auch Spongien oder Schwamm-
thiere genannt, aufgrund von ontogene-
tischen und histologischen Daten zu
den echten Metazoen. Schwidmme rep-
rdsentieren den Beginn der Evolution
der Vielzeller, Fossilienfunde reichen
bis ins Prikambrium zuriick (Li et al.
1998; Reitner and Worheide 2002).

Die systematische Einteilung der Pori-
fera erfolgt iiberwiegend anhand der in
den meisten Schwidmmen vorhandenen
mineralischen Skelettelementen, den
Spicula und Skleren (Abbildung 3.2).
In den Kieselschwidmmen sind diese
aus Kieselsédure aufgebaut, die in Kalk-
schwimmen bestehen aus Kalziumkar-

bonat.

Abbildung 3.2: Hexactinellida Glas-
schwiamme oder Kieselschwidmme;
(Haeckel, 1904).

Das Phylum Porifera umfasst tiber 15.000 Arten in drei taxonomischen Klassen:

die Demospongia oder Hornschwdmme, die Hexactinellida oder Glasschwdmme
und die Calcarea oder Kalkschwidmme (Hooper and VanSoest, 2003 (2004)).

Die Klasse Demospongia stellt mit 95 % der rezenten Arten die grote Gruppe

der Schwidmme dar, mit iiber 7.000 Arten in 600 Gattungen, darunter drei Sii3-

wassergattungen.

Einen Uberblick iiber die phylogenetischen Zusammenhinge gibt Miiller (1995).
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3.3 Grundaufbau und Funktionsweise

Schwidmme sind urspriingliche Vielzeller, entsprechend einfach ist ihr Korper-
bau. Es finden sich keine Organe, Nerven- oder Muskelzellen, obwohl bei weni-
gen Schwammarten nicht-muskulidre Bewegungseffektoren zu beobachten sind
(Nickel, 2004; Sidri et al., 2004).

Schwiamme konnen als einzigartiges Filtersystem betrachtet werden, bei dem der
gesamte Korper fiir diese Funktion ausgelegt ist. Das Wasser flief3t iiber zahlrei-
che, durch Porozyten geformte Einstromoffnungen, den Ostien, in das verzweigte
Kanalsystem, welche in den Choanozytenkammern oder Kragengeilelkammern
enden. Diese sind im Inneren des Schwammkorpers, dem Endosom oder Choa-
nosom lokalisiert. Das Endosom wird gegen duflere Einfliisse durch das Pinaco-
derm, auch Cortex oder Ektosom genannt, abgeschlossen und geschiitzt (Sara,
1971). Diese duBlere Abschlussschicht wird aus flachen Zellen, den Pinacozyten,
gebildet.

Im Inneren der Choanozytenkammern
finden sich begeiBelte Zellen, die so
genannten Choanozyten (Abbildung
3.3). Durch den Schlag ihres Flagellums
wird eine gerichtete Wasserstromung
erzeugt. Uber das aquifere Kanalsystem
gelangt das Wasser in den inneren Hohl-
raum, dem Atrium. AnschlieBend wird
das Wasser iiber ein Osculum oder meh-
rere Oscula aus dem Schwamm ausge-
tricben. Die Durchstrbmung versorgt

den Schwamm nicht nur mit Nahrungs-

partikeln und Sauerstoff, sondern dient

auch dem Abtransport der Abfallstoffe

(Bergquist, 1978). Abbildung 3.3: Choanozyte
(Bergquist, 1978).
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Die eingestrudelten Futterpartikel werden am Mikrovillikragen der Choanozyten
zuriickgehalten und phagozytiert. Zwischen dem Pinacoderm und den Choano-
derm befindet sich eine gelatindse Matrix, Mesohyl genannt. Es enthilt bewegli-
che Zellen, so genannte Archaeocyten. Diese amoboiden Zellen transportieren
die aufgenommenen Nahrungspartikel im Mesohyl zu den Orten des Bedarfs
(Bergquist, 1978). Durch ihre omnipotenten Eigenschaften sind sie aulerdem in
der Lage, sich in Zellen mit anderen Funktionen umzudifferenzieren, wie zum
Beispiel Sklerozyten die Spicula bilden, oder Spongozyten, welche Spongin bil-
den. Auf Grund der Mobilitit dieser Zellen konnen manche Schwimme ihren

Korper je nach Umweltbedingung mehr oder weniger stark umformen.

Nach Art und Komplexitit des Kanalsystems unterscheiden sich drei Organisati-
onstypen: der Ascontyp (Abbildung 3.4 a), der Sycontyp (Abbildung 3.4 b) und
der Leucontyp (Abbildung 3.4 c). Die beiden einfacheren Korperformen sind bei
Schwidmmen eher selten und konnen auf Grund des schlechten Oberfldchen-
Volumenverhiltnisses nur geringe Korpergrofen erreichen. Beim komplexeren
Leucontyp (Abbildung 3.4 c) ist auf Grund der Morphologie eine deutlich grofe-
re innere Oberfldche vorhanden. Die zufiihrenden Kanile miinden in einem oder

mehreren zentralen Oscula.

Abbildung 3.4: Organisationstypen der Schwamme Ascontyp (a), Sycontyp (b)
und Leucontyp (¢); A (Atrium), CK (Choanozytenkammern); (Wehner und Ge-
ring, 1995).
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Die Fortpflanzung der Porifera kann sexuell oder asexuell erfolgen. Bei der se-
xuellen Fortpflanzung gehen die Eizellen aus somatischen Archaeozyten hervor,
die Spermien vermutlich aus Choanozyten. Die meisten Schwimme sind Herma-
phroditen. Sie besitzen sowohl weibliche als auch ménnliche Gonaden. Die
Spermien werden in das Innere des Schwammes entlassen und mit dem Wasser-
strom ausgestrudelt. Spermien von benachbarten Tieren werden wie Nahrungs-
partikel eingestrudelt, anschlieBend kommt es zur inneren Befruchtung. Entwi-
ckelte Larven werden ins Freie entlassen (Hentschel, 2003). Bei der asexuellen
Vermehrung werden durch Knospung so genannte Gemmulae gebildet (Wehner
und Gering, 1995). Diese Dauerstadien konnen Trocken- oder Kilteperioden ii-

berdauern.

3.4 Der Modellorganismus Aplysina aerophoba

3.4.1 Biologie

Ein Modellsystem sollte eine Anzahl typischer Eigenschaften reprisentieren, die
charakteristisch fiir das Anwendungsgebiet sind, so dass die am Modell gewon-
nenen Ergebnisse stellvertretend dazu dienen konnen, allgemein giiltig angewen-

det zu werden.

In dieser Arbeit wurde A. aerophoba als Modellorganismus ausgewdhlt, da er
einige positive Eigenschaften besitzt. Bei A. aerophoba handelt es sich um eine
hiufige Schwammart im Mittelmeerraum und ist durch die Kooperation mit dem

Institut Ruder Boskovi¢ in Rovinj (Kroatien) gut verfiigbar.

Sein Vorkommen ist auf niedrige Wassertiefen ab etwa einem bis 25 Meter be-
schriankt. Fiir Untersuchungen konnen sie mit Hilfe von Tauchern einfach ge-
sammelt werden. Die okologischen Anforderungen von A. aerophoba sind be-
kannt (Wilkinson and Vacelet, 1979) und ihre Naturstoffchemie ist bereits gut
untersucht (Fattorusso et al., 1972; Kreuter et al., 1989; Kreuter et al., 1990;
Kreuter et al., 1992; Teeyapant et al., 1993; Koulman et al., 1996).
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Auch iiber die Zusammensetzung ihres Mikroorganismenspektrums sind bereits
Untersuchungen durchgefiihrt worden (Hentschel et al., 2001). Erste positive
Erfahrungen in Aquarienkultur dieses nicht einfach zu kultivierenden Schwam-

mes sind beschrieben (Hausmann et al., 2006).
Die systematische Einordnung erfolgt nach Van Soest und Hooper (2002):

Stamm: Porifera (Grant 1836)

Klasse: Demospongiae (Sollas 1885)
Ordnung: Verongiida (Bergquist 1978)
Familie: Aplysinidae (Carter 1875)

Gattung: Aplysina (Nardo 1834)

Spezies: Aplysina aerophoba (Schmidt 1862)

Die Gattung Aplysina ist weltweit mit sieben Spezies vertreten. Hierzu zéihlen
A. aerophoba, A. archeri, A. cauliformis, A. cavernicola, A. fistularis, A. insula-
ris, und A. thiona. Zwischenzeitlich wurde die Gattung auch unter dem Namen
Verongia (Bowerbank, 1845) gefiihrt bis eine Einigung auf den Gattungsnamen
Aplysina erfolgte (Bergquist, 1980). Im Deutschen wird er als Gold-, Schwefel-

schwamm oder Gelber Zylinderschwamm bezeichnet.

Die Gattung Aplysina ist hauptsdchlich in tropischen Meeren vertreten, das
Verbreitungsgebiet der Art A. aerophoba ist auf das Mittelmeer und einen klei-
nen Bereich der siideuropdischen Atlantikkiiste beschrdnkt (Van Soest und Hoo-
per, 2002).
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Abbildung 3.5: Aufnahme einer grolen Aplysina-Kolonie im natiirlichen Lebens-
raum vor der kroatischen Kiiste bei Rovin;.

Bei A. aerophoba handelt sich um einen hiufig vorkommenden obligat photophi-
len Organismus. Er findet sich in lichtdurchfluteten Bereichen in Tiefen von ei-
nem (1) bis 20 Meter und kommt bevorzugt auf sedimentbedeckten Hartboden
und zwischen Seegrisern vor. Aplysina-Schwimme bilden Kolonien aus zahlrei-
chen aufrechten Schloten, die an der Basis verschmolzen sind. Die Grundfarbe
von A. aerophoba ist leuchtend schwefelgelb und kann unterschiedliche rotbrau-
ne Tonungen aufweisen, welche durch assoziierte Cyanobakterien verursacht
werden, die im ein bis zwei Millimeter dicken, duBBeren Abschlussgewebe lokali-
siert sind. Der Schwamm bildet fingerformige Schlote aus, die einen Durchmes-
ser von einem bis drei Zentimeter und Hohen zwischen drei und acht Zentimeter
aufweisen. Am oberen Ende der Schlote findet sich in der Regel ein zentrales
Osculum. Eine sehr detailgetreue Zeichnung von Aplysina ist in Abbildung 3.6
wiedergegeben.
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Die Zeichnung 4 stellt den Habitus von A. aerophoba mit einem Léngsschnitt
durch das Schwammgewebe detailgetreu dar; die Zeichnung 6 skizziert den

schematischen Aufbau mit zufiihrenden Kanilen, Choanozytenkammern. Der

Wasserstrom durch den Schwamm ist durch Pfeile gekennzeichnet.

Abbildung 3.6: Ausschnitt aus Pfurtschellers Zoologische Wandtafel Nr. 12 -
Darstellungen zum Bau von Schwadmmen I. Quelle: Humboldt-Universitit zu
Berlin, Mathematisch-Naturwissenschaftliche Fakultit I, Institut fiir Biologie,
Vergleichende Zoologie

Kolonien von A. aerophoba messen gewohnlich zehn bis zwanzig Zentimeter im
Durchmesser, selten erreichen grole Kolonien Durchmesser iiber 60 Zentimeter.
Ostien sind mit dem bloBen Auge nicht erkennbar. Der Schwammkorper enthélt
als Skelettelemente keine Spiculae, sondern verhornte Sponginfasern. Diese
durchziehen das Schwammmesohyl und stiitzen das Schwammgewebe. Das Cho-
anosom macht den Hauptteil des Schwammgewebes aus. Das Mesohyl beher-
bergt extrazelluldr eine Vielzahl unterschiedlicher Mikroorganismen, sie konnen
bis zu 38 % der Schwammbiomasse ausmachen (Vacelet and Donadey, 1977;
Hentschel er al., 2001).
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An Luft kommt es zu einer zuerst leicht griin-schwarzen, nach lingerer Expositi-
on blau-schwarzen Verfarbung (Schmidt, 1862). Diese Reaktion tritt auch bei

mechanischen Verletzungen auf.

3.4.2 Naturstoffe in Aplysina aerophoba

Schwidmme der Gattung Aplysina akkumulieren bromierte Isoxazolinalkaloide.
Deren Gewebskonzentrationen kénnen bis zu 12 % des Trockengewichtes errei-
chen (Teeyapant et al., 1993). Die Abbildung 3.7 zeigt die 1972 von Ernesto Fat-
torusso aus A. aerophoba isolierte dibromierte Alkaloid-Komponente, Aero-
plysinin-1. Diese Verbindung und sein Dienon zeigen antibakterielle Aktivitéit
gegen gram-positive Bakterien wie Staphylococcus albus, Bacillus cereus, und
B. subtilis (Fattorusso et al., 1972). Zusitzlich zeigt Aeroplysinin-1 cytostatische
Aktivitit gegen Tumorzellen, speziell Lymphoma und Epithelioma Zellen. Es
unterbindet die intrinsische Tyrosinkinaseaktivitit des EGF Rezeptors bei Brust-
krebszelllinien. Obwohl Aeroplysinin-1 im Handel erhiltlich ist, wird es noch
immer aus natiirlichen Bestinden von A. aerophoba gewonnen (Kreuter et al.,
1989; Kreuter et al., 1990; Teeyapant et al., 1993; Koulman et al., 1996).

Abbildung 3.7: Aeroplysinin-1, aus A. aerophoba isolierte dibromierte Alkaloid-
Komponente (Koulman et al., 1996).

Diese Verbindung stellt einen Abkdmmling des 3,5-Dibromtyrosins dar. Haupt-
komponenten der Alkaloide sind Isofistularin-3 (4) und Aerophobin-2 (5), deren

Freisetzungsmechanismus in Abbildung 3.8 dargestellt ist. Bei Verletzung des
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Schwammgewebes werden inaktive Vorstufen zu Aeroplysinin-1 und dessen
Dienon umgesetzt (Ebel et al., 1997).
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Abbildung 3.8: Biotransformation von bromierten Alkaloiden in Aplysina-
Schwimmen (Teeyapant and Proksch, 1993).

Die Lokalisation des bioaktiven Aerothionin innerhalb so genannter sphéroloser
Zellen bei A. fistularis deutet darauf hin, dass diese Komponenten durch den
Schwamm selber und nicht durch assoziierte Mikroorganismen produziert wer-
den (Thompson et al., 1984; Turon et al., 2000).
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3.5 Physiologie

Als sessile Filtrierer sind Schwamme in der Lage, durch die Aktivitit ihrer Cho-
anozyten bis zum tausendfachen ihres Eigenvolumens pro Stunde durch ihr aqui-
feres Kanalsystem zu pumpen (Vogel, 1977; Ribes et al., 1999b). Mit Ausnahme
von phototrophen Schwimmen (Cheshire et al., 1997), ernihren sich Schwiamme
heterotroph durch Partikelaufnahme aus der umgebenden Wassersédule. Die Par-
tikelaufnahme ist hoch effektiv, aber im Wesentlichen unselektiv in einem gege-
benen PartikelgroBBenbereich (Kilian, 1952; Reiswig, 1971b; Wolfrath and Bar-
thel, 1989).

Der von Schwidmmen filtrierbare PartikelgroBenbereich liegt zwischen 0,2 pm
und 50 pm (Reiswig, 1971b). Die MaximalgroBe filtrierbarer Partikel um 50 pm
ist rein mechanisch durch den Durchmesser der Ostia bestimmt. Die Partikelauf-
nahme selbst erfolgt nach zwei Mechanismen. GroBere Partikel im Bereich zwi-
schen 5 und 50 um werden in den zufiihrenden Kanilen durch Phagozytose der
diesen auskleidenden Zellen aufgenommen und an die Archaeozyten weitergege-
ben, die diese an die Orte des Bedarfes transportieren. Die kleineren Partikelfrak-
tionen bis 0,2 um werden am Mikrovillikragen der Choanozyten zuriickgehalten
und anschlieBend durch diese phagozytiert (Jorgensen, 1966; Johnston and Hil-
demann, 1982).

Die wichtigsten Komponenten des Planktons fiir die Schwammernéhrung sind
aufgrund der GroBeneinordnung das Pikoplankton (0,2 — 2 um), das Nanoplank-
ton (2 —20 pm) und das Mikroplankton (20 — 200 pm). Plankton setzt sich aus
verschiedenen heterotrophen Bakterien, Cyanobakterien sowie Nano- und Piko-
eukaryoten zusammen (Reiswig, 1974a; Pile et al., 1996; Pile, 1997; Ribes et al.,
1999a; Milanese et al., 2003; Pile and Young, 2006). Neuere in-situ Untersu-
chungen von Yahel et al. (2003) haben gezeigt, dass Schwidmme auch gelostes

organisches Material assimilieren konnen.

Schwimme haben gegeniiber anderen filtrierenden Invertebraten Vorteile, da sie
nicht nur grofe Wassermengen umsetzen konnen, sondern die enthaltenen Nah-
rungspartikel auch sehr effizient zuriickhalten konnen. Dies ermdglicht die Be-

siedlung nihrstoffarmer Lebensrdume wie beispielsweise Korallenriffe. Dort
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stellen sie die dominierende Gruppe an filtrierenden Organismen dar (Bergquist,
1978). Eine Zusammenstellung der in der Literatur zu findenden Filtrationsraten

verschiedener mariner Schwimme zeigt die Tabelle 3.1.

Tabelle 3.1: Ubersicht verdffentlichter Filtrationsraten mariner Schwimme.
Umgerechnet in Milliliter pro Sekunde und Milliliter Schwammvolumen.
Angeordnet nach steigender Filtrationsrate.

Species Literaturangaben Filtrationsrate ~ Quelle
Filtrationsrate normalisiert auf
mL-mL™"s™

Verongia lacunosa 1 -6 Lh'; Schwammvolu- 0,005 - 0,034 Gerodette and Flechsig

men 495 mL (1979)
Haliclona permollis 178 — 417 mL-mL"h™ 0,049 -0,116  Reiswig (1975)
Verongia fistularis 2,94 - 16,75 mL-mL " min' 0,049 -0,276  Reiswig (1981)
Verongia gigantea 0,05-0,10 cm*cm™-s™ 0,05-0,10 Reiswig (1974b)
Spheciospongia vesperia 0,069 Lynch and Phlips (2000)
Halichondria melanadocia 0,080 Lynch and Phlips (2000)
Haliclona permollis 0,314 mL-s'; Schwammvo- 0,131 Reiswig (1975)

lumen 2,4 mL
Tethya crypta 0,18 cm*cm™s™ 0,18 Reiswig (1974b)
Mycale sp. 0,21 - 0,27 cm*em s 0,21 -0,27 Reiswig (1974b)
Biemna spp. 0,221 Lynch and Phlips (2000)
Halichondria bowerbank 0,24 Vogel (1974)
Halichondria panicea 0,37 L'h"-g" FG; 1,03 Jorgensen (1966)

Schwammgewicht 0,15 g

Grantia compressa 0,64 L'h"-g" FG; 1,78 Jorgensen (1966)
Schwammgewicht 0,15 g

modifiziert nach (Lynch, 2000).



32 3 Grundlagen

Fiir den mediterranen Schwamm Chondrilla nucula wurden Riickhalteraten fiir
eine Koloniefliche von einem Quadratmeter bestimmt. Dabei wurden 14 Liter
Seewasser pro Stunde von der Schwammbiomasse prozessiert und diesem pro
Stunde 7 - 10'° Bakterien entzogen (Milanese et al., 2003). Die Versuche wurden
unter Laborbedingungen in kiinstlichem Seewasser bei 16 ° bis 20 °C mit E. coli

als Futterpartikel durchgefiihrt.

Fiir A. lacunosa, Callyspongia vaginalis und Niphates digitalis, drei Schwimme
aus der Klasse der Demospongia die eine Grée von bis zu zwei Meter erreichen
konnen, wurden Riickhalteraten in einem Korallenriff der Florida Keys mittels
zweier Methoden (Coulter Counter und plate cultur analysis) bestimmt (Duck-
worth et al., 2006). Die gewonnenen Ergebnisse zeigten, dass Riickhalteraten fiir
Partikel im GroBenbereich von 0,75 - 18 um bei allen drei Spezies vergleichbar
waren. Die bestimmten Werte bei den beiden verwendeten Methoden lagen bei
tiber 80 % (86 % beim Coulter Counter und 82 % bei der Ausplattierungsmetho-
de). Fiir die verschiedenen PartikelgroBenbereiche zeigte sich eine Abnahme der
Riickhalteraten mit ansteigender PartikelgroBe (87 % fiir den GroBenbereich von
0,75 — 2 pm, 64 % fiir den GroBenbereich von 2 —5 pm und 41 % fiir den Gro-

Benbereich von 5 — 18 pm).

