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1. Im Rahmen des Vorhabens durchgefiihrte Arbeiten

Das Teilprojekt CREATE-UHRO untersuchte die Leistungsfahigkeit verschiedener
Entwicklungsstadien der Europaischen Auster (Ostrea edulis) unter realitatsnahen
Umweltbedingungen, mit dem Ziel, praxisrelevante Bewertungskriterien fur
RestaurationsmalBhahmen zu entwickeln. Dazu wurden Laborexperimente sowie
Studien unter realen Produktionsbedingungen in der Helgolander Austernzuchtanlage
des AWI durchgefuhrt. Untersucht wurden typische Umweltstressoren potenzieller
Wiederansiedlungsstandorte, darunter erhohte Temperaturen, Schwankungen des
Salzgehalts, Schadstoffe und Pathogene.

Ein zentrales Ergebnis war die Identifikation der Auswirkungen variabler
Umweltbedingungen auf Energiehaushalt, Immunleistung und Uberlebensfahigkeit
von Larven und juvenilen Austern. Die Arbeiten wurden in enger Zusammenarbeit mit
Expert*innen aus den Bereichen Zuchtbiologie (Dr. Colsoul), 6kologischer
Restaurierung (Dr. Pogoda), ©kologischer Physiologie (Prof. Dr. Sokolova) und
Larvendkologie (Dr. Gimenez) durchgefihrt und in die Ubergeordneten Arbeitspakete
von CREATE integriert.

Aufgrund unerwartet hoher Larvenmortalitat in der Austernzuchtanlage im ersten
Projektjahr wurde der Arbeitsplan angepasst. Statt geplanter Freilandversuche lag der
Fokus auf der Ursachenanalyse und Pravention zuktnftiger Ausfélle. Die Mortalitat
konnte mit erhéhten Konzentrationen von Kupfer und Zink sowie mit dem Auftreten
pathogener Vibrio-Stdmme in Verbindung gebracht werden. Daraus resultierten
wichtige Erkenntnisse fur das Risikomanagement in der Zucht und fur die Auswahl
geeigneter Wasserquellen in Hatchery-Systemen.

Trotz dieser Umplanung konnten zentrale Ziele erreicht werden: Die entwickelten
Bewertungsansatze und physiologischen Marker sind fur die Auswahl geeigneter
Standorte und Strategien zur Wiederbesiedlung von O. edulis unmittelbar anwendbar.
Sie liefern zudem Ubertragbare Grundlagen fir den Schutz weiterer mariner
Schlusselarten und starken die wissenschaftliche Basis kunftiger MalRnahmen im
Rahmen der européischen Meeres- und Naturschutzrichtlinien (MSRL, Natura 2000).
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AP1. Physiologisch basierte Bewertung der Leistungsfahigkeit friher
Entwicklungsstadien von Ostrea edulis unter umweltrelevanten Bedingungen

Im ersten Projektjahr wurden Larven der Européischen Auster (Ostrea edulis) in
Laborexperimenten funf verschiedenen Temperaturstufen zwischen 15°C und 27°C
ausgesetzt. Ziel war es, die physiologische Leistungsfahigkeit der drei
Hauptentwicklungsstadien ~ von  Austernlarven  zu  bewerten, die  flr
WiederansiedlungsmalRnahmen an einem Renaturierungsstandort vorgesehen sind.
Die gewonnenen Daten wurden in Larvenausbreitungsmodelle integriert, um
geeignete Renaturierungsstandorte unter Bericksichtigung der hydrodynamischen
Konnektivitat zu identifizieren.

Wahrend der Experimente zeigte sich eine hohe Mortalitatsrate (Abbildung 1) sowie
geringe Wachstumsraten der Larven Uber alle getesteten Temperaturbedingungen
hinweg. Keine der Larven erreichte das fur die Metamorphose notwendige
Entwicklungsstadium. Eine der wichtigsten Erkenntnisse dieser Versuche war die
Identifizierung einer erhdohten Schwermetallbelastung in der Umgebung von
Helgoland, die mdglicherweise fur die hohe Mortalitat verantwortlich war. Besonders
auffallig war eine mittlere Kupferkonzentration von 29 pg/L — ein Wert, der das 9,6-
fache des letalen Schwellenwerts fir Ostrea edulis-Larven uberschreitet (ALZIEU et
al., 1980). Diese Ergebnisse verdeutlichen die Dringlichkeit, die Auswirkungen von
Schwermetallbelastungen auf die Austernlarven in den frihen Entwicklungsstadien
genau zu bewerten. Insbesondere aus einer praktischen Perspektive fir Zucht und
Restaurierung von Austernbestanden ist es von entscheidender Bedeutung, die
Auswirkungen von Umweltmetallen zu quantifizieren. Zu hohe Metallbelastungen in
den Larvenaufzuchtsbehalten kénnen die Uberlebensraten und das Wachstum von
Larven stark beeintrachtigen, was direkte Auswirkungen auf die langfristige Erfolgsrate
von Wiederansiedlungs- und Restaurierungsprojekten hat.

wahrend des Versuchs bei 27°C. Links: Lebendige
Larven am Tag 4; rechts: Massensterben am Tag 10.

Die Ergebnisse fuihrten zu einer Neuausrichtung des experimentellen Ansatzes, um
die temperaturabhéngige Metalltoxizitat bei Embryonen, Larven und juvenilen Austern
von O. edulis zu untersuchen. Diese Untersuchungen sind nicht nur entscheidend, um
das Uberleben und Wachstum von Austernlarven unter verschiedenen klimatischen
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Bedingungen zu bewerten, sondern auch, um die potenziellen Risiken von
Schwermetallen in Zuchtanlagen und Wiederansiedlungsgebiete zu verstehen.

Toleranz gegenuber Schwermetallen bei Austernlarven. Aufgrund der hohen
Mortalitdt der Austernlarven im Jahr 2022 und fehlender verlasslicher Literaturwerte
wurden die mittleren letalen Konzentrationen (LCso) von Kupfer, Zink, Cadmium und
Blei fur Europaische Austernlarven ermittelt. Diese Tests wurden sowohl bei
sommerlicher Normaltemperatur (18°C) als auch unter einem Erwarmungsszenario
(24°C) durchgefuhrt, in Zusammenarbeit mit IFREMER Bouin in Frankreich. Die weit
verbreitete Aquakulturart, die Pazifische Auster (Crassostrea gigas), die in deutschen
Gewassern invasiv ist und einen potenziellen Konkurrenten der Européischen Auster
(O. edulis) darstellt, wurde ebenfalls zum Vergleich untersucht.

