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1. Indledning

Det skannes, at den globale fiskeproduktion i 2018 naede 179 millioner tons. Heraf blev 156 millioner
tons brugt til konsum, svarende til en gennemsnitlig arlig forsyning pa 20,5 kg pr. indbygger. De
resterende 23 millioner tons var hovedsageligt afsat til fremstilling af fiskemel og fiskeolie. (FAO,
2020). Over tre milliarder menneskers levebrad afhaenger af biodiversiteten i hav- og kystomrader, da
fiskeri er en vigtig levevej og primer naringskilde for kystsamfund i de fattigste dele af verden. Men i
dag bliver der overfisket med omkring 30%, hvilket er langt over det niveau, hvor fiskebestandene kan
reproducere sig baeredygtigt. (FAO, 2014). Overfiskeri henviser til det at fljerne mere af en naturlig
akvatisk art, end hvad naturlig reproduktion kan understgtte og anses i dag i stigende grad som én af de
vigtigste processer, der farer til den globale biodiversitetskrise. Pa verdensplan er overfiskeri en af de
stgrste trusler mod havene og frem for alt for udviklingslandene. Hvis vi altsa vil bevare havets

gkosystemer, er der behov for forandring, hvorfor effektive og innovative forvaltningslgsninger kreeves.

Dette forskningsprojekt vil saledes tage udgangspunkt i denne undren om, hvordan der kan gares
beeredygtigt brug af havets ressourcer, herunder baredygtig forvaltning af fiskeri og akvakultur. Derfor
vil jeg undersgge, hvordan vi med mindst miljgpavirkning udnytter havets udbytte i udviklingen af et
effektivt og beeredygtigt havbrug, der skal bidrage til en baeredygtig udvikling af akvakultursektoren i

Danmark.

2. Relevans og formal

Akvakultur har en lang historie i dele af verden. Omkring 500 f.v.t opdrattede romerne gsters og fisk i
middelhavslaguner og allerede omkring 1000 ar tidligere udvikledes ferskvandsakvakulturer sig i Kina.
(Nestlé foundation). Mens opdrattet tidligere er blevet drevet pa en omfattende made, forsgger moderne
metoder at intensivere produktionen pa grund af stigende efterspargsel efter fiskevarer. |
udviklingslande dyrkes akvakultur ofte pa subsistensniveau, hvorimod den i industrialiserede lande
narmere drives for gkonomisk overskud. Opdratsanlaeg kan enten sattes op pa land i form af dambrug

eller i havet som havbrug.

Fiskeri spiller en vigtig rolle for at nd FN’s verdensmal for baredygtig udvikling, herunder iser det
maritime mal om at bevare og bruge marine ressourcer pa en made, der fremmer bearedygtig udvikling.
Biologisk er det fordelagtigt at dyrke akvatiske organismer, idet fisk og andre havdyr er mere effektive i
at omdanne foder til neering end landdyr og fiskeri spiller saledes en stor rolle for malet om at udrydde
sult, opna fadevaresikkerhed samt bedre ernzring samt for klimamalet. Men fiskefangst kan ikke alene
veaere lgsningen, fordi havets sensible gkosystemer vil bryde sammen, hvis der overfiskes yderligere. Et

alternativt lgsningsforslag kan derfor veere de omtalte akvakulturer, der deaekker over kontrolleret
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dyrkning eller opdrat af vandlevende organismer sasom fisk, krebsdyr, snegle og vandplanter og

omfatter diverse populationer i fersk-, brak-, og saltvand.