In anderen Studien wurden Riickhalteraten von 70 % bis 99 % fiir kleinste sus-
pendierte Partikel ermittelt (Reiswig, 1971b; Pile ef al., 1996; Ribes et al,
1999b). Untersuchungen von Henry Reiswig von der Yale University (USA) zur
Filtereffektivitit von tropischen Demospongiae in der Discovery Bay vor Jamai-
ka zeigten, dass mehr als 96 % der bakteriellen Zellen aus dem umgebenden
Wasser zuriickgehalten werden. Bei steigender Partikelgrofe sanken die Riick-
halteraten. Bei Phytoplankton betrugen die Riickhalteraten 86,5 %, fiir so ge-
nannte ,,Armored cells®, zu denen Dinoflagellaten, Diatomeen und Pilzsporen
gehoren, wurden nur noch Riickhalteraten um 48,7 % ermittelt. Noch niedrigere
Riickhalteraten wurden fiir Detritus mit 41,9 % und geldste organische Bestand-
teile mit 35,1 % bestimmt (Reiswig, 1971b).

Von Adele Pile konnte mit neueren Methoden wie der Durchflusszytometrie ge-
zeigt werden, dass die Riickhalteraten des atlantischen Schwammes Mycale lin-

gua fir unterschiedliche Planktontypen kleiner 10 um nicht gré8enabhingig,
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sondern zelltypenabhiingig variieren. Die besten Riickhalteraten mit 93 % wur-
den fiir kleine Futterpartikel wie Prochlorococcus-dhnliche Cyanobakterien er-
mittelt, jedoch nur 72 % fiir die kleinsten photosynthetischen Eukaryoten (Pi-
le et al., 1996; Pile, 1997).

Ahnliche Methoden wurden angewendet um fiir den vor Neuseeland vorkom-
menden Schwamm Polymastia croceus die Riickhalteraten fiir verschiedene Fut-
terpartikel zu bestimmen. Fiir Synechococcus-typische Cyanobakterien lagen die-
se bei 94 %, fiir Pikoeukaryoten bei 88 %, fiir Prochlorococcus-dhnliche Cyano-
bakterien und andere heterotrophe Bakterien bei 74 % und 46 %
(Bell et al., 1999). Die niedrigeren Riickhalteraten mancher Zelltypen, auch klei-
nerer Partikel, lassen vermuten, dass es im Gegensatz zu den Ergebnissen von
Reiswig und Pile, auch eine selektive Nahrungsaufnahme bei Schwammen geben

konnte.

Neuere Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Hentschel stiitzen diese Hypothese.
Diese zeigten fiir A. aerophoba, dass ein Konsortium aus Bakterien des umge-
benden Seewassers im Vergleich zu symbiotischen Bakterien des Schwammes
besser zuriickgehalten wurden (Wehrl et al., 2007). Es wird angenommen, dass
diese symbiotischen Bakterien durch die Existenz von Schleimhiillen, wie sie
durch elektronenmikroskopische Untersuchungen von Vacelet und Donaday
(1977) nachgewiesen wurden, vor dem Verdauungsprozess durch die Schwamm-

zellen geschiitzt sind.

3.6 Komposition der organischen Substanzen im marinen
Lebensraum

Der gesamte organische Kohlenstoff (TOC — total organic carbon) in aquatischen
Habitaten wird iiblicherweise in zwei Fraktionen geteilt: den gelOsten organi-
schen Kohlenstoff (DOC — dissolved organic carbon) und den partikulédren orga-
nischen Kohlenstoff (POC — particulate organic carbon). Definitionsgemill wird

die Fraktion, welche einen 0,45 um Filter passiert, als DOC bezeichnet.
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Der POC setzt sich aus suspendierten Partikeln wie Bakterien und Detritus zu-

sammen und wird rechnerisch aus der Differenz von TOC und DOC ermittelt.

Die absoluten Werte fiir den TOC in marinen Habitaten liegen in der GréBenord-
nung von einem Milligramm Kohlenstoff pro Liter (Yahel ef al., 2003). Der
grofBte Teil des TOC (> 90 %) liegt in geloster Form vor, aber nur ein geringer
Teil dieses DOC ist biologischen Prozessen zuginglich. Der grof3te Teil ist somit

refraktir und fiir die marinen Organismen nicht verfiigbar (Carlson, 2002).

Eine Ubersicht der biochemischen Zusammensetzung der pico-, nano- und mik-
ropartikuldren organischen Substanzen und der Biomasse des Bakterioplanktons

im norddstlichen Mittelmeer vor Kreta gibt Danovaro et al. (2000).

Adele Pile (1997) hat mittels Durchflusszytometrie (dual beam flow cytometrie)
die Zellzahlen bis 10 pm Gro8e im Golf von Mexiko untersucht. Die Berechnung
der Kohlenstoffgehalte fiir die einzelnen Gruppen erfolgte nach Ducklow et al.
(1993) fiir heterotrophe Bakterien (20 fg C/ Zelle), 53 fg C / Zelle fiir Prochlo-
rococcus (Morel et al., 1993), 470 fg C / Zelle fiir Synechococcus-dhnliche Cya-
nobakterien (Campbell et al., 1994). Die Werte fiir Eukaryoten ergeben sich nach
der Formel von Verity ef al. (1992) wobei die geometrisch dhnlichste Form fiir

die Berechnung des Biovolumens zugrunde gelegt wurde.

pg C = 0,433 - Biovolumen (mL)**®

Die durchschnittlichen Zellvolumina und die daraus berechneten Kohlen-
stoffaquivalente fiir verschiedene Planktontypen bis zu einer Grofle von 10 um
sind in Tabelle 3.2 dargestellt. Die Summe des den Schwimmen zur Verfiigung
stehenden Kohlenstoffs aus dem POC bis 10 um liegt in der Gr68enordnung von
70 ug Kohlenstoff pro Liter Meerwasser.
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Tabelle 3.2: Anteile des marinen Pico-, und Nanoplankton bis 10 um und ihr
berechnetes Kohlenstoffaquivalent.

Plankontyp Zellen mL™'  Prozentualer ugCL™" Prozentualer
Anteil an den Anteil des POC
Zellzahlen

Heterotrophe 3,05- 10° 63 6,10 9

Bakterien

Prochlorococcus 6,62- 10* 14 3,51 5

Cyanobakterien 1,10-10° 22 51,80 78

Picoeukaryoten 1,13-10° <1 4,84 7

Nanoeukaryoten 9,90- 10? <1 2,57 38

nach Pile et al. (1996)

Die Ergebnisse von Adele Pile zeigten, dass heterotrophe Bakterien bezogen auf
die Zellzahlen von 3,05 - 10° Zellen - mL™" die dominierende Nahrungsquelle der
Schwimme darstellen, gefolgt von Cyanobakterien, Prochlorococcus, Pico- und
Nanoeukaryoten. Eine bessere Beurteilung der zur Verfiigung stehenden Futter-
menge ist jedoch die Ermittlung der Kohlenstoffiquivalente eines jeden Zellty-
pus. Betrachtet man die Kohlenstoffiquivalente, so stellen die Cyanobakterien
mit 78 % den Hauptanteil der Energietrdger. Pico- und Nanoeukaryoten liegen,
bezogen auf die Zellzahlen, zwei Zehnerpotenzen unter denen der Bakterien. Der
durch die beiden Nahrungsquellen zur Verfiigung stehende Kohlenstoff liegt je-

doch in der gleichen Groflenordnung.
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3.7 Wachstum von Schwammen

Schwidmme konnen eine Grofle von bis zu zwei Metern erreichen, wie beispiels-
weise der karibische Vasenschwamm Xestospongia muta (Schmidt, 1870). Sie
konnen zudem ein beachtliches Alter erlangen, wie der in der Antarktis entdeckte
Glasschwamm Scolymastra joubini (Topsent, 1916). Sein Alter wird auf 10.000
Jahre geschitzt. Er wire somit das dlteste lebende Tier. Die Wachstumsge-
schwindigkeit der Schwidmme ist sehr gering, eine Verdopplung der Biomasse
dauert in der Regel Monate bis Jahre, wihrend der kommerziell genutzte Bade-
schwamm Spongia officinalis seine Biomasse innerhalb eines Jahres verdoppeln

kann.

Im Gegensatz zu den meisten Lebewesen, deren Wachstum bis zur endgiiltigen
GroBe asymptotisch zunimmt, zeigen Schwdmme ein so genanntes unbestimmtes
Groflenwachstum. Dies bedeutet, das ihre Schwammbiomasse zunehmen, aber
unter ungiinstigen Bedingungen auch abnehmen kann, ohne dass es zum Abster-
ben der Schwammkolonie fithren muss (Turon et al., 1998). Die Forschungser-
gebnisse von Turon et al. (1998) am inkrustierend wachsenden Mittelmeer-
schwamm Crambe crambe zeigten, dass innerhalb des Untersuchungszeitraumes
von zwei Jahren eine mittlere Zunahme um den Faktor 2 - 5 festzustellen war. Es
konnte eine saisonale Abhingigkeit der Zu- und Abnahme der Biomasse beo-
bachtet werden. Der ursidchliche Zusammenhang scheint die saisonal schwan-
kende Partikelmenge darzustellen. Eine Biomassezunahme war nur von Mai bis
Oktober zu messen. Die besondere Fihigkeit der Schwiamme auf das entspre-
chende Nahrungsangebot mit einem Zuwachs oder einem Reduzieren der Bio-
masse zu reagieren wird als undeterminiertes Wachstum bezeichnet. Auflerdem

wurden hohere Wachstumsraten in gut durchleuchteten Bereichen festgestellt.
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Fiir A. aerophoba wurden von Wilkinson und Vacelet (1979) unter Freilandbe-
dingungen nahe Marseille Volumenzunahmen bis 80 % innerhalb von 47 Wo-
chen beschrieben. Allgemein sind die zu beobachtenden Wachstumsraten sowohl
stark von der untersuchten Art, als auch von den Umwelt-, bzw. Kulturbedingun-
gen abhingig. Ursache sind saisonale Schwankungen der Temperatur und Licht-
einstrahlung als auch an der dadurch verinderten Zusammensetzung der Futter-
menge und deren Qualitdt. Untersuchungen von Frost und Williamson (1980)
beobachteten, dass bei Anwesenheit symbiotischer Algen die Biomassezunahme

bei Schwimmen erh6ht war.

Fiir A. aerophoba mit erheblichen Mengen an symbiotischen Cyanobakterien
konnte gezeigt werden, dass ihr Wachstum im Licht erhoht war, besonders dann,
wenn eine Sedimentation der Schwammoberfldache und eine Verstopfung der zu-
fiihrenden Kanile ausgeschlossen war (Wilkinson and Vacelet, 1979). Im Gegen-
satz zu anderen Schwimmen des gleichen Habitats wie z.B. Chondrosia renifor-
mis ist A. aerophoba nicht in der Lage, seine Oberflidche durch Absonderung von

Mucus zu reinigen.

Die an verschiedenen Schwammspezies untersuchten Wachstumsraten werden
meistens als Zunahme des aschefreien Trockengewichtes (AFDW) beschrieben
(Barthel and Theede, 1986) oder als prozentuale Zunahme der Schwammbiomas-
se (Elvin, 1976; Frost and Williamson, 1980; Osinga et al., 1999). Fiir inkrustie-
rende Schwimme ist die Flichenbestimmung die Methode der Wahl (Fell and
Lewandrowski, 1981; Ayling, 1983; Turon et al., 1998).

In Marikulturen vor Neuseeland wurden die beiden Demospongiae Latrunculia
wellingtonensis (Alvarez, Bergquist und Battershill) and Polymastia croceus
(Kelly-Borges und Bergquist) fiir neun Monate in-sifu an Schniiren bzw. Gitter-
strukturen kultiviert. Beide Arten zeigten bei Temperaturzunahme Wachstum,
schrumpften aber bei niedrigeren Temperaturen. Die groften Wachstumsraten
wurden in den Gebieten mit den hochsten Stromungsgeschwindigkeiten von
0,19 —46 m - 5™ erreicht. Sie betrugen bis zu 960 % bzw. 730 % des Ausgangs-
volumen innerhalb des Untersuchungszeitraumes von sechs Monaten (Duck-
worth and Battershill, 2003; Duckworth et al., 2004).
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3.8 Assoziierte Mikroorganismen

Die meisten marinen Invertebraten beherbergen Mikroorganismen wie Bakterien,
Cyanobakterien, Algen und Pilze in ihrem Gewebe. Bei Schwidmmen finden sich
diese im extrazelluldren und intrazelluliren Raum (Vacelet and Donadey, 1977;
Wilkinson, 1992). Man unterscheidet zwischen extrazelluldarer Exosymbiose, ext-
razellularer Endosymbiose, intrazelluldrer Symbiose und intranukledrer Symbio-
se. Die Lokalisation der symbiotischen Mikroorganismen ist in Abbildung 3.9
schematisch dargestellt.

Amoebozyte Nukleus

Mikroorganismen

Mikroorganismen

Choanozyten

Abbildung 3.9: A, Extrazelluldre Exosymbiose; B, Extrazellulire Endosymbiose;
C, Intrazelluldre Symbiose; und D, Intranukleire Symbiose.

Bei A. aerophoba betrigt der Anteil an Mikroorganismen bis zu 40 % der Bio-
masse (Friedrich et al., 1999). Die Konzentrationen der Mikroorganismen liegen
damit um 2 - 3 Zehnerpotenzen iiber denen des umgebenden Meerwassers. Die
Zusammensetzung der einzelnen Mikroorganismenspezies dndert sich auch unter
Hungerbedingungen und Antibiotikabehandlung nicht wesentlich (Friedrich
etal., 2001).

Die Interaktionen von Schwammen mit Bakterien und anderen Mikroorganismen
sind komplex und konnen von rein trophischen Beziehungen bis hin zu stabilen

Lebensgemeinschaften reichen. Die Oberflachen und Zwischenriume von mari-
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nen Schwimmen sind wesentlich néhrstoffreicher als das umgebende Seewasser
und bieten den Vorteil eines sichereren Lebensraumes und partizipieren am che-
mischen Verteidigungssystem gegeniiber Ridubern und Biofouling (Proksch,
1994). Im Gegenzug unterstiitzen die Mikroorganismen den Ernidhrungsprozess
des Wirtes beispielsweise durch Stickstofffixierung, Nitrifikation oder Photosyn-
these (Wilkinson and Fay, 1979).

Fiir A. aerophoba wurden nitrifizierende Bakterien nachgewiesen (Bay-
er et al.,2008). Zur Analyse der moglichen Stofffliisse zwischen dem Wirt-
schwamm und den assoziierten Bakterien wurden die Verdnderungen der Isoto-
penverhiltnisse (015N und 613C) untersucht. Die erhohten 615N-Werte in der
dulleren Rindenschicht (Pinacoderm) deuten auf den Prozess der Stickstofffixie-
rung hin die durch das Vorhandensein von Cyanobakterien erklidrbar ist. Geringe
Unterschiede in den Isotopenverhiltnissen zwischen der Bakterienfraktion und
dem Schwammgewebe weisen auf umfangreiche metabolische Wechselwirkun-
gen zwischen den beiden Symbiosepartnern hin. Dariiber hinaus wurden physio-
logische Experimente an ganzen Schwidmmen und isolierten Schwammbakterien
durchgefiihrt. Nach Inkubation von A. aerophoba in Ammonium wurde das
Stoffwechselendprodukt Nitrat ausgeschieden, im Gegensatz dazu zeigten die
natiirlich bakterienfreien Kontroll-Schwidmme Acanthella acuta und Cram-
be crambe keine Nitratexkretion nach Inkubation in ammoniumhaltigen Wasser.
Diese Ergebnisse deuten auf eine bakterielle Nitrifikation im Schwamm A. ae-

rophoba hin.

Aus schwammassoziierten Bakterien wurden antimikrobielle Substanzen isoliert,
die die Vermutung stiitzen, das diese Bakterien alleinige Produzenten der chemi-
schen Abwehr sind oder zumindest Vorstufen der Synthese fiir den Schwamm
liefern (Bultel-Ponce et al., 1999). Einige beschriebenen Naturstoffe aus
Schwiammen sind eindeutig mikrobieller Herkunft (Faulkner et al., 1999;
Schmidt et al., 2000). Metaboliten mit antibakterieller (Unson et al., 1994), anti-
fungaler (Schmidt et al., 2000), cytotoxischer (Bewley et al, 1996) und fraf3-
hemmenden (Unson and Faulkner, 1993) Wirkungen sind auf symbiotische Bak-

terien in Schwiammen zuriickzufithren. Dies deutet darauf hin, dass der mikro-
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bielle Sekundirstoffwechsel eine wichtige Rolle fiir die Abwehrmechanismen

der Schwidmme als auch deren Erfolge im evolutiven Prozess einnimmit.

Eine groe Anzahl mariner Schwidmme beherbergt Cyanobakterien als au-
totrophe Symbionten. Fiir Chondrilla australiensis konnte die Transmission von
intakten Cyanobakterien gezeigt werden (Usher et al., 2001). Die Cyanobakte-
rien konnen ihrem Wirt als Nahrung sowohl durch extrazellulidre Lyse als auch
durch Phagocytose dienen (Sara 1971, Wilkinson, 1978a, b). Hauptsichlich
scheinen jedoch die Cyanobakterien die Schwammzellen mit reduzierten Koh-
lenstoffverbindungen beispielsweise in Form von Glycogen zu versorgen (Vace-
let, 1971). Ein grundlegendes Verstindnis der Stoffwechselzusammenhinge zwi-
schen Symbionten und Schwamm lieferten die Untersuchungen von Wilkinson
und Fay (1979). Er konnte nachweisen, dass die Cyanobakterien Glycerin und
kleine organische Phosphate an das umgebende Schwammgewebe abgeben. De-
rivate dieser Verbindungen sind bekannte Molekiile zentraler Stoffwechselvor-

gange.

Zusitzlich versorgen sie thren Wirt mit fixiertem Kohlenstoff oder mit Stick-
stoffverbindungen (Wilkinson and Fay, 1979). Im Gegensatz dazu bieten die
Schwimme Besiedlungsraum und Schutz (Wilkinson and Fay, 1979; Sara et al.,
1998). Die gesamte Biomasse photosynthetischer Cyanobakterien in Schwidm-
men kann in Einzelféllen anndhernd der Menge an Schwammzellen entsprechen
und bis zu 50 % des Kohlenstoffbedarfs eines Schwammes decken. Beispielswei-
se kann bis zu 80 % des Kohlenstoffbedarfes des Schwammes Phyllospongia
lamellosa durch die Photosyntheseleistung der photosynthetischen Mikroorga-
nismen gedeckt werden (Wilkinson, 1983; Cheshire et al., 1997).

Biochemische Analysen der symbiotischen Stoffwechselprodukte zwischen Cya-
nobakterien und zweier mediterraner Demospongia, Chondrilla nucula (Schmidt)
und Petrosia ficiformis (Poiret) zeigten, dass bei Abdunkelung der Schwidmme
P. ficiformis ohne die Unterstiitzung der energiereichen Verbindungen der photo-
synthetische Symbionten sein Massenbilanz decken kann. Im Gegensatz dazu
zeigte C. nucula eine schrittweise Biomasseabnahme (Arillo et al., 1993). Dies
deutet darauf hin, dass die Zusammenhinge zwischen Symbiont und Schwamm

komplexer sind, als ein einfacher Nihrstoffiibergang. Das Fehlen bzw. die Inak-
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tivitit der Cyanobakterien fiihrt bei C. nucula zu einer Stoffwechselverinderung,
die durch eine Abnahme des RNA:DNA Verhiltnisses gekennzeichnet ist. Au-
Berdem ist eine Abnahme der Zucker und Glykogen um ca. 50 % festgestellt
worden. Letztlich sinkt auch die Dehydrogenaseaktivitit und es besteht eine klare
Reduzierung der Mercaptogruppen. Dadurch sinken die Reduktionsdquivalente,
es kommt zu einer Oxidation der Lipide, deren Synthese NADPH-abhiingig ist.
Dies erklirt die Verbreitung der beiden Schwammarten im natiirlichen Lebens-
raum, P. ficiformis kommt sowohl in lichtdurchfluteten Bereichen als pigmentier-
te Form vor, als auch unter kryptischen Bedingungen in blasser Ausprigung. Im

Gegensatz dazu findet sich C. nucula nur in lichtdurchfluteten Bereichen.

Symbiosen zwischen Flachwasserschwdammen und photosynthetischen Organis-
men sind sowohl in tropischen als auch subtropischen Meeren weit verbreitet,
die, dhnlich wie die Zooxanthellen der Korallen, ihrem Wirt organische Substan-
zen liefern (Van Soest, 1996). Zwar bestehen noch viele Unklarheiten iiber die
Vorziige fiir die einzelnen Partner, doch Studien von Vacelet und Wilkinson bes-
tiatigen, dass Schwidmme von den assoziierten Cyanobakterien oder Algen photo-
synthetisch produzierte energiereiche Stoffwechselprodukte aufnehmen (Vace-
let, 1971; Wilkinson and Fay, 1979; Wilkinson, 1983). Im Gegenzug nutzen die
Algen und Cyanobakterien die von den Schwidmmen produzierten Stoffwechsel-
endprodukte wie beispielsweise Ammonium. Auflerdem finden sie 1m
Schwammgewebe einen vor Fraflfeinden geschiitzten Lebensraum vor (Price
et al., 1984). Die am meisten verbreiteten assoziierten photosynthetischen Orga-
nismen sind kleine (< 3 pm), ovoide Chroococcales, welche von Feldmann 1933
bei der Gattung Ircinia und Petrosia gefunden und als Aphanocapsa feldmanni
beschrieben wurden. Sie finden sich Schwimmen sowohl in der Karibik (Riitzler,
1985), als auch im Mittelmeer (Sara, 1971; Vacelet, 1971) und im Pazifik (Wil-
kinson, 1978 a,b) immer in den gleichen Familien oder Stimmen wie z.B.
Chondrilla, Ircinia, Aplysina, Petrosia, Calyx, Cribochalina, Xestospongia und
Neofibularia.