Tabelle 1. LCso-Werte (Konzentrationen, die 50 % Mortalitat verursachen) fir Larven von
Ostrea edulis und Crassostrea gigas. LCso-Werte *+ Standardfehler (SE) und 95 %-
Konfidenzintervall (CI) fir C. gigas und O. edulis im D-formigen Veliger-Stadium nach 48
Stunden bei 18°C und 24°C, mit artspezifischen LCso-Verhéltnissen = SE fir beide
Temperaturen sowie den entsprechenden t- und P-Werten aus allen Testdurchlaufen sind
gezeigt.

Species Metal Temp. [°C] LCso+ SE [ug L] 95 % Cl [ug L] LCso Ratio + SE t-value P-value

C. gigas Cu 18 191.00 + 1.47 188.08 — 193.92 1.49 £ 0.02 21.78 <0.001
24 129.43 £ 1.57 126.33 - 132.54

O. edulis Cu 18 645.29 + 10.06 625.31 — 665.26 1.84 £0.05 17.20 <0.001
24 351.65+6.74 338.27 — 365.02

C. gigas Zn 18 4327.91 £ 24.67 4279.05 - 4376.76 1.02 £0.01 3.15 <0.01
24 4271.37 £ 12.21 4247.20 - 4295.54

O. edulis Zn 18 5155.84 + 34.52 5087.29 - 5224.39 1.03+0.01 2.91 <0.01
24 4962.02 + 44.25 4874.16 — 5049.88

C. gigas Pb 18 4150.73 £ 13.24 4124.63 - 4176.83 0.99 + 0.00 -2.01 <0.05
24 4183.33£9.45 4164.70 — 4201.97

O. edulis Pb 18 5018.02 + 78.15 4862.85 -5173.19 1.08 £ 0.02 4.98 <0.001
24 4529.20 + 44.56 4440.73 - 4617.67

C. gigas Cd 18 4084.77 £ 13.49 4057.99 - 4111.55 0.98 £ 0.02 1.17 >0.05
24 4180.43 £ 21.86 4137.14 — 4223.73

O. edulis Cd 18 5039.34 + 61.8 4917.67 - 5161.01 1.14 £ 0.02 8.35 <0.001

24

4430.91 £ 34.17

4363.50 — 4498.31

Unsere Untersuchungen im Rahmen des CREATE-UHRO-Projekts zeigten, dass von
den vier getesteten Metallen Kupfer (Cu) unabhangig von der Temperatur die héchste
Toxizitat fur Embryonen und Larven beider untersuchter Austernarten aufwies. Der
interspezifische Vergleich ergab, dass O. edulis-Larven eine hohere Toleranz
gegeniber Metallbelastungen zeigten als C. gigas-Larven. Allerdings reagierte O.
edulis wahrend der Metallexposition durchgéangig empfindlicher auf Erwarmung als C.
gigas. Aulerdem verringerten erhohte Temperaturen die LCso-Werte, insbesondere
bei Kupferexposition, was auf eine erhohte Empfindlichkeit gegeniiber Metalltoxizitat
bei hoheren Temperaturen hinweist. Dies deutet darauf hin, dass D-formige Veliger-
Larven der heimischen O. edulis starker durch die Kombination aus Ozeanerwarmung
und Metallbelastung gefahrdet sein konnten als die nicht-heimische C. gigas.
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Abbildung 2. Karte zur 6kologischen Risikobewertung der Kupferverschmutzung in der
Deutschen Bucht fir die Embryo-Larven-Entwicklung von Austern bei 18 °C (blaue Isolinien)
und die Larvenmortalitat bei 24 °C (rote Isolinien). Hazard Quotient (HQ)-Isolinien = 1 weisen
auf eine schadliche Wirkung hin.

Unsere Studie zeigte, dass Kupfer (Cu) im Vergleich zu anderen untersuchten
Spurenelementen die hochste Toxizitat gegentber Austernembryonen und -larven
aufwies. Daher nutzten wir Daten zu Umweltkonzentrationen von Kupfer (BSH, 2013),
um das Risiko fur die Entwicklung von Austern in der Deutschen Bucht zu berechnen.
Die Gefahrenkarte fir die deutsche Nordsee zeigte, dass die Embryo-Larven-
Entwicklung insbesondere in Astuaren sowie im Umfeld von kommerzeillen Hafen soie
Yachthafen beeintrachtigt sein kénnte. Die Flisse Elbe, Weser und Ems wurden als
Eintragspfade fur Kupfer identifiziert, was sich in steigenden Hazard Quotient (HQ)-
Isolinien stromaufwarts widerspiegelt — ein Ergebnis der intensiven industriellen und
urbanen Entwicklung entlang dieser Flusssysteme. DarlUber hinaus konnten Hafen wie
Eemshaven, Wilhelmshaven und Bremerhaven sowie Yachthé&fen als Punktquellen ftr
erhohte Kupferkonzentrationen ausgemacht werden (Abbildung 2). Das Umfeld des
Hafens Bremerhaven wies mit Abstand die héchsten Kupferkonzentrationen auf. Im
Gegensatz dazu zeigte das Wattenmeer der Nordfriesischen Inseln eine geringere
Kupferbelastung, mit lediglich einer HQ-Isolinie = 1 in der Nahe von Fohr (Abbildung
2). Vor dem Hintergrund  der  Kupferverschmutzung und lokaler
Belastungsschwerpunkte erscheinen Offshore-Gebiete der Deutschen Bucht —
einschlieBlich der Schutzgebiete Borkum Riffgrund und Sylter Aul3enriff — als
geeignete Lebensrdume fur eine Wiederansiedlung von O. edulis. Kistennahe
Bereiche im Einflussbereich von Flussmindungen und Hafen, insbesondere entlang
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der Ostfriesischen Inseln, sollten hingegen weitergehend untersucht werden, bevor sie
als potenzielle Wiederansiedlungsgebiete in Betracht gezogen werden. Angesichts
des geplanten Ausbaus von Offshore-Windparks und der zunehmenden industriellen
Nutzung dieser Gebiete ist kinftig auch in weiter entfernten Regionen mit
Auswirkungen auf die Embryo-Larven-Entwicklung zu rechnen.

