Produktion af vandlopper
til anvendelse ved opdreet af marin fiskeyngel

Projektrapport
Af Svend Steenfeldt

Finansieret af Den Europaeiske Unions Fiskerisektorprogram FIUF og Fgdevareministeriet

Juli 2008
DTU Aqua-rapport nr. 201-08

ISBN 978-87-7481-092-6

DTU Aqua
Institut for Akvatiske Ressourcer




INDHOLDSFORTEGNELSE

AKVAKUITUTENS UOVIKIING ..ottt b et b e bbbt b bbbt et nr et ben e 4
Produktion af yngel af marine arter i akVaKUITUL ... e 4
Perspektiver for intensiv yNGelProdUKLION ..ot s r et e e e re e e 4
Produktion af yngel i akvakultur. Eksempler pa potentielle arter.............ocoeeveveveeeeeeieieseseseee e es e 5
Marine VarmMEVANASTISK .......ccvieiiiiiiieiieiecie ettt ettt e b e saesteeste e beesseessessaesseeseenseesseesseassessaesseenseensennsas 5
PIghvar (PSETEA MAXIMA).......ceiuirieiieriireieetise ettt e et b bt bt e bt bt s bt bt e bbb s bbbt b bt e b e s 5
TUNQE (SOIEA SOIBA) ... vttt b et bbbt b et b bbbtk b et et bt et r et et n s 5
Europaisk havbars (Dicentratus labrax) og guldbrasen (SParus aurata)...........cocccrereirereineneeneneeseeseeeseens 5
Marine KOIAEVANASTISK ......ccviiiiieiiieie ettt ettt et e et e et e e et e e sbeeesbeesabeessseesasaeasseesssaessseessseensseesssaenssens 6
oL (=T a LTS g o U - SRS 6
Havkat (ANArhiChas TUPUS).........ciiiiie ettt e e e s e et e besbe st e tesbeeteeseeseeseentesrenreas 6
Helleflynder (HippoglosSus NIPPOGIOSSUS).......cvereieriirieriesiesiesreeseeseeieseeseestessessessessseseessessessessessessessessesseeseessessessens 7
Radspaette (P1eUrONECtES PIALESSA).. ... cveiverrerieieeeeseeierterte e ste s e sre s e e e e e e ste e stesresreaseeseeseeseestestesreaneeneeeenseneeneenes 7
FerSKVANASTISK ...cviiiicii ettt ettt ettt e et e et eeteeste e b e esbeesbeesaeessesseesseenseenseesseesseessesssesseesseenseannas 7
Aborre (Perca fluviatilis) og sandart (Sander IUCIOPEICA) .......c..cerveiiiriiierese e 7
Metoder til produktion af fiskeyngel i ekstensive 0g INtENSIVE aNIEJ ........ccevveiereiiiieiiceee e 7
DTU’S intenSive YNGEIANIAE. ........eccvieiieieiieiieieeie ettt ettt e e e ste e beesbeesbessaesseesseeseesseesseesseassenssessaesseensenssennsas 8
2T G Y T USSR 8
T2 014 b =TS 9
30T 010V 9
T T PSSR 9
POTBINET ...ttt b bt E bR bR bbb £ R bR AR bt R R e R Rt e R Rt R Rt n R 11
Anvendelse af forskellige typer fOAETAYT . ........oouiiiiiiiii ettt e e saeeneenean 11
Opdreet af harpacticoide copepoder (Tisbe holothuriae) i iINtensive anlaeg..........coeovereinincinec 12
Tisbe holothuriaes taxonomi 0Z HTVSCYKIUS ........iiuiiiiieiiee ettt ettt ettt e e b seeeneenean 12
Ernzgeringsrelaterede fOrNOIa. ... ..ottt 15
Opdratsrelaterade fOrNOI...........cvoiii bbb et enes 16
Intensivt opdraet af Tisbe holothuriae i bakkesystemer (enheder pd under 5 Liter) ........ccevvevieiieienienieeieeeeseeeene 17
Intensivt opdreat af Tisbe holothuriae i sterre systemer (enheder pa over 5 liter) uden kontinuerligt vandskifte ........ 19
Opdrzt af Tisbe holothuriae i storre systemer (enheder pé over 5 liter) med kontinuerlig vandudskiftning............... 20
Projektets ProdUKLIONSSYSTEIM .......coviuiiiireiisreesr ettt n et ne e ren e eris 21
Beskrivelse af produKtiONSSYSIEMEL ..........ceouiiiiiiieeieieete ettt ettt sttt e sttt et e et e s st et e et e enaeeseesseenseeseenseeneeeneenne 21
StAMKUIUISYSTEMEE I DAKKET .....c.viiviitiie sttt e s et et e see st e s tesaeetee e eneeseeseentenneas 21

Test af unikfilterets evne til at tilbageholde nauplier 0g COPEPOUET .........cccveiieiicieiese e e 24

Drift af ProUUKLIONSSYSIEMEL ... ..cvieieieise ettt s e et et st e st e e seesa e e ene e e e sbesteaneereeneeneeseenrenee e 24
Centrale resultater af projektets produktioNSTOrSHY ..........coviiriiiiiiiiie s 26
Anleggets produktion af nauplier over en sammenheaengende 4 maneders periode............cceovereerereneieneeeeeeeeenie. 26
Effekt af gget indfodring pa nauplieprodUKLIONEN. ..........ccuevieriiiiieieeieeeieeie ettt sre b esseesaessaesreennas 29
Effekt af fodersupplement 1 form af fisSkefOder.........c.ovviiiiiiiiicice e e 30
Effekt af rengering af anlaeg i ferskvand en gang Ugentligt............ccveiieieiieniieciiiie et 31
Protozoer i produktioNSANIEEZEEL .......ccveervirieiieiiee ettt sae s te st esteeaeeseesseesseeteenseesaeesaesseenseeseenseenneennens 33
Kvantificering af plankton med fokus pa copepoder vha. optisk partikeltaeller.............ccooevvevevevevivereeeeeeeeenn 35
Oprensning af copdpoder Vha SEdimMENTation ...........eouierieriirierieiee ettt ettt e sttt e e eneesseesneeneas 40
Oprensning af copepoder Vha. GF fIlter........ccooiiiiiiiei ettt et eas 43
Fjernelse af hjuldyr fra COPEPOAKUITUIET ........cooiiiiie et e 43
Fjernelse af hjuldyr fra copepodkulturer med periodisk vandskifte vha. hjelpestof ............ccoooeiiiiininiiiniieeee 44
Fjernelse af hjuldyr fra copdpodkulturer dyrket vha. recirkulation ............ccccocoiiiiiiiiniieee e 48

0] 0] L EY o] o IS 49



L] (1 ] [o1=] T 52

Apendix-oversigt
W 033153 1§D (OSSPSRt 55
Preben Kristensen 2006: Dokumentation af partikelteller PSS 780 Accusizer’s anvendelighed
i forbindelse med tzlling af mikroalger og zooplankton

APPENAIX Tttt e h et e et b e bt bt a st et bt e b h e e bbbt et e s et e bbbt eneenean 55
Henrik Skibsted Als Jgrgensen, BSc rapport KU: Fedtsyresammenseatning og veekst hos copepoden Tisbe
holothuriae

APPENAIX TIL. oottt ettt ettt b e bbbt b e bbbt bt et e sttt be bt bt eneen 56

Johan Nielsen, BSc rapport KU: Kemisk fjernelse af hjuldyr fra copepodkulturer



Akvakulturens udvikling

Ifolge FAO udger akvakultur i dag pd verdensplan over 25 % af de samlede landinger fra
fiskerisektoren. Landingerne fra det traditionelle fiskeri er faldende, hvorimod akvakulturerhvervets
bidrag er steget fra 14 % 1 1989 til 26 % 1 1995. FAO forudsiger at denne stigning vil fortsette
fremover.

Akvakultur er pd verdensplan i dag en af de hurtigst voksende industrier. Alene i Europa udgjorde
forstehandsvardien af fisk produceret 1 akvakultur 1 2006 25 mia. kr. Hertil kommer skaldyrsopdraet
med en vaerdi pa over 6 mia. kr. I lande som Skotland og Norge spiller akvakultur en central rolle i
nationalekonomien. For Norges vedkommende er opdretslaks den vigtigste eksportvare efter olie.
Nordmandene arbejder serigst med at udvikle akvakultursektoren til en sterrelsesorden, hvor den
kan modsvare nedgangen 1 olieproduktionen i det kommende arhundrede.

I Danmark findes et veletableret og betydeligt akvakulturerhverv. De tre vigtigste
produktionsformer er erredopdret 1 ferskvandsdambrug, opdraet af erred 1 havbrug og opdret af 4l i
landbaserede recirkulerede ferskvandsanleg. Ferstehandsvaerdien af denne produktion udger
omkring 1 mia. kroner. Dette er af samme storrelsesorden som vardien af det danske industrifiskeri
og udger over 20 % af forstehdndsvardien af det samlede danske fiskeri. Opdrattet fisk udger i dag
ca. 1/3 af de ravarer, der anvendes/oparbejdes til humant konsum og er sdledes en meget vasentlig
ravare for den danske fodevaresektor.

Produktion af yngel af marine arter i akvakultur

Udviklingen af teknikker til produktion af marin fiskeyngel startede for over 20 ar siden. Danmark
har deltaget 1 denne udvikling og besidder derfor i dag en stor ekspertise indenfor omréadet, og har
flere aktive producenter af marin fiskeyngel. Produktionen er teknisk kreevende idet yngel af marine
arter kraever levende foder i form af planktonorganismer. Det er derfor nedvendigt at dyrke disse
organismer sidelobende med fiskeyngelen. En stor del af den dansk producerede yngel eksporteres
til udlandet som settefisk til havdambrug. Naeringsstoftabet ved yngelopdret er, som folge af det
lave foderforbrug, mindre end ved produktion af fisk til konsumsterrelse. Der er derfor muligheder
for ekspansion af denne produktion indenfor den eksisterende miljelovgivning.

Perspektiver for intensiv yngelproduktion

Danmark har med sine geografiske forhold og sin ’know-how’ gode muligheder for at ekspandere
sin produktion af sattefisk af marine arter.

Etablering af landbaserede anleg der anvender recirkulationsteknologi indebarer hoje
investeringsomkostninger. De nuverende priser pa laksefisk gor ikke produktion i intensive
recirkulationsanlaeg rentabel, men marine arter som pighvar og tunge vil med fordel kunne
produceres 1 sédanne anleg. Danmark har varet med helt fremme 1 udvikling af
recirkulationsteknologi til fiskeopdrat, primaert til opdret af al i ferskvand, men teknikken
anvendes ogsé i dag til saltvandsbaseret opdrat.

Teknikken gor det muligt at placere fiskefarme pé land og behandle udledningen pé lige fod med
andet spildevand. Disse systemers hgje grad af kontrol med vaesentlige parametre som temperatur,
saltholdighed og lys giver hoj grad af fleksibilitet.

Der er behov for en gget erhvervspolitisk opbakning til etablering af nye recirkulationssystemer til
produktion af marine fisk, samt til en langsigtet forsknings- og udviklingsindsats til lesning af de



tekniske og biologiske problemstillinger i forbindelse med introduktion af nye marine arter i
opdret.

Fravaret af et hjemmemarked vanskeligger yderligere yngelproducenternes markedsvilkar. Den
nedvendige viden vedrerende seneste teknologi findes 1 Danmark og ber inddrages i en satsning pé
marint opdreet i Danmark.

Danmark har muligheden for at deltage i udviklingsarbejdet til produktion af yngel af nye arter. P&
kortere sigt vil kun arter med heje markedspriser vare aktuelle, men udviklingen 1 fiskeriet og en
stigende eftersporgsel efter fisk kan vise sig at gere dyrkning af yngel af adskillige nye arter
rentabel.

Produktion af yngel i akvakultur. Eksempler pa potentielle arter

Marine varmtvandsfisk

Marine varmtvandsfisk som pighvar, havbars og guldbrasen er velegnede til opdrat i landbaserede
recirkulerede anlaeg, idet de trives bedst ved de 18-23°C, som opnads i de fuldt recirkulerede anlag.
De fundamentale tekniske og biologiske problemer i forbindelse med opdraet af disse arter er lgst og
det er derfor 1 dag muligt at starte en produktion i fuld kommerciel skala.

Pighvar (Psetta maxima)

Der produceres p.t. arligt omkring en halv million pighvar settefisk i Danmark. Fiskene eksporteres
til sydeuropaiske konsumfiskeanleg, eller afsattes til den marine fiskepleje, hvor de udsattes i
danske farvande. Fiskene produceres ved den ekstensive metode. De ernaringsmessige problemer i
intensivt opdrat er lost og storstedelen af den europ@iske produktion af pighvar sattefisk foregér 1
dag ved den intensive metode i det sydlige Europa. Frankrig er den sterste europaeiske producent af
pighvaryngel og producerede i 1998 2,5 millioner stk. yngel. I dag er produktionen det dobbelte.
Der produceres i Europa omkring 9000 tons pighvar til konsum arligt med Spanien og Frankrig som
storste europaeiske producenter. I Skandinavien produceres pighvar i Danmark og Norge.

Dansk opdret af pighvar til konsumsterrelse har fundet sted, men blev nedprioriteret bl.a. til fordel
for produktion af al. Der er imidlertid ingen tekniske hindringer for produktion af pighvar. En
kobling mellem den danske sattefiskeproduktion og et opdret til konsumsterrelse er oplagt. En
omlagning til intensiv sattefiskeproduktion vil gere danske sattefisk konkurrencedygtige pd det
danske marked, idet transporten af levende sattefisk fra sydeuropaiske anleg er bekostelig.

Pighvar er i dag nok den mest lovende art for et kommende dansk opdret af marine fisk til
konsumsterrelse.

Tunge (Solea solea)

Der har 1 Europa varet udfort et stort arbejde pa udvikling af opdrat af tunge. Engelske og franske
erfaringer har veret gode, men dens relativt langsomme vakst har gjort den mindre attraktiv end
pighvar. Yngelopdret ( figur 1) er dog lettere for tunge end for pighvar. Fisken trives i recirkulerede
anleg og markedspriserne er hgje. Som kommende opdretsfisk i dansk akvakultur virker tunge
lovende.

Europeeisk havbars (Dicentratus labrax) og guldbrasen (Sparus aurata)

Europeisk havbars og guldbrasen er begge varmtvandsarter. Der produceres i Europa arligt
omkring 200.000 tons af disse arter.