Viele Schwimme gewinnen ihre Néhrstoffe iiber Phagozytose und Verdau ihrer
mikrobiellen Symbionten (Maldonado and Young, 1998). AuBlerdem scheinen

die symbiotischen Cyanobakterien an der Produktion der aus Schwdmmen iso-
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lierten Sekundédrmetaboliten beteiligt zu sein (Unson et al., 1994; Flowers et al.,
1998; Schmidt et al., 2000). Diese Stoffe konnen eine Reihe von dkologischen
Funktionen erfiillen. Dazu gehoren die Abwehr von Fra3feinden und die Abwehr
von konkurrierenden Schwammarten (Thacker et al., 1998; Engel and Pawlik,
2005). AuBlerdem schiitzen sie die Schwidmme vor mikrobiellen Infektionen
(Thakur et al., 2003).

Zwei hauptsichlich vorkommende symbiotische Cyanobakterien wurden fiir drei
Arten mariner Schwamme der Familie Dysideidae beschrieben: filamentose Os-
cillatoria spongeliae und einzellige Synechococcus sp. (Larkum et al., 1987;
Hinde et al., 1994; Thacker and Starnes, 2003). Symbiotische Synechococcus-
Arten werden fiir zahlreiche Schwidmme beschrieben, einschlielich Xestospon-
gia muta (Petrosiidae, Haplosclerida; Gomez et al., 2002), A. aerophoba (Aply-
sinidae, Verongida; Hentschel et al., 2002,), und Chondrilla nucula (Chondrilli-
dae, Chondrosida; Usher efal., 2004b). Schwammassoziierte Synechococcus-
Arten unterscheiden sich genetisch von planktonischen Synechococcus-Arten, es
besteht aber kein Anhaltspunkt, dass diese Symbionten wirtsspezifisch auftreten
(Usher et al., 2004a). Der Wirkung der Cyanobakterienphotosynthese auf den
Stoffwechsel von Schwammen konnte durch Abschattungsversuche beeinflusst
werden (Sara et al., 1998; Gomez et al., 2002).

Robert W. Thacker untersuchte bei Lamellodysidea chlorea and Xestospongia
exigua die Wirkung der Abschattung, um zu testen, ob Schwidmme mit Cyano-
bakterien als Symbionten auf reduzierte Lichteinstrahlung ansprechen. Wenn der
Symbiont den Wirtsschwamm unterstiitzt, sollte eine Reduktion der Stoffwech-
selleistung zu erwarten sein, welche bei starker Abhéngigkeit auch zu einem Bio-

masseverlust fithren muss (Thacker, 2005).

Zudem wird diskutiert, welche Rolle die assoziierten Mikroorganismen bei der
Synthese der Sekundirmetabolite spielen. Die genauen Zusammenhinge dieser
Symbiosegemeinschaften sind bis heute nicht klar. So stellt sich die Frage, ob ein
assoziierter Mikroorganismus wirklich ein Symbiont im herkdmmlichen Sinne ist
und spezifisch und kontinuierlich im Wirtsorganismus vorkommt, oder ob der

Schwamm nur einen besonderen Lebensraum fiir den jeweiligen Mikroorganis-
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mus darstellt, der die Synthese spezieller Sekundirmetabolite induziert (Hent-
schel et al., 2001).

3.9 Respirationsraten

Die in der Literatur angegeben Respirationsraten bei Schwidmmen schwanken
und sind zum einen von der Umgebungstemperatur (Coma et al., 2002) als auch
von der untersuchten Schwammspezies abhingig. Die in der Literatur zu finden-
den Werte fiir Respirationsraten fiir verschiedene Schwammspezies liegen in der
GroBenordnung von 0,31 bis 1,13 mg- O, - g'1 DM - h" bzw. 0,93 bis 2,63
mg -0, -g"' - AFDM - h'. Tabelle 3.3 gibt einen Uberblick iiber die in der Lite-

ratur angegeben Respirationsraten fiir verschiedene Schwammarten.

Wie zu erwarten nehmen die Respirationsraten mit steigender Temperatur zu.
Die Sauerstoffverbrauchsraten bakterienhaltiger Schwimme sind im Gegensatz
zu Schwidmmen mit einer geringen Menge an assoziierten Mikroorganismen ho-

her.

Untersuchungen der Sauerstoffverbrauchsraten an drei marinen sessilen Filtrie-
rern, dem Schwamm Dysidea avara, der Ascidie Halocynthia papillosa und der
Gorgonie Paramuricea clavata zeigten Schwankungen bei den einzelnen Indivi-
duen um den Faktor zwei bis drei. Zusitzlich wurde ein ausgeprigtes saisonales
Muster beobachtet, tageszeitliche Rhythmen konnten jedoch nicht festgestellt
werden. Einen Anstieg des Sauerstoffverbrauchs in Abhédngigkeit von der Tem-
peratur konnte nur bei den beiden aktiven Filtrierern beobachtet werden. Die zu
den passiven Filtrierern gehorende Gorgonie zeigte diesen Zusammenhang nicht
(Coma et al., 2002).
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Tabelle 3.3: Zusammenstellung von Respirationsraten verschiedener Schwidmme
aus der Familie der Demospongia, nach Veroffentlichungszeit geordnet.

mLO,g' mLO,mL' mgO,g’ mg O, g’ Quelle
WW h'! WW h'! DMh'  AFDMh’
Haliclona rubens 0,55 (Dun- De Laubenfels
kel) (1932)
-0,15
(Licht)
lotrochata 0,67 (Dun- De Laubenfels
birotulata kel) (1932)
-0,154
(Licht)
Ephydati fluviatilis 0,043 Kilian (1952)
Suberites carno- 1,13 Cotter (1978)
sus
Spongilla la- 0,97 Karchenko and
CUSstris Lyashenko (1986)
Halichondria 0,97 Barthel (1988)
panicea
H. panicea 0,90 2,36 Thomassen and
Riisgard (1995)
Mycale sp. 0,126 0,0444 2,13 Reiswig (1974b)
Verongia gigantea 0,1004 0,0628 1,54 Reiswig (1974b)
Tethya crypta 0,0329 0,0154 0,63 Reiswig (1974b)
Thenea abysso- 0,71+/-0,23 Witte and Graf
rum (1996)
Thenea muricata 0,60+/-0,36 Witte and Graf
(1996)
Tetilla cranium 0,60+/-0,10 Witte and Graf
(1996)
Mycale acerata 0,126 Kowalke (2000)
Isodictya 0,05 Kowalke (2000)
kerguelensis
Dysidea avara 0,31+/- 0,93+/-0,36  Coma et al (2002)
0,13

Mittelwert +/- Standardabweichung
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3.10 Massenbilanz

Um Massenbilanzen durchzufiihren, wird das Verhiltnis von aufgenommen Koh-
lenstoff (C) zu verbrauchtem Sauerstoff (R) betrachtet, sei es in partikulédrer
Form als POC oder in geloster Form als DOC. Ist dieses Verhdltnis > 1, ist die
Bilanz positiv und es sollte ein Wachstum der Versuchsorganismen unter den
gegebenen Konditionen moglich sein. Bei der Bilanzierung muss auch die Trans-
lokation von durch Symbionten fixiertem Kohlenstoff beriicksichtigt werden.
Diese Translokation von Kohlenstoff wurde bei Korallen eingehend untersucht,
aber auch bei Schwiammen aus flachen tropischen und gemifBigten Meeren nach-

gewiesen (Wilkinson and Fay, 1979).

3.11 Methoden zur Kultivierung von Schwammbiomasse

Um die Vielfalt der Naturstoffe aus Schwammen klinischen Studien zuginglich
zu machen, stellt es eine grole Herausforderung dar, ausreichende Mengen an
Schwammbiomasse zu gewinnen. In den meisten Féllen ist die natiirliche Popula-
tion jedoch zu gering oder unzuginglich, so dass eine wirtschaftliche Nutzung

moglich wire (Pomponi, 1999).

Aus Sicht der biotechnologischen Produktion konnen drei Moglichkeiten zur
Gewinnung von Naturstoffen aus Schw@mmen unterschieden werden: Einmal
direkte Genprodukte, Proteine, die normalerweise durch rekombinante Expressi-
on in geeigneten Mikroorganismen produziert werden. Zweitens Sekundédrmeta-
bolite der schwammassoziierten Mikroorganismen die durch Reinkulturen nach
Isolation aus dem Schwamm produziert werden konnen. Drittens schwammspezi-
fische Sekundirmetabolite, die ausschlieBlich durch Extraktion von Schwamm-

biomasse zu gewinnen sind.
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3.11.1  Marikultur

Seit der Antike werden natiirlichen Vorkommen der Mittelmeerschwdamme der
Gattung Spongia und Hippospongia fir kommerzielle Zwecke geerntet. Einen
Uberblick iiber die Geschichte der Schwammkultivierung im Mittelmeer gibt
Pronzato (1999). Bei Marikulturen werden gezielt Besiedlungsflichen im natiirli-
chen Lebensraum geschaffen. Der Vorteil ist die Versorgung der Tiere mit allen
lebensnotwendigen Néhrstoffen. Nachteil sind die unkontrollierbaren Bedingun-
gen, die im schlimmsten Fall zum Zusammenbruch der gesamten Kultur fithren
konnen (Pronzato, 1999). Auch Naturkatastrophen wie Stiirme oder Algenbliiten
konnen Marikulturen stark beeintrichtigen. Wihrend der letzten Jahrzehnte wur-
den einige Ansitze verschiedener Marikulturen zur Kultivierung von Schwamm-

biomasse vorgestellt (Pronzato et al., 1999).

3.11.2 Ex-situ Kultur

Die Vorteile der ex-situ Kultur sind kontrollierte Bedingungen, ein Einfluss sai-
sonaler Schwankungen ist ausgeschlossen. Infektionen mit pathogenen Keimen
lassen sich durch Gabe von Antibiotika oder durch Wasserautbereitung, wie der
UV-C Entkeimung, verhindern. Eine dauerhafte Kultivierung mariner Schwam-
me iiber Zeitrdume lidnger als ein Jahr ist kaum moglich. Ex-situ Kultivierungen
erdffnen die Moglichkeit, Grundlagenverstindnis zu entwickeln, um zu verste-
hen, welche Parameter Einfluss auf die Biologie der Schwimme nehmen. Dazu
gehoren Wasseraufbereitung, Kultivierungstemperatur, Beleuchtungsintensititen
und Nahrungsversorgung. Zu diskutieren ist der Einfluss dieser Bedingungen auf
die Zusammensetzung des Mikroorganismenspektrum und folglich auch eine
mogliche Veridnderung im Metabolitenspektrum. Bisher finden sich nur wenige
Untersuchungen zur Kultivierung funktioneller Schwidmme unter kiinstlichen
Bedingungen (Barthel and Theede, 1986; de Caralt et al., 2003; Duckworth et al.,
2003; Mendola, 2003; Osinga et al., 2003).
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Abbildung 3.10: Ein Modulbecken der Aquarienanlage zur ex-situ Kultivierung
mariner Schwimme am Lehrstuhl fiir technische Biologie der Universitit Karls-
ruhe.

Erfolgreiche Berichte zur Kultivierung von Schwammbiomasse unter Laborbe-
dingungen finden sich von Alan Duckworth und Shirley A. Pomponi (2005) so-
wie von El Hassan Belarbi et al. (2003).

Fiir den Schwamm Halichondria melanadocia wiesen Alan Duckworth und Shir-
ley A. Pomponi mit einer Futtermischung bestehend aus Bakterien, Mikroalgen
und Hefen (< 10 um) eine Wachstum nach. Die durchschnittliche Biomassezu-
nahme von H. melanadocia innerhalb von sechs Wochen war bei Gabe der ge-
mischten Didt 40 % groBer als bei reiner Bakterienfiitterung, hochst-
wahrscheinlich durch den hoheren Kohlenstoffgehalt in den verwendeten Mikro-
algen und Hefen sowie anderer essentieller Nihrstoffe. Der ermittelte Kohlen-
stoffbedarf fiir H. melanadocia fiir die Deckung des Grundumsatzes entsprach
0,356 mg - C - L' Schwamm bzw. 103 ug C - h' - g ' Trockengewicht.
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Einige der Schwidmme schienen dabei ihre Oberflidche fiir die Aufnahme der Fut-

terpartikel zu optimieren (Duckworth and Pomponi, 2005).

El Hassan Belarbi ef al. (2003) zeigte fiir Gewebestiicke des inkrustierend wach-
senden Mittelmeerschwammes Crambe crambe eine Zunahme des Anfangsge-
wichtes um 1380 % innerhalb der Versuchsdauer von 22 - 45 Tagen, wobei das
starkste Wachstum in den ersten zehn Tagen der Kultivierung gemessen wurde.
Die Versuche wurden in natiirlichem Seewasser durchgefiihrt. Als Futterorga-
nismus diente die marine Diatomee Phaeodactylum tricornutum (Belarbi et al.,
2003). Die Anderung der Schwammbiomasse wurde iiber Unterwassergewichts-
bestimmung nach Ronald Osinga et al. (1999) durchgefiihrt. Die Kultivierung
erfolgte vergleichend in diskontinuierlichen und kontinuierlichen Durchflusssys-
temen. Im diskontinuierlichen Durchflusssystem betrug das mittlere Wachstum
322 % und war damit wesentlich geringer als das im kontinuierlichen Durch-
flusssystem. Die Wachstumskinetiken zeigten einen betridchtlichen Unterschied

zwischen den einzelnen Schwammfragmenten.

3.11.3 Nahrungsversorgung bei der ex-situ Kultivierung

Die quantitative und qualitative Nahrungsversorgung von Schwidmmen unter ex-
situ Bedingungen scheint eines der Hauptprobleme bei der Schwammkultivie-
rung zu sein. Walter Arndt postulierte 1928, dass die Hauptursache fiir das Ver-
enden von Schwimmen unter kiinstlichen Haltungsbedingungen auf mangelnde
Versorgung mit addquatem Futter zuriickzufiihren ist (Arndt, 1928). Bei der
Verwendung von kiinstlichem Seewasser, welches frei von Nahrungspartikeln
ist, scheint das am schwierigsten zu losende Problem die Versorgung der
Schwimme mit addquaten Futterpartikeln. Bei der Auswahl eines adidquaten Fut-

terorganismus wurden verschiedene Kriterien beriicksichtigt.

Unter kiinstlichen Kulturbedingungen sollte bei Versorgung der Schwamme mit
Pico- und Nanoeukaryoten in hoheren Konzentration die besten Wachstumsraten
zu erwarten sein, vorausgesetzt die Filtrationsraten werden durch den groferen
Partikeldurchmesser nicht inhibiert, wie Ronald Osinga et al. (2001) fiir Pseudo-
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suberites aff. andrewsi bei Verwendung der Alge Dunaliella tertiolecta gezeigt
hat.

Ein Futterorganismus fiir Schwdmme muss in seinem filtrierbaren GroBBenbereich
zwischen 1 und 10 um liegen. Er darf nicht pathogen sein und sollte halotolerant
sein. Der Futterorganismus sollte leicht kultivierbar sein, um die benétigten
Mengen zugeben zu konnen. Die hierzu notwendige Futterpartikelmenge lésst

sich bei Kenntnis des Respirationsrate R iiber folgende Gleichung abschitzen:

Partikelzahl = R/(F - Cp) mL"

R ist die Respirationsrate in mg - O, - mL"' Schwammgewebe pro Zeiteinheit,
F ist die Partikelfiltrationsrate in mL - mL™"' Schwammgewebe pro Zeiteinheit
und Cp entspricht dem Kohlenstoffgehalt eines Futterpartikels in Milligramm. In
den bisher beschriebenen Schwammkultivierungsversuchen wurden lebende oder
abgetotete Kulturen von verschiedenen Mikroorganismen als Nahrungsquelle fiir

Schwidmme eingesetzt.

Eine Ubersicht iiber die in bisherigen Versuchen zur Schwammkultivierung ver-
offentlichten Daten der verwendeten Algen oder Bakterien sind in Tabelle 3.4

dargestellt.
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Tabelle 3.4: Bei Schwammkultivierungsversuchen verwendete Futterpartikel

Schwammart Futter Darreichung Quelle

Cliona celata Unfiltriertes Meerwasser Kontinuierlich Warburton (1958)

Ephydatia fluviatilis Escherichia coli Batch Poirrier et al. (1981)

Spongilla alba

Halichondria panicea Liquifry marine* Batch Langenbruch (1983)
Liquizell* Batch
Getrtocknetes Phytoplankton Batch

Halichondria panicea Unfiltriertes Meerwasser Kontinuierlich Barthel and Theede

(1986)

Chlorella vulgaris Batch
Halichondria panicea Rhodomonas sp. Kontinuierlich ~ Thomassen and Riis-
gard (1995)

Microciona prolifera Dunaliella euchlora Batch Simpson (1968)
Isochrysis galbana Batch

Ophlitaspongia seriata L. galbana Batch Fry (1971)
Micromonas squamata Batch
Monochrysis Lutheri Batch
Tetraselmis suecica Batch
abgetotete Bakterien (iiberwiegend Batch
Pseudomonas und Arthrobacter)

Pseudosuberites andrewsi Dunaliella sp. Kontinuierlich Osinga et al. (1998)
Chlorella vulgaris Batch

Pseudosuberites andrewsi Phaeodactylum tricornotum (intakte Osinga et al. (2003)
Algen und Rohextrakt)

Crambe crambe Phaeodactylum tricornotum Belarbi et al. (2003)

Corticium candelabrum heterotrophe mediterrane Bakterien Batch de Caralt er al. (2003)
und Chlorella sp.

Axinella corrugata Mischung verschiedener Bakterien, Batch Duckworth et al.
Mikroalge und Hefe (Marinococcus (2003)
halophilus, Vibrio alginolyticus,

E.coli, Bacillus subtilis, 1. galbana,
Saccharomyces cerevisiae)

Halichondria melanadocia Mischung verschiedener Bakterien, Batch Duckworth and Pom-
Mikroalge und Hefe (s.0.) poni (2005)

Dysidea avara, Crambe crambe P. tricornutum Kontinuierlich  de Caralt et al. (2007)

* Kommerzielle erhiltliche Produkte der Aquaristik.
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3.11.4 Kultivierung von marinen Schwammen in Aquarien

Viele Schwammarten sterben in Aquarien nach kurzer Zeit ab. Ursachen sind
meistens Infektionen oder der Mangel an geniigend Nahrungspartikeln. Eine
Schwammart, die sich im Aquarium hervorragend hélt und in der Lichtzone sehr
gut wichst, ist der im Jahre 1990 wissenschaftlich beschriebene Ohrenschwamm
Collospongia auris. Der Schwamm bildet flichige Kolonieformen und ist in
Riffaquarien gut haltbar (miindliche Mitteilung Johannes Kirchhauser, Vivarium
Karlsruhe). Bei dieser Schwammart handelt es sich um einen griinblauen
Schwamm, der eine lederdhnliche, sehr reiBfeste Kruste ausbildet und in Symbi-
ose mit Cyanobakterien lebt. Die gute Kultivierbarkeit in der Lichtzone scheint

durch die Anwesenheit stickstofffixierender Symbionten gegeben zu sein.

Andere Schwammarten entwickeln sich im Aquarium nach der Einfahrphase
durch das Einbringen so genannter ,lebender Steine* aus dem Meer von selbst.
Meistens handelt es sich dabei um kryptische Arten in stromungsarmen und
dunklen Zonen. Diese Kolonien werden meistens beim Ausrdumen oder Umges-

talten des Aquariums sichtbar, wenn Dekorationssteine umgedreht werden.

3.11.,5 Stromung

Wie viele Filtrierer vertragen Schwdamme in der Regel keine starke Wasserbewe-
gung, die Filtration funktioniert nur bei einer bestimmten Stromungsgeschwin-
digkeit optimal. Im Gegensatz dazu benétigen beispielsweise Weichkorallen aus
der Tiefenzone des Riffes recht hohe Stromungsstirken, um ihre Nahrung zu
fangen. Die Kolonieform vieler Schwammarten ist an die speziellen Wasserstro-
mungsbedingungen des jeweiligen Standortes angepasst. Eine Veridnderung des
Stromungscharakters unter Aquarienbedingungen fiihrt hiufig zu Anderung des
Schwammhabitus. Bei A. aerophoba war zu beobachten, dass diese ihr Osculum
umbilden und es zu Neubildungen im stromungsabgewandten Bereich kommit.
Chondrosia reniformis war in der Lage, aus zu starken Stromungen aktiv abzu-
wandern. Dieser Vorgang vollzieht sich iiber mehrere Tage, die Bewegungen des

Organismus konnen iiber Fotoserien sichtbar gemacht werden.
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Zu geringe Stromung fiihrt dagegen zu Bakterienwachstum auf der Schwamm-
oberfldche. Handelt es sich dabei um infektiose Keime, kann dies zum Absterben
der Schwimme fiihren, wie fiir den marinen Schwamm Halichondria panicea

gezeigt wurde (Hummel et al. 1988).