Temperaturabhéngige Metalltoxizitat bei juvenilen Austern. Um die Auswirkungen
der Schwermetalle und Temperatur zu bewerten, wurden juvenile Europaische
Austern (O. edulis, ca. 24 mm Durchmesser, Gesamt-Nassgewicht 3.2 g), die fur die
Wiederansiedlung im Borkum Riffgrund vorgesehen sind, in Laborexperimenten
verschiedenen Temperaturbedingungen (Winter-, Sommer- und
Erwadrmungsszenarien) sowie zwei Konzentrationsstufen (niedrig und hoch) von zwei
ausgewahlten Spurenelementen (Cu, Zn) ausgesetzt. Das Experiment zielte darauf
ab, verschiedene physiologische und immunologische Parameter zu untersuchen,
darunter den Condition Index, den Stoffwechsel (Sauerstoffverbrauch, Filtrationsrate
und Ammoniumexkretion), die Aktivitat der Elektronentransportkette, Energiereserven,
Glutathion und Metallothionein sowie Immunantwortmarken.

Unsere Daten zeigten, dass die Akkumulation von Zink (Zn) und Kupfer (Cu) bei
juvenilen Austern wahrend der Exposition gegentber den hdchsten getesteten
Konzentrationen von Cu und Zn erhdht war. Bei den niedrigeren Konzentrationen von
Cu und Zn wurde keine Akkumulation beobachtet, was auf ein effizientes
Metallregulationssystem der Tiere hinweist. Erhéhte Temperaturen (22°C) fihrten zu
einer verstarkten Metallakkumulation bei juvenilen Austern, was negative
Auswirkungen auf ihre Fitness haben kann. Zudem kénnte dies den Metalltransfer auf
hdhere Ebenen des Nahrungsnetzes férdern (Abbildung 3).
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Abbildung 3. Kombinierte Effekte von Temperatur und Metall-Exposition auf die
Metallakkumulation in juvenilen Austern (O. edulis). (A) Zn (B) Cu. C - Kontrolle, ZnL - niedrige
Zn-Konzentration (nominal 100 pg L™), ZnH - hohe Zn-Konzentration (nominal 1000 pg L™),
CuL - niedrige Cu-Konzentration (nominal 10 pg L™), CuH - hohe Cu-Konzentration (nominal
100 pg L™1). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen
den Temperaturbehandlungen innerhalb derselben Metallgruppe, wahrend Sterne signifikante
Unterschiede zwischen den Metall-exponierten Gruppen und ihren jeweiligen Kontrollen bei
gleicher Temperatur anzeigen (p < 0,05).

Die Ergebnisse zeigten, dass Zink- und Kupfererexposition in umweltrelevanten
Konzentrationen keine signifikanten Auswirkungen auf den Condition Index oder den
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Stoffwechsel der Austern hatte (Abbildung 4). Erhéhte Temperaturen fiihrten jedoch
zu einer gesteigerten Stoffwechselrate und einem Riickgang des Condition Index, was
auf eine reduzierte Fitness hinweist. Negative Filtrationsraten wurden bei 15°C (-
13,2%) und 22°C (-65,7%) beobachtet, was auf einen Energieverlust durch
Ausscheidung hindeutet, wahrend bei 5°C keine Ausscheidung festgestellt wurde, was
auf eine vernachlassigbare Filtrationsaktivitat hinweist.
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Abbildung 4. Auswirkungen von Temperatur und Zn und Cu-Exposition auf den
Sauerstoffverbrauch (als Indikator fur die Stoffwechselrate) und Condition index
(Gesundheitszustand) bei juvenilen O. edulis.

In der vorliegenden Studie wurden die Effekte von Temperatur,
Schwermetallbelastung (Zink und Kupfer) sowie deren Wechselwirkung auf eine Reihe
physiologischer Marker untersucht. Die Marker umfassten Proteine, Lipide,
Kohlenhydrate, ETS-Aktivitat, Energiereserven und die zellulare Energieallokation
(CEA). Die Ergebnisse zeigen differenzierte Reaktionen je nach Metall und
untersuchtem Parameter.

Bei den Proteinen war ein deutlicher Einfluss der Temperatur nachweisbar — sowohl
bei Zink als auch bei Kupfer. Die Proteinwerte stiegen bei hoheren Temperaturen
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signifikant an. Ein Effekt der Metallbelastung selbst oder eine Wechselwirkung mit der
Temperatur konnte jedoch nicht festgestellt werden.

Die Lipide reagierten unterschiedlich auf die Metalle. Unter Zinkbelastung gab es
keine signifikanten Veranderungen. Bei Kupfer hingegen zeigten sich deutliche
Effekte: Temperatur, Metallbelastung sowie die Interaktion beider Faktoren fuhrten
jeweils zu signifikanten Unterschieden im Lipidgehalt. Dies weist darauf hin, dass
Lipide besonders empfindlich auf Kupferbelastung in Kombination mit
Temperaturveranderungen reagieren. Die Kohlenhydrate blieben in allen
Versuchsansétzen stabil. Es wurden weder durch Temperaturverdnderungen noch
durch die Metallbelastungen oder deren Kombination signifikante Veranderungen
festgestellt. Dieser Marker scheint unter den getesteten Bedingungen relativ robust zu
sein. Bei der ETS-Aktivitéat, die als Indikator fur den Zellstoffwechsel gilt, konnten
unter Zinkbelastung signifikante Einflisse sowohl durch Temperatur als auch durch
die Metallbelastung beobachtet werden. Unter Kupferbelastung war nur die
Temperatur ein signifikanter Faktor. Die ETS-Aktivitat reagierte somit auf beide
Metalle, zeigte jedoch eine starkere Reaktion bei Zink.

