VEREIN FUR BEWEGUNGSFORSCHUNG eV
INSTITUT FUR STROMVUNGSWISSENSCHAFTEN

HERRISCHRIED I SUDSCHWARZWALD

Beschreibung der Methode der Algenuntersuchung

Algen werden heute in der Toxikologie zum Nachweis qualitativer, meist toxischer Wirkungen, z. T. auch in
der Trinkwasserwirtschaft als Indikatoren fur die Wasserqualitat verwendet. Als Ergdnzung zu chemisch-
analytischen Testverfahren zeigen lebende Organismen ein Gesamtbild der Wirkung einer Wasserprobe. Im
Institut fir Strdmungswissenschaften werden mit Algen Wasseruntersuchungen durchgefuhrt, die an Normen
angelehnt und erweitert wurden. So werden neben den herkdmmlichen Wachstumsparametern auch die
Veranderungen der Morphologie sowie des Vermehrungszyklus zur Beurteilung herangezogen, wodurch
auch schwache Beeinflussungen der Wasserqualitat aufgezeigt werden kénnen.

Versuchsbedingungen

Kulturbedingungen und Kulturmedium folgen den Vorgaben der EU-Direktive 92/69/EEC C.3 (entsprechend
EPA 712-C-006 bzw. OECD 201) mit den beschriebenen Anderungen. Als Versuchsorganismus wird
Pediastrum duplex (P. duplex) der Sammlung von Algenkulturen der Universitat Gottingen, SAG Nr. 28.83,
verwendet. Zur Kultur werden je Wasserprobe und Behandlungsgerat 3 Parallelkulturen mit 30 ml
Probeldsung angesetzt unter Zusatz der in der EU-Direktive angegebenen Mineralsalze. Fur die Kontrolle
wird hierbei gemafly EU-Direktive A. dest. als Probelésung verwendet. Die Lésungen und Geréate sind steril,
die Probeldsungen bleiben jedoch unbehandelt, werden also nicht sterilisiert. Alle weiteren Arbeiten erfolgen
jeweils unter sterilen Bedingungen. Die Ubersicht tiber die Kulturbedingungen zeigt Tab. 1.

Beleuchtung 6 Philips TL-D 58W-865-Rdhren mit einer Farbtemperatur von 6500 K
Hell- / Dunkelrhythmus von 16/ 8 h

Beleuchtungsstarke 143 + 4,4 yE / m? s, entsprechend etwa 8000 Ix

Bestimmung des Wachstums  photometrisch bei 446 nm

Vorkultur mehrwdchig bei Kontrolle der Zellmorphologie

Zelldichte bei Versuchsbeginn ODuss = 0,005 entsprechend etwa 5 + 10° Zoenobien / ml

Temperatur 2510,1 °C

Weiteres leichte Bewegung bei 110 U/min im Wasserbad eines Aquatron der Firma
Infors, Bottmingen, Schweiz

Tab. I: Versuchsparameter unter Standardbedingungen

Wachstum und pH-Wert werden innerhalb des Versuchszeitraums jeweils mindestens taglich kontrolliert.
Zusatzlich wird zum Versuchsbeginn und bei der Entnahme der Zellen zur morphologischen Auswertung der
Sauerstoffgehalt der Kulturen gemessen.

Zur morphologischen Auswertung werden aus drei Parallelkulturen jeweils Zellsuspensionen von 1 ml
Lésung entnommen, eine angemessene Menge wird mikroskopiert und hieraus mindestens etwa 100
Algenzellen / - zoenobien fotografiert, bei sich nicht vermehrenden Kulturen etwa 60 Algenzellen / -zénobien.
Anhand der Bilder erfolgt die Bestimmung der Zellzahl und GréRe der Zénobien und die Zuordnung des
entsprechenden Morphotyps.

Morphologische Gruppen = Morphotypen

Arttypische Gestalt

Die Algenart P. duplex bildet in der Regel eine differenzierte Zellgestalt aus. Hierbei sind gewohnlich 8, 16
oder 32 Zellen zu einer Zellkolonie oder einem Zellzusammenschlul} verbunden, auch Zoenobium genannt
(siehe Abb. | oben links). Dieses bildet einen flachen Diskus, welcher im Wasser das Absinken verzégert. Die
Einzelzelle ist je nach Position innerhalb der Zellkolonie arttypisch differenziert. Am Rande der Kolonie
gelegene, differenziert gestaltete Zellen sind durch zwei nach aulen gerichteten Zellfortsatzen
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gekennzeichnet. Diese bilden zueinander Ublicherweise einen Winkel < 45°. Zwischen den Zellen einer
Kolonie bestehen in der Regel charakteristische Zwischenrdaume. Da die auldere Zellwand der Zellen aus
extern aufgelagerten Zellulosefasern gebildet wird, erfolgt eine Veranderung der morphologischen Gestalt
nach der Reifephase in der Regel nicht.