3.11.6 Ursachen und Folgen fur das Absterben von Schwammen

Ernste Probleme mit Schwidmmen unter Aquarienbedingungen ergeben sich,
wenn ein Schwamm abstirbt und sich sein Gewebe auflost. Die dabei frei wer-
denden Gifte konnen den gesamten Bestand vernichten. Bei A. aerophoba zeigen
blau-schwarze Verfarbungen nekrotisches Gewebe an. Durch gezieltes AbstoBBen
dieses abgestorbenen Gewebes ist der Schwamm in der Lage, den Rest der
Schwammkolonie vor weiteren Schidigungen durch die bereits abgestorbenen

Zellen zu schiitzen.

Die Kultivierung von Schwidmmen setzt voraus, dass keine Organismen im A-
quarium leben diirfen, die sich von diesen ernidhren oder sie schidigen wie bei-
spielsweise der auf A. aerophoba spezialisierte Fralifeind Tylodina perversa.
Eventuell anhaftende Gelege dieser Meeresschnecke miissen sofort entfernt wer-

den.
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4 Material und Methoden

4.1 Sammeln und Transport der Versuchsschwamme

Alle Versuchsschwimme stammen aus der Adria und wurden im Limski Kanal
in der Ndhe von Rovinj (Kroatien) durch unsere Arbeitsgruppe mit autonomen

Pressluftgeriten in Tiefen zwischen zwei (2) und 25 Metern Tiefe gesammelt.

Die Schwimme wurden mit einem Teil ihres Substrates mittels Hammer und
Meisel oder mit Hilfe eines Tauchermessers vom Untergrund geldst und unter
Wasser in Kunststoffgefile mit Schraubdeckel (Kautex, D-53229 Bonn) iiber-
fiihrt. Mechanischer Stress durch Driicken oder Quetschen wurde vermieden. Die
gesammelten Schwimme wurden in ihren Kautex-Gefden auf dem Boot in Ei-
mer gestellt, in denen sie wihrend der Uberfahrt durch Meerwasser gekiihlt wur-
den, und so zur meeresbiologischen Station von Rovinj befordert. Zur Vermei-
dung einer Luftexposition erfolgte das Umsetzen der Versuchstiere unter Wasser

in von Meerwasser durchflossenen Steinbecken (Abbildung 4.1).

Abbildung 4.1: Durchflussbecken des Institutes 'Ruder BoSkovi¢' in Rovinj (Kro-
atien) zur Zwischenlagerung der gesammelten Schwamme.
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In diesen mit lokalem Meerwasser durchstromten Steinbecken wurden die
Schwimme bis zum Weitertransport nach Deutschland zwischengelagert. Fiir
den Transport wurden die Schwidmme unter Wasser in handelsiibliche Transport-
beutel fiir Aquarientiere iiberfiihrt und mit einem Luftpolster versehen verschlos-
sen. Die Luftpolster sorgten wihrend des zwolfstiindigen Transportes fiir ausrei-
chend Sauerstoff und isolierten gleichzeitig das Wasser gegeniiber den Kiihlak-
kus. Der Transport nach Deutschland erfolgte in Styroporkisten mit Deckel. Um
eine Erwidrmung des Wassers iiber 20 °C auszuschlieBen erfolgte eine Kiihlung
der Kisten mit Kiihlakkus. Erfahrungen des ersten Probentransports zeigten, dass
starke Temperaturwechsel in Richtung hoherer Temperaturen zum Absterben
aller gesammelten Schwdmme fiihrten. Aus diesem Grunde wurden die
Schwidmme nach dem Transport iiber Nacht in den gedffneten Transportbeuteln
in die Aquarien gestellt, um sie langsam an die umgebende Wassertemperatur der
Aquarien im Labor anzupassen. Am nédchsten Morgen wurden die Tiere vorsich-
tig unter Wasser zur Vermeidung einer Luftembolie ihres Kanalsystems in die

Aquarien umgesetzt.

4.2 Kultivierung funktioneller Schwamme

Die Kultivierung funktioneller Schwidmme unter kiinstlichen Bedingungen in
Aquarien stellt hohe Anforderungen an die Haltungsumgebung. Sie bendtigen
klares und sauberes, entsprechend temperiertes, kiinstliches Meerwasser. Als ses-
sile Filtrierer sind Schwidmme darauf angewiesen ihre Nahrung dem vorbei stro-
menden Wasser zu entziehen. Die entsprechende Strémung im natiirlichen Le-
bensraum ist stetig und gleichméBig und sorgt fiir Sauerstoffversorgung und Ab-
transport der Exkretionsprodukte der Schwidmme. Eine Stromungspumpe im Be-
cken sollte diese Bedingungen nachbilden. Bei Stromungserzeugung durch die
Stromungspumpen ist darauf zu achten, dass keine Luftblasen eingetragen wer-

den, da diese zum Absterben der Schwidmme fiihren.
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Abbildung 4.2: Schwammkultivierungsanlage am Lehrstuhl fiir technische Bio-
logie, Institut fiir Bio- und Lebensmitteltechnik, Universitidt Karlsruhe (TH)

4.2.1 Entwicklung und Konstruktion der Aquarienanlage

Die Konstruktion der Aquarienanlage wurde speziell nach den besonderen Be-
diirfnissen der Schwidmme ausgelegt und im Laufe der Arbeit weiterentwickelt.
Sie sollte einen guten Zugang zu den Schwimmen gewdhrleisten und die Mog-
lichkeit zur Beobachtung und Entnahme der Schwimme fiir Versuche vereinfa-
chen. Fiir diese Anforderung ist die Auflage der Aquarien in einer Arbeitshohe
von 100 Zentimeter angebracht. Die Beckenhohe betrigt im Gegensatz zu Stan-
dardaquarien nur 20 Zentimeter, damit die Versuchstiere fiir Untersuchungen

leicht entnommen werden konnen. Abbildung 4.2 zeigt die Anlage in Betrieb.
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Fiir vergleichende Versuche wurde die Anlage aus sechs technisch identischen

Modulen aufgebaut.

Die Abbildung 4.3 zeigt den schematischen Aufbau der Anlage exemplarisch fiir
ein Modul.

Futter-
vorlage

VE-Wasser

IKS

Ozonisator

gAbschaumer
-

] Uberlauf

Notuberlauf
<—

UV-C Klarer I
e Wik BEY
\/ —_—
Kiihler Filterbecken

Abbildung 4.3: Schematischer Aufbau eines Moduls der Versuchsanlage zur
Haltung mariner Schwidmme

Ein Modul besteht aus zwei mit Aquariensilikon verklebten Glasbehiltern, der
Schwammzuchteinheit mit den MaBlen 80 - 70 - 20 cm und der darunter angeord-
neten Filtereinheit mit Vorfilter 40 - 35 - 35 cm. Dieser Vorfilter verfiigt tiber

angepasste Uberliufe fiir den Abschiumer und einen Notiiberlauf.

Die Schwammzuchteinheit besitzt einen separaten Ablaufschacht zur Filterein-
heit mit drei Bohrungen fiir den Filterzulauf und Filterablauf sowie einen separa-

ten Notuberlauf.
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Die Schwammzuchteinheit ist mit der Filtereinheit tiber eine PVC-Verrohrung
verbunden. Der Volumenstrom des Riicklaufes ist iiber ein Membranventil (Typ
314PVC-U, d20 DNI15 %%, Georg Fischer GmbH Rohrleitungssystem, D-73095
Albershausen) stufenlos bis zur maximalen Forderleistung von 1000 Liter pro

Stunde regelbar. Das gesamte Filtermodul ist austauschbar.

Zur Erzeugung einer sanften und breit geficherten Stromung bei hohen Durch-
flussmengen wurde eine Turbelle verwendet (TUNZE stream 6060, Strébmungs-
leistung: 6000 L - h™', Leistung: 11 Watt; MaBe: ¢ 98 x 118 mm, AusstoBoff-
nung: ¢ 50 / 47 mm; TUNZE Aquarientechnik GmbH, D-82377 Penzberg).

Im Verlauf der Arbeit zeigte sich, dass die durch die Pumpe erzeugte Strémung
fir das Beckenvolumen zu stark ausgelegt war und zur Deformierung der
Schwimme fiihrte. Eine verbesserte Stromung wurde durch den Einsatz eines
speziell angefertigten PVC-Rohres erreicht. Der Durchmesser betrdgt 50 mm und
verfiigt im Abstand von jeweils 20 mm iiber Bohrungen mit einem Durchmesser
von 20 mm. Die Linge des Rohres erstreckt sich iiber die gesamte Linge des
Beckens. Der urspriingliche Stromungsverlauf und das aus der Modifizierung

resultierende Stromungsmuster ist in Abbildung 4.4 dargestellt.

A & A & & & 4 4 4 A

Abbildung 4.4: Aufsicht auf die Modulbecken der Aquarienanlage mit Stro-
mungsverlauf vor (links) und nach (rechts) Optimierung der Strémungspumpe.
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Alle anderen verwendeten Pumpen waren Kreiselpumpen des Typs AquaBee UP
1000, Forderleistung 1000 L - h™', Leistungsaufnahme 10 Watt, Maximale For-
derhohe 1,3 Meter, AquaBee Aquarientechnik, (D-39261 Zerbst).

Die Pumpleistung der Pumpe im Riicklauf vom Filterbecken in das Aquarienmo-
dul wurde auf vier Liter pro Minute eingestellt und betrug damit 24 % der ange-

gebenen Forderleistung.

4.2.1.1 Wasseraufbereitung

Die Wasseraufbereitung erfolgte in einem separaten Filterbecken, welches im
Unterschied zu herkdmmlichen Filteranlagen in der Aquarientechnik ohne me-

chanische Filtereinheiten wie Kunstschwammeinsitze auskommen sollte.

4.2.1.2 UV-C-Bestrahlung

Die Wasserentkeimung erfolgte iiber einen UV-Entkeimungsgerit (Top Tronic
Typ 6/1V, 85 Watt UV-C-Hochdruckbrenner im Quarzglasrohr, Mindestdurch-
flussmenge 60 L -h™', Max. Durchflussmenge: 2500 L -h™, Tropic-Electronic
GmbH, D-58511 Liidenscheid) als Sondermodell zum Direktanschluss an das
Filtersystem. Dieses wurde im Bypass mit einer separaten Kreiselpumpe der Fil-

tereinheit betrieben.

4.2.1.3 Abschaumung

Die Technik der Abschdumung oder Flotation dient der Eliminierung von Protei-
nen aus dem Wasser, ohne dass sie mikrobiologisch zu den Endprodukten oxi-
diert werden. Bei plotzlicher Belastung, z.B. durch einen absterbende Schwamm-
kolonie oder verstirkter Belastung durch Nahrungspartikel, kann ein biologischer

Filter nur sehr langsam auf diese Belastung reagieren. Insbesondere nitrifizieren-
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de Bakterien haben Anpassungszeiten von mehreren Tagen. Zusitzlich erhoht

sich das Redoxpotential des Wassers.

Im Pumpenzulauf werden feinste Luftblasen erzeugt, an denen sich durch Adhi-
sion Molekiile anlagern. Im Steigrohr bildet sich ein Schaum, der immer zdher
wird, bis er in einem Schaumtopf abgeschieden wird. Durch Zugabe von Ozon

lasst sich die Effizienz eines Abschdumers um ein Vielfaches steigern.

In der Aquarienanlage kam ein ATS TECH Schiaumer Typ II (Aquarienanlagen
Schuhmacher) zum Einsatz. Es handelt sich um einen selbst regelnden, pumpen-
betriebenen Diisenabschdumer fiir den internen Betrieb mit Stutzen zum An-
schluss eines Ozonisators. Er verfiigt iiber einen vergroferten Schaumtopf mit

einer Luftleistung von 800 L - h™".

4.2.1.4 Ozonbehandlung

Die Ozonbehandlung des Aquarienwassers dient der Desinfektion durch Oxidati-
on pathogener Keime und der Oxidation von nicht oder nur schlecht abbaubaren
organischen Spurenstoffen. Dazu gehoren Humin- bzw. Gelbstoffe, die als Ab-
und Umbauprodukte von pflanzlichem und mikrobiologischen Material entstehen
(Abbt-Braun, 2002) und toxische Stoffwechselprodukte der Schwamme selbst.
Der Ozonisator erhoht zusitzlich das Redoxpotential und den Sauerstoffgehalt
des Aquarienwassers. In der Anlage wurde der Ozonisator der Firma Sander ein-
gesetzt (Ozonisator Certizon 100, Ozonleistung stufenlos einstellbar (10 —
100 mg - h', Leistungsaufnahme 4,8 Watt, Luftdurchsatz 20 — 500 L - h', emp-
fohlener Aquarieninhalt: 200 — 1000 Liter, Erwin Sander Elektroapparatebau
GmbH - D-31311 Uetze-Eltze).

4.2.1.5 Beleuchtung

Zur Beleuchtung der Schwammzuchteinheiten wurden anfianglich in der Aqua-

ristik iibliche Leuchtstoffrohren installiert. Die geringe Lichtintensitit von etwa
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10 uE - m™ - s und das sich innerhalb kurzer Zeit negativ verinderte Lichtspekt-
rum fiithrten jedoch zu Schmieralgenbildung, die sich negativ auf das gesamte

Aquariensystem auswirkten.

Die Beleuchtung wurde daraufhin umgestellt und durch Hallenleuchten (Typ
7981SD/HST-HIT250 K, TRILUX GmbH & Co. KG, D-59759 Arnsberg) er-
setzt. Als Leuchtmittel kamen Halogen-Metalldampflampen vom Typ HIT 250
W von Osram zum Einsatz.

Die Lichtintensitit, gemessen an der Wasseroberfliche, betrug 100 uE - m™ - s™.

4.2.1.6 Kinstliches Seewasser

Das kiinstliche Seewasser oder ,,artificial seawater* (ASW) wurde mit einer han-
delsiiblichen Meersalzmischung (Tropic Marin®, Dr. Biener GmbH, D-36367
Wartenberg) unter Verwendung von VE-Wasser in einem Vorratsbecken ange-
setzt. Nach dem Losen des Salzes in 210 Liter VE-Wasser wurde es durch eine
Kreiselpumpe permanent bewegt und mittels einer Membranpumpe durchliiftet.
Diese ,,Alterung® des Seewassers wurde vor der Verwendung in den Aquarien
fiir mindestens einen Tag durchgefiihrt. Die Salinitdt wurde auf 34,6 %o einge-
stellt.

4.2.1.7 Uberwachung der Wasserparameter

Durch das hohe Oberflichen-Volumen-Verhiltnis der Aquarien verdunsteten im
Schnitt 10 % des Wasservolumens pro Woche. Der Sollwert wurde nach Mes-
sungen der Salinitdt im natiirlichen Habitat auf eine Salinitdt von 36,4 %o festge-
legt. Um die Salinitdt in einem engen Bereich konstant zu halten, wurde eine
wartungsarme Regelung verbaut. Die Salinitit wurde mit einem Leitwertsensor
(iks ComputerSysteme GmbH, D-76307 Karlsbad) aufgenommen. Die Kalibrie-
rung erfolgte monatlich mit einer Kalibrierlosung mit einer Leitfdhigkeit von
50 mS/cm.
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Zur automatischen Nachregulierung des Aquarienwassers wurde VE-Wasser
verwendet. Das VorratsgefiB war iiber der Anlage aufgestellt. Uber Fallleitungen
wurde aus einem Vorratsbehilter aus Glas mit einem Volumen von 240 Liter
nachdosiert. Bei Uberschreitung des fiir die Salinitit festgelegten Grenzwert, 6ff-
net ein iiber den IKS aquastar gesteuerte Stromsteckleiste ein in den Fallleitun-
gen eingebautes Magnetventil. Durch den hydrostatischen Druck lduft das Was-
ser in die Becken nach. Der Einlauf des VE-Wassers war direkt iiber der Stro-
mungspumpe angebracht, so dass eine sofortige Durchmischung gewéhrleistet

wurde. Bei Erreichen des unteren Schwellenwertes schloss das Ventil.

Aus Sicherheitsgriinden kamen Magnetventile zum Einsatz welche stromlos ge-
schlossen waren. Ein Verdiinnen des Aquarienwassers mit VE-Wasser bei

Stromausfall war somit ausgeschlossen.

4.2.1.8 Aquarienroutine

Der routinemifBige Wasserwechsel umfasste einen wochentlichen Austausch von
20 Prozent des Aquarienwassers, um einer Auszehrung der Mikro- und Makro-
elemente entgegenzuwirken. Die Werte fiir Nitrat und Phosphat wurden mit han-
delsiiblichen Testkits iiberpriift und auf die entsprechenden Sollwerte korrigiert.
Zu hohe Werte wurden durch Wasserwechsel ausgeglichen, zu niedrige Werte

fiir Stickstoff und Phosphat wurden durch Gabe von Stocklosungen eingestellt.

Stocklosung 1: NaNO; 137g/L: Zugabe 1 mL auf 100 Liter zur Erhohung der

Nitratkonzentration um 1 mg - L™

Stocklosung 1: NaH,PO, (0,005 M): Zugabe 1 mL auf 100 Liter zur Erhhung

der Phosphatkonzentration um 1 mg - L™

Stocklosung 2: Eisencitrat (C¢HsFeO, - H,O), (0,01 M): Zugabe 1 mL auf 100
Liter pro Woche
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Tabelle 4.1: Schwankungsbreite der Wasserparameter in den Aquarienmodulen

Temperatur 18 =22 °C

pH 7,8—-8,2

Salinitiit 34,4 — 38,6 %o
Nitrate (NO53") 0-—10mg-L"
Nitrite (NO,") 0-0,05mg-L"
Phosphate (PO,>) 0—1mg-L"
Magnesium (Mg”") 1480 — 1660 mg - L™
Calcium (Ca®") 390 - 440 mg - L™

4.3 Bestimmung der Schwammbiomasse

4.3.1 Volumenbestimmung durch Wasserverdrangung

Schwammvolumina wurden iiber die durch ihn verdringte Wassermenge gravi-
metrisch bestimmt. Eine dauerhafte Verwendung dieser Methode ist ungiinstig,
da der Schwamm hierbei dem Luftsauerstoff ausgesetzt wird. Zur Messung wur-
de das Gefall mit ASW ohne Schwamm auf einer Laborwaage (BP 3100 S, Sar-
torius, D-37075 Géttingen) auf Null kalibriert. Eventuell iibergelaufenes Wasser
wurde entfernt. AnschlieBend wurde der Schwamm in das Gefédl3 tiberfiihrt und
das Differenzgewicht bestimmt. Das Gewicht des verdringten Wassers wurde

darauthin in das Schwammvolumen umgerechnet.
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4.3.2 Volumenbestimmung durch Vermessung

Die Bestimmung des Volumens von
A. aerophoba gestaltete sich aufgrund
seiner Empfindlichkeit gegeniiber Luft-

exposition schwierig.

Beim Sammeln der Versuchsschwimme
wurden nur solche Individuen ausgesucht,
die einen einzigen Schlot mit anndhernd
rotationssymmetrischem Bau aufwiesen
(Abbildung 4.5). Die Vermessung der
Schwimme erfolgte unter Wasser mit ei-
nem Messschieber aus Kunststoff. Dabei
wurde die Hohe und der Durchmesser
bestimmt und daraus deren Volumen be-
rechnet. Die Zylinderform wurde als ma-
thematische Berechnungsgrundlage ange-

nommen.

Abbildung 4.5: Beispiel eines Ver-
suchsschwammes A. aerophoba mit
einem Schlot auf Kalkstein mit Koral-
lenkleber fixiert.

4.3.3 Bestimmung des Feuchtgewichtes, Trockengewichtes und a-
schefreien Trockengewichtes der Versuchsschwamme

Vor der Bestimmung wurden Porzellanschalen in einem Trockenschrank (WTB
Binder, D-78532 Tuttlingen) bei 80 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

Die Bestimmung des Feuchtgewichtes erfolgte durch Wigung des frischen
Schwammes nach Abtropfen auf einer Feinwaage (BP 211 D, Sartorius, D-37075

Gottingen). Die anschlieBende Trocknung der Schwammbiomasse erfolgte bei

100 °C im Trockenschrank bis zur Gewichtskonstanz. Die Verbrennung wurde
im Muffelofen (M110 mit Thermicon P, Heraeus, D-63450 Hanau) bei 500 °C

fiir 8 Stunden vorgenommen. Das AFDW errechnet sich aus der Differenz des

ermittelten Trockengewichtes und dem Gewicht des Verbrennungsriickstandes.
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4.4 Filtrationsexperimente

4.4.1 Allgemeines

Zur Abschitzung der bendtigten Mengen an Futterpartikeln und zur Beurteilung,
ob die untersuchten Schwiamme in der Lage sind unter Aquarienbedingungen
ithren Kohlenstoffbedarf zu decken, wurden Partikelaufnahmeraten fiir Modell-
futterpartikel bestimmt. In Filtrationsexperimenten wurde die Abnahme der Par-

tikelkonzentrationen iiber die Zeit aufgenommen.

Die Konzentrationen wurden nicht chronologisch gesteigert, sondern alternierend
hohere bzw. geringe Partikelkonzentrationen eingesetzt, um den Einfluss der ii-
ber die Kultivierungsdauer auftretenden Degenerationserscheinungen und die
damit einhergehenden Unterschiede in den Filtrationsaktivititen der Schwamme

Zu minimieren

Die Filtrationsexperimente wurden mit zwei verschiedenen Futterorganismen
durchgefiihrt. Es handelte sich dabei um die marine kokkoide Cyanobakterie Sy-
nechococcus spec. mit einer durchschnittlichen Grée von 1 pum und der marinen
Diatomee Phaeodactylum tricornutum mit einer durchschnittlichen Groée von
5 um. Jede einzelne Art wurde axenisch in Schiittelkolben geziichtet. Die Medien

basierten auf kiinstlichem Meerwasser und sind im Anhang aufgefiihrt.

4.4.2 Versuchsaufbau

Schwiamme der Art A. aerophoba reagieren auf Storungen, wie das Umsetzen in
Bechergliser extrem empfindlich. Das Umsetzen fiihrte dazu, dass die untersuch-
ten Schwidmme iiber lingere Zeitrdume die iiber mehrere Minuten bis Stunden
andauerten, keine Pumpaktivitit zeigten und somit die Durchfiihrung der Filtrati-
onsexperimente sehr erschwerten. Der methodische Aufbau wurde in den letzten,
zur Auswertung herangezogenen Versuchsserien, dahingehend optimiert, den

storenden Einfluss des Umsetzens zu minimieren.
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Die zu untersuchenden Schwiamme wurden unter Wasser auf Hart-PVC-Scheiben
gestellt und blieben dort auch wihrend der Haltung. Vor Versuchsbeginn wurden
speziell angefertigte Kunststoffrohren iiber die Hart-PVC-Scheiben mit den Ver-
suchsschwidmmen geschoben und gegeniiber dem umgebenden Aquarienwasser

dicht abgeschlossen.

Das berechnete Volumen der Versuchsgefdle betrug 530 mL. Bei der Berech-
nung der Filtrationsrate wurde das individuelle Volumen des Schwammes abge-
zogen. Nach einer Stunde Ruhephase wurde eine Algensuspension mit definierter

Konzentration zugegeben.

Die Probennahme fiir die Partikelkonzentrationsbestimmung erfolgte iiber einen

Zeitraum von 40 Minuten.

Durch Multiplikation der Anzahl durch den Schwamm gefilterten Zellen pro
Zeiteinheit und dem zellgruppenspezifischen Kohlenstoffiquivalent wurde die
aufgenommene Kohlenstoffmenge ermittelt. Die Umrechnung der verwendeten
Futterorganismen in entsprechende Kohlenstoffiquivalente geschah mit folgen-
den Umrechnungsfaktoren: heterotrophe Bakterien, 20 fg C Zelle! (Ducklow
et al., 1993); Synechococcus sp., 470 fg C Zelle™ (Campbell et al., 1994) und fiir
P. tricornutum 14,5 pg C Zelle'' (Strathmann, 1967).

4.4.3 Partikelkonzentrationsbestimmung

Zur Messung der in den Wasserproben enthaltenen Zellkonzentration und zur
Aufzeichnung der Grofenverteilungen wurde der CASY® Cell Counter + Anal-
ser System Model TT (Schirfe System GmbH, D-72764 Reutlingen) eingesetzt.

Die Proben wurden direkt vor dem Messen frisch angesetzt beziehungsweise
entnommen. Fiir jede Messung wurden neue CASY®cups verwendet, um Fehler
durch verschmutzte Messbecher auszuschlieBen. Es wurden jeweils drei unab-

hingige Messungen mit einem Messvolumen von 200 pLL durchgefiihrt.

Die Messungen erfolgten je nach Groe des eingesetzten Futterpartikels mit einer
45 pm oder einer 60 um Kapillare. Die 45 um Kapillare wurde speziell fiir die

Anwendung in der salzhaltigen Matrix werkseitig anstatt auf die handelsiibliche
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eingesetzte Elektrolytlosung CASY®ton auf in der Aquarienanlage verwendete
ASW Kkalibriert. Fiir die Mikroalge P. tricornutum war aufgrund ihres groBeren
Zelldurchmessers die Verwendung der 60 um Kapillare notwendig. Diese war
jedoch werkseitig auf das standardisierte CASYton® kalibriert, welches dem
Salzgehalt einer isotonischen Kochsalzlosung von 0,9 % entspricht. Die Partikel-
groe wird bei der Verwendung von Meerwasser durch die hohere Leitfahigkeit
kleiner dargestellt, die absoluten Partikelzahlen der Messungen bleiben davon
aber unbeeinflusst und konnen deshalb zur Messung der Abnahme der Partikel-

konzentration verwendet werden.

Nach dem Einschalten des Gerites wurde 3-mal mit CASY®clean gespiilt, um
eventuell verbliebene Partikel von anderen Messungen zu entfernen. Die Mess-
kapillare wurde vor dem Beginn der Messungen zweimal mit sterilfiltriertem
ASW gespiilt. AnschlieBend wurde eine Probe der Pufferlosung auf ihren Parti-
kelgehalt vermessen. Vor Messbeginn, wurde ein Messwert von 500 Partikeln

absolut als Nullwert definiert.

Bei Uberschreitung des maximalen Zihlergebnisses des Geriites wurden die Pro-
ben mit sterilem ASW verdiinnt, zu hohe Partikelkonzentrationen sind auf3erhalb
des linearen Bereichs des Messgerites. Diese Messungenauigkeiten wurden iiber

eine Fehlermitteilung des Messgerites angezeigt.

Die Dateniibertragung der Messwerte erfolgte iiber eine COM-Port Schnittstelle
an einen Desktop-PC, das Einlesen der Daten und die Darstellung der Ergebnisse
wurde mit der Software CASYExcell durchgefiihrt.

4.4.4 Verwendete Futterorganismen und Kulturbedingungen

Die unterschiedlichen Versuche wurden mit lebenden marinen Bakterien und
Mikroalgen durchgefiihrt, die den Schwidmmen auch im natiirlichen Lebensraum

als Nahrungspartikel zur Verfiigung stehen.
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4.4.5 Kultivierung mariner heterotropher Bakterien

Zwei marine heterotrophe Bakterienstimme, Janibacter limosus (HelOl), ein
kokkoides bis stibchenformiges, unbewegliches, aerobes, gram-positives Bakte-
rium und Halomonas variabilis (Hel04), ein bewegliches, stibchen-formiges,
gram-positives Bakterium, wurden von Dr. Irene Wagner-Dobler zur Verfiigung

gestellt (Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung, D-38124 Braunschweig).

Die marinen Bakterien a-Proteobakterium (SB89) und Vibrio sp. (SB177) wur-
den sowohl aus Meerwasser als auch aus dem Gewebe mariner Schwamme iso-
liert. Es wird vermutet, dass sich dieser Stamm besonders gut zur Schwammer-
nidhrung eignet, da fiir A. aerophoba eine effektive Aufnahme und mit hohen
Phagozytoseraten gezeigt werden konnte (Wehrl, 2001). Diese Stimme wurden
von Dr. Ute Hentschel zur Verfiigung gestellt (Institut fiir Mikrobielle Infekti-
onsbiologie, Universitit Wiirzburg, D-97074 Wiirzburg).

Die marinen Bakterien SB89, SB177, HelO1 und Hel0O4 wurden in einem Zobell-
Fliissigmedium (sieche Tabelle 4.2) bei 20°C im Schiittelkolben bei 100 U - min™
im Inkubationsschiittler (Multitron 2, Infors, CH-4103 Bottmingen) kultiviert.

Tabelle 4.2: Zobell-Fliissigmedium
(Zusammensetzung entspricht BD Difco' ™ marine broth 2216, Nr.: 279110)

Komponente

Pepton 5¢

Hefeextrakt lg

in VE-Wasser 250 mL
Autoklavieren bei 121°C

ASW (Salinitit 36,4 %o) 750 mL

sterilfiltriert*

* beim Autoklavieren fallen Carbonate aus
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4.4.6 Kultivierung mariner Mikroalgen

Synechococcus sp.

Synechococcus sp. WH 8102 (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Ilka
Axmann, Humboldt-Universitét, Institut fiir Biologie, D-10115 Berlin).

Es handelt sich um ein einzelliges, etwa 1 um messendes kokkoides, marines
Cyanobakterium des Picophytoplankton. Es ist weltweit verbreitet in oli-
gotrophen als auch in eutrophen Regionen der Weltmeere und stellt die Haupt-
komponente des Picophytoplanktons dar (Waterbury et al., 1979; Partensky
etal., 1999).

Fiir die Kultivierung von Synechococcus sp. wurde das Seewasser-Medium

(= SWES) verwendet, dessen Zusammensetzung in Tabelle 4.3 angegeben ist.

Die Beleuchtung erfolgte iiber ein Leuchtfeld mit 4 Leuchtstoffrohren mit einem
Licht / Dunkel-Rhythmus von 16 / 8 Stunden bei 20°C im 2 Liter Schiittelkolben
bei 120 U min-' im Inkubationsschiittler (Multitron 2, Infors, CH-4103 Bottmin-

gen) kultiviert.

Phaeodactylum tricornutum

Fir die Filtrationsversuche wurde auflerdem die Bacillariophyceae

P. tricornutum des Stammes SAG 1090-1a (Gottingen, Deutschland) eingesetzt.

P. tricornutum 1ist eine global verbreitete Brackwasseralge mit hohem Gehalt an
mehrfach ungesittigten Fettsduren. Vor allem der hohe Gehalt an Omega-3-
Fettsdure ist essentiell fiir die Entwicklung vieler mariner Organismen und macht
sie deshalb zum optimalen Futtermittel in der Aquakultur (Patil er al., 2007).
Wegen ihres hohen Niahrwerts wird diese Alge als unentbehrliche Nahrungsquel-
le in der Aufzucht aller Stadien von Muscheln, fiir die Larvenstadien einiger ma-
riner Gastropoden, den Larven verschiedener mariner Fischarten, die Larvensta-
dien der Garnelen und fiir die Zucht von Zooplankton verwendet (Ryther and
Goldmann, 1975).
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Auch bei der Kultivierung des marinen Schwammes Crambe crambe (Belarbi
et al., 2003) wurde diese Mikroalge eingesetzt. Aus diesem Grunde scheint diese
Alge ein niitzlicher Nahrungsorganismus fiir die ex-situ Kultur von A. aerophoba

in Aquarien zu sein.

P. tricornutum wurde in Brackwasser-Medium (SWES1/2) kultiviert. Dieses ent-
spricht in der Zusammensetzung dem SWES-Medium, mit dem Unterschied,
dass 50 % des ASW durch VE-Wasser ersetzt wurde. Die Beleuchtung erfolgte
durch ein iiber den Kulturen installiertes Leuchtfeld mit acht Leuchtstoffrohren
mit einem Licht / Dunkel-Rhythmus von 16/ 8 Stunden bei 20°C im zwei Liter-
Schiittelkolben bei 120 U min-' im Inkubationsschiittler Multitron 2 (Infors HT,
CH-Bottmingen) kultiviert.

Tabelle 4.3: Seawater Medium (= SWES "Seewasser + Erddekokt + Salze")

Komponente Stocklosung (g- L")  Nihrlosungsanteil (mL)
KNO; 10 20

K,;HPO, 1 20
MgSO,-7-H,0 1 20
Erddekokt (*) 30
Spurenelementelosung 5
Sterilfiltriertes ASW 905

Die Stocklosungen wurden bei 121 °C fiir 20 Minuten autoklaviert. Die Zugabe
von sterilfiltriertem Vitamin B12 (5 pg) in die sterile Losung erfolgte nach dem
Abkiihlen.

* Herstellung des Erddekokts:

Mehrere 1 Liter Schottflaschen wurden zu einem Drittel des Volumens mit san-
dig-humoser Lauberde gefiillt, mit VE-Wasser iiberschichtet und zweimal im
Abstand von 24 Stunden fiir eine Stunde auf 121° C erhitzt. Der Uberstand wur-
de abdekantiert und verbleibende Partikel bzw. Feststoffe durch Zentrifugation
(Varifuge, Heraeus Holding GmbH, D-63450 Hanau) bei 3000 g fiir 15 Minuten
abgetrennt. Aliquote des Extraktes wurden in 250 mL Schott-Glasflaschen abge-
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fillt und fiir 20 Minuten bei 121° C autoklaviert. Der Erddekokt konnte nach die-

ser Behandlung iiber Monate bei Raumtemperatur aufbewahrt werden.

Tabelle 4.4: Spurenelementlosung

Komponente Stocklosung (g - L™) Néhrlosungsanteil (mL)
ZnS0O, - 7-H,0O 1 1

MnSOy, - 4-H,0 1 2

H;BO; 2 5

Co(NO3), - 6:-H,0O 0,2 5

Na,MoO, - 2-H,O 0,2 5

CuSO, - 5-H,0 0,005 1
VE-Wasser 981

FeSO, - 7.H20 0,7¢g

EDTA (Titriplex III, Merck) 0,8¢g

Alle Komponenten wurden separat autoklaviert.

4.4.7 MeBmethoden zur Erfassung biologischer Stoffumsetzungen

4.4.71 Sauerstoffverbrauchsmessungen

Die Sauerstoffsittigung in Wasser ist abhidngig von Salzgehalt und Temperatur.
Die Salinitit in den Versuchsaquarien wurde durch Leitwertmesssonden kontinu-
ierlich gemessen, mit VE-Wasser nachgeregelt und dadurch konstant auf einer
Salinitdt von 36,4 %o gehalten. War dies nicht moglich, wurde die Salinitdt mit
einem Messgerit gemessen (Portamess® 911 Cond, Knick Elektronische Mess-
gerite GmbH & Co. KG, D-14134 Berlin) und in die Berechnungen ein-bezogen.
Um die Temperaturkonstanz iiber den Versuchszeitraum zu gewéhrleisten, wur-
den die Versuche in Kleinfermentern mit Temperiermantel (Artikelnummer
131500, Ochs GmbH, Glasgeritebau, D-37120 Bovenden/Lenglern) mit einem
Volumen von 1800 mL durchgefiihrt.



4 Material und Methoden 71

Durch deren Kiihlmantel wurde das Aquarienwasser sowie das Wasser der
Durchlaufbecken in den Versuchsreihen in Kroatien iiber eine Aquarienpumpe
mit einer Literleistung von 300 L -h™' hindurchgepumpt. Dadurch wurde ein
Temperatureinfluss auf die Messergebnisse als auch auf die Versuchsorganismen
ausgeschlossen. Der Deckel war fiir die Aufnahme der Sauerstoffelektrode mit
zwel GL25 Anschliissen ausgestattet, einer zentriert, der zweite auflermittig. Die
Sauerstoffelektrode wurde zur bestmoglichen Anstromung in den auBermittigen
Anschluss mit einer Silikonabdichtung eingebaut. Der zweite Anschluss diente
der Entliiftung der Versuchsapparatur und war aus diesem Grunde mittig an der
hochsten Stelle des Deckels angebracht. Unter den Versuchsgefdaen befand sich
jeweils ein Magnetriihrer (Drehzahl 100 U - min™), der fiir die Durchmischung
und Anstromung des Sauerstoffsensors sorgte. Die Versuchsschwidmme wurden
auf einem Lichtgitter aus Kunststoff platziert. Die Abnahme der Sauerstoffsitti-
gung wurde durch einen IKS-Aquastar Aquariencomputer mit Temperaturkom-
pensation durchgefiihrt. Der vollstindige Versuchsaufbau mit Temperatursensor

und Sauerstoffsensoren ist in Abbildung 4.6 zu sehen.

Abbildung 4.6: Versuchsaufbau zur Durchfithrung der Sauerstoffverbrauchsmes-
sungen in Rovinj, Kroatien.

Vor jedem Versuchstag wurden die Sauerstoffsensoren gegen den umgebenden
Luftdruck, Luft- und Wassertemperatur im Versuchsgefif3 kalibriert. Der aktuelle

Luftdruck wurde mit einem digitalen Barometer, die Umgebungstemperatur mit



72 4 Material und Methoden

einem digitalen Thermometer ermittelt, die Wassertemperatur mit einem Glas-

thermometer {iberpriift.

Die Berechnung des Sauerstoffgehaltes erfolgte nach der Gleichung von Weiss

(1970) unter Beriicksichtung der gemessenen Salinitit und Temperatur in °C.

4.4.7.2 Photosynthese

Die Bruttophotosyntheserate BPR (Nettosauerstoffproduktion im Licht plus At-
mungsrate im Dunkeln) wurde bei verschiedenen Beleuchtungsstirken bestimmit:
vollstdndig abgedunkelt mit einer lichtundurchlidssigen Kunststofthiille, Beleuch-
tung mit Neonlicht oder im Schatten mit etwa 10 uE - m™- s, Beleuchtung mit
einem Tageslichtstrahler einer Beleuchtungsintensitit von 100 uE - m™- s (Tri-
lux 7981SD/HST HIT250K, TRILUX GmbH & Co. KG, D-59759 Arnsberg)
und volles Sonnenlicht mit ungefihr 1000 uE - m™ - s”'. Die Messungen erfolgten

wie unter 4.4.7.1 beschrieben in geschlossenen Doppelmantelgeféfien.

4.4.8 Chemisch-analytische Methoden

4.4.8.1 Kohlenstoffanalytik

Die quantitative Bestimmung der organischen Kohlenstofffraktionen erfolgte auf
der Grundlage der Umsetzung des gesamten organischen Kohlenstoffs (Total
organic carbon = TOC) durch katalytische Oxidation zu Kohlendioxid (CO,). Zur
Differenzierung zwischen organischem (TOC) und anorganischem Kohlenstoff
(Inorganic carbon = IC) wurde vor der Umsetzung der gesamte anorganische
Kohlenstoff entfernt. Dies erfolgte iiber die Ansduerung der Probe mit 2 N HCI
auf pH 2, welches eine Verschiebung des Kalk-Kohlensduregleichgewichtes zur

Folge hatte, so dass der gesamte anorganische Kohlenstoff (Dissolved inorganic
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carbon - DIC) in Form von gelostem CO, vorlag. Durch Ausgasen der Probe mit
synthetischer Luft wurde das so gebildete CO, ausgetrieben. Alle Proben wurden
mit einem Shimadzu TOC-V¢cpy inklusive Autosampler ASI-V mit externer Aus-
blaseinheit bearbeitet und gemessen. Hierbei kam der Standardkatalysator (Ku-
geln mit Platinbeschichtung) zum Einsatz, welcher im Gegensatz zum hoch sen-
sitiven Katalysator robuster gegeniiber der Salzfracht ist. Die katalytische
Verbrennung erfolgte bei 680°C unter synthetischer Luft. Das Injektionsvolumen
betrug jeweils 150 uL. Die salzhaltige Matrix bereitete dem Katalysator kein
unmittelbares Problem Ein Grund hierfiir war die niedrig optimierte Verbren-
nungstemperatur, wodurch eine Salzschmelze und somit der rasche Katalysator-
verschleil vermieden wurde. Dennoch machten kristalline Ablagerungen eine

Katalysatorregeneration alle 200 Messungen erforderlich.

4.4.8.2 Vorbereitung der ProbengefaBe

Wegen der Empfindlichkeit des Gerites und der zu erwarteten Konzentrationsbe-
reiche der Proben im Bereich der Nachweisgrenze des Analysegerites wurde den
Probengefiflen besondere Aufmerksamkeit gewidmet. Diese miissen so beschaf-
fen sein, dass Kontaminationen und Adsorptionen durch Bestandteile des Behil-
termaterials ausgeschlossen sind. Aus diesem Grunde wurden Glasgefialle von
Shimadzu mit einem Gesamtvolumen von 25 mL verwendet. Vor Verwendung
wurden diese fiir mindestens zwei Stunden zur Entfernung jeglicher Organik in
einem Mucasolbad (1 %) (alkalischer Phosphatreiniger, Merz Consumer Care
GmbH, D-60318 Frankfurt am Main, Artikel-Nr. 60442) eingelegt und anschlie-
Bend dreimal mit VE-Wasser gespiilt.
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4.4.8.3 Vorbereitung der Proben

Zur Analytik der Kohlenstoffgehalte wurden 20 mL der zu untersuchenden Wis-
ser mit einer Spritze aufgezogen und direkt iiber einen 0,45 um Filter in die Pro-
bengefdBe (24 mL) filtriert (Rotilabo®-Spritzenfilter 0,45 pm, PVDF, Art.
P667.1, Roth, D-76185 Karlsruhe).

Die TOC-Proben wurden unfiltriert in die Probengléser iiberfithrt und mit einem
Riihrfisch (@ 3mm), Lange 8 mm, PTFE-ummantelt, Art. 0989.2, Roth, D-76185
Karlsruhe) bestiickt, um die Sedimentation der partikuldren Kohlenstofffraktio-
nen zu verhindern. Die Ansiduerung der Proben auf einen pH-Wert von 2 erfolgte
mit 3 Vol. % einer 2 N HCI.

4.4.8.4 Probenahme und Vorbereitung der Meerwasserproben aus der
naturlichen Umgebung

Insgesamt standen 13 Proben zur NPOC-Messung (NPOC — non-purchable orga-
nic carbon) zur Verfiigung. Im Detail handelte es sich um sechs Meerwasserpro-
ben (mit Salzsidure stabilisiert). Diese wurden aus unterschiedlichen Tiefen des
Limski Kanals, dem Sammelgebiet der Schwidmme, entnommen. Fiir die DOC-
Messungen erfolgte direkt an Bord des Forschungsschiffes eine Filtration iiber
einen 0,45 um Filter. Die restlichen Proben waren Standardlésungen in rein
wissriger sowie salzhaltiger Matrix zur Uberpriifung ob relativ geringe NPOC-
Werte mit einem TOC-V Gerit reproduzierbar messbar sind. Dabei sollte eine
moglichst geringe Belastung des Systems erreicht werden. Bei den Meerwasser-
proben wurde infolge der Siurestabilisierung (0,18 mg - L") jeweils ein Blind-
wert abgezogen. Die NPOC-Werte liegen hier alle bei etwa 1 mg - L™ mit sehr

guten Reproduzierbarkeiten. Es wurden keine Ausreil3er gewertet.

Anhand der Testlosungen wird die Problematik von Blindwerten besonders deut-
lich, insbesondere durch das Hinzufiigen von Salz. Im Bereich um 0,1 mg - L™ ist
die Reproduzierbarkeit geringer. Durch die Eliminierung eines Ausreiflers erhilt
man jedoch wieder RSD-Werte von 2 - 3 %. Bei den NPOC-Messungen in dieser
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GroBenordnung sind Kontaminationen im Rahmen der Probenvorbereitung eher

wahrscheinlich und somit von groerer Bedeutung.

Die salzhaltige Matrix bereitet dem Katalysator kein unmittelbares Problem. Ein
Grund ist die niedrig optimierte Verbrennungstemperatur, wodurch eine Salz-
schmelze und somit der rasche Katalysatorverschleil vermieden wird. Dennoch
machen kristalline Ablagerungen mit der Zeit eine Katalysatorregeneration er-
forderlich. Das Injektionsvolumen sollte unter Beriicksichtigung der erforderli-
chen Bestimmungsgrenze von 0,1 mg - L'auf ein Minimum reduziert werden.
Ein Injektionsvolumen von 150 pL sollte aufgrund der hohen Salzfracht nicht

iiberschritten werden.

4.4.8.5 Betriebsparameter

Die Steuerung des TOC-V CPH erfolgte iiber einen PC mit der TOC-Control V
Software (Firmensoftware von Shimadzu). Die Grundeinstellungen fiir den Gas-
fluss der verwendeten synthetischen Luft (5.0, KW-frei) am Flaschenausgang
betrugen 5 bar, der Arbeitsdruck im Geridt 200 kPa. Der Fluss des Trigergases
wurde auf 130 mL - min™ eingestellt. Die Proben wurden nach dem Ansiuern fiir
drei Minuten ausgegast, um anorganisches CO, auszutreiben. Die Umsetzung der
organischen Kohlenstofffraktionen zu CO, erfolgte durch katalytische Verbren-
nung der Probe bei 680 °C am Platinkatalysator. Storende Einfliisse der salzhal-
tigen Proben konnen durch Freisetzung von Halogenen wihrend der Oxidation
von Salzkomponenten am Katalysator entstehen. Diese wurden durch einen Ha-
logen Scrubber, bestehend aus feinster Kupferwolle (Halogen remover cartridge,
Art. Nr.: 630-00992, Shimadzu, D-47269 Duisburg) durch Bildung von Kupfer-
halogeniden ausgeschlossen. Der Austausch des Halogen Scrubber erfolgte,
wenn die Hilfte der Sdule von auBlen sichtbar durch die Reaktion der Halogenide
mit Kupfer schwarz verfirbt war. Durch die hohe Salzfracht musste trotz relativ
geringer Katalysatortemperatur die entstehende Salzschmelze nach 200 Messun-
gen vom Katalysator entfernt werden. Der Katalysator wurde durch Waschen in
2 N HCl regeneriert.
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4.4.8.6 Detektion

Die Bestimmung der entstandenen CO, Mengen wurde mittels Non Dispersive
Infrarot-Detektion (NDIR) quantifiziert. Die Peakflichen wurden automatisch
vom Gerit integriert. Diese wurden iiber die mit dem Standard erstellten Kalib-
riergeraden in die entsprechenden Ergebnisse umgerechnet. Die verwendeten

Messparameter sind in Tabelle 4.5 aufgefiihrt.

Tabelle 4.5: Messparameter beim Shimadzu TOC-VCPN

Parameter gewihlte Grofle
Injektionsvolumen 75 /50 pL
zugegebene Sduremenge 2 %

Ausgaszeit 3 Minuten
Anzahl Injektionen fiir Mittelwert 3

min. Anzahl an Injektionen 3

max. Anzahl an Injektionen 5

max. Standardabweichung 0,1

max. Variationskoeffizient 2 %

4.4.8.7 Kalibrierung

Die Kalibrierung des Gerites erfolgte mit einer Kaliumhydrogenphtalatlosung
(99,5 %, Fluka 60359, M =204,23 g - mol ™, CgHsKO,) fiir die zu erwartenden
Konzentrationsbereiche. Die Verdiinnungen wurden vor jeder Kalibrierung aus

einer Standardstocklosung mit 1 g - L™ C (Einwaage 2,1274 g - L) hergestellt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 NPOC-Messungen in der natlirlichen Umgebung

Tabelle 5.1: Ergebnisse der NPOC-Messungen von Meerwasserproben aus dem
Limski Kanal vom 11.05.2005 aus Tiefen zwischen fiinf und 20 Meter.

Probenbezeichnung NPOC (mg - L'l) RSD (%)
Limski 1 (TOC — 20 Meter) 1,13 3,7
Limski 2 (DOC - 20 Meter) 1,07 1,3
Limski 3 (TOC — 15 Meter) 0,98 1,2
Limski 4 (DOC - 15 Meter) 0,97 0,4
Limski 5 (TOC - 5 Meter) 0,96 0,7
Limski 6 (DOC - 5 Meter) 1,11 0,9
Milliporewasser 0,22 9.3
0,21 3,0

Die Messwerte der Meerwasserproben lagen zwischen 0,96 und 1,13 mg - L™ fiir
den TOC und 0,97 und 1,11 mg - L™ fiir den DOC. Diese liegen in der GroBen-
ordnung der in der Literatur zu findenden Werte von etwa 1 mg- L™ fiir den
TOC und 95 % dieses Wertes fiir den DOC (Yahel et al., 2003). Konzentrationen
mariner TOC-Werte betragen etwa 1 mg - L™, der Hauptanteil (> 95 %) liegt als
DOC vor. Der partikuldre Anteil ist kleiner als 5 %, umgerechnet entspricht dies
einem Wert von 50 pug - L Kohlenstoff. Es wurde auch versucht, die iiber die
Zellzahlmessungen ermittelten Filtrationsraten iiber Messungen des TOC zu ver-
folgen. Die Schwankungen in den Ergebnissen waren jedoch zu hoch, um eine
Aussage treffen zu konnen. Dies kommt daher, dass fiir Zellzahlen in marinen
Lebensriumen Konzentrationsbereiche in der GroBenordnung von 1 - 5 - 10° Zel-
len - mL"' vorliegen. Bei der Umrechnung in ihre Kohlenstoffiquivalente mit in
vielen Veroffentlichungen zu findenden Werten fiir heterotrophe Bakterien von
20 fg C - Zelle! (Ducklow er al. 1993) errechnen sich Kohlenstoffkonzentratio-
nen von 2-10 pg-L"'. Diese liegen deutlich unter der Nachweisgrenze von

50 pg - L des TOC-Analysers und aller geeigneter Geriite am Markt.
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5.2 Respirationsraten

Sauerstoffverbrauchsraten mariner Invertebraten sind temperaturabhingig und
unterscheiden sich bei unterschiedlichen Schwammarten (Coma et al., 2002).
In den durchgefiihrten Messreihen wurden unterschiedliche Einflussfaktoren wie
Temperatur, Kultivierungsdauer und Beleuchtungsintensitit untersucht. Die Ver-
suche wurden, wie im Methodenteil beschrieben durchgefiihrt. In Feldaufenthal-
ten in Kroatien wurden diese mit unfiltriertem natiirlichen Meerwasser durchge-
fiihrt, unter Laborbedingungen in Karlsruhe mit dem in den Aquarien verwende-

ten kiinstlichen Seewasser.

5.2.1 Einfluss der Temperatur auf die Respirationsraten
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Abbildung 5.1: Respirationsrate (R) in Abhingigkeit der Temperatur (T) fiir
A. aerophoba (n = 4).
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Abbildung 5.1 zeigt die Respirationsraten fiir A. aerophoba in unfiltriertem na-
tiirlichem Meerwasser iiber den Temperaturbereich von 9 — 18 °C Wassertempe-
ratur. Die Respirationsraten zeigen, wie erwartet, eine Zunahme mit steigender
Temperatur. Die Werte steigen von 0,4 umol O, - mL™" - h™ bei 9,3 °C auf durch-
schnittliche Werte von 1,5umol O,-mL™-h™" bei Wassertemperaturen von
17,6 °C.

5.2.2 Einfluss der Kultivierungsdauer auf die Respirationsraten
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Abbildung 5.2: Sauerstoffverbrauchsraten (R) von A. aerophoba innerhalb eines
Zeitraums von 30 Tagen. Schwarze Punkte (T = 20.0 °C - 22.4 °C), weille Punkte
(T=183°Ct019.6°C)(n=9).

Abbildung 5.2 zeigt die Sauerstoffverbrauchsraten der frisch gesammelten Ex-
emplare von A. aerophoba iiber den Kultivierungszeitraum unter Laborbedin-
gungen. Die Messungen in Rovinj wurden in unfiltriertem natiirlichem Meerwas-
ser durchgefiihrt (schwarze Punkte). Die Werte fiir unter Laborbedingungen in

ASW kultivierte Schwidmme sind durch weille Punkte gekennzeichnet. Die er-
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mittelten Sauerstoffverbrauchsraten fiir A. aerophoba lagen in Rovinj bei einer
Wassertemperatur von 20,0 - 22,4 °C bei einem Durchschnittswert von 1,25 /-
0,44 - 10 mmol - mL™" - h'! Sauerstoff. Die Werte zeigten deutliche Unterschiede
zwischen den einzelnen Individuen, aber auch innerhalb verschiedener Messun-
gen eines einzigen Individuums. Nach zwei Wochen unter Kultivierungsbedin-
gungen im Labor sanken die durchschnittlichen Sauerstoffverbrauchsraten bei
A. aerophoba auf 50 % der Ursprungswerte ab. Die Messwerte betrugen
0,63-+ 0,22 - 10° mmol - mL™"- h™' Sauerstoff bei einer Wassertemperatur zwi-
schen 18,3 - 19,6 °C.

Die bestimmten Respirationsraten unter Dunkelbedingungen fiir A. aerophoba
von 0,63 bis 1,25-10° mmol - mL™" - h" Sauerstoff sind mit denen von Henry
Reiswig (1974b) vergleichbar, sie liegen in der GroBenordnung von 0,89 - 107
bis 3,03 mmol - mL" - h™' fiir drei Schwammarten der Demospongia aus der Ka-
ribik Mycale sp., Tethya crypta und Verongia gigantea. Die grole Schwan-
kungsbreite zwischen den einzelnen Messungen erklért sich vermutlich durch
individuelle Unterschiede der einzelnen Individuen wie Vitalitit und Pumpaktivi-
tit. Wie viele Schwammarten beherbergt auch A. aerophoba nicht nur eine grofe
Zahl an Mikroorganismen, sondern er ist auch Lebensraum fiir Borstenwiirmer
(Polychaeta) und Schlangensterne (Ophiuroidae), die mit ithrem Stoffwechsel
Einfluss auf die Messergebnisse haben konnen. Unterschiede innerhalb der Dun-
kelmessungen konnten sich auch alleine durch individuell unterschiedliche Kon-
zentrationen an schwammassoziierten heterotrophen und autotrophen Mikroor-
ganismen erkliren lassen, da bei der Art A. aerophoba der Gehalt an der Ge-

samtbiomasse bis zu 40 % betragen kann.

5.2.3 Einfluss der Beleuchtungsintensitat auf die Respirationsraten

A. aerophoba beherbergt im Pinacoderm photosynthetische Symbionten (Wil-
kinson et al., 1981; Wehrl et al., 2007). Es liegt daher nahe, dass diese Mikroor-
ganismen unter Beleuchtung einen Einfluss auf die Sauerstoffverbrauchsmessun-

gen und damit die Massenbilanz haben sollten. Der Einfluss dieser photosynthe-



5 Ergebnisse und Diskussion 81

tisch aktiven Symbionten auf die Gesamtrespirationsraten von A. aerophoba
wurde in Abhingigkeit der Beleuchtungsintensitit ermittelt.

Die Lichtmessungen (LI-COR Quantum Photometer Modell LI-250 Light Meter)
ergaben fiir Messungen am 03. April 2007 um 10:20 Uhr vor dem Institutsge-
biude bei klarem Himmel und direkter Sonneneinstrahlung einen Wert von 1100

ME - m?-s

In der Abbildung 5.3 ist beispielhaft ein um die Kontrolle korrigierter tageszeitli-
cher Verlauf der Respirationsraten fiir zwei Individuen von A. aerophoba darge-
stellt. Zu Beginn der Messungen stand der Messaufbau im Schatten. Um 15:40
Uhr wanderte die Sonne aus dem Schatten des Hauses und beleuchtete mit voller
Intensitét die Versuchsgefidle. Diese Lichtintensitiit entspricht etwa 1000 pE - m°

?. 5. Ein Anstieg der Sauerstoffsittigung war die Folge.
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Abbildung 5.3: Verlauf des Sauerstoffverbrauch fiir A. aerophoba # 5 und # 12
in Abhidngigkeit der Lichteinstrahlung (Versuch vom 25.04.2007). Die senk-

rechte Markierung zeigt den Zeitpunkt (15:40 Uhr) der vollen Sonneneinstrah-
lung auf die Versuchsgefile.
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Dieses Beispiel verdeutlicht den Einfluss der Beleuchtungsintensitit auf die Sau-
erstoffsittigung in den Versuchsgefiflen und damit indirekt auf die Respirations-

raten der Schwiamme. Die darauf folgenden Versuche wurden mit vier verschie-

denen Beleuchtungsintensititen durchgefiihrt.

Abbildung 5.4: Messpunkte fiir die Lichtintensitdt an unterschiedlichen Punkten
eines Aquarienmoduls bei Beleuchtung mit einer Trilux Hallenspiegelleuchte mit
HQI-Brenner. Fiir die unter dieser Leuchte durchgefiihrten Messungen der Respi-
rationsraten wurde mit einem durchschnittlichen Wert von 100 uE - m™ - s ge-
rechnet.

Die Respirationsraten von A. aerophoba sind offensichtlich durch die Anwesen-
heit der im corticalen Schwammgewebe assoziierten photosynthetisch aktiven
Mikroorganismen von der Beleuchtungsintensitit beeinflusst. Schwache Be-
leuchtungsintensititen von 10 uE - m™ - s™' oder weniger fiihrten zu einem Netto-
sauerstoffverbrauch. Bei hoheren Beleuchtungsintensititen zeigten die untersuch-

ten Schwimme anstatt eines Sauerstoffverbrauches eine Sauerstoffproduktion.
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Die Messergebnisse fiir die Respirationsraten von A. aerophoba in Abhingigkeit
der Beleuchtungsintensitit ist in Abbildung 5.5 dargestellt.
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Abbildung 5.5: Respirationsraten (R) von A. aerophoba in Abhingigkeit der Be-
leuchtungsintensitét (I).

Die Werte fiir Dunkelmessungen lagen bei -1,62 */- 0,7 - 10~ mmol - mL™ - h’!
Sauerstoff, die fiir geringe Beleuchtung 10 uE-m™-s™ bei -1,21 /- 0,6 - 107
mmol - mL™" - ™" Sauerstoff. Lichtintensititen von etwa 100 uE - m™ - s fiihrten
teilweise zu einem Sauerstoffverbrauch, wihrend andere Individuen eine Sauer-
stoffproduktion aufwiesen.

Die Werte lagen im Mittel bei 3,8 */- 15 - 10 mmol - mL" - h”" Sauerstoff. Ab

2

Beleuchtungsintensititen von etwa 1000 uE - m™-s™' zeigten alle untersuchten

Schwimme eine Nettosauerstoffproduktion.
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Die ermittelten Werte lagen bei 2,4 */- 1,7 - 10° mmol - mL™" - h™' Sauerstoff. Die
beobachtete Sauerstoffproduktion kann wahrscheinlich der photosynthetischen
Aktivitit der im Gewebe von A. aerophoba beherbergten photosynthetischen
Symbionten zugeordnet werden. Die Schwankungen unter beleuchteten Bedin-
gungen sind moglicherweise analog der Dunkelmessungen durch eine unter-
schiedliche Dichte an symbiotischen Cyanobakterien im Exopinacoderm begriin-
det, erkennbar durch unterschiedliche Firbung der einzelnen Individuen von
hellgelb iiber orange bis hellbraun.

Die Schwimme der Art A. aerophoba zeigten eine Nettoprimédrproduktion unter
Belichtung. Die Werte lagen fiir eine Beleuchtungsstirke von 1000 uE - m? - s
fiir die Sauerstoffproduktion durch Photosynthese zwei bis dreimal iiber den er-
mittelten Respirationsraten im Dunkeln. Bei einer Beleuchtungsstirke von
100 uE - m™ - s™' war die Sauerstoffproduktion durch die mikrobielle Photosyn-
these immer noch so hoch, dass sie die Massenbilanz von A. aerophoba ausglei-
chen konnte.

Dies stimmt mit Ergebnissen aus fritheren in-situ Untersuchungen von Wilkinson
und Vacelet (1979) iiberein. Die Untersuchungen zeigten beim Vergleich von
Individuen der Art A. aerophoba unter in-situ Bedingungen, dass bei kiinstlicher
Verdunkelung durch undurchsichtige Plastikfolien die Biomasse im Vergleich zu
unbeschatteten Individuen ein 400 % niedriger war. Offensichtlich wird die Nah-
rungsversorgung in diesen Schwidmmen durch die Versorgung der photo-
synthetisch aktiven Mikroorganismen mit geldsten organischen Verbindungen
(Cheshire and Wilkinson, 1991; Wilkinson, 1983; Sara, 1971; Arillo et al., 1993)
und durch Stickstofffixierung (Diaz and Ward, 1997; Wilkinson and Fay, 1979)
unterstiitzt. Andere Schwammarten gewinnen zusétzliche Nahrstoffe durch Pha-
gozytose und Verdau ihrer mikrobiellen Symbionten (Maldonado and Young,
1998). Der hemmende Einfluss von Lichtausschluss auf die Schwammsymbiose
mit Cyanobakterien wurde von Robert W. Thacker (2005) fiir zwei Arten der
Klasse der Demospongia beschrieben. Der Cyanobakterien beherbergende
Schwamm Lamellodysidea chlorea verlor zum Beispiel mehr Biomasse unter
Lichtmangel als die unbeschattete Kontrolle. Die fehlenden energiereichen

Stoffwechselprodukte der Symbionten scheinen die Massenbilanz dieser
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Schwammart negativ zu beeinflussen. Im Gegensatz dazu zeigte die Beschattung
von Xestospongia exigua ohne symbiotische Cyanobakterien keine signifikante

Biomasseabnahme.

Cyanobakterien finden sich hauptsichlich im corticalen Schwammgewebe und
verleihen A. aerophoba ihre charakteristische braune Firbung. Exemplare wel-
che im Aquarium ausschlielich bei geringer Beleuchtung gehalten wurden, ver-
loren ihre Cyanobakterien, gekennzeichnet durch eine blassgelbe Firbung. Mog-
licherweise unterliegen sie einem Stoffwechselkollaps, dhnlich wie fiir Chondril-
la nucula von Arillo et al. (1993) beschrieben. Untersuchungen von Wilkinson
(1983) und Cheshire ef al. (1997) zeigten, dass bis zu 50 % des Energiebudgets
der Schwimme und 80 % des Kohlenstoffbedarfes durch die Photosyntheseakti-
vitit ihrer mikrobiellen Symbionten gedeckt werden kann. Ubereinstimmend mit
diesen Arbeiten handelt es sich auch bei A. aerophoba um einen bakterienrei-
chen Schwamm, welcher eine Nettosauerstoffproduktion bei hohen Beleuch-
tungsintensititen zeigte. Diese ist ausreichend groB3, um die unter Dunkelbedin-

gungen ermittelten Respirationsraten zu decken.

Dennoch sind die bisher publizierten Daten noch nicht umfangreich genug, um
quantitative Aussagen iiber den Einfluss der mikrobiellen Photosynthese machen
zu konnen. Die ermittelten Werte fiir die Sauerstoffproduktion weisen darauf hin,
dass der Einfluss der Beleuchtung auch in der natiirlichen Umgebung einen er-
heblichen Einfluss auf die Massenbilanz von A. aerophoba geben muss. Es
konnte gezeigt werden, dass die Beleuchtungsintensitit ein Schliisselfaktor zum
Ausgleich der Massenbilanz von A. aerophoba ist. Daraus folgt, dass fiir jede
biotechnologische Kultivierungsanlage eine ausreichend starke Beleuchtung

grundlegend notwendig ist.
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5.3 Bestimmung des Feuchtgewichtes, Trockengewichtes und
aschefreien Trockengewichtes von A. aerophoba

Zur Abschitzung der zu erwartenden Biomasseabnahme auf Basis der Sauer-
stoffverbrauchsmessungen wurde das Verhiltnis des Feuchtgewichtes (FG),
Trockengewichtes (TG) und aschefreien Trockengewichtes (ash free dry weight -
AFDW) ermittelt. Der aus den in Abbildung 5.6 dargestellten Messwerten ermit-
telte Umrechnungsfaktor fiir das Verhiltnis von AFDW zu Biofeuchtmasse be-
tragt 7,25.
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Abbildung 5.6: Zusammenhang zwischen Feuchtgewicht (WW), Trockenmasse

(DW) und aschefreiem Trockengewicht (AFDW) des Modellorganismus
A. aerophoba (prozentual aufgetragen).
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5.4 Biomasseverlust tuber die Kultivierungsdauer

Die von Wilkinson und Vacelet (1979) unter natiirlichen Bedingungen beobach-
tete Biomasseabnahme fiir A. aerophoba unter experimentell verschlechterten
Bedingungen wie Abdunkelung durch lichtundurchlidssige Folien und/oder feh-
lende Versorgung mit entsprechenden Futterpartikeln sollte unter kiinstlichen
Bedingungen quantifiziert werden. Fiir ungefiitterte Individuen wurde auf der
Basis der experimentell bestimmten Sauerstoffverbrauchsraten ein Biomassever-

lust iiber die Kultivierungsdauer kalkuliert.

Basierend auf den Messergebnissen fiir die Respirationsraten von A. aerophoba
bei einer Temperatur von 19 */- 0,7 °C von 1,21 + 0,62 - 10* mmol - mL" - h!
Sauerstoff fiir eine Respirationsrate unter Dunkelbedingungen von 16 Stunden
und fiir den Zeitraum von acht Stunden Neonlicht einer Intensitéit entsprechend
10uE-m?-s' wurde eine durchschnittliche Respirationsrate von 1,62 +
0,70 - 10° mmol - mL™" - h™' Sauerstoff als Berechnungsgrundlage genommen.
Daraus resultiert eine prozentuale Abnahme von etwa 0,5 % Biofeuchtmasse pro
Tag. Abbildung 5.7 zeigt die experimentell ermittelten und theoretisch erwarteten
Werte fiir die Abnahme der Schwammbiomasse iiber den Zeitraum von 40 Tagen

ohne Fiitterung, aber mit Beleuchtung.
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Abbildung 5.7: Gewichtsabnahme von A. aerophoba (n = 8) ohne Fiitterung un-
ter artifiziellen Bedingungen innerhalb eines Zeitraumes von 40 Tagen. Feucht-
gewicht standardisiert auf 100 %. Durchgezogene Linie: Theoretisch erwartete
Abnahme. Punkte: experimentelle Ergebnisse, Mittelwert aus 8 Einzelmessungen
an verschiedenen Schwidmmen.

Die Schwimme zeigten eine Abnahme der Biofeuchtmasse (WW) zwischen
0,3 % und 0,4 % pro Tag. Entsprechende Werte der Biomasseabnahme wurden
auch unter natiirlichen Bedingungen beobachtet. Wilkinson und Vacelet (1979)
berichten unter in-situ Bedingungen von einer Abnahme der Schwammbiomasse
fiir die Art A. aerophoba unter ungiinstigen Bedingungen. Wird auf der Basis
dieser Ergebnisse mit einer Biomasseabnahme von 0,3 % pro Tag gerechnet, wie
in Abbildung 5.7 dargestellt, so ergibt sich eine asymptotische Gewichtsabnahme

uber die Zeit.

Die Berechnungen erfolgten mit Hilfe der durchschnittlichen Sauerstoff-
verbrauchsraten der Dunkelmessungen fiir einen Zeitraum von 16 Stunden und

der Sauerstoffverbrauchsraten unter Lichteinstrahlung fiir 8 Stunden mit der

Arbeitsbeleuchtung mit einer Intensitit von 10 pE - m? - s™.
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Daraus errechnet sich ein theoretischer Biomasseverlust von 0,5 % Biofeucht-
masse pro Tag. Diese theoretische Abnahme ist als durchgezogene Linie in
Abbildung 5.7 aufgetragen. Am Ende der Experimente wurden Teile des Spon-
ginskelettes sichtbar, welche auf den Riickgang von Schwammbiomasse zuriick-
gefithrt werden kann (Abbildung 5.8). Die Reduktion der Schwammbiomasse

konnte damit quantitativ bestitigt werden.

Die Differenz zwischen berechneten und experimentell bestimmten Werten fiir
die Biomassereduktion lassen sich dadurch erklidren, dass das Schwammskelett
aus Spongin nicht assimiliert werden kann. Eine Extrapolation der experimentell
bestimmten Abnahmerate iiber ein Jahr wiirde bedeuten, dass bei A. aerophoba
ohne ausreichende Fiitterung eine Reduktion der Schwammbiomasse auf ein
Drittel der urspriinglichen Menge zu erwarten wére. Durch die Eigenschaft des
undeterminierten Wachstums wird die Schwammbiomasse nicht vollstindig ab-
sterben sondern das Schwammgewebe wird iiber die Zeit immer weiter reduziert.
Diese Ergebnisse werden durch empirische Beobachtungen in den Versuchsaqua-
rien gestiitzt und decken sich mit den empirischen Beobachtungen von Nickel
(2001).

Abbildung 5.8: Linkes Foto: Kolonie von A. aerophoba mit weit gedffneten Os-
cula im natiirlichen Lebensraum. Rechtes Foto: Durch mangelnde Nahrungsver-
sorgung stark degeneriertes Individuum von A. aerophoba mit reduzierter Bio-
masse, zuriickgebildeten Oscula und deutlich zu Tage tretendem Sponginskelett
(Pfeile).
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In den Versuchsaquarien war in jedem Fall eine Reduktion der Schwammbio-
masse zu beobachten, dazu ein Verlust der Funktionalitit durch Riickbildung der
Oscula. Dennoch konnen auch nach zwei Jahren unter Steinen oder auf Substra-
ten kleine gelbe Gewebereste von ehemaligen funktionellen Schwammen gefun-
den werden. Diese Fragmente konnen sich durch ihre Eigenschaft des undetermi-
nierten Wachstums beim Eintreten giinstigerer Bedingungen wieder zu funktio-
nellen Schwimmen entwickeln (Sebens, 1987; Turon et al., 1998). Dann bilden
sie neue Oscula aus und sollten dann in der Lage sein, bei entsprechender Nah-

rungspartikelversorgung zu wachsen (Hausmann et al., 2006).

5.5 PartikelgroBenverteilungen der Futterpartikel

Als Futterpartikel wurden unterschiedliche Kulturen mariner Bakterien und Mik-
roalgen verwendet. Die Abbildungen 5.9 bis 5.15 zeigen reprisentative Partikel-
groBenverteilungen fiir die einzelnen untersuchten Futterpartikel, die mit dem

CASY® Cell Counter in kiinstlichem Meerwasser ermittelt wurden.
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Abbildung 5.9: Partikelgroenverteilung des marinen, kokkoiden Cyanobakteri-
ums Synechococcus sp. WH 8102. Mittlerer Durchmesser 1,05 pum, Peakdurch-
messer 0,95 um.
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Abbildung 5.10: PartikelgroBenverteilung des marinen Bakteriums Janibacter
limosus (HelO1), ein kokkoides, unbewegliches, aerobes, gram-positives Bakteri-
um. Mittlerer Durchmesser 1,23 pum, Peakdurchmesser 1,07 um.
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Abbildung 5.11: PartikelgroBenverteilung des marinen Bakteriums Halomonas
variabilis Hel04, ein bewegliches, stibchenformiges, gram-positives Bakterium.
Mittlerer Durchmesser 1,20 um, Peakdurchmesser 1,04 um.



92 5 Ergebnisse und Diskussion

Durchmesser (um)

Abbildung 5.12: PartikelgroBenverteilung des marinen Bakteriums SB89. Mittle-
rer Durchmesser 1,01 pm, Peakdurchmesser 0,93 pm.
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Abbildung 5.13: PartikelgroBenverteilung des marinen Bakteriums SB177. Mitt-
lerer Durchmesser 1,21 pum, Peakdurchmesser 1,00 um.
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Abbildung 5.14: PartikelgroBenverteilung des verwendeten Futterpartikelgemi-
sches aus Janibacter limosus HelOl, Halomonas variabilis HelO4, SB89 und
SB177 sowie Synechococcus sp. WH 8102. Mittlerer Durchmesser 1,13 um,
Peakdurchmesser 1,00 um.

Abbildung 5.14 zeigt die PartikelgroBBenverteilung eines Gemisches aller ver-
wendeten einzelligen Mikroorganismen nach Zugabe in eines der Aquarien. Der
mittlere Durchmesser und der Peakdurchmesser liegen im gleichen GroéBenbe-
reich wie die der Einzelmessungen fiir jedes Futterpartikel. Das Messergebnis
zeigt, dass iiber den CASY® Cell Counter die Uberpriifung der Zellzahlen in den
Aquarien eine geeignete Methode darstellt. Die ermittelten Zellzahlen lassen sich
eindeutig den zugegebenen Futterpartikeln zuordnen, da die Peakform denen der
Einzelmessungen der jeweiligen Mikroorganismen in Form und GroBenvertei-
lung entspricht und keine storenden Peaks nach den Probenahmen aus den Ver-

suchsaquarien festgestellt werden konnten.
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Abbildung 5.15 PartikelgroBenverteilung der marinen Mikroalge P. tricornutum.
Mittlerer Durchmesser 4,36 um, Peakdurchmesser 4,05 um .

5.6 Ermittlung der Filtrationsraten

Bei einer kontinuierlichen Pumpaktivitidt des Schwammes und unter der Annah-
me, dass die Riickhalteraten des Schwammes fiir die gegebenen Partikelgro3en
bei 100 % liegen, folgt die Partikelaufnahme einer einfachen exponentiellen
Funktion ohne Grenzwertbildung. Die Partikelaufnahme eines Schwammes 1isst
sich bei einem definierten Volumen als Abnahme der Partikel iiber die Zeit nach

folgender Gleichung beschreiben (Thomassen and Riisgard; 1995):
F =V wasser / Vschwamm t_l In(Cy/Cy)

in der F die Filtrationsrate, Ve das Volumen des umgebenden Wassers in dem
Versuchsgefial ist, Vsepwamm 1St das Volumen des Versuchschwammes, t ist der
Versuchszeitraum, C, ist die Anfangskonzentration der Partikel und C; ist die

Konzentration der Partikel zum Zeitpunkt t.
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5.6.1 Filtrationsversuche mit Synechococcus sp.

Unter Laborbedingungen wurden die Filtrationsraten mit dem Modellfutterparti-
kel Synechococcus sp. durchgefiihrt. Ziel war, die Nahrungsversorgungsstrategie
zu optimieren und dafiir die Zellkonzentration mit der hochsten Filtrationsrate zu
ermitteln. Beginnend im Bereich der natiirlichen Partikelkonzentration von etwa
5.10° Zellen - mL! (Ribes et al., 1999b) wurden die weiteren Konzentrationsbe-
reiche bis zu einer Konzentrationen von 1 - 10’ Zellen - mL ™" getestet, die bei na-
tirlichen Algenbliiten auftreten konnen (Lynch and Phlips, 2000).
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Abbildung 5.16: Partikelfiltrationsraten (F) fiir A. aerophoba bei verschiedenen
Synechococcus sp. Konzentrationen (C).
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Abbildung 5.16 zeigt die Partikelfiltrationsraten fiir A. aerophoba fiir Synecho-
coccus sp. in Abhéngigkeit der verwendeten Konzentrationen. Bis zu einer Kon-
zentration von 1-10° Zellen - mL™"' steigt die Filtrationsrate von A. aerophoba
an. Die maximal gemessene Filtrationsrate lag bei 3,4 mL - mL™" - min™. Parti-
kelkonzentrationen iiber 5 - 10° Zellen - mL™ fiihrten zu einem starkem Abfall
der Filtrationsraten bis zur volligen Inaktivitit der Versuchsschwidmme bei Kon-
zentrationen iiber 1 - 10’ Zellen - mL ™.

5.6.2 Filtrationsversuche mit Phaeodactylum tricornutum
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Abbildung 5.17: Partikelfiltrationsraten (F) fiir A. aerophoba bei verschiedenen
P. tricornutum Konzentrationen.

Im Gegensatz zu den beobachteten Effekten der Inhibierung der Filtrationsraten
bei der Verwendung von Synechococcus sp. bei Konzentrationen iiber 1,8 - 10°

Zellen - mL, zeigten die Schwimme bei P. tricornutum Aktivitit bis zu Kon-
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zentration von 1,3 - 10" Zellen - mL™'. Die maximal erreichten Filtrationsraten
lagen mit einem Maximalwert von etwa 1,5 mL - mL" - min™ bei etwa der Hilfte

der fiir Synechococcus sp. ermittelten Raten.

Die Abnahme der Filtrationsraten bei hohen Partikelkonzentrationen bei Ver-
wendung von Synechococcus sp. sind iibereinstimmend mit Untersuchungen von
Frost and Williamson (1980) und Osinga et al. (2001). Frost bestimmte die
Riickhalteraten fiir Hefezellen beim SiiBwasserschwamm Spongilla lacustris,
wihrend Ronald Osinga ef al. (2001) die Aufnahmeraten fiir den indopazifischen
Hornschwamm Pseudosuberites aff. andrewsi unter Verwendung von Synecho-

coccus sp. untersuchte.

Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen von Osinga et al. (2001), welche fiir
grofere Futterpartikel ab einer Konzentration von 4 - 10° Zellen - mL™ eine redu-
zierte Filtrationsrate bewirkte, trat dieser Effekt bei der Verwendung von
P. tricornutum erst ab Zellkonzentrationen iiber 4 - 10° Zellen - mL™ auf. Frost
und Williamson (1980) konnte keine Unterschiede zwischen den Filtrationsraten
kleiner und groBer Partikel im GréBenbereich von 1 pm iiber 3,9 bis 6,6 um Gro-
Be beim SiiBwasserschwamm S. lacustris in-situ feststellen. Ein Anheben der
Konzentrationen der verwendeten Hefezellen iiber zwei Zehnerpotenzen von
1,3 - 10* bis 1,7 - 10° Zellen - mL" fithrten zu einem annihernd 10-fachen Abfall
der Filtrationsraten. Kowalke (2000) zeigte fiir Partikel groBer 5 pum maximale
Riickhalteraten von iiber 70 % in den beiden antarktischen Schwammarten Myca-

le acerata und Isodictya kerguelensis.

Ein moglicher Mechanismus, durch den die Filtrationsleistung negativ beein-
flusst werden konnte, ist die von der Arbeitsgruppe um Ute Hentschel beschrie-
bene Fihigkeit der Schwidmme, aufgenommene Futterpartikel zu unterscheiden
(Wehrl etal., 2007). Wehrl eral. (2007) bestimmte die Aufnahmerate von
schwammassoziierten Bakterien, welche um annidhernd zwei Zehnerpotenzen
geringer war als die der Bakterien des umgebenden Seewassers. Dies wird durch
die Hypothese von Wilkinson et al. (1984) gestiitzt, die besagt, dass marine

Schwimme iiber eine selektive Partikelaufnahme verfiigen.

Im Gegensatz dazu konnten bei Untersuchungen von Lynch und Phlips (2000) in
der Florida Bay, U.S.A. keine negativen Effekte auf die Filtrationsraten dreier
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Schwammarten bei einer Algenbliite von Synechococcus sp. festgestellt werden.
Letztlich scheinen verschiedene Schwammarten spezifische Riickhalteraten fiir

unterschiedliche Partikelgroflen zu besitzen.

5.7 Kohlenstoffaufnahmeraten

Mit dem Durchmesser des Futterpartikels steigt deren Kohlenstoffgehalt in der
dritten Potenz an. Zur Beurteilung der Massenbilanz ist der Zusammenhang zwi-
schen Partikelkonzentration und dem spezifischen Kohlenstoffgehalt und der sich
daraus errechnenden Kohlenstoffaufnahmerate aussagekriftiger. Abbildung 5.18
zeigt den Zusammenhang zwischen Partikelkonzentration (C) und der Kohlen-
stoffaufnahmerate (F - C,)
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Abbildung 5.18 Kohlenstoffaufnahmeraten (F - C,) von A. aerophoba in Abhiin-
gigkeit der Partikelkonzentrationen (C) von Synechococcus sp. (Weille Punkte)
und P. tricornutum (Schwarze Punkte). Mindestkohlenstoffmenge zur Deckung
des Grundstoffwechsels als gestrichelte Linie dargestellt.
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Bei der Verwendung von Synechococcus sp. wurde eine maximale Kohlenstoff-
aufnahmerate bei einer Konzentration von etwa 1,3 - 10° Zellen - mL™ erreicht.
Der berechnete Wert fiir die Kohlenstoffaufnahmerate lag bei 6 pmol - C - mL'
Schwammfeuchtgewicht pro Stunde. Hohere Zellkonzentrationen hemmten die
Filtrationsaktivitit der Schwidmme. Dies fiihrte bei Zellkonzentrationen {iiber

110" Zellen - mL™' zu komplett inaktiven Schwimmen.

Diese Ergebnisse konnten bei der Verwendung von P. tricornutum nicht beo-
bachtet werden. Obwohl die Filtrationsraten Synechococcus sp. im Vergleich zu
P. tricornutum hoher waren, ergaben sich fiir die resultierenden Kohlenstoffauf-
nahmeraten deutlich niedrigere Werte. Uber den gesamten Konzentrationsbereich
von 3,0 - 10* Zellen - mL" bis zur maximal eingesetzten Partikelkonzentration
von 1,3 - 107 Zellen - mL™" zeigte sich, dass die Kohlenstoffaufnahmeraten konti-
nuierlich anstiegen. Eine maximale Kohlenstoffaufnahmerate wurde nicht er-
reicht, der hochste Wert fiir die Kohlenstoffaufnahmerate konnte fiir die hochste
eingesetzte Zellkonzentration bestimmt werden. Die Kohlenstoffaufnahmeraten
fiir P. tricornutum lagen bei allen Konzentrationsbereichen bis zu drei Zehnerpo-
tenzen iiber denen der vergleichbaren Kohlenstoffaufnahmeraten fiir Synecho-
coccus sp.. Der Maximalwert der Kohlenstoffaufnahmerate fiir P. tricornutum

betrug 424 umol - C - mL™' Schwammfeuchtgewicht pro Stunde.

Im Gegensatz dazu lagen die maximalen Kohlenstoffaufnahmeraten fiir Synecho-
coccus sp. um zwei Zehnerpotenzen darunter. Basierend auf dem ermittelten
Sauerstoffbedarf von 0,63 + 0,22 - 102 mmol - mL™" - h™! Sauerstoff bei Wasser-
temperaturen im Aquariensystem zwischen 18,3 - 19,6 °C ist in Abbildung 5.18
die Mindestkohlenstoffmenge zur Deckung des Grundstoffwechsels als gestri-
chelte Linie dargestellt. Fiir die Verwendung von Synechococcus sp. als alleini-
gem Nahrungspartikel und einem theoretischen Kohlenstoffgehalt von
470 fg C - Zelle™ (Campbell et al. 1994) wire eine Versorgung der Schwimme
mit 1,34 + 0,47 - 10° Zellen - mL™" eingesetztem Schwammvolumen pro Stunde
notwendig, um die Massenbilanz bei unbeleuchteten Bedingungen zu decken.
Basierend auf einem theoretischen Schwammvolumen von 100 mL wiren pro

Tag 3,22 +£1,12 - 10° Synechococcus sp. Zellen notwendig.
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Eine Fiitterung mit Synechococcus sp. als alleiniger Kohlenstoffquelle ist bei
A. aerophoba unter kiinstlichen Bedingungen moglich, aber nur in einem eng

begrenzten Konzentrationsbereich.

Partikelkonzentrationen unter 1,34 + 0,47 - 10° Zellen -pro Milliliter eingesetztem
Schwammvolumen pro Stunde reichen zur Deckung des Grundstoffwechsels
aufgrund einer zu geringen Kohlenstoffaufnahmerate nicht aus. Konzentrationen
iiber 1 - 10’ Zellen - mL™" hemmen jedoch die Filtrationsleistung derart, dass eine
ausreichende Versorgung des Schwammes mit partikuldrer Nahrung aufgrund zu
geringer Filtrationsraten ausgeschlossen ist. Die Fiitterung mit Synechococcus
deckt den Kohlenstoffbedarf nur in einem schmalen Konzentrationsbereich von
etwa 5 - 10° bis 5 - 10° Zellen - mL™". Im Gegensatz dazu resultiert die Fiitterung
bei gleicher Zellkonzentration mit P. tricornutum in einer 30-fach hoheren Koh-

lenstoffaufnahmerate.

5.8 Schlussfolgerungen

Schwiimme sind an niedrige Partikelkonzentration von etwa 5 - 10° Zellen - mL™,
die unter natiirlichen Bedingungen vorkommen, angepasst. Sie konnen jedoch
thre Massenbilanz durch die Menge an Futterpartikeln im umgebenden Wasser
nicht immer ausreichend decken. Durch ihre Eigenschaft des undeterminierten
Wachstums konnen sie jedoch auf Perioden geringer Nahrungsverfiigbarkeit rea-
gieren und Teile ihrer Schwammbiomasse reduzieren (Turon et al., 1998). Bei
steigendem Nahrungsangebot sind Schwimme in der Lage wieder Biomasse auf-
zubauen. Die Idee, fiir Schwiamme der Art A. aerophoba unter artifiziellen Be-
dingungen ein moglichst starkes Wachstum durch die Zugabe von moglichst ho-
hen Konzentrationen an Futterpartikeln zu ermoglichen, stoft durch die damit

verbundene Abnahme der Filtrationsraten an natiirliche Grenzen.

Eine Methode zur Kalkulation der erforderlichen Konzentration an Nahrungspar-
tikeln ist die Bestimmung der maximalen Kohlenstoffaufnahmerate eines ge-
wihlten Futterpartikels. Dieser muss iiber die gesamte Kultivierungsdauer auf-
rechterhalten werden, um ein Wachstum der Schwiamme erwarten zu konnen.

Vorraussetzung dafiir ist eine stabile Kultur zur Produktion entsprechend grofB3er
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Zellzahlen der gewiinschten Futteralgen. Unter kiinstlichen Bedingungen ist ma-
rinem Phytoplankton den unter natiirlichen Bedingungen als Hauptkohlenstofflie-
ferant vorherrschenden Bakterien der Vorzug zu geben, da diese pro Zelle einen
hoheren Kohlenstoffgehalt aufweisen (Pile, 1997). Zusitzlich ist der Gehalt an
mehrfach ungesittigten Fettsduren und Sterolen hoher, Nihrstoffe die fiir das
Wachstum bei marinen Invertebraten unentbehrlich zu sein scheinen (Phillips,
1984).

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit wurden Grundlagen zur dauerhaften Kultivie-
rung des Schwammes A. aerophoba erarbeitet. Fiir nachfolgende Arbeiten sind
sie die Basis zur Kalkulation der entsprechenden Nahrungsmengen und das Ein-
stellen entsprechender Beleuchtungsintensititen um den Modellorganismus
A. aerophoba tiber Zeitriume von mehreren Monaten ohne Verlust von Biomas-

se und Funktionalitit zu kultivieren.

Die Schwierigkeiten bei der Arbeit mit den untersuchten Spezies von
A. aerophoba lagen darin begriindet, dass diese Schwammart keine kontinuierli-
che Filtrationsaktivitdt zeigte. Die Pumpaktivitdt war oft fiir mehrere Stunden
und sogar Tage eingestellt. Bei diesen Phasen der Inaktivitit konnten keine zeit-
lichen Rhythmen erkannt werden, sie verliefen in unregelméfigen Zeitinterval-

len.

Als hemmende Effekte konnten hohe Futterpartikelkonzentrationen und zu starke
Stromungsgeschwindigkeiten im Aquarium identifiziert werden. Es muss aber
noch andere Ursachen fiir diese arhythmischen Aktivititen der Schwimme ge-

ben, die noch nicht ndher bestimmt werden konnten.

Diese Beobachtungen stimmen mit Publikationen von Henry Reiswig (1971a)
tiberein. Er zeigte bei in-situ Untersuchungen von Pumpaktivititen bei tropischen
Demospongiae, dass die Zyklen zwischen aktiven und inaktiven Schwidmmen
nicht synchron verliefen. Dieses Phdnomen konnte bei der gesamten untersuch-
ten Population der Arten Mycale sp., Verongia gigantea und Tethya crypta beo-
bachtet werden. Ein Zusammenhang zwischen Umgebungsereignissen konnte
nicht hergestellt werden (Reiswig, 1971a). Die periodischen Zyklen waren dabei
innerhalb der untersuchten Population variabel, aber konstant fiir die Einzelindi-

viduen. Diese Phidnomene wurden auch in-sitru am SuBwasserschwamm Baika-
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lospongia bacillifera beobachtet und hingen zum Teil mit der Stirke der Umge-

bungsstromung zusammen (Savarese, 1997).

Alle in den Modulaquarien gehaltenen Schwiamme der Art A. aerophoba zeigten
bei Mangel an Futterpartikeln und ungeniigenden Lichtverhéltnissen innerhalb
eines Zeitraumes von vier bis sechs Wochen so starke Degenerationserscheinun-
gen, dass alle Oscula zuriickgebildet wurden. Untersuchungen zur Ermittlung der
Filtrationsleistungen waren deswegen nur in kurzen Zeitriumen nach dem Sam-

meln und dem Transport moglich.

Im Vergleich mit anderen Schwammen zeigt A. aerophoba im Aquarium niedri-
ge Filtrationsraten. Dies konnte durch die hohe Anzahl an assoziierten Mikroor-
ganismen dieser Spezies begriindet sein. Beim Vergleich unterschiedlicher
Schwammspezies innerhalb eines Habitats wurde festgestellt, dass bakterienarme
Schwidmme charakteristischerweise hohe Pumpraten aufwiesen, wihrend bakte-
rienhaltige Spezies vergleichsweise niedrige Pumpraten zeigten (Reiswig,
1974b). Zusitzlich hat die Temperatur einen Einfluss auf die Pumpleistung
(Riisgard et al., 1993), so dass fiir Mittelmeerspezies, verglichen mit tropischen
Vertretern, niedrigere Pumpraten erwartet werden miissen. Ferner spielen 6ko-
logische Faktoren des Habitats eine Rolle. Zur Deckung der Massenbilanz muss
eine bestimmte Anzahl von Nahrungspartikeln filtriert werden. Der Planktonge-
halt des Mittelmeers iibersteigt den der tropischen Riffe um ein mehrfaches
(Wilkinson, 1987). Mediterrane Vertreter konnen ihre Massenbilanz somit aus

einem wesentlich geringeren Seewasservolumen decken.

Schlussendlich bleibt zu beweisen, dass die qualitativen Futterbediirfnisse mit

P. tricornutum als Futterorganismus erfiillt werden konnen.

Zur weiteren Diskussion der Ergebnisse wiren fiir folgende Projekte in-situ Un-
tersuchungen zur Ermittlung der Filtrationsraten denkbar. Diese konnten im Ver-
gleich mit unter ex-situ Bedingungen ermittelten Filtrationsraten ein Mal} zur
Beurteilung der Vitalititszustinde der Schwamme darstellen und bei der Opti-

mierung qualitativer Parameter helfen.
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6 Ausblick

Die Basisparameter der Schwammkultivierung in Aquarien sind Temperatur,

Licht, Stromung sowie qualitative und quantitative Futteranforderungen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei A. aerophoba, wie erwartet, oh-
ne Zugabe von adidquaten Futterpartikeln aber auch ohne ausreichende Beleuch-
tungsintensitit ein starker Biomasseverlust eintritt. Er verliert seine Fihigkeit, die
angebotenen Futterpartikel aufzunehmen. Fiir eine dauerhafte Kultivierung ist es
unumgénglich, vor dem Einbringen der Versuchsschwdmme ein funktionierendes

System zur Versorgung mit Nahrungspartikeln zu etablieren.

In dieser Arbeit wurden die grundlegenden quantitativen Fragen zur Auslegung
eines solchen Systems durch die Bestimmung der Respirationsraten fiir
A. aerophoba und dessen Filtrationsraten fiir zwei Modellfutterpartikel unter-

sucht.

Ein néchster sinnvoller Schritt wére der Ausbau der Anlage um eine Algenkulti-
vierungseinheit, welche eine kontinuierliche Versorgung der Schwimme mit Fut-
terpartikeln ermoglichen wiirde. Im Folgenden soll der Ausbau der Aquarienan-
lage mit einer kontinuierlichen Fiitterung iiber einen Algenreaktor betrachtet
werden. Die ermittelten Ergebnisse dienen als Berechnungsgrundlage fiir die

Auslegung eines Photobioreaktors.

Zur Veranschaulichung sollen die benotigten Zellzahlen fiir die Futterpartikel an
einem Beispiel kalkuliert werden. Die Abbildung 6.1 zeigt ein Modulbecken mit
etwa 20 Schwammkolonien der Art A. aerophoba. Exemplarisch soll anhand
dieses, auf 1000 mL geschitztes, Schwammvolumina die Auslegung eines kiinf-

tigen Algenreaktors kalkuliert werden.
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i

Abbildung 6.1: Eines der Modulbecken der Schwammzuchtanlage mit 100 Liter
Inhalt. Besetzt mit etwa 20 frisch gesammelten Kolonien der Art A. aerophoba.
Geschitztes Gesamtbiovolumen der Schwidmme von 1000 mL.

Zur Kalkulation der erforderlichen Menge an P. tricornutum Zellen wurde die

Ergebnisse dieser Arbeit zur Grunde gelegt.

Die minimal erforderliche Futterpartikelkonzentration zur Deckung des tdglichen
Grundumsatzes von einem Liter Schwammbiovolumen von A. aerophoba bei
einer Respirationsrate R = 1 umol - mL™ - h™' Sauerstoff und einer Kultivierungs-
temperatur von 20 °C sind in Tabelle 6.1 fiir unterschiedliche in der Arbeit ver-

wendete Futterpartikel zusammengefasst.
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Tabelle 6.1: Berechnete minimale Futterpartikelkonzentration zur Deckung des
taglichen Grundumsatzes von 1000 mL. Schwammbiovolumen des Schwammes
A. aerophoba fir R = 1 umol - mL™" - h™ Sauerstoff bei einer Wassertemperatur
von 20°C.

Futterpartikel Durchmesser C-Gehalt des Futter- Benotigte Futter-
(um) partikels (pg C - Zelle!)  partikelzahlen pro Tag

P. tricornutum 5 14,5 1,99 - 10"
(Strathmann, 1967)

Synechococcus sp. 1 0,47 6,13 - 101
(Campbell et al. 1994)

Heterotrophe 1 0,02 1,44 - 10"

Bakterien (Ducklow et al., 1993)

Der Kohlenstoffgehalt der P. tricornutum Zellen ist um den Faktor 725 hoher als
die der marinen heterotrophen Bakterien und erklért sich durch das groBere Zell-
volumen. Da das Zellvolumen aber nur das 60-fache iiber dem der Bakterien
liegt, sind wahrscheinlich Speicherstoffe in den Zellen eingelagert, wie sie auch
in Synechococcus sp. Zellen nachgewiesen wurden (Levi und Preiss, 1976). Dies
erkldrt auch den um den Faktor 20 groeren Kohlenstoffgehalt der Synechococ-
cus Zellen gegeniiber den heterotrophen Bakterien mit gleichem Zellvolumen,

ausgehend von einer kugelférmigen Zellform.

Im Allgemeinen fiihren iiberhohte Konzentrationen an Algen und Bakterien zu
einer Reduktion der Filtrationsaktivitit von Schwammen. Die von Osinga et al.
(2001) beobachtete Abnahme der Filtrationsaktivitiat des Schwammes Pseudosu-
berites aff. andrewsi durch Blockierung des aquiferen Kanalsystems bei Gabe
groferer Futterpartikel von 4 — 10 um Durchmesser konnte fiir A. aerophoba bei
Verwendung von P. tricornutum von etwa 5 um Durchmesser nicht bestitigt
werden. Im Gegensatz dazu zeigte diese Futteralge im Vergleich mit der kleine-
ren und ubiquitdr verbreiteten Blaualge Synechococcus sp. mit 1 pum Durchmes-
ser eine maximal Kohlenstoffaufnahmerate bei einer Konzentration von etwa
1-107 Zellen - mL™".
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Fiir zukiinftige Untersuchungen scheint die dauerhafte Kultivierung und Biomas-
sezunahme bei A. aerophoba bei der Verwendung von P. tricornutum als einzi-
gem Futterpartikel vielversprechend. Die Schwamme zeigten noch Filtrieraktivi-
tit bis zu einer Konzentration von 1,3 - 10’ Zellen - mL™". Der erreichte Maxi-
malwert fiir die Filtrationsraten von etwa 3,4 mL - mL"' - min"" wurde schon bei

Zellkonzentration von etwa 3 - 10° Zellen - mL™' P. tricornutum erreicht.

Bei einer einmaligen Zudosierung der Futterpartikel resultiert eine hohe Zellkon-
zentration im Wasser die, wie gezeigt werden konnte, zum FEinstellen der Pump-
aktivitdt der Schwimme fiihrt, eine partikuldre Nahrungsaufnahme ist nicht mog-
lich. Eine Losung ist die kontinuierliche Zudosierung von Futterpartikeln, wie sie
grafisch in Abbildung 6.2 dargestellt ist.
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Abbildung 6.2: Simulierter Verlauf einer quasi-kontinuierlichen Fiitterung
(durchgezogene Linie) und einer einmaligen Zudosierung (gepunktete Linie) der
Futterpartikelmenge iiber einen Zeitraum von zwolf Stunden, Darstellung halb-
logarithmisch.

Bei Verwendung von Harnstoff als Stickstoffquelle gibt Meiser et al. (2004)

beim Einsatz eines Plattenphotobioreaktors eine Ausbeute fiir P. tricornutum von
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2,35 g- L' d' an (Begasungsrate 0,66 vvm, Beleuchtungsdauer 24 Stunden pro
Tag, Lichtintensitit 1000 uE - m™ - s™). Unter den gegebenen Laborbedingungen
scheint die Umsetzung, wie sie von Fernandez et al. (2003) fiir die Produktion
von P. tricornutum in einem helicalen Reaktor beschrieben wurde, praktikabler.
Aus diesem Grunde wird fiir die Kalkulation der benétigten Futterpartikel die

dort angegebene Ausbeute von 1,5 g- L' - d”! verwendet.

Bei einer Ausbeute von 1,5 g-L"'-d" P. tricornutum und einem Durchmesser
von 5 um pro Zelle sowie einer Zelldichte von geschiitzten 1,1 g- mL™" ergeben
sich pro Liter und Tag 2 - 10' Zellen absolut. Die bestimmten Respirationsraten
fir A. aerophoba liegen in der GroBenordnung von 1 - pmol - mL™ -h' Sauer-
stoff und sind vergleichbar mit denen von Reiswig (1974b) fiir karibische
Schwimme ermittelten Werte von 0,9 bis 3,0 - umol - mL™ - h™' Sauerstoff. Die
sich daraus iiber die Kohlenstoffiquivalente nach Strathmann (1967) von
14,5 pg C- Zelle" errechnete Zellzahl fiir ein theoretisches Schwammvolumen

von 1000 mL pro Tag ergibt eine Zellzahl von 2 - 10'° Zellen.

Fiir die Deckung des Grundumsatzes wére entsprechend ein Photobioreaktor von
einem Liter Volumen ausreichend. Werden jedoch alle in der Anlage verwende-
ten Aquarien und die darin enthaltende zehnfache Biomasse beriicksichtigt und
soll nicht nur der Grundumsatz gedeckt, sondern auch Wachstum bei Schwim-
men moglich sein, so empfiehlt sich, das Gesamtvolumen des Photobioreaktors
um den Faktor 30 auf 30 Liter zu erhohen. Da die Kultivierungszyklen begrenzt
sind bzw. auch Reinigungszyklen fiir die Reaktoren eingeplant werden miissen,

sollte dieses System redundant ausgelegt sein.

Die Beleuchtung scheint ein wichtiger Schliisselfaktor fiir die Kultivierung des

Schwammes A. aerophoba zu sein.

Es konnte gezeigt werden, dass die Photosyntheseleistung der assoziierten Mik-
roorganismen einen entscheidenden Anteil zur Massenbilanz dieser Schwammart
beitridgt und iiber die Beleuchtung durch die eingesetzten Halogenstrahler mit

einer Beleuchtungsintensitit von 100 uE- m™- s™ gedeckt werden kann.

Ein weiterer Ansatz fiir die Kultivierung von A. aerophoba wire eine 24-stiin-

dige Beleuchtung pro Tag mit den verwendeten Halogenstrahler durchzufiihren
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und zu iiberpriifen, ob eine dauerhafte indirekte Versorgung der Schwimme iiber
deren assoziierte photosynthetische Symbionten moglich sein konnte. Dies sollte
im Gegensatz zu bakterienarmen Schwammspezies moglich sein und besitzt den
Vorteil, dass die Belastung des Aquarienwassers durch nicht aufgenommene

Nahrungspartikel vermieden wird.

Vorstellbar wéren auch vergleichende Versuche mit den bestehenden vier Mo-
dulbecken, bei dem der Versuchsaufbau so gewihlt wird, dass bei einem Modul
eine Dauerbeleuchtung plus Futterversorgung, ein Modul mit Dauerbeleuchtung
ohne Futterversorgung, ein Modul ohne Beleuchtung plus Futterversorgung und
ein Modulbecken zur Kontrolle ohne Beleuchtung und ohne Futterversorgung
installiert wird. Aufgrund der zu erwartenden geringen Biomassezuwachsraten
fiir Schwiamme, die fiir A. aerophoba unter natiirlichen Bedingungen in der Gro-
Benordnung von 80 % innerhalb eines Zeitraumes von 47 Wochen lag (Wilkin-
son and Vacelet, 1979), sollte ein Versuchszeitraum von mindestens zwolf Mo-
naten veranschlagt werden, um eine nachweisliche Zunahme der Biomasse er-

warten zu konnen.
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I+

Yoo
AFDM
AFDW
ASW

EDTA
et al.
EtOH
ex situ
F

FG

g

h

HCI
HQI-Strahler
I

IC

in situ
IR

Kat.
KW-frei
L

LM

kleiner als

plus / minus

Prozent

Promille

ash free dry mass

ash free dry weight

artificial seawater (synthetisches Seewasser)
beziehungsweise

circa

Kohlenstoff

Grad Celsius, Temperatur (SI-Einheit)
Anfangspartikelkonzentration
Kohlenstoffgehalt eines Futterpartikels
Zentimeter

Kubikzentimeter

Kohlendioxid

dissolved inorganic carbon

dissolved organic carbon

dry mass

Desoxyribonukleinsdure

dry weight

Einstein

Ethylendiamintetraacetat

,,et altera‘‘: und weitere

Ethanol

(lat.: auBBerhalb des (Ursprungs-) Ort)
Filtrationsrate

Feuchtgewicht

Gramm

Stunde

Salzsdure
Hochdruck-Quecksilber-Dampf-Strahler
Beleuchtungsintensitit

inorganic carbon

(lat.: am (Ursprungs-) Ort)

Infrarot

Katalysator

kohlenwasserstofffrei

Liter

Losungsmittel
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M molar

max. maximal

min Minute

MHz Megahertz

N normal

NaOH Natronlauge

NPOC non-purchable organic carbon

Nr. Nummer

n Anzahl

N Normal, chem., entsprechend 1 Mol H"/OH L'LM

org. organisch

0O, Sauerstoff

pH potentia Hydrogenii, negativer dekadischer Logarithmus der
Oxoniumionenaktivitit (H")

POC particular organic carbon

PVC Polyvinylchlorid

PVDF Polyvinylidenfluorid

PTFE Polytetrafluorethylen

R Respirationsrate

RNA Ribonukleinsiure

S Siemens

t Zeit

T Temperatur

TG Trockengewicht

TOC total organic carbon

UV-C Ultraviolettstrahlung der Wellenldnge von 100 — 280 nm

v Volt

VE-Wasser vollentsalztes Wasser

vvm Gasvolumendurchsatz pro Fliissigkeitsvolumen pro Minute

\\ Watt

wWw wet weight

z.B. zum Beispiel

Prifixe vor Einheiten:

p Pico (10™'%)
n Nano (1 0'9)
m Mikro (10°°)
m Milli (107
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Marine Schwamme sind als Quelle zahlreicher neuer
Naturstoffe in den Fokus der pharmakologischen Wirk-
stoffforschung gerickt. Das sogenannte Nachschubpro-
blem verhindert weitergehende Untersuchungen dieser
vielversprechenden Naturstoffe. Ein Losungsansatz bie-
tet die biotechnologische Kultivierung von Schwammbio-
masse.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, grundlegende Unter-
suchungen am Modellorganismus Aplysina aerophoba
durchzuflhren, die Aussagen uber die quantitativen An-
forderungen von Schwammen unter ex-situ Bedingungen
ermdglichen sollte. Uber die Bestimmung von Respira-
tions- und Filtrationsraten sollte die Machbarkeit der bio-
technologischen Kultivierung unter Laborbedingungen
beurteilt werden.

Die Ergebnisse zeigten, dass A. aerophoba unter artifizi-
ellen Bedingungen in der Lage ist, seine Massenbilanz
uber partikulare organische Substanzen zu decken. Zu-
satzlich spielt die Beleuchtungsintensitat eine wichtige
Rolle.
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