Yngelproduktion i kommerciel skala har fundet sted i Danmark til eksperimentelle formal. Der er
ingen tekniske hindringer for en sddan produktion og den forekommer i dag i fuld industriel skala 1
Sydeuropa. Fiskene trives i landbaserede recirkulerede anleg, men opdrat til konsumsterrelse i
sadanne systemer er i dag ikke konkurrencedygtig med det i Middelhavet fremherskende opdrat i
netbure.

En satsning pd dansk yngelproduktion til eksport vil vanskeliggeres af prisen pad transport af
levende sattefisk gennem Europa.

Marine koldtvandsfisk

Marine koldtvandsfisk som torsk, redspette, helleflynder og havkat trives alle ved lavere
temperaturer end varmtvandsfiskene og er derfor fordelagtige at producere under danske klimatiske
forhold. Generelt ma det dog konstateres at omkostningerne ved produktion af nedenstdende arter er
relativt heje i relation til markedspriserne pa fiskene. Markedspriserne svinger dog konstant og hvis
eksempelvis priserne pa marine koldtvandsfisk fordobles vil akvakultur blive aktuelt.

Metoderne til produktion af yngel og videre vaekst af koldtvandsfisk til konsumsterrelse svarer 1
grove traek til metoderne som anvendes for de marine varmtvandsfisk. Dog er der for alle arters
vedkommende tale om individuelle krav til fysisk/kemiske samt ernaringsmaessige forhold. Dette
hindrer en direkte kopiering af produktionsmetoderne mellem arterne og nedvendigger et
forsknings- og udviklingsarbejde for hver ny art kan masseproduceres.

Alle de navnte arters naturlige bestande er genstand for et traditionelt fiskeri. Dette kan veare
fordelagtigt 1 den indledende markedsfering, idet arterne er kendt af forbrugerne. Udnyttelse af
muligheden for at producere sarlige kvaliteter og levere pa sarlige tidspunkter kan oge
eftersporgslen og gere akvakulturerhvervet til et vesentligt fremtidigt supplement til det
eksisterende fiskeri.

Torsk (Gadhus morhua)

Interessen for produktion af torsk i1 akvakultur er stor. Norge og Skotland er absolut ferende.
Produktionen er dog stadig pa pilotstadiet og eksempelvis producerede Norge i 1999 kun omkring
150.000 stk. torskeyngel ved ekstensive metoder. Der satses pa at udvikle den intensive produktion,
idet produktionen af torsk i norsk akvakultur er begraenset af mangelen pa yngel trods flere ars
forskning. Der er stor interesse for at opdrette torsk til konsumsterrelse, idet denne
produktionsform svarer til den velkendte og serdeles succesfulde produktion af laks i netbure. Der
er dog identificeret adskillige problemer 1 produktionsforlebet. Der ligger stadig et
udviklingsarbejde forude, for torsk kan produceres pd kommercielle vilkdr. Markedet for torsk er
stort og priserne derfor alt andet lige robuste for eget udbud. Dog vil fisk fra akvakultur vere nodt
til at konkurrere pd markedet for hejkvalitetsfisk. Dette marked er mindre og mere folsomt for
kvantitetsendringer.

Havkat (Anarhichas lupus)

Der er i Norge gennemfort et betydeligt forsknings- og udviklingsarbejde pa havkat. Det er i dag
muligt at producere havkat fra &g til konsum. Havkat er krevende at dyrke. Moderfiskene kraever
serligt lave temperaturer for at udvikle ag af acceptabel kvalitet. Der produceres ikke havkat til
konsummarkedet endnu, idet produktionsomkostningerne stadig ligger over de priser det er muligt
at opné pa markedet.



Helleflynder (Hippoglossus hippoglossus)

Helleflynder forventes at spille en stor rolle i1 fremtidig norsk marin akvakultur. Yngelen produceres
ved den intensive metode og det videre opdraet finder sted i landbaserede kar. Opdret i netbure
giver lovende resultater og kan vare med til at @ge rentabiliteten af produktionen. Hvorledes opdraet
af helleflynder vil udvikle sig, athanger i1 hoj grad af den prisudvikling, der folger den betragtelige
stigning 1 den eksisterende mangde fisk pa markedet. Helleflynder har ikke vaeret dyrket i
Danmark.

Radspeaette (Pleuronectes platessa)

Produktionen af redspetteyngel foregir i dag ved den ekstensive metode. En dansk producent
producerer mindre mengder til udsetning.

Radspattens biologi ger den egnet til akvakultur. Den har dog stiet i skyggen af andre fladfisk pa
grund af dens lavere markedspris og er derfor ikke blevet dyrket i kommerciel skala til konsum.

Ferskvandsfisk

Aborre (Perca fluviatilis) og sandart (Sander lucioperca)

En reekke ferskvandsfisk kan produceres ved hjalp af samme teknologi som anvendes til de marine
arter. Arter som gedde, aborre og sandart er gode eksempler herpa.

Der er i1 de senere dr gennemfort et udviklingsarbejde til intensiv produktion af aborreyngel.
Produktionsmetoderne er kendt og der er gennemfort forsegsproduktioner med succes.

For sandarts vedkommende eksisterer der ongrowinganlaeg som indkeber ekstensivt produceret
yngel til produktionen. Der pigar et intensivt udviklingsarbejde med henblik pé at {4 etableret en
intensiv produktion af sandart sattefisk.

Der gores opmarksom pa at projektets produktion af copepoder af arten Tisbe holothuriae er en
marin copepod, og derfor ikke vil kunne finde anvendelse til produktion af ferskvandsfisk.

Metoder til produktion af fiskeyngel i ekstensive og intensive
anleeg

I Norge pdbegyndte man arbejdet med opdraet af marine arter i laguner i 1975.
Forskningsinstitutionerne udviklede lebende systemer til preveproduktioner og i 1983 havde man et
egentligt gennembrud, idet det lykkedes at opdratte sterre hold torsk (Kvenseth & Qiestad 1984).
Systemet baserede sig pa inddemning af mindre fjordarme eller polde, hvor fisk og sterre krebsdyr
blev fjernet vha. gift, hvorefter der blev introduceret plankton til systemerne. Poldene var
lavvandede og kunne derfor understette en tilveekst af alger af samme storrelsesorden som finder
sted under fordrsopblomstringen i havet. De rige forekomster af planteplankton gav gode
vaekstforhold for zooplankton som hjuldyr og copepoder, og disse ville derefter fungere som
byttedyr for fiskelarverne, som blev udsat i systemerne nar mangder af zooplankton og dennes
reproduktion var tilstraekkelig til at understotte fiskenes fodeindtag.

De store polde var meget velegnede til fiskelarvernes tidlige stadier, hvor fodeindtaget var
begranset. De egnede sig ikke til udfiskning af yngel og det var vanskeligt at opretholde en
zooplanktonbestand nér larvernes fodeindtag voksede hen mod slutningen af larvefasen. Dette forte
til en udvikling mod mindre systemer med hejrere grad af kontrol. Ferst blev der anvendt
flydeposer 1 poldene. Herved blev det muligt at provetage med sterre sikkerhed, og det blev
desuden muligt at opkoncentrere foderet ved at pumpe plankton fra det omgivende vand ind i



poserne. Hen mod slutningen af produktionsforlebet nér fiskelarvernes fodeindtag var sterst kunne
der suppleres med Artemia. Poserne blev efterfolgende aflost af landbaserede tanke, hvortil der blev
tilfert zooplankton og intensivt dyrkede hjuldyr og Artemia (saltsekrebs). Produktionsmetoden fik
navnet semiintensiv, idet der bade blev anvendt metoder fra det intensive system savel som det
ekstensive system

Sidelobende med denne udvikling skete der en betydelig udvikling af de intensive
produktionsformer i Sydeuropa. Udviklingen blev béret af en ekspanderende havbrugsproduktion af
havbars (Dicentrarchus labrax) og guldbrasen (Sparus aurata).

De intensive produktionssystemer anvender kun intensivt produceret levendefoder. Fordelene ved
de intensive produktionssystemers metodik er en hej grad af kontrol med produktionsparametrene
og deraf folgende heje reproducerbarhed.

Figur 1. Tunge-larve 2-3 dage efter kilcekning lige for den
er klar til at tage fode til sig.

DTU’s intensive yngelanlaeg

I Hirtshals anvendes et recirkuleret anleeg med 12 stk. 150 liters cylindrisk-koniske tanke af klar
pvc. I tankene er der monteret et udlebsfilter som tilbageholder fiskelarverne, men lader
zooplankton passere. Dette gor det muligt at fjerne overskydende zooplankton fra tankene séledes at
fiskene er sultne ved naste udfodring og her preesenteres for friskt foder med hej naeringsverdi.
Vandet fra tankene passerer efterfolgende et mekanisk filter hvor zooplankton bliver fjernet for
vandet ledes til det dykkede biofilter; efterfulgt af rislefilteret for det i hgjdereservoiret
temperaturreguleres og via en UV behandling feres tilbage som indleb i karrene gennem bunden af
disse.

Fiskelarver

Fiskelarver er meget skrobelige og derfor meget folsomme overfor fysiske pavirkninger. Tanke til
startfodring af fiskelarver er derfor kendetegnet ved naermest stillestiende vand, maske med en
skdnsom beluftning til fordeling af foder og larver i vandsgjlen. Blommesak-larverne samt de
tidligt fedesagende larver er naesten uden egenbevagelse, og vil derfor passivt flyde med
vandstremmen i karrene. Senere i larvefasen bliver larvernes egenbevagelse gradvist mere tydelig
og de vil ofte aktivt sege hen 1 omrdder 1 tanken med sarlige lys- eller stramforhold.

Larverne vil ud over det omgivende vand og dets fysisk kemiske egenskaber vare 1 kontakt med
bakterier, mikroalger, foderorganismer og sterre partikulaert materiale som fakalier og dede
foderorganismer. Produktionssystemets evne til at opretholde gunstige betingelser er selvsagt
afgerende for larvernes overlevelse og veekst. Mikroalger kan have en gavnlig indflydelse pa



larverne, dels fordi mikroalger konditionerer vandet ved at optage opleste naeringsstoffer fra dette
og ved at fungere som fede for zooplanktonorganismerne, som herved opretholder en bedre
naringsverdi. Fiskelarver indtager ogsd mikroalger. Mikroalgerne indtages ikke kun ved at
fiskelarverne drikker vand. Det er vist, at for eksempel pighvar indtager 10-1000 gange s& mange
mikroalger som forventet, hvis indtaget skulle baseres pa drukket vand. Larvernes indtag er dog
ikke tilstraekkeligt til at understotte den vaekst og det deraf folgende behov for neringsstoffer som
kraeves, og indtaget kan derfor betragtes som et supplement, som evt. kan have en sekundeaer effekt
ved at konditionere fordejelsesapparatet og igangsatte de enzymproducerende systemer, som
efterfolgende skal foresta fedens nedbrydning.

Startfodring

Egentlig startfodring af fiskelarver pdbegyndes med zooplanktonorganismer. I naturen og i de
ekstensive systemer udger copepoder den dominerende foderorganisme. Copepoder er den
foderorganisme, som oftest findes i fiskelarver 1 naturen herunder tunger (Drake. & Arias, 1993).
Copepodernes mange livsstadier fra &g over nauplie og copepoditstadier til voksen copepod ger, at
en art kan dekke et stort sterrelsesinterval. Dette er af vaesentlig betydning for fiskelarver, idet
deres fodeindtag begrenses af den partikelstorrelse de kan gabe over. Anvendelse af for store
fodeorganismer umuligger selvsagt larvernes fodeindtag. Der er til gengeld en eksponentiel
sammenhang mellem byttedyrleengde og energiindhold, hvilket er samstemmende med at
fiskelarver viser aktiv praeference for sterst mulige byttedyr. I opdret er det derfor ogsa
hensigtsmessigt at kunne oge fodedyrenes storrelse efterhanden som fiskelarverne vokser og kan
gabe over storre fadeemner.

I praktisk opdret er der et begranset antal mulige foderorganismer til radighed. Der anvendes
traditionelt hjuldyr og Artemia. Hjuldyr kan fas i flere storrelser idet arten Brachionus
rotundiformis har en lengde pa 100-160 my og de sterre B. plicatilis har en leengde pa 130-340 pm.
I kommercielt europeeisk opdret anvendes kun B. plicatilis, idet de fiskearter som opdraettes, alle
kan startfodres pa denne art. Artemia er sterre med en minimumlangde pa 400 til 500 um. Artemia
har den store fordel, at hvileaeg kan indkebes i store mangder og klaekkes et dogn for anvendelsen,
hvilket giver mulighed for at fodre store mangder larver helt op til tidspunktet for tilvenning til
torfoder.

Erneering

Efter at larverne har opbrugt blommesakken athaenger deres naeringsindtag af indholdet af det
plankton de @der. I intensiv akvakultur tilbydes larverne et begranset udbud af foderdyr. Disse
vaelger opdratteren ud fra kriterier vedrerende deres egnethed for produktion i1 store mangder.
Lipidernes fedtsyreprofil svarer ofte ikke til det naeringsbehov som fiskelarver har.

Lipider

Lipider har i sarlig grad tiltrukket sig opmarksomhed i forbindelse med opdrat af marin
fiskeyngel. Lipider er en samlebetegnelse for fedtstoffer og fedtstoffer er estere af glycerol

og hgjere fedtsyrer. De almindeligste fedtstoffer er triacylglycerolerne, der bestar af glycerol (en
alkohol) hvorpa der sidder tre fedtsyrekaeder (bundet via esterbinding) (figur 2). Triglyceriderne er
fedtets oplagringsform og det er den form det har i planteolier og synligt fedt hos dyr (f.eks synligt
fedt i1 fiskevaev og mesenterie). Der findes ogsa en lang raekke andre lipider, f.eks. cholesterol og
phospholipider, der er vigtige byggestene for hormonsyntese. Fosforlipiderne er
hovedbestanddelene i bl.a. cellemembraner.
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Figur 2. lllustration af opbygning af ester, glycerol og triacylglycerol.

Frie fedtsyrer er opbygget med en syregruppe i den ene ende, mens resten af molekylet er en lang
kulbrinte-kade. Fedtsyrer er uopleselige i vand, er organiske og har det fzlles, at de bestar af lange,
ofte uforgrenede kader af kulstofatomer (mellem 4 og 24) med netop én carboxlsyregruppe (-
COOH) i den ene ende. Generel formel: CH3(CH;),COOH hvor antallet af kulstofatmer (n) kan ga
fra 0 til 1 princippet uendeligt, men i praksis til omkring de 40.