In den Abbildungen | bis Il wie auch zum Teil an anderer Stelle werden folgende Abklrzungen verwendet:

Ko Kontrollprobe (= Anzucht unter Standardbedingungen mit A. dest.),
Qw Quellwasser,

n=... Anzahl der Untersuchungen,

NF Normalform,

QF Queliform,

QFm Quellform mit Zwischenraumen zwischen den Zellen,

QFo Quellform ohne Zwischenraume zwischen den Zellen,

KF starke Quellform (=morphologisch einem Kissen ahnlich),
KFm starke Quellform mit Zwischenraumen zwischen den Zellen,
KFo starke Quellform ohne Zwischenrdume zwischen den Zellen,
Nfb Normalform, jedoch mit reduzierten Pigmentanteilen (farblos),
LH Zellhillle, ohne Zellen ,

LHmM Zellhtlle, darin noch wenige, sich teilende Zellen ,

zk / Dis disharmonische Zellen oder Zoenobien

EZ Einzelzellen bzw. Zoenobien im Zwei- oder Vierzellstadium,
VS Vermehrungsstadien.

Vermehrung und Zellformen (Morphotypen)

P. duplex vermehrt sich in der Regel vegetativ durch Zellteilungen. Hierbei fiihren die einzelnen Zellen eines
Zoenobiums unabhéangig voneinander innerhalb der Mutterzelle Teilungen durch bis die spatere Zellzahl
eines Zoenobiums erreicht ist. Wahrend dieses Prozesses wird durch ausgeschiedene Enzyme die dulere
Zellwand teilweise aufgeldst. Dies bewirkt eine leichte bis starke Quellung der Zelle mit zunehmendem
Verlust der arttypischen Zellform.

Dieses Stadium wird als Quellform (=QF mit einem Winkel zwischen den beiden Zellfortsatzen > 45° < 90°)
bzw. starke Quellform (=KF, Kissenform infolge der Zellgestalt mit einem Winkel zwischen den beiden
Zellfortsatzen > 90°) bezeichnet. Die Quellung der Mutterzelle wahrend der Teilungsvorgange kann auch
stéarker sein, so dass die Zellzwischenrdume verschwinden und zwischen den Formen mit
Zellzwischenrdaumen (QFm, KFm) sowie ohne Zellzwischenrdume (QFo, KFo) unterschieden werden kann.
Im weiteren Vermehrungsablauf 16sen die Zellen (hier Zoosporen) die Zellwand auf, schlipfen aus und
bilden ein neues Zoenobium, welches zunachst noch kleiner ist, aber morphologisch schon der Mutterform
ahnelt. Innerhalb kurzer Zeit wachst das Tochterzoenobium zur reifen Normalform (NF) heran. Abbildung |
zeigt eine Ubersicht tiber einige der entstehenden Formen.

Neben dieser Art der Vermehrung kann P. duplex sich auch sexuell, generativ vermehren. Hierbei bilden sich
eine Vielzahl von beweglichen Zoosporen aus, welche als Einzelzellen ebenfalls ausschlipfen und
Befruchtungsvorgange durchlaufen. Nach der Befruchtung bildet sich eine kantige Zellform aus, als Polyeder
bezeichnet. Diese durchlauft eine Reifephase um zur (iblichen Normalform (NF) zu gelangen.’

Darstellungen der Morphotypen

Innerhalb der Untersuchung werden verschiedene Darstellungen verwendet, um die zahlenmaRige
Verteilung der verschiedenen Formen abzubilden. In der Regel werden infolge der besseren Ubersicht die
anteilsmafRig vorherrschenden Formen ausgewahlt. Ein Beispiel einer solchen Darstellung der
durchschnittlichen zahlenmaRigen Verteilung der ausgewerteten Formen innerhalb des Projektzeitraumes fur
die Standardbedingungen (Kontrolle = Ko) bzw. das unbehandelte Quellwasser (QW) zeigt Abb. II.