Die Energiereserven, also der Gesamtenergiegehalt, zeigten sich unempfindlich
gegenuber allen getesteten Einflussfaktoren. Weder Temperatur noch Metallbelastung
oder ihre Kombination fihrten zu signifikanten Veranderungen — weder bei Zink noch
bei Kupfer. Die zellulare Energieallokation (CEA) wurde nur unter Zinkbelastung
beeinflusst, wobei die Metallbelastung allein einen signifikanten Effekt zeigte.
Temperatur und Interaktion hatten hier keinen Einfluss. Unter Kupferbelastung gab es
keine signifikanten Effekte auf die CEA. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass
einige Marker — insbesondere Proteine, Lipide und ETS-Aktivitat — sensibel auf
Umweltverdnderungen reagieren, vor allem in Verbindung mit Kupferbelastung.
Andere Marker wie Kohlenhydrate und Energiereserven blieben stabil. Die Ergebnisse
zeigen, dass die Wirkung von Temperatur und Metallbelastung stark von der Art des
Markers und des Metalls abhangt.

Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass Austern unterschiedlich sensibel auf
Umweltverdnderungen wie Temperaturanstieg und Schwermetallbelastung reagieren.
Besonders auffallig ist, dass physiologische Prozesse wie der Protein- und
Lipidstoffwechsel sowie die ETS-Aktivitat deutlich auf steigende Temperaturen und vor
allem auf die Belastung mit Kupfer reagieren. Diese Reaktionen deuten darauf hin,
dass juvenile Austern unter solchen Bedingungen starker physiologisch beansprucht
wird und moglicherweise mehr Energie zur Aufrechterhaltung ihrer
Stoffwechselprozesse aufwenden muss. Langfristig konnte dies Auswirkungen auf ihr
Wachstum, ihre Fortpflanzung und ihre allgemeine Widerstandsfahigkeit haben.

Demgegeniiber zeigten sich andere Parameter wie Kohlenhydrate und
Energiereserven stabil, was auf eine gewisse Anpassungsfahigkeit unter moderatem
Stress schlieBen lasst. Auch die zellulare Energieallokation blieb weitgehend
unbeeinflusst — mit Ausnahme der Zinkbelastung, unter der ein signifikanter Effekt
festgestellt wurde.
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Abbildung 5 Effekte von Temperatur (5°C = blau, 15°C = grin, 22°C = rot) und
Schwermetallbelastung (Zink und Kupfer) auf physiologische Parameter von juvenilen O.
edulis. Dargestellt sind: (A) Proteingehalt, (B) Lipidgehalt, (C) Kohlenhydratgehalt, (D) ETS-
Aktivitdt (Elektronentransport-System), (E) Gesamtenergiereserven (E.), und (F) zellulare
Energieallokation (CEA), jeweils bezogen auf das Nassgewicht (WW).

Die Buchstaben Uber den Boxplots bezeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Temperaturgruppen (erste Position) innerhalb der jeweiligen Expositionsbedingungen
(Kontrolle, niedrig, hoch; zweite Position). N = 5-6.



Abschlussbericht Teil I| - CREATE — Férderkennzeichen 03F0910D

Im Rahmen der Untersuchungen zur physiologischen Leistungsfahigkeit von juvenilen
europaischen  Austern (O. edulis) in Bezug auf Temperatur und
Schwermetallbelastung konnte festgestellt werden, dass die Umwelttemperatur einen
wesentlichen Einfluss auf das Immunsystem dieser Tiere hat. Wahrend kleinere
Unterschiede zwischen den beiden Schwermetallexpositionen (Kupfer und Zink)
beobachtet wurden, hatte die Temperatur einen signifikant gréReren Einfluss auf die
meisten immunbezogenen Parameter (Abbildungen 6, 7).

Temperatur war ein wichtiger Faktor bei der Regulierung der Hamozytenanzahl in
juvenilen Austern, wobei fast 50 % der Variation der Hamozytenzahlen auf die
Temperaturbedingungen zurtickzufihren waren. Im Vergleich dazu machten die
Expositionen gegenuber Zink und Kupfer weniger als 5 % der beobachteten Variabilitat
aus. Die hdochsten Hamozytenzahlen wurden bei einer mittleren Temperatur von 15°C
aufgezeichnet, wahrend Temperaturen von 5°C (im Zink-Expositions-Experiment) und
22°C (in beiden, Zink- und Kupfer-Expositionen) zu einem Ruckgang der
Hamozytenanzahl fuhrten. Ein Trend hin zu erhéhter Hamozytenmortalitét wurde bei
juvenilen Austern beobachtet, die bei 22°C gehalten wurden, mit einer Mortalitatsrate
von 2,8 % im Vergleich zu 1-1,4 % bei 5°C und 15°C.
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Abbildung 6. Kombinierte Effekte von Temperatur und Zink-Exposition auf immunologische
Hamocyten-Parameter bei juvenilen Austern (O. edulis).

(A) Hamocytenanzahl (HC), (B) Phagozytoserate, (C) Lipidperoxidation (LPO) (TBARS), (D)
Stickstoffmonoxid (NO)-Konzentrationen und (E) Aktivitdt der sauren Phosphatase. C —
Kontrolle, ZnL — niedrige Zinkkonzentration (100 pg L™), ZnH — hohe Zinkkonzentration (1000
Hg L™). Sterne  kennzeichnen  signifikante Unterschiede  zwischen  den
Temperaturexpositionsgruppen. Fur NO-Konzentrationen, bei denen eine signifikante
Interaktion zwischen Temperatur und Zinkexposition festgestellt wurde, zeigen
unterschiedliche Buchstaben signifikante Unterschiede zwischen Temperaturbehandlungen
innerhalb derselben Zink-Expositionsgruppe, wahrend Sterne signifikante Unterschiede
zwischen zinkexponierten Gruppen und ihren jeweiligen Kontrollen bei gleicher Temperatur
anzeigen (p < 0,05). N = 6.
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Abbildung 7. Kombinierte Effekte von Temperatur und Kupfer-Exposition auf immunologische
Hamocyten-Parameter bei juvenilen Austern (O. edulis).