3. Afgraensning

Kompleksiteten af det blandede fiskeri i Nordsgen og @stersgen samt biodiversiteten ger det umuligt at
malrette fangsterne mod en enkelt art. Mit projekt er derfor, sa vidt muligt, skreeddersyet til at reflektere
dette, til dels ved at deekke forskellige bestande og til dels ved at kombinere opdraet og bevarelse.
Akvakulturer til lakseopdreet benyttes med stor effekt i Norge. Kina ger brug af moderne industrielle
recirkulerende akvakultursystemer (RAS-teknologier), hvor man langs kysten har oprettet fem anleg. |
Danmark er der 19 havbrug, der primart anvendes til opdreet af regnbuegrreder (Oncorhynchus mykiss).
| dag produceres udelukkende konsumfisk i akvakulturer, hvorimod traditionelt fiskeri bade indebaerer
fiskeri efter pelagiske fiskearter beregnet til konsum og industrielle fiskearter, der i hgj grad anvendes

til fremstilling af fiskemel, som anvendes i foder til fiskeopdreet og andet dyrefoder. (Skov, 2019)

Projektets fokus afgraenses deraf mod udviklingen af akvakultursystemer, hvori forskellige organismer
lever i symbiose, hvoraf problemstilling fremkommer: “Hvordan kan der udvikles symbiotiske
flerartsakvakulturer, hvori organismer som eksempelvis muslinger, alger og opdratsfisk lever som i
naturligt forekommende gkosystemer som alternativ til den traditionelle fiskefangst, og hvordan kan

den vedvarende effekt af opdreetsanleggene monitoreres?”

Ud fra teori om akvatiske organismers biologi og @kologi, eksperimentel bestemmelse af
artsammensatningen i bestemte biotoper ved brug af metagenomisk eDNA (environmental DNA), vil
jeg ved brug af 16S rDNA og 18S rDNA sekventering undersgge, hvordan teknologier til at dyrke fisk
og planter i det samme system symbiotisk kan sammensettes ved efterligning af naturlige biotoper.
eDNA er defineret som genetisk materiale hentet direkte fra miljgpraver som for eksempel vand. Dette
er et effektivt biomonitoreringsveerktgj, som ger det muligt at kontrollere, at anleeggene opfylder
miljgmal samt, at biodiversiteten opretholdes, sa fremtidige akvakulturer fglger princippet om
langsigtet, baeredygtig udnyttelse, som skal sikre fiskebestandene. Malet er maksimeret baeredygtighed,
herunder ingen brug af kemikaliet ethoxyquin i foderets forarbejdning og opbevaring, ingen brug af
sprojtegifte, ingen kunstige tilsetningsstoffer samt bedre pladsforhold for organismerne. Disse krav skal

sikre, at systemet belaster naturen omkring akvakulturerne mindst muligt.

Karolin Janina Demtroder A FORSKUD PA FREMTIDEN
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4. Metoder

Forskningsprojektet tager udgangspunkt i den deduktive metode, hvormed det undersgges, om den
teoretiske viden om akvatiske organismers biologi og gkologi kan anvendes til at opbygge en flerartet
akvakultur som alternativ til opdreetsanleeg. Kvantitative data anvendes til udvikling af akvakulturerne
ved brug af metagenomisk eDNA, hvorved det bliver muligt at sammenligne den geografiske
repraesentation af tidligere artsrigdomsundersggelser i marine gkosystemer. Projektet beror saledes pa
kombinationsanvendelse af en raekke kvantitative metoder, hvormed det fgrst og fremmest kan
undersgges, under hvilke forhold forskellige organismer lever, samt hvordan de tilpasser sig hinanden i
de pageldende gkosystemer. Hver organisme har en unik DNA-sekvens eller en ’stregkode’, der er
forbundet med den. Denne DNA-stregkode er en meget variabel region spredt mellem bevarede
genomiske omrader. eDNA metabarcoding involverer malspecifik amplifikation og sekventering af

disse stregkoder. Metoden er relevant til at skelne mellem hgjere ordener af eukaryoter.

4.1 Prgveudtagning og DNA-ekstraktion

Velfungerende gkosystemer i kystnere omrader ved Nordsgen og @stersgen undersgges ved at
indsamle 0,5-1 liter vandpraver, som filtreres for at koncentrere environmental DNA (eDNA) fra filteret
(Figur 1). Til isolation af genomisk DNA fra filtrerede vandprgver bruges DNeasy PowerWater Kit.

| laboratoriet pulveriseres filteret, ekstraktionspufferen fra DNAeasy PowerWater Kittet tilsettes og

DNA ekstraheres, som det foreskrives.