1 Rojo et. al. (2009)
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Abb. 1I: Durchschnittliche Anteile der morphologischen Gruppen von P. duplex nach ~ 24 h in Kontrollmedium (Ko) bzw.
Wasser der Stutzhofquelle (QW) (jeweils Mittelwert mit mit Standardabweichung, Erlauterung siehe Text)

Dargestellt sind in Abb. Il von links nach rechts die Ublicherweise zahlenmaflig vorherrschende arttypische
Normalform (NF), die beiden Quellformen (QF, KF) sowie ein Stadium mit einem Aussehen entsprechend der
Normalform, aber meist deutlich kleiner und farblos (Normalform farblos Nfb). Bei verschiedenen Wassern
oder Vergiftungen nehmen die im Medium gefundenen Zellen deutlich ab, dafir finden sich die Zellhiillen
(LH), welche deshalb ebenfalls mitgezahlt werden. Es folgt eine Spalte, welche morphologisch
disharmonische oder geschéadigte Zellen auflistet (zk/Dis) sowie Spalte EZ, in der die meist runden Einzel-,
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Zweier- oder Viererverbande aufgefiihrt sind. Daneben treten noch Zoenobien auf, welche gerade das
Stadium der Zoosporenbildung durchlaufen oder nach vollzogener Fortpflanzung zur reifen Kolonie
heranwachsen (VS = Bildung der Vermehrungsstadien).

Fir die weitere Auswertung werden die gefundenen Formen weiter nach der Zahl der Zellen je Kolonie (4, 8,
16 oder 32) sowie der KoloniegrdfRe differenziert. Ein Beispiel fur die bei der Auswertung verwendete
Darstellung zeigt Abb. 1ll mit den durchschnittlichen Werten fir die Kontrolle innerhalb des Zeitraums eines
Projektes. Dargestellt sind auf der x-Achse die verschiedenen Morphotypen, auf der y-Achse die Zellzahlen
je Kolonie mit den jeweiligen GroRen sowie auf der z-Achse der Anteil der jeweiligen morphologischen Form
an der Grundgesamtheit = 1. Die beiden rechten Spalten der x-Achse listen bei Spalte EZ, vorne beginnend,
zunachst die Anteile der Einzelzellen, dann die zusammenhangenden Zweier- bzw. Vierzellen auf, welche
noch nicht den reifen Formen (NF, QF, KF) zuzuordnen sind. Die rechte Spalte VS zeigt von vorne nach
hinten die Anteile der nach der Teilung heranreifenden Zoenobien mit 8 bzw. 16 Zellen sowie im weiteren
Verlauf die Anteile der Zoenobien, welche gerade das Stadium der Freisetzung der Zoosporen durchlaufen,
beginnend beim 8-, 16- bzw. 32-zelligen Zoenobium (siehe Abb. III).

Bei Vermehrung der Algen unter Standardbedingungen liegt ein GroRteil der Zoenobien in arttypischer
morphologischer Gestalt vor. Unter den hier verwendeten Bedingungen ist dies ein Zoenobium aus acht
Zellen mit einem Durchmesser > 22 < 32 pm (mehr als 50 % der Zellen). Daneben treten etwas gréRRere
Zusammenschlisse (> 32 < 40 um, etwa 10%) auf sowie zu einem kleineren Anteil 4er und 16er Zoenobien
verschiedener Grolen.

Kontrolle, ~24 h

Abb. llI: Verteilung der Anteile der
Morphotypen von im Kontrollmedium
etwa 24 h gewachsenen Algen (n=
75), aufgeteilt nach Gruppen (x-
Achse), Zellzahl je Zoenobium und
deren GroRe (y-Achse) (nahere
Erlauterung siehe Text)

5]

Momhotypen

Zeitlicher Ablauf eines Versuchs

Jeder Versuch ist zeitlich begrenzt, da das Wachstumsmedium durch Nahrstoffentzug und Abgabe von
Stoffwechselprodukten so verandert wird, dass schlieflich keine kontrollierten Wachstumsbedingungen mehr
bestehen. Entsprechend der Norm ist diese Zeit auf 3 Tage festgelegt. Dies entspricht bei einer
Teilungsdauer von etwa 25 Stunden drei Vermehrungsschritten oder Verdopplungen. Die Bestimmung der
Verteilung und des Anteils der Morphotypen innerhalb der Kulturen wird jeweils nach etwa einer bzw. drei
Verdopplungen (angegeben als 24h bzw. 72h) durchgefiihrt. Innerhalb der Versuchsserien bestanden keine
Hinweise auf eine Synchronisation des Teilungsverhaltens durch den Hell- / Dunkelrhythmus.

Darstellungen mit Ergebnissen dieser Methode finden sich in u. a. in Liess et al. (2012, 2016 und 2017)
sowie Schleyer et al. (2011a und b)
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