(A) Hamocytenanzahl (HC), (B) Phagozytoserate, (C) Lipidperoxidationsniveaus (LPO;
TBARS), (D) Stickstoffmonoxid (NO)-Konzentrationen und (E) Aktivitdit der sauren
Phosphatase.C — Kontrolle, CuL — niedrige Kupferkonzentration (nominal 10 pg L™), CuH —
hohe Kupferkonzentration (nominal 100 pg L™). Sterne kennzeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Temperaturexpositionsgruppen (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001). Fur LPO, NO-Konzentrationen und die Aktivitat der sauren Phosphatase, bei denen
eine signifikante Interaktion zwischen Temperatur und Kupferexposition festgestellt wurde,
zeigen unterschiedliche Buchstaben signifikante Unterschiede zwischen
Temperaturbehandlungen innerhalb derselben Kupfer-Expositionsgruppe, wéhrend Sterne
signifikante Unterschiede zwischen kupferexponierten Gruppen und ihren jeweiligen
Kontrollen bei gleicher Temperatur anzeigen (p < 0,05). N = 5-6.
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Ein starker negativer Effekt von Kupfer auf die Hamozytenuberlebensraten wurde in
allen experimentellen Temperaturen festgestellt. Diese durch Kupfer induzierte
Erhohung der Mortalitat wirkte sich negativ auf die Hamozytenzahl aus, was durch
eine signifikante negative Korrelation zwischen den beiden Parametern belegt wurde.
Schwermetalle wie Kupfer sind bekannte Induktoren fur die Zellsterblichkeit von
Hamozyten durch Apoptose und Nekrose, und ihre zytotoxischen Effekte tragen
maf3geblich zur Immuntoxizitat dieser Kontaminanten bei. Bemerkenswerterweise
verringerte sich die Hamozytenanzahl bei Kupfer-exponierten Austern juvenilen
Austern trotz erhdhter Mortalitat nicht, was darauf hindeutet, dass der Verlust von
Hamozyten durch metalldinduzierte Zellsterblichkeit durch Hamatopoese kompensiert
werden kann.

Die Auswirkungen von umweltrelevanten Konzentrationen von Zink und Kupfer auf das
Immunsystem waren insgesamt gering. In Kombination mit den direkten bakteriellen
und parasitiziden Effekten von Zink und Kupfer kdnnten diese Effekte moglicherweise
sogar vorteilhaft sein. Wahrend die Sensitivitdt der Larven weiterhin ein Problem
darstellt, zeigt die Forschung, dass bei der Aufrechterhaltung kontaminationsfreier
Bedingungen in der Zuchtanstalt keine Larvensterblichkeit zu erwarten ist. Daher stellt
die Ansiedlung von Austernlarven in mafig verschmutzten Gebieten keine grol3e
Herausforderung dar, solange die Temperaturbedingungen fir die Immunitat und das
Wachstum optimal sind (unter 22°C).

Insgesamt zeigten juvenile Europadische Austern (O. edulis) bei erhéhten
Temperaturen eine deutlich reduzierte Fitness, die bei 22 °C am starksten ausgepragt
war — ein Hinweis auf eine temperaturbedingte Erh6hung der Stoffwechselaktivitat. Die
Temperatur erwies sich zudem als entscheidender Faktor fur die Modulation des
Immunsystems: Verschiedene Immunparameter wurden temperaturabhangig aktiviert
oder unterdriickt. Umweltrelevante Konzentrationen von Zink und Kupfer beeinflussten
zwar weder den Condition Index noch den Gesamtstoffwechsel, fihrten jedoch bei
hohen Konzentrationen zu Verénderungen spezifischer Immunreaktionen.

Die Auswirkungen umwelttypischer Metallkonzentrationen auf das Immunsystem
fielen insgesamt gering aus. Aufgrund ihrer bekannten antibakteriellen und
antiparasitaren Eigenschaften konnten Zink und Kupfer in moderaten Konzentrationen
sogar protektive Effekte entfalten. Fir eine erfolgreiche Wiederherstellung von
Austernriffen erscheint daher die gezielte Auswahl von Habitaten mit niedriger
Schadstoffbelastung und moderat warmen Sommertemperaturen besonders
vorteilhaft. Dartiber hinaus sollte das Potenzial gezielter Stressakklimatisierung weiter
untersucht werden, um die Resilienz von Austernpopulationen gegentber
klimabedingten Stressfaktoren nachhaltig zu starken.

Obwohl Austernlarven empfindlich gegenuber Schwermetallen reagieren, zeigt die
vorliegende Untersuchung, dass sich Mortalitat durch die Aufrechterhaltung
metallarmer Bedingungen unterhalb toxikologischer Schwellenwerte in der Zucht
zuverlassig vermeiden lasst. Unter dieser Voraussetzung stellt die Ausbringung
juveniler Austern in mafig belasteten Gewassern keine wesentliche Einschrankung
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dar — vorausgesetzt, die Umgebungstemperaturen Uberschreiten nicht dauerhaft
22 °C, um eine Beeintrachtigung von Wachstum und Immunfunktion zu verhindern.

AP2. Untersuchung bakterieller Ursachen fiur Larvensterblichkeit in der
Austernzuchtanlage

Im Jahr 2022 wurde in der Helgolander Austernzuchtanlage eine auffallend hohe
Sterblichkeitsrate von Austernlarven festgestellt, was eine gezielte Untersuchung
maoglicher Mortalitdtsursachen erforderlich machte. Aufgrund unserer toxikologischen
Analysen zur Metalltoleranz von Embryonen, Larven und Juvenilen der Européischen
Auster (O. edulis) konnte ein Einfluss erhdhter Metallkonzentrationen ausgeschlossen
werden: Die gemessenen Konzentrationen im Zuchtwasser lagen durchweg unterhalb
toxischer Schwellenwerte (sieh Ergebnisse AP1). Daher riickte eine mdgliche
bakterielle Ursache der Larvensterblichkeit in den Fokus. In diesem Arbeitspaket
wurde die bakterielle Belastung in verschiedenen Bereichen der Zuchtanlage
untersucht, einschlie3lich einer Analyse der Bakteriengemeinschaft mit besonderem
Augenmerk auf potenziell pathogene Vibrio-Stamme (Abbildung 7). Die
Charakterisierung der Vibrio-Gemeinschaft erfolgte mithilfe von MALDI-TOF
Massenspektrometrie, um erste Einblicke in die mikrobielle Dynamik in der deutschen
Wiederansiedlungszuchtanlage fir Austern zu gewinnen.

Die Studie wurde in der Helgolander Austernzuchtanlage durchgefihrt, einer
spezialisierten Forschungszuchtanlage auf der Nordseeinsel Helgoland. Wéahrend der
Zuchtsaison von Marz bis Juli 2022 wurden wochentliche Wasser-, Algen- und
Gewebeproben aus drei Bereichen der Hatchery entnommen: dem Elterntierbereich,
der Algenproduktionsanlage und dem Larvenaufzuchtsystem. Alle Systeme wurden
mit gefiltertem, UV-behandeltem Nordseewasser versorgt. Zur Futterung der
Austernlarven wurden nicht-axenische Kulturen der Mikroalgen Rhodomonas salina
und Chaetoceros muelleri verwendet, die in sterilen Photobioreaktoren geziichtet
wurden.

Ziel war es, das Vorkommen und die Zusammensetzung von marinen Vibrio-Arten zu
untersuchen. Dazu wurden Proben aus Wasser, Larven und adulten Austern mit
modifiziertem alkalischem Peptonwasser (mMAPW) angereichert und auf modifiziertem
TCBS-Agar (mTCBS) bei 25°C inkubiert. Die Isolate wurden mittels MALDI-TOF
Massenspektrometrie identifiziert. Die ldentifikation basierte auf dem Abgleich mit
mehreren spezialisierten Datenbanken, darunter VibrioBase und EnviBase. Fir die
statistische Auswertung kamen multivariate Verfahren wie PERMANOVA, NMDS und
Korrelationsanalysen mit Umweltparametern zum Einsatz. Die Diversitat der Vibrio-
Gemeinschaften wurde mittels Hill-Indizes und Jaccard-Distanzen analysiert, wobei
RStudio und verschiedene Pakete wie vegan und iNEXT verwendet wurden.

Larvenaufzucht. Wahrend der Austernbrutsaison wurde eine starke Dominanz von
Vibrio gigantis im Wasser der Elterntiere festgestellt (Abbildung 8). Dieses Wasser
steht wahrend der friihen Entwicklungsstadien in direktem Kontakt mit Embryonen und
Larven im Kiemenraum der Muttertiere. Auffallig war, dass die Larven fast
ausschlieRlich mit V. gigantis assoziiert waren, was auf eine horizontale Ubertragung
dieses Bakteriums schlieRen lasst. Zudem wurde V. gigantis im Juli auch im Gewebe
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der Elterntiere nachgewiesen, was zusatzlich auf eine mogliche vertikale Ubertragung
hinweist.

Nach dem Ausschwarmen und dem Umsetzen der Larven in die Aufzuchtkegel wurde
V. gigantis ebenfalls regelméRig im Aufzuchtwasser nachgewiesen — ein weiterer
Hinweis auf horizontale Ubertragung iber das Systemwasser. Die starke Prasenz
dieser Art im Larvenmikrobiom kénnte durch Habitatfilterung und Konkurrenzvorteile
innerhalb des Vibrio-Genus begulnstigt worden sein. Die stabilen Bedingungen
(Temperatur, Exsudate, Dichte) in den Larvenaufzuchtsystemen koénnten die
Dominanz dieser Art zusatzlich begunstigt haben.

Neben V. gigantis wurden im Aufzuchtwasser auch V. kanaloae und ab Mitte Juni V.
alginolyticus nachgewiesen. Letztere Art trat ebenfalls in den Larven auf und gelangte
wahrscheinlich Gber das Futter in das System. Beide Arten gehéren zur Splendidus-
Klade, zu der auch bekannte opportunistische Pathogene z&hlen. Die potenzielle
Pathogenitat von V. gigantis ist bislang unbekannt, jedoch ist seine enge
Verwandtschaft mit V. splendidus (98 % 16S rRNA-Ahnlichkeit) bemerkenswert.
Aufgrund der konstanten Prasenz von V. gigantis in Larventieren und -wasser ist eine
gezielte Bewertung der Virulenz dieser Art notwendig.

Abbildung 7. Verdiinnungsreihe nach 24 h - Inkubation von Austerngewebe bei 25°C auf
TCBS-Agar. Die Vibrio-Kolonien sind in den Verdiinnungen 107 bis 10”7 gut erkennbar.

Photobioreaktoren. Im Produktionssystem fir Mikroalgen dominierte wahrend des
gesamten Beobachtungszeitraums V. alginolyticus (Abbildung 7). Die Herkunft dieser
Art ist wahrscheinlich auf nicht-axenische Algenkulturen und/oder das verwendete
Meerwasser trotz UV-Behandlung zurtickzufiihren. Die konstanten Temperaturen von
22 °C in Kombination mit hohen Nahrstoffverfliigbarkeiten und bakteriell-algischen
Interaktionen begunstigten vermutlich das Wachstum dieser Art. Die geringe Diversitat
der Vibrio-Gemeinschaft in diesem System ist vermutlich auf die stabilen
Umweltbedingungen zurtickzufihren.

Elterntierhaltung. Ein mdglicher Eintragspfad fur Vibrio in die Zuchtanlage ist das
naturliche Meerwasser, das auch nach Filtration und UV-Behandlung verwendet wird
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(Abbildung 7). Die Ahnlichkeit der Vibrio-Zusammensetzung im behandeltem
Seewasser und in den Elterntiertanks weist auf eine eingeschrénkte
Desinfektionswirkung hin. Ursachen konnten Biofilmbildung, unzureichende
Kontaktzeit oder ineffiziente UV-Leistung sein. Auch Kreuzkontamination durch
Personal (z. B. bei der taglichen Reinigung) oder mikrobielle Aerosole konnten zur
Verbreitung beitragen. Eine rdumliche Trennung der Wasseraufbereitungseinheiten
vom Bereich der Elterntierhaltung ware daher sinnvoll.
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Abbildung 8. Raumlich-zeitliche Variation in der relativen Haufigkeit von Vibrio-Arten, dem
Genus Vibrio sowie Bakterien mit unsicherer Identifikation im Zeitraum von April bis Juli 2022.
Probenahmeorte: R. salina (RS), C. muelleri (CM), behandeltes Seewasser (SWT),
Seewasser des norwegischen Elterntierbeckens (SWN), Seewasser des britischen
Elterntierbeckens (SWUK), Gewebe norwegischer Elterntiere (OYN), Gewebe britischer
Elterntiere (OYUK), Larven (L) sowie Wasser aus der Larvenaufzucht (SWL). Fehlende Daten
fur C. muelleri im April resultieren aus Produktionsverzdégerungen; am 3. Mai sowie im Juli war
keine Identifikation auf Artniveau der isolierten Kolonien mdglich. Gewebeproben der
Elterntiere wurden ausschlief3lich im April und Juli entnommen.

Bemerkenswert ist, dass viele der in der Anlage detektierten Vibrio-Arten nicht
regelmafig im umliegenden Helgolander Kiistenwasser nachgewiesen wurden, was
auf andere Eintragsquellen wie importiertes Elterntiermaterial schlielRen lasst.
Besonders bei norwegischen Elterntieren wurde bereits im April ein Grolteil der
wéahrend der Saison vorkommenden Vibrio-Arten nachgewiesen, was auf eine
Einschleppung Uber das Elterntier selbst hindeutet. Auch Unterschiede in der
Diversitat zwischen norwegischen (bereits etablierte) und britischen (neu importierten)
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Austern kénnten auf Haltungsdauer und urspriingliche Mikrobiota zurtickzufiihren
sein. Die hohe Ahnlichkeit der Vibrio-Gemeinschaft in beiden Elterntiergruppen im
Verlauf der Saison spricht zuséatzlich fur Kreuzkontamination innerhalb der Anlage.

Insgesamt war die Vibrio-Gemeinschaft der Elterntiere und des umgebenden Wassers
stark Uberlappend — wahrscheinlich bedingt durch das Filtrierverhalten der Austern
und die kontinuierliche Interaktion mit dem Umgebungswasser. Im Vergleich zu
anderen Anlagenteilen wies der Elterntierbereich die héchste Artenvielfalt auf. Diese
erhohte Diversitat konnte durch sukzessive Veranderungen der Umweltbedingungen,
insbesondere Temperaturerhbhungen, erklart werden. Zudem deuteten Rarefaction-
Analysen auf eine potenzielle Untererfassung der realen Diversitat hin.

Die Untersuchung der Vibrio-Gemeinschaft in der Helgoléander Austernzuchtanlage
ergab eine deutliche rdumliche Differenzierung der Bakterienzusammensetzung
zwischen Futterproduktion, Larvenaufzucht und Elterntierhaltung. Wahrend in stabil
temperierten Bereichen (Photobioreaktoren, Larvensystem) geringe Diversitat und
Konstanz vorherrschten, zeigte der Elterntierbereich deutliche saisonale und
raumliche Veranderungen. V. gigantis, als haufigste Artin Larven und Aufzuchtwasser,
bedarf einer genaueren Bewertung hinsichtlich ihrer potenziellen Pathogenitét. Die
Ergebnisse zeigen zudem, dass das MALDI-TOF-MS ein vielversprechendes
Werkzeug zur Vibrio-Uberwachung in Aquakulturanlagen darstellt — vorausgesetzt, die
verwendete Datenbank wird um weitere relevante Arten erganzt. Kinftige Arbeiten
sollten auf gezielte Infektionstests mit Ostrea edulis-Larven abzielen, um die
tatsachliche Bedrohung einzelner Vibrio-Arten fur die Zuchtpraxis besser abschatzen
zu konnen.

2. Die wichtigsten Positionen des zahlenmaRigen Nachweises

Die im Projekt veranschlagten und bewilligten Gesamtkosten wurden nicht
uberschritten. Eine Mittelumwidmung vom Ausgabeansatz ,Verbrauchsmaterialien® zu
,Kleingerate“ wurde beantragt und bewilligt, um den Erwerb eines PreSense-Oxygen-
Monitors zur Messung des Sauerstoffverbrauchs von Larven und Juvenilen zu
ermoglichen.  Weitere relevante  Anderungen innerhalb der einzelnen
Ausgabepositionen traten im Projektverlauf nicht auf. Eine detaillierte Aufstellung der
Ausgaben ist dem Zuwendungsnachweis beigefligt, der gemeinsam mit dem
Projektbericht eingereicht wurde.

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten

Die im Rahmen des Vorhabens geleisteten Arbeiten waren erforderlich und
angemessen, um die geplanten Arbeitspakete erfolgreich umzusetzen und die
Projektziele zu erreichen. Die Arbeitsablaufe im CREATE-Vorhaben orientierten sich
weitgehend an dem urspringlich eingereichten Projektplan. Ohne externe Férderung
ware die Durchfuhrung dieses anspruchsvollen Forschungsprojekts nicht mdéglich
gewesen.
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3. Voraussichtliche Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des Ergebnisses —
auch konkrete Planungen fiir die nahere Zukunft - im Sinne des
fortgeschriebenen Verwertungsplans

Die voraussichtlichen Nutzen des Projekts sind vielfaltig und haben sowohl
wissenschaftliche als auch praktische Anwendungen. Die Ergebnisse erweitern das
Verstandnis Uber die Interaktionen von Austern mit Umweltfaktoren, insbesondere
Temperatur, metallischen Belastungen und mikrobiellen Pathogenen. Diese
Erkenntnisse sind besonders relevant fur die Aquakultur sowie den nachhaltigen
Wiederaufbau von Austernriffen, da sie konkrete Ansatzpunkte zur Verbesserung der
Resilienz von Austernpopulationen unter den aktuellen Klimabedingungen liefern.

Das Teilprojekt UHRO leistete einen bedeutenden Beitrag zur wissenschaftlichen
Grundlage von CREATE, insbesondere durch die physiologische Bewertung der
Leistungsfahigkeit verschiedener Entwicklungsstadien von O. edulis unter
realitatsnahen Umweltbedingungen. Die gewonnenen Daten flossen direkt in die
Bewertung der physiologischen und reproduktiven Qualitat von Schliisselarten entlang
von Stérungsgradienten (Produkt 2.3.2) ein. Dariber hinaus unterstitzten die
Erkenntnisse zur Stressbewaltigung und Uberlebensfahigkeit von Austernlarven und -
juvenilen unter variablen Umweltbedingungen die Entwicklung optimierter
Bewertungsmethoden fir Monitoring und Schutzmafnahmen (Produkt 2.3.1).

Durch die enge Zusammenarbeit mit den anderen Arbeitspaketen, insbesondere WP
2.3 (Konnektivitat und ©kologische Funktionalitat), konnten die experimentellen
Ergebnisse von UHRO mit biophysikalischen Modellen der Larvendrift verknipft
werden. Dies ermoglichte eine prazisere Bewertung der Ausbreitungs- und
Rekrutierungspotenziale in den Zielregionen. Die Arbeiten von UHRO waren zudem
entscheidend fur die praxisorientierte Umsetzung von CREATE, da sie direkte
Anknupfungspunkte fur Stakeholder im Bereich des Schutzgebietsmanagements, der
Wiederansiedlungspraxis und der marinen Raumplanung schufen.

Im Hinblick auf die Verwertbarkeit der Ergebnisse ermdglichen die gewonnenen
Erkenntnisse eine fundierte Risikobewertung und die Entwicklung von
Praventionsstrategien gegen bakterielle Infektionen in Zuchtanlagen. Besonders die
Identifizierung und Charakterisierung von Vibrio-Arten in Zuchtumgebungen kénnte zu
einer besseren Uberwachung und Kontrolle von Krankheitserregern fiihren, was die
Ausfallraten in der Zucht erheblich senken wirde.

Im Rahmen des Projekts nahm der Uber das Projekt angestellte Mitarbeiter sowie die
Projektleiter (Pls) an verschiedenen Konferenzen und Projektsymposien teil, um die im
UHRO CREATE-Projekt bearbeiteten Themen zu prasentieren und mit Stakeholdern
sowie Wissenschaftlern zu diskutieren. Dies erfolgte im Sinne des Co-Designs mit den
Stakeholdern. Der Mitarbeiter und die Pls beteiligten sich regelmaRig an den DAM
CREATE- und SustainMARE-Meetings, um die Kommunikation und Integration mit
anderen Projektpartnern und Stakeholdern sicherzustellen. Dariiber hinaus nahm die
Projektleiterin auch an der Arbeit der SustainMARE-Arbeitsgruppe ,Multiple
Stressoren® teil. Diese Arbeitsgruppe konzentrierte sich auf die Untersuchung der
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Effekte multipler Stressoren auf verschiedenen Ebenen sowie die Erarbeitung
entsprechender Mitigationsstrategien.

Das Projekt arbeitete zudem eng mit verschiedenen nationalen Forschungs- und
Naturschutzinitiativen zur Wiederansiedlung der Européischen Auster zusammen.
Besonders intensiv war die Kooperation mit den BfN-E+E-Vorhaben RESTORE sowie
dem Bundesprogramm Biologische Vielfalt Projekt PROCEED. Diese Projekte
verfolgen ahnliche Ziele im Bereich des marinen Artenschutzes und der
Restaurationsdkologie.

Fur die nahere Zukunft sind mehrere Schritte zur Verwertung der Projektergebnisse
denkbar. Dazu gehoren vertiefende Studien zur Pathogenitat spezifischer Vibrio-Arten
und deren Auswirkungen auf Austern sowie die Weiterentwicklung der Monitoring-
Methoden zur Uberwachung von Vibrio-Arten und anderen bakteriellen Pathogenen in
Zuchtanlagen. Diese Schritte kdnnten zusatzliche Mittel erfordern, die derzeit noch
nicht zur  Verfigung stehen, aber wir werden weiterhin  nach
Finanzierungsmaoglichkeiten suchen, um diese Aktivitditen fortzusetzen. Einige
Malnahmen kénnen jedoch auch ohne zuséatzliche Mittel vorangetrieben werden, wie
beispielsweise die Nutzung der aktuellen Ergebnisse fir die Zusammenarbeit mit
weiteren Forschungsinstitutionen, wie dem Thinen-Institut fir Fischerei, sowie mit
Aquakulturunternehmen. Diese Kooperationen konnten zur Anwendung der
Ergebnisse in der Praxis und zur Optimierung der Aquakulturmethoden beitragen.
Langfristig konnte die Fortsetzung der Forschung in Folgeprojekten ebenfalls weiter
zur Vertiefung der gewonnenen Erkenntnisse und zur Untersuchung ihrer praktischen
Implikationen fur die Austernzucht und den marinen Naturschutz beitragen.

Auf Basis der Ergebnisse des Projekts sind derzeit zwei Manuskripte zur
Veroffentlichung in wissenschaftlichen Fachzeitschriften in der Begutachtung, und zwei
weitere Manuskripte befinden sich in Vorbereitung fur die Einreichung.

5. Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem Zuwendungsempfanger
bekannt gewordenen Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen
Stellen

Im Projektzeitraum sind keine im engeren Sinne projektrelevanten Arbeiten Dritter
bekannt geworden.

6. Erfolgte oder geplante Verotffentlichungen der Ergebnisse nach Nr. 5 der
NKBF

1. Dominique C. Noetzel, Raphael L. Gerich, Bérenger Colsoul, Bernadette Pogoda,
Inna M. Sokolova, Antje Wichels, Gunnar Gerdts. Vibrio community
characterization in a German restoration oyster hatchery: First insights from
MALDI-TOF MS monitoring (eingereicht, im Review).

2. Dominique C. Noetzel, Bérenger Colsoul, Farida Akcha, Nicolas Briant, Jérémy Le
Roy, Virginie Francois, Christophe Stavrakakis, Bernadette Pogoda, Inna Sokolova.
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Effect of temperature and trace metal exposure on early life stages of European
flat oysters and Pacific oysters (eingereicht, im Review).

3. Halina Falfushynska, Dominique Noetzel, Bernd Sures, Milen Nachev, Bernadette
Pogoda, Bérenger Colsoul, Inna M. Sokolova. Combined effects of temperature and
metals on immunity of juveniles of European oyster Ostrea edulis (in
Vorbereitung).

3. Dominique Noetzel, Halina Falfushynska, Bernd Sures, Milen Nachev, Bernadette
Pogoda, Bérenger Colsoul, Inna M. Sokolova. Combined effects of temperature and
metals on physiological performance and bioenergetics of juveniles of
European oyster Ostrea edulis (in Vorbereitung).
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