Collect Filter  Extract DNA  Amplify Sequencing Bioinformatics
water - DNA

Figur 1: eDNA prgvetagning og processering. Figurens ophav: AquaBiota.se

4.2 PCR amplifikation og sekventering til identifikation af arter

Til vurdering af biodiversiteten kan Metagenomics NGS (Next-Generation Sequencing) anvendes.
Herved bestemmes den genetiske sammensatning af en bestand ved hjelp af eDNA-analyse. eDNA
sekventering muligger simultan analyse af tusinde af arter fra den samme vandprave. Variable regioner i
prokaryotisk 16S ribosomal RNA (rRNA) gen og eukaryotisk 18S rRNA gen fra eDNA opformeres ved
hjeelp af specifikke primere. Til fremstilling af sekventeringsbiblioteker anvendes “16S and 18S Library

3
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Preparation Kit” og biblioteker sekventeres pa en sekventeringsmaskine, som for eksempel kan veere
MiSeq, Illumina for at holde omkostningerne lave. Sekventering er en tre-trins metode bestaende af
bibliotekskonstruktion, sekventering pa en specifik NGS-platform samt bioinformatisk analyse. Den
metodiske gennemgang af sekventeringen er vist ved figur 2.

4 165 / 185 / ITS Amplicon Sequencing

(9

Metagenomic DNA PCR with 185, 185, Sequencing Data Analysis

\ or ITS primers /

Figur 2: 16S, 18S sekventering. Figurens ophav: biobasic-asia.com

Til identifikation af arter og deres fylogenetiske klassifikation bruges bioinformatiske metoder, som ger
det muligt at ssmmenligne sekvenser med referencegenomer, altsa identificerede 16S og 18S rRNA-gen
sekvenser, hvilke er tilgengelige i databaser, som for eksempel; “Excavata EukRef databaser”.
(Kolisko, 2020). | databaserne findes et stort antal gener fra organismer, som man tidligere i andre

bestemte miljger har dundet deres DNA .

4.3 Fremgangsmade
Forst vil jeg undersgge de vigtigste vandkvalitetsparametre, der er relevante for fiskeopdraet. Disse

omfatter salinitets-, temperatur-, ilt- og pH-malinger samt niveauer af organisk stof og males ved brug
af marine biologiske feltteknikker vha. af en CTD-sonde, som typisk er udstyret til at male temperatur,
ledningsevne, oplgst ilt, pH, turbiditet (vandets uklarhed) og dybde. En sddan CTD-sonde er tilgeengelig
pa AU’s forskningsskib Aurora, hvorfor det gennem min forskerkontakt, Peter Grankjeer, er blevet mig
muligt at kunne indsamle vandprgver. Ved fem forskellige steder med udgangspunkt i velvalgte
kystnere omrader i Nordsgen og @stersgen indsamles derfor hhv. fire vandprever (biologiske
replikater). Det indsamlede data analyseres med computerprogrammer og bruges til at bestemme
forekomsten af visse biologiske processer sasom alge- og plantevaekst, artsfordelingen i vandsgjlen samt
abiotiske faktorer. Dernast bestemmes artssammenseatningen ved brug af eDNA-metabarcoding,
hvorved DNA fra visse organismegrupper opformeres ved hjelp af specifikke primere, som ved brug af
NGS-sekventering og bioinformatiske analyser leder frem til en artsliste over arter fra den udvalgte
organismegruppe, hvis DNA er fundet i preverne. Herved bliver det altsa muligt at oprette
akvakulturerne, sa de efterligner de biotoper, hvor arterne oprindeligt harer til.
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5. Projektrealisering

Akvakultursektoren er verdens hurtigst voksende animalske fadevareproduktion. Desuden er de danske
producenter af fiskefoder og recirkuleringsteknologier til fiskeopdrat blandt verdens fgrende i eksport
til hele verden. (Brogaard, 2017), (NaturErhvervstyrelsen). Derfor har dette projekt stort potentiale for
at bidrage til en baeredygtig udvidelse af akvakulturproduktionen i Danmark, samt styrke dansk eksport.
Projektet har deraf stort fremtidspotentiale, men en realisering ville kraeve samarbejde med starre

virksomheder, fonde, organisationer eller andre investorer.

5.1 Omfang — Budget og tidsramme

Budgettet angiver en oversigt over udgifter i de beskrevne processer i udfgrslen af ekstraktion og
sekventering af eDNA. Udstyr og materialer mm., i forbindelse med prgveudtagning og undersggelse af

vandkvalitetsparametre, er der ikke redegjort for i budgettet, da disse vil veere til radighed pa Aurora.

Ekstraktion og NGS sekventering af eDNA

Materiale Pris per unit (kr) | Pris pr. prgve (kr) | Antal (behov) | 1alt for 20 prever

Sterivex GP millipore express + Polyethersulfone (PES) membrane filters, 0.22 micron 15 stk. a 1400 kr 93 kr. 20 1.860 kr.
DNeasy PowerWater Kit, Qiagen 100 stk. & 6400 kr 64 kr. 20 1.280 kr.
Primere til 165 rRNA gen , ITS og 185 rRNA gen, Sigma 300 kr 300 kr.
Twist Library Preparation Kit, Mechanical Fragmentation, 96 Samples; Enzymes, Buffers, Primers |96 stk. 9582 kr 100 kr. 20 2.000 kr.
Adatorer Xgen IDT og beads 50 kr. 20 1.000 kr.
Library QC (konc méling pd QUBIT, profil pd Tapestation) 35 kr. 20 700 kr.
Flow cell (20 samples) MiSeq v2, Nano 300 mb, 1 M reads, lllumina 1 stk 2038 kr 102 kr. 20 2.038 kr.
[1alt | 9.178 kr.

Estimeret tid
Prgveindsamling og filtrering 2-3 uger
Ekstraktion af DNA 1-2 uger
Biblioteksfremstilling QC 1uge
Sekventering 1 uge
Bioinformatisk dataanalyse 4 uger
|Fc:-rventettid ialt |9—11 uger

6. Diskussion og perspektivering

Uanset hvilke resultater, der fremkommer ved projektet, er der lagt op til yderligere forskning.
Hvis projektet viser gnskede virkninger, ses der potentiale indenfor videreudvikling af systemerne. Her
bliver det interessant at undersgge, hvordan en fortsat lav miljgpavirkning fra opdret sikres, og hvilke
tiltag skal der gares for at sikre ressourceeffektiviteten yderligere? Desuden kan det vere af interesse at
sondere, hvordan indvirkningen af flerartsmodellerne pa marine gkosystemer males eller behandles,
hvilket veerktgjet eDNA kan bruges til. Anvendelsen af eDNA kan netop bruges til fremtidig biologisk

overvagning og dermed til vurdering akvakulturernes indvirkning pa den omkringliggende biota.
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Anvendelsen af eDNA kan derudover ogsa bruges til evaluering af effektiviteten af konstruerede anlaeg.
Pa den anden side, hvis projektet ikke har gnskede virkninger, bliver det essentielt at kigge pa, hvorfor
effekten udebliver, og hvad der i stedet kan geres, udvikles eller andet for, at vaekst og udvikling gar
hand i hand med beskyttelse af miljget og naturen.

Ved anvendelse af akvakulturer er det teenkeligt, at vi kan sikre narende fgdevarer til det stigende
befolkningstal, idet det globale fgdevareudbud gges. Ved ngjagtig udvelgelse af akvatiske organismer
kontrolleres organismernes behov Igbende justeres. For bade landbaserede og havbaserede
akvakulturanleeg geelder den optimale placering af anleeggene i forhold til produktionsforhold som

centralt omrade for fortsat forskning.

Taksigelse
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