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1 Algemene gegevens

Titel van het project  Stikstofbacterién in de kieuwen van vissen: nieuwe inzichten voor verduurzaming
van de aquacultuur
Looptijd van het 11/10/2019 tot en met 11/10/2024
project
Trefwoorden Stikstofcyclus, ammonia, kieuwen, symbiose, vissenwelzijn
(maximaal 5)
2 Categorie van het project
In welke categorie valt [X] Fundamenteel onderzoek
het project. .
X Translationeel of toegepast onderzoek
[ ] wettelijk vereist onderzoek of routinematige productie
U kunt meerdere X] Onderzoek ter bescherming van het milieu in het belang van de gezondheid
mogelijkheden kiezen.  [] Onderzoek gericht op het behoud van de diersoort
[] Hoger onderwijs of opleiding
[] Forensisch onderzoek
[] Instandhouding van kolonies van genetisch gemodificeerde dieren, niet
gebruikt in andere dierproeven
3 Projectbeschrijving
Beschrijf de De kweek van vissen voor menselijke consumptie is een van de snelst

doelstellingen van het
project

(bv de
wetenschappelijke
vraagstelling of het
wetenschappelijk en/of
maatschappelijke
belang)

groeiende industrieén ter wereld en efficiénte en duurzame viskweek kan
bijdragen aan de groeiende vraag naar dierlijk eiwit. Een probleem in de
viskweek is de ophoping van ammonia, dat door de vissen wordt uitgestoten.
Recent hebben we een groep van stikstofcyclusbacterién ontdekt in
vissenkieuwen, dat het schadelijke ammonia omzet in onschadelijk stikstofgas.
Deze samenwerking (symbiose) is het enige bekende geval van een symbiose
waarbij bacterién zich in de cellen van een gewerveld dier bevinden.

De wetenschappelijke doelstellingen van dit project zijn: (1) de fundamentele
kenmerken van de symbiose tussen de vis en kieuwbacterién onderzoeken,
waarbij we de bacterién identificeren en de manier waarop ze in de kieuwen
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Welke opbrengsten
worden van dit project
verwacht en hoe dragen
deze bij aan het
wetenschappelijke en/of
maatschappelijke
belang?

Welke diersoorten en
geschatte aantallen
zullen worden gebruikt?

Wat zijn bij dit project
de verwachte negatieve
gevolgen voor het
welzijn van de
proefdieren?

Hoe worden de
dierproeven in het
project ingedeeld naar
de verwachte ernst?

Wat is de bestemming
van de dieren na afloop?

terecht komen vaststellen en (2) deze kennis toepassen in de context van
viskweek aan de hand van een voedingsexperiment waarmee we de activiteit
van de bacterién proberen te beinvloeden. Op deze manier dragen we kennis
bij die toegepast kan worden in het verduurzamen van de viskweek, zowel
door een verbetering van het welzijn van de vis, als een lagere uitstoot van
schadelijk ammonia aan het water waardoor nadelige milieueffecten beperkt
worden.

Opbrengsten:

Het onderzoek naar de symbiose tussen vissen en hun kieuwbacterién zal
belangrijke fundamentele wetenschappelijke kennis opleveren, aangezien dit
het enige bekende geval is van een symbiose waarbij de bacterién in de
cellen van een gewerveld dier zitten. Het levert kennis op over hoe een
dergelijke samenwerking tot stand komt, en wanneer dit gebeurt tijdens de
ontwikkeling van de vis. We onderzoeken ook hoe groot de bijdrage van de
kieuwbacterién is aan het omzetten van ammonia. Daarnaast onderzoeken
we de mogelijkheid van deze symbiose om de uitscheiding van ammonia te
verminderen in gekweekte vis.

Na afloop van het project weten we (1) hoe, wanneer, en in welke cellen de
symbiose tussen vis en bacterie tot stand komt en (2) hoe de bacterién de
stikstofuitscheiding van vissen beinvioeden en wat de invloed van voeding op
de kieuwbacterién is. Met deze kennis van de symbiose kan de ammonia-
uitstoot van vissen mogelijk beperkt worden in viskweek, wat zowel het
welzijn van de vis als de kwaliteit van het water verbetert.

In dit onderzoek zullen 1470 zebravissen en 480 karpers gebruikt worden.

Larvale en juveniele zebravissen worden eenmalig gedurende 2,5 uur in een
klein volume water gehouden tijdens dit experiment, zodat de productie van
stikstofverbindingen door deze dieren gemeten kan worden. Een groep
larvale zebravissen wordt drie dagen niet gevoerd tijdens dit experiment.

Karpers worden individueel gemarkeerd met een elektronisch identificatie
label, wat onder lichte verdoving gebeurt. De karpers worden tweemaal
gewogen (een keer tijdens het inbrengen van het label, een keer na afloop
van het experiment als de karper dood is). Een groep karpers wordt tijdens
het experiment niet gevoerd voor drie weken, wat kan leiden tot een afname
van 5-10% in hun lichaamsgewicht. Uit iedere groep karpers worden er drie
gebruikt om individuele productie van stikstofverbindingen te meten. Deze
dieren worden 2,5 uur individueel in een klein watervolume gehouden.

27% van de zebravissen zal matig ongerief ondervinden, 73% van de
zebravissen zal licht ongerief ondervinden.

12,5% van de karpers zal matig ongerief ondervinden, 87,5% van de
karpers zal licht ongerief ondervinden.

Na afloop van het onderzoek zullen alle vissen gedood worden, om hun
kieuwen te kunnen onderzoeken op de aanwezigheid van bacterién en voor
verdere weefselanalyse van andere organen.
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4 Drie V's

Vervanging

Geef aan waarom het
gebruik van dieren nodig
is voor de beschreven
doelstelling en waarom
proefdiervrije
alternatieven niet
gebruikt kunnen worden.

Vermindering

Leg uit hoe kan worden
verzekerd dat een zo
gering mogelijk aantal
dieren wordt gebruikt.

Verfijning

Verklaar de keuze voor de
diersoort(en). Verklaar
waarom de gekozen
diermodel(len) de meest
verfijnde zijn, gelet op de
doelstellingen van het
project.

Vermeld welke algemene
maatregelen genomen
worden om de negatieve
(schadelijke) gevolgen
voor het welzijn van de
proefdieren zo beperkt
mogelijk te houden.

Het gebruik van vissen is in dit onderzoek noodzakelijk, omdat we de
kieuwbacterién van deze vissen willen karakteriseren en de effecten van
voeding op deze bacterién willen onderzoeken. Omdat de bacterién onder
natuurlijke omstandigheden aanwezig zijn in de kieuwen van deze visser*en

vissen en wij deze natuurlijke symbiose willen onderzoeken, is het
onvermijdelijk om levende vissen te gebruiken in dit onderzoek. Celkweken
van kieuwcellen zijn niet afdoende, juist omdat onbekend is hoe de
symbiotische bacterién de kieuwen van vissen koloniseren en omdat
gekweekte kieuwcellen geen ammonia uitscheiden.

De aantallen vissen die we in het onderzoek gebruiken zijn gebaseerd op
vergelijkbare experimenten die we hebben uitgevoerd op zowel zebravissen
als karpers. In Dierproef 1 optimaliseren we onze techniek voor het isoleren
van bacterie-DNA uit kieuwen, zodat we het minimumaantal vissen kunnen
bepalen dat nodig is om bacterién te kunnen meten.

In dierproef 2 gebruiken we de kleinst mogelijke, maar statistisch
verantwoorde, groepsgrootte waarbij we stikstofgasproductie in groepen
kunnen meten. Door de individuele markering van karpers zijn minder
vissen nodig voor statistisch betrouwbare resultaten. Karpers uit het
voedingsexperiment worden daarna gebruikt om de individuele productie
van stikstofverbindingen te meten.

Zebravissen worden gebruikt voor de fundamentele aspecten van het
onderzoek (Dierproef 1), omdat bekend is dat de bacterién voorkomen in
hun kieuwen en ze eenvoudig in grote aantallen te houden zijn. Voor het
voedingsexperiment (Dierproef 2) gebruiken we karpers, omdat zebravissen
te klein zijn om betrouwbaar voedselinname en groei te meten. Karpers
laten eenzelfde symbiose met bacterién zien als zebravissen, passen zich
eenvoudig aan verschillende diéten aan en zijn

een belangrijke commercieel gekweekte vissoort. Hierdoor zijn deze dieren
geschikter om de potentie van deze symbiose voor duurzame aquacultuur te
bepalen.

Verdere verfijning vindt plaats door de professionele verzorging van en
omgang met de vissen in de experimenten (zie ook 4.4). De metingen voor
stikstofgasproductie vinden plaats in ruimtes met een kleine luchtruimte
boven het water, waardoor we stikstofgasproductie sneller kunnen meten.
Hierdoor beperken we de tijd dat de vissen in een kleiner watervolume
worden gehouden.

In dierproef 1 worden de dieren in groepen gehuisvest voor
stikstofmetingen, waardoor stress door individuele huisvesting voorkomen
wordt.

In dierproef 2 worden de karpers voor het individueel taggen, wegen en
meten onder lichte anesthesie gebracht, waardoor ongerief door deze
handelingen geminimaliseerd wordt. Individuele huisvesting om productie
van stikstofverbindingen te meten, wordt gedaan in een kleiner volume



water en een zo klein mogelijke gasruimte, waardoor de duur van deze
behandeling geminimaliseerd wordt. Als er onverwacht dieren tekenen van
lijlden vertonen zullen deze dieren op gepaste wijze geéuthanaseerd worden.
Dit is, gezien de aard van de experimenten, echter zeer onwaarschijnlijk.

5 In te vullen door de CCD
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Beoordeling achteraf Nee

Andere opmerkingen Nee