Fedtsyrerne kan inddeles i tre grupper (figur 3):

e Mzettede fedtsyrer - fedtsyrer, hvis kulbrintekeeden er maettet med H- atomer og de
indeholder ikke dobbeltbindinger.

e Monoumattede fedtsyrer - fedtsyrer, hvis kulbrintekaede mangler 2 H-atomer der dannes
saledes en en dobbeltbinding og fedtsyren er umattet

e Polyumettede fedtsyrer - fedtsyrer som indeholder to eller flere dobbeltbindinger

Triglycerid
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Figur 3. lllustration af opbygning af meettede, umcettede og flerumcettede fedtsyrer.

Fisk kan syntetisere umattede og enkeltumattede fedtsyrer i leveren og kan derfor klare sig uden
tilforsel af disse i dizeten. Fedtsyrer med 2 eller flere dobbeltbindinger syntetiseres primaert af
organismer lavere 1 fodekaden og skal derfor tilfores fiskene i dizten — heraf navnet essentielle
fedtsyrer. Fisk har som andre hvirveldyr behov for de 3 essentielle fedtsyrer eicosapentaen syre
(EPA), C20:5n-3, docosahexaen syre (DHA), C22:6n-3 og arachidon syre, (ARA), C20:4n-6 for at
kunne vokse og udvikle sig normalt (Sargent et al., 1996).
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Hjuldyr og Artemia indeholder relativt lave mangder af disse essentielle fedtsyrer, hvilket har fort
til problemer 1 yngelproduktionen af en raekke primaert marine fisk. Et typisk problem hos fladfisk
er mangel pd pigmentering. Dette har kunnet relateres til indholdet af de essentielle fedtsyrer i
foden. Problemet kan delvist overkommes ved at berige foderdyrene med emulsioner indeholdende
de essentielle komponenter 1 rette mangder.

Proteiner

Proteiner er en anden vesentlig byggesten for fiskelarver. Proteiners opbygning af aminosyrer er
kontrolleret af DNA sekvensen og er derfor fzlles for alle trofiske niveauer. Forskning 1
fiskelarvers krav til proteiner har ikke faet samme fokus som forskning i lipiders betydning. Pa
trods af at fiskelarver vokser med op til 100 % om dagen og proteiner er en central komponent i
denne vakst er der ikke gennemfort en forskninsindsats vedrerende proteiner i nar samme
storrelsesorden som det er tilfeldet for lipiderne. Det omréde indenfor proteinenrnering hos larver
som er bedst beskrevet omhandler enzymapparatets evne til at omsatte proteiner, men viden om
fiskenes optag af neringskomponenterne er kun lidt belyst (Rennestad et al 2007).

Anvendelse af forskellige typer foderdyr

Siden 70erne har der varet arbejdet intensivt med produktion af marine fiskelarver med akvakultur
for gje. Allerede pa et tidligt tidspunkt blev foderorgansimerene hjuldyr og Artemia identificeret
som varende velegnede til opdraet, idet de var til at producere 1 tilstreekkelige meengder til
anvendelse i kommerciel skala.

Hjuldyr er vasentlig mindre end Artemia. Dette kan vere en afgerende fordel for fisk som
producerer sma larver, hvor indtag af Artemia ikke er mulig. Hjuldyr bevager sig langsommere end
Artemia og kan derfor vare lettere at fange for larver, som kun lige er begyndt at tage fode til sig.
Hjuldyr har desuden ikke et exoskelet, og passerer derfor lettere gennem fordejelsessystemet end
krebsdyr som Artemia og copepoder.

Generelt vil fiskelarver som praesenteres for fadeemner af forskellig storrelse, vaelge de storst
mulige. Forudsat at foedeemnerne krever lige megen energi at fange, vil larven fa mere energi ved
indtagelse af de sterre fedeemner.

Netop Artemia kan give problemer hos nogle arter fisk, idet de med deres exoskelet kan blokere
fordejelseskanalen. Fiskelarvers fodeindtag reduceres ikke forholdsmaessigt med byttedyrtatheden.
Dette kan fore til problemer ved hgje tetheder af byttedyr, idet fordejeligheden af foden reduceres.
Sidelogbende med det intensive arbejde med at udvikle teknikkerne vedrerende anvendelse af
hjuldyr og Artemia, blev der gennemfort forseg med fode af mere naturlig karakter for fiskelarver.
Tilgangsvinklen var indledningsvis mere ekstensiv, idet fiskelarvernes naturlige miljoer blev
forsegt efterlignet med henblik pd at opfylde deres krav. Disse ekstensive systemer baserede sig pa
produktion af phyto- og zooplankton i systemer hvor naturligt sollys fungerede som energikilde og
fiskelarverne blev udsat 1 systemerne nér en produktion af zooplankon var etableret. Disse
mesokosmossystemer bidrog med viden om fiskelarvernes fodeindtag (van der Meeren, T. 1991) og
om vakstpotentialer hos fiskelarver i naturlige systemer (van der Meeren, T. & Naas, K. E. 1997).
Det viste sig at copepoder var en ideel kilde til ernering hos marine fiskelarver hvilket
understottedes af viden om at fiskelarver i naturen hovedsagelig levede af copepoder og disses
naupliestadier (Heath & Moore 1997; Naess et al 1995.)
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Opdreet af harpacticoide copepoder (Tisbe holothuriae) i
intensive anlaeg

Harpacticoide copepoder er i sammenligning med andre ordener af copepoder velegnede til
intensiveret opdrat; bl.a. grundet deres evne til at tolerere miljoer karakteriseret af en vis organisk
belastning, deres evner til at tolerere relativt store endringer i det fysisk-kemiske miljo og deres
hoje fekunditet og korte generationstid (Lee Sheng-Sheng et al 2005). Seks forskellige arter
harpacticoider tilhgrende fem forskellige slaegter har vaeret anvendst til opdreetsforseg. (Stettrup &
Mcevoy 2003).

For Tisbe holothuriaes vedkommende ligger temperaturoptimum pa 19°C (Milliou & Moraitou-
Apostolopoulou 1991) og ifelge samme reference ligger salinitetsoptimum pé 38 ppt. Sidstnavnte
er overraskende, idet arten er udbredt i Atlanten hvor saliniteten ikke overskrider 34 ppt.

En ulempe som harpacticoiderne har i forhold til andre klasser af copepoder, er deres manglende
evne til at producere hvileaeg. Dette stiller krav til opdreettets udformning, idet det er nedvendigt at
vedligeholde kulturer dret igennem hvis ikke hver ny produktionsperiode skal pabegyndes baseret
pa materiale indhentet fra naturen. Det er heller ikke muligt at lagre produktionen uden for perioder
hvor der skal startfodres larver. Der drives ikke som for f.eks. algers vedkommende kommercielt
baserede stamkulturer hvorfra kulturer kan rekvireres. Kulturer af copepoder baseres derfor pa
materiale indfanget fra naturen, eller fra kulturer som opretholdes 1 forbindelse med videnskabelige
projekter.

Tisbe holothuriaes taxonomi og livscyklus
Tisbe holothuriae er en benthisk harpacticoid copepod. Taxonomisk kan arten klassificeres under:

Rakke: Crustacea

Klasse: Maxilliopoda

Underklasse: Copepoda

Orden: Harpacticoida (Sars 1903)
Familie: Tisbidae (Stebbing 1910)
Underfamilie: Tisbinae

Art: Tisbe holothuriae (Humes 1957)

Tisbe holothuriae tilherer en gruppe nert beslegtede arter hvor hunnerne ikke kan adskilles
morfologisk. De forskellige arters hanner kan adskilles baseret pa morfologiske karakterer pa
antenner og ben. Tisbe holothuriae er karakteriseret ved at besidde et modificeret seta pa det
proximale endopod segment pa andet benpar (Bergmans 1979) (figur 4).

Figur 4. Det artsspecifikke modificerede setae
fra proximal endopod pd ben nr. 2.




Tisbe holothuriae har seks nauplie stadier, fem copepoditstadier og et adult stadie (figur 5).

500 my

Figur 5. Livssyklus for Tisbe holothuriae. Modificeret fra Park (1976) af Preben Christensen
(figur 21 i Appendix 1).

Naupliestadierne er primart pelagiske og copepoditstadierne er primart er benthiske.

Tisbe er en fritlevende organsime, men som navnet indikerer blev arten oprindeligt beskrevet som
parasit pa sepelsen Holothuriae stellati (Humes 1957). Arten er siden fundet fritlevende i
nordseen, middelhavet og langs USA’s gstkyst (Gotto 1993). Fava (1975) gennemforte en
undersogelse af copepoder tilherende sleegten Tisbe fra Middelhavet ud for Venedig. Tisbe
holothuriae viste sig at veere den mest hardfere art blandt de 12 testede Tisbe arter, med hensyn til
pH og temperatur. Tisbe holothuriae var ogsa i stand til at udkonkurrere andre arter i polykulturer,
og blev derfor konkluderet som verende den bedst egnede art til kultur.

Tilveksten fra &g til voksen gennemfores pa 10-18 dage. De 6 naupliestadier gennemlebes pd 3 til
4 dage og det reproduktive voksenstadie (figur 6) kan nas allerede efter 10 dage, men tager typisk
15-18 dage ved 18 °C. Parring finder sted en gang, og hunnen vil derefter vare 1 stand til at
producere &g 1 omkring 10 dage.



Figur 6. Voksen Tisbe holothuriae hun med ceg.

Der produceres 3 til 7 ®gsaekke (figur 7), hver indeholdende 10-60 @g. Total levetid for et individ
er omkring 30 dage.

Figur 7. Tisbe holothuriae ceg under kleekning hvor
nauplierne frigives.

En typisk nauplieoverlevelse ved lave tetheder pa 80% resulterer 1 vaekstrater pd mellem 20 og 30
% dagligt. Lavere overlevelse af naupliestadierne (figur 8) kan dog forventes ved hgjere tetheder.
Optimal salinitet er 38 ppt. Tisbe holothuriae der ved saliniteter under 20 ppt og over 48 ppt.
Optimal vaeksttemperatur er 19°C.
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Figur 8. Tisbe holothuriae nauplie stadie 1
umiddelbart efter kleekning.

Tisbe holothuriae er omnivor og @der ved at greesse overflader. Forseg har vist at Tisbe holothuriae
vokser bedst, hvis der gives en algebaseret diet kombineret med et animalsk tilskud. Fiskefoder har
med succes varet anvendt som dette animalske tilskud og dette har resulteret 1 hgjere registreret
fekunditet og reduceret mortalitet i copepodritstadierne. Ulempen ved at anvende animalsk tilskud
er en negativ effekt pd vandkvaliteten. I praksis ber anvendelse af animalsk tilskud 1 batch systemer
folges op af egetvandudskiftning.

Analyser af fedtsyreprofiler har indikeret at Tisbe holothuriae er i stand til at syntetisere de
flerumattede fedtsyrer EPA og DHA. Dette i modsatning til hhv. Artemia og hjuldyr som ikke
besidder denne evne (Norsker & Stettrup 1994). Tisbe holothuriae ser séledes ud til at vaere i stand
til at forlenge omega 3 fedtsyrer med kortere kulstofkaeder til C20 og C22. Egenskaber som ellers
er forbeholdt fotosyntetiserende organismer. Hovedparten af de langkadede fedtsyrer incl. EPA og
DHA ma dog forventes at komme fra copepodernes dizt.

Det relative lipidindhold tiltager igennem copepoditstadierne og skyldes formentlig de voksne
hunners behov for lipid til allokering til eggene.

Ernaeringsrelaterede forhold

Copepoder udger hovedparten af mange fiskelarvers naturlige fode (Pauly & Christensen 1995).
Der er derfor et naturligt ssmmenfald mellem copepoders naringssammensatning og fiskelarvers
naeringskrav.

Proteiner udger en stor del af marine copepoders naringsindhold 24-82 % (Bamstedt 1986). Hos
Tisbe holothuriae udger proteinindholdet 71 % (Miliou et al. 1992).

Kulstofindholdet i copepoder udger 28-68 % for calanoider (Bamstedt 1986) og for Tishe
holothuriae udger Kulstofindholdet omkring 40% (Guérin & Gaudy 1977). C:N forholdet kan
variere betydeligt inden for intervallet fra 5 til 12 som funktion af den tilbudte algedizet (Guérin &
Gaudy 1977).

Lipider har veret intensivt undersegt hos plankton idet fedtsyresammensetningen har stor
indflydelse pd fiskelarvers udvikling og efterfelgende kvalitet.

De langkadede flerumettede fedtsyrer udger en stor del af fosforlipiderne i cellemembraner hos
marine fisk. Fiskelarver kan selv syntetisere kortere kaedede fedsyrer som C:18, men er ikke i stand
til at forleenge disse kortere fedtsyrer til C:20 eller C:22. Disse langkadede flerumattede fedtsyrer
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der derfor er essentielle 1 dieeten for fiskelarverne, kan derfor grundet fiskelarvernes hurtige vackst
komme 1 underskud, hvis ikke tilstreekkelige mangder kan ekstraheres fra dizten.

En raekke studier har verificeret effekter af fedtsyresammensatning pa eksempelvis pigmentering af
yngel af fladfisk, (Seikai et al 1987; Lund er al 2008; Ness et al 1995). De flerumattede fedtsyrer
eicosapentaen syre (EPA), docosahexaen syre (DHA) og arachidon syre (ARA) har vist sig at have
relativt stor indflydelse pa fiskelarvers vakst og udvikling. For en reekke studiers vedkommende har
det vist sig at forholdene mellem de 3 navnte fedtsyrer har storre betydning end de specifikke
mangder (Sargent et al 1997). Andre studier har vist effekter som funktion af netop de specifikke
indhold af fedtsyrer og ikke af forholdene mellem disse (Lund et al 2008).

Det er i fiskelarvernes tidlige stadier for metamorfosen af fedtsyreindholdet i feden spiller en serlig
stor rolle, idet der pa dette tidspunkt kan ske irreversible @ndringer af fiskenes morfologi som
funktion af fedtsyreindholdet. Som udgangspunkt ma det forventes at eggene indeholder den
optimale fedtsyresammensatning for fiskelarver i blommesak- og umiddelbart efterfolgende
stadier. En sammenligning af fedtsyreindholdet af hhv. &g af torsk, nyklaekkede larver og indholdet
1 Artemia og copepoder viser en stor ensartethed mellem a&g, larver og copepoder, men ringe
ensartethed med Artemia’s indhold af centrale fedtsyrer (Tabel 1).

Tabel 1. Sammelligning af fedtsyresammenscetningen (veegt%) af total lipid fra hhv. torskeceg, torskelarver og
copepoder og Artemia (Sargent et al 1999).

22:6n-3 | 20:5-n-3 | 20:4n-6 18:3n-3 18:2n-6 18:1n-9 16:0
Torskeag 293 14,8 1,7 0,3 1,1 11,5 18,5
Torskelarver | 30,2 15,0 1,8 0,6 1,7 7,6 17,4
Copepoder | 32,2 12,1 1,0 1,7 2,0 7,0 18,1
Artemia 0,0 3,9 1,1 22,1 5,9 17,4 11,6

Talrige studier har vist at neringssammensa&tningen af copepoder athenger af den fode de indtager
(Moreno et al. 1979 & Stettrup 1994). I startfodringsfasen af marine larver vil nauplierne udgere
den primeare fodekilde. Neringsindholdet af nauplierne er derfor afgerende for
copepodproduktionens anvendelighed. Det har vist sig at neringsindholdet af nauplierne
umiddelbart efter klaekning ikke @ndrer sig i forhold til copepodernes naringssammensatning og
dermed copepodernes fadeindtag. Copepoderne allokerer altsd samme neringssammensetning til
nauplierne uathangigt af neringssammensatningen af deres fade eller af copepoderne selv
(Norsker & Stottrup 1994).

Opdreetsrelaterede forhold

Produktionen af &g hos Tisbe holothuriae har vist sig at athange af teetheden af individer (Zhang et
al 1993). Ligeledes har det vist sig, at kleekkeraten og overlevelsen af nauplier reduceres ved egede
teetheder af individer i en kultur (Hoppenheit 1976).

Hoppenheit (1976) fandt at eget udskiftning af vand fra kulturen til en vis grad kunne kompensere
for denne effekt; en observation som ogsé er gjort af Fava (1979).

Mekanismerne er ikke kendte, men forsinkelse af klaekketidspunktet kan vaere medvirkende arsag
(Kahan et al 1988 og Walker 1979) og kan medvirke til at komplicere dataanalyserne.
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Hgje tetheder medferer mindre individsterrelse af voksne individer (Hoppenhiit 1976). Dette kan
skyldes lavere fodeindtag som funktion af eget konkurrence om foderet eller lavere trivsel grundet
ringere kvalitet af vandet.

Zhang & Uhlig (1993) fandt en reduktion af tervaegten af hunner med egsak fra 10,79 pg til 6,58
ug som effekt af at oge densiteten af individer fra 60 individer/cm? til 540 individer/cm”.

Intensivt opdreet af Tisbe holothuriae i bakkesystemer (enheder pa
under 5 liter)

Harpacticoide copepoder kraever et overfladeareal at grasse pd. Dette har medfert at harpacticoider
traditionelt har vaeret dyrket i mindre enheder med horisontale overflader. Typisk har
bakkesystemer vaeret anvendt med en vanddybde pa 4-10 cm. S&ddanne systemer har et relativt stort
horisontalt overfladeareal i forhold til den overliggende vandsgjle, hvorfra mikroalger kan
sedimentere. Metodens fordele inkluderer umiddelbar visuel overskuelighed over kulturens status.
Det er med det blotte gje er muligt at inspicere kulturen og vurdere indholdet af foder og
eksempelvis tilstedeverelse af aggregeret materiale som kan forsage reduceret vandkvalitet (figur
9). Det er ligeledes muligt direkte at vurdere copepodernes antal i kulturen og deres reproduktive
potentiale, idet andelen af @gbarende hunner kan vurderes.

Systemerne fungerer ved at ved at kulturerne dyrkes som batchkulturer. Dette indebarer at der ikke
er kontinuerligt vandskifte i kulturen. Kulturerne i bakkerne fodres dagligt i 3-4 dage, hvorefter
vandet skiftes ved at kulturerne filtreres gennem planktondug som tilbageholder copepoderne og
lader vand og mikroalger passere.

Figur 9. Copepodkultur i bakker, illustrerende hvorledes materiale efter blot 3 timers henstand i bakke kan
aggregere. Foto: Preben Kristensen, DTU (figur 24 i Appendix 1).

Copepoderne kan storrelsesfraktioneres vha. planktonfiltrene. Et 40 pum filter vil tilbageholde alle
stadier af copepoder, et 80 um filter vil tilbageholde copepoditter og copepoder, men lade
nauplierne passere, mens et 200 um filter vil tilbagehold agbarende hunner.

Bakkesystemer fodres typisk med mikroalger. Rhodomonas sp. har vist sig velegnet til fodring af
copepodkulturer (Stettrup & Norsker 1997). Fodring baseres i bakkesystemer pa visuel observation
af vandsgjlens farvning af mikroalger. Foderrationen ligger for nyvaskede kulturer pd omkring 10
% af bakkens vandvolumen; dvs. en bakke med 4 liter vand tilfares 400 ml Rhodomonas sp.
algekultur. I lobet af de 3-4 dage mellem vandudskiftning vil kulturerne @ndre karakter, idet
protozoer hurtigt vil reproducere sig i bakkerne og konkurrere med copepoderne om faden. Dette
kan observeres ved at algemangden 1 vandsgjlen hurtigt reduceres efter fodring. Kompenseres der
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ikke for dette vil fodermangden hurtigt blive si reduceret, at vandet 1 bakken vil vere klart som
rent vand. Hyppigere fodringer kan kompensere for dette tab, men det vil veere mere
hensigtsmeessigt at vaske kulturen vha. filtrering.

Det er ikke kendt hvor stor del af copepodernes naringsbehov som daekkes direkte af mikroalger og
hvor stor del der udgeres af sedimenteret materiale i form af fakalier og delvist hydrolyserede
komponenter associeret til bunden.

Bakterier har vist sig at udgere en betydelig del af harpacticoide copepoders naringsindtag. (Rieper
1978). Dette er interessant, idet det giver mulighed for at copepoder evt. kan reducere pathogener i
larvekulturanlag. Forseg med dyrkning af Tisbe holothuriae pa Vibrio bakterier har vist, at der ikke
er negative effekter af bakterierne, tvaertimod valgte copepoderne aktivt at opholde sig i omrader
hvor der var udfodret Vibrio anguillarum (Rieper 1982). Der var ikke forskel pa copepodernes
overlevelse ved anvendelse af hhv. levende eller dede V. Anguillarum, hvilket indikerer at
bakteriene ikke har patogen effekt pa copepoderne.

Produktiviteten 1 bakkesystemer kan vere betydelig. Stettrup (1997) fandt en
gennemsnitsproduktion af nauplier i bakker pa 125 nauplier pr cm” pr dag.
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Intensivt opdreet af Tisbe holothuriae i starre systemer (enheder pa over
5 liter) uden kontinuerligt vandskifte

Tisbe holothuriae har i en arrekke for dette projekts pabegyndelse (1996-1998) veret dyrket i DTU
Aquas faciliteter 1 Hirtshals. Der er anvendt 30 liters enheder med cylindriske sider og konisk bund
(foderautomater til fiskeopdret). Disse enheder blev fyldt med biofiltermateriale og beluftet vha. en
luftsten placeret i bunden af tankene. Det er vasentligt at biofiltermaterialet tillader vertikal
transport af partikulaert materiale. Dette fremmer sedimentation af skalfragmenter, som kan fjernes
fra kulturerne ved choktemning af tankene.

Den daglige drift indebar choktemning af tanken med henblik pé fjernelse af skalfragmenter, og
efterfolgende aftapning af omkring 5 liter vand gennem planktonfilter og returnering af
tilbageholdte copepoder til tanken.

Systemet blev fodret dagligt med omkring 20 volumenprocent algekultur baseret pa kulturens
farvning af alger for fodring.

To gange ugentligt blev kulturen vasket gennem planktondug hvorefter tank og biofilterelementer
blev renset ved spuling for copepoderne returneredes til tanken.

Produktionen af nauplier var meget svingende. Der sé ud til at veere en sammenhang mellem
kvaliteten/kvantiteten af de alger som blev anvendt som foder og kulturernes produktion af nauplier.
I perioder hvor algekulturerne ikke fungerede optimalt sés typisk reducerede nauplieproduktioner i
produktionsanlaegget.

Der var tydeligvis perioder hvor copepoderne formerede sig hurtigt og dette afspejlede sig 1
betydelige nauplieprouktioner.

I perioder med hgjt udbytte, blev der konstateret en produktion pa omkring 20 nauplier/ml
kulturvand pr dag. Dette indikerer at Tisbe holothuriae har et betydeligt produktionspotentiale, men
ogsa at det er vanskeligt at opfylde artens krav pa kontinuerlig basis og derved opné en stabiliseret
produktion.

12001 offentliggjordes en rapport inkluderende en beskrivelse af design og drift af et storre skala
produktionssystem baseret pd bakker (Miles et al 2001). Systemet kan betegnes som en udvidelse af
det bakkesystem som er beskrevet af Stettrup (1997). Dette produktionssystem var baseret pa reoler
med 12 bakker oven over hinanden. Reolerne blev placeret i klimarum med kraftig belysning af den
type som anvendes ved produktion af mikroalger 1 poser.

Driften af systemet kendetegnede et typisk produktionsforleb for Tisbe holothuriae i batchkultur.
Systemet blev hurtigt koloniseret af en rekke fremmede arter inkluderende protozoer, nematoder og
ikke mindst hjuldyr. Sidstnavnte blev karakteriseret som et alvorligt problem som det var meget
vanskeligt at overvinde. Hjuldyrenes antal kunne reduceres betydeligt ved filtrering. Dette gav en
midlertidig bedring, men da alle hjuldyr og @g ikke kunne fjernes pa denne méade var gentagne
behandlinger nedvendige. Behandlingen ved filtrering indebar at en stor del af copepoditterne og
nauplierne blev tabt, idet disse ikke kunne adskilles fra hjuldyrene og derved matte kasseres.
Egentlige produktionsestimater for dagligt antal producerede nauplier/ml er ikke opgivet i
rapporten. Et interessant resultat er, at der blev forsegt anvendt en oget overflade i bakkerne ved
introduktion af smasten til bakkerne. En sammenligning af produktionen i bakker med og uden
smisten viste dog at produktionen i bakkerne med smésten var signifikant lavere sammenlignet med
produktionen i bakkerne uden smasten.

Dette umiddelbart overraskende resultat blev tilskrevet signifikant hejere
ammoniumkoncentrationer 1 bakkerne med smasten end i1 bakkerne uden, idet bakkerne med
smasten var vanskeligere at rengere.
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Opdreet af Tisbe holothuriae i stgrre systemer (enheder pa over 5 liter)
med kontinuerlig vandudskiftning

De tilbagevendende problemer og den betydelige arbejdsbyrde forbundet med produktion af
harpacticoider i batchsystemer har inspireret til eksperimenter med henblik pa at designe et
produktionsanlaeg som kan levere en kontinuerlig og stabil forsyning af nauplier med et minimeret
tidsforbrug.

Stettrup & Norsker (1997) beskrev et system baseret pa en 150 liters forseglet tank med cylindriske
sider og konisk bund. Tanken var fylde med biofilterelementer. Tanken blev fodret en gang dagligt
med 20 liter Rhoromonas mikroalger. Nauplier blev hestet ved at vandet i produktionstanken blev
presset op gennem tanken og gennem laget, hvor en slange forte nauplierne over i et
opsamlingsfilter Figur 10.

Figur 10. Skitse af det kontinuerlige produktionssystem som blev anvendt i Stottrup & Norsker (1997). Figur fra
Stottrup og Norsker (1997).

Karakteristisk for produktionen af nauplier var den meget svingende produktion fra dag til dag
(figur 11).

Produktiviteten af anlaegget blev opgivet til 1,5 nauplier/ml pr dag. Dette 14 veesentligt under
produktionen 1 bakker fra samme studie som 1& pd omkring 100 nauplier/ml pr dag. Ovenstdende
produktionsestimater er omregnede vardier fra de opgivne produktiviteter pr cm” i Stettrup (1997).
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Figur 11. Hllustration af den meget svingende nauplieproduktion i et kontinuerligt produktionsanleeg (Stottrup &
Norsker 1997).

Projektets produktionssystem

Produktion af harpacticoide copepoder har traditionelt veeret forbundet med betydelige
driftsomkostninger.

Produktionssystemer med kontinuerlig vandudskiftning har pa dette punkt en raekke fordele frem
for batchbaserede systemer, idet nauplierne automatisk fores med vandet ud af systemet til
opsamlere. Tilkobling af kontinuerlig fodring af systemerne vil yderligere give disse systemer en
driftsmaessig fordel frem for batch systemerne.

Projektets produktionssystem koblede 6 produktionstanke til en faelles opsamlingsenhed. Det var
hensigten at holde de forskellige stadier af copepodernes udvikling adskilt, med henblik pé at
optimere forholdene for de enkelte udviklingstrin. Nedenstdende afsnit redeger for
produktionsapparatets opbygning og drift.

Beskrivelse af produktionssystemet

Stamkultursystemet i bakker

Stamkulturer holdes 1 bakker med en vanddybde pa omkring 5 cm (figur 12). Det er her muligt at
bibeholde stamkulturerne af copepoder vha. et relativt begranset tidsforbrug. Anlegget fodres efter
behov med mikroalger. Med fa ugers erfaring vil anlaeggets algemangde kunne justeres blot ved at
vurdere algernes farveintensitet i vandet. Det er muligt at observere copepoditter og copepoder
direkte 1 bakkerne med det blotte gje (figur 12). Det er ogsd muligt at vurdere mengden af hunner
med @&g og derved fa en indikation af kulturens forventede udvikling.
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Figur 12. Bakker med stamkulturer af copepoder (tv.). Det er muligt at se copepoderne i bakkerne med det blotte oje
som sorte prikker pd bakkens sider (th.)

Det recirkulerede produktionsanlag bestar af 2 individuelle anlag (figur 13 og 14). Hvert anlaeg har
6 produktionstanke. Hver tank indeholder 100 liter biofilterelement (bioblok 150) og er forsynet
med et centralt placeret udlebsrer betrukket med planktondug (38 eller 120 um) (figur 15).

4 |

Q > Streng A
7y
ol;
Streng B
®

?

2 identiske anlaeg bestdende af 6 tanke, filter og reservoir

L L

OO
OO
OO
OO

Figur 13. Skitse af projektets produktionsanleeg.

Karrets udleb er fort i et felles aflob som samler aflobene fra anleggets 6 tanke og leder det til
Unikfilteret (figur 14). Unikfilteret er forsynet med op til 3 planktonduge. Dette giver mulighed for
at separere udlgbsvandets plankton i 3 fraktioner baseret pa sterrelse. Efter Unikfilteret lober vandet
1 et reservoir hvorfra det pumpes op gennem UV-behandlingsanlagget til hgjdetanken. Fra
hgjdetanken kan vandet vha. gravitation lebe frem til karrene. Flowet til karrene kan justeres fra 2,5
1/time til 150 liter/time. Der er monteret flowmaélere ved indlebet til hver enkelt tank.
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Figur 14. Projektet produktionsanlceg. Til Overst til venstre ses anleeggets produktionstanke og nederst til venstre og
yderst til hojre ses anleeggets filterstationer til host af nauplier.

Fordelene ved det recirkulerede produktionsanlaeg er at der ikke manuelt skal skiftes vand pa
anlegget. Det foregér i stedet ved at vandet kontinuerligt skiftes i tankene. Dette medferer ogsa den
fordel at nauplierne kan vaskes ud af anlaeggets tanke og opsamles i produktionsanlaeggets
Unikfilter i de enskede fraktioner.
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Figur 15. Skitse af produktionstank med centralt placeret udlobsfilter (skraveret skrdt) og biofilterelementer
(skraveret lodret).
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Test af unikfilterets evne til at tilbageholde nauplier og copepoder

Indledningsvis blev Unikfilterets evne til at tilbageholde nauplier undersogt.

Umiddelbart for den daglige temning af Unikfilteret opnas den hgjste koncentration af nauplier og
copepoder foran filterets planktonduge. Det blev skennet hensigtsmassigt at teste filterets evne til at
tilbageholde nauplier pa dette tidspunkt.

Et 38 pm filter blev monteret under aflebet fra Unikfilteret. Efter én time blev filteret tomt.

Filterets indhold blev koncentreret i 200 ml vand hvorfra prever blev udtaget og talt. Der var i
gennemsnit 3 nauplier pr. prove svarende til et dagligt spild pa 847 nauplier.

Efterfolgende blev Unikfilteret tomt og antal nauplier i kammeret opstrems filteret bestemt til
150.000 stk.

Der er forskellig koncentration bag Unikfilterets 38my dug gennem degnet, begyndende med en lav
koncentration lige efter rensning af filteret til en maksimal koncentration umiddelbart for rensning
af filteret. Tages der hgjde for dette, ber 441 nauplier slippe gennem filteret pa et dogn.

Herved kan lekagen af nauplier beregnes til 441/150000 nauplier pr degn eller under 0,3 %, hvilket
ma konstateres at vere tilfredsstillende.

Drift af produktionssystemet

Erfaringer fra tidligere produktionsforseg med batchsystemer har vist, at det var fordelagtigt at
holde de forskellige stadier af copepoder adskilt i deres respektive starrelsesgrupper. I batch
systemer har dette veret gennemfort ved at samle nauplier frigivet fra produktionen over 3 dage i
selvstendige tanke. Disse er efterfolgende holdt adskilt fra andre kulturer. Typisk er
nauplieproduktionen for en nystartet tank begyndt efter 7-10 dage og har varet pa sit hojeste efter
15 dage. Herefter er nauplieproduktionen faldet og har varet uhensigtsmaessigt lav efter 25 til 30
dage. Dette er 1 overensstemmelse med copepoders livscyklus.

Denne metodik er blevet overfort og tilpasset det recirkulerede copepodanleeg.

I perioder hvor nauplier ikke skal anvendes og de i stedet skal indgd 1 produktionssystemet er det
hensigtsmeessigt at de overfores til tanke hvorfra de ikke igen vaskes ud til Unikfilteret. Dette sikres
ved at en tank identificeres som “Nauplietank” (nauplier). Den daglige produktion af nauplier
overfores til nauplietanken som har et 38 pm udlebsfilter monteret (figur 15). Dette hindrer at
nauplier vaskes ud af tanken og tilbage til Unikfilteret.

De resterende tanke har betegnelsen copdpodit 1 (C1), copepodit 2 (C2), copepod 3 (C3) og
“gamle”.

Disse tankes identitet skifter hver uge saledes at de rykker en tand efter systemet som er illustreret
pa figur 16.
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Figur 16. Anleeggets rotationssystem ilustreret uge for uge.

Tankenes status er defineret ud fra nedenstaende kriterier:

Gamle (120p): Er en fast tank hvor indholdet af C3 kommes i nar denne temmes
Nauplier( 38u): Er den tank hvor indholdet af Unikfilteret kommes i dagligt
C1(38p): Er den yngste copepodtank (7-14 dage gamle individer)
C2(120p):  Er den mellemste copepodtank (14-21 dage gamle individer)
C3(120p): Er den ®ldste copepodtank (21-28 dage gamle individer)



De daglige driftsrutiner indkluderer nedenstaende:
Alle dage
o Unikfilterets drift kontrolleres. Skiven skal kere rundt og der skal vare overlgb ved den
sorte manchet
Flowmetrene kontrolleres — flowet skal ligge indenfor markeringerne
Er Flowmetrene begroede rengores disse
Vandstanden i tankene kontrolleres — stiger denne over udlebet skal filteret op og rengeres
Unikfilterets forste kammer temmes over i nauplietanken
Der fodres

En gang om ugen skal tankene skifte status efter nedenstdende retningslinier:
e Tanken med C3 copepoder filtreres gennem 38 my filter og indholdet overfores til "Gamle”
tanken
Tanken med C! Copepoder filtreres gennem 80 my filter og indholdet returneres til tanken
Alle Tank ID (undtagen ”Gamle”) skifte ID:
Nauplier — C1
Cl—-C_C2
C2—-C3
C3— Nauplier
Markeringen af nauplietanken flyttes til den nye nauplietank
Filtrene i De nye Nauplier og C2 tanke ombyttes saledes at der er 38 my i Nauplie-tankenog
120 my 1 C2-tanken
e Herefter gennemfores de daglige rutiner

Herved sikres en rullende opdatering af copepodernes fordeling i tankene og anlagget fungerer
hensigtsmeessigt pa lang sigt.

Centrale resultater af projektets produktionsforsag

Anleaeggets produktion af nauplier over en sammenhangende 4
maneders periode

I perioden fra den 6. december 2004 og til 24. april 2005 blev anleggets produktivitet malt under
produktionsforhold, som vil kunne sammenlignes med forhold under en kommercielt baseret
produktion.

Anlagget blev drevet med ugentlig rotation af sterrelsesfraktionerne som beskrevet under kapitlet
opdret af copepoder i biofiltersystem.

Temperaturen i produktionsanlegget 1& mellem 18,2 °C og 20,8°C. vandet til anleegget blev filtreret
gennem 10 um patronfiltre og der blev opretholdt et vandskifte pé ca. 5 liter i timen for at
kompensere for tab af vand fra systemets ventiler. Ydermere blev der ved de daglige tomninger af
Unikfilteret tomt omkring 100 liter vand af anleeggene. Dette blev erstattet af vand indeholdende
mikroalger fra algeproduktionsanlaegget i forbindelse med fodring med disse, efterfulgt af
efterfyldning med 0,2 um vand.

Der blev indfodret 50-70 liter Rhodomonas salina mikroalger dagligt i hvert af de 2 anlaeg.
Algernes koncentration blev malt for indfodring.

Nauplieproduktionen for de to anlaeg gennem perioden er vist pa figur 17.
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Det fremgér at produktiviteten af de to anlaeg svinger betydeligt gennem produktionsperioden. En
produktion pd 1,16 og 1,21 millioner nauplier pr anlaeg pr dag bliver opnaet som gennemsnitlig
produktion af nauplier i perioden.

~

6 —®— Anleeg A

Antal mio. nauplier procuceret pr dag (mio. stk)

o] 20 40 60 80 100 160
Antal dage efter begyndelsen

Figur 17. Antallet af nauplier produceret i produktionsanleegget (anleeg A og B) igennem en fem mdneders periode.

Bestanden af copepoder i anlegget er vist 1 tabel 2. Det var vanskeligt at registrere voksne individer

i preverne. Derfor blev copepoditter og voksne sldet sammen under optaellingen.

Der er ikke nogen entydig sammenhang mellem produktionen af nauplier i anlegget og
bestandssterrelsen. Det ma formodes at produktionen af nauplier har varet pavirket af andre
faktorer 1 anleegget. Senere har det vist sig at anlaegget generelt var karakteriseret af
fodebegransning.

Tabel. 2. Bestanden af copepoder i anleegget gennem produktionsforseget. Den gennemsnitlige produktion af
nauplier pr copepod/copepodit er ligeledes opgivet.

Dagnr | Antal copepoder og | Antal copepoder og | Daglig Daglig
copepoditter i copepoditter i gennemsnitlig gennemsnitlig
anleg A anleg B nauplieproduktion | nauplieproduktion

pr. pr.
copepod/copepodit | copepod/copepodit
1 de efterfolgende 1 de efterfolgende
3 dage (anleg A). 3 dage (anleg B).
1 2350000 2700000 0,17 0,1

23 3910000 3530000 0,31 0,36

54 5750000 6760000 0,12 0,24

92 6640000 6920000 0,07 0,18

131 8400000 7400000 0,14 0,22
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Indfodringen gennem perioden var ikke konstant og var begrundet i algernes varierende
koncentration i1 produktionsposerne (figur 18).

Sammenlignes produktionen af nauplier i de to systemer, ses en sammenhang mellem de to anleg.
Produktionen af nauplier i de to systemer er til en vis grad statistisk korreleret (Spearman Rank
=0,389; P=0,000). De to anlaeg har altsi en form for kobling gennem forsggsperioden. Dette
hanger delvis sammen med at anleeggene er startet op med det samme antal dyr fra samme
population. Men der er ogsé en reekke ydre parametre som er ens for de to anleg gennem
produktionsperioden, herunder temperatur, vandskifte og fodring. Det ville vaere oplagt at mangden
af tilfort foder kunne have en sammenhaeng med antallet af producerede nauplier.
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Figur 18. Sammenhcengen mellem antal celler Rhodomonas salina indfodret i produktionscenleegget (Anlceg A) og
koncentrationen af Rhodomonas salinaalger i anlcegget den efterfolgende dag.

En sddan sammenhang var dog ikke mulig at pavise 1 produktionsforlebet, idet der ikke var
korrelation mellem mangden af foder i vandet til et givent tidspunkt og maengden af nauplier
produceret (figur 19). Nauplieproduktionen til et givent tidspunkt heenger sammen med de forhold
der har veret i perioden op til det pagaeldende tidspunkt. Det kunne derfor taenkes at
nauplieprodduktionen hang sammen med den foedekoncentration der havde varet i en periode op til
tidspunktet hvor nauplieproduktionen blev estimeret. En sddan analyse blev foretaget ved at
forskyde fodermengden tidsmessigt 1 forhold til nauplieproduktionen og efterfolgende gennemfore
en korrelationsanalyse (Spearman Rank), men det var ikke muligt at f4 en sammenhaeng ved
forskydninger hhv. 2, 4 eller 6 dage. Det ser derfor ud til, at der ikke er en umiddelbar kortsigtet
sammenhang mellem fodermangden i anleegget og antallet af producerede nauplier for et sa
langvarigt produktionsforleb.
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Figur 19. Sammenholdelse af koncentrationen af foder i et af produktionsanleggene gennem en 4 mdaneders periode
og antallet af nauplier produceret i perioden.

Den manglende sammenhang mellem indfodring og nauplieproduktion kan skyldes de fluktuerende
forhold 1 produktionsanlegget gennem produktionsperioden. En vasentlig arsag til disse
fluktuationer er givetvis protozoer. Protozoer er hurtigt reproducerende opportunistiske organismer
som 1 lebet af kort tid kan blomstre op 1 produktionsanlegget og reducere algemangden 1 vandet
dramatisk. Herefter fodebegrenses protozoerne og antallet reduceres hurtigt. Et sa langvarigt
produktionsforleb som 5 méineder vil kendetegnes ved et succesionsforlgb af forskellige arter
protozoer som blomster op og der ud igen. Dette komplicerer analysen af ovennavnte data, idet der
er en faktor inde i billedet, som har stor betydning for de mélte parametre uden selv at vare blevet
registreret kvantitativt.

Konklusionen pa ovennavnte forseg var derfor at det var nedvendigt at gennemfore en rekke mere
kontrollerede forseg hvor ferre faktorer kunne indvirke pé resultaterne. Kun herved ville det blive
muligt at kvantificere effekter af manipulationer af systemet.

Effekt af gget indfodring pa nauplieproduktionen

De to anlaeg blev indledningsvis temt og alle copepoder fordelt ligeligt i de to anlaeg. Efterfolgende
blev de to anlaeg i en periode pa 2 mineder fodret med 2 forskellige mangder foder. Foderet var
Rhodomonas salina som blev dyrket i 70 liters posekulturer og hestet umiddelbart for udfodringen
til copepoderne. Der blev ikke fodret konstant antal alger gennem perioden. Algeanlaeggets
produktion af mikroalger var fluktuerende. Der blev hestet 120 liter alger; 40 liter blev overfort til
anleg A og 80 liter til anleeg B. Anlaeg B blev med andre ord tilfert dobbelt s4 mange alger som
anleg A. Effekten pa nauplieproduktionen var ikke signifikant. Den daglige produktion af nauplier
fluktuerede kraftigt gennem forsegsperioden. Ved at sammenholde den gennemsnitlige daglige
nauplieproduktion for de to anleg gennem forsegsperioden (figur 20), sés en tendens til at den
pgede indfodring gav en gget nauplieproduktion, uden at dette var statistisk signifikant grundet de
store udsving fra dag til dag. Under forseget blev det helt typiske forleb med ciliatopblomstring
konstateret, og det er sandsynligt at dette har hindret nauplieproduktionen 1 at korrele med

29



fodemangden, idet ciliaterne har varet konkurrenter til de indfodrede alger. Resultatet viser at det
ikke er realistisk at kompensere for ciliaternes tilstedevarelse ved at ege indfodringen.
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Figur 20. Effekt af forogelse af den indfodrede meengde Rhodomonas mikroalger til dobbelt ration pd
nauplieproduktionen over en periode pd to mdneder.

Effekt af fodersupplement i form af fiskefoder

Tidligere har der veret gode erfaringer med anvendelse af tilskudsfoder i form af fiskefoder til
produktion af harpacticoide copepoder. Forsegene indikerede at 0,2 gram fiskefoder pr 30 liters
copepodtank lige efter vandskifte, dvs. hver 3 eller 4 dag havde positiv effekt pa
nauplieproduktionen.

Med henblik pa at efterprove dette blev algerne i1 forsegsanlegget suppleret med 2 gram fiskefoder i
det ene anlag i1 en periode pa 3 uger. Det anvendte foder var EWOS Aglonorse No. 1 (foder til
marine fiskeyngel). Foderet er meget finkornet (partikelstorrelse pa 400-600 um) Begge anleg blev
fodret med 70 liter Rhodomonas salina mikroalger pr. dag.

Forseget viste ingen positiv effekt af anvendelse af fiskefoder som tilskud til copepoderne (figur
21). Det blev konstateret at tankene tilfort fiskefoder, ved choktemning havde en darlig lugt.
Tilsyneladende sank stersteparten af fiskefoderet gennem biofiltrene og samledes i tankenes
koniske bund hvor de forsagede forringet vandkvalitet.

Dette understreger de uhensigtsmassige folgevirkninger som fodring med inert foder kan have frem
for anvendelse af levende foder.
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Figur 21. Effekt af supplement med fiskefoder til produktionstankene pda nauplieproduktionen over en 3 ugers
periode.

Effekt af renggring af anlaeg i ferskvand en gang ugentligt

Anlaggene blev regelmassigt rengjort med henblik pa at fjerne sedimenteret materiale og eliminere
indtrengende organismer. Rengeringen foregik ved at de 6 produktionstanke blev temt, indholdet
blev filtreret gennem planktondug og de tilbageholdte copepoder blev overfort til spande under den
resterende del af rengeringen. Produktionstanke og disses filterelementer, Unikfiltre,
udlebsreservoirer, hgjdetanke og rersystemer blev rengjort og skyllet med ferskvand. Det viste sig
at anleggene skiftede karakter den forste uges tid efter en sddan rengering. Efter at et anleeg var
rengjort forblev koncentrationen af mikroalger relativt hej efter indfodring. Vandet var sa redfarvet
af mikroalger efter 24 timer, at reduceret indfodring var nedvendig. Efter bare 4 dage var vandet
klart efter 24 timer pé trods af fuld indfodring. Efter yderligere fa dage klarede vandet op fi timer
efter indfodring, hvorefter vandet var klart og algeindholdet meget lavt frem til naeste indfodring,
givetvis grundet antallet af protozoer i vandet som steg dramatisk igennem forlabet.

Vask af anlaegget i ferskvand viste sig at vere et effektivt middel til opretholdelse af
algekoncentrationen i1 anleegget mellem fodringer. Der blev gennemfort et forseg til belysning af
denne effekt. Anleggene blev toemt og copepoderne isoleret 1 spande. Forsoget skulle gennemfores
med adskilte stadier i anleegget som beskrevet i afsnittet ”drift af produktionssystemet”. Antallet af
nauplier i anleeggenes produktionstanke blev estimeret til hhv. 1.14 og 0,95 millioner.
Produktionstankene indeholdt forskellige stadier af copepoder, og det var derfor ikke muligt at
generere standardafvigelser pé disse estimater, men antallet af nauplier var statistisk ens mellem
anleggene 14 ud af 5 par tanke og 1 det sidste par tanke var de nasten statistisk ens.

Anlaeg A blev tamt helt og vasket 1 ferskvand som beskrevet herover. For anleg B’s vedkommende
blev produktionstankene og Unikfilteret tomt og skyllet i saltvand. I den resterende del af anlaeggets
tanke og ror forblev vandet urert. Copepoderne blev fort tilbage 1 anleeggenes produktionstanke og
anleggene fyldt op med saltvand.

[ 7 efterfolgende dage blev anlaeeggene fodret ens med omkring 70 liter Rhodomonas salina pr. dag.
Nauplieproduktionen blev estimeret dagligt og var signifikant forskellig i de to anlaeg (figur 22).
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Efter 7 dage blev anleeggenes produktionstanke igen tomt. Antallet af nauplier 1 de to anlaegs
produktionstanke var nu forskelligt i 3 ud af de 5 par produktionstanke idet de var hojst i anleg A
som var vasket. I alt var der 878.000 nauplier produktionstankene i anleeg A og 504.000 nauplier i
produktionstankene i anleeg B. Dette understreger effekten af vask med ferskvand.

Anlaeg B blev nu vasket i ferskvand og efterfelgende blev copepoderne fordelt ligeligt i anleg A og
anlaeg B. Der var nu signifikant ens antal nauplier i alle par produktionstanke med samme
udviklingsstadier.

Nauplieproduktionen i de efterfolgende 8 dage blev nu registeret dagligt og der blev denne gang
konstateret en tendens til hgjere produktion af nauplier i anleeg B, som var det vaskede anleg (figur
23). Denne effekt var dog ikke statistisk signifikant.

I produktionstankene efter forsegets afslutning var antallet af nauplier statistisk signifikant hgjere i
det vaskede anlaeg i 2 ud af de 5 par tanke.

60000

50000 -

40000 -

30000 -
20000 -+

10000 - T

O T T
Vasket anleeg Uvasket anleeg

Gennemsnitlig daglig produktion af nauplier pr anleeg (stk)

Figur 22. Effekt af vask af anleeg pd nauplieprouktionen i den efterfolgende uge. Eksperimentets forste uge hvor
anleeg B blev vasket
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Figur 23. Effekt af vask af anleeg pa nauplieprouktionen i den efterfolgende uge. Eksperimentets anden uge hvor
anleeg a blev vasket.
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Konklusionen pa ovennavnte forseg er, at der er en vis effekt af vask med ferskvand, selv om det
kun 1 den forste uge viste sige at vere en signifikant effekt.

Effekten viste sig allerede efter det forste dogn i den forste uge, hvorimod der gik 3 dage for der var
en effekt at se 1 den anden uge. Dette kan tyde pd en “nedarvet” forskel pd de to anleg. Forskellen
kunne ligge 1 forskellige forhold i de to anlag 1 ugerne op til forseget. Den hurtige effekt af vask pa
copepodernes reproduktion indikerer at copepoderne responderer hurtigt pa gunstige miljoer ved at
oge frigivelse og produktion af nauplier.

Protozoer i produktionsanlaegget

Et tilbagevendende problem for produktionsanlaegget var opformeringen af protozoer. Protozoerne
vil ved kontinuerlig drift af anleegget hurtigt opformeres. Protozoer lever af mikroalger og
konkurrerer derfor med copepoderne om foden 1 anleegget. Et eksempel pé udviklingen af
algekoncentrationen i1 anleegget gennem 14 dage er illustreret i figur 24. Indfodringen til anlaegget
var konstant, men allerede fra dag 2 aftog mangden af alger 1 anleegget fra dag til dag. Efter 10
dage var der kun omkring 5 % af foderet tilbage i anlaegget efter 24 timer sammenlignet med dag 1.
Der blev adskillige gange registreret over 3000 protozoer/ml i anleeggene
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Figur 24. Koncentrationen af Rhodomonas mikroalger i produktionsanleegget efter ferskvandsvask af anlcegget.
Indfodringen var konstant gennem perioden. Algekoncentrationen blev mdlt ca. 24 timer efter udfodring.

Protozoen som dominerede anlaegget 1 det pagaldende eksempel var ca. 28 um lang og 16 pm 1
bredden. Den var tydelig pa partikeltellerens storrelsesfordeling idet den her figurerede med en top
ved omkring 20 um (figur 26).

Protozoer var at finde i anlaegget under alle driftsforhold. Der blev gennemfort en raekke tiltag til
reduktion af protozoer i anlaegget, Filtrering af vandet til 20 pm 1 Unikfilreret var en af lasningerne.

Dette var ogsé i stand til at udkonkurrere sterre protozoer, men ikke den lille som er illustreret pa
figur 25.
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Figur 25. Protozo registreret i anleegget efter at anleegget i en periode havde opereret med en 20 uym dug monteret i
Unilkfilteret, med henblik pa at reducere antallet af protozer i anleegget.
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Figur 26. Storrelsesfordeling af planteplankton i produktionsanleegget. Toppen omkring 10 um repreesenterer De
indfodrede Rhodomonas mikroalger og toppen omkring 20 um repreesenterer den indtreengende protozo som er
illustreret pa figur 25.

En effektiv méde at eliminere protozoer pa, er anvendelse af UV lys. Dette har dog den ulempe at
ogsé mikroalgerne som er copepodernes foder bliver hardt ramt af anvendelse af UV lys i anlegget.
Et forsog med anvendelse af UV lys 1 et af anleeggene viste, at selv om udgangspunktet var et
ferskvandsvasket anlaeeg var UV anlagget i stand til at eliminere effekten af fodring allerede inden
for det forste degn (Figur 27). Mélingerne af antallet af mikroalger i vandet blev foretaget dagen
efter indfodringen; lige for den nye indfodring. Der har derfor veeret mikroalger i vandet i anleeg A 1
en periode efter introduktion af alger i vandet. Det er dog ogsa tydeligt, at der ikke er alger af
betydning i vandet efter 24 timer. Dette er ikke hensigtsmeaessigt hvis udgiften til produktion af
mikroalger skal tages med i betragtning.
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Figur 27. Koncentrationen af mikroalger (Rhodomonas) hhv. ved anvendelse af UV lys eller uden anvendelse af UV
Iys.

Kvantificering af plankton med fokus pa copepoder vha. optisk
partikelteeller

Som beskrevet i afsnittet vedrerende copepoders biologi, gennemleber en copepod en raekke
udviklingsstadier fra &g over 6 nauplie- og 5 copepoditstadier til voksent individ. Dette
udviklingsforleb sker over 10-15 dage. Estimationen af produktionssystemets reaktion pa
pavirkninger/behandlinger kompliceres herved, idet der opstar en tidsforskydning i1 arsag-effekt
sammenhangen.

Det er muligt vha. stereolup at kvantificere en proves storrelsessammensatning, men det er en
serdeles tidskraevende evelse som ikke skennedes realistisk at gennemfore inden for projektets
rammer. DTU rider over en optisk partikelteller som er i stand til at levere en sterrelsesfordeling af
partikler i f.eks. en 10 ml vandpreve pd mellem 2 og 800 pum i lebet af ca. 30 sekunder (Figur 28).
Som det fremgar af figur 28 kvantificerer partikeltalleren antallet af partikler 1 en reekke diskrete
storrelsesgrupper og er herved et staerkt og hurtigt redskab til sddanne analyser.

35



Counts POPULATION DISTRIBUTION

2 5 10 20 50 100 200 500
Diam.(um)->

Figur 28. Viser den optiske partikelteeller (tv) og en storrelsesfordelingskurve (th) fra en Rhodomonas
mikroalgekultur.

Partikeltelleren vurderedes at kunne danne grundlag for en kvantificering af prever af copepoder og
bidrage med en storrelsesfordelingen af individerne. Sterrelsesfordelingen kunne konverteres til en
fordeling af stadierne af copepoderne og dette ville gore det muligt at gennemfore et betydeligt
provetagningsprogram i kulturerne med henblik pa en belysning af de mekanismer som er af
betydning for produktionssystemets drift og produktion af nauplier.

Det viste sig pa et tidligt tidspunkt at kvantificeringen af copepoder vha. partikeltaelleren var
forbundet med vanskeligheder.

Dette skyldes dels at partikeltaelleren er bedst egnet til sfaeriske partikler. Copepoder er alt andet en
sfeeriske (figur 8). Iser copepoditter og voksne individer er langstrakte og forsynet med halenokker,
antenner med setae og 6 par ben.

Dette forte til at orienteringen og adfeerden hos copepoderne pavirkede de sterrelsesestimater som
partikeltelleren leverede. Sterrelsesfordelingen blev derfor ikke sd nuanceret som forventet.

En preve copepoder som var renset for storstedelen af fremmed partikuleert materiale dannede
grundlag for et forseg pa karakterisering af copepodernes storrelsesfordeling (figur 29).
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Figur 29. Storrelsesfordeling af en prove oprensede copepoder.

Af figur 29 fremgar det, at der er en stor gruppe partikler med en storrelse pa omkring 100 pm.
Denne gruppe reprasenterer naupliestadierne som antalsmessigt var dominerende 1 proven.
Naupliestadie 1 har en leengde pé 76 um til 80 pm og en bredde pa mellem 64 um og 74pm (Park
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1976). Naupliestadie 6 har en laengde pa 190 um og 199 um og en bredde pa mellem 137 pm og
140 pm (Park 1976).

Disse storrelser svarer fint til den hgjeste top 1 sterrelsesfordelingerne i figur 29 og figur 30. Dettte
hanger givetvis sammen med naupliernes relativt runde form (figur 8).
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Figur 30. Samme storrelsesfordeling som ovenncevnte figur med en anden oplosning af x-aksen.

Kurveforlebet pa figur 30 for partikelsterrlser over ca. 120 um reprasenterer copepoditter og
voksne stadier af copepoder med og uden a&gsakke. Copepoditstadie 1 har en kropslengde pa
mellem 270 og 295 um (Park 1976). De efterfolgende 4 copepoditstadier bliver gradvis leengere og
det starste stadie er den voksne hun med en kropslangde pa mellem 897um og 967 um (Park 1976).
Hertil skal for gbarende hunner legges en ®gsak med en lengde pd omkring 200 um. Copepodit
og voksne stadier er kendetegnet ved at vaere langstrakte. Eksempelvis har copepoditstadie 5 en
gennemsnitslengde pa 540 pm og en kropsbredde pa kun 213 um. Denne langstrakte form
vanskeligger tolkningen af data idet copepodens orientering, idet den passerer gennem
partikeltaellerens sensor afger hvor stor en partikel den registreres som. Dette er illustreret i en
forsimplet form i figur 31, hvor en meget forsimplet copepod (en pind) passerer partikeltellerens
sensor hhv. med siden mod sensoren eller med enden mod sensoren. Arealet af pinden vil i tilfelde
a blive registreret som 10 enheder hvorimod arealet af b vil blive registreret som 1 enhed. Eftersom
partikeltelleren omregner partiklernes areal til diameteren pé en sfaere, vil diameteren i tilfelde a
blive 3,47 enheder og diameteren i tilfzelde b vil diameteren blive 1,13 enheder. Dette indebarer at
den selv samme pind vil kunne registreres indenfor et storrelsesinterval som strakker sig over 316%
af den mindst mulige sterrelse. Formen vil ofte registreres et sted imellem yderpunkterne. Antallet
af tellinger af de forskellige orienteringer vil vare ens og vil athange af oplesningen af
partikeltzellerens kanaler. Kanalerne reprasenterer ikke en linezr oplesning, men en logaritmisk.
Dette kan ses pa figur 29, hvor x-aksen er logaritmisk og kanalerne er ligeligt fordelt pa aksen.
Dette indebzerer at sma partikler registreres med en finere oplesning end sterre partikler.
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Figur 31. Forenklet illustration af en aflang form (en pind) som passerer partikelteellerens sensor hhv. med siden til
snsoren (a), eller med enden mod sensoren (b).

Vises datamaterialet fra ovenstdende fordelinger som volumenprocent af den samlede mangde
partikler, vil de store partikler veegte tungere end de sma partikler (figur 32).
I tilfzeldet som er illustreret i figur 32 fremgar det at toppen omkring 100 pm reprasenterende

nauplierne stadig er tydelig, men at de voksne stadier nu fylder vesentligt mere (toppen fra omkring
120 pm til 800 pm).

Volumenprocent
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Figur 32. Samme datamateriale som i ovenncevnte figur, men med volumenprocent pd y aksen.

[lustreres antallet af partikler som funktion af partikelsterrelsen pa en linear x akse (figur 29)
fremgér det at figuren illustrerer de sterre individer mere nuanceret. Det er copepoditterne og de
voksne individer som ses fra ca. 150 um og til 700 um.

Forlebet af figuren fra 170 pum til 700 pm pa figur 29 er interessant, idet det reprasenterer
copepoditterne og copepoderne. Tolkning af kurven med henblik pa en kvantificering af
storelsessammensatningen af proven er ikke helt triviel. Dette skyldes primert at individernes form
afviger fra sferer. Dette gor at hvert udviklingsstadie kan reprasenteres indenfor et
storrelsesomrade athaengigt af individets orienteret, idet det passerede partikeltallerens sensor.
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En voksen hun har en leengde pa 929 my og en Thoraxbredde pa 381 um (Park 1976).

Hvis det forudsattes at et voksent individ har form som en cylinder vil arealet omregnet til
sfeerediameter ligge mellem 430 um og 671 um afthengigt af hvorledes individet var orienteret i
sensoren (figur 31; tabel 3).

Tabel 3. Kropslengder og bredder af copepoditstadie 1-5 samt voksen han og hun. Data fra Park (1976). Storste og
mindste spherediameter er beregnet ud fra en forudscetning om at copepodernes kroppe er cylindriske.

Stadie (copepodit) 1 2 3 4 5 Han Hun
Kropslaengde (um) 283 317 371 498 550 640 929
Kropsbredde (um) 162 169 189 220 224 300 381
Mindste sfeere @ (um) 182 190 213 248 253 339 430
Sterste sfeere @ (um) 242 261 299 374 396 494 671

Der er et betydeligt overlap mellem spherestorrelserne for de forskellige stadier (tabel 3).
Overlappets storrelse kan ikke kvantificeres for den nedre del af copepodernes repraesentation pa
kurven (figur 29 omkring 150-180 pm) idet nauplierne her lapper ind over kurveforlebet. Kurvens
forleb 1 hgjre side af kurven (figur 29) fra ca. 200 um og op til 700 pm repraesenterer copepoditter
og voksenstadier. For hvert stadie er der en unik sterrelsessekvens som reprasenterer netop dette
stadie (det lodret linierede omrade pé figur 33). Dette omrade registreres af et antal kanaler i
partikeltellerens software. For copepoditstadie 4 vil det vere 5 kanaler. Men da copepoditstadie 4
totalt repraesenteres af 9 kanaler (hele den nederste bjalke pd figur 33) vil antallet af
copepoditstadie 4 1 proven vere:

Antal copepoditstadie 4 = Totalt antal kanaler som registrerer copepoditstadie 4
Antal kanaler som kun registrerer copepoditstadie 4

Figur 33. Skematisk illustration af 2 stadier af copepoditters repreesentation pa storrelsesfordelingen Overste bjcelke
repreesenterer f.eks. copepoditstadie 3 og nederste bjeelke copepoditstadie 4. Den del af nederste bjcelke som er
markeret med lodrette linier er unik for copepodstadie 4 og kan anvendes i kvantificering af storrelsesfordelingen af
populationen.

Gentages disse estimater for samtlige stadier af copepoditter og copepoder vil nedenstdende figur
baseret pa samme datamateriale som figur 29 vaere resultatet.
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Figur 34. Storrelsesfordelingern af stadier af copepoditter, voksne og cegbceerende hunner (oviger) i proven
repreesenteret pd figur 29.

En kvantificering af antal individer af de forskellige stadier i en ren prove copepoder uden
fremmedlegemer kan med andre ord lade sig gore. Det viser sig i praksis at prevematerialet fra en
copepodkultur ikke kun bestar af copepoder, men at der uanset provetagningsprocedure er et stort
antal partikler indenfor det pagaldende storrelsesinterval som bliver registreret som copepoder, og
som derfor fungerer som stgj 1 datamaterialet. Dette forringer kvantificeringen af copepoderne og
deres starrelsesfordeling i en sadan grad, at det ikke vil veere muligt at anvende resultaterne
efterfolgende.

Der blev lagt et betydeligt stykke arbejde i at forstd mekanismerne bag denne prevetagning og
kvantificering vha. optisk partikelteller, og der blev gennemfort en rekke forseg med oprensning af
provematerialet, med henblik pd efterfelgende at kunne gennemfore valide kvantificeringer af
materialet. Dette er beskrevet i resumeret form herunder og 1 mere detaljeret form 1 Appendix 1.

Oprensning af copdpoder vha sedimentation

Copepooderne skifter skal ca. en gang 1 degnet. Skallerne falder helt eller delvis fra hinanden og der
vil i lebet af i ugers drift af en copepodkultur forefindes et betydeligt antal lose skalfragmenter i
kulturen.

Copepoderne evner at bevaege sig 1 vandsgjlen, hvorimod skalfragmenterne synker passivt mod
bunden. Dette blev forsegt udnyttet til en oprensning af preverne ved at lade copepodprever hensta 1
et tidsrum for analyse pa partikeltelleren.

Figur 35 og 36 viser et udpluk af et sddant forseg, hvor det blev undersogt om henstand af preven
resulterede 1 oprensning, saledes at praven kunne registreres i partikeltaelleren som kvantitativ
estimering af antal copepoder og disses storrelsesfordeling.

Figur 35 viser proven efter 2 minutters henstand og figur 36 efter 40 minutters henstand.
Konklusionen pa studiet var at proven ikke kunne oprenses tilstreekkeligt effektivt ved den
afprovede metode (se Appendix 1 for nermere diskussion af resultaterne).
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Figur 35. Tisbe kultur oprenset ved henstand i 2 minutter og derefter yderligere oprenset ved at fjerne 70 % af
supernatanten efter 30 minutter ved henstand (gentaget 6x). Overst superenatanten, nederst resten (bundfaldet). x-
aksen viser storrelsen i um, og y-aksen viser antal counts (figur 25 i Appendix 1).
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Figur 36. Tisbe kultur oprenset ved henstand i 40 minutter og derefter yderligere oprenset ved at fjerne 70 % af
supernatanten efter 30 minutter ved henstand (gentaget 6x). Overst superenatanten, nederst resten (bundfaldet). x-
aksen viser storrelsen i um, og y-aksen viser antal counts (Figur 30 i Appendix 1).
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Oprensning af copepoder vha. GF filter

Som det fremgér af Appendix 1, blev det forsegt at oprense copepoder vha. GF filter. Mekanismen
bag oprensningen var baseret pa en arbejdshypotese om, at dedt materiale som skalfragmenter af
dade copepoder ved filtrering af en vandpreve ville satte sig i filteret. Ligeledes ville levende
copepoder blive fanget pa filteret. Disse ville dog vare 1 stand til at svemme fri af filteret igen, nér
dette umiddelbart efter filtreringen blev overfort til rent saltvand.

Resultaterne viste at det var muligt at fa et kvantitativt billede af copepodernes fordeling efter denne
filtrering (figur 37).
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Figur 37. Storrelsesfordeling af en GF-filtreret prove af copepoder.
Toppen mellem 50 og 110 um repreesenterer nauplierne og toppen mellem 120 um og 200 um repreesenterer
copepoditter og adulte individer.
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Det viste sig ogsd at der var et misforhold mellem det antal individer der blev forsegt oprenset og
det antal individer som efterfelgende var til radighed. Forskellen var for naupliers vedommende pa
32,8 % og for copepoditter og voksne pd 30,2 %. Baseret pé disse resultater, kunne det konkluderes
at for store dele af preverne gik tabt ved denne procedure. Det var indlysende at en raekke forhold
som vakuumstyrke, tidsrum for filtrering, provens indhold af dedt materiale og copepodernes
svemmeaktivitet ville gore metoden ureproducerbar og derfor ikke anvendelig som grundlag for en
kvantitativ provetagning.

Fjernelse af hjuldyr fra copepodkulturer

Marine klaekkerier som anvender intensive metoder til dyrkning af fiskelarver, baserer ofte
foderstrategierne pa hhv. hjuldyr og Artemia. Hjuldyr dyrkes i kulturer péa 500 liter til 5000 liter. De
fodres med en kombination af gar og mikroalger. Hjuldyr anvendes typisk i den indledende fase af
startfodringen. Senere i forlebet anvendes Artemia til fodring af larverne. Disse kebes som &g og
klaekkes og beriges typisk i samme faciliteter som hjuldyrproduktionen foregar i.

Introduktion af dyrkning af copepoder til startfodring af fiskelarver vil typisk foregé ved at et anleg
til produktion af copepoder opstilles i den eksisterende facilitet til produktion af levendefoder. Dette
indebarer, at der kan ske forurening fra de eksisterende kulturer af hjuldyr til copepodkulturerne.
(Miles et al. 2001). Forurening med Artemia er ikke et alvorligt problem, idet de kan separeres fra
copepopderne ved simpel filtrering over en planktondug (eksempelvis 500 pm).
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Forurening af copepodkulturerne med hjuldyr er et mere alvorligt problem. Hjuldyr har samme
storrelse som copepoder og kan derfor ikke separeres vha. planktonnet baseret pé sterrelse.
Hjuldyr har en meget hgj reproduktionsrate (op til 50 % pr dag) hvilket ger, at der 1 labet af fa uger
efter en forurening vil vere et betydeligt antal hjuldyr i copepodkulturen.

Hjuldyrene i copepodkulturer konkurrerer med copepoderne om faden.

Fjernelse af hjuldyr fra copepodkulturer med periodisk vandskifte vha.
hjeelpestof

Praziquantel og Flubendazol anvendes til bekempelse af nematoder 1 tarmsystemet hos husdyr.
Baggrunden for valg af hhv. praziquantel og flubendazol er et taxonomisk sammenfald mellem
hjuldyr og nematoder. Begge grupper tilhorer reekken pseudocoelomater. Raekken er adskilt fra
artropoderne som copepoderne tilherer. Da der er udviklet effektive medikamenter til terapeutisk
behandling af nematoder 1 husdyr, var det nerliggende at afprove om disse medikamenter kunne
eliminere hjuldyr i copepodkulturer, uden at pavirke copepoderne i samme grad.

Praziquantel anvendes til bekaempelse af parasitter i fisk. Floubendazol virker ved at edelegge
mikrovilli i nematoders tarm og hindrer herved naeringsoptaget hvilket forer til parasittens ded.

Effekten af Praziquantel var ikke malbar. Der var ingen forskel pa den ubehandlede kultur som
fungerede som kontrol og de behandlede kulturer. Dette var tilfaeldet for bade antal hjuldyr i
kulturerne over 120 timer (Figur 38) og for antallet af &g i kulturerne over 120 timer (Figur 39)
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Figur 38. Antal hjuldyr (rotiferer) som funktion af tid efter behandling med Praziquantel i et dogn (Johan Nielsen
2006, Appendix 3).
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Figur 39. Antal ceg af hjuldyr (rotiferer) som funktion af tid efter behandling med Praziquantel i et dogn. (Johan
Nielsen 2006, Appendix 3).
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Behandling med Flubendazol havde en effekt pa hjuldyrene (figur 40). De hgjeste testede
koncentrationer pa hhv. 0,04 og 0,4 mg Flubendazol pr liter i et dogn, forsagede reduktion af
antallet af hjuldyr indenfor forsegets 7 degn. Det samme var tilfeldet med antallet af &g i1 kulturen
(figur 41).
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Figur 40. Antal hjuldyr (rotiferer) som funktion af tid efter behandling med Flubendazol i et dogn. (Johan Nielsen
2006, Appendix 1).
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Figur 41. Antal ceg af hjuldyr (rotiferer) som funktion af tid efter behandling med Flubendazol i et dogn. (Johan
Nielsen 2006, Appendix 1).

Effekterne pa hhv. hjuldyr og copepoder blev efterfolgende undersegt i forseg hvor hhv. hjuldyr og
copepoder blev udsat for hgjere koncentrationer af Flubendazol (0; 0.1; 0,5; 1 og 5 mg/l) i et degn.
Resultaterne viste entydigt at Flubendazol havde en sterkt hemmende effekt pa hjuldyrene i
kulturen (Figur 42). Flubendazole tilsat copepodkulturer havde ingen paviselig effekt pa
copepoderne (figur 43).

Der er tilsyneladende ikke forskel pa anvendelse af hhv. 0,5; 1 eller 5 mg/l Flubendazol. (figur 42)
Dette indikerer en anbefalet dosis pa 0,5 mg/l i et dogn.
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Tid fra behandlingens bhegyndelse (timer)
Figur 42. Antal hjuldyr som funktion af tid efter behandling med 1 mg/l Flubendazol i et dogn.

Copepoderne er ikke pavirket af nogle af koncentrationerne idet der ikke var signifikant forskel pa
antal copepoder pd noget tidspunkt under forseget (figur 43).

—a— Kontrol
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4 = A T T
——-y-—— 0.5mal
= — =h—. 1.0mall
— -8 —  Smg
ﬂ T T T T T
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Tid fra behandlingens begyndelse (timer)
Figur 43. Antal copepoder som funktion af tid efter behandling med 1 mg/l Flubendazol i et dogn.

Nedenstaende forseg (figur 44 og 45) adskiller sig fra de andre idet forsgget blev gennemfort med
bade hjuldyr og copepoder i samme kulturenheder pé 2 liter. Dette gav mulighed for sekundaere
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effekter af behandlingerne, og dette ses ogsé af figur 45, hvor antallet af copepoder efter dag 10 er
signifikant hgjere 1 kulturerne som har fiet flubendazol sammenlignet med kontrolflaskerne. Dette
skyldes sandsynligvis at copepoderne i flaskerne uden flubendazol sulter idet hjuldyrene i disse
enheder ®der de tilforte alger.

Det indikerer dog ogsa at copepoderne ikke tager skade af behandlingen med flubendazol, idet de er
1 stand til at reproducere sig efter behandlingen med medikamentet. Den voldsomme stigning i antal
copepoder fra dag 12 til dag 13 pa figur 45 kan forklares ved at optallingen ikke skelnede mellem
copepoder og nauplier. Copepoder vil under gunstige forhold producerer &gsakke med 30-50 &g pr
saek. Nar disse nauplier frigives vil antallet af copepoder + nauplier pludseligt kunne stige.

500

—&— Hjuldyr uden Flubendazole
400 - —O— Hjuldyr med Flubendazole

300 A

200 A

Antal dyr i 10 ml prgve

100 A

0 2 4 6 8 10 12

Antal dage fra behandlingens begyndelse
Figur 44. Antal hjuldyr (rotiferer) som funktion af tid efter behandling med 1 mg/l Flubendazol i et dogn.

140

120 4
—8— Uden Fubendazol
—0— Med Flubendazol

ml prave (stk)
2

B0 4

&0 4

40 4

Antal copepoder i1

o 2 4 B 8 10 12 14
Antal dage fra forsagets begyndelse
Figur 45. Antal copepoder som funktion af tid efter behandling med 1 mg/l Flubendazol i et

Det sidste gennemforte forseg hvor der blev anvendt 1 mg flubendazol/liter i et degn viste at
hjuldyrene ikke n@dvendigvis kan elimineres fuldstendigt ved denne dosis (figur 46). Antallet af
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hjuldyr faldt i begyndelsen fra dag 1 til dag 8 hvorefter det stabiliserede sig og begyndte at stige
igen efter dag 12. Havde der veret tale om en produktionsenhed, ville det have varet nedvendigt at
gentage behandlingen for helt at eliminere hjuldyrene og hindre en genopblomstring af dem.

1000

—e— Hijuldyr uden Flubendszole
—O— Hjuldyr med Flubendazole
—w— Copepoder uden Flubendazole
—4— Copepoder med Flubendazole

800 -

600 -

400 A
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200 +

0 2 4 6 8 10 12 14

Antal dage fra behandlingens begyndelse

Figur 46. Antal hjuldyr (rotiferer) og copepoder som funktion af tid efter behandling med 1 mg/l Flubendazol i et
dogn.

Konklusionen pa ovennavnte forseg er, at det er muligt at eliminere hjuldyr fra copepodkulturer
ved tilsetning af 1 mg flubendazol/ liter 1 et dogn. Kun i et enkelt tilfeelde var hjuldyrene 1 stand til
at overleve efter denne behandling. Der er ikke pdvist negative effekter pd copepoderne af de
testede koncentrationer op til 5 mg/l. Der er ikke gennemfort egentlige langtidsforseg med
copepodernes produktivitet efter behandling. I et enkelt tilfzelde blev copepoder behandlet og
efterfolgende fulgt 1 en periode pd en maned 1 bakkesystemet uden at der tilsyneladende var
negative effekter af behandlingen.

Fjernelse af hjuldyr fra copdpodkulturer dyrket vha. recirkulation

Projektets copepodproduktionsanlaeg var fysisk placeret umiddelbart ved siden af et
hjuldyrproduktionsanlag. Der blev anvendt spuleslanger til rensning af hjuldyranlegget mindst en
gang om ugen, og der blev i perioder dagligt hndteret hjuldyr pa gulvarealet umiddelbart ved siden
af copepodanlagget. Det var derfor uundgéeligt at der skete overforsel af hjuldyr til
copepodanlegget. Dette viste sig i1 praksis ved at anlaegget eller enkelttanke i anlaegget hurtigt blev
domineret af hjuldyr hvis ikke anlaeggets recirkulationssystem var i drift.

Nér recirkulationssystemet var i drift blev vandet indeholdende hjuldyr fra produktionstankene
kontinuerligt fort gennem Unikfilteret. Plankton blev tilbageholdt i filterets kamre foran
filterdugene og disse blev rengjort ved hgjtryksspuling hvert 4 minut. Hjuldyr har en ringe egen
svemmebevagelse og ville derfor blive suget hen til filterdugen, hvor de ville sidde nar
spulesystemet aktiveredes. Et hjuldyr som befandt sig i kammeret i 24 timer mellem to
rensninger/temninger ville blive udsat for hejtryksspuling 360 gange. Dette var hjuldyrene
tilsyneladende ikke i stand til at overleve og det resulterede 1 at antallet af hjuldyr i lebet af et par
uger var ubetydeligt (figur 47). Ved driftsforhold hvor vandet i copepod produktionskarrene var 100
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liter/time ville hjuldyrene forsvinde fra anlegget med en tilneermet eksponentiel aftagende rate (r =
-0,14; r*=0,98).

Det ville med andre ord tage ca. 2 uger at reducere antallet af hjuldyr til 0,4 % af det oprindelige
antal i anlaegget.

8e+6

6e+6 -

4e+6

2e+6 -

Antal hjuldyr i anleegget (Anleeg A)

0 T T T T ®-

0 5 10 15 20

Dage efter opstart af recirkulering

Figur 47. Antallet af hjuldyr i copepodanleegget efter opstart af recirkulationssystemet.

Konklusion

I projektets produktionsanlaeg har det veeret muligt at produceret nauplier gennem hele
forsegsperioden. Det er copepoder fra samme batch, som er blevet anvendt gennem hele forlebet.
Denne stamme har det veeret muligt at holde i kontinuerlig kultur siden 1997 hvor en delmangde af
den blev overdraget fra Det daverende DFU (Danmarks Fiskeriunderseggelser) til det daverende
DIFTA (Dansk Institut for Fiskeriteknologi og Akvakultur). Fer dette har kulturen i en &rraekke
veeret dyrket i DFU-regi. Dette understreger at Tisbe holothuriae er en robust art at arbejde med i
laboratoriet.

Det har ogsé vist sig, at der er vanskeligheder forbundet med opdret af Tisbe holothuriae.
Produktionen af nauplier er uforudsigelig og dette indebarer at produktionen af nauplier fra
anlagget har veret fluktuerende. Dette er ikke hensigtsmessigt nar nauplierne skal anvendes som
foder for fiskelarver. Fiskelarver skal prasenteres for fode ca. en uge efter at de er gydt. Det er ikke
muligt at kontrollere gydningen hos en raekke af de relevante arter og derfor vil copepod-
produktionsanlaegget skulle kunne levere et hejt antal nauplier med ca. en uges varsel.

Det var en del af projektets formal at tilvejebringe et mere nuanceret billede af mekanismerne bag
hej nauplieproduktion. Copepodernes livscyklus med 6 naupliestadier og 5 copepoditstadier plus

voksne stadier forsager sandsynligvis en tidsmessig forskydning mellem gode produktionsforhold
og eget nauplieproduktion. Det var hensigten at opné viden om de enkelte stadiers overlevelse ved
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kvantificering af populationens sterrelsesfordeling. Herved kunne en form for kohordeanalyse
fremskrive produktionspotentialet for kulturen en generation frem. Denne storrelsesfordeling var
det hensigten at partikeltalleren PSS 780 Accusizer skulle danne grundlag for. Der blev investeret
en del tid i metodeudvikling af et sddant kvantificeringssystem (Appendix 1). Det viste sig muligt,
at karakterisere storrelsesfordelingen af oprensede prover, men oprensningen var ikke mulig at
gennemfore pa reproducerbar vis. Sterrelsesfordelingerne kunne derfor ikke danne grundlag for de
onskede kvantitative sterrelsesfordelinger.

Det var muligt at opné en gennemsnitlig produktion i anlaegget pa 1,2 mio nauplier pr anlaeg pr dag
igennem en 4 maneders periode. Dette er ensbetydende med 2,4 nauplier pr ml. biofilterelement pr.
dag, hvilket er % del af de 10 nauplier/ml pr dag som var projektets mal.

Et ofte rapporteret problem i dyrkning af copepoder, er forurening af kulturerne med hjuldyr. Det
har vist sig at copepoder 1 kulturer med hjuldyr vil reducere nauplieproduktionen og derved vare
uhensigtsmaessige at drive. Den eneste effektive méde at overkomme problemet pa, var tidligere at
isolere et antal ®&gbarende hunner og lade dem danne grundlag for en ny hjuldyrfri kultur. Dette er
meget tidskreevende og kan betyde, at der ikke er nauplier til rddighed som foder i en periode pa 2-3
maneder.

Projektet har fundet en effektiv metode til overkommelse af dette problem. Behandling af hjuldyr-
inficerede kulturer med Flubedazol i en koncentration pa 1 mg/1 vil i lebet af 4 til 7 dage eliminere
hjuldyrene fra kulturen uden at dette tilsyneladende har negative effekter pa copepoderne.

Arsagerne til den manglende mélopfyldelse skal sandsynligvis findes i de frekvente opblomstringer
af ciliater 1 anleegget. Ciliaterne kunne findes 1 koncentrationer pd over 3000/ml og har saledes haft
gode vaekstmuligheder i anlaeegget. Det var ikke muligt at udvikle en metode som kunne overkomme
dette problem. UV bestréling af vandet var effektivt til at reducere ciliatmangden, men
behandlingen slog ogsa de mikroalger ihjel som var tiltenkt copepoderne. Det var heller ikke
muligt at eliminere ciliaterne helt. Dette bevirkede at der efter UV anlagget blev slukket skete en
hurtig opformering af ciliaterne i anlaegget.

Den mest effektive metode til begraensning af ciliater, var vask af anlaegget i1 ferskvand. Dette
indebar at hele anlaegget skulle tammes og copepoderne isoleres i spande. Efterfolgende blev
anlegget fyldt med ferskvand. Efter en sddan behandling gik der 3-5 dage for ciliaterne igen var
fodebegransede.

Supplement af foderet med f.eks. terfoder ville give copepoderne den nedvendige fodemangde,
men anvendelse af fiskefoder havde ikke den forventede positive effekt. Dette kan skyldes karrenes
udformning idet foderet samledes 1 keglens spids hvor det gav anledning til forringet vandkvalitet.
Dette har holdt copepoderne vk fra keglespidsen og derved foderet. Forseg 1 mindre malestok i
bakker gav dog samme manglende effekt af tilskud af fiskefoder (Appendix 2).

Det pagealdende intensive produktionssystem til copepoder mé konkluderes ikke at kunne producere
et tilstreekkeligt antal nauplier til at veere kommercielt interessant. Anvendelsen af recirkulering og
opsamling af nauplier har fungeret efter hensigten, men opblomstringen af ciliater i anlaegget har
veaeret et alvorligt problem for produktionssystemets ydeevne. Anlaegget kan dog producere et
tilstreekkeligt antal nauplier til gennemforelse af videnskabelige eksperimenter og har i
projektperioden indgéet 1 sddanne.
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Udvikling af et alternativt foder til copepoder som ville erstatte det ressourcekravende
algeproduktionssystem og give mulighed for at fodre copepoderne til matning skennes at kunne
overkomme problemet med ciliaternes graesning pa de indfodrede mikroalger.
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Appendix-oversigt
Appendix |

Preben Kristensen 2006: Dokumentation af partikelteeller PSS 780
Accusizer’s anvendelighed i forbindelse med teelling af mikroalger og
zooplankton

I perioden december 2005 til august 2006 var Biolog Preben Kristensen ansat ved DFU (nu DTU
Aqua). Ansattelsen var indledningsvis 1 form af et praktikophold, men efterfolgende som
projektforsker finansieret af copepodprojektet.

Preben Kristensens primare opgave var at dokumentere partikeltelleren PSS 780 Accusizers
anvendelighed til kvantificering af levendefoder. Det var hensigten at anvende partikeltelleren til
optaelling af mikroalger, hjuldyr, Artemia og copepoder.

Ydermere var det hensigten at kvantificeringen af copepoder og disses storrelsesfordeling kunne
bibringe copepodprojektet en vaesentlig ny dimension, idet det herved ville vaere muligt at nuancere
populationsdynamikken i en grad som almindelig kvantificering ikke ville kunne bibringe.
Rapporten inkluderer et afsnit om partikeltellerens princip og efterfelgende en redegorelse for de
forholdsregler, der skal inkluderes i arbejdet med partikeltalleren. Rapporten er understottet af
praktiske eksempler pa data genereret af partikeltaelleren under relevante forhold.

Konklusionen pa arbejdet med partikeltelleren er, at den med meget hgj grad af precision
kvantificerer partikelantallet 1 en prove og disses storrelsesfordeling. Det har dog under arbejdet
med proverne af levende foder fra laboratoriet vist sig, at disse prover indeholder en stor mangde
fremmede partikler indenfor det storrelsesspektrum som copepoderne reprasenterer. Dette
indeberer at estimaterne ikke har tilstreekkelig praecision til anvendelse i videnskabelige studier.
Der er 1 rapporten gennemfort en reekke eksperimenter med henblik pé at oprense disse
planktonprever, men det har mattet konstateres, at det ikke har varet muligt at udvikle en
oprensningsmetode som giver reprasentative kvantificeringer og storrelsesfordelinger af
planktonprever fra laboratoriet.

Appendix 1 udgeres af en selvsteendig afrapportering af denne dokumentation.

Appendix Il

Henrik Skibsted Als Jgrgensen, BSc rapport KU: Fedtsyresammenseaetning og
veekst hos copepoden Tisbe holothuriae

I perioden april til september 2006 dannede copepodprojektet grundlag for et bachelorstudie ved
Kebenhavns Universitet. Projektet blev gennemfort at Henrik Skibsted Als Jorgensen og foregik 1
faciliteterne ved DTU Aqua (dengang DFU) p4 Nordsecentret.

Projektets formal var at gennemfore et studie af fodring af Tisbe holothuriae med en reekke
forskellige dizeter med henblik pé at karakterisere disses kvalitet ud fra et erneringsmaessigt
perspektiv.

Konklusionen af forsggene var at Rhodomonas salina var den bedste fodertype for copepoderne.
Isochrysis sp. gav ikke samme veakst. Mikroalgen Chlorella som har vist sig velegnet til produktion
af hjuldyr, og som det er muligt at kebe i meget koncentreret form (1200 gange sa koncentreret som
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mikroalgekultur) var meget uegnet som fade. Ydermere viste det sig at tilskud med terfoder ikke
havde positiv effekt pa copepodernes reproduktion.

Studiet bekrafter de allerede kendte forhold, at Rhodomonas sp. mikroalger er det mest velegnede
foder til Tisbe holothuriae.

Appendix 2 er identisk med rapporten udarbejdet under dette projekt.

Appendix Il

Johan Nielsen, BSc rapport KU: Kemisk fjernelse af hjuldyr fra
copepodkulturer

I perioden fra december 2005 til maj 2006 gennemfortes et Bachelorstudie ved Kebenhavns
Universitet af Johan Nielsen. Projektets eksperimentelle del blev gennemfort i faciliteterne ved
DTU Aqua (dengang DFU) pd Nordsecentret.

Projektets hovedresultat var at Flubendazol er et effektivt middel til eliminering af hjuldyr 1 kulturer
af Tisbe holothuriae. Behandling af en inficeret kultur i et degn med 1mg/1 Flubendazol vil medfere
at alle hjuldyr er elimineret indenfor 3 til 7 dage Herved blev et alvorligt problem i forbindelse med
produktion af copepoder i intensive systemer overkommet.

Appendix 3 er identisk med rapporten udarbejdet under dette projekt.
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