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Hast du je einen schwimmenden Fisch berthrt?

Du umkreist seinen Korper mit beiden Handen
Dann wird er nicht fliehen
Wird ruhig atmen

Und sanft deine Hande berihren.

Leiko Ikemura
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Abstract

Abstract

In Germany the river Wupper flows through North-Rhine-Westfalia. It was originally
inhabited by salmonids. But anthropogenous influences changed the fish fauna. Since then
cyprinids dominate the river. Therefore physicochemical parameters were measured from
2009 till 2015 and analysed. They showed a changing temperature. Although the temperature
was not exceeded for adults of Salmo trutta in the summer, it could be still defined as critical

during the time of reproduction as well as during hatching.

Mucus can be seen as an adequate alternative to the traditional fin-clipping for
molecularbiological testing of salmonids on the fish pathogen Saprolegnia spp.. With the help
of molecularbiological analysis the pathogen could be documented on nearly 50 % of the
salmonids, although an infestation could not be monitiored on the fish while taking samples.

A comparison of the different seasons when the samples were taken showed a change of the
occurence of Saprolegnia spp. from September to May, regarding the years 2012 till 2015.
Indeed no correlation between the measured temperature and the occurence of Saprolegnia
spp. could be made. The natural population of S. trutta is still being stocked, which could lead
to the entry of Saprolegnia spp. in the river. Potentially it can happen that morphological
normal fish are already infected. Instead of using chemicals for infected fish in aquaculture
the application of phytotherapeutic extracts can be seen as an alternative treatment. In vitro-
experiments showed that plant extracts of Mucuna pruriens and Carica papaya could be used

to inhibit the growth of the mycel of Saprolegnia ferax in the long-term.

The analysis of scales showed that the sampled Salmo trutta and Thymallus thymallus were
not older than four years. Additionally these analyses showed that the oldest and biggest

indiviudals were caught in the warmest regions of the river.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Wupper flie3t, als urspriingliches Salmonidengewdsser, durch NRW. Allerdings haben
anthropogene Einfllsse die Fischfauna veréndert - daher dominieren Cypriniden den Fluss.
Bei der Analyse der physikochemischen Parameter konnte im Jahresvergleich von 2009 bis
2015 festgestellt werden, dass es zu einer veranderten Temperatursituation gekommen war:
Seit 2013 wurden die Temperaturgrenzwerte fur ein Salmonidengewésser in den
Sommermonaten nicht mehr Gberschritten, dafur aber weiterhin zur Reproduktionszeit von

Salmo trutta sowie zur Zeit des Schlupfes.

Als Alternative zum traditionellen fin-clipping eignen sich Mukusproben fir
molekularbiologische Analysen und wurden in der vorliegenden Arbeit zum Nachweis von
Saprolegnia spp. eingesetzt. Bei ca. 50 % der beprobten Salmoniden war auf
molekularbiologischer Ebene ein Befall zu erkennen, obwohl die Fische augenscheinlich
unaufféllig waren. Bei einem Vergleich der Jahreszeiten, in denen die Proben genommen
wurden, konnte festgestellt werden, dass es im Zeitraum von 2012 bis 2015 zu einer
Verschiebung der saisonalen Haufigkeit von September zu Mai kam. Allerdings konnte beim

Auftreten von Saprolegnia spp. kein Zusammenhang zur Temperatur hergestellt werden.

Nach wie vor werden BesatzmalRnahmen in der Wupper durchgefiihrt, die moglicherweise zu
einem hohen Befall der Salmoniden mit Saprolegnia spp. beitragen kdnnen, da die Gefahr
besteht, dass bereits infizierte, aber morphologisch unaufféllige Fische, eingesetzt worden
sein kdnnen. Eine alternative Behandlung in der Aquazucht stellt die Phytotherapie dar. An
Hand von in vitro-Experimenten konnte in den vorliegenden Untersuchungen gezeigt werden,
dass sich die Pflanzenextrakte von Mucuna pruriens und Carica papaya eignen, um das
Wachstum des Myzels von Saprolegnia ferax langfristig zu inhibieren.

Die Analysen von Schuppenproben haben gezeigt, dass die in der Wupper beprobten
Salmoniden Salmo trutta und Thymallus thymallus nicht alter als vier Jahre waren. Zusatzlich
wurde festgestellt, dass die altesten und groRten Individuen in Bereichen gefangen wurden, in

denen die hochsten Temperaturspitzenwerte gemessen werden konnten.



Einleitung

1. Einleitung

Zunéchst wird ein Einblick in die Hydromorphologie der Wupper in NRW sowie der darin
heimischen Fischarten gegeben, wobei der Fokus auf die Salmoniden (Lachsartige) Salmo
trutta, Linnaeus 1758 (Bachforelle), und Thymallus thymallus, Linnaeus 1758 (Europaische
Asche), gerichtet ist. AnschlieBend erfolgen die Darstellung der Probenentnahme und ein
kurzer Einblick in das Schmerzempfinden von Fischen: Mukusproben eignen sich als
fischschonende Methode zur Isolierung von genomischer DNA und bieten somit eine
Alternative zum traditionellen fin-clipping. Der regelméRige Besatz von Fischen aus der
Agquazucht zur Stutzung der nattrlichen Population von Salmo trutta sowie z. T. veranderte
physikochemische Parameter lassen vermuten, dass Saprolegnia spp. ideale Bedingungen
vorfinden, die einer Ausbreitung im Gewasser forderlich sind. So kann er sich optimal auf den

Salmoniden ansiedeln und ausbreiten.

1.1.  Die Wupper als Salmonidengewasser

Der ,,Amazonas des Bergischen Landes“ hat in Borlinghausen seinen Ursprung und
durchzieht bis zur Mindung in den Rhein bei Leverkusen mit einer Gesamtfliel3strecke von
ca. 115 KM u. a. die Stadte Wuppertal, Solingen und Leichlingen (Lacombe et al. 2000,
Wupperverband 2011). Der Fokus der aktuellen Arbeit liegt auf dem Einzugsgebiet der
,,unteren Wupper, die sich vom Stausee Beyenburg bis zur Miindung in den Rhein erstreckt.
Hierbei wurden die Proben flussabwarts von KM 61,4 bis KM 15,6 genommen (Abb. 1).
Dieser Gewasserabschnitt wurde gewahlt, weil anthropogene Einfliisse den urspriinglichen
Zustand besonders in der ,Unteren Wupper“ als Fischgebiet verandert haben: Die

charakteristische Aschenregion wird heute von Cypriniden (Karpfenartige) dominiert.
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Abb. 1: Verlauf der Wupper von der Quelle bis zur Miindung (Internetquelle 1). Bei den hier durchgefiihrten
Untersuchungen wurden Proben in der ,,Unteren Wupper® genommen, die vom Stausee Beyenburg bis zur
Mundung in den Rhein verlauft.

Bis zum 16. Jahrhundert war die Wupper ein schnellflieBender und kiihler Mittelgebirgsfluss
mit vielfaltigen Strukturen. Starkes Gefalle fiihrte zu einem hohen O,-Anteil im Gewaésser.
Steiniger, felsiger Untergrund bot den Salmoniden optimale Laichbedingungen. Viele
unterschiedliche Fischarten besiedelten die Wupper: S. trutta und T. thymallus zdhlten als
stationdre Fische zu den Stellvertretern der Salmoniden. Doch auch der Wanderfisch Salmo
salar, Linnaeus 1758 (Atlantischer Lachs), war haufig vertreten.

Barbus barbus, Linnaeus 1758 (Barbe), und Leuciscus cephalus, Linnaeus 1758 (Ddébel),

représentierten als Cypriniden die Fischpopulation. Diese Artenvielfalt hatte fur die Fischerei
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und das gesamte 6kologische System der Wupper eine wesentliche Bedeutung (Wuttke 1997,
Lacombe et al. 2000, Wupperverband 2011). Doch mit Beginn der zunehmenden

Industrialisierung wurde diese Vielfalt massiv beeintrachtigt:

1527 wurde den Gemeinden Barmen und Elberfeld das Exklusivrecht fir Garnbleichung
verliehen. Zahlreiche Abwasser durch Férbereien sowie Fékalien wurden ungeklart in die
Wupper eingeleitet (Lacombe et al. 2000, Wupperverband 2011). Deutlich intensiver wurde
die Belastung des Flusses durch die Industrialisierung zu Ende des 18. Jahrhunderts mit einer
schnellwachsenden Textilproduktion (Wehler 2005). Aufgrund der ungeklarten Einleitungen
von Fakalien sowie der salz- und schwermetallhaltigen Abwasser war es nicht tberraschend,
dass die Fischerei Anfang des 19. Jahrhunderts zum Erliegen kam (Lacombe et al. 2000,
Wupperverband 2011).

Erst zu Beginn des 20. Jahrhunderts entwickelte sich ein Bewusstsein fiir die dringend
erforderliche Wasserbewirtschaftung. 1930 kam es mit Grindung des Wupperverbandes
durch die eingefiihrte Abwasserreinigung und die Unterhaltung von Nebengewassern zu einer
Verbesserung der Gewassergite. Wesentliche Erfolge erbrachte 30 Jahre spater der Bau von
Klaranlagen (Wupperverband 2011), doch der Grundzustand der Unteren Wupper blieb
zundchst in der Guteklasse II-111 (,.kritisch belastet). In den 1980er Jahre erholte sich
langsam der Fischbestand (Lacombe et al. 2011). Chemieunfalle in den Jahren 1988 und 1989
losten Ruckschlage durch massives Fischsterben aus. Im Einzugsbereich der Wupper
gelangten fischtoxische Stoffe, wie z. B. Tenside, Ammoniak oder Natronlaugen in den Fluss:
Es kam zu akutem O,-Mangel, der sich vor allem auf sauerstoffsensitive Arten wie
T. thymallus letal auswirkte. L. cephalus, als Beispiel fur robustere Arten, konnte 6kologische
Nischen besetzen und ist immer noch wesentlicher Bestandteil der heutigen Fischfauna
(Wuttke 1997, Lacombe et al. 2000), (Abb. 3 und 4).

Die Chemieunfélle 16sten Debatten um den Schutz der Wupper aus. Der 1990 vorgelegte
Bewirtschaftungsplan ,,Untere Wupper“ vom Staatlichen Amt fur Wasser- und
Abfallwirtschaft Dusseldorf formuliert allgemeine Ziele, die dem Schutz und der Reinhaltung
des Gewassers, sowie der Verbesserung der Lebens- und Umweltqualitit dienen. Seitdem
missen Produktionsabwésser vor der Einleitung in den Fluss vorbehandelt werden. Der
Ausbau von Kanalsystemen und Mischwasserbehandlungsanlagen hat einen positiven Effekt
auf die Gewasserqualitat. Die Wupper wird besonders auf toxisch wirkende Substanzen, die
durch die chemische Industrie eingeleitet werden, regelméal3ig tberpruft. Im Laufe der Jahre

verbesserte sich die Wasserqualitat zunehmend - Salmoniden siedelten sich vermehrt an
5
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(Lacombe et al. 2000). Allerdings gelangen Reinigungsmittel, Medikamente und
Pflanzenschutzmittel trotz der Klaranlagen nach wie vor in die Wupper. Zudem ist eine
vollstandige Adsorption von Metallen an den Klarschlamm nicht erreichbar und eine
deutliche Restfracht wird in die Gewésser eingeleitet (Burgel et al. 2005). Seit 2000 werden
europaweit in der Wasserrahmenrichtlinie (WRRL) einheitliche Ziele definiert, die dabei
helfen sollen, den Gewadsserschutz aktiv und nach vorgegebenen Kriterien umzusetzen. Die
EU-Mitgliedstaaten sollen entweder den ,,guten Zustand* ihrer Gewaésser erreichen, indem sie
die erforderlichen MaRnahmen im Rahmen integrierter Programme festlegen und umsetzen
oder den guten Zustand bewahren. Der ,,gute Zustand* eines Gewdssers bedeutet, dass die
Werte flr die biologischen Qualitatskomponenten des Oberflachengewéssertyps geringe
anthropogene Abweichungen anzeigen. Sie weichen nur in geringem Male von den Werten
ab, die normalerweise bei Abwesenheit storender Einflusse mit dem betreffenden
Oberflachengewassertyp einhergehen (Richtlinie 2000/60/EG des Européischen Parlaments

und des Rates).

1.1.1. Einflusse physikochemischer Parameter auf Salmonidenpopulationen

Die Auswirkungen physikochemischer Parameter auf ein FlieBgewasser werden im Hinblick
auf die Gewadssergute, die Veranderungen der Gewasserstrukturen und anthropogener
Nutzungen regelméaBig kontrolliert. In der Fischgewasserrichtlinie (2006) werden daher
Kriterien formuliert, die eingehalten werden miissen, um Salmoniden langfristig zu schitzen
und ihren Bestand in einem FlieRgewéasser zu etablieren. Gibson (1993) formuliert Basis-
Kennwerte fir die physikochemischen Parameter, die flr geeignete Lebensbedingungen der
Salmoniden notwendig sind. Als Basis-Kennwert der Temperatur wird nicht nur der
Maximalwert fir Adulte definiert, sondern auch der zur erfolgreichen Reproduktion benétigte
Temperaturbereich (MUNLYV 2006).

1.1.1.1. Temperatureinflisse auf ein FlieRgewasser

Die Temperatur zahlt zu einem der wichtigsten Parameter im Gewasser: Sie beeinflusst alle
biochemischen und physiologischen Aktivitdten der Organismen, sowie die Entwicklung der
Flora (u. a. Cairns et al. 1978, Beitinger et al. 2000). Viele aquatische Organismen besitzen

genetisch determinierte Temperaturbereiche innerhalb derer ein Leben bzw. Uberleben

6
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moglich ist. Ortlich und zeitlich auftretende Schwankungen der Temperaturen im Gewasser
bestimmen das Vorkommen und die Bestandsbildung von Arten (Coutant 1977, Coutant
1987, Reinartz 2007). Salmoniden sind stenotherme Tiere, die nur einen geringen
Temperatur- und Hitzetoleranzbereich besitzen (Currie et al. 1998, Moyes & Schulte 2008).
Daher definiert die Fischgewadsserrichtlinie (2006) fir adulte Salmoniden eine
Maximaltemperatur von 21,5 °C in den Sommermonaten unterhalb  von
Warmwassereinleitungen, wéhrend in den Wintermonaten eine Temperatur von maximal
10 °C erreicht werden darf. Die Temperatur nimmt somit als grundlegender Parameter
Einfluss auf die Artenzusammensetzung sowie den Gesundheitszustand der aquatischen
Zonose (Coutant 1987).

Die Wassertemperatur kann entweder natlrlicherweise taglich und saisonal bedingt
schwanken (Hari 2006) oder Resultat anthropogener Einfliisse sein. Dazu z&hlen Einleitungen
von Kihlwasser (Magaud et al. 1997) und industrielle Abwasser (Schmidt 2004, MUNLV
2006). Thermischer Stress bezieht sich auf jeden Temperaturwechsel, der eine bedeutende
Storung der normalen Funktionen der SifRwasser-Teleostei hat und beeinflusst die

Uberlebensrate negativ (Pickering 1981).

Fische haben die gleiche Kdrpertemperatur wie das sie umgebende Wasser (Moyes & Schulte
2008), daher sind bei ihnen zahlreiche Stoffwechselaktivitaten (z. B. Atmung und Verdauung)
temperaturabhé&ngig und laufen beschleunigt ab. Doch auch ihr Immunsystem wird durch eine
erhdhte Temperatur beeinflusst (Coutant 1987, Reinartz 2007). Eine Temperaturerhéhung
sensibilisiert die Organismen gegenlber toxischen Substanzen, Parasiten und Krankheiten
(u. a. Cairns et al. 1978, Beitinger et al. 2000). Geringe Wassertemperaturen erzeugen
hingegen thermischen Stress und wirken deshalb immunsuppressiv (Bly & Clem 1992).
Deshalb kann ein Befall mit pathogenen Mikroorganismen leichter zum Ausbruch einer
Erkrankung fuhren (Rottmann et al. 1992). Sie 16sen bei Fischen einen lethargischen Zustand
aus (Beitinger et al. 2000), so dass sie ihre Nahrungsaufnahme einstellen. Zusatzlich verlieren
die Fische die Fahigkeit der Osmoregulation, das zentrale Nervensystem kollabiert (Brett
1956).

Im Vergleich dazu bewirken hohe Wassertemperaturen das Gegenteil: Bei Fischen kann dann
eine erhohte Aktivitdt beobachtet werden (Beitinger et al. 2000). Dadurch arbeitet der
Metabolismus, in Abhangigkeit der jeweiligen Fischart, so schnell, dass die Fische nicht mehr
genuigend Nahrung finden und beginnen ihre Fettreserven aufzuzehren, um eine ausreichende

Energiezufuhr zu gewahrleisten (Brett 1956).
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Fische versuchen ihre physiologischen, verhaltensokologischen und reproduktiven
Funktionen den unterschiedlichen Temperatureinfliissen anzupassen (Coutant 1987). Sie
vermeiden hohe Temperaturen (Beitinger et al. 2000) und migrieren wahrend dieser Perioden
in kuhlere Areale. Dies wird als verhaltensgesteuerte Thermoregulation bezeichnet (Gibson
1966, Kaya et al. 1977, Berman & Quinn 1991, Moore et al. 2012). Fische orientieren sich
dabei an thermischen Gradienten, die die Struktur des Habitats beeinflussen. Zusétzlich haben
sie sich an thermale Nischen in ihren naturlichen Habitaten evolviert (Coutant 1987). Ebersole
et al. (2001) konnten z. B. bei Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792 (Regenbogenforelle),
Bewegungen in Kaltwasserrefugien bei einer Temperatur zwischen 18-25 °C beobachten,
sobald die Temperatur nachmittags ihr Maximum erreicht hatte. Die Wanderbewegungen
waren vorwiegend wéhrend einer Temperaturerhéhung im Sommer (Mitte Juli bis Mitte
August) zu beobachten. Durch Abwanderung in kihlere Areale besitzen Fische die
Mdglichkeit Energie zu sparen, indem sie weniger aktiv sind (Moyes & Schulte 2008). Bei
einem Temperaturwechsel spielt der Zeitraum, in dem er stattfindet, eine entscheidende Rolle.
Natdrliche, langsame Temperaturschwankungen wirken sich nicht negativ auf die
Populationen aus, da sich aquatische Organismen gut daran adaptieren konnen. Auf plétzliche
Schwankungen reagieren sie hingegen sehr sensitiv (Adam et al. 2013).

Die meisten Fischarten reagieren bzgl. ihres Wachstums duf3erst sensitiv auf schwankende
Umweltbedingungen (McDowall 1994). Brett et al. (1969) und Selong et al. (2001) konnten
in ihren Untersuchungen zeigen, dass Oncorhynchus nerka, Walbaum 1792 (Rotlachs), und
Salvelinus confluentus, Suckley 1859 (Stierforelle), eine Optimaltemperatur fr ihr Wachstum
und die physiologischen Prozesse haben. Wahrend O. nerka bei einer Temperatur von 15 °C

ein stabiles Wachstum zeigen, kann S. confluentus Temperaturen bis zu 20 °C Uberleben.

Die Wassertemperatur hat zudem fir den Zeitpunkt und den Ablauf der Reproduktion und das
Uberleben friiherer Entwicklungsstadien eine entscheidende Bedeutung (Reinartz 2007): Sie
spielt bei der Gonadenentwicklung, dem Ablaichen, aber auch der Entwicklung von
Jungfischen eine essentielle Rolle (Hoffmann et al. 2011). Die Embryos und Larven
rheophiler Fischarten kdnnen sich, im Vergleich zur tolerierten Temperaturspanne adulter
Tiere, nur in einem vergleichsweise engen Temperaturbereich erfolgreich entwickeln
(Reinartz 2007). Bei erhéhten Temperaturen wahrend der Embryogenese verringern sich die
Entwicklungsraten und der Prozentsatz an geschlipften Ova. Gleichzeitig nimmt der Anteil
an missgebildeten Larven dramatisch zu, die oft durch eine deformierte, stark verkrimmte

Wirbelséule zu erkennen sind. Sie kdnnen nicht schwimmen und sterben innerhalb weniger

8
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Tage (Lahnsteiner 2012). Juvenile reagieren wahrend der Entwicklungsphase besonders
sensibel auf Schwankungen der Wassertemperatur (Windmann et al. 2001). In der Zeit von
Dezember bis April missen anthropogen bedingte Temperaturerhéhungen vermieden werden,
wéhrend Temperaturerniedrigungen, z. B. durch Grundabladsse aus Talsperren, die
Wassertemperatur in der Zeit von Juni bis August nicht abkihlen durfen, die Adulte
nachhaltig beeinflussen (MUNLV 2006). Dies zieht langfristige Veranderungen in den
Zusammensetzungen und damit in der Stabilitdt von Fischbestdanden nach sich (Reinartz
2007).

1.1.1.2. Der Eintrag von Sauerstoff und sein Einfluss auf die Biozénose

Neben der Limitierung der Temperatur ist ein O,-Gehalt von mindestens 6 mg/ L fiir ein
Salmonidengewésser vorgeschrieben (Fischgewasserrichtlinie 2006). In den Wintermonaten
sollte der Sauerstoffgehalt allerdings 8 mg/ L nicht unterschreiten, um die Entwicklung der

Ova nicht nachhaltig zu beeinflussen (Blohm et al. 1994).

Aus der Atmosphére gelangt O, naturlicherweise iber die Wasseroberflache in ein Gewésser.
Je niedriger die Temperatur, desto mehr O, kann im Wasser geldst und gebunden werden. Der
0,-Gehalt turbulent flieBender, kalter Oberl&ufe ist somit hoher, als der in langsam flieBenden
Flussunterlaufen, die sich starker erwérmen. Eine ausreichende Versorgung mit geléstem O,
ist fir die meisten Wasserorganismen lebensnotwendig: Ein niedriger O,-Gehalt kann
Fischsterben durch Ersticken verursachen (Adam et al. 2013). Der geltste O, ist von den
unterschiedlichen Temperaturen, den Schadstoffeintrdgen und dem Ausmall von

Warmwassereintrdgen abhéngig (Alabaster & Lloyd 1980).

In Anpassung an ihren natirlichen Lebensraum haben die verschiedenen Fischarten
physiologische Anpassungen an die jeweiligen O,-Verhaltnisse entwickelt. Wéhrend die O,-
bedurftigeren Salmoniden in sommerkihlen Oberldaufen nachgewiesen werden kénnen,
siedeln sich Cypriniden in warmeren, O,-d&rmeren Flussregionen in den Unterldufen der
Fliisse an (Adam et al. 2013).

Einige Fische verfligen Uber dullere O,-Chemorezeptoren, mit denen sie den O,-Gehalt des
Wassers messen und eine umweltbedingte Hypoxie, aufgrund des erniedrigten O,-Gehalts im
Wasser, wahrnehmen kénnen. Sie verhindern die Hypoxie, indem verhaltensbiologische oder

physiologische Reaktionen eingeleitet werden: Sollte ein Standortwechsel nicht méglich sein,
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kommt es zu einem Absinken des Sauerstoffpartialdruckes (pO,) im Blut, welcher die inneren
0O,-Chemorezeptoren stimuliert und dadurch zu einer stiarkeren Ventilation fuhrt. Bei der O,-
Ventilation 6ffnet der Fisch weit das Maul, um den Wasserstrom (iber seine Kiemen zu
vergroRern und somit die Sauerstoffaufnahme zu erhdhen. Fische, die mittels Mund- und
Kiemenhohlenpumpe ventilieren, steigern die Frequenz und Tiefe dieser Bewegungen.
Zusatzlich besteht flr Fische die Mdglichkeit an der Wasseroberflache die diinne Schicht O,-
reicheren Wassers in der Luft bzw. der Wasser-Grenzschicht zu ventilieren. Sobald Fische
uber einen langeren Zeitraum O,-Mangel ausgesetzt sind, steigt in Folge einer erhohten Zahl
an Erythrozyten die Hdmoglobinkonzentration. Dies steigert die O,-Bindekapazitat und damit

die O,-Gewinnung aus der Wasser-Grenzschicht (Moyes & Schulte 2008).

1.1.1.3. Direkte und indirekte Einflusse des pH-Wertes auf ein FlieRgewasser

Die  Fischgewasserrichtlinie  (2006)  definiert  fir  Salmonidengewadsser  einen
Schwankungsbereich des pH-Wertes zwischen 6-9. Da er in einem FlieRgewéasser jedoch
geringer ist, wirkt sich der normalerweise auftretende pH-Wert von 7 nicht negativ auf die
Fischfauna und die Reproduktion aus (Staas et al. 2013).

Auch der pH-Wert kann die Biozénose beeinflussen (Kallert 2009): Die Festsetzung eines
Grenzbereichs flr den pH-Wertes basiert sowohl auf moglichen direkten Schadigungen v. a.
der Kiemen durch saure oder alkalische Veratzung als auch indirekt durch eine moégliche
Verschiebung des Ammonium-/ Ammoniak-Gleichgewichtes (MUNLYV 2006). Wie stark
Sauren und Basen den pH-Wert einer Losung verdndern, ist davon abhangig, wie leicht die
Molekile unter physiologischen Bedingungen dissoziieren (Rosenthal & Munro 1985). So
kénnen z. B. alkalische pH-Werte in Kombination mit erhtéhtem Ammoniumgehalt zur
Bildung von fischtoxischem Ammoniak fihren (Kallert 2009).

1.1.2. Vorkommen und Lebensbedingungen der Salmoniden in der Wupper unter

besonderer Betrachtung anthropogener Einflisse

Die Untere Wupper ist ein Fischgewasser im Sinne der Fischgewasser-Richtlinie der
Européischen Union. Um das Leben von Fischen zu erhalten, muss die Qualitdt von
SlURwasser, das schutz- oder verbesserungswirdig ist,  gewahrleistet  sein

(Fischgewasserrichtlinie 2006). Die Fischgewasserrichtlinie (2006) definiert die Unterschiede
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zwischen Cypriniden- und Salmonidengewdssern unter Beriicksichtigung verschiedener
physikochemischer Parameter: Gewésser, in denen das Leben von Fischen solcher Arten wie
S. salar, S. trutta, T. thymallus und Coregonus, Linnaeus 1758 (Renken), erhalten wird oder
erhalten werden konnte, werden als Salmonidengewasser bezeichnet, wahrend Gewaésser, in
denen das Leben von Fischen wie Cypriniden oder anderen wie z. B. Esox lucius, Linnaeus
1758 (Hecht), Perca fluviatilis, Linnaeus 1758 (Flussbarsch), und Anguilla anguilla, Linnaeus
1758 (Europdischer Aal), erhalten wird oder erhalten werden konnte, zu den

Cyprinidengewasser gezéhlt werden.

Seit den 1990er Jahren ist die Untere Wupper laut Fischgewésserverordnung NRW als
Cyprinidengewasser ausgewiesen (FischgewV 1997). Urspringlich ist sie jedoch aufgrund
ihrer  naturrdumlichen  hydromorphologischen  Gegebenheiten  ein  potentielles
Salmonidengewasser (Blrgel et al. 2005). Die Leitbilder fir die Flielgewésser in NRW
erklaren, welche Fische nattrlicherweise im Fluss vorkommen sollten, wenn dieser frei von
anthropogenen Einflussen ist (LUA 1999, 2001).

Anthropogene Einfliisse wirken sich in der Wupper auch heute noch auf den Fischbestand und

die Gewasserqualitét aus:

Einerseits haben die Heizkraftwerke Elberfeld (KM 46,0) und Barmen (KM 52,8) im
Stadtgebiet Wuppertal sowie im Winter der Betrieb der Kl&ranlage Buchenhofen (KM 40,4)
jahrelang durch die Einleitung ihrer Kuhlwasser eine Aufwérmung der Unteren Wupper
verursacht, die sich auf die Artzusammensetzung des Fischbestandes, andere
Organismengruppen und diverse biologische Prozesse auswirkt (MUNLYV 2009). Durch die
raumliche Nahe der verschiedenen Einleitungen kommt es zu einer Akkumulation der
Waérmefracht. Die negativen Auswirkungen der Warmeeinleitungen konnen Uber eine
Gesamtstrecke von insgesamt ca. 40 km nachgewiesen werden. Die Einleitungen der
Klaranlage Buchenhofen unterhalb des Wuppertaler Stadtgebietes zeigen negative
Auswirkungen auf die Gewasserglte und haben diese z. T. verandert. Sie flihren tageweise zu
einer Temperaturerh6hung, gekoppelt mit einem niedrigen O,.Gehalt (Birgel et al. 2005).
Andererseits erzeugt der Ablauf der Talsperre in Beyenburg durch die Speisung von

Tiefenwasser eine Erniedrigung der Wassertemperatur.

Seit den 1990er Jahren hat sich die Gewassergite verbessert und eine Ruckkehr vieler

Fischarten bewirkt. Insgesamt wurden in den letzten Jahren ca. 32 unterschiedliche Arten
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nachgewiesen, von denen 22 als typische Fische der Wupper gelten. Dazu zédhlen einige Arten
der Familie der Salmonidae, wie z. B. S. trutta oder T. thymallus. Als Stellvertreter fir die
Familie der Cyprinidae sind B. barbus, L. cephalus, P. phoxinus sowie Barbatula barbatula,
Linnaeus 1758 (Bachschmerle), vertreten (Wupperverband 2008). Salmoniden, die kélteres
Wasser préaferieren und urspringlich in der Wupper vorkamen, wurden von den Cypriniden
verdrangt, die hohere Wassertemperaturen benétigen (Abb. 3), (MUNLYV 2009). Ein Indiz fur
diese Entwicklung ist das vermehrte Auftreten von Phoxinus phoxinus, Linnaeus 1758
(Elritze), an allen Probestellen im Flussverlauf. Bei einem Vergleich der unterschiedlichen
KM kann ein Ungleichgewicht der Populationen nach der Einleitung der Heizkraftwerke
beobachtet werden. Im Vorstadtbereich ist der Anteil an nachweisbaren Salmoniden

wesentlich hoher als unterhalb der Einleitungen.

Im Stadtgebiet von Wuppertal wurden bis 2013 zwei Heizkraftwerke betrieben. Der Betrieb
des Heizkraftwerks in Elberfeld erfolgt ganzjéhrig. Die Warmeeinleitungen sind im Rahmen
der zuldssigen Grenzen. Das Heizkraftwerk in Barmen wird seit April 2013 nicht mehr
kontinuierlich genutzt, sondern entsprechend der Anforderungen der Fernwérme und des
Strommarktes eingesetzt. Zusétzlich wird es dann betrieben, wenn in Elberfeld die
Versorgung auf Grund eines Kesselausfalls nicht gewahrleistet wird (2014: Jan./ Feb. ca. 4
Wochen; Nov./ Dez. ca. 2 Wochen; 2015: Jan. ca. 2 Wochen und 2015 bei einem
Gesamtstillstand des Heizkraftwerks Elberfeld im Juli fir ca. 3 Wochen). Die
Waérmeeinleitung ist insgesamt in diesen Fallen geringer als bei Kesselbetrieb im
Heizkraftwerk Elberfeld. Als ausschlaggebend gelten die fur die Wupper zuldssigen
Temperaturen, die jahreszeitlich gestaffelt sind und je nach Abflussmenge zu einer

Aufwarmung der Wupper flihren (Leonhard 2016, Internetquelle 3).

Die Einfiihrung eines Temperaturmanagements soll helfen, den Salmonidenbestand in der
Wupper zu etablieren und die rheophilen Zielarten zu schiutzen (MUNLYV 2009). Es missen
jahreszeitliche Temperaturgradienten gewahlt werden, die den natirlichen Bedingungen
ahnlich sind und die Letalgrenzen in keinem Entwicklungsstadium tberschreiten (Hoffmann
et al. 2011). Dabei werden art- und entwicklungsspezifische Grenzwerte definiert, ab deren
Erreichen eine normale Entwicklung der Zielfischarten, wie z. B. S. salar, nicht mehr méglich
ist (Windmann et al. 2011).

Abb. 2 zeigt die Temperaturspannweiten von S. trutta als Stellvertreter der Salmoniden in der
Wupper, die in Abhédngigkeit der unterschiedlichen Lebensstadien variiert. Von Mérz bis

August tolerieren Adulte eine Temperatur von ca. 3-19 °C, zur Reproduktion in den Monaten
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Oktober und November jedoch nur eine geringe Temperaturspannweite von 1-10 °C. Die Ova
und Juvenilen besitzen die geringste Akzeptanz gegenlber Temperaturschwankungen.
Wahrend die Ova im November und Dezember eine Temperatur von ca. 3-12 °C bendtigen,

kénnen Juvenile von Mérz bis August Schwankungen von 6-15 °C akzeptieren.

Temperaturspannweiten der Fischfauna
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Abb. 2: Dynamisches Temperaturmanagement in der Wupper. Dargestellt werden die Temperaturspannweiten
und Grenzbereiche der Fischfauna in der Wupper in ihren unterschiedlichen Lebensphasen mit besonderem

Fokus auf die Salmoniden (verandert nach Hoffmann 2009).

— Mortalitat/ Verweigerung, Toleranzgrenzen, —» optimale Temperatur

Die Abb. 3 und 4 zeigen exemplarisch die relative Haufigkeit der einzelnen Fischarten in den
Jahren 2012 und 2015, verteilt an den unterschiedlichen Probestrecken in der Wupper (zum
Beginn bzw. zum Ende der Probenaufnahme fur die vorliegenden Auswertungen).
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Abb. 3: Relative Haufigkeit der Wupperfische 2012. Die Abb. zeigt die unterschiedlichen Fischarten an den
unterschiedlichen KM. Der Fokus liegt im Bereich der Warmwassereinleitungen der beiden Heizkraftwerke
(HKW) in Barmen und Elberfeld. Gleichzeitig wird das Dominanzverhalten der einzelnen Arten sowie die
Gesamtzahl (N) der gefangenen Fische in den unterschiedlichen Bereichen dargestellt (verandert nach BUGeFi
2012).
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Abb. 4: Relative Haufigkeit der Wupperfische 2015. Die Abb. zeigt die unterschiedlichen Fischarten an den
unterschiedlichen KM. Der Fokus liegt im Bereich der Warmwassereinleitungen der beiden Heizkraftwerke
(HKW) in Barmen und Elberfeld. Gleichzeitig wird das Dominanzverhalten der einzelnen Arten sowie die
Gesamtzahl (N) der gefangenen Fische in den unterschiedlichen Bereichen dargestellt (verdndert nach BUGeFi
2015).
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Bei einem Vergleich der Diagramme konnen folgende Entwicklungstrends festgestellt

werden:
- der Dominanzanteil von P. phoxinus ist immer noch hoch

- die Populationen von S. trutta und T. thymallus nehmen nur langsam zu.

1.2.  Vorkommen und Biologie ausgewahlter Salmoniden

Die Familien der Salmonidae und Thymallidae zahlen zur Unterordnung der Salmoniformes
(Storch & Welsch 2004) und damit zur Uberordnung der Teleostei (Nikolski 1957). Der

Fokus der vorliegenden Arbeit liegt auf den Arten S. trutta und T. thymallus.

1.2.1. Vorkommen von Salmo trutta und Thymallus thymallus in der Wupper

Seit 2009 kooperiert der Lehrstuhl fur Zoologie der Fakultdt fir Mathematik und
Naturwissenschaften der Bergischen Universitdt Wuppertal mit dem Biro fur
Umweltplanung, Gewdassermanagement und Fischerei (BUGeFi), Bielefeld, und erhebt im
Rahmen von Monitoringstudien Daten Uber die Fischpopulationen der Wupper. Der Fokus
liegt hierbei auf der Entwicklung bzw. Erholung des Bestandes der urspriinglich heimischen

Salmonidenarten S. trutta und T. thymallus.

1.2.2. Biologie Salmo trutta

S. trutta (Abb. 5) besiedeln klare, kihle und O,-reiche Gewésser mit starker Stromung. In
ihrem Habitat halten sich S. trutta vorwiegend unter O,-reichen Schussstrecken sowie unter
ausgehohlten Ufern auf (Brehm & Meijering 1996), das sich durch Kies- und Geréllgrund
auszeichnet (Gebhardt & Ness 2005). S. trutta stellen hohe Anspriiche an die Gewasserglite,
besonders der O,-Gehalt spielt eine wichtige Rolle. Temperaturschwankungen oder ein

Temperaturanstieg gefahrden ihren Bestand (Brehm & Meijering 1996).
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Abb. 5: Adulte S. trutta. Das Foto zeigt eine S. trutta in der Wupper, die wahrend einer Elektrobefischung
gefangen wurde und von der anschlieBend Schuppen- und Mukusproben entnommen wurden (Foto: Heucken
2012).

S. trutta steigen als potamodrome Wanderfische (Wanderungen von Fischen, die sich
unabhéngig von der Lange der Wanderwege auf das SlRwasser beschréanken) zur Laichzeit
von Oktober bis Dezember kurze Strecken flussaufwarts, um dort in einem geeigneten Habitat
abzulaichen. Der Beginn der Laichzeit wird durch die Tagesldnge gesteuert, wahrend die
Wanderungsaktivitdt durch Wassertemperatur, O,-Konzentration und Tribung beeinflusst
wird. Fur die Ablage der Ova wird von den Rognern eine Laichgrube in das Sohlsubstrat
geschlagen (Abb. 6). Die Embryonen kdnnen sich nur erfolgreich entwickeln, wenn es weder
zu einer Veranderung von physikochemischen Parametern, mechanischen Einwirkungen auf
das Laichsubstrat (Hochwasser) oder der Sedimentation der Gewaéssersohle kommt (Holm
2000). In Abhé&ngigkeit der Temperatur schlipfen die Larven zwischen Méarz und April. Dort
halten sie sich bis zum fortgeschrittenen Abbau des Dottersacks im Kiesbett auf, um
anschlielend zu emergieren und mit der Nahrungsaufnahme zu beginnen. Der Porenraum
kann durch Feinsedimentablagerungen im Sohlsubstrat verstopft werden und die Emergenz
behindern. Kurze Zeit spéter setzt mit der Nahrungsaufnahme das Territorialverhalten ein.
Salmoniden bendtigen Unterstande, visuelle Isolation, Stromungsschutz sowie reduzierte
Lichtverhaltnisse. Besonders junge Bachforellen halten sich in schnell flieRenden, gut
strukturierten Gewassern auf, die auch im Sommer kuhl bleiben (Holm 2000). Kleine,
wirbellose Gewasserorganismen sind die Hauptnahrungsquelle der Brut. Im weiteren Verlauf
ihrer Entwicklung ernahren sich S. trutta auch von fliegenden Insekten (ber der
Wasseroberflache (Brehm & Meijering 1996). Kleinfische wie z. B. Gobio gobio, Linnaeus

1758 (Grundlinge), zéhlen zur Nahrung der Adulten, genauso wie ihre eigene Brut oder
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Amphibien und deren Larven (Gebardt & Ness 2005).

Abb. 6: Lebenszyklus Salmoniden. In der Abb. werden die unterschiedlichen Stadien des Lebenszyklus der
Salmoniden im FlieRgewasser dargestellt (verandert nach Holm 2000).

Populationsdynamische Parameter steuern und beeinflussen das Einsetzen der
Geschlechtsreife, die in der Regel bei Milchnern mit zwei, bei Rognern mit drei Jahren
einsetzt (Holm 2000). Besonders bei den Ova (Abb. 7 A) konnen sich selbst kurzfristige
Temperaturiiberschreitungen negativ auf deren Entwicklung auswirken (Kap. 1.1.1.1.),
(Elliott & Elliott 2010, Lahnsteiner 2012). Zudem reagieren sie sehr sensitiv auf
Abwasserbelastungen (Blohm et al. 1994).

Abb. 7: A Ova S. trutta (Internetquelle 5) B: Ova T. thymallus (Internetquelle 6)

Die Abb. 7 A und B zeigen die Ova der beiden Salmonidenarten. In diesem Stadium sind sie besonders sensibel
gegenuber  verénderten  physikochemischen ~ Parametern  und  anfélliger  fir  Krankheiten.
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Auch heute noch zahlen S. trutta zu den gefahrdeten heimischen Fischarten in NRW. Grund
dafiir sind nach wie vor anthropogene Einflusse, wie z. B. Gewadsserverschmutzung oder
naturferner Ausbau (MUNLYV 2003). Um den Salmonidenbestand zu schiitzen wurden gerade
in den letzten Jahren in der Wupper vermehrt MalRnahmen durchgefuhrt: Dazu zéhlen
einerseits Renaturierungsmalnahmen, um einzelne Gewaésserabschnitte fir die Salmoniden
naturnah zu gestalten, andererseits MaRnahmen bzgl. der Verbesserung der

physikochemischen Parameter.

1.2.3. Biologie Thymallus thymallus

T. thymallus (Abb. 8) leben in rasch flieBenden groReren Bachen und kleinen Flissen mit
klarem, kihlem Wasser auf sandig-kiesigen Grund. Sie bevorzugen tieferes Wasser mit
grolReren Kolken. Wie S. trutta unternehmen sie wahrend der Laichzeit von Marz bis Mai
kurze Wanderungen flussaufwarts, um dort die Ova (Abb. 7 B) ins Interstitial abzugeben
(Gebhardt & Ness 2005).

A\

Abb. 8: Adulte T. thymallus. Charakteristisch fir eine adulte T. thymallus ist der Aschenkamm, der besonders
wéhrend der Laichzeit als sekundéres Geschlechtsmerkmal eine wichtige Bedeutung bei der Partnerwahl und bei
der Reproduktion hat. Rogner praferieren Milchner mit ausgepragtem Kamm (Foto: Internetquelle 8).

Zur Nahrung der Britlinge zahlen Insektenlarven, Schnecken und Wirmer. Kleine Fische und
Fischlaich sind die Nahrung der Adulten. T. thymallus reagieren sehr sensitiv auf
Gewaésserverschmutzung und Gewadsserausbau (Gebhardt & Ness 2005) und sind ein
bedeutsamer Indikator fiir eine gute Gewaésserqualitat (Greenhalgh 2007). Nach wie vor

zahlen T. thymallus zu einer sehr gefédhrdeten heimischen Fischart (Schmidt 2004).
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1.3.  Besatzfische in der Wupper

Die Besatzfische von S. trutta in der Wupper entstammen zum grofiten Teil aus einem
,Pooling-Verfahren®“, bei dem Milchner aus Wildfingen mit Rognern aus Farmen gekreuzt
werden, um eine genetische Variabilitdit zu gewahrleisten. Generell werden an allen
anfahrbaren Stellen entldngs des Flusses Brutlinge und Vorgestreckte (ca. 4-6 cm) von
S. trutta ausgesetzt. In der Regel sind dies 20 kg pro ha Wasserkorper. Die Britlinge werden
auf der Strecke zwischen der Wuppertalsperre und dem Morsbach verteilt. Ein Anteil wird
unterhalb der Wuppertalsperre auf Grund der kélteren Friihjahrstemperaturen ausgesetzt. Die
Struktur des Gewaéssers und die Pradation beeinflussen ebenso den Besatz. Einige Briitlinge
werden fiir ca. 6 Wochen angefuttert. Diese vorgestreckten Fische werden in Bereichen
ausgesetzt, die fir den Britlingsbesatz ungeeignet sind. Der Besatz von Vorgestreckten ist u.
a. vom Wunsch der Nutzer bzw. P&chter der Gewésserabschnitte abhéngig. Im Herbst findet
jeweils ein Monitoring statt, um Aussagen uber den Erfolg des Besatzes machen zu kénnen.
Grundsatzlich werden in der Wupper keine T. thymallus besetzt (Internetquelle 4, Wuttke
2016).

Um den heimischen Bestand zu hegen und zu erhalten muss die Artenzusammensetzung der
heimischen Fischfauna berticksichtigt werden (Schmidt 2004). In Deutschland wird das
Aussetzen von Fischen in FlieB- und Stillgewéssern auf Landerebene durch die jeweiligen
Landesfischereigesetze geregelt: § 3 des Landefischereigesetzes (LFischG 1994) definiert,
dass der heimische Fischbestand erhalten und gepflegt werden muss. Zusétzlich dirfen laut
8 14 der Landesfischereiordnung (LFischO 2010) keine Fische besetzt werden, die einen

erkennbaren Parasitenbefall oder andere Krankheitssymptome haben.

Anthropogene Einflisse (z. B. Aquazucht, BesatzmaRnahmen, Gewésserverschmutzung durch
industrielle und landwirtschaftliche Nutzung) sind oft Ursache fiir viele mdgliche
Interaktionen zwischen wilden und geziichteten Populationen (Hastein & Lindstad 1991). Der
Besatz von Fischen hat nicht nur auf die genetische Variabilitdt in den Flielgewdssern
Einfluss, sondern kann zu einem Eintrag von Parasiten fuhren, so dass sich verschiedene
Krankheiten ungehindert ausbreiten kénnen und es zur Ubertragung auf die Populationen in
den Flieigewdassern kommen kann (Almoddvar & Nicola 2004, Hickley & Chare 2004, van
Zyll de Jong et al. 2004, Schmidt 2004). Durch unsachgemdfRes Handeln konnen
eingeschleppte Krankheiten auBer Kontrolle geraten (Hastein & Lindstad 1991). In vielen
FlieBgewassern  Deutschlands missen die Populationen nach wie vor durch

BesatzmafRnahmen gestutzt werden. Sie werden jedoch z. T. nicht als erfolgreich gesehen, da
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sich entgegen der Erwartungen die Populationen in den meisten Féllen nicht selbststéandig
reproduzieren konnen. S. trutta z&hlt zu den am hé&ufigsten besetzten Fischarten in den
Mittelgebirgsbdchen NRWs (MUNLYV 2003).

Gerade in der Aquazucht bendtigen Salmoniden eine hohe Gewasserqualitat. Auf
umweltbedingten Stress reagieren sie sehr sensitiv (Pickering 1989). Durch die daraus
resultierende Schwéchung des Immunsystems sind Fische nicht mehr in der Lage,
unterschiedliche Krankheitserreger abzuwehren, so dass es vermehrt zu Krankheitsausbrichen
kommt. Dazu zadhlen ebenfalls Erreger, die einen gesunden Fisch normalerweise nicht
angreifen (Hamers & Schreckenbach 2002). Besonders in Erbritungseinrichtungen mit hohen

Eidichten ist eine starke Gefahrdung in Bezug auf Infektionen zu erkennen (Kallert 2009).

1.4.  Fin-clipping und Schmerzempfinden

Flossenschnitte dienen oft als Basis fur molekularbiologische Analysen. Traditionell werden
ca. 20-50 mm? Gewebe des Flossensaums mit einem scharfen Messer entnommen
(Mdller-Belecke 2008, 2011). Alternativ wird die Adipose zu Markierungszwecken amputiert
(Buckland-Nicks et al. 2011). Die Schnitte werden meist an der Adipose, der pektoralen oder
ventralen Flosse gesetzt (BUWAL 2002), (Abb. 9). Die pektorale oder ventrale Flosse wird
teilweise oder vollstandig amputiert. Die von Flossenstrahlen aufgespannten Flossen kénnen
sich regenerieren, bleiben allerdings verkrippelt. Bei Salmoniden wird oft die, zwischen der
dorsalen und kaudalen Flosse gelegene, bindegewebsartige Adipose abgeschnitten (Abb. 10),
die sich jedoch nicht mehr regenerieren kann (Dumont et al. 2012).

Der Adipose wird eine sensorische Innervation zugesprochen (Van der Haegen et al. 2005).
Sie wird von einem neuralen Netzwerk durchzogen, das eine hydrodynamische Funktion hat
(Reimchen & Temple 2004, Buckland-Nicks et al. 2011). Zusétzlich konnte eine eindeutige
Verbindung zwischen dem Vorkommen der Adipose und den Strémungsverhaltnissen
nachgewiesen werden (Temple & Reimchen 2008). Das Amputieren der Flosse stellt daher

eine massive Beeintrachtigung des Fisches dar.
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Abb. 9: S. salar mit Adipose (Internetquelle 9). Sie wird von einem neuralen Netzwerk durchzogen, das eine
hydrodynamische Funktion hat. Thr Verlust stellt somit eine massive Beeintrachtigung dar.

Abb. 10: S. salar mit amputierter Adipose (Adam et al. 2013). Die Abb. zeigt den fiir Salmoniden
charakteristischen Adiposenschnitt, bei dem diese komplett entfernt wird und sich nicht mehr regenerieren kann.
Dadurch wird eine lebenslange Markierung bzw. Wiedererkennung gewéhrleistet.

Durch Flossenschnitt markierten Setzlinge von O. nerka konnten im Vergleich zu
unmarkierten Tieren nach 3 bis 4 Jahren eine Sterblichkeitsrate von 39 % attribuiert werden
(Weber & Wahle 1969). Nicola & Cordone (1973) zeigten in ihren Untersuchungen, dass das
Entfernen der Adipose das Uberleben um 50 %, das Entfernen der ventralen Flosse das
Uberleben sogar um 60-70 % reduzierte, wihrend sich das Entfernen der pektoralen oder

dorsalen Flosse um 70-80 % negativ auf die Uberlebensrate auswirkte.

Hormonausschittungen wahrend der Geschlechtsreife flihren zu einer vergréRerten Adipose
bei Milchnern (Beacham & Murray 1986). Die Adipose spielt bei der Reproduktion als

sekundares Geschlechtsmerkmal offensichtlich eine wichtige Rolle. Bei einigen
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Salmonidenarten konnte gezeigt werden, dass die Rogner die Milchner in Abhéngigkeit der
GroRe ihrer Adipose wahlen. Die Rogner von S. trutta zeigten gegenuber Milchnern mit
kleiner Adipose ein aggressives Verhalten. Aus welchem Grund Rogner Milchner mit groRer

Adipose préferieren ist bislang nicht bekannt (Petersson et al. 1999).

Nozizeptoren, die fir das Schmerzempfinden bei Sdugetieren verantwortlich sind, kommen
bei Teleostei selten vor oder fehlen sogar (Rose et al. 2012). Das Gehirn der Fische besitzt
weder einen zerebralen Cortex, der fiir das Schmerzempfinden bei Menschen verantwortlich
ist, noch einen Neocortex (Rose 2002). Sie haben daher nicht das gleiche Schmerzempfinden
wie Menschen. Behavioristische, physiologische und neurobiologische Untersuchungen haben
gezeigt, dass die Reaktionen von Fischen auf nozizeptive Stimuli limitiert sind (Rose et al.
2012). Ob und in welchem Umfang Fische Schmerzen empfinden kdnnen ist bis heute nicht
abschlielend gekléart. Durch unginstige Halterungsbedingungen oder falsches Handling
werden Fischen jedoch erheblicher Stress und oft nachhaltige Schaden zugefiigt, die von

tierschutzrechtlicher Relevanz sind (Tierschutzbericht 2003).

1.5.  Probenentnahme bei Fischen und die Novellierung des Tierschutzgesetzes

Schon die urspriingliche Fassung des Tierschutzgesetzes manifestiert in § 1: ,,Niemand darf
einem Tier ohne verniinftigen Grund Schmerzen, Leiden oder Schaden zufiigen (TierSchG
1972).

Sowohl die Erneuerung des Tierschutzgesetzes im Jahr 2013 (TierSchG 1972) als auch die
Verordnung zur Umsetzung der Richtlinie 2010/63/EU (2013) verlangen, dass jeder Eingriff
an einem Tier angezeigt werden muss. 8 8 des novellierten Tierschutzgesetzes von 2016
besagt: ,,Wer Versuche an Wirbeltieren oder KopffiilBern durchfiihren will, bedarf der
Genehmigung des Versuchsvorhabens durch die zustindige Behorde™ (TierSchG 1972). In
Anlehnung an die Novellierung des Tierschutzgesetzes wurden Mukusproben von S. trutta
und T. thymallus fir die molekularbiologischen Analysen der vorliegenden Untersuchung
genommen, die als Alternative zu Gewebeproben dienen und Rickschlusse auf die

Entwicklung und den Gesundheitszustand der Salmoniden geben sollen.
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1.5.1. Mukusbeschaffenheit: Alternative zum fin-clipping

Mukus besitzt eine charakteristische Multifunktionalitat: Die Epidermis der Teleostei und die
assoziierte Mukusschicht, die sich Uber die gesamte Korperoberflache erstreckt und
kontinuierlich erneuert wird, bilden eine unmittelbare Barriere gegeniber mdglichen
Bakterien, Pilzen, Parasiten und Pathogenen in der Umwelt (Pickering 1974, Pickering &
Macey 1977, Eddy & Fraser 1982). Auf der Mukusschicht kommen die Pathogene in Kontakt
mit ihrem Wirt (Wood et al. 1988). Fletcher & Grant (1969) sprechen ihm eine
immunologische Rolle zu. Er ist ein wichtiger Abwehrmechanismus gegeniiber Saprolegnia
spp. (Cross & Willoughby 1989), da er antimikrobielle Komponenten (Immunoglobuline oder
Antikorper, Lysozyme, oder proteolytische Enyzme) besitzt, die invadierende Zoosporen
abtoten (Durborow et al. 2003).

Shephard (1994) konnte in seinen Untersuchungen zeigen, dass der Mukus fir die Respiration
sowie die ionische und osmotische Regulation verantwortlich ist. Sollte es durch belastende
Wirkstoffe in der Umwelt eines Fisches zu Verlusten von Mukus kommen, kann er sich
regenerieren (Eddy & Fraser 1982). Stress und Krankheiten flihren zu vermehrter
Mukusproduktion und zur Bildung einer dickeren Mukusschicht (Shephard 1993). Wood et al.
(1988) konnten bestatigen, dass eine betrachtliche Beseitigung der Sporen auf der Oberflache
des Fisches stattfindet. Somit kann vermutet werden, dass Pilzsporen zundchst aufgenommen
und anschlieBend sezerniert werden (Willoughby et al. 1983). Der Verlust von Mukus oder
eine verringerte Mukusproduktion sind fiir die hdhere Anfélligkeit gegentiber mykotischen
Erkrankungen verantwortlich (Pickering & Macey 1977, Richards & Pickering 1979,
Pickering & Christie 1980) und bieten eine geeignete Angriffsflache fur die Sporen von
Saprolegnia spp. (Durborow et al. 2003).

1.6. Biologie von Saprolegnia spp.

Die Saprolegniales gehéren zu den Oomyceten (Eipilze) innerhalb der Stramenopila. Zu
diesen gehdren neben den Braunalgen und Diatomeen auch verschiedene andere
eukaryotische Protisten (Baldauf et al. 2000). Richards et al. (2006) konnten in ihren
phylogenetischen Untersuchungen Hinweise daflr finden, dass mehrfach ein horizontaler
Gentransfer (Transfer von Genen von einem Organismus in einen anderen) zwischen den
filamentésen Ascomyceten (Schlauchpilze) und den weit entfernt verwandten Oomyceten

stattgefunden hat.
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Oomyceten unterscheiden sich von Echten Pilzen z. B. dadurch, dass sie anstelle von Chitin
Zellulose in ihre Zellwande einlagern (Phillips et al. 2008). Oomyceten sind Echten Pilzen in
folgenden Aspekten sehr &hnlich: Sie bilden ein fadenférmiges Myzel aus Hyphen (Abb. 11),
(Berkeley 1846, Neish & Hughes 1980). Dabei treten baumwolldhnliche Strukturen zunédchst
am Kopf, der Adipose oder der Kaudalen auf (Hatai & Hoshiai 1992). Das Myzel breitet sich
anschlieBend von der urspringlichen Stelle der Infektion Uber den Korper aus (Bruno &
Wood 1999). Wie Echte Pilze haben Oomyceten eine &hnliche fakultativ nekrotrophe oder
saprotrophe Ernahrungsweise (Neish & Hughes 1980, Pickering & Willoughby 1982).
w /

Abb.11: Myzel von Saprolegnia ferax. Die Abb. zeigt das ausgebildete Myzel von Saprolegnia ferax auf einer
V8-Gemisesaft-Petrischale (Foto: Berger 2016).

Ungeachtet der Gattung oder Art werden alle Saprolegniaceae als potentielle Fischpathogene
gesehen (Pickering & Willoughby 1982, Willoughby 1994), die fir signifikante
Pilzinfektionen an Fischen und ihren Ova verantwortlich sind (Mayer 2000).

Saprolegnia spp. kommen ubiquitar vor (Pickering & Willoughby 1982). Die Sporen sind im
SUR- und Brackwasser, sowie feuchteren Béden zu finden. Saprolegnia spp. kénnen groRe

Temperaturschwankungen zwischen 3-33 °C tolerieren (Koeypudsa et al. 2005).
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Saprolegnia spp. konnen sich sexuell oder asexuell reproduzieren (Abb. 12). Bei der

sexuellen Reproduktion (Oogamie) werden im meiotischen Zyklus die Oogonien und

Antheridien erzeugt. Innerhalb des Oogoniums findet eine Befruchtung der Eizellen statt, in
dem die beiden Gametangien miteinander verschmelzen: Es entstehen die Zygoten (diploide
Oosporen). Diploide Oosporen kdnnen schlechte Umweltbedingungen gut tiberdauern, da sie
dicke Zellwénde besitzen. Ein neues Geflecht aus Hyphen entsteht erst dann, wenn
ausreichend Nahrstoffe zur Verfugung stehen (Seymour 1970, Pickering & Willoughby 1982,
Whisler 1996).

Bei der asexuellen Reproduktion werden bewegliche primére Zoosporen erzeugt (Willoughby
1994, Bruno & Wood 1999), die nur flr eine kurze Zeit aktiv sind und sich wahrend dieser

Zeit mit Hilfe der Wasserstromung von der Elternkolonie entfernen (Robertson et al. 2009). In
diesem Entwicklungsstadium verbleiben sie allerdings nur sehr kurze Zeit. Die primare
Zoospore enzystiert sich, keimt und entlasst sekundare Zoosporen (Willoughby 1994). Unter
dem Begriff ,,Polyplanetismus® wird diec Wiederholung des Zyklus (Enzystierung und
Freisetzung der Zoosporen) verstanden (Diéguez-Uribeondo et al. 2007). Die sekundéren
Zoosporen sind fir eine langere Zeit beweglich und schwimmféhig (Willoughby 1994). Sie
stellen somit die Hauptverbreitungsphase von Saprolegnia spp. dar (Pickering & Willoughby
1982, Beakes et al. 1994, Walker & van West 2007). In dieser Zeit sind die Sporen besonders
infektios (Mayer 2000): Sie suchen aktiv nach einem potentiellen Wirt, den sie mit Hilfe von
Chemotaxis finden (El-Feki et al. 2003). Dabei werden die Sporen durch ihre naturlichen
Substrate (z. B. Fischlaich) angelockt, die Duftstoffe in Form einer Kombination aus Salzen
und Aminosduren freilassen. Bei einem geeigneten Nahrstoffgradienten werden die Sporen
mit Hilfe von Hakenstrukturen fixiert, und beginnen sich zu enzystieren (Fischer & Werner
1958, Fregeneda-Grandes et al. 2000, Walker & van West 2007). Die haardahnlichen
Strukturen auf der Oberflache der sekundéren Zysten von Saprolegnia spp. erméglichen die
Penetration in die Epidermis (Hastein & Lindstad 1991).
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Abb. 12: Lebenszyklus Saprolegnia spp. (Raven et al. 2006). In der Abb. wird die asexulle und sexuelle
Reproduktion von Saprolegnia spp. dargestellt. Die sekundédren Zoosporen stellen die Hauptverbreitungsphase
dar und sind besonders infektids.

1.6.1. Saprolegnia spp. als Fischpathogen

Die Umwelt, in der ein Fisch naturlicherweise lebt, birgt eine variierende Mikroflora, zu der
Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten zahlen, die moglicherweise ernstzunehmende
Infektionen in freilebenden Populationen und Fischfarmen verursachen (Hastein & Lindstad
1991). Beispiel fur eine haufig auftretende Pilzinfektion ist die Saprolegniose, die natlrliche
Populationen der Salmoniden in FlieBgewassern und Seen reduzieren kann (Pickering &

Duston 1983, Bruno & Wood 1999). Saprolegnia spp. bilden eine ubiquitdre Komponente in
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der Umwelt der Salmoniden und sind in der Lage sich unabhdngig von der Jahreszeit zu
vermehren und zu wachsen (Neish 1977). Saprolegniasis tritt vorwiegend im Winter wahrend
der Laichzeit bei Wild- und Zuchtfischen auf. Saprolegnia parasitica, Saprolegnia diclina
und Saprolegnia ferax, Nees 1823 (Wasserschimmel), sind Pathogene von Kaltwasserfischen
(Koeypudsa et al. 2005) und besonders bei Salmoniden sehr verbreitet (Neish & Hughes
1980). Sobald es zu physikalischen oder chemischen Veranderungen der Umwelt kommt,
besteht die Gefahr, dass die Haufigkeit und Virulenz pathogener Organismen zunimmt
(Pickering & Duston 1983). Bei einem geschwéchten Immunsystem der Fische ist davon
auszugehen, dass eine Infektion mit Saprolegnia spp. mit erhdhter Wahrscheinlichkeit
ausgeldst wird (Pickering 1989, Bruno & Wood 1999).

Die  Wechselbeziehungen zwischen einem Pathogen, seinem Wirt und den
Umweltbedingungen sind sehr komplex. Es ist davon auszugehen, dass offensichtliche
Erkrankungen nur dann auftreten, wenn ein anfalliger Wirt einem virulenten Pathogen unter
verschlechterten Umweltbedingungen ausgesetzt ist. Daher missen diese drei Komponenten
immer berucksichtigt werden, wenn Maoglichkeiten gefunden werden sollen, den Ausbruch
einer Krankheit zu kontrollieren (Pickering & Willoughby 1982).

Das Vorkommen von Saprolegnia spp. ist abhangig von der préferierten Temperatur des
Lebensraums  des  Wirtes  (Pickering &  Willoughby  1982).  Plotzliche
Temperaturschwankungen, gekoppelt mit physiologischem Stress, machen den Fisch anfallig.
Die Temperatur kann somit einen deutlichen Einfluss auf den Beginn und die daraus
resultierende Entwicklung von Verletzungen haben (Willoughby 1994). Saprolegnia spp.
kann entweder als primares oder sekunddres Pathogen auf verletztem oder krankhaftem
Gewebe vorkommen (Pickering 1994):

Verschiedene Untersuchungen konnten zeigen, dass Saprolegnia spp. als primares Pathogen
agieren kann (Tiffney 1939, Neish 1977, Richards & Pickering 1978) und dabei

pradisponierender Faktor flir Fischkrankheiten ist. Der Wirt lebt mit Saprolegnia spp. im

Gleichgewicht, das von Umwelteinfliissen reguliert wird. Bei einer Stérung kann der daraus
resultierende Stress die physiologischen Fahigkeiten reduzieren, die eine geringere Resistenz

und somit den Ausbruch von Krankheiten verursachen (Wilson 1976).

Eine Infektion wird als sekunddr bezeichnet, wenn sie mit voran gegangenen
Primarinfektionen assoziiert ist, die durch Pathogene oder Parasiten ausgelost wurden
(Richards & Pickering 1978, Pickering & Christie 1980, Van den Berg et al. 2013). Der Pilz

27



Einleitung

ist nur dann Uberlebensfahig, wenn das Fischgewebe bereits durch primare Infektionen oder
mechanische Einwirkungen beschadigt ist (Wilson 1976, Hatai & Hoshiai 1994). Zu den
pradisponierenden Faktoren zdhlen Fische mit schlechter Konstitution oder kutanen
Verletzungen (z. B. grol3flachiger Verlust von Schuppen und Mukus) oder das Eintreten der
Geschlechtsreife (Neish & Hughes 1980, Pickering & Willoughby 1982, Hansen & Jonsson
1988, Pickering 1989, Noga 1993). Sobald ihre Kdrperoberflache in Folge von Verletzungen
angegriffen ist, werden Fische mit Saprolegnia spp. infiziert, da sie gegentber Pilzen und
ihren Sporen anfalliger sind (Willoughby 1994). In diesen Fallen beginnt Saprolegnia spp.
Kolonien zu bilden (Oldh & Farkas 1978).

Doch auch eine unzureichende Wasserqualitat in Form von mangelnder O,-Versorgung oder
suboptimaler Wassertemperatur, hohe Besatzdichten, falsche Futtermittelgabe und
unsachgemale Halterung sowie bakterielle und/ oder parasitare Infektionen z&hlen zu den
Stressfaktoren bei Fischen, die den Ausbruch von Saprolegnia spp. beglnstigen kdnnen
(Neish & Hughes 1980, Pickering 1989, Noga 1993, Hamers & Schreckenbach 2002). Sobald
eine Infektion ausgebrochen ist, kann sich der Fisch meist nicht rekonvaleszieren (Pickering
& Willoughby 1982).

Bei einer ungeschitzten Epidermis bilden Pilzsporen Hyphen, die sich bis ins Muskelgewebe
ausbreiten konnen (Durborow et al. 2003). Die Sporen, die einen verletzten Fisch befallen,
entwickeln sich und wachsen in Kolonien (Olah & Farkas 1978). Saprolegnia spp. penetriert
nur selten das tiefere Korpergewebe und ist meist auf Epidermis, Dermis sowie gelegentlich
die subkutane Muskulatur limitiert (Pickering & Willoughby 1982). Er verursacht zellulére
Nekrose (Torto-Alalibo et al. 2005) durch eine rapide Zerstorung der Epidermis, bei der zuvor
die schitzende Mukusschicht zerstort wird (Neish & Hughes 1980). In Folge der
Veranderungen der Osmoregulation kénnen Odeme entstehen (Richards & Pickering 1979,
Noga 1993), die die primare Folge einer Saprolegniose durch ein osmotisches
Ungleichgewicht innerhalb des Gewebes sind. Sie ist durch Verluste der Epithelschichten und
Gewebszerstérung bedingt und wird durch die Penetration der Hyphen ausgeldst (Noga 1993,
Copland & Willoughby 1982). Die Beschadigung der Epidermis und des darunter liegenden
Gewebes flihren zu lethargischem Verhalten, das die Infektion begunstigt (Van den Berg et al.
2013).

Das Versagen des Respirationssystems ist das Ergebnis grof3flachiger Infektionen der
Kiemen. In einigen Féllen kann es auch zu Organversagen kommen - meist sind Darm, Leber

und Nieren befallen (Pickering & Willoughby 1982, Fregeneda-Grandes et al. 2001, Van den
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Berg et al. 2013). Bei groRReren Fischen sind die Verletzungen auf das Integument und die
Oberflachenmuskulatur restringiert. Die Schédigungen des Gewebes lassen sich auf lytische

Enzyme zuruckfihren, die der Pilz ins umliegende Gewebe sezerniert (Pickering 1994).

Bei Salmoniden gibt es keine Lebensphase, in der sie nicht anféllig fur eine Infektion mit
Saprolegnia spp. sind (Pickering 1994). Infektionen kénnen sowohl bei den Ova als auch den
adulten Fischen auftreten. Auf der Oberflache der Ova ist ein Ubermaliiges Wachstum des
Myzels bereits mit bloBem Auge erkennbar, das zu schnellem Absterben fiihrt (Willoughby
1994). Allerdings konnte in verschiedenen Untersuchungen gezeigt werden, dass der Grad der
Anfalligkeit unter bestimmten Umstédnden zunehmen kann (Pickering 1994). Bei Milchnern
kann wahrend der Laichzeit eine erhohte Anfalligkeit gegentber vielen Parasiten
nachgewiesen werden, die sich durch eine Verdnderung der Mukusstruktur erkléren lasst.
Zusétzlich ist bei ihnen ein deutlicher Verlust der Mukuszellen gegen Ende der Laichperiode
zu erkennen (Pickering & Macey 1977). Bei einem Vergleich der Geschlechter féllt auf, dass
sexuell reife Milchner wesentlich 6fter und schwerer von Saprolegnia spp. befallen sind als
unreife Tiere beider Geschlechter oder reife Rogner (Pickering & Christie 1980). Dies betrifft
sowohl im Flielgewdsser lebende Populationen als auch in der Aquazucht lebende Tiere
(Pickering 1994). Infektionen mit Saprolegnia spp. haben besonders auf Wildfische eine
deletdre Wirkung (Hastein & Lindstad 1991). Gesunde Fische, die weder verletzt noch von
Parasiten befallen sind, haben ein wesentlich geringeres Risiko an einer Infektion mit
Saprolegnia spp. zu erkranken, denn eine undurchdringbare Epidermis und das adaptive

Immunsystem stérken die Immunitét eines gesunden Fisches (Van den Berg et al. 2013).

1.6.2. Ansatze zur Etablierung einer alternativen Behandlungsmethode

Antimykotika, Pestizide, Desinfektionsmittel und andere Chemikalien werden oft in der
Aquazucht zur Behandlung von Krankheiten eingesetzt (Rico et al. 2013). Sie sollen entweder
das Wachstum einer Population von pathogenen Organismen verlangsamen oder diese abtoten
(Weston 2000). Allerdings kdnnen sie negative Effekte auf die aquatische Umwelt haben
(Rico & Van den Brink 2014).

Traditionell wurden Infektionen mit Saprolegnia spp. bei Salmoniden mit dem
Desinfektionsmittel Malachitgriin behandelt, da es als effektivste Methode zur Bekampfung
galt (Willoughby & Roberts 1994, Bruno & Wood 1999). Malachitgrin ist ein basischer

Triphenylmethanfarbstoff der in Wasser gut l6slich ist und sich im Gewebe von Tieren
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akkumuliert. Dadurch bestand fir Menschen beim Verzehr von behandelten Speisefischen
eine akute Gesundheitsgefahr. Malachitgrin wurde auf Grund seiner karzinogenen,
teratogenen und mutagenen Wirkung 2002 weltweit verboten (van West 2006, Sudova et al.
2007). Aus dem Verbot von Malachitgrin und dem Mangel an einem addquaten Ersatz
resultierte eine dramatische Rekrudeszenz von Saprolegnia-Infektionen in der Aquazucht (van
West 2006). Die akute Toxizitdt von Malachitgriin hat zu einem gesteigerten Interesse bei der
Suche nach Ersatzstoffen gefuhrt. Allerdings konnte bis heute kein addquates Substitut

gefunden werden (Sudova et al. 2007).

Seit dem Verbot von Malachitgriin wird Formalin (Formaldehyd-L6ésung 36 % ad us. vet.)
eingesetzt, das z. Z. das einzige zugelassene Fungizid fur SuB- und Salzwasserfische ist
(Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit 2013). Bei einer Infektion mit
Saprolegnia spp. kann es bei Adulten und Ova erfolgreich angewandt werden (Marking et al.
1994, Gieseker et al. 2006, Lamour & Kamoun 2009). Auch wenn Desinfektionsmittel ein
geringes Potenzial zur Bioakkumulation in der Umwelt und bei aquatischen Organismen
haben, besteht immer noch ein gesundheitsschédliches Risiko durch den direkten Kontakt mit
dem Produkt. Auf Grund dieses Risikos wurde Formaldehyd von der World Health
Organization (WHO) als ,karzinogen bei Menschen® eingestuft (WHO 2006), so dass
Unsicherheit darlber besteht, ob es als Desinfektionsmittel weiterhin in der Aquakultur
eingesetzt werden darf (Fitzpatrick et al. 1995, Picdn-Camacho et al. 2012, Gozlan et al.
2014).

Eine hohe Besatzdichte in der Aquazucht kann oft zu Erkrankungen bei Fischen fiihren
(Snieszko 1974), da sie unter naturfernen Bedingungen gehdltert werden, die den
Gesundheitszustand nachhaltig beeinflussen. Besonders die anspruchsvollen Salmoniden sind
davon betroffen (Willoughby 1977, 1978).

Zur routinemaBigen Prophylaxe werden oft antimykotische Mittel wahrend der
Inkubationszeit der Ova im Bruthaus eingesetzt (Fregeneda-Grandes et al. 2007). Der
kontinuierliche Gebrauch von antimikrobiellen Wirkstoffen in der Aquakultur findet
prophylaktisch statt und hat dazu gefuhrt, dass vermehrt resistente Bakterien nachgewiesen
werden konnten (Cabello 2006, Sharma et al. 2012, Baskaralingam & Rajagopalan 2014).
Veterindrmedizinische Medikamente werden zunehmend restringiert, seitdem zahlreiche
Nebeneffekte bekannt geworden sind (Reverter et al. 2014). Es bedarf weiterer Forschung, um
eine addquate Alternative zu finden, die unbedenklich, praventiv und nachhaltig ist (Picon-

Camacho et al. 2012, Reverter et al. 2014). Zielfihrend wére es, den Einsatz von Antibiotika
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durch alternative Methoden zu ersetzen, mit denen die Fische behandelt werden kdnnen
(Vieira dos Fernandes et al. 2001, Sharma et al. 2012). Eine mdgliche Alternative zu
traditionell eingesetzten Chemikalien bei der Behandlung von Fischkrankheiten stellen
pharmakologisch wirksame Pflanzen bzw. ihre Bestandteile dar, die antibakterielle
Eigenschaften besitzen. Phytotherapie wird schon seit vielen Jahrhunderten bei Menschen
angewandt. Daher wird Uberprift, ob sie ebenfalls erfolgreich bei der Behandlung von
Fischkrankheiten eingesetzt werden koénnen, die z. B. durch Pilze verursacht werden
(Valladdo et al. 2014). Diese Alternative findet immer grof3eren Zuspruch beim Management
von Fischerkrankungen, da sie nicht nur kosteneffektiv und umweltfreundlich ist, sondern
kaum Nebenwirkungen hat (Sharma et al. 2012). Samad et al. (2014) und Baskaralingam &
Rajagopalan (2014) konnten zeigen, dass viele Pflanzenextrakte eine Schlisselrolle bei der
Immunitat von Fischen spielen und zur Abwehr von mikrobiellen Erkrankungen eingesetzt

werden kdnnen.

Verschiedene Studien haben nachgewiesen, dass Pflanzenextrakte sowohl bei in vitro- als
auch bei in vivo-Experimenten Eigenschaften besitzen, die bei der Behandlung von
bakteriellen, mykotischen oder parasitaren Erkrankungen eingesetzt werden (Silva &
Fernandes-Junior 2010): prophylaktisch, kurativ oder palliativ (Brazil 2011, Sharma et al.
2012, Reverter et al. 2014). Die nutzlichen Eigenschaften und die Effizienz der pflanzlichen
Produkte gegeniiber der Gesundheit von kultivierten Fischen hangen von der Pflanze, dem

Extraktionsverfahren und der gemessenen Konzentration ab (Reverter et al. 2014).

Xue-Gang et al. (2013) testeten 40 Pflanzen der traditionellen chinesischen Medizin und
konnten feststellen, dass insgesamt 10 dieser Pflanzen (z. B. Cnidium monnier, (L.) Cusson
1782 (Brenndolde)) bei einem Befall mit Saprolegnia spp. eine starke Inhibition zeigen.
Allerdings gibt es nur wenige Studien, die die Langzeit-Effekte auf die Fische untersucht

haben.

Caruana et al. (2012) untersuchten u. a. die Wirkung von Chrysanthemum spp., Linnaeus
(Chrysatheme) und Yucca spp., Linnaeus (Palmlilie), bei Infektionen mit Saprolegnia

australis, deren Extrakte das Wachstum von S. australis hemmen konnten.

Ein weiteres Beispiel fir einen phytotherapeutischen Ansatz stellen die Untersuchungen von
Cao et al. (2011) dar, die Pseudolarix kaempferi, (Nelson) Rehder (Goldlarche), bei einer
Infektion mit Saprolegnia spp. bei Siluriformes (Welsartige) getestet haben. In ihren

Untersuchungen konnte P. kaempferi das Wachstum des Myzels vollstandig inhibieren, so

31



Einleitung

dass diese Pflanze ein vielversprechendes Mittel bei der Behandlung von Saprolegnia spp.

sein konnte.

1.6.2.1. Carica papaya

Carica papaya, Linnaeus 1753 (Papaya), zahlt zur Familie der Caricaceae und ist eine
baumahnliche, krautartige Pflanze (Canini et al. 2007). Es handelt sich um eine monosexuelle
Pflanze mit zentralamerikanischem Ursprung, die weltweit zu therapeutischen Zwecken
eingesetzt wird. Neben den essbaren Friichten haben besonders die Wurzeln und Blatter einen
medizinischen Wert (Doughari et al. 2007, Krishna et al. 2008). Biologisch aktive
Komponenten sind z. B. Tannine, Alkaloide und Papain (Ekanem et al. 2004, Citarasu 2010,
Adejuwon et al. 2011). Die bioaktiven Substanzen von C. papaya kénnen bei Resistenzen
gegeniiber Bakterien, Pilzen und Schéadlingen wirken (Srinivasan et al. 2001, Aravind et al.
2013). Besonders die Wirkstoffe der Wurzeln inhibieren das Wachstum von Pilzen (Giordani
& Siepai 1991).

1.6.2.2. Mucuna pruriens

Mucuna pruriens, (Linnaeus) de Candolle 1825 (Juckbohne), gehdrt zur Familie der Fabaceae
und wird vorwiegend in Indien kultiviert. Die Gattung Mucuna enthélt bioaktive Substanzen
wie z. B. freie Phenole und Tannine (Arulmozhi & Janardhanan 1992). In friiheren Studien
wurden antimykotische Aktivitaten bei den Extrakten wvon unreifen Pflanzenteilen
nachgewiesen (Misra & Sahu 1977), allerdings konnten die chemischen Zusammensetzungen
der aktiven Komponenten bislang nicht bestimmt werden (Nidiry & Lokesha 2011). Fir die
Anwendung in der traditionellen Medizin werden die Samen, Blatter und Wurzeln verwendet

(Sathiyanarayanan & Arulmozhi 2007).

1.7. Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zundchst, einen Einblick in die Verteilung der
unterschiedlichen Fischarten im Rahmen der durchgefuhrten Monitorings zu bekommen.
Dadurch sollte festgestellt werden, ob sich der Bestand der urspriinglich heimischen

Salmoniden wieder in der Wupper ansiedelt oder Cypriniden das Gewasser dominieren.
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Um dies zu prufen wurden die erhobenen physikochemischen Parameter O,-Gehalt,
Temperatur und pH-Wert der Jahre 2009 bis 2015 ausgewertet und miteinander verglichen.
Ziel dieser Analyse war es, zu untersuchen, ob und an welchen KM sich die Temperatur im

Jahresvergleich veréndert hat.

Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob sich Mukusproben der Salmoniden
an Stelle des traditionellen fin-clipping fur molekularbiologische Analysen eignen. Dabei
wurde der Fragestellung nachgegangen, ob mit Hilfe von Mukusproben das Fischpathogen
Saprolegnia spp. nachgewiesen werden kann. Ziel der Analysen war es, zu untersuchen, an
welchen Probestellen ein Befall mit Saprolegnia spp. vorlag und ob es Auffalligkeiten bei den
unterschiedlichen Salmonidenarten gab. Parallel dazu wurde erforscht, ob die
vorherrschenden Temperaturbedingungen an den einzelnen Probestellen einen Einfluss auf

die Verbreitung von Saprolegnia spp. haben.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten mogliche Ansétze entwickelt werden, die den
Eintrag von Fischpathogenen in ein Flieligewasser vermeiden. Ziel war es, an Hand von in
vitro-Versuchen Alternativen zur traditionellen Behandlung des Fischpathogens Saprolegnia
spp. zu finden. Dabei wurde untersucht, ob phytotherapeutische Extrakte als alternative
Behandlungsmdglichkeit eingesetzt werden konnen, da sie flr den Fisch, den Anwender, den
Verbraucher aber auch weitere aquatische Organismen vertréglich sind. Dariiber hinaus sollte
die Frage der Anwendbarkeit der phytotherapeutischen Mittel bezliglich Praktikabilitat und
Wirtschaftlichkeit geprift werden.

Ein weiterer Untersuchungsgegenstand waren die Schuppenproben der Salmoniden. Ziel
dieser Analysen war die Berechnung des Alters und der L&ngenzuwéchse in den einzelnen
Jahren. Hierbei erfolgte ein Vergleich der unterschiedlichen Probestellen. Im Fokus standen
die Auffalligkeiten bzgl. der Altersverteilung und des L&ngenzuwachses in den einzelnen

Jahren.
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2. Material und Methoden

Im folgenden Kapitel werden die fiir die molekularbiologischen und morphologischen
Untersuchungen notwendigen unterschiedlichen Materialien und Methoden dargestellt.

2.1. Messung der physikochemischen Parameter Sauerstoff Temperatur und
pH-Wert

RegelmélRig wurden im Jahresverlauf an unterschiedlichen KM entlang der Wupper die
physikochemischen Parameter (Temperatur, O,-Gehalt, pH-Wert) direkt vor Ort vom
Waupperverband gemessen. Die ermittelten Daten wurden anschlieend mit den

Entnahmestellen der Mukus- und Schuppenproben verglichen und ausgewertet.

Abb. 13 zeigt die Messstellen der physikochemischen Parameter, sowie die wichtigsten
Entnahmestellen der Jahre 2012, 2013 und 2015 fur die Schuppen- und Mukusproben.

Nachstadt Innenst adt Vorstadt

25 30 35 /10 45 50 55 60 km
KW Buchenhofen HKW Elberfeld HKW Barmen
Legende
(o) Messstellen physikochemische Parameter
(| Entnahmestelle fiir Schuppen- und Mukusproben

KW:  Klarwerk
HKW: Heizkraftwerk

Abb. 13: Probestellen fiir die unterschiedlichen Parameter (verdndert nach Damrow 2014). Die Abb. zeigt die
Messstellen fur die physikochemischen Parameter sowie die Entnahmestellen fur die Schuppen- und
Mukusproben im Wupperverlauf, die in allen Jahren beprobt wurden. Im Anschluss an den Nachstadtbereich
(KM 25) flieSt die Wupper in den Rhein. Vor dem Vorstadbereich (KM 65) befindet sich die Beyenburger
Talsperre.

Im Jahr 2014 lagen zwar die Auswertungen der physikochemischen Parameter vor, die
Probenentnahme von Mukus- und Schuppenproben konnte nicht erfolgen, da es seitens des
Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV) zu
Bearbeitungsverzdgerungen bzgl. des gestellten Tierversuchsantrages kam.
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2.2.  Elektrobefischung

Bei der Elektrofischerei handelt es sich um eine aktive, fischschonende Fangmethode, die
eine quantitative und qualitative Erfassung des Fischbestands ermdglicht (Gerster 2006). Sie
wird bei Hege- und SchutzmalRnahmen des Fischbestandes und bei wissenschaftlichen
Untersuchungen eingesetzt (Amt fur Umweltschutz 1975). Die Mortalitaten sind sehr gering,
da die Fische kaum Stress ausgesetzt sind. In der Regel treten keine nachhaltigen
Schédigungen auf (Rimmler et al. 2004). Bei einer Befischung sollte grundsétzlich darauf
geachtet werden, dass die Population groR genug ist und Vertreter verschiedener
GroRenklassen und Altersgruppen reprasentiert werden (Bagenal 1978). Vor einer
Elektrobefischung miissen Breite, Tiefe und Flielgeschwindigkeit des Gewaéssers ermittelt
werden. Zusétzlich spielen die Beschaffenheit des Ufers und Grundes, sowie die Leitfahigkeit
des Wassers und die Temperatur eine wichtige Rolle, die vor der Durchfiihrung gemessen
werden, um die richtige Stromstarke zu ermitteln (Veroffentlichungen des Eidgendéssischen
Amtes fir Umweltschutz und der Fischereiinspektion 1975). Abb. 14 zeigt eine
Elektrobefischung in einem tieferen Gewasser vom Boot aus. Diese Art der Elektrobefischung

wurde, wenn nicht watend maglich, in der Wupper praktiziert.

Generator

Anode (+)

Flucht . \

Ve
A | \ \

Abb. 14: Prinzip der Wirkung elektrischer Felder. Dargestellt wird das Verhalten der Fische im Bereich der
Kathode - (G=Galvanonarkose) sowie der Anode + (T=Taxis), verandert nach (Adam et al. 2013).

Sobald sich die Fische zwischen den mit Gleich- oder Impulsstrom gespeisten Elektroden
befinden, positionieren sie sich parallel zu den Feldlinien des elektrischen Feldes. Der Kopf

ist dabei auf die Anode gerichtet. Bedingt durch die bessere Leitfahigkeit der Fische zum
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Wasser, drangen sich die Feldlinien in ihren Korper, so dass er elektrisch durchstrémt wird.
Der Fisch greift mit seiner Korperldnge eine Teilstrecke des Spannungsgefalles zwischen
Kathode und Anode ab. Sobald der Schwellenwert, die reizauslésende Gestaltspannung
uberschritten wird, reagiert der Fisch mit aktiven Schwimmbewegungen und strebt der Anode
zu. Je weiter er sich dieser nahert, desto mehr wird er durchstromt. Bei der Anode kann der
Fisch in einen Starrezustand verfallen, der als Galvanonarkose bezeichnet wird. Durch die
richtige Wahl einer angepassten Ausgangsspannung sowie das rechtzeitige Keschern der
Fische sollte dieser Zustand vermieden werden (Gerster 2006). Durch den elektrischen Strom
wird der Stoffwechsel des Fisches intensiviert: Der O,-Verbrauch wird erhoht und die
Atembewegung beschleunigt. Diese Auswirkungen sind reversibel und nur voribergehend
(Verdffentlichungen des Eidgendssischen  Amtes fir  Umweltschutz  und  der
Fischereiinspektion 1975). Die Fische wurden nach dem Herauskeschern in einem groRen
Plastikbecken gehéltert. Eine O,-Pumpe gewahrleistete eine kontinuierliche O,-Zufuhr. Die
Probenentnahme von Schuppen und Mukus sowie die Vermessung der Fischldénge wurden

schnellstmdglich durchgefuhrt, um die Fische so wenig Stress wie mdglich auszusetzen.

2.3.  Sedierung der Salmoniden

Fur die Sedierung der Salmoniden wurde Nelkendl verwendet. Es wird aus dem Stamm, den
Blattern und den Knospen von Syzygium aromaticum, (L.) Merr & Perry (Gewirznelke),
gewonnen (Isaacs 1983). Nach Hernani & Tangendjaja (1988) besteht Nelkendl zu ca.
70-90 % aus Eugenol, ca. 17 % Eugenolacetat und ca. 12 % Cariophyllin. Gerade die
anasthetische Wirkung des Eugenols und seine Wirkung auf Fische haben in den letzten

Jahren zunehmend an Interesse gewonnen (Keene et al. 1998).

Nach Marking et al. (1985) kann Eugenol aus folgenden Griinden als ideales Ané&sthetikum

flr Fische gesehen werden:

es hat eine kurze Einleitungs- und Erholungsphase (<5 min.)
- es st atoxisch und hat eine einfache Handhabung
- es hat keine persistierende Wirkung auf die Physiologie und das Verhalten der Fische

- Nelkendl wird schnell ausgeschieden oder metabolisiert, so dass es keine Ruckstéande
bildet
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- eserzeugt keine kumulativen Effekte oder wiederholte gesundheitliche Belastungen
- Nelkendl ist preisgunstig.

Bei den in der Wupper durchgefiihrten Probeentnahmen wurde die Dosierung den Fischarten

und der Grolienklasse angepasst.

2.3.1. Entnahme und Lagerung von Mukusproben

Die Mukusentnahme bei den Salmoniden erfolgte mit einem sterilen, aufgerauten
Wangenabstrichtupfer zwischen der pektoralen und kaudalen Flosse, entweder unterhalb oder
oberhalb des Seitenlinienorgans (Abb. 15). Der Wangenabstrichtupfer wurde mehrmals
vorsichtig fur ca. 1 min. in beide Richtungen bewegt, um die DNA-Ausbeute zu erhéhen.
Hierbei wurde sich an den Herstellerangaben sowie dem Verfahren von Eddy & Fraser (1982)
orientiert. Die Stelle, an der Mukusproben entnommen wurden, eignet sich fur die spétere
Entnahme von Schuppenproben. Dies hatte den Vorteil, dass beide Verfahren miteinander
kombiniert werden konnten und der Fisch nicht zusatzlich gestresst und geschadigt wurde.
Locker aufliegende Schuppen wurden nicht mit dem Mukus aufgenommen, sondern fur die
spatere Schuppenentnahme in ein separates Eppendorfgefal tberfihrt. Die Mukusprobe
wurde in einem sterilen EppendorfgefaR fir den Transport auf Eis gelagert, um

DNaseaktivitaten zu unterbinden. Bis zur weiteren Bearbeitung wurden die Proben bei -20 °C

gelagert.

Abb. 15: Probenentnahme bei S. trutta. Das Foto zeigt die Mukusentnahme bei einer mit Nelkendl betdubten
trutta. Dafur wurde ein Wangenabstrichtupfer zwischen der pektoralen und kaudalen Flosse vorsichtig hin- und
her bewegt (Foto: Scherdin 2013).
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2.3.2. Entnahme und Lagerung von Schuppenproben

Das Entnahmeprotokoll von Klein et al. (2012) diente bei der Schuppenprobenentnahme von
T. thymallus als Orientierung: Mit einer Pinzette wurden ca. 3-6 Schuppen vorsichtig in
Wuchsrichtung unterhalb des Seitenlinienorgans zwischen der ventralen und kaudalen Flosse
entnommen. Im Vergleich dazu erfolgte die Probenentnahme bei S. trutta nach der Anleitung
von Shearer (1992) - zwar an der gleichen Stelle, jedoch wurden auf Grund der geringeren
Schuppengrofle ca. 15-20 Schuppen entnommen (Abb. 16). Die geringe Anzahl der

entnommen Schuppenproben l&sst sich dadurch erkldren, dass bei der Probenentnahme die

Epidermis beschadigt werden kann und die Fische fur Infektionen anfalliger sein kdnnen
(Adam et al. 2013).

Abb. 16: Schuppenprobenentnahme bei S. trutta. Bei der Schuppenprobenentnahme wird ein scharfes Messer im
stumpfen Winkel angesetzt und entgegen der Schuppenwuchsrichtung bewegt. Dabei werden die Schuppen
vorsichtig geldst und mit einer sterilen Pinzette in ein autoklaviertes Eppendorfgefal tiberfiihrt, das mit 70 %
EtOH gefullt ist (Foto: Berger 2012)

Allgemein eignet sich die Stelle unterhalb des Seitenlinienorgans gut fur die Probenentnahme,
da sich hier die meisten Primérschuppen (,,Ursprungsschuppen) befinden: Je weiter eine
Schuppe vom Seitenlinienorgan entfernt ist, desto spéter wurde sie ausgebildet (Shearer
1992). Damit steigt die Wahrscheinlichkeit, dass es sich an dieser Stelle um
Sekundarschuppen (Regenerate) handelt: Naturliche Schuppenverluste werden kompensiert.
Die Sekundarschuppen sind vorwiegend am Schwanzende, an den Seiten und im vorderen
Korperviertel zu finden. An diesen Stellen wird der Fisch am leichtesten und hé&ufigsten
beschadigt (Wunder 1943). Fir die Entnahme wurde ein Messer im spitzen Winkel angesetzt
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und vorsichtig, bei der kaudalen Flosse beginnend, bis zur ventralen Flosse, bewegt. Die
Schuppenproben wurden in mit 70 % igem vergélltem Ethanol gefullten 1,5 mL
EppendorfgefalRen aufbewahrt und konserviert. Diese Lagerungsmethode gewahrleistet, dass
die Proben bis zur Prdparation nicht an GroRe verlieren. Dadurch werden Messfehler
vermieden. Nach jeder Probenentnahme wurden die verwendeten Werkzeuge gereinigt, um
eine DNA-Verschleppung zu vermeiden. Zusatzlich wurde die L&nge des Fisches notiert, die
fir die Langenriickrechnung der vorherigen Jahre erforderlich ist. Bei den durchgefihrten
Befischungen wurden ausschlie3lich Tiere beprobt, die > 20 cm waren, da Schuppen ab dieser
FischgrolRe gut lesbar und auswertbar sind. Die meisten gefangen Fische lielRen sich in eine

GrofRenklasse von ca. 20-50 cm einordnen.

2.4.  Molekularbiologische Untersuchungen

Fir die molekularbiologischen Analysen erfolgte zunéchst die Kultivierung einer Saprolegnia
ferax-Kultur. Die DNA aus dieser Stammkultur wurde extrahiert und als Positivkontrolle
verwendet. Zusatzlich wurde DNA aus Mukusproben von S. trutta und T. thymallus isoliert.
Die Mukusproben bildeten die Grundlage fir ein Screening auf mit Saprolegnia spp. infizierte
Salmoniden in der Wupper. Nach der DNA-Isolierung der Mukusproben wurde das Template
zusammen mit spezifischen Saprolegnia-Primern in die PCR eingesetzt und amplifiziert. Fr
weitere Analysen wurden gelelektrophoretische Auftrennungen durchgefiihrt, bei der die
PCR-Produkte im Vergleich zu einer Positivkontrolle und einem Marker als GroRenstandard
auf ein Agarosegel aufgetragen wurden, um zu Uberpriifen, ob Saprolegnia spp. bei den
Salmoniden der Wupper nachweisbar war. Anschlie}end wurden exemplarisch einige PCR-
Produkte aufgereinigt und sequenziert (Eurofins MWG), um abzusichern, dass es sich um das

erwartete Genprodukt handelt.

2.4.1. Kultivierung von Saprolegnia ferax

Uber das Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen, Braunschweig, wurde eine Saprolegnia ferax-Kultur bezogen.
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Herstellung der Medien

Zur Kultivierung wurden zwei unterschiedliche Medien bendtigt.
Fir die Ausbildung des Myzels wurde der V8-Gemdisesaft-Agar gewdhlt:

Tab. 1: V8-Gemisesaft-Agar 1 L Ansatz

Komponente Menge
V8-Gemusesaft 200 mL
CaCOs; 39

Agar 15¢g
Agua dest. auffillen
Gesamtvolumen 1L

Der Agar wurde autoklaviert und anschlieBend in Petrischalen gegossen. Nach dem Ausharten
des Agars wurde von der Original-Kultur mit einem scharfen Skalpell ein Stiick
herausgeschnitten und mit dem Myzel nach unten auf das frische V8-Gemdisesaft-Agar

gesetzt.

Fir die Ausbildung des Fruchtkorpers, der fur die spatere DNA-Extraktion erforderlich war,
wurde das PDB-Medium angesetzt (Tab. 2), aliquotiert (50 mL im Erlenmeyerkolben) und
autoklaviert. Mit einer sterilen Impfése wurde dem abgefillten PDB-Medium Myzel des

V8-Gemisesaft-Agar angeimpft und leicht geschwenkt.

Tab. 2: PDB-Agar 1 L Ansatz

Komponente Menge
Kartoffel-Extrakt 6,59/ L
Glucose 209/ L
pH-Wert 5,6%0,2
Aqua dest. auffullen
Gesamtvolumen 1L
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Ermittlung der optimalen Wachstumsbedingungen

Um die optimale Wachstumstemperatur fir die Kultivierung von S. ferax zu finden, wurden in
Anlehnung an die vorhandenen Vorgaben folgende Temperaturen getestet: 20, 25, 30 °C und
RT. Ein optimales Wachstum beider Kulturen konnte bei 20 °C beobachtet werden. Jeweils

nach drei Wochen wurden die Kulturen neu tberimpft.

2.4.2. lsolierung der DNA

Fur die Isolierung der DNA von S. ferax wurden traditionelle Verfahren sowie
unterschiedliche Kits jeweils in teilweise modifizierter Form getestet und miteinander

verglichen.

1) CHELEX-Extraktion

Die Extraktion mit Chelex erfolgte in Anlehnung an das Protokoll DNA Isolation Procedures
(Protocol 7: Plucked feathers using CHELEX®, Nishiguchi et al. 2002):

Pilz abwiegen, ca. 0,12 g einsetzen
- Ansatz teilen
e Pilz+ N, + morsern
e Pilz + morsern
- zu jedem Ansatz 250 pL Chelex (5 %) hinzu pipettieren
- 15 min. bei 100 °C inkubieren, wahrenddessen 3x vortexen (1 min.)
- auf RT abkihlen
- Ansatz zentrifugieren: 30 s max. speed

- Uberstand in neues EppendorfgefaR tberfithren und bei -20°C lagern
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2) DNA-Isolierung mit CTAB

- 50-200 mg Pilzmaterial in einem Eppendorfgefa® homogenisieren (oder in N

morsern)

-+ 500 uL CTAB (20 g/ L CTAB; 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris/ HCI
pH 8), 60 min. bei 65 °C schitteln und invertieren

-+ 500 pL Phenol: Chloroform: Isoamylalkohol (25:24:1), vorsichtig invertieren
- 3 min. bei max. speed zentrifugieren

- obere Phase abnehmen, in neues Eppendorfgefal’ tberfuhren

-+ 500 pL Chloroform: Isoamylalkohol (24:1)

- 3 min. bei max. speed zentrifugieren

- obere Phase abnehmen + 1 Vol. Isopropanol

- 15 min. bei max. speed zentrifugieren

- Flussigkeit abschitten

- +500 pL 70 % EtOH (-20 °C)

- 5 min. bei max. speed zentrifugieren

- Flussigkeit abschitten, restl. Fllssigkeit mit Pipettenspitze entfernen
- Pellet bei 65 °C 5 min. trocknen lassen

- in 100 pL 10 mM Tris pH 8 losen (5 min. bei 65 °C inkubieren, dabei vorsichtig

mischen)

3) DNeasy Plant Mini Kit

Es wurde vergleichend mit dem Maxi- als auch mit dem Mini-Protokoll laut

Herstellerangaben gearbeitet.
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4) Fungal DNA Mini Kit, pegGOLD

Das Protokoll B wurde laut Herstellerangaben verwendet.

5) E.Z.N.A.® Fungal DNA Mini Kit
und
6) E.Z.N.A.® HP Fungal DNA Kit

Bei beiden Kits wurden folgende Anderungen vorgenommen: Die Lysezeit wurde in

Abhangigkeit des eingesetzten Probematerials variiert (30-45 min.).

7) E.Z.N.A.® SP Fungal DNA Mini Kit
Das Protokoll wurde folgendermafen modifiziert:

Zum tiefgefrorenen, abgewogenen Pellet wurden Lysepuffer (LP) und RNase (100 mg/ mL)
hinzugegeben und zusammen aufgetaut. Statt der vom Hersteller vorgegebenen 100 pL wurde
mit 50 pL Elutionspuffer (EP) eluiert, um die Konzentration der DNA zu erhdhen.
AnschlieBend wurde fur 5 min. bei RT inkubiert.

Bei allen weiteren Extraktionen wurde mit dem Fungal DNA Mini Kit die DNA isoliert. Es
eignet sich in vielerlei Hinsicht fir die DNA-Extraktion von S. ferax und als Ersatz zur
traditionellen DNA-Isolierung mit CTAB:

- es handelt sich um eine schnelle und einfache Methode zur Isolierung genomischer

DNA aus frischen, gefrorenen oder getrockneten filamentdsen Pilzen
- sekundare Metabolite wie Polysaccharide oder Phenole kommen nicht zum Einsatz

- die DNA-Isolierung ist bzgl. ihrer Reinheit und Konzentration reproduzierbar
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2.4.3. Primerauswahl

Es wurden verschiedene Primer fiir unterschiedliche Genabschnitten getestet und miteinander
verglichen: 5.8S, 18S, COX, LSU, rnsund ITS.

Tab. 3: Verwendete Primer. In der Tab. werden alle getesteten Primerpaare dargestellt.

Bezeichnung

Sequenz (5" — 3)

Sapro 5.8S for
Sapro 5.8S rev
Saprox1for
Saproxlrev
UNup18S42
UNI0281220
rns1for
rnslrev

ITS1 forward

ITS 4 reverse

ITS1 forwardneu

ITS5 reverseA
ITS5 reverseB

ATGTCTAGGCTCGCACACC
ACAAACATACTCCCAGG CTAAC
TCATCTAGATGGCTTTTTTCAAC
AAACCATACCTAAATAACCAAAAACT
CGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC
GTTGTTACACACTCCTTAGCGGAT
GATCCTGGCTCAGAATAAATG
GCTCGCTCCTCTCGTATTA
TCCGTAGGTGAACCTGCGG
TCCTCCGCTTATTGATATGC
GTAGGTGAACCTGCGGAA
TGTCGTTAAACAACAGACTCG
TGTRCTTWYACAACAGACTCG

Die Primer UNup18S42 und UNI0281220 basieren auf den Untersuchungen von Robideau et
al. (2011). Die Primer ITS 1 forward und ITS 4 reverse wurden von White et al. (1990)

eingesetzt.

Fir die weiteren durchgefiihrten PCRs wurde ein hochkonservierter Bereich der ITS (Internal
Transcribed Spacer) der DNA-Sequenz gewéhlt, da bei den Primerpaaren 5.8S, 18S, COX,
LSU und rns nicht zuverlassig PCR-Produkte generiert werden konnten: Auf den UV-Bildern
war entweder keine Bande oder eine Bande im falschen Bereich zu sehen, so dass eigene
Primer generiert wurden. Das Primerdesign erfolgte mit dem Programm Primer 3, das
Alignment mit Clustal X (Thompson et al. 1997).
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Der ITS-Bereich befindet sich zwischen der 18S und 28S rDNA und schlief3t die 5.8S rDNA
mit ein (Abb. 17).

rRNA-Genregion

g1
ITS I-Region ITS II-Region

18S rRNA-Gen 5.8S 28S tRNA-Gen

ITS-4

ca. 600 bp

Abb. 17: Schematische Darstellung der 1TS-Region bei Pilzen (Unterausschuss Methodenentwicklung 2011).
Die ITS-Region umfassst ca. 600 bp und liegt zwischen der 18S und 28s rDNA.

Die Nukleotidsequenz dieser Region umfasst ca. 600-700 bp. Die hier ausgewahlten Primer
sind fir diese Genombereiche bei Pilzen spezifisch (Diéguez-Uribeondo et al. 2007, Gozlan et
al. 2014). Es wurden spezifische Primer designt, die einen Nachweis fur folgende
Saprolegnia-Arten erlauben: S. ferax, S. diclina, S. parasitica und S. oliviae. Auf Grund der
ahnlichen Abfolge der Basenpaare im ITS-Bereich ist ein spezifisches Primerdesign nur fiir
S. parasitica moglich. Daher wurden fur das Design Arten gewéhlt, die besondere
Auffélligkeiten in vorherigen Studien gezeigt haben. S. ferax und S. parasitica kdnnen
beispw. haufig bei Salmoniden nachgewiesen werden (Richards & Pickering 1978, Beakes et
al. 1994, Yuasa & Hatai 1996, Kitancharoen & Hatai 1998). S. ferax wurde weiterhin
gewahlt, da diese Art als Stammkultur dient und als Positivkontrolle bei jeder durchgefiihrten

Gelelektrophorese aufgetragen wurde.

2.4.4. PCR-Bedingungen

Bei der PCR handelt es sich um eine Standardmethode zur Amplizierung von spezifischen
DNA-Fragmenten (Mullis et al. 1987).
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Tab. 4: Pipettierschema fiir einen Standard-PCR Ansatz

Komponente Volumen [uL] Endkonzentration
ddH,O 12,5

10 x Green Buffer 2,5 1x

Primer forward 2,0 10 pmol/ pL
Primer reverse 2,0 10 pmol/ pL

DNA Template 3,0 ca. 50 ng/ pL
dNTP 2,5 0,2 mM

Dream Taq Polymerase 0,5 25U
Gesamtvolumen 25 pL

Fir den PCR-Ansatz wurde die Dream-Tag-Polymerase mit einer Prozessivitat von
1000 bp/ min. verwendet. Die Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG
Synthesis GmbH bezogen. Die PCR-Reaktion wurde in Thermocyclern der Fa. Eppendorf
durchgefthrt.

Die geeignete Annealing-Temperatur wurde mit Hilfe einer Gradienten-PCR (Tab. 5)

ermittelt. Es wurden folgende Primer eingesetzt:

ITS1 forward: 5'-GTA GGT GAA CCT GCG GAA-3'
ITSS reverseB: 5-TGT RCT TWY ACA ACA GAC TCG-3'

Tab. 5: Ansatz Gradienten-PCR

Phase Temperatur [°C] Dauer [min.]
95 15

Initiale Denaturierung

Denaturierung 95 0,5

Annealing 5544 15

Elongation 72 1

Finale Elongation 72 10

Schluss 4 10-0

46



Material und Methoden

Es wurden 39 Amplifikationszyklen durchgefiihrt und folgende Temperaturen gewahlt:
54,2 °C, 55,3 °C, 56,5 °C, 57,5 °C, 58,4 °C, 59,4 °C.

Alle weiteren PCRs wurden mit einer Annealing-Temperatur von 58,4 °C durchgefuhrt. Die
amplifizierten PCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese tberprift und anschlielend

sequenziert.

2.4.5. Elektrophoretische Auftrennung der DNA

Zur Ermittlung und Trennung der PCR-Produkte wurde eine Agarose-Gelelektrophorese
durchgefuhrt. Eine DNA-Leiter, die DNA-Fragmente definierter Grol3e beinhaltet, diente als
Referenz fur die amplifizierten PCR-Fragmente. Die Konzentration des Agarosegels wurde in
Abhangigkeit der zu erwartenden FragmentgroRe gewahlt. In die Agarose wurde unmittelbar
nach dem Aufkochen DNA Stain Clear G hinzu pipettiert. Die Dokumentation der Gele
erfolgte direkt im Anschluss an die Elektrophorese mit Hilfe eines UV-Illluminators. Durch
die Verwendung eines vorgefarbten Puffers (Green Buffer), mussten die PCR-Produkte nicht
mehr angefarbt werden. Die elektrophoretische Auftrennung der DNA wurde ebenfalls bei

allen PCR-Produkten der Mukus- und Schuppenproben durchgefihrt.

2.4.6. Aufreinigung der PCR-Produkte und Uberprifung der DNA-Sequenzierung

Die PCR-Produkte wurden mit dem my-budget Double Pure Kit gemdaR Protokoll 1

aufgereinigt. Folgende Modifizierungen wurden vorgenommen:

500 pL Bindepuffer (BP) wurden zum 20 pL PCR-Produkt gegeben und aulerhalb der
Zentrifugationsséule in einem separaten Reaktionsgefa® durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren  sorgfaltig gemischt. Die Losung wurde anschliefend auf die
Zentrifugationsséule gegeben und bei 12000 rpm fur 2 min. zentrifugiert. Es wurde mit 30 pL
vorgewdrmten EP (50 °C) eluiert. Die Probe wurde 5 min. bei RT inkubiert und bei 12000

rpm fir 1 min. zentrifugiert.

Nach der Aufreinigung wurde der DNA-Gehalt der Proben mit einem Nanodrop gemessen.
Die Reinheit der gemessenen DNA lag zwischen 1,6-2,0 A260/ 280 und damit im

Optimalbereich fir dsDNA. Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden sequenziert (Eurofins
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MWG Synthesis GmbH) und die Ergebnisse mit BLAST (NCBI Standard Nucleotide Blast)
Uberprift.

2.4.7. Mukusproben der Salmoniden

Im Folgenden wird beschrieben, wie mit den entnommenen Mukusproben der Salmoniden

verfahren wurde.

Die DNA der Muksproben wurde mit dem DNA Mini Kit extrahiert. Das Herstellerprotokoll

wurde folgendermalRen modifiziert:

Die Mukusproben wurden auf Eis gestellt und nach der Zugabe von Lysepuffer (LP) und
Proteinase K zusammen aufgetaut. Die Proben wurden bei 50 °C inkubiert und kontinuierlich
15 min. geschuttelt. Nach diesem Zeitpunkt waren sie vollstandig lysiert.

Die Extraktion mit dem DNA Mini Kit wurde fir alle weiteren Proben angewandt.

Um den Befall mit Saprolegnia spp. bei den Salmoniden in der Wupper nachweisen zu
konnen, wurden zunéchst die spezifischen Primer in die PCR (Kap. 2.4.4.) eingesetzt. Nach
der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proben (Kap. 2.4.5.) und ihrer Dokumentation
mit Hilfe eines UV-Illuminators erfolgte die Aufreinigung der PCR-Produkte, die
exemplarisch zum Sequenzieren eingeschickt wurden (Kap. 2.4.6.). Bei jeder eingeschickten
Probe konnte Saprolegnia spp. nachgewiesen werden - sowohl bei S. trutta als auch bei

T. thymallus.

2.5. Morphologische Untersuchungen

Bei den morphologischen Untersuchungen wurde die Wirkung von Pflanzenextrakten auf das

Wachstum von S. ferax untersucht.

In weiteren Analysen wurden an Hand von Schuppenproben Altersbestimmungen

durchgefuhrt und die Langenzuwachse in den einzelnen Jahren bei den Salmoniden berechnet.
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2.5.1. Invitro-Versuche zur Behandlung von Saprolegnia ferax

Fir die in vitro-Versuche wurde S. ferax mit Extrakten von C. papaya und M. pruriens
inkubiert, um eine Methode zu entwickeln, die maoglicherweise als alternative
Behandlungsmdglichkeit anstelle der traditionelle Behandlung mit Malachitgrin und

Formalin zur Behandlung von Saprolegnia spp. eingesetzt werden kann.

2.5.1.1. Verdunnungsreihen und Tauchbéader zur Inkubation von Saprolegnia ferax mit

Extrakten aus Carica papaya und Mucuna pruriens

Unter der sterilen Werkbank wurden ca. 20 mL der in Wasser gelosten Extrakte von
M. pruriens und C. papaya auf die V8-Gemisesaft-Platten mit der Gberimpften Originalkultur
von S. ferax pipettiert. Die Pflanzenextrakte wurden einzeln oder in Kombination miteinander
in einer 1 % igen bzw. 2 % igen Losung (w/v) auf die Petrischalen pipettiert, bis das Myzel
vollstandig bedeckt war. Nach der zuvor definierten Einwirkzeit (15-60 min.) wurde der
Uberstand abgegossen, die Platten wurden bei 20 °C inkubiert. Die Extrakte wurden
eingesetzt, um zu untersuchen, ob sie bei den durchgefuhrten in vitro-Versuchen das
Wachstum von S. ferax inhibieren konnten. Zusétzlich erfolgte ein Vergleich mit einer
Negativ- und Positivkontrolle. Dadurch konnte die Effizienz jeder Behandlung festgestellt
werden. Als Negativkontrolle wurde das V8-Gemusesaft-Medium mit dem zuvor Gberimpften
Pilz eingesetzt, als Positivkontrolle das autoklavierte V8-Gemiisesaft-Medium. In Tab. 6
werden die gewahlten Verdiinnungsreihen sowie die Anzahl und Lénge der Tauchbéader
dargestellt. Die Ergebnisse wurden durch Wiederholungen der Behandlungen auf

Reproduzierbarkeit gepruft.
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Tab. 6: Verdunnungsreihen und Einwirkzeiten. Es werden die beiden Wirkstoffe (C. papaya und M. pruriens)
mit ihrer unterschiedlichen Einwirkzeit (15-60 min.) sowie die Anzahl der Anwendungen (1 bzw. 2) dargestellt.
Die Ldsungen fiir C. papaya und M. pruriens wurden jeweils getrennt angesetzt. Bei den Versuchsreinen M+P
erfolgte die Mischung der beiden L&sungen (getrennt angesetzt), um die gewiinschte Konzentration zu erhalten.

I 4E4dE<4dE<4dE<4dE<4dE<dE<dc IR IRl 111 1)

M+P
M+P

M+P
M+P
M+P
M+P
M+P

N R EG RERIRIIR

N RN RN N N NN NN N NN N N N N NN N
&

N RN RN RN RN RN RN RN R N RN R N R N e

Legende
P: C. papaya
M: M. pruriens

M+P: M. pruriens + C. papaya
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2.5.2. Untersuchung der Schuppenproben

Altersbestimmungen und die Berechnungen des L&dngenzuwachses von Fischen kénnen mit
Hilfe von Hartstrukturen durchgefiihrt werden. Besonders gut eignen sich hierfir die
knoéchernen Zuwachsringe von Schuppen (Campana 2001, Quist et al. 2012). S. trutta und
T. thymallus besitzen als Vertreter der Teleostei Elasmoidschuppen, die zur haufigsten Art
von Schuppen zéhlen (Sire & Akimenko 2004).

2.5.2.1. Praparation und Digitalisierung

Fur die Altersbestimmung der Salmoniden wurden je drei Schuppen eines Individuums unter
dem Binokular (2 x oder 4 x VergrélRerung, abhéngig von der Fischart und der GrolRe der
Schuppe) ausgewéhlt. Die Schuppen wurden aus dem Eppendorfgefal vorsichtig in eine mit
Wasser gefillte Petrischale Uberfiihrt. Durch leichtes Hin- und Herschwenken l6sen sich die
zusammenhaftenden Schuppen i. d. R. voneinander. Andernfalls wurden die Proben
vorsichtig mit einer Prédpariernadel voneinander geldst. Fir die Berechnungen wurden
ausschlieBlich Primarschuppen gewahlt. Diese eignen sich fir die Berechnung des
Langenwachstums und die Bestimmung des Alters, da sie gut erkennbare Annuli
(Jahresringe) und Circuli (Zuwachsstreifen) aufweisen (Berger 2011), (Abb. 18). Zu den
Kriterien, die fir die Altersbestimmung erforderlich sind, zahlen die Lesbarkeit der
Strukturen, die Unverwechselbarkeit der Schuppe sowie die RegelmaRigkeit der
Wachstumsringe (Chilton & Beamish 1982, Panfili & Loubens 1992, Panfili et al. 2002). Eine
Sekundarschuppe besitzt weniger Circuli, hat einen auffallig grofRen Nukleus (Kern) und ist
im Vergleich zu den anderen Schuppen kleiner (Shearer 1992). Daher sind sie fur die

Altersbestimmungen nicht geeignet.

Gewebereste wurden entweder mit Hilfe eines diinnen Pinsels oder mit einer Prapariernadel
entfernt. Die Schuppen wurden anschlieBend auf einem Objekttrager platziert. Fur das
Préparat wurde jede Schuppe mit einem Tropfen Wasser benetzt und mit einem weiteren
Objekttrager bedeckt. Bis zur vollstandigen Trocknung wurden die Objekttrager mit

Klammern fixiert und danach mit Tesafilm umwickelt.

Die Schuppenproben wurden mit dem Mikroskop bei 4 x VergroRerung digitalisiert und

vermessen, die als Original- und Vermessungsbild archiviert werden.
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Nukleus

Circulus

Abb. 18: Schuppenprobe von S. trutta. Dargestellt werden die fiir eine Schuppe typischen Charakteristika. Dazu
zdhlen: der Nukleus (Mittelpunkt), die Circuli (Zuwachsstreifen) sowie die einzelnen Annuli (Jahresringe).

2.5.2.2. Berechnungen des Langenzuwachses und Altersbestimmungen

Die Schuppenstruktur gibt Aufschluss tber das Alter von Salmoniden (Shearer 1992) und das
Langenwachstum. Die Langenrickrechnung an Hand von Schuppenproben ist eine Methode
fur die Berechnung des individuellen somatischen Wachstums (Fukuwaka & Kaeriyama
1996). Sie wird angewandt, um die Fischldnge der vorherigen Jahre zu berechnen (Francis
1990, Ogle 2010) und basiert auf der Korrelation zwischen der Gesamtlange eines Fisches
sowie dem Schuppenradius (Francis 1990). Die Schuppen entwickeln sich mit dem Wachstum
des Fisches (Dahl 1910). Verdnderungen des Korperwachstums korrelieren nicht nur mit der
GroRe einer Schuppe, sondern auch mit der Anzahl der Circuli (Cheung et al. 2007). Die
Beziehung zwischen der individuellen Schuppengrdfle und der individuellen KorpergréRRe
variiert sehr stark (Fukuwaka & Kaeriyama 1996). Zwischen dem absoluten Wachstum eines
Fisches und dem Zuwachs des Schuppenradius konnte eine direkte Verbindung hergestellt
werden, ebenso zwischen dem Zuwachs der Schuppen und der Anzahl der Cirucli. Die direkte

Auswirkung des absoluten Wachstums auf die Anzahl der Circuli zeigt, dass das absolute
52



Material und Methoden

Wachstum ebenfalls das Verhdltnis zwischen dem Zuwachs des Schuppenradius und der
Anzahl der Circuli beeinflusst. Das somatische Wachstum wirkt sich direkt auf den Abstand
zwischen den Circuli aus. Es wird durch physikochemische Umweltbedingungen beeinflusst,
die sich indirekt auf den Abstand zwischen den Cirucli auswirken. Vermutlich stehen die
Anzahl der Circuli und ihr Abstand voneinander in Zusammenhang mit dem somatischen

Wachstum und den Umweltbedingungen (Fukuwaka & Kaeriyama 1996).
Das Verfahren der Langenriickberechnung ermaglicht
- die Feststellung der Gesamtlange eines Fisches zur Zeit der Bildung seiner Annuli,

- die Bestimmung der jahrlichen Zuwachsraten anhand der Mittelwerte der fir die
einzelnen Jahresmarken rlckberechneten Fischlangen und einen unmittelbaren

Vergleich mit dem L&ngenwachstum anderer Individuen (Schmieds 1981).

Abb. 19 zeigt die Vermessung einer Probe mit zwei Annuli am Beispiel von S. trutta.

1 Between 2-points 602.439
2 Between 2-points 332.122
3 Between 2-points 110.041

Abb. 19: Vermessung einer Schuppenprobe von S. trutta. Bei einer Messung vom Nukleus aus bis zur langsten
Kammseite (Gesamtlange: 702, 29 pum) kénnen zwei Annuli gesehen werden. Der 1. Annulus befindet sich bei
378,38 um, der zweite bei 540,28 um. S. trutta wurde im 3. Lebensjahr gefangen und beprobt.
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Der jahrliche L&ngenzuwachs wurde mit der Dahl-Lea-Formel berechnet:

CLg X L,
X = Ll

Ls: Gesamtlange des Fisches beim Fang
Li: Schuppenléange
L,: Annulus

Die Berechnungen der L&ngenzuwéchse einer Schuppe wurden in der vorliegenden Arbeit
durchgefthrt, in dem vom Nukleus aus bis zur langsten Seite (Abb. 19 und 20) mit einem
digitalen Lineal gemessen wurde (Dahl 1910). Diese Methode wird als Radialvermessungen
bezeichnet und ist fir die Rickrechnung erforderlich (Ogle 2010). Danach wurde die Probe
auf ihre Annuli untersucht. Die jahrlichen Zonen auf einer Fischschuppe werden durch die
Abfolge der Abschnitte von weit auseinanderliegenden und nah beieinander liegenden Circuli
bestimmt. Ein Jahresring befindet sich dort, wo Ubergange eindeutig zu erkennen sind. Ein
Ubergang von einem Jahresring zum néchsten lasst sich an der Veranderung der GréRe und
Breite der Circuli erkennen. Der Ubergang vom Sommer zum Winter ist durch den Ubergang
von breiteren zu schmaleren Circuli charakterisiert (Abb. 18), (Shearer 1992). Das Wachstum
eines Fisches ist im Winter nicht so pragnant wie im Sommer, da das Nahrungsangebot
geringer ist. Daher sind die Cirucli schmaler ausgepréagt. Im Herbst und Winter nimmt das
Wachsum ab, so dass die Circuli generell schmaler sind. Die breiten Circuli zeigen das
Wachstum im Sommer an (Dahl 1910).

Die zweite Messung erfolgte vom Nukleus ausgehend zum ersten Annulus. AnschlieRend
wurde eine weitere Messung zum zweiten Annulus, wieder beginnend im Nukleus
durchgefuhrt. Abb. 19 zeigt ein Beispiel von S. trutta, bei der das dritte Lebensjahr noch nicht
abgeschlossen ist. Die letzten Circuli, die kein abgeschlossenes Jahr darstellen, werden als
,,plus growth* bezeichnet und stellen den Zuwachs in dem Fangjahr des Fisches dar (Shearer
1992). Abb. 20 zeigt eine Probe von T. thymallus mit ihrer charakteristischen Kammform.

Hier erfolgte die Messung jeweils bis zur langsten Kammseite.
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1 Between 2-points 3039.005 um
2 Between 2-points 1249.850 um

Abb. 20: Vermessung einer Schuppenprobe von T. thymallus. Bei einer Messung vom Nukleus aus bis zur
langsten Kammseite (Gesamtlange: 3039,005 um) kann ein Annulus gesehen werden. Er befindet sich bei
1249,850 pum. T. thymallus wurde im 2. Lebensjahr gefangen und beprobt.
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3. Ergebnisse

3.1.  Untersuchungen zu Saprolegnia spp.

Bei den durchgefihrten Elektrobefischungen wurden Salmoniden mit dermalen
Auffalligkeiten beobachtet. Daraus resultierte die Fragestelltung, ob es sich hierbei um eine

Pilzerkrankung handelte und an welchen KM diese vermehrt auftrat.

3.1.1. Molekularbiologische Untersuchungen: Auswertung der Mukusproben

Mit Hilfe molekularbiologischer Analysen konnte das Fischpathogen Saprolegnia spp.
nachgewiesen werden. Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, zu Uberprifen, an
welchen KM ein hdufiger Befall zu beobachten war und ob dieser jahreszeitenabhéngig
auftrat. Zugleich wurde der Nachweis in den unterschiedlichen Jahren sowie zu den
Probeentnahmezeiten im Frihjahr und Herbst miteinander verglichen. Alle Mukusproben
wurden in den Jahren 2012 bis 2015 genommenen und ausgewertet. In Abb. 21 wird eine
auffallige adulte S. trutta aus der Wupper gezeigt. Ein wichtiger Fortschritt der aktuellen
Forschung ist der molekularbiologische Nachweis von Saprolegnia spp. bei T. thymallus, der
bislang nicht im Fokus vorheriger Studien stand.
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Abb. 21: Fisch mit dermaler Auffalligkeit. Das Foto zeigt eine adulte S. trutta, die in der Wupper gefangen und
beprobt wurde.
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3.1.1.1. Nachweis von Saprolegnia spp. bei den Salmoniden in der Wupper

Insgesamt wurden in drei Jahren von 532 Salmoniden Mukusproben genommen und
ausgewertet. VVor jeder Probenentnahme wurden dermale Auffélligkeiten der Fische notiert.
Insgesamt konnten diese bei 22 Individuen festgestellt werden. In 17 dieser Falle wurde
Saprolegnia spp. molekularbiologisch nachgewiesen. Wahrscheinlich hat es sich bei den
anderen dermalen Auffalligkeiten um eine andere Pilzinfektion oder eine Verletzung
gehandelt, die jedoch nicht Gegenstand der vorliegenden Untersuchungen waren.

Nach der Isolierung der DNA aus den Mukusproben der Salmoniden erfolgte mittels

spezifischer Saprolegnia spp.-Primer der PCR-Nachweis (Kap. 2.4.7.). In Abb. 22 wird ein

gelelektrophoretischer Nachweis von Saprolegnia spp. gezeigt.

Abb. 22: Molekulare Identifizierung von Saprolegnia spp. bei den Salmoniden. L1: GréRenstandard, L2: Positivkontrolle
bei 600 bp, L3: positiver Nachweis von Saprolegnia spp. bei S. trutta, L4: positiver Nachweis von Saprolegnia spp. bei
T. thymallus, L5: negativer Nachweis bei S. trutta, L6: negativer Nachweis bei T. thymallus
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3.1.1.2. Vergleich der Probenstellen und Fischarten in Bezug auf den Befall mit

Saprolegnia spp.

In den Abb. 23, 25 und 27 wird die relative Haufigkeit von Saprolegnia spp. bei S. trutta und
T. thymallus in der Wupper in den Jahren 2012, 2013 und 2015 an den unterschiedlichen KM
dargestellt (Anzahl der beprobten Individuen an den jeweiligen KM (s. Anhang, Tab. 16, 17
und 18). Auf Grund der unterschiedlichen anthropogenen Einfliisse in den einzelnen
Stadtbereichen (Kap 1.1.2.) differenziert die Abbildung zwischen den Bereichen Vor-, Innen-
und Nachstadt.

2012 (Abb. 23) konnte T. thymallus in allen drei Stadtbereichen an den KM 35,9, KM 41,6
und KM 61,4 entweder nicht gefangen und beprobt werden oder es konnte kein Nachweis mit
Hilfe der Mukusproben flir Saprolegnia spp. erbracht werden.

In der Nachstadt war bei jeweils 3 Probenstellen (KM 15,6, KM 22 und KM 29,3) ein
100 % iger Befall von Saprolegnia spp. bei T. thymallus und S. trutta zu sehen. KM 22 war
jedoch der einzige, an dem dies flr beide Salmonidenarten zutraf und war damit kontrar zu
KM 15,6, bei dem der Befall von T. thymallus mit 50 % um die Halfte niedriger war als bei
S. trutta mit 100 %.

In der Vorstadt waren im Vergleich nur an einer Probenstelle (KM 56,9) alle beprobten

T. thymallus befallen.

Im Innenstadtbereich (KM 51,1) war bei S. trutta ein hoher Befall von ca. 90 % erkennbar.
Dem gegeniber stand an diesem KM ein geringer Anteil von befallenen T. thymallus mit ca.
10 %. An KM 54,5 herrschten &hnliche Verhéltnisse: Auch hier war der Befall bei S. trutta
wesentlich geringer. Im gesamten Jahr war in der Nachstadt (KM 41,6) der geringste Befall
zu erkennen: Wahrend der Befall bei S. trutta mit ca. 12 % sehr gering war, war bei

T. thymallus gar kein Befall zu beobachten.

58



Ergebnisse

A
v
A
v

100 -
90 N=226

80 4 —  —
70 {—  —
60 1 —— — 2
50 19 —3 —
40 - — 12 18

2012

30 4 — — — e — — — | = A

20 @ —m— i e e

Saprolegnia spp. rel. Haufigkeit [%]
@
M

Abb. 23: Relative Haufigkeit von Saprolegnia spp. bei S. trutta (BF) und T. thymallus (A) im Jahr 2012.
Dargestellt wird die Anzahl aller beprobten Individuen (N) je Probenstelle (KM). AuRerdem sind die
unterschiedlichen Stadtbereiche gekennzeichnt.

<— Kennzeichnung der Stadtbereiche. Nachstadt: KM 15,6 - KM 41,6 Innenstadt:KM 46,1 - KM 54,5
Vorstadt KM 56,9 - KM 61,4

Die Abb. 24, 26 und 28 zeigen die relative Haufigkeit von Saprolegnia spp. bei S. trutta und
T. thymallus im Mai und September der Jahre 2012, 2013 und 2015 an den unterschiedlichen
KM sowie in Abh&ngigkeit der gemessenen durchschnittlichen Temperatur in den beiden
Monaten. In  allen  Jahren  entstammten die = Temperaturmessungen  und
Mukusprobenentnahmen z. T. unterschiedlichen Probestellen (s. Anhang, Tab. 19). Grund

dafir war die Kooperation mit verschiedenen Instituten.

2012 war eindeutig (Abb. 24) zu erkennen, dass der Nachweis von Saprolegnia spp. mit der
Jahreszeit korreliert: Im September war der Befall gegentiber Mai an fast allen Probestellen
(bis auf KM 54,5 und KM 15,6) wesentlich starker ausgepragt. Dies wurde besonders an den
KM 22,0, KM 35,9, KM 41,6 und KM 46,1 deutlich, bei denen im Mai bei keinem
Individuum ein Nachweis erfolgte, dafur waren aber alle beprobten Tiere im September
befallen.

Bei der Betrachtung der relativen Haufigkeit der Nachweise von Saprolegnia spp. lassen sich
2012 in Bezug auf die durchschnittliche Flusstemperatur folgende Beobachtungen machen:
Generell war die Temperatur an allen KM im Mai um ca. 3 °C niedriger als im September.
Die Nachweisrate war an allen beprobten KM im September relativ hdher und konnte an

jedem KM erfolgen. Neben der Jahreszeit hatte die geografische Lage der Probestellen einen
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Einfluss auf die Temperatur (z. B. die Warmwassereinleitungen der Heizkraftwerke). Dabei
zeigten sich zwischen den verschiedenen KM Differenzen: Bei KM 54,5 waren im Mai mit
der niedrigsten Temperatur von 11 °C am meisten Fische befallen. Hingegen konnte an
diesem KM mit einer Durchschnittstemperatur von 16 °C im September kein Befall
beobachtet werden. Allerdings erfolgte im September an KM 22 ein 100 % iger Nachweis von

Saprolegnia spp. bei 17 °C, wéahrend im Mai bei 15 °C kein Befall zu erkennen war.
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Abb. 24: Relative Hé&ufigkeit von Saprolegnia spp. bei den Salmoniden. In der Abb. werden die
unterschiedlichen Probeentnahmezeiten (Mai und September) sowie die Wassertemperatur [°C] an den
unterschiedlichen KM im Jahr 2012 dargestellt. Zusétzlich wird ein Bezug zum Befall mit Saprolegnia spp.
hergestellt.

2013 (Abb. 25) standen insgesamt von weniger KM Proben zur Verfugung als 2012.
T. thymallus konnte insgesamt nur an zwei Probestellen (KM 41,6 und KM 53,5) gefangen

und beprobt werden.

Beim Vergleich des Vorkommens der Salmonidenarten und im Hinblick auf den Befall im
Vorstadtbereich (KM 61,4) konnten 2013 und 2012 keine T. thymallus gefangen und beprobt

werden. Hingegen lag der Befall mit Saprolgenia spp. bei S. trutta bei ca. 80 %.

Im Innenstadtbereich war 2013 an allen KM bei beiden Fischarten ein deutlich geringerer
Befall im Vergleich zu den beiden anderen Stadtbereichen, sowie auch im Vergleich zu 2012
zu erkennen. 2012 fiel gegeniiber 2013 auf, dass im Innenstadtbereich die Anzahl der

beprobten T. thymallus 2012 viel héher war.
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Im Nachstadtbereich (KM 41,6) konnten 2013, im Vergleich zu 2012, beide Salmonidenarten
beprobt werden, auch wenn der Befall mit Saprolegnia spp. bei T. thymallus gering war. Im

Vergleich zu 2012 war er jedoch an dieser Probenstelle bei S. trutta um ca. 40 % hoher.
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Abb. 25: Relative Haufigkeit von Saprolegnia spp. bei S. trutta (BF) und T. thymallus (A) im Jahr 2013.
Dargestellt wird zusétzlich die Anzahl aller beprobten Individuen (N) je Probenstelle (KM). AufRerdem sind die
unterschiedlichen Stadtbereiche gekennzeichnet.

<—» Kennzeichnung der Stadtbereiche. Nachstadt: KM 41,6 Innenstadt: KM 46,1 - KM 53,5 Vorstadt KM
61,4

Bei einem Vergleich der einzelnen Probenstellen sowie den Jahren 2012 (Abb. 24) und 2013
(Abb. 26) konnte sowohl bei KM 41,6 als auch bei KM 61,4 der Nachweis von Saprolegnia
spp. erstmalig im Friihjahr erfolgen und war héher als im Herbst.

Die Beprobung erfolgte 2013 im April. In diesem Jahr zeigte sich bei KM 41,6 (3 9 °C) und
KM 61,4 (@ 6 °C) ein Befall von ca. 30 %. Je niedriger die Temperatur im April mit
steigendem KM war, desto hoher war der Befall. Im September wiesen an KM 61,4 (@ 15 °C)
ca. 50 % aller Salmoniden einen Befall mit Saprolegnia spp. auf.
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Abb. 26: Relative Haufigkeit von Saprolegnia spp. bei den Salmoniden. In der Abb. werden die
unterschiedlichen Probeentnahmezeiten (April und September) sowie die Wassertemperatur [°C] an den
unterschiedlichen KM im Jahr 2013 dargestellt. Zusatzlich wird ein Bezug zum Befall mit Saprolegnia spp.
hergestellt.

2015 (Abb. 27) waren die Probestellen, bis auf KM 31,6, die gleichen wie 2013. An diesem
KM konnten im Mai keine Proben genommen werden. Es war das einzige Jahr, in dem an
KM 61,4 T. thymallus zwar gefangen und beprobt werden konnte, allerdings kein Befall zu
erkennen war. Bei einem Vergleich der drei Jahre fallt auf, dass 2012 bei den meisten
T. thymallus sowohl im Vor- als auch im Innenstadtbereich ein Befall mit Saprolegnia spp. zu

sehen war.

Im Innenstadtbereich war S. trutta 2015 zu einem grof3en Teil mit Saprolegnia spp. befallen,

waéhrend er bei T. thymallus nur bei deutlich weniger als der Halfte der beprobten Individuen

zu erkennen war.

Insgesamt war KM 41,6 die Probenstelle mit dem hdchsten Befall von Saprolegnia spp. bei
T. thymallus, wahrend an KM 61,4 sogar bei ca 90 % aller beprobten S. trutta Saprolegnia

spp. nachgewiesen werden konnten.
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Abb. 27: Relative Haufigkeit von Saprolegnia spp. bei S. trutta (BF) und T. thymallus (A) im Jahr 2015.
Dargestellt wird zusétzlich die Anzahl aller beprobten Individuen (N) je Probenstelle (KM). AufRerdem sind die
unterschiedlichen Stadtbereiche gekennzeichnet.

<> Kennzeichnung der Stadtbereiche. Nachstadt: KM 31,6 - KM 41,6 Innenstadt: KM 46,1 - KM 53,5
Vorstadt: KM 61,4)

2015 (Abb. 28) konnten (bis auf KM 31,6) bei einem Jahresvergleich zu 2012, an jeder

Probenstelle im Mai mehr Nachweise fiir Saprolegnia spp. erbracht werden.

Der Befall mit Saprolegnia spp. hat eindeutige Unterschiede zwischen diesen beiden Jahren in
Bezug auf die jahreszeitliche Verteilung gezeigt: Im September 2012 (Abb. 24) schwankte
die Temperatur im Flussverlauf zwischen 16-18 °C. Der Befall lag zwischen 15-100%. Im
Vergleich dazu betrug die Temperatur 2015 im September ca. 16 °C (Abb. 28) und war damit
relativ konstant. Der relative Befall bei lag ca. 10-50 %. 2012 lag der Nachweis von
Saprolegnia spp. im Mai an allen KM zwischen 5-50 % bei einer Temperatur von 15-11 °C,
flussaufwarts betrachtet. Im Vergleich dazu konnte beobachtet werden, dass die relative
Héaufigkeit des Befalls mit Saprolegnia spp. im Mai 2015 angestiegen war. Sie lag nun bei 40-
50 % und einer Temperatur zwischen 14-9 °C flussaufwaérts.
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Abb. 28: Relative Haufigkeit von Saprolegnia spp. bei den Salmoniden. In der Abb. werden die
unterschiedlichen Probeentnahmezeiten (Mai und September) sowie die Wassertemperatur [°C] an den
unterschiedlichen KM im Jahr 2015 dargestellt. Zusétzlich wird ein Bezug zum Befall mit Saprolegnia spp.
hergestellt.

Im Vergleich der Jahre 2012, 2013 und 2015 hat sich gezeigt, dass 2012 im September der
Befall hoher war als 2013 und 2015. Wahrend es bereits 2013 zu einer leichten Verschiebung
von September zu April kam, kulminierte die Nachweishohe 2015 eindeutig im Mai, und
zwar an allen beprobten KM. Die prozentuale Verteilung war in den Jahren 2013 und 2015
bei KM 41,6 und KM 61,4 gleich.

Die Abb. 29 und 30 stellen die relative Haufigkeit von Saprolegnia spp. bei S. trutta und
T. thymallus an den unterschiedlichen KM im Dreijahresvergleich dar.

In Abb. 29 ist zu sehen, dass 2015 im Vergleich zu 2012 der Befall mit Saprolegnia spp. an
allen gemeinsamen Probestellen (KM 41,6, KM 46,1, KM 53,5 und KM 61,4) zugenommen
hatte. Die einzige Ausnahme bildet KM 51,1, an dem der Befall mit Saprolegnia spp. im Jahr
2012 hoher war. Es war das einzige Jahr, in dem alle beprobten Fische mit Saprolegnia spp.
befallen waren. Es konnte nicht nur eine Verschiebung zwischen den Jahreszeiten beobachtet
werden, sondern auch eine Verschiebung der Haufigkeit von 2012 zu 2015. 2015 war
insgesamt das Jahr mit dem hochsten Befall von Saprolegnia spp. (Abb. 28). Ein Befall mit
Saprolegnia spp. konnte 2013 im Vergleich zu 2012 und 2015 seltener beobachtet werden. Er
lag an fast allen KM bei ca. 10 %. KM 61,4 bildete mit ca. 80 % eine Ausnahme.
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Abb. 29: Nachweis des Befalls von Saprolegnia spp.. In der Abb. ist die relative Haufigkeit des Befalls mit
Saprolegnia spp. bei S. trutta (BF) im Jahresvergleich dargestellt. Zu sehen ist nicht nur ein Vergleich der Jahre
2012, 2013 und 2015, sondern auch zwischen den einzelnen KM, an denen die Proben genommen wurden.

2012 (Abb. 30) stachen besonders die KM 22, KM 29,3 und KM 56,9 hervor: Die einzigen,
bei denen ein 100 % iger Befall bei T. thymallus zu erkennen war - nicht nur in diesem Jahr,

sondern auch bei einem Vergleich zum Befall in den Jahren 2013 und 2015.

Wie bei S. trutta (Abb. 29) war 2013 der geringste Befall von Saprolegnia spp. an KM 41,6
und KM 53,5 zu erkennen. 2015 war T. thymallus vorwiegend an KM 41,6 mit Saprolegnia
spp. befallen. Damit wurde eine bedrohliche Entwicklung im Vergleich zu den beiden
Vorjahren deutlich. Bei einem Jahresvergleich hatte sich diese Entwicklung ebenso bei KM
53,5 gezeigt: Wéhrend 2012 der Befall bei ca. 15 % lag, war er 2015 fast doppelt so hoch.
Zusétzlich konnten an KM 41,6 und KM 61,4 folgende Beobachtungen gemacht werden:
Wahrend sich bei KM 41,6 eine kontinuierliche Entwicklung im Verlauf der Jahre gezeigt
hatte (2012 mit 0 % im Vergleich zu 2015 mit 70 %), war dieser Trend 2015 nicht zu

erkennen. Dort konnte in keinem der Jahre ein Befall mit Saprolegnia spp. beobachtet
werden.
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Abb. 30: Nachweis des Befalls von Saprolegnia spp.. In der Abb. ist die relative Haufigkeit des Befalls mit
Saprolegnia spp. bei T. thymallus (A) im Jahresvergleich dargestellt. Zu sehen ist nicht nur ein Vergleich der
Jahre 2012, 2013 und 2015, sondern auch zwischen den einzelnen KM, an denen die Proben genommen wurden.

Nach dem erfolgreichen Nachweis der Gattung Saprolegnia spp. an den Salmoniden wurden

Primer designt, die fir S. parasitica spezifisch waren. Dabei handelt es sich um eine

aggressive und weit verbreitete Art, die besonders hédufig bei Salmoniden nachgewiesen

werden kann. Insgesamt wurde eine Stichprobe der bereits isolierten Muksproben aus den

unterschiedlichen Jahren gewahlt, die zusétzlich auf S. parasitica getestet wurden (Tab. 7).
Die PCR-Produkte wurden sequenziert und mit BLAST Uberpruft.

Tab. 7: Stichprobenumfang fiir S. parasitica. In der Tab. wird die Anzahl der Salmoniden dargestellt, die in den

einzelnen Jahren auf S. parasitica getestet wurden.

Gesamtzahl

2012

2013

2015

N

109

96

69
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3.1.2. Morphologische Untersuchungen: Darstellung der in vitro-Versuche

Der Befall mit Saprolegnia spp. bei den Salmoninden in der Wupper lasst sich
maoglicherweise durch einen nicht erkannten Eintrag von bereits infizierten Besatzfischen
erklaren, der durch eine praventive oder kurative Behandlung der Fische in der Aquazucht
reduziert werden kénnte. Daher wurden in den vorliegenden Untersuchungen zur Simulation
phytotherapeutischer Anwendungen Kulturen von S. ferax mit Extrakten von C. papaya und
M. pruriens inkubiert. Ziel der Versuche war es, festzustellen, ob der Einsatz von den o. a.
phytotherapeutischen Extrakten zu einer Reduktion des Wachstums von S. ferax fuhren kann
bzw. bei welcher Einwirkzeit eine Inhibition zu beobachten war. Die Inkubation mit
Pflanzenextrakten auf Petrischalen &hnelt der phytotherapeutischen Behandlung von
Saprolegnia spp. infizierter Fische in einem Tauchbad, das oft in der Aquazucht eingesetzt

wird.

3.1.2.1. Inkubation von Saprolegnia ferax mit Extrakten von Carica papaya und Mucuna

pruriens

In den Tab. 8, 9 und 10 wird die Inkubation von S. ferax mit einer 1 bzw. 2 % igen Ldsung
(w/v) der Extrakte von C. papaya und M. pruriens sowie der unterschiedlichen
Wiederholungszahl der Behandlungen mit einer definierten Einwirkzeit (15 bis 60 min.)
dargestellt. Bei den Versuchsreihen erfolgte eine Langzeitbeobachtung (max. 14 Tage), um zu

uberprufen, ob das Wachstum des Myzels langfristig inhibiert werden konnte.

Folgende Beobachtungen konnten gemacht werden: Sowohl bei der Verwendung einer 1 %
igen Losung (w/v) wie auch bei einer 2 % igen Lésung (w/v), trat eine Inhibition des Myzels
ein. Die Ergebnisse waren bei einer 1 % igen Losung (w/v) zu ca. 50 % reproduzierbar, bei

einer 2 % igen Losung (w/v) traf dies sogar fast auf 75 % aller Ergebnisse zu.
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Tab. 8: Inkubation von S. ferax mit C. papaya. In der Tab. werden die Anzahl der wiederholten Behandlungen
sowie die unterschiedlichen Losungen (w/v) dargestellt. Zuséatzlich ist das Ergebnis nach 1-14 Tagen zu sehen.

Wirkstoff Losung Zeit Anwendung 1T 2T 7T 14T G
% (min.)
(w/v)

P 1 15 1 -- 0 0 + v r
P 1 15 2 -- 0 ++ - x nr
P 2 15 1 -- 0 0 + x nr
P 2 15 2 - 0 ++ - v r
P 1 30 1 -- 0 0 + v nr
P 1 30 2 -- 0 + 0 x
P 2 30 1 - 0 0 + x
P 2 30 2 -- 0 + 0 X nr
P 1 45 1 -- 0 + + x nr
P 1 45 2 -- 0 0 0 v nr
P 2 45 1 -- 0 + + x r
P 2 45 2 -- 0 0 0 x nr
P 1 60 1 -- + 0 - x r
P 1 60 2 -- 0 ++ 0 X nr
P 2 60 1 -- + 0 - x
P 2 60 2 -- 0 ++ 0 x

Legende flr die Tab. 8, 9 und 10

++ starke Zunahme des Myzels im Vergleich zum Vortag

+ leichte Zunahme des Myzels im Vergleich zum Vortag

0 kein Unterschied zum Vortag
- leichter Riickgang des Myzels im Vergleich zum Vortag

- starker Riickgang des Myzels im Vergleich zum Vortag

G Gesamturteil

Reproduzierbarkeit

v erfolgsversprechend

x keine Empfehlung fiir in vivo-Versuche
r reproduzierbar

nr nicht reproduzierbar
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Tab. 9: Inkubation von S. ferax mit M. pruriens. In der Tab. werden die Anzahl der wiederholten Behandlungen
sowie die unterschiedlichen Losungen (w/v) dargestellt. Zusétzlich ist das Ergebnis nach 1-14 Tagen zu sehen.

Wirkstoff Ldsung Zeit Anwendung

% (W/v)  (min.)
15
15

[ERN

Ol

15
15
30
30
30
30
45
45
45
45
60
60
60
60

nr

-

1

1
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Tab. 10: Inkubation von S. ferax mit C. papaya und M. pruriens. In der Tab. werden die Anzahl der
wiederholten Behandlungen sowie die unterschiedlichen Lésungen (w/v) dargestellt. Zusatzlich ist das Ergebnis
nach 1-14 Tagen zu sehen.

M+P 1 1 -- + 0 0 x nr
M+P 1 15 2 -- 0 + 0 x nr
M+P 2 15 1 - + 0 0 x r
M+P 2 15 2 - 0 + 0 x nr
M+P 1 30 1 - + - 0 x r
M+P 1 30 2 - 0 0 0 v r
M-+P 2 30 1 -- + - 0 v r
M+P 2 30 2 - 0 0 0 x nr
M+P 1 45 1 - 0 + 0 x r
M+P 1 45 2 - 0 0 0 v r
M+P 2 45 1 - 0 + 0 x r
M+P 2 45 2 - 0 0 0 x r
M+P 1 60 1 - ++ 0 0 x r
M+P 1 60 2 - 0 0 0 v nr
M+P 2 60 1 - ++ 0 0 x nr
M+P 2 60 2 - 0 0 0 x nr

Bei einem Vergleich der eingesetzten Extrakte (Tab. 8, 9 und 10) konnte beobachtet werden,
dass die meisten erfolgreichen Behandlungen bei einem Einsatz von M. pruriens zu erkennen
waren. In diesen Fallen war jedoch immer bei einer kurzen Einwirkzeit von 15 oder 30 min.
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eine 2 % ige Losung (w/v) erforderlich, um das Myzel entweder komplett abzuttten oder das
erneute Wachstum zu inhibieren. Ein Erfolg war schon bei einer 1 x Anwendung zu erkennen.
Nur bei einer langeren Inkubationszeit von 45 oder 60 min. war eine 1 % ige Losung (w/v)
ausreichend. Zusatzlich fiel auf, dass bei der Behandlung mit C. papaya die besten Ergebnisse
bei einer einmaligen Anwendung (1 x) und der kurzesten Einwirkzeit (15 min.) mit einer
1 % igen Lo6sung erzielt werden konnten. Bei einer kombinierten Inkubation mit den
Extrakten von M. pruriens und C. papaya war bei der Verwendung einer 1 % igen Losung
immer eine mehrfache Anwendung erforderlich um eine Inhibition zu erreichen, wéhrend bei

der Inkubation mit einer 2 % igen LAsung eine einfache Anwendung ausreichend war.

In Tab. 11 werden zusammenfassend die Ergebnisse dargestellt, die das Wachstum des
Myzels von S. ferax langfristig inhibieren konnten.
Tab. 11: Zusammenfassung der erfolgsversprechenden Inkubationen. Die Tab. zeigt, welche der eingesetzten

Extrakte bei zukinftigen in vivo-Versuchen eingesetzt werden konnten. Zusétzlich wird die erforderliche Lésung
sowie die notwendige Einwirkzeit und Wiederholung der Behandlung dargestelit.

Wirkstoff  Ldésung % Zeit Anwendung

W) (min.)
15
15
15
15
30
30
45
60
30
30
45

[xY

MEYEYEYEY Yl

M+P

RPINRFRPI RPN DNDNIDNDND
NIERINDNNPNNEFPINRFPRIDN -

Legende
P: C. papaya
M: M. pruriens

M+P: M. pruriens+C. papaya
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3.2.  Okologische Untersuchungen

Ein weiteres Forschungsgebiet neben den molekularbiologischen Untersuchungen in Bezug
auf Saprolegnia spp. stellten die Okologischen Untersuchungen dar. Dafir wurden die

physikochemischen Parameter und die Schuppenproben ausgewertet und analysiert.

3.2.1. Darstellung der physikochemischen Parameter 2009 bis 2015

Im Folgenden werden die Auswertungen der Temperatur, des O,-Gehalts und des pH-Wertes
in der Wupper von 2009 bis 2015 dargestellt. Ziel war es, zu Uberprifen, ob in diesem
Zeitraum eine Veranderung der Parameter beobachtet werden konnte. Ein besonderer Fokus
lag auf der Entwicklung der Temperatur, da 2013 die Ausschaltung des Heizkraftwerkes in

Barmen veranlasst wurde (Kap. 1.1.2.).

Die Abb. 31 A-C bis 37 A-C zeigen die physikochemische Parameter C°, O,-Gehalt und pH-
Wert an den unterschiedlichen Probestellen (flussaufwarts) an verschiedenen Tagen im

Jahresverlauf und an unterschiedlichen KM.

KM 62,9 und KM 57,3 befinden sich im Vorstadtbereich. Die dort gemessenen Parameter
konnen ggf. durch die Kaltwassereinspeisung der Talsperre Beyenburg beeinflusst worden

sein.

KM 53,0, KM 524 und KM 41,6 befinden sich im Innenstadtbereich und damit in
unmittelbarer Nahe der Warmwassereinleitungen der Heizkraftwerke Barmen (KM 52,8) und
Elberfeld (KM 46,0).

KM 36,7 und KM 41,6 liegen im Nachstadtbereich, in der Néhe der Klaranlage Buchenhofen
(KM 40,4), die die Gewasserglite nachhaltig beeinflusst.

Eine Abweichung der Probestellen gab es in den Jahren 2014 (Abb. 36 A-C) und 2015
(Abb. 37 A-C): Zusétzlich zu den Probenstellen der Vorjahre wurden bei KM 46,6 im
Innenstadtbereich Messungen durchgeflihrt. Ebenfalls fanden Messungen an KM 52,4 in
beiden Jahren statt. Dasselbe gilt fir KM 53,0, der 2014 und KM 53,1, der 2015 beprobt
wurde. Im Vorstadtbereich wurden 2014 und 2015 Messungen an KM 57,5 durchgefihrt.
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Abb. 31: Physikochemische Parameter der Wupper fur das Jahr 2009. Dargestellt werden folgende Parameter:
A: Temperatur [°C], B: O,-Gehalt [mg/ L], C: pH-Wert. Die Messungen erfolgten an unterschiedlichen Tagen
im Jahresverlauf sowie an unterschiedlichen KM im Flussverlauf und zwar an relevanten Stellen, wie z. B. in der
Né&he der HKW bzw. der KA.
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Temperatur

2009 konnten einige Temperaturauffalligkeiten beobachtet werden (Abb. 31 A): Im Januar
wurde eine sehr geringe Temperatur von ca. 0 °C im Vorstadtbereich (KM 62,9 und KM 57,3)
gemessen, die die optimale Entwicklung der Larven beeinflusst. Die Maximaltemperatur flr
ein Salmonidengewasser von 21,5 °C wurde im Juli (14.07.2009 an KM 41,6) sowie im
August (11.08.2009 an KM 36,7 und KM 41,6) fir die Adulten erreicht. Zusétzlich wurde im
November die Optimaltemperatur fir laichbereite Tiere bzw. die Ova mit ca. 15 °C an den
KM 36,7 und KM 41,6 tberschritten.

0,-Gehalt

Ein niedriger O,.Gehalt von 7 mg/ L (Abb. 31 B) konnte ausschlieBlich im August
(11.08.2009) an KM 36,7 gemessen werden, der allerdings fir ein Salmonidengewésser noch
im akzeptablen Bereich lag. Ergdnzend konnte festgestellt werden, dass der O,.Gehalt bei
jeder Messung im Verlauf des Jahres an KM 36,7 im Nachstadtbereich am niedrigsten war.
An allen Ubrigen Tagen wurden an jedem KM gewohnliche Schwankungen eines
Flielgewdssers gesehen.

pH-Wert

Bei den Messungen des pH-Wertes (Abb. 31 C) konnten zu keinem Zeitpunkt Auffalligkeiten
beobachtet werden. Der pH-Wert schwankte zwischen 7,4 und 8,0 und befand sich im
Idealbereich fur die Salmoniden.
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Abb. 32: Physikochemische Parameter der Wupper fir das Jahr 2010. Dargestellt werden folgende Parameter:
A: Temperatur [°C], B: O,-Gehalt [mg/ L], C: pH-Wert. Die Messungen erfolgten an unterschiedlichen Tagen
im Jahresverlauf sowie an unterschiedlichen KM im Flussverlauf und zwar an relevanten Stellen, wie z. B. in der

Nahe der HKW bzw. der KA.
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Temperatur

Abb. 32 A zeigt, dass 2010 sowohl im Sommer als auch im Winter die Idealtemperaturen an
einzelnen Tagen in allen drei Stadtbereichen tberschritten wurden. Wie 2009 (Abb. 31 A),
wurde im Juli (15.07.2010) an KM 36,7 und KM 41,6 eine erhdhte Temperatur von 21,5 °C
gemessen und damit der maximale Wert fir ein Salmonidengewésser erreicht
(Fischgewaésserrichtlinie 2006). Besonders im Oktober (11.10.2010), zur Laichzeit von
S. trutta, lagen die Temperaturen mit ca. 13 °C (KM 36,7 und KM 41,6) und 12 °C (KM
62,9) um 2 bzw. 3 °C lber dem Toleranzbereich, so dass keine optimalen Bedingungen fur
das Laichverhalten gegeben waren. Im November (16.11.2010) lag die Temperatur an den
KM 36,7 und KM 41,6 bei ca. 10 °C und damit im Maximalbereich.

0,-Gehalt

Ausschlief3lich im Juli (15.07.2010) und August (17.08.2010) konnten niedrige O, Werte
gemessen werden (Abb. 32 B). Wéhrend ein niedriger O,-Gehalt im Juli im Nachstadtbereich
(KM 36,7) gemessen werden konnte, war dies im August im Vorstadtbereich (KM 62,9)
maoglich. An keinem Tag lag der O,.Gehalt bei < 6mg/ L und war, bis auf die zwei
Tagesmessungen, in dem fur ein Salmonidengewésser vorgeschriebenen Optimalbereich

(Fischgewasserrichtlinie 2006).

pH-Wert

Im Juni (17.06.2010) lag die Messung bei ca. 9,5 im Vorstadtbereich (KM 62,9) (Abb. 32 C)
und war damit fir die Wupper relativ hoch. An allen anderen Tagen und Probestellen betrug

der gemessene pH-Wert im Normbereich zwischen 7,0 und 8,0.
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Abb. 33: Physikochemische Parameter der Wupper fir das Jahr 2011. Dargestellt werden folgende Parameter:
A: Temperatur [°C], B: O,-Gehalt [mg/ L], C: pH-Wert. Die Messungen erfolgten an unterschiedlichen Tagen
im Jahresverlauf sowie an unterschiedlichen KM im Flussverlauf und zwar an relevanten Stellen, wie z. B. in der

Nahe der HKW bzw. der KA.
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Temperatur

Auch 2011 (Abb. 33 A) konnten einige Temperaturauffalligkeiten beobachtet werden: Im Juli
(13.07.2011) wurden an KM 52,4 ca. 20 °C erreicht. 2011 konnte in den Wintermonaten eine
ahnliche Temperatur an einzelnen Tagen wie 2010 (Abb. 32 A) gemessen werden. Die
Temperatur war im Oktober und November an allen KM fast kontinuierlich warm: Das
Maximum wurde am 03.11.2011 an den KM 36,7 und KM 41,6 mit ca. 16 °C erreicht, der
deutlich iber dem definierten Grenzwert von 10 °C lag.

0O,-Gehalt

2011 konnte im Mai (17.05.2011) an KM 53,0 ein sehr geringer Wert von ca. 1,5 mg/ L
gemessen werden (Abb. 33 B). Im Juli (13.07.2011) wurde ebenfalls nur an einem Tag ein
Wert von ca. 7 mg/ L an KM 41,6 ermittelt, wahrend der O,-Gehalt an allen ibrigen Tagen im

vorgeschriebenen Bereich lag.

pH-Wert

2011 konnten im Januar und Marz an zwei Tagen im Vorstadtbereich (04.01.2011 an
KM 62,9 sowie am 14.03.2011 an KM 57,3) vergleichsweise niedrige pH-Werte von 7,1 und
7,2 gemessen werden (Abb. 33 C). Im Juni (01.06.2011) und Juli (27.07.2011) war der pH-
Wert von 8,0 an KM 41,6 etwas hoher.
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Abb. 34: Physikochemische Parameter der Wupper fiir das Jahr 2012. Dargestellt werden folgende Parameter:
A: Temperatur [°C], B: O,-Gehalt [mg/ L], C: pH-Wert. Die Messungen erfolgten an unterschiedlichen Tagen
im Jahresverlauf sowie an unterschiedlichen KM im Flussverlauf und zwar an relevanten Stellen, wie z. B. in der

Néahe der HKW bzw. der KA.
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Temperatur

Im Vergleich zu den beiden vorherigen Jahren konnte 2012 (Abb. 34 A) nur an zwei Tagen
eine Temperaturerh6hung im Jahresverlauf gemessen werden. Im Juli (05.07.2012) wurde die
maximale Temperatur von 21,5 °C eines Salmonidengewassers mit ca. 23 °C an den KM 36,7
und KM 41,6 deutlich Gberschritten. Im Oktober (08.10.2012 an allen KM) waren die
Temperaturen mit ca. 12 °C ebenfalls erhoht.

0O,-Gehalt

Bei den Messungen des O,-Gehalts (Abb. 34 B) fielen nur zwei Messungen von ca. 8 mg/ L
im Juni (18.06.2012) und August (29.08.2012) auf. Beide Probestellen befinden sich im
Nachstadtbereich an KM 36,7, hinter den Warmwassereinleitungen.

pH-Wert

Es konnte wahrend des Jahresverlaufes nur an einem Tag (02.02.2010) ein fir die Wupper
relativ hoher pH-Wert von ca. 8,8 im Vorstadtbereich an KM 62,9 gemessen werden
(Abb. 34 C).
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Abb. 35: Physikochemische Parameter der Wupper fur das Jahr 2013. Dargestellt werden folgende Parameter:
A: Temperatur [°C], B: O,-Gehalt [mg/ L], C: pH-Wert. Die Messungen erfolgten an unterschiedlichen Tagen
im Jahresverlauf sowie an unterschiedlichen KM im Flussverlauf und zwar an relevanten Stellen, wie z. B. in der

Néhe der HKW bzw. der KA (veréndert nach Damrow 2014).
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Temperatur

Die Messungen des Jahres 2013 (Abb. 35 A) &hnelten denen von 2012 (Abb. 34 A). Im Juli
und August konnten kaum Auffalligkeiten festgestellt werden, allerdings im Oktober und
November: Im Oktober lag die Temperatur zwischen 13-12 °C, flussabwarts betrachtet, im

November hingegen an allen Probestellen zwischen 9-11 °C.

0O,-Gehalt

Im Juli (22.07.2013) und August (19.08.2013) konnten, wie bereits in den Jahren zuvor, an
KM 36,7 O,-Werte von ca. 8 mg/ L gemessen werden (Abb. 35 B). Beide Werte lagen im

gesetzlichen Rahmen (Fischgewasserrichtlinie 2006).

pH-Wert

2013 konnten an drei Tagen im Jahresverlauf (10.01.2013, 13.05.2013, 11.12.2013) Werte
von ca. 7,3 gemessen werden (Abb. 35 C). Allerdings waren jeweils im Januar und Dezember
die Werte im Vorstadtbereich niedrig. Diese Messungen &hnelten den Monaten und
Probestellen aus dem Jahr 2010 (Abb. 32 C).
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Abb. 36: Physikochemische Parameter der Wupper fiir das Jahr 2014. Dargestellt werden folgende Parameter:
A: Temperatur [°C], B: O,-Gehalt [mg/ L], C: pH-Wert. Die Messungen erfolgten an unterschiedlichen Tagen
im Jahresverlauf sowie an unterschiedlichen KM im Flussverlauf und zwar an relevanten Stellen, wie z. B. in der
Néhe der HKW bzw. der KA.
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Temperatur

Wie bereits in den Vorjahren (2011 bis 2013) konnten 2014 (Abb. 36 A) im Sommer keine
auffalligen Werte gemessen werden, die sich fiir die Adulten als kritisch erweisen. Allerdings
war auch in diesem Jahr wieder der Monat Oktober problematisch, an dem tageweise die
Temperatur zwischen 17-14 °C flussaufwarts lag (20.10.2014 an den KM 36,7 und KM 41,6).
Sie war zwar im November um 4 °C gesunken, lag aber mit 12 °C immer noch tber dem

festgesetzten Richtwert zur Laichzeit (Kap. 1.1.2).

0,.Gehalt

2014 (Abb. 36 B) konnte nur an zwei Tagen im Jahr (13.01.2014 und 08.04.2014) ein
niedriger Wert von 7,5 mg/ L gemessen werden - und nicht, wie in den Vorjahren im Juli und
August. Ein weiterer Unterschied bei den Messungen im Vergleich zu den Vorjahren konnte
nicht nur in den Monaten gesehen werden, sondern auch bei den KM: Erstmalig wurde ein
niedriger Wert im Innenstadtbereich an KM 53,1 in der Nahe des Heizkraftwerks Barmen

gemessen.

pH-Wert

2014 (Abb. 36 C) konnte ausschlieBlich im Dezember ein niedriger pH-Wert von ca. 7,3 an
KM 52,3 gemessen werden (15.12.2014). An allen anderen Tagen lagen die Messungen
zwischen 7,4 und 7,8. Die Werte im Februar von ca. 8,3 lagen im Normbereich.
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Abb. 37: Physikochemische Parameter der Wupper fiir das Jahr 2015. Dargestellt werden folgende Parameter:
A: Temperatur [°C], B: O,-Gehalt [mg/ L], C: pH-Wert. Die Messungen erfolgten an unterschiedlichen Tagen
im Jahresverlauf sowie an unterschiedlichen KM im Flussverlauf und zwar an relevanten Stellen, wie z. B. in der
Néhe der HKW bzw. der KA.
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Temperatur

Auch 2015 (Abb. 37 A) konnten im Juli und August keine Uberschreitungen des Grenzwertes
beobachtet werden. Wie in den Jahren zuvor, wurden im Oktober und November stellenweise
deutliche Temperaturerhohungen im Nachstadtbereich gemessen. Wahrend die Temperatur im
Oktober am 12.10.15 an KM 36,7 bei 12 °C lag, konnte im November im Vergleich zu allen
vorherigen Jahren die hochste Temperatur von ca. 17 °C an KM 36,7 gemessen werden. Die
Temperatur nahm zwar flussaufwarts ab, lag aber an allen anderen Probestellen immer noch
im erhohten Bereich, z. B. in der Vorstadt (KM 62,8) bei ca. 11 °C.

0,-Gehalt

2015 (Abb. 37 B) war das einzige Jahr, in dem an drei Tagen niedrige O,.Werte von 8 mg/ L
gemessen werden konnten (27.04.2015, 22.06.2015 und 15.07.2015), die jeweils im
Nachstadtbereich an KM 36,7 lagen, sich allerdings noch im Grenzbereich befanden

(Fischgewasserrichtlinie 2006).

pH-Wert

2015 konnte keine Auffalligkeit bei den Messungen des pH-Wertes beobachtet werden
(Abb. 37 C). Die Werte lagen im gesamten Jahresverlauf an allen Probestellen kontinuierlich
zwischen 7,3 und 8,0. Im Jahresvergleich lagen die pH-Werte im vorgeschriebenen Bereich

(Fischgewasserrichtlinie 2006).
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3.2.2. Auswertung der Schuppenproben

Im Folgenden werden zunéchst die Altersbestimmungen von S. trutta und T. thymallus
beschrieben. Anschlielend erfolgt die Darstellung der Berechnung des Langenzuwachses in
den einzelnen Jahren. Beide Aspekte wurden hinsichtlich der Auffalligkeiten in den
unterschiedlichen Stadtbereichen untersucht. Insgesamt wurden die Schuppenproben von 397

Salmoniden analysiert und ausgewertet.

3.2.2.1.Altersbestimmung der Salmoniden an den unterschiedlichen KM und im

Jahresvergleich

Die Abb. 38, 39 und 40 stellen das Alter von S. trutta und T. thymallus in den Jahren 2012,
2013 und 2015 dar. Neben dem Vergleich der beiden Arten erfolgte zusétzlich ein Vergleich
der einzelnen KM in den einzelnen Stadtbereichen. Grundsétzlich handelte es sich um eine

Stichprobe. Einziges Ausschlusskriterium war eine Korperlange von > 20 cm (Kap. 2.3.2.).

Auffallig war, dass 2012 (Abb. 38) in allen Stadtbereichen vorwiegend Fische beprobt
wurden, die sich im zweiten Lebensjahr befanden. KM 54,5 war der einzige, an dem alle
Altersklassen vertreten waren. Von T. thymallus konnten jeweils nur an insgesamt 3 Stellen
(KM 61,4, KM 51,1 und KM 46,3) Proben genommen werden, die sich im zweiten
Lebensjahr befanden. An KM 56,9 und KM 41,6 konnte T. thymallus nicht gefangen und

beprobt werden. In

Tab. 13 (s. Anhang) wird die Gesamtzahl der beprobten Salmoniden in Bezug auf die
Altersverteilung im Jahr 2012 an den einzelnen KM dargestellt.
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Abb. 38: Altersverteilung von S. trutta (BF) und T. thymallus (A). In der Abb. werden die erreichten
Lebensjahre beim Zeitpunkt der Probenentnahme (2012) an den unterschiedlichen KM dargestellt.

< Kennzeichnung der Stadtbereiche (Nachstadt: KM 41,6 Innenstadt: KM 46,1 - KM 54,5 Vorstadt KM
56,9 - KM 61,4)

2013 (Abb. 39) wurden im Vergleich zu 2012 mehr Fische beprobt, die sich im ersten
Lebensjahr befanden - und zwar in allen Stadtbereichen. Dabei war der Anteil von
T. thymallus und S. trutta gleich verteilt. Bei den beprobten Fischen, die sich 2013 im dritten
oder vierten Lebensjahr befanden, handelt es sich fast ausschlieRlich (bis auf eine Ausnahme
an KM 46,3) um S. trutta. Im Innenstadtbereich war KM 53,5, die einzige Probenstelle, an der
Salmoniden gefangen wurden, die sich im vierten Lebensjahr befanden. Sie liegt unterhalb
KM 54,5, die 2012 die einzige Probenstellen war, an der Fische der gleichen Altersklasse
gefangen wurden. 2013 wurden im Vergleich zu 2012 ausschlieBlich an einer einzigen
Probenstelle (KM 46,1) T. thymallus gefangen, die sich im zweiten Lebensjahr befanden. In
Tab. 14 (s. Anhang) wird die Gesamtzahl der beprobten Salmoniden in Bezug auf die

Altersverteilung im Jahr 2013 an den einzelnen KM dargestellt.
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Abb. 39: Altersverteilung von S. trutta (BF) und T. thymallus (A). In der Abb. werden die erreichten
Lebensjahre beim Zeitpunkt der Probenentnahme (2013) an den unterschiedlichen KM dargestellt (verandert
nach Damrow 2014).

<— Kennzeichnung der Stadtbereiche (Nachstadt: KM 41,6 Innenstadt: KM 46,1 - KM 53,5 Vorstadt KM
61,4)

In allen drei Jahren waren an den unterschiedlichen KM alle Altersklassen vertreten. Am
auffalligsten war der Innenstadtbereich. Im Jahresvergleich wurden 2015 (Abb. 40) hier die
meisten Fische beprobt, die sich im vierten Lebensjahr befanden (KM 46,1, KM 51,1 und
KM 53,5). 2015 konnten, wie auch 2012, von T. thymallus im Vorstadtbereich an KM 61,4
ausschlieBlich Fische beprobt werden, die sich im zweiten Lebensjahr befanden. Wie bereits
in den Vorjahren, befanden sich die meisten Fische im zweiten oder dritten Lebensjahr. Im
Jahresvergleich waren Schwankungen im Nachstadtbereich an KM 41,6 zu beobachten: 2012
konnte keine T. thymallus gefangen und beprobt werden, S. trutta befand sich im dritten
Lebensjahr. Wahrend 2013 beide Salmonidenarten zum Zeitpunkt der Probenentnahme im
ersten oder zweiten Lebensjahr waren, wurde 2015 fur beide Arten das zweite oder dritte
Lebensjahr berechnet.

Bei einem Vergleich zwischen dem Vor- und Nachstadtbereich fiel auf, dass im

Vorstadtbereich T. thymallus entweder nicht gefangen und beprobt werden konnte (2013),
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oder sich die Fische im zweiten Lebensjahr befanden (2012 und 2015). Im Vergleich zu den
Vorjahren lieR sich besonders an KM 41,6 bei der Altersverteilung von T. thymallus eine
Veranderung beobachten. Wahrend 2012 (Abb. 38) keine Tiere gefangen werden konnten,
wurde hingegen 2013 (Abb. 39) das Alter der beprobten Tiere auf max. 2 Jahre berechnet.
2015 (Abb. 40) konnten sogar Tiere beprobt werden, die sich im dritten Lebensjahr befanden.
In Tab. 15 (s. Anhang) wird die Gesamtzahl der beprobten Salmoniden in Bezug auf die

Altersverteilung im Jahr 2015 an den einzelnen KM dargestellt.
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Abb. 40: Altersverteilung von S. trutta (BF) und T. thymallus (A). In der Abb. werden die erreichten
Lebensjahre beim Zeitpunkt der Probenentnahme (2015) an den unterschiedlichen KM dargestellt.

<— Kennzeichnung der Stadtbereiche (Nachstadt: KM 41,6 Innenstadt: KM 46,1 - KM 53,5 Vorstadt KM
61,4)
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3.2.2.2. Berechnungen des Langenzuwachses an den unterschiedlichen KM

Die Abb. 41, 42 und 43 stellen den L&ngenzuwachs ausgewahlter Salmoniden in den
einzelnen Jahren, basierend auf dem Rickrechnungsmodell von Dahl-Lea (Kap. 2.5.2.2.),
dar. Die Bezeichnungen L12 +, L13 + und L15 + bedeuten, dass das Wachstum des
Fangjahres noch nicht abgeschlossen ist. Die Langenriickrechnungen der Vorjahre basieren

auf der jeweiligen Fangléange des im Diagramm angegebenen Jahres.

Bei einem Vergleich des Langenzuwachses ausgewahlter Salmoniden (Abb. 41), jeweils
beginnend im Jahr 2012 und auf Rickrechnungen basierend bis zum Jahr 2008 (s. Anhang,
Tab. 20), fiel auf, dass die ausgewéahlten Exemplare von 2010 bis 2011 an allen Probenstellen
den grofiten Zuwachs hatten. Bis auf einige Ausnahmen konnte in den einzelnen Jahren tber
die Probestellen verteilt beobachtet werden, dass das Langenwachstum relativ gleichmaliig
verlief. Bzgl. des Langenwachstums gab es folgende Ausnahmen: XII-F9 hatte, bei einem
Vergleich zu den anderen Zuwéchsen in L12 + einen sehr geringen Zuwachs, der allerdings
fiir das Jahr noch nicht abgeschlossen war. Die gleiche Beobachtung konnte fiir XI1-C2 und
XII-A3 gemacht werden. Im Vergleich dazu hatte XII-D3 von allen exemplarisch
ausgewadhlten Individuen den grofiten Zuwachs fir diesen Zeitraum. Bei den zwei grofiten
Fischen (X11-D3 und X11-D2) handelte es sich jeweils um S. trutta.

KM 41,6/ BF/ XII-Q5

KM 41,6/ BF/ XII-P9 [ ]
KM 46,1/ A/ XII-27 1
KM 46,1/ A/ XII-Y8

KM 46,3/ BF/ XII-H9 ]

£ KM 46,3/ BF/ XII-H6 |
3 KM46,3/ A/ XII-G5
S KM 51,1/ BF/ XII-F9 ] mL12+
S KM51,1/A/XI-F5
£ KM 53,5/ BF/XII-ES mL11-10
< KM 53,5/ BF/ XII-E1 ] 1L 10-09
S KM 54,5/BF/XII-D3

KM 54,5/ BF/ XII-D2 [1L 09-08

|
KM 54,5/ A/ XII-C2

KM 56,9/ BF/ XII-A6 ]

KM 61,4/ BF/ XII-R3 — ]
KM 61,4/ A/ XII-A3

T T T T T 1

0 100 200 300 400 500
Lange in [mm]

Abb. 41: Langenzuwachs ausgewahlter Salmoniden. Dargestellt wird der L&ngenzuwachs von S. trutta und
T. thymallus an den unterschiedlichen KM.
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Bei einem Vergleich der berechneten Zuwachse ausgewahlter Salmoniden (Abb. 42), jeweils
beginnend im Jahr 2013 und auf Rickrechnungen basierend bis zum Jahr 2010 (s. Anhang,
Tab. 20), fiel auf, dass der grofite Langenzuwachs von 2011 bis 2012 stattgefunden hatte.
Dies traf auf alle hier dargestellten Exemplare zu. Bis auf wenige Ausnahmen war der
Zuwachs in den einzelnen Jahren gleichmaliig verteilt, auch an allen unterschiedlichen KM.
Eine Ausnahme bildete XI1I1-F9. Hierbei handelte es sich um eine S. trutta, die in allen Jahren
den gleichen Zuwachs gezeigt hat. Obwohl die Gesamtgréfie bei ca. 650 mm lag, befand sie
sich erst im dritten Lebensjahr. Zwei weitere Ausnahmen bildeten XIII-E9 und XIII-C6:
Beide Fische hatten in L13 + einen relativ geringen Zuwachs von ca. 40 mm. Allerdings muss

beriicksichtigt werden, dass das Wachstum fur dieses Jahr noch nicht abgeschlossen war.

KM 41,6/ BF/ XIlI-02
KM 46,1/ BF/ XIlI-N4
KM 46,1/ BF/ XIlI-E3

KM 46,3/ A/ XIII-E9

£ KM 46,3/BF/ Xill-M8

2 KM 46,3/ BF/ XIII-F9

& KM51,1/BF/ Xill-K1 mL13+
= i

£ KM53,5/A/XII-KS w1211
S KM 53,5/ BF/ XIll-i6

S 0L 11-10

KM 53,5/ BF/ XII1-B2
KM 53,5/ BF/ XIlI-C6

KM 61,4/BF/ XlIl-i5
KM 61,4/ BF/ XllI-A2

T T T T T T 1
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Abb. 42: Langenzuwachs ausgewahlter Salmoniden. Dargestellt wird der L&ngenzuwachs von S. trutta und
T. thymallus an den unterschiedlichen KM

Die Zuwdachse der in Abb. 43 dargestellten Fische waren von 2014 bis 2013 am grof3ten. Sie
basieren auf Ruckrechnungen, beginnend im Jahr 2015 bis zum Jahr 2011 (s. Anhang, Tab.
20). Die beobachtete GroRe entspricht den Darstellungen aus den zuvor beschriebenen
Abbildungen. Vergleichend konnte festgestellt werden, dass jeweils das Jahr vor dem ,,plus
growth* das am stéarksten ausgepragt war. Wie auch in den vorherigen Abbildungen sichtbar,
kann auch in Abb. 43 gesehen werden, dass die Zuwachse bis auf einige Ausnahmen in den
unterschiedlichen Jahren und Probenstellen relativ konstant waren. Im Vergleich zu 2013
waren 2015 allgemein die kirzesten Zuwéchse zu sehen. Die markantesten Beispiele stellen

die Proben XV-D6 (ca. 5 mm) und XV-B2 (ca. 10 mm) in L15 + dar. Der grofite Fisch (XV-
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H8) hatte jedoch keine besonderen Merkmale bzgl. des L&ngenzuwachses in den

unterschiedlichen Jahren.

KM 41,6/BF/ XV-K7 I
KM 41,6/ A/ XV-K3 ]
KM 46,1/ BF/ XV-i9 —
KM 46,1/BF/ XV-HS
KM 46,1/ BF/ XV-H7 I
KM 51,1/ BF/ XV-P2 |
KM 51,1/ A/ XV-E1 I mL15+
KM 51,1/ BF/ XV-E9 I |
KM 53,5/ A/ XV-L9 ] WLl14-13
KM 53,5/ BF/ XV-D6 R
KM 53,5/ A/ XV-B4 I
KM 53,5/ BF/ XV-C5 I | oL12-11
KM 61,4/ BF/ XV-B2 —
KM 61,4/ BF/ XV-A2 |
KM 61,4/ A/ XV-A1
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Abb. 43: Léngenzuwachs ausgewahlter Salmoniden. Dargestellt wird der L&ngenzuwachs von S. trutta und
T. thymallus an den unterschiedlichen KM.
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4. Diskussion

4.1.  Mukusproben als Nachweismdoglichkeit von Saprolegnia spp. bei Salmo trutta und
Thymallus thymallus an den unterschiedlichen KM im Jahresvergleich

Die im Rahmen dieser Arbeit beobachteten Verdnderungen der Fischhaut haben dazu gefiihrt,
dass Mukusproben genommen und auf Pilzbefall getestet wurden. Die durchgefuhrten
molekularbiologischen Untersuchungen zur Detektion des Pilzes zeigten einen Befall von ca.
52 % bei S. trutta und von ca. 43 % bei T. thymallus. Im folgenden Abschnitt werden
Einflussfaktoren und Lebensbedingungen von Salmoniden anhand der erhobenen Ergebnisse
diskutiert. Die von den Salmoniden enthommenen Mukusproben stammten ausschlie3lich von
adulten Tieren. Es konnten nicht nur Unterschiede zwischen den einzelnen Arten, sondern

auch in den einzelnen Jahren und bei den unterschiedlichen KM festgestellt werden.

Saprolegnia spp. und die saisonale Verbreitung in Abhangigkeit der Temperatur

Zur saisonalen Verbreitung von Saprolegnia spp. gibt es, allgemein betrachtet, zahlreiche
widerspruchliche Untersuchungen. Die Saprolegniaceae zeigen in Abhédngigkeit der
Temperatur eine saisonale Periodizitat in ihrem Auftreten und ihrer Abundanz (Hughes 1962).
In der Wupper konnten ebenfalls im Jahresvergleich unterschiedliche Beobachtungen bzgl.

des saisonalen Vorkommens gemacht werden:

2012 (Abb. 24) konnte im September ein hoherer Befall bei den Salmoniden der Wupper
festgestellt werden als im Mai. Die Temperatur lag zu diesem Zeitpunkt bei ca. 18 °C und war
damit vergleichsweise hoch. Im Mai konnten an deutlich weniger Probenstellen infizierte
Fische nachgewiesen werden, bei einer viel niedrigeren Temperatur flussaufwérts zwischen
9 °C (KM 15,6) und 4 °C (KM 56,9). Eine Erklarung fir den akkumulierten Nachweis im
Herbst 2012 konnte eine Verschiebungen der Laichzeit bzw. eine Veranderungen des
Laichverhaltens sein. 2012 lagen die Temperaturen zwischen 23 °C im Juli und ca. 19 °C im
September (Abb. 34 A). Dadurch konnte die Laichreife evtl. verfriiht eingesetzt haben. Zu
dieser Zeit kommt es bei Salmoniden zu Veranderungen im endokrinen System (Pickering &
Willoughby 1982): Bei Milchnern werden dann viele Androgene nachgewiesen. Dazu zéhlt
ein erhohter Level steroider Hormone (z. B. Cortisol und gonadale Steoride). Doch auch
morphologische Veranderungen der Epidermis (Pickering & Macey 1977), wie z. B. die
Abnahme der mukus-sekretierenden Globet-Zellen (Cross & Willoughby 1989), kdnnen
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nachgewiesen werden. Beim Kampf um Laichbetten entstehen oft kutane Verletzungen: Bei
Rognern ist die schitzende Mukusschicht durch Kdmpfe um Laichbetten angegriffen. Diese
physiologischen Veranderungen sind die Hauptursache fur eine hohe Anfélligkeit gegenuiber
Infektionen (Willoughby 1994), da sie zu einer Schwéchung des Immunsystem fuhren
(Hamers & Schreckenbach 2002, Valladao et al. 2014).

Das Jahr 2013 (Abb. 26) hat eine komplette Verdnderung bzgl. der saisonalen Verbreitung
von Saprolegnia spp. gezeigt: Im April war an allen Probestellen ein wesentlich héherer
Befall erkennbar als 2012. Allerdings waren die Temperaturbedingungen mit durchschnittlich
ca. 5 °C im Flussverlauf ahnlich. Obwohl der September mit 15 °C eine vergleichbare

Temperatur hatte wie 2012, konnte bei weniger Fischen ein Befall festgestellt werden.

Die Beobachtungen des Jahres 2013 setzten sich 2015 (Abb. 28) fort. Wie 2013 war der
Befall im Mai am hdéchsten, allerdings konnte eine Abnahme der Temperatur flussaufwérts
(15 °C bei KM 41,6 und 7 °C bei KM 61,4) gemessen werden. An beiden Probestellen waren
ca. 50 % aller beprobten Fische mit Saprolegnia spp. befallen.

Die Saisonalitit einiger Arten der Saprolegniaceae wurde als erstes von Coker (1923)
beschrieben. Seitdem wird untersucht, welche 6kologischen Bedingungen die Verteilung in
natirlichen Systemen beeinflussen. Coker (1923) und Samutsevits (1931) konnten zeigen,
dass die unterschiedlichen Arten im Fruhjahr ihr Maximum erreichen. Im Unterschied dazu
konnten Naumov (1954) und Dudka (1965) zeigen, dass eine maximale Verbreitung ebenfalls
im spéten Herbst stattfinden kann. Diese kontroversen Beobachtungen wurden auch in der
Wupper gesehen. Es konnte deutlich gezeigt werden, dass es bei der Haufigkeit des Befalls zu
einer Verschiebung von Herbst zu Friihjahr gekommen war. Die Befischungen wurden im
Frihjahr und Herbst durchgefiihrt, so dass ein Zusammenhang zwischen dem hohen Befall
mit Saprolegnia spp. und der Jahreszeit hergestellt werden kann. Generell nimmt die
Konzentration der Sporen im Jahresverlauf besonders im friihen Herbst und Friihling zu
(Langvad 1994). Daher sind Salmoniden meist zu diesen Jahreszeiten von einer Infektion
betroffen (Lehnen & Powell 1993). Allerdings schien der Befall bei den Wuppersalmoniden
nicht eindeutig im Zusammenhang mit der Temperatur zu stehen. Ein Nachweis war sowohl
bei niedrigen Temperaturen von ca. 5 °C als auch bei relativ hohen Temperaturen von ca.

18 °C an den unterschiedlichen Probestellen mdglich.

Diese Ergebnisse unterschieden sich eindeutig von vorherigen Untersuchungen: Kales (2001)

konnte einen Zusammenhang zwischen tieferen Wassertemperaturen und dem Befall mit
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Saprolegnia spp. zeigen. Besonders bei niedrigen Wassertemperaturen waren Verluste beli
S. trutta durch Saprolegnia spp. zu verzeichnen (Shahbazian et al. 2010). Olah & Farkas
(1978) und Czeczuga et al. (2005) konnten in ihren Untersuchungen ebenfalls zeigen, dass
Saprolegniaceae niedrige Wassertemperaturen praferieren, die zwischen 0-5 °C liegen. Hohe
Temperaturen beeintrachtigen normalerweise den Lebenszyklus von Saprolegnia spp., da die
Anzahl der beweglichen Zoosporen, die wesentlich beim Parasitieren beteiligt sind und der

Zeitraum der Produktion von Zoosporen, abnimmt (Kitancharoen et al. 1997).

Der Nachweis von Saprolegnia spp. an den unterschiedlichen Probestellen

Sowohl im Vor- als auch im Nachstadtbereich konnte 2012 (Abb. 23) bei T. thymallus ein
100 % iger Befall mit Saprolegnia spp. beobachtet werden, der im Vorstadtbereich allerdings
nur bei KM 56,9 zu sehen war. T. thymallus findet in diesen Bereichen keine geeigneten
Lebensbedingungen. In keinem Jahr konnten Mukusproben von T. thymallus an KM 61,4
genommen werden oder die Fische waren nicht mit Saprolegnia spp. befallen. Basierend auf
diesen Ergebnissen lasst sich vermuten, dass sich die Lebensbedingungen in der Vorstadt flr
T. thymallus durch die Einspeisung von kaltem Tiefenwasser der Talsperre negativ verandert
haben (Kap. 1.1.2.). Dieser Bereich befindet sich in der ausgewiesen Aschenregion, so dass
ein hohes Vorkommen nachweisbar sein misste (Abb. 1). In der Nachstadt fihren
akkumulierte Einleitungen der Heizkraftwerke sowie des Klarwerks, eine, besonders in den
Wintermonaten, erhéhte Temperatur nach sich. Hier war nicht nur bei T. thymallus ein
100 % iger Befall zu sehen, sondern auch bei S. trutta. Im Vergleich dazu war der Befall in
der Innenstadt bei beiden Arten verhaltnismaRig gering. An KM 41,6 konnte kein Befall bei
T. thymallus beobachtet werden, da die Populationsdichte auf Grund der Einleitungen des

Klarwerks gering und T. thymallus schwer zu beproben war.

2013 (Abb. 25) war der geringste Befall mit Saprolegnia spp. zu sehen, obwohl in allen
Jahren der Stichprobenumfang ahnlich war. Wie bereits im Vorjahr, konnten auch 2013 die
meisten Nachweise im Vor- und Nachstadtbereich erbracht werden. An allen Probenstellen
uberwog der Anteil der befallenen S. trutta. Von T. thymallus konnten vergleichsweise

weniger Proben genommen werden bzw. waren die Tiere nicht infiziert.

Im Jahr 2015 (Abb. 27) wurde eine eindeutige Zunahme des Befalls mit Saprolegnia spp. bei
beiden Arten beobachtet. Wahrend der Befall bei S. trutta zwischen ca. 50 % - 90 %, verteilt

an allen Probenstellen lag, waren ca. 15 % - 75 % aller T. thymallus infiziert. Besonders
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auffallig war der héchste Nachweis im Innenstadtbereich an KM 53,5 bei S. trutta. Diese
Probenstelle befindet sich in der Nahe das Heizkraftwerks Barmen, das allerdings seit
Oktober 2013 nur sporadisch fur wenige Wochen im Jahr in Betrieb genommen wird (Abb.
35 bis 37).

Die meisten Fische waren 2012 (Abb. 23) und 2015 (Abb. 27) mit Saprolgenia spp. infiziert,
auch der Anteil von T. thymallus war hoch. Bezogen auf die relative Haufigkeit und die
absolute Zahl lieR sich in diesen beiden Jahren kaum ein Unterschied bei dem Befall mit
Saprolegnia spp. feststellen - trotz identischer Fangmethode und DNA-Extraktion, so dass

diesbzgl. Fehler ausgeschlossen werden konnten.

S. trutta und T. thymallus: VVergleich der Arten in Bezug auf den Befall

In allen Jahren war S. trutta Ofter befallen als T. thymallus. Ein Grund dafur kdnnte die
groRere und stabilere Population von S. trutta sein. Gleichzeitig kann vermutet werden, dass
S. trutta gegenliber Saprolegnia spp. anfalliger ist als T. thymallus. Diese Hypothese griindet
darauf, dass der Bestand von S. trutta regelmafig durch BesatzmalRnahmen gestiitzt wird.
Besatzfische kdnnen als Risikofaktoren betrachtet werden: Einerseits konnen sie Saprolegnia
spp. ins Flielgewdasser auf Grund einer zuvor nicht erkannten Infektion und daraus
resultierend fehlender Behandlung, eintragen. Der Eintrag von Parasiten oder anderen
Erkrankungen in ein FlieBgewasser kann durch morphologisch unauffallige Besatzfische
geschehen - ein Befall im Anfangsstadium kann meist nur auf molekularbiologischer Ebene

erfolgen. Daher bleibt eine Infektion in diesem Stadium flr die Zuchter oftmals unerkannt.

Andererseits kénnen sie durch die oftmals hohe Besatzdichte im Bruthaus ein geschwéchtes
Immunsystem besitzen, so dass sie die invadierenden Sporen im FlieRgewasser nicht
sezernieren konnen. Nach dem Besatz missen sich die Fische an die Temperaturen sowie ggf.
Schwankungen in der Wupper adaptieren. Zuséatzlich erfolgte eine Umstellung auf das
vorherrschende Nahrungsangebot - die Nahrungsaufnahme geschieht z. T. nicht mehr
regelmaRig bzw. kann es zu einer veranderten Nahrungszusammensetzung, in Abhangigkeit
der zur Verfigung stehenden Organismen, kommen. Auf Grund der verdnderten
Lebensbedingungen fur die ausgesetzten Tiere kann eine Infektion schneller ausbrechen. Im
Vergleich zu S. trutta bildet T. thymallus eine autochthone Population, die gegeniber

verschiedenen Umwelteinfliissen wahrscheinlich robuster ist.
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Pathogenitat der unterschiedlichen Arten von Saprolegnia spp.

Nach dem erfolgreichen Nachweis von Saprolegnia spp. wurde eine Stichprobe von
Salmoniden auf den Befall mit S. parasitica getestet (Tab. 7). In allen Fallen konnte diese Art
nachgewiesen werden. Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass die Pathogenitat der
unterschiedlichen Saprolegnia-Arten in Abhadngigkeit der untersuchten Fischart und der

Region steht:

S. parasitica zahlt zu den Oomyceten, die als Fischpathogen besonders schadlich sind und
teilweise fir den Rickgang naturlicher Salmonidenpopulationen oder anderer
SuRwasserfische verantwortlich sind (van West 2006). Besonders bei den im FlieBgewésser
lebenden S. trutta verursacht S. parasitica Saprolegniosis (Hatai & Hoshiai 1992, Noga 1993,
Diéguez-Uribeondo et al. 1996, Pottinger & Day 1999, Hussein et al. 2001, Fregenda-Grandes
et al. 2007). Die Untersuchungen von Willoughby (1994) haben gezeigt, dass Salmoniden
gegenuiber S. ferax nicht vulnerabel sind, sondern S. parasitica als Fischpathogen agiert.
Stueland et al. (2005) konnten diese Ergebnisse verifizieren, indem nachgewiesen werden
konnte, dass S. ferax bei S. salar nicht zu den virulenten Stammen z&hlt und keine oder nur
geringe Sterblichkeiten auslost. Die Untersuchungen von Sandoval-Sierra et al. (2014)
konnten ebenfalls zeigen, dass vorwiegend S. parasitica die adulten Salmoniden parasitiert.
Damit wird an bereits bestehende Ergebnisse angeknupft, die ebenfalls gezeigt haben, dass S.
parasitica als priméres Pathogen agiert (Tiffney 1939, Willoughby & Pickering, 1977,
Willoughby 1978, Hatai & Hoshiai 1992, Noga 1993, Dieguez-Uribeondo et al. 1996,
Pottinger & Day 1999, Hussein et al. 2001, Diéguez-Uribeondo et al. 2007, Fregeneda-
Grandes et al. 2007, Songe et al. 2014).

Fur den Nachweis der Saprolegnia-Arten sollte der Zeitraum der Probenentnahme
bertcksichtigt werden. Auf Grund ihres jahreszeitlichen Vorkommens kann angenommen
werden, dass die Arten differente Temperaturanforderungen haben (Roberts 1963). Auch
wenn bei ca. 75 % der Salmoniden Saprolegnia spp. nachgewiesen werden konnte, bedeutet
dies nicht, dass es zu einer akuten Infektion kommt. Der Ausbruch einer Infektion ist an viele
unterschiedliche préadisponierende Faktoren gekoppelt (Pickering & Willoughby 1982, Mayer
2000). In der vorliegenden Arbeit wurde nicht untersucht, inwiefern die Fische besonders

empfanglich fiir den Ausbruch der Saprolegniose sind.
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Der Befall von Saprolegnia spp. in der Wupper im Vergleich zu anderen FlieRgewdassern

Doch nicht nur in der Wupper konnten Saprolegniales nachgewiesen werden. Bei einem
Vergleich mit anderen Flussen wurde festgestellt, dass allgemein die Zahl der Infektionen in
den unterschiedlichen FlieRgewassern mit Saprolegnia spp. in den letzten Jahren
zugenommen hat. Riethmiller & Langer (2005) untersuchten das saisonale Vorkommen von
Arten der Saprolegniales im Ausee und in der Fulda unter Bericksichtigung fischpathogener
Arten. Sie konnten insgesamt 9 Arten der Saprolegniales von lebenden Fischen isolieren.
Ausschlieldlich S. ferax konnte im ganzjahrig nachgewiesen werden. Zum saisonalen
Vorkommen von Saprolegnia spp. liegen in Deutschland bislang nur wenige Untersuchungen
vor. Es gibt keine ausreichenden Untersuchungen des fischparasitdren Potentials der in
Deutschland isolierten Arten der Saprolegniales. Voraussetzung fur die Verpilzung von
Fischen ist einerseits die Empféanglichkeit des Fisches gegenliber Pathogenen, andererseits das

zeitgleiche VVorhandensein eines infektiosen Isolates der Oomyceten.

Doch nicht nur in Deutschland konnte Saprolegnia spp. nachgewiesen werden: Auch in der
Schweiz wurden in verschiedenen Flusssystemen Infektionen mit dem Oomyceten
beobachtet. Davon betroffen waren u. a. Doubs, Loue und Sorne. Seit dem Frihjahr 2015
konnten auch einige infizierte Fische im Rhein beobachtet werden: Nicht nur laichbereite
Adulte waren infiziert, sondern auch Juvenile. Besonders betroffen waren S. trutta und
T. thymallus - ihr Bestand war zeitweise massiv reduziert. Die Ausbriiche waren vor allen
Dingen durch anthropogene Einflusse bedingt (Schweizerischer Fischerei-Verband:

Internetquelle 7).

4.2.  Wirksamkeit der Extrakte von Carica papaya und Mucuna pruriens bei in vitro-

Versuchen

Im folgenden Kapitel werden die traditionellen Behandlungsmdglichkeiten bei einem Befall
mit Saprolegnia spp. mit phytotherapeutischen Ansatzen verglichen. Hierbei wird diskutiert,
ob sich die Extrakte von C. papaya und M. pruriens nach Durchfiihrung der in vitro-Versuche

auch fur weitere Experimente eignen konnten.
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In der vorliegenden Arbeit wurden, in Anlehnung an die Untersuchungen von Bruno & Wood
(1999), folgende Ziele bei der Durchfihrung der in vitro-Versuche mit C. papaya und

M. pruriens formuliert:

die Einwirkzeit der Pflanzenextrakte sollte nicht mehr als 1 h betragen, um die

Praktikabilitét fir die Aquazucht zu prifen

- die eingesetzten Extrakte sollten zu reproduzierbaren Ergebnissen fiihren: Fir eine
effektive Anwendung sollten sie entweder komplett I6slich sein oder eine homogene

Suspension bilden

- das Phytotherapeutikum sollte das Myzel des Pilzes entweder komplett abtéten oder

das Wachstum inhibieren
- essollte bei der Anwendung sicher und bei der Therapie erfolgreich sein.

Erste erfolgreiche Tauchbadbehandlungen mit den Extrakten aus den Blattern von
M. pruriens und den Samen von C. papaya, die eine signifikante Reduktion des Parasiten
Ichthyophthirius multifiliis, Fouquet 1876 (Wimpertierchen), zur Folge hatten, konnten bei
Carassius auratus auratus, Linnaeus 1758 (Goldfisch), beobachtet werden (Ekanem et al.
2004). Bei I. multifiliis handelt es sich um einen einzelligen Parasiten, der die Haut und die
Kiemen bei SiiRwasserfischen besiedelt und die Ichthyophthiriose
((WeiR)-Plnktchenkrankheit) verursacht (Schumacher 2011). Die Untersuchungen von
Ekanem et al. (2004) haben gezeigt, dass die parasitar-induzierte Mortalitat erheblich
reduziert werden konnte: Somit haben sie das Potenzial zur effektiven Kontrolle von

I. multifiliis.

Zur Behandlung der Saprolegniose bei Salmoniden mit Hilfe der Extrakte von C. papaya und
M. pruriens liegen noch keine Ergebnisse aus é&lteren Studien vor. Die vorliegenden
durchgefuhrten in vitro-Versuche ahneln einem Kurzzeitbad. Diese Methode wurde auf Grund
der Praktikabilitat (auch fir zukiinftige Anwendungen in der Aquazucht) gewahlt. Ergédnzend
zu dem Kurzzeitbad wurde jedoch eine 14 tagige Langzeitbeobachtung durchgefiihrt, um zu
gewaéhrleisten, dass das Wachstum des Myzels auch Uber einen langeren Zeitraum hinweg
inhibiert werden konnte und damit die Gefahr einer erneuten Infektion minimiert wird
(Tab. 8, 9 und 10). Bei einem Kurzzeitbad werden die Fische ber einen Zeitraum von
wenigen Sekunden oder Minuten im Kescher in eine vorbereitete Badeldsung getaucht.

Alternativ werden die Ova bzw. Adulten in kurzer Zeit im Durchstrdmungsverfahren mit
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einer héheren Konzentration des Medikaments in Kontakt gebracht. Bei einem Befall mit
Schimmelpilzen sollte die Dauer des Kurzzeitbades ca. 15-30 min. betragen (Baur & Rapp
2003). Daher wurde bei den aktuell durchgefiihrten Versuchen eine Zeitspanne von 15-60
min. gewaéhlt. Das Kurzzeitbad ist besonders bei der Forellenbrut geeignet und

erfolgversprechend.

Fir eine erfolgreiche Behandlung von S. ferax mit den Extrakten aus C. papaya und

M. pruriens kénnen folgende Schlussfolgerungen gezogen werden:

Die gewahlten Verdinnungsreihen der in vitro-Versuche wurden in Anlehnung an die

Untersuchungen von Caruana et al. (2012) gewéhit.

Sowohl bei der Anwendung von C. papaya als auch von M. pruriens konnten nach 15 min.
Erfolge beobachtet werden. Im Vergleich zu M. pruriens hatte C. papaya den Vorteil, dass
eine 1 % ige Losung ausreichend war, um das Wachstum des Myzels zu inhibieren. Auch
wenn bei einer Kombination beider Praparate Erfolge erzielt werden konnten, scheinen sie fir
weitere in vivo-Versuche eher ungeeignet zu sein. Einerseits ist nicht nur die Einwirkzeit
langer, sondern eine Kombination der beiden Préparat ist ebenfalls kostenintensiv. Die
Effizienz einer Behandlung mit C. papaya ist abhdngig von der Quantitat der verschiedenen
Wirkstoffe wahrend der Extraktion. Die Quantitat ist in der Frucht, dem Latex, den Blattern
und Wurzeln verschieden und variiert in Abhéngigkeit der Extraktionsmethode, dem Alter der
Pflanzen, der Kultursorte sowie dem Geschlecht des Baumes (de Boer et al. 2005, Wagh et al.
1993). Die Extrakte von C. papaya konnen wahrscheinlich bei einer oralen als auch einer

dermalen Therapie bei Fischen eingesetzt werden (Emeruwa 1982).

Fir weitere Versuche sollte die Praktikabilitdat im Bruthaus berlcksichtigt werden. Daher
scheinen die Behandlungen mit einer einmaligen Behandlung am geeignetsten zu sein. Auch
wenn eine kurze Einwirkzeit wiinschenswert ist, ware eine langere Einwirkzeit bei einmaliger
Wiederholung immer noch einer mehrfachen Anwendung vorzuziehen. Dies ldsst sich
folgendermallen erkléren: Eine einmalige Durchfiihrung hat den Vorteil, dass die Fische
weniger Stress ausgesetzt sind, der durch mehrmaliges Abkeschern an mehreren aufeinander
folgenden Tagen entstehen wirde. Nicht nur die Fische wéaren vermehrt einer Stresssituation
ausgesetzt, sondern fur den Anwender im Bruthaus ware dies mit mehr Arbeit verbunden -
und das bei gleicher Effizienz in Bezug auf die angestrebte Inhibition des Myzels oder den

praventiven Einsatz.
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4.3. Bewertung der gemessenen physikochemischen Parameter Temperatur,
Sauerstoffgehalt und pH-Wert: Vergleich der Jahre und unterschiedlichen
Probestellen

Bei einem Vergleich der gemessenen physikochemischen Parameter ist nach wie vor die
Temperatur fur die Salmoniden ein kritischer Parameter. Seit der Einfuhrung des
dynamischen Temperaturmanagements konnte zwar festgestellt werden, dass sich die
Temperaturen, besonders in den Sommermonaten verédndert haben und zu dieser Zeit die
Richtwerte fur ein Salmonidengewasser eingehalten werden. Allerdings wird die Temperatur
nach wie vor im Oktober und November Uberschritten. Dies wirkt sich einerseits auf die

Reproduzierbarkeit der Adulten aus, andererseits auf die Entwicklung der Ova.

Daher werden im Folgenden die in der Wupper erhobenen physikochemischen Parameter der
Jahre 2009 bis 2015 miteinander verglichen. Der Fokus liegt einerseits auf der allgemeinen
Entwicklung im Jahresvergleich, andererseits auf der Entwicklung an den unterschiedlichen
KM im Flussverlauf. Seit der Forderung der WRRL (2000), den guten Zustand eines
Gewassers wieder herzustellen, wird in der Wupper der Fokus auf die Optimierung der
Temperaturverhaltnisse gerichtet. Um einen natdrlichen Salmonidenbestand zu etablieren,
muss die Wasserqualitdt, die den Anspriichen der heimischen Fischarten in allen

Lebensphasen gerecht wird, gewéhrleistet sein (Schmidt 2004).
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4.3.1. Der Einfluss der Temperatur auf die Biozonose und die Veranderungen in der

Wupper

Kommt es in einem FlieRgewdsser zur Uberschreitung der Richtwerte, ist meist die gesamte
Population der Salmoniden betroffen (Garside 1973). In der Wupper zéhlen neben
S. trutta auch die Populationen von T. thymallus, S. salar sowie S. trutta trutta, Linnaeus
1758 (Meerforelle), dazu.

In Bezug auf die Entwicklung der Temperatur in den Jahren 2009 (Abb. 31 A) bis 2015
(Abb. 37 A) konnten in der Wupper folgende Beobachtungen gemacht werden:

2009 (Abb. 31 A) und 2010 (Abb. 32 A) wurden im Jahresverlauf erhhte Werte gemessen,
die sich negativ auf alle Stadien der Salmoniden auswirken. Wahrend 2009 vorwiegend der
Nachstadtbereich von Temperaturerhohungen betroffen war, konnten 2010 in allen
Stadtbereichen Grenzwertiiberschreitungen gemessen werden. Anders verhielt sich die
Situation 2011 (Abb. 33 A): In diesem Jahr konnten nur im Oktober und November
Temperaturerh6hungen gemessen werden, die das Laichverhalten der Adulten bzw. die
Entwicklung der Ova beeinflusst. An diesen Trend schlossen sich die Jahre 2012 (Abb. 34 A)
bis 2015 (Abb. 37 A) an, in denen ebenfalls vorwiegend im Oktober und November erhéhte
Werte gemessen wurden. Eine Aushnahme in diesem Zeitraum bildete der gemessene
Tageswert von 23 °C im Sommer 2013 (Abb. 35 A).

Doch nicht nur bei den unterschiedlichen Arten, sondern auch bei den Lebensstadien der
Salmoniden existieren grofRe Unterschiede bzgl. der Toleranz fur Temperaturschwankungen
und Habitatspréferenzen: Fir die Wupper wurde fur die Ova eine optimale Temperatur
zwischen 4-12 °C definiert. Auch der Zeitpunkt der Reproduktion findet in einem sehr
limitierten Rahmen statt (EIFAC 1969, Elliott & Elliott 2010). Der Toleranzbereich fir
S. trutta und T. thymallus in der Wupper wurde zwischen 1-10 °C definiert (Abb. 2).
Allerdings konnten in bereits durchgefiihrten Versuchen z. T. sehr divergierende Grenzwerte

fur jedes Stadium sowie die unterschiedlichen Fischarten festgestellt werden (Tab. 12):
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Tab. 12: Vergleich der Temperaturgrenzwerte bei S. trutta und T. thymallus. In der Tab. werden die optimalen

Temperaturen sowie die Grenzwerte fiir die Salmoniden in den unterschiedlichen Stadien dargestellt.

Fischart Stadium oOptimaI Grenzwert °C/ Autor
¢ Mortalitat
S. trutta Ova 0-13 Elliott 1981
4-6 Muller 1997
7 12-13 Jungwirth &  Winkler
1984
Adulte 14-17 25 Muller 1997
4-19 0-4 bzw. 19-30 Elliott 1981
Reproduktion 1-10 Elliott 1981
6 Alabaster & Lloyd 1980
7-13 Bjornin & Reiser 1991
T. thymallus | Ova 9 6-13 Arrignon 1998
>0bzw. < 14 Elliott 1981
7-14 1-15 Alabaster & Lloyd 1980
6 und 14 16 Jungwirth &  Winkler
1984
Adulte 15-17 Muller 1997
4-18 18-24 Elliott 1981
18 25 Northcote 1995
Reproduktion 6-10 Elliott 1981, Alabaster &
Lloyd 1980

Allgemein bedeutet dies fiir die Salmonidenpopulation in der Wupper:

Bei einer Temperaturh6hung, die an einzelnen Tagen gemessen werden konnte, kdnnen sich
die Salmoniden wahrscheinlich an die Situation adaptieren. Einerseits sind die Kiemen fir
den Wérmeaustausch zustéandig, konnen aber mit ca. 10-30 % nur verhaltnismalig wenig
regulieren. Daher erfolgt der restliche Warmeaustausch ber den Korper. Fische haben
darliber keine aktive Kontrolle, so dass die Korpertemperatur in Abhangigkeit zur
Aullentemperatur steht. Cypriniden sind die tolerantesten, Salmoniden die am wenigsten
tolerantesten Fische (Elliott & Elliott 2010).
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Das Temperaturmodell von Elliott (1981) formuliert das Erreichen eines oberen und unteren
kritischen Grenzwertes. Der obere kritische Grenzwert liegt zwischen 19-30 °C, der untere
zwischen 0-4 °C. Innerhalb dieser Grenzbereiche wird thermaler Stress durch das Verhalten
und die Verteilung der Fische deutlich. Auch wenn diese definierten Grenzwerte mit
tageweise 23 °C bzw. 0 °C in den einzelnen Jahren z. T. in der Wupper erreicht wurden, ist
fraglich, ob sich diese Messungen nachhaltig negativ auf die Population der einzelnen
Fischarten auswirken. Es kann vermutet werden, dass sich eine tageszeitliche Schwankung,
auch wenn sie um bis zu 7 °C vom Temperaturoptimum abweicht, nicht langfristig negativ
auf die Salmonidenpopulation auswirkt. Zusétzlich handelt es sich bei den erhdhten
Messungen um Tageswerte an den einzelnen Probestellen. Daher kénnen die Fische den

kurzfristigen Schwankungen ausweichen und in kiihlere Areale migrieren (Kap. 1.1.1.1.).

Bei einem Vergleich der unterschiedlichen Probestellen konnte beobachtet werden, dass
KM 36,7 und KM 41,6 in der Nachstadt in allen Jahren, besonders im Oktober und
November, nach wie vor im kritischen Bereich lagen. Die Akkumulation der
Warmwassereinleitungen der beiden Heizkraftwerke Elberfeld und Barmen sowie die des
Klarwerks Buchenhofen konnen noch unterhalb des Stadtgebietes nachgewiesen werden
(Burgel et al. 2005). Obwohl das Heizkraftwerk Barmen seit April 2013 nicht mehr
kontinuierlich genutzt wird und die Warmeeinleitungen des Heizkraftwerkes Elberfeld im
gesetzlichen Rahmen liegen, werden die optimalen Temperaturen stellenweise immer noch
uberschritten. Allerdings war die Erwarmung seit 2013 nicht mehr in den Sommermonaten
Juli und August zu messen, sondern im Oktober und November (Kap. 3.2.1.). Es stellt sich
nicht nur die Frage, ob die Laichbereitschaft der Salmoniden beeintréchtigt wird, sondern
auch, ob sich die Ova ohne Schaden entwickeln kdnnen. Daher hat die Erhéhung der
Wassertemperatur in den Wintermonaten im Vergleich zu den Sommermonaten fatalere

Auswirkungen auf das aquatische Okosystem (Caissie 2006).

4.3.2. Der Sauerstoffgehalt in der Wupper

Fir die Wupper konnten folgende Beobachtungen gemacht werden:

Bei einem Vergleich der O,-Messungen von 2009 (Abb. 31 B) bis 2015 (Abb. 37 B) wurde
festgestellt, dass der O,-Gehalt, insgesamt betrachtet, nur an wenigen Tagen einen relativ
niedrigen Wert von 8 mg/ L aufwies (Kap. 3.2.1.). Besonders betroffen davon war KM 36,7,

der sich nach den Einleitungen der Heizkraftwerke und des Klarwerks befindet. Die meisten
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niedrigen gemessenen Werte zeigten sich im Juni, Juli und August. Mdglicherweise handelte
sich bei dem sehr niedrigen Wert von 1,5 mg/ L am 17.05.2011 (Abb. 33 B) um einen
Messfehler. Der O,-Anteil lag an allen gemessenen Tagen und Probestellen in dem Bereich,
den Salmoniden fir optimale Lebensbedingungen in allen Entwicklungsstadien bendtigen.

Damit wurden die gesetzlichen VVorgaben eingehalten (Fischgewasserrichtlinie 2006).

Sowonhl die Einleitung von Kihlwasser (Heizkraftwerk Elberfeld und Heizkraftwerk Barmen)
als auch die Einleitung des Klarwerks Buchenhofen zéhlen zu Risikofaktoren, die zu einer
Veranderung des Gewassers (besonders an diesen Stellen) fiihren kénnen. Kléranlagen tragen
kontinuierlich O,-zehrungsfahige Stoffe ins Gewésser und damit ins Interstitial ein. Die Folge
sind saprobielle und nitrifikante O,-Zehrung, die sich im Interstitial durch das Absenken der
O,-Konzentration auf die immobilen Entwicklungsstadien der Salmoniden negativ auswirken
(MUNLYV 2006, Schmidt 2004). Die O,-Konzentrationen in einem FlieRgewdasser haben
Einfluss auf die Salmonidenbestdnde: Niedrige O,-Konzentrationen konnen den
Reproduktionserfolg erheblich beeintrachtigen, in dem die Emergenz verzégert wird und die
KorpergroBe oder die Fitness der Larven verringert ist (Chapman 1988). Uber die
Auswirkungen unterschiedlich langer, episodischer Unterschreitungen dieser Grenzwerte
liegen derzeit keine Untersuchungen vor. Allerdings kann vermutet werden, dass auch
kurzfristige Unterschreitungen der kritischen Grenzwerte zu massiven Entwicklungsstérungen
bei Fischen fiihren (MUNLYV 2006). Wie bei verédnderten Temperaturen, konnen Fische auch
bei einem niedrigen O,-Gehalt in andere Areale des Gewassers migrieren, um subletale und
letale Schadigungen zu vermeiden (MUNLYV 2006).

4.3.3. Bewertung der gemessenen pH-Werte in der Wupper

Bei einem Vergleich des pH-Wertes in der Wupper von 2009 (Abb. 31 C) bis 2015
(Abb. 37 C) lagen die Werte meist zwischen 7,0 und 8,0 und befanden sich im Rahmen der
gesetzlichen Vorgaben (Fischgewasserrichtlinie 2006). Daher wurde die BiozOnose nicht

beeinflusst.
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4.4. Auswertungen der Schuppenproben: Alter und Langenwachstum der

Salmoniden im Verlauf der Wupper

Besonders interessant ist die Entwicklung der Altersverteilung im Jahresvergleich bei den
Fischen, die sich im vierten Lebensjahr befanden (Abb. 38, 39 und 40): In allen drei Jahren
wurden die éltesten Fische zwischen den Einleitungen der beiden Heizkraftwerken gefangen -
und dass, obwohl z. T. erhdhte Temperaturen gemessen wurden (Abb. 34 A, 35 A, 36 A, 37
A). Die élteste T. thymallus, die sich im dritten Lebensjahr befand (2013, Abb. 39), wurde in

unmittelbarer N&he des Heizkraftwerkes Elberfeld gefangen.

Generell lassen sich zur Altersverteilung von T. thymallus folgende Aussagen machen:

Die kontinuierliche Einspeisung von kaltem Tiefenwasser des Beyenburger Talsperre fiihrt zu
einer tieferen Temperatur (KM 61,4) (Kap. 3.1.), auf die besonders T. thymallus sehr sensitiv
reagieren und konnte den fehlenden Nachweis 2013 (Abb. 39) erklaren. Dennoch konnte bei
T. thymallus eine positive Entwicklung im Jahresvergleich an KM 41,6 festgestellt werden.
Wéhrend 2012 noch keine Tiere gefangen und beprobt werden konnten, waren die Tiere 2015
an dieser Probenstelle bereits im dritten Lebensjahr. Eine mdgliche Erklarung fur die
verdnderte  Population sind die in  den Jahren zuvor  durchgefiihrten
Renaturierungsmalnahmen. Grundlage dafiir war das ékologische MalRnahmenprogramm der
Stadt Wuppertal, dessen Inhalt eine naturnahe Gestaltung des Gewassers ist. Ziel der
Umgestaltung war die Erhéhung der Strukturvielfalt am und im Gewasser. Es sollten nicht
nur vorhandene Strukturen verbessert, sondern auch neue Bereiche fiir eine eigendynamische
Entwicklung initiiert werden. In die Wupper sollen kleine Geréllwalle sowie grofle
Belebungssteine eingetragen und Inselbildungen geschaffen werden. Durch das Einbringen
von Belebungssteinen entstehen unterschiedliche Strdmungen, die das Wasser mit O,
anreichern. Fir Fische werden zusatzlich Ruhe- und Rickzugsbereiche angelegt

(Internetquelle 10).

Generell kdnnen zu der Altersverteilung der Salmoniden in den Jahren 2012, 2013 und 2015

folgende Aussagen gemacht werden:

Alle beprobten Fische befanden sich im Jahresvergleich bei der Entnahme im maximal vierten

Lebensjahr. Dafur lassen sich folgende Erklarungen finden:
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Ein Grund dafur kénnten die veranderten physikochemischen Parameter sein: T. thymallus
zahlt zu den besonders sensiblen Organismen und wird als Gewassergiiteanzeiger bezeichnet.
Auch wenn sich die physikochemischen Parameter in den letzten Jahren positiv veréndert
haben, kam es immer noch zu Grenzwertuberschreitungen, besonders in den Monaten
Oktober und November (Abb. 34 A, 35 A, 36 A, 37 A), zur Laichzeit von S. trutta.

Ein weiterer Grund konnte die Methode der Altersbestimmung an Hand von Schuppenproben
sein: Sie ist sehr schwierig und bedarf groBer Erfahrung, um zuverldssige Ergebnisse zu
erhalten. In der Vergangenheit kam es z. T. zu unterschiedlichen Interpretationen, so dass
Abweichungen auftraten. Diese Problematik tritt besonders dann auf, wenn neue Mitarbeiter
ohne l&ngere Einarbeitung die Schuppenproben interpretieren (Hammer & Grohsler 1996).
Die Altersbestimmung an Hand kalzifizierter Strukturen bedeutet oft eine subjektive
Interpretation der Circuli und Annuli. Die Annuli, die die einzelnen Wachstumszonen
separieren, sind unterschiedlich stark ausgepragt (Casselman 1987), so dass sie schwer zu

identifizieren und interpretieren sind und dadurch Fehler beim Lesen entstehen kdnnen.

Gerade bei alteren Fischen entstehen oft Probleme bei der Altersbestimmung. Fische wachsen
mit zunehmendem Alter langsamer als in den Jahren zuvor: Die Annuli liegen auf einer
Schuppe dichter beieinander, so dass besonders der jlingste Annulus schwer zu identifizieren
ist. Altere Fische werden daher bzgl. ihres Alters oft unterschatzt. Ein haufiger Fehler besteht
darin, das Extrajahr zu lesen, bei dem sich der Fisch im ersten Lebensjahr befindet (Burnet
1969, Barber & Walker 1988), so dass sich dieser Fehler kontinuierlich fortsetzt (Faragher
1992). Das Alter eines Fisches kann daher nicht immer mit Gewissheit richtig bestimmt
werden - allerdings ist es wichtig bei der Bestimmung auf Konsistenz des Lesens zu achten
und mit dem gleichen Verfahren vorzugehen (Shearer 1992). Im Vergleich zu der Alter-Lese-
Problematik bei Adulten sind bei Juvenilen die Annuli oft sehr schwach ausgepragt, so dass

sie schnell Gbersehen werden kénnen (Davies & Sloane 1987).

Bei der Vermessung der aus der Wupper stammenden Proben kam erschwerend hinzu, dass
nicht alle Proben, auch wenn sie vom gleichen Individuum stammten, die gleiche GroRe
hatten. Die SchuppengrofRe eines Fisches variiert stark. Dies lasst sich folgendermalien
erklaren (Kipling 1962):

- Jeder Fisch besitzt unterschiedliche groRe Schuppen (bei der Probenentnahme kdnnen

also auch unterschiedliche SchuppengréfRenklassen entnommen werden)
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- Fische der gleichen GroRenklassen kénnen ebenfalls unterschiedliche grof3e Schuppen

besitzen (wahrend ein Fisch groRRe Schuppen hat, besitzt ein anderer kleinere).

Bei den Schuppenanalysen von Burnet (1969) konnte festgestellt werden, dass die Anzahl der
Ubereinstimmenden Lesarten, und somit der Ergebnisse, nicht nur sehr stark vom Bearbeiter
abhangig sind, sondern auch, dass die Wahrscheinlichkeit einer Ubereinstimmung sehr gering

ist (Abb. 44).

=4

Gelesenes Alter

Bekanntes Alter

Abb. 44: Schuppenprobe (veréndert nach Burnet 1969). Auf der Abb. ist zu sehen, dass das gelesene Alter vom
bekannten Alter um 1 Jahr divergiert.

Jede der drei ausgewahlten Schuppen der vorliegenden Analysen wurde insgesamt von drei

unabhdngigen Bearbeitern gelesen und vermessen (Heidarsson et al. 2006). Die Ergebnisse
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wurden anschlieRend verglichen und, bei Unstimmigkeiten, diskutiert. Probleme entstanden in

folgenden Punkten:
- Der Mittelpunkt des Nukleus wurde bei der Vermessung nicht immer gleich gewéhlt

- Teilweise waren die Annuli schwer zu erkennen, da die Circuli z. T. sehr gleichméRig
geformt waren

Erschwerend kam hinzu, dass sich die Struktur der Schuppen im Jahresvergleich verandert
hat. Die Circuli waren 2012 noch gut erkennbar (Abb. 45).

Abb. 45: Schuppenprobe 2012. Dargestellt wird eine Schuppenprobe von S. trutta. Deutlich sind die
unterschiedliche stark ausgepragten Circuli zu erkennen (breit: Sommer, schmal: Winter).

Diese Strukturen konnten in den darauffolgenden Jahren immer weniger identifiziert werden.
Durch die regelméRige Struktur (Abb. 46) liegt die Vermutung nahe, dass einige Besatzfische
beprobt wurden. Breite und schmale Circuli waren in vielen Fallen kaum noch voneinander zu

unterscheiden. Daher kdnnten auch hier die Annuli falsch gesetzt worden sein.
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Abb. 46: Schuppenprobe 2015. Die Abb. zeigt eine Schuppenprobe von S. trutta, bei der im Vergleich zu 2012,
die Circuli sehr gleichmé&Rig ausgebildet sind.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden Schuppenproben von Zuchtfischen analysiert
(Abb. 47). Die Struktur der Circuli kann genutzt werden, um zu differenzieren, ob es sich um
Zucht- oder Wildfische handelt (Ibéafiez et al. 2008). Durch eine regelmaRige Futterzufuhr
besitzen Zuchtfische Circuli, die sehr gleichmalig geformt sind. Bilton & Robins (1971)

konnten feststellen, dass der Abstand zwischen den Circuli von der Futterzufuhr abhéngig ist.
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Abb. 47: Schuppenprobe Zuchtfisch. In der Abb. ist die Schuppe einer O. mykiss zu sehen. Die Circuli sind sehr
gleichmaBg geformt. Ein Annulus ist durch die permanente Futterzufuhr und die relativ gleichbleibenden
physikochemischen Parameter nicht zu erkennen.

Die morphologischen Untersuchungen ergaben, dass die aus der Wupper stammenden

Schuppen im letzten Beprobungszeitraum (2015) denen aus der Zucht sehr &hnlich waren.

Bzgl. des Langenzuwachses der Salmoniden kdnnen folgende Aussagen gemacht werden:

Im Vergleich aller Zuwéchse in den verschiedenen Jahren untereinander, konnte beobachtet
werden, dass an allen Probestellen S. trutta die grof3ten Individuen aufwies.

Bei einem Vergleich aller Individuen fiel auf, dass das Langenwachstum 2012 (Abb. 41) an
den KM 54,5 (X11-D3), KM 53,5 (X11-E8) und KM 41,6 (XI1-P9) am groRten war. Wahrend
sich die ersten beiden KM in der N&he des Heizkraftwerks Barmen (KM 52,8) befinden, liegt
KM 41,6 oberhalb des Klarwerks Buchenhofen (KM 40,4). 2013 (Abb. 42) wurde der langste
Fisch (XI11-F9) mit ca. 650 mm im Alter von 2+ nur 200 m oberhalb des Heizraftwerkes in
Elberfeld beprobt. Dieses Phdanomen war auch 2015 (Abb. 43) zu beobachten: Der grofite
Fisch (XV-H8, 620 mm, 3+) wurde in unmittelbarer N&he der Einleitungen des
Heizkraftwerks Elberfeld gefangen.
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Hierbei kénnte es sich besonders bei der Probe von XII1-F9 um einen Mess- bzw. Lesefehler
handeln. Dieser lasst sich entweder dadurch erklaren, dass die Schuppenproben schwer lesbar
waren (weil die Circuli gleichmaRig geformt waren) oder dass die Annuli nicht richtig erkannt
wurden. Ein anderer Grund fir diese Aufféalligkeit kénnte darin liegen, dass Fische nicht
gleichmaRig wachsen. Selbst in einer Region kann es vorkommen, dass jlingere Fische altere

Fische im Wachstum einholen oder sogar tberholen (Hammer & Gréhsler 1996).

Die GroBe von Fischen steht in enger Beziehung zu einer Vielzahl unterschiedlicher
Interaktionen. Fische wachsen kontinuierlich, allerdings mit zunehmendem Alter langsamer.
Sowohl die Wachstumsrate als auch die GroRe, die ein Fisch erreichen kann, sind sehr
flexibel und werden von genetischen und ¢kologischen Faktoren bestimmt (McDowall 1994).
Diese Variabilitat kann mit der Irregularitat im Wachstum und der Formierung der Annuli auf
der Schuppe assoziiert werden (Zavorka et al. 2014). Der Schuppenzuwachs findet in

regelmaiigen Abstanden am Rand einer jeden Schuppe statt (Helfman et al. 2009).

Die Variabilitat des individuellen Wachstums wird durch zahlreiche endogene und exogene
Faktoren beeinflusst. Dazu z&hlen Krankheiten, Verletzungen, die Verfugbarkeit von
Nahrung, die Geschlechtstreife sowie die Temperatur (Casselmann 1987, DeVries & Frie
1996, Helfman et al. 2009 u. a.). Die Temperatur z&hlt zu einem der Faktoren, der nicht nur
die GrolRe eines Fisches, sondern auch den Abstand zwischen den einzelnen Circuli
beeinflusst. Die Annuli sind gekennzeichnet durch wechselnde Zeitrdume des schnelleren und
langsameren Wachstums (Barber & Walker 1988). Diese Variabilitit kann mit der
Irregularitdt der Annuli auf den Schuppen assoziiert werden, so dass Fehler bei der
Altersbestimmung entstehen konnen (Beamish & McFarlane 1983). Ein verlangsamtes
Wachstum kann dazu fihren, dass die Annuli sehr nah beieinander liegen und die Schuppen

daher schwer lesbar sind (Power 1978).

AbschlieBend l&sst sich zu der Altersverteilung und dem Lé&ngenzuwachs an den
unterschiedlichen KM vermuten, dass es auf Grund der, sich in der Nahe befindenden
Einleitungen zu einer veranderten Temperatur kam und sich dies auf das Vorkommen des
Makrozoobenthos (MZB) auswirkt. Dadurch ist gewahrleistet, dass die Fische auf Grund der
Warmezufuhr nicht nur besser Nahrung aufnehmen kénnen, sondern auch mehr, da sich evtl.
das Nahrungsangebot veréndert hat und andere Organismen zur Verfligung stehen. Diese
Verdnderung kann sich positiv auf den L&ngenzuwachs der einzelnen Jahre auswirken
(Gray & Setna 1930). Die KorpergroRe, die ein Individuum erreicht, spiegelt die komplexen

Beziehungen zwischen der Verfligbarkeit von Futter sowie den vorherrschenden
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Umweltbedingungen (z. B. der Temperatur) wieder. In den Sommermonaten ist daher oft ein

kumulatives Wachstum zu beobachten (Crozier et al. 2010).
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5. Ausblick

5.1. Der Befall mit Saprolegnia spp.: Auswirkungen auf die Salmonidenpopulation in
der Wupper

Bei einem Jahresvergleich von 2012 zu 2015 féllt auf, dass nach einer Abnahme im Jahr 2013
der Befall von Salmoniden, die mit Saprolegnia spp. infiziert waren, vergleichsweise hoch

war. Zukunftig missen Malinahmen ergriffen werden, um diesen zu reduzieren:

Zunéachst muss die Datenlage bzgl. des Besatzes bekannt sein. Dies bedeutet einerseits
Transparenz im Bruthaus (Gibt es infizierte Tiere, wenn ja: Wie viele, in welchem Stadium,
wie werden sie behandelt? Werden auch préventive MalRnahmen durchgefuhrt?) andererseits
stellt sich die Frage nach dem Besatz (An welchen KM wird besetzt, wie viele Fische, welche
GroRe?). Zusatzlich sollte analysiert werden, ob der Eintrag von Saprolegnia spp. in die
Wupper aus dem Bruthaus kommt und sich ausbreitet oder aber, ob sich Saprolegnia spp. auf
den Besatzfischen ausbreiten kann, da sie durch die Zeit im Bruthaus eine verénderte Fitness
im Vergleich zu den autochthonen Fische haben und durch verénderte Umweltbedingungen
anfélliger sind. In diesem Fall wirde der Eintrag also nicht direkt durch den Besatz entstehen,
sondern indirekt. Dies bedeutet, dass keine direkten Zusammenhange zu den veranderten
physikochemischen Parametern der Jahre 2009 bis 2015 hergestellt und damit keine
Rickschlisse auf die Fitness der besetzten Fische gemacht werden konnten. Hieran schliel3t
sich die Frage, ob und wie lange Besatzfische in der Wupper aufgrund der
physikochemischen Zusammensetzung sowie der morphologischen Beschaffenheit des
Gewaéssers grundsatzlich berlebensféahig sind (Mellin  2016). Zukinftig ware ein
funktionierender Austausch zwischen allen Kooperationspartnern wiinschenswert, damit
Malinahmen entwickelt werden kénnen, um die Population der Salmoniden in der Wupper

langfristig zu schitzen und wieder anzusiedeln.

5.2. Madoglichkeiten einer phytotherapeutischen Behandlung zur Pravention von

Saprolegnia spp. in der Aquazucht

Um zu verhindern, dass Besatzfische Parasiten oder Pilze in FlieBgewasser eintragen, sollten
sich Fischzuchter die Frage stellen, ob sie préventiv ihre Fische behandeln. Eine Alternative

zu herkdmmlichen Mitteln stellt die Phytotherapie dar, auch wenn diese Art der Behandlung
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eine besondere Herausforderung ist, da sie spétestens bei den ersten Anzeichen einer
Erkrankung erfolgen muss (Bruno & Wood 1999, Valladao et al. 2014).

Auch bei den Fischen, die in der Wupper ausgesetzt werden, scheint eine praventive
Behandlung sinnvoll, da der Grof3teil der beprobten Fische zwar morphologisch unaufféllig
war, jedoch bei ca. 75 % der insgesamt beprobten Tiere molekularbiologisch ein Befall zu
erkennen war. Durch diese Mallnahmen wiirden der Eintrag infizierter Fische und die

Infektion autochthoner Tiere minimiert.

Die Versuchsergebnisse der vorliegenden Arbeit haben gezeigt, dass der Einsatz von
Phytotherapeutika durchaus erfolgversprechend sein kann. Bei der Anwendung von
pflanzlichen Extrakten mussen zukinftig allerdings weitere in vivo-Versuche durchgefiihrt
werden, um ihre Wirksamkeit zu verifizieren (Silva & Fernandes-Junior 2010). Dies gilt
besonders bei der Behandlung der Saprolegniose (Caruana et al. 2012). Einige Studien haben
gezeigt, dass Pflanzenextrakte bei falscher Dosierung und Applikation einen toxischen Effekt
auf Fische haben konnen (Sambasivam et al. 2003, Ekanem 2007, Kavitha et al. 2012 u. a.).
Daher sind weitere Regularien und Standardisierungen notwendig, wenn Pflanzenextrakte in
der Aquazucht eingesetzt werden sollen (Reverter et al. 2014). Fir zukinftige in vivo-
Versuche in der Aquazucht muss berticksichtigt werden, dass eine Infektion mit Saprolegnia
spp. schon wéhrend der Entwicklung der Ova verhindert werden sollte, da die Saprolegniose
bereits zu diesem Zeitpunkt ein Absterben auslésen kann (Meyer 1991).

Allgemein betrachtet gibt es bei Fischen drei Mdglichkeiten der Verabreichung von
Arzneimitteln (Bad, Futter, Injektion), bei denen im Folgenden eine Fokussierung auf die
Tauchbadbehandlung erfolgt (Baur & Rapp 2003). Bei einem Vergleich der drei
herkémmlichen Behandlungsmethoden scheint das Tauchbad am geeignetsten zu sein: Sie
lassen sich bei den Fischen in jedem Stadium anwenden (auch prophylaktisch) und sind gut
dosierbar. Die jeweiligen Applikationen sind zielgerichtet. Im Vergleich zur oralen Therapie
ist gewahrleistet, dass jeder zu behandelnde Fisch fur exakt die gleiche Zeit bei der gleichen

Verdunnung im Tauchbad verbleibt und die Dosierung erfolgreich verlaufen kann.
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5.3.  Veranderungen der physikochemischen Parameter in der Wupper

Sowohl die Einflhrung des Temperaturmanagements als auch die daraus resultierenden
Verdnderungen der Warmwassereinleitungen scheinen die Fischpopulation der Wupper
allméhlich zu veréndern, so dass sich der Bestand der Salmoniden langsam erholt. Obwohl
S. trutta im Jahr 2015 in allen Altersstadien vertreten war, kann keine eindeutige Aussage
uber die naturliche Reproduktion gemacht werden, da an unterschiedlichen Probestellen
BesatzmalRnahmen durchgefiihrt wurde. Inwiefern sich auch der Bestand von T. thymallus

stabilisiert hat, muss in weiteren Monitorings zukiinftig Uberpruft werden.

Die Wupper ist auf dem besten Wege sich wieder zu einem Gewaésser zu entwickeln, das
seiner urspriinglichen Morphologie entspricht und in dem sich Salmoniden hoffentlich schon
bald wieder selbststandig reproduzieren und ansiedeln kénnen, so dass die Population nicht
zusétzlich durch Besatzfische gestiitzt werden muss. Allerdings ist es auch zukinftig
erforderlich, MaBnahmen zu ergreifen, um die Temperatur in den Monaten wahrend der
Laichzeit bzw. wahrend der Entwicklung der Ova im Grenzbereich zu halten. Fur weitere
Untersuchungen waére es sinnvoll, an relevanten KM taglich die physikochemischen
Parameter, insbesondere die Temperatur, zu messen: Die Ergebnisse waren dadurch

aussagekraftiger und wirden nicht nur den Eindruck vereinzelter Messungen darstellen.

5.4.  Altersbestimmungen und weitere Forschungsfragen

Fur weitere Forschungsarbeiten sollten die Salmoniden individuell markiert werden und zwar
(nach Mdglichkeit) schon als Juvenile. Dies hat den Vorteil, dass im Untersuchungszeitraum
von den gleichen Individuen Schuppenproben genommen werden kénnen. Ob und inwiefern
es sich bei den beprobten Fischen um Besatzfische oder autochthone Tiere handelt, kann nur
mit Hilfe genetischer Analysen festgestellt werden. Zusétzlich wéren erganzende
MZB-Analysen hilfreich, die Aufschluss Uber das Nahrungsangebot der Salmoniden und

somit Uber den Langenzuwachs machen konnten.
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8.1. Herstellerangaben zu Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Geraten

Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Nelkendl >80 %, DAB, natiirlich, Oleum
Caryophyllorum

Carl-Roth GmbH & Co. KG

Ethanol

Carl-Roth GmbH & Co. KG

5% iges-CHELEX®

Bio-Rad Laboratories, Inc.

CTAB

Carl-Roth GmbH & Co. KG

Chloroform: Isoamylalkohol (24:1)

Applichem GmbH

Phenol: Chloroform: Isoamylalkohol
(25:24:1)

Carl-Roth GmbH & Co. KG

DNA Stain Clear G

SERVA Electrophoresis GmbH

CaCO3

Carl-Roth GmbH & Co. KG

DNA Stain Clear G

SERVA Electrophoresis GmbH

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat, > 99 %, p. a.

Carl-Roth GmbH & Co. KG

Agar Bacteriology grade Agar-Agar

AppliChem GmbH

100 mM Tris/ HCI

Carl-Roth GmbH & Co. KG

NaCl > 99,5 %, p. a.

Carl-Roth GmbH & Co. KG

dNTP Mix (2 mM)

Thermo Scientific GmbH
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RNase (100 mg/ mL)

Carl-Roth GmbH & Co. KG

DNeasy Plant Mini Kit

Qiagen GmbH

E.Z.N.A.® Fungal DNA Mini Kit

OMEGA Bio-tek, Inc.

E.Z.N.A.® HP Fungal DNA Kit

OMEGA Bio-tek, Inc.

E.Z.N.A.® SP Fungal DNA Mini Kit

OMEGA Bio-tek, Inc.

Fungal DNA Mini Kit peqGOLD

VWR International GmbH

Kartoffel-Glucose-Bouillon

Carl-Roth GmbH & Co. KG

10 x Green Buffer

Thermo Scientific GmbH

pegGold Universal Agarose

Peqglab Biotechnologie GmbH

my budget Wangenabstrichtupfer

Bio-Budget Technologies GmbH

my-budget Double Pure Kit

Bio-Budget Technologies GmbH

DNA Mini Kit

Bio-Budget Technologies GmbH

Dream-Taqg-Polymerase

Thermo Scientific GmbH

Mucuna pruriens

Raw living Ltd.

Papain

Vectrade UG

GeneRulerTM Low Range DNA Ladder

Fisher Scientific GmbH

GeneRulerTM DNA Ladder Mix

Fisher Scientific GmbH

Restriktionsendonukleasen

MBI Fermentas GmbH
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ExpressLink™ T4 DNA Ligase

Invitrogen GmbH

T4 DNA Ligase

Invitrogen GmbH

Loading Dye (6x)

Fermentas GmbH

Proteinase K (20 mg/ pL)

Carl-Roth GmbH & Co. KG
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Gerate Hersteller
Mastercycler Gradient Eppendorf AG
Mastercycler Personal Eppendorf AG

Sauerstoffelektrode PCE-PHD1 pH EC

Messgerat

PCE Deutschland GmbH

Temperaturelektrode PCE-PHD1 pH EC
Messgerat

PCE Deutschland GmbH

Geldokumentationsanlage Gel iX Imager,

INTAS Science Imaging

Instruments GmbH

Agarosegelelektrophorese-Apparatur MIDI 1

Carl-Roth GmbH & Co KG

Inkubationsschittler Innova® 44

New Brunswick Scientific Co.

Fluoreszenzmikroskop Biozero

Keyence GmbH

Mikroskop PrimoStar

Carl-Zeiss AG

Spektralphotometer GENESYS 10S UV-Vis
Bio

Fisher Scientific GmbH

Nanodrop Lite Spectrophotometer

Thermo Scientific GmbH

Thermomixer ThermoShaker TS1

Biometra GmbH
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Thermoblock TB2

Analytik Jena AG

Thermoblock TS1

Analytik Jena AG

Mikroskop BA300

Motic

MIDI 1 Elektrophorese-Kammer

Carl-Roth GmbH & Co. KG

Analysenwaage CP124S

Sartorius AG

Autoklav Systec VX-120 Systec GmbH
Zentrifuge 5804 (Swing-bucket-Rotor

Eppendorf AG
A-4-44)
Zentrifuge 5424 (Rotor F45-24-11) Eppendorf AG
Zentrifuge 5804 R (F45-30-11 bzw. Swing-

Eppendorf AG

bucket-Rotor A-4-44)

Sicherheitswerkbank MSC-ADVANTAGE

Fisher Scientific GmbH

Laborwaage 440-49N

Kern & Sohn GmbH

GENESYS 10S UV-Vis Photometer

Fisher Scientific GmbH

Sicherheitswerkband MSC-ADVANTAGE

Fisher Scientific GmbH

150




Anhang

Vortex-Schiittler VV3

VWR International GmbH

Wasseraufbereitungssystem Millipore
Synergy UV

Merck KGaA

Trockenschrank UNB500

Memmert GmbH & Co. KG

Trockenschrank ED 115

Binder GmbH
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8.2.

Tab. 13: Gesamtzahl der beprobten Salmoniden in Bezug auf die Altersverteilung im Jahr 2012

Rohdaten

2012 BF A

KM n 1] 2] 31 4] n 1] 2] 31J 4]
41,6 26 4 21 1 0 0 0 0 0 0
46,1 4 0 3 1 0 4 0 4 0 0
46,3 12 0 8 4 0 7 0 6 1 0
51,1 9 0 7 2 0 9 0 9 0 0
53,5 17 2 11 4 0 3 0 2 1 0
54,5 11 1 7 2 1 18 0 18 0 0
56,9 17 2 11 4 0 0 0 0 0 0
61,4 6 0 4 2 0 1 0 1 0 0

Tab. 14: Gesamtzahl der beprobten Salmoniden in Bezug auf die Altersverteilung im Jahr 2013

2013 BF A

KM n 1] 21 31 4] n 1] 2] 31J 4]
41,6 5 1 4 0 0 8 1 7 0 0
46,1 9 0 2 7 0 3 0 3 0 0
46,3 8 0 2 6 0 9 3 4 2 0
51,1 20 2 12 6 0 2 1 1 0 0
53,5 15 0 7 6 2 5 2 3 0 0
61,4 16 3 11 2 0 0 0 0 0 0
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Tab. 15: Gesamtzahl der beprobten Salmoniden in Bezug auf die Altersverteilung im Jahr 2015

2015 BF A

KM n 1] 2] 31J 4] n 1J 2] 31J 4]
41,6 10 0 1 9 0 2 0 1 1 0
46,1 14 0 5 7 2 13 1 3 9 0
511 19 0 8 10 1 5 0 2 3 0
53,5 15 0 5 9 1 24 0 19 5 0
61,4 16 0 6 10 0 1 0 0 1 0

Tab. 16: Anzahl der beprobten Individuen an den unterschiedlichen KM im Jahr 2012 in Bezug auf den Befall
mit Saprolegnia spp.

KM | 156 | 22 | 293 | 32 | 359 | 41,6 | 461 | 46,3 | 51,1 | 535 | 545 | 56,9 | 61,4
BF(N)| 9 | 3 | 12 | 14 | 14 | 30 | 4 | 13 | 11 | 19 | 12 | 18 | 6
BFS)| 9 | 3 | 8 | 3 | 5 | 4 | 2 | 5 |10 7 | 8 | 15] 2
Amy| 2 | 1 | 3| 4 0] o |5 |8 [10] 6 ] 2] 2o
A 1t [ 1 [t 1o o2 3119/ 2o

Tab. 17: Anzahl der beprobten Individuen an den unterschiedlichen KM im Jahr 2013 in Bezug auf den Befall
mit Saprolegnia spp.

KM 41,6 46,1 46,3 51,1 53,5 61,4
BF (n) 6 11 10 26 22 21
BF (S) 3 1 1 3 4 17
A (n) 7 3 12 2 5 0
A(S) 2 0 0 0 1 0
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Tab. 18: Anzahl der beprobten Individuen an den unterschiedlichen KM im Jahr 2015 in Bezug auf den Befall
mit Saprolegnia spp.

KM 31,6 41,6 46,1 51,1 535 614
BF (n) 18 10 12 20 16 18
BF () 12 5 10 14 13 16
A (n) 33 4 14 6 29 1
A (S) 14 3 6 1 11 0

Tab. 19: Vergleich der Probestellen in den einzelnen Jahren (S. 152 ff.).

Probestelle
Probestellen Mucus Temperaturmessung
2012 KM 15,6 KM 24,8
KM 22,0 KM 24,8
KM 29,3 KM 31,8
KM 32,0 KM 31,8
KM 35,9 KM 36,7
KM 41,6 KM 41,6
KM 46,1 KM 46,6
KM 46,3 KM 46,6
KM 51,1 KM 52,4
KM 53,5 KM 53
KM 54,5 KM 57,3
KM 56,9 KM 57,3
KM 61,4 KM 62,9
2013 KM 41,6 KM 41,6
KM 46,1 KM 46,6
KM 46,3 KM 46,6
KM 51,1 KM 52,4
KM 53,5 KM 53
KM 61,4 KM 62,9
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2015 KM 31,6 KM 32,6
KM 41,6 KM 41,6
KM 46,1 KM 46,6
KM 51,1 KM 52,3
KM 53,5 KM 53,1
KM 61,4 KM 62,8

Tab. 20: Berechnung des Langenzuwachses. In der Tab. werden die Ladngenzuwdchse ausgewdhlter Salmoniden
in den einzelnen Jahren und an den unterschiedlichen KM dargestellt (S. 153 ff.).

Jahr L12+ L 11-10 L 10-09 L 09-08 KM Art Probennr.
36 224 0 0 KM 61,4 A XI1I-A3
137 183 90 0 KM 61,4 BF XI1I-R3
131 136 123 0 KM 56,9 BF XI1I-A6
38 182 0 0 KM 54,5 A XI1I-C2
53 111 141 156 KM 54,5 BF XI11-D2
165 285 0 0 KM 54,5 BF XI11-D3
37 124 99 0 KM 53,5 BF XII-E1
86 234 0 0 KM 53,5 BF XI1I-E8
80 130 0 0 KM 51,1 A XII-F5
30 195 134 0 KM 51,1 BF XII-F9
72 138 0 0 KM 46,3 A XII-G5
20 180 139 0 KM 46,3 BF XII-H6
69 117 104 0 KM 46,3 BF XI11-H9
120 160 0 0 KM 46,1 A XI1I-Y8
44 177 129 0 KM 46,1 A XI-Z7
75 219 96 0 KM 41,6 BF XI11-P9
80 200 0 0 KM 41,6 BF XI11-Q5

Jahr L13+ L 12-11 L 11-10 KM Art Probennr.
90 160 0 KM 61,4 BF XI11-A2
137 73 0 KM 61,4 BF XIII-i5
42 115 92 KM 53,5 BF XI111-C6
58 135 186 KM 53,5 BF XI111-B2
144 146 0 KM 53,5 BF XIl1-i6
125 135 90 KM 53,5 A XI111-K8
143 137 0 KM 51,1 BF XI1-K1
221 234 195 KM 46,3 BF XI1-F9
62 153 165 KM 46,3 BF XI11-M8
48 163 69 KM 46,3 A XI1II-E9
75 177 228 KM 46,1 BF XI-E3
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123 137 0 KM 46,1 BF XI1-N4
125 155 0 KM 41,6 BF XI1-02
Jahr L15+ L 14-13 L 13-12 L 12-11 KM Art Probennr.
14 185 101 0 KM 61,4 A XV-Al
120 148 193 0 KM 61,4 BF XV-A2
13 117 80 0 KM 61,4 BF XV-B2
51 123 142 144 KM 53,5 BF XV-C5
20 181 139 0 KM 53,5 A XV-B4
7 164 120 0 KM 53,5 BF XV-D6
41 216 63 0 KM 53,5 A XV-L9
14 129 108 199 KM 51,1 BF XV-E9
43 142 85 0 KM 51,1 A XV-E1
78 160 193 0 KM 51,1 BF XV-P2
101 77 77 64 KM 46,1 BF XV-H7
154 236 112 118 KM 46,1 BF XV-H8
37 183 90 0 KM 46,1 BF XV-i9
45 143 92 0 KM 41,6 A XV-K3
86 173 151 0 KM 41,6 BF XV-K7
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8.3.  Abkulrzungsverzeichnis

Aqua dest.
BLAST
BP
CaCOs
CTAB
ddH,0
dNTP

DSMZ

EDTA
EP
EtOH
ITS

KW

KM
LFischG
LP

LANUV

max. speed
MZB
N>

NacCl

destilliertes Wasser

Basic Local Alignment Search Tool
Bindepuffer

Calciumcarbonat
Cetyltrimethylammoniumbromid
bidestilliertes Wasser

2" -Desoxyribonucleosid-5"-Triphosphate

Leibniz-Institut DSMZ -  Deutsche
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

Etylendiamintetraacetat
Elutionspuffer

Ethanol

Internal Transcribed Sequence
Klarwerk

Flusskilometer der Probenstellen
Landesfischereigesetz
Lysepuffer

Landesamt fir Natur, Umwelt und
Nordrhein-Westfalen

hdchste Geschwindigkeit
Makrozoobenthos
Stickstoff

Natriumchlorid

Sammlung  von

Verbraucherschutz
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NCBI National Center for Biotechnology Information
02 Sauerstoff

PDB Potato Dextrose Broth

pO; Sauerstoffpartialdruck

rpm revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)
RT Raumtemperatur

Taq Thermus aquaticus

Tris/ HCI Tris-Hydrochloride

V8 V8-Gemusesaft

WHO World Health Organization

WRRL Wasserrahmenrichtlinie

wiv Weight per volume (Masse pro VVolumen